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RESUMO

A Sindrome de Lynch (SL) é uma das sindromes de predisposi¢cao hereditaria
ao cancer mais comuns. Ela tem heranga autossémica dominante e € causada por
mutagdo germinativa de um dos genes de reparo de malpareamento de bases,
sendo os principais deles MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2. Os individuos com SL
apresentam um risco aumentado para o desenvolvimento de varios tipos de tumor
durante a vida, sendo os principais deles o cancer colorretal (CCR) e o de
endométrio. O objetivo desse trabalho é caracterizar aspectos clinicos e moleculares
das familias com suspeita ou diagnodstico de SL desde a implantagao do Servigo de
Oncogenética do Hospital Erasto Gaertner, além de avaliar o acesso desses
pacientes aos métodos diagndsticos da SL no contexto do Sistema Unico de Saude
(SUS). Para isso, foram revisados retrospectivamente os prontuarios de todos os
pacientes atendidos no servigo entre julho de 2012 e dezembro de 2018, buscando
pacientes que atendessem os critérios de inclusao propostos nesse estudo. Foram
entdo incluidos 32 probandos, sendo 18 mulheres (56,3%) e 14 homens (43,7%),
com idade média de 41,3 anos de idade ao diagnostico do primeiro tumor. Apenas
43,3% dessas 32 familias incluidas preenchia critérios de Amsterdam I/ll. Cada um
desses probandos teve de um a cinco tumores, num total de 57 tumores. Entre os 32
tumores indice, 84,4% pertenciam ao espectro da sindrome e 75% dos casos foram
diagnosticados antes dos 50 anos de idade. Apenas dez desses probandos (31,2%)
tiveram a oportunidade de realizar teste genético, apesar de todos os 32 terem a
indicagao por terem apresentado imunoistoquimica (IHQ) do tumor anormal ou
histéria pessoal e/ou familiar sugestiva de SL. Os casos que nao tiveram acesso a
teste genético tiveram seu gene causal de SL inferido pelo resultado da IHQ, de
modo que todos os 32 casos foram atribuidos a algum dos genes de reparo. Dos 32
casos, 13 (40,6%) foram atribuidos ao gene MSH2, 7 (21,9%) a MLH1, 7 (21,9%) a
PMS2 e 5 (15,6%) a MSH6. Essa distribuicdo difere do sugerido pela literatura,
principalmente devido a um excesso de casos relacionados a PMS2 (p=0.004) e
escassez de MLH1 (p=0.005). Entre os dez pacientes que realizaram teste genético,
cinco probandos nao relacionados tiveram uma mesma mutagdo detectada —
MSH2:c.2152C>T (p.GIn718%). Essa mutagéo foi relacionada a um efeito fundador
num estudo recente em Portugal, mas ainda nao foi descrito efeito fundador no
Brasil. Essa populagdo de estudo nunca havia sido incluida em estudos prévios
sobre a SL no Brasil. Os achados desse estudo evidenciaram algumas barreiras a
adequada identificacdo de familias portadoras de SL no cenario do SUS. Sao
necessarias estratégias para melhorar o rastreamento da SL e diagndstico de
individuos acometidos, assim como a identificacdo, captacdo e testagem dos
familiares em risco, para que esse diagndstico possa se traduzir na prevencao de
cancer em maior escala.

Palavras-chave: Sindrome de Lynch. Cancer colorretal hereditario. Mutagao
MSH2:¢c.2152C>T. Diagndstico molecular no SUS.



ABSTRACT

Lynch Syndrome (LS) is among the most common hereditary cancer
syndromes. It is an autosomal dominant disorder caused by a germline mutation in
one of the mismatch repair genes, mainly MLH1, MSH2, MSH6 and PMSZ2.
Individuals with LS are at an increased lifetime risk for several types of tumors, but
mostly colorectal and endometrial cancers. This study aims to describe clinical and
molecular aspects of families suspected for or diagnosed with LS since the
implementation of the Oncogenetics Department at Hospital Erasto Gaertner, and
also to evaluate the access of these patients to molecular diagnostic methods within
the context of the Brazilian Public Health System. For this purpose, we made a
retrospective chart review of all patients seen at the Oncogenetics clinics from July
2012 to December 2018, aiming to identify patients who fulfilled inclusion Criteria for
this study. Thus, 32 probands were included, comprising 18 females (56,3%) and 14
males (43,7%), with a mean age of 41,3 years at their first tumor diagnosis. Only
43,3% of these 32 families fulfilled Amsterdam Criteria I/l1l. Each one of the probands
had one to five tumors diagnosed during their lifetime, for a total of 57 tumors.
Among 32 index tumors, 84,4% were included in the tumor spectrum of the
syndrome, and 75% of the cases were diagnosed at 50 years old or younger. Only
ten of these probands (31,2%) had access to genetic testing, even though all of them
had the indication to have it done due to abnormal immunohistochemistry (IHC)
results or suspect personal and/or family history. Untested cases were assigned to a
causal gene based on IHC results, so that all 32 cases were assigned to one of the
mismatch repair genes. Out of 32 cases, 13 (40,6%) were assigned to MSH2, 7
(21,9%) to MLH1, 7 (21,9%) to PMS2 and 5 (15,6%) to MSH6. This distribution is
inconsistent with data in the literature, mainly due to an excess of PMS2 cases
(p=0.004) and a lack of MLH1 (p=0.005). Among ten patients who underwent genetic
testing, five unrelated probands had the same mutation identified — MSH2:¢.2152C>T
(p.GIn718*). A founder effect has recently been described for this mutation in
Portugal, but a founder effect has not yet been described in Brazil. The population of
this study had not been included in previous studies regarding LS in Brazil. Our
findings show there are some barriers to appropriate identification of LS families in
the setting of the Brazilian Public Health System. Improvements are needed to a
better screening and diagnosis of the syndrome, as well as for the identification and
testing of relatives at risk. Such efforts are important to achieve cancer prevention
and control in a larger scale.

Keywords: Lynch Syndrome. Hereditary colorectal cancer. MSH2:¢c.2152C>T
mutation. Molecular diagnosis — public health system.
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1 INTRODUGAO

O cancer colorretal (CCR) é o segundo mais frequente entre mulheres e o
terceiro em homens no Brasil (INCA, 2019). Os ultimos dados publicados pelo
Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimam que, para cada ano do triénio de 2020-
2022, mais de 40 mil casos novos de cancer colorretal sejam diagnosticados no
Brasil, sendo quase 2,5 mil deles no Parana (INCA, 2019). Estima-se que 3-5%
(ROSSI et al., 2002; DA SILVA et al., 2015) de todos os casos de CCR estejam
relacionados a sindrome de Lynch (SL), que é a principal sindrome hereditaria de
predisposicdao ao cancer colorretal. A SL tem heranca autossdmica dominante,
definida pela presenga de mutagdo germinativa de um dos genes de reparo de
malpareamento de bases (genes MMR, do inglés mismatch repair genes), sendo 0s
principais deles MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2. Esses genes codificam proteinas
homdénimas cuja fungdo € reconhecer e corrigir erros na incorporagdo de
nucleotideos durante a replicagcdo do DNA (GIARDIELLO et al., 2014). A falha na
execucdo dessa fungdo leva ao acumulo de mutagdes (predominantemente
pequenas insergcdes e delegbes), principalmente em regides de sequéncias
altamente repetitivas no DNA, conhecidas como microssatélites. O fenotipo do tumor
resultante € conhecido como alta instabilidade de microssatélites (MSI-high — do
inglés, microsatellite instability-high) ou sistema de reparo deficiente (IMMR - do
inglés, deficient mismatch repair) (KLOOR; VON KNEBEL DOEBERITZ, 2016). Em
oposicao, diz-se que o tecido normal apresenta estabilidade de microssatélites (MSS
— do inglés, microsatellite stability) ou sistema de reparo proficiente (PIMMR — do
inglés, proficient mismatch repair).

Também estdo inclusas no espectro da sindrome neoplasias de sitios
extracolénicos, sendo o principal deles o endométrio, mas também estémago,
ovario, intestino delgado, trato hepatobiliar, pelve renal, ureter, pancreas, sistema
nervoso central e neoplasias sebaceas (GIARDIELLO et al., 2014). Embora os
orgaos em risco classicamente relacionados com a SL sejam os anteriormente
citados, estudos recentes demonstram a ocorréncia de instabilidade de
microssatélites em outros tumores de fora desse espectro, incluindo tumores do
cortex da adrenal, prostata, melanomas, mesoteliomas, sarcomas de partes moles,
tumores de células germinativas, entre outros (RAYMOND et al., 2013;
BONNEVILLE et al.,, 2017; ROBERTS et al.,, 2018; LATHAM et al.,, 2019). A



pesquisa da instabilidade de microssatélites passou a ter seu uso mais disseminado
na pratica clinica desde o advento da imunoterapia, pois a presenca de instabilidade
foi definida como marcador molecular preditor de resposta para esse tipo de
tratamento (LE et al., 2015) — vide tépico 2.2.7. Além disso, o aumento da
acessibilidade e o consequente uso mais amplo dos painéis multigene resulta na
deteccgao incidental de mutagdes germinativas dos genes de reparo em tumores nao
classicos da SL. Juntos, esses fatores acabam contribuindo para a ampliagao do
nosso conhecimento sobre o espectro de tumores da sindrome (YURGELUN;
KASTRINOS, 2019). Isso demonstra que o continuo estudo da sindrome de Lynch,
dentro de diferentes contextos e em diferentes populacdes, € de fundamental
importdncia para que possamos continuar ampliando o conhecimento e,
consequentemente, a capacidade de melhor identificar, rastrear e tratar esses
pacientes.

Na nova era da medicina de precisdo, a caracterizacdo molecular das
doencgas neoplasicas se mostra cada vez mais relevante, ndo s6 do ponto de vista
de diagnéstico e rastreamento (no caso das doencgas hereditarias), mas também do
ponto de vista terapéutico (DONDORP; DE WERT, 2013). A identificacdo de
pacientes com sindrome de Lynch e a sua inser¢cdo em programas de rastreamento
para cancer colorretal comprovadamente reduz a mortalidade pela doenca
(JARVINEN et al., 2000). O diagndstico molecular é importante pois permite a
identificacao de familiares saudaveis em risco, estendendo o beneficio da prevencao
a esse grupo (BERG et al., 2009). A descoberta da participagao da via programmed
death 1 (PD-1) na supressao da resposta imune citotéxica a alguns tumores e 0 uso
dessa via como alvo na terapia do cancer trouxeram a instabilidade de
microssatélites para o foco da Oncologia (LE et al., 2015). A imunoterapia anti-PD-1
marca historicamente a primeira aprovagao de terapia agnéstica pelo Food and Drug
Administration (FDA), ou seja: a indicagdo da droga se baseia unicamente na
presenca de um marcador molecular, no caso a instabilidade de microssatélites,
independente do sitio de origem ou do tipo histolégico do tumor (LEMERY;
KEEGAN; PAZDUR, 2017) (vide tépico 2.2.7).

Dentro desse contexto, desde 2012 o Hospital Erasto Gaertner conta com um
servico de Oncogenética, que atende casos referenciados de todo o estado do
Parana. Hoje, o servico apresenta um fluxo importante de pacientes, incluindo

familias portadoras da sindrome de Lynch. A caracterizagdo clinica e molecular



desses pacientes colabora com a avaliagdo mais precisa dos riscos de cancer
colénico e extracoldnico, permite o rastreamento dos familiares em risco e introduz
opgOes terapéuticas, otimizando a prevengdo do cancer e o manejo desses
pacientes e de suas familias (DA SILVA et al., 2016).

Apesar de ser uma condigao ja bastante estudada e bem definida, ha poucos
estudos dedicados a descrever os dados genotipicos e fenotipicos da sindrome em
familias brasileiras. Uma busca no banco de dados Pubmed realizada em agosto de
2019, utilizando os termos Lynch Syndrome AND Brazil, Lynch Syndrome AND
brazilian, HNPCC AND Brazil e HNPCC AND brazilian, filtrando para artigos
contendo esses termos no titulo e/ou no abstract, retornou ao todo 16 resultados
distintos. A populacdo de pacientes do servigo de Oncogenética do Hospital Erasto
Gaertner ndo estd incluida em nenhum desses estudos prévios. E importante
lembrar que a colonizagao da regidao sul do pais difere das demais regides devido a
forte participacdo também dos europeus ndo latinos, como os alemédes e, em
especial no estado do Parana, poloneses e ucranianos. O compartilhamento dos
dados dessa populagdo pode contribuir para a identificacdo de particularidades
genotipicas e/ou fenotipicas relacionadas a esse contexto de ancestralidade distinta.
O objetivo inicial desse trabalho foi caracterizar aspectos clinicos e moleculares das
familias com suspeita ou diagndstico de Lynch desde a implantagdo do Servigo de
Oncogenética do Hospital Erasto Gaertner. Entretanto, por se tratar de um servigo
cujo atendimento é hoje 100% realizado através do Sistema Unico de Saude (SUS),
encontramos dificuldades na realizacdo desse trabalho que remetem as limitagcbes
inerentes ao manejo de doengas de alta complexidade dentro do sistema publico de
saude. Entre elas, estdo questdes referentes ndao sé a dificuldade de realizar testes
essenciais ao diagnostico, mas também de realizagdo do correto rastreamento,
manejo e de teste em cascata. Apontar e discutir os desafios na implantagdo do
aconselhamento, seguimento e dos testes genéticos no contexto do sistema de

saude publico brasileiro tornaram-se também um objetivo deste trabalho.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O CANCER COLORRETAL

2.1.1 Definicao e epidemiologia

A exemplo de todos os tecidos do corpo, o epitélio colorretal depende de um
complexo sistema regulatério para manter sua homeostasia e integridade durante a
divisdo celular e replicagdo. Alteragcbes nesses mecanismos podem levar a
transformagao maligna (STEELE et al., 2016). O cancer colorretal (CCR) resulta de
um processo de varias etapas, que envolve o acumulo de eventos genéticos e
epigenéticos ao longo do tempo, levando finalmente a vantagem proliferativa,
expansado clonal e aparecimento de um tumor com capacidade de invasao
(VOGELSTEIN; KINZLER, 2015). Com o conhecimento atual sobre as alteracdes
moleculares que levam ao CCR, sabemos que nao se trata de uma entidade unica,
mas sim de uma doenga heterogénea, uma vez que diferentes vias de
carcinogénese levam a formagao de tumores com fendtipo, prognéstico e resposta a
terapia distintos (DIENSTMANN; SALAZAR; TABERNERO, 2014).

O tipo histolégico mais comum entre as neoplasias malignas colorretais € o
adenocarcinoma. Nao ha diferenca relatada na distribuicdo da doencga entre os
sexos no Brasil (INCA, 2019); nos Estados Unidos, a incidéncia € 40% mais alta em
homens do que em mulheres. O envelhecimento € um fator de risco para o CCR e
cerca de 90% dos casos sao diagnosticados apos os 50 anos (STEELE et al., 2016).

Em tese, todo CCR surge de uma lesdo pré-maligna, potencialmente
identificavel e removivel por colonoscopia (FEARON; VOGELSTEIN, 1990;
WINAWER et al.,, 1993; MUNDADE et al.,, 2014). O tempo entre o inicio da
carcinogénese e o surgimento de uma lesao maligna costuma ser longo, oferecendo
oportunidade para intervengdo nesse periodo (RUTTER et al., 2015). Apesar do
grande potencial de prevencao desses tumores através da realizagdo de um exame
altamente eficaz, que é a colonoscopia (WINAWER et al., 1993), os tumores
colorretais continuam a figurar entre os mais frequentes ao redor do mundo. Nos
Estados Unidos, o CCR ¢é o terceiro cancer mais comumente diagnosticado entre
homens e mulheres, e a segunda principal causa de mortalidade por cancer

(STEELE et al., 2016). No Brasil, o cancer colorretal € o segundo mais frequente,



tanto para o sexo feminino quanto para o sexo masculino (INCA, 2019). Dados do
Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimam que, no ano de 2020, cerca de 2,5 mil
casos novos de cancer colorretal serdo diagnosticados no Parana, sendo cerca de
400 apenas em Curitiba (INCA, 2019). Devido a sua alta incidéncia, o CCR é uma

importante questdo de saude publica.

2.1.2 Vias moleculares da carcinogénese colorretal

Classicamente, coloca-se que o CCR pode se originar de trés vias
carcinogénicas distintas, sendo elas: 1) instabilidade cromossémica (CIN — do inglés,
chromosomal instability); 2) instabilidade de microssatélites e; 3) fenotipo metilador
de ilhas CpG (CIMP — do inglés, CpG island methylator phenotype). E importante
notar que: apesar de distintos, os fendtipos relacionados a cada uma das vias se
sobrepdem; nenhuma das vias € exclusiva da forma esporadica ou da hereditaria do
CCR - as trés vias estao representadas em ambas as formas (STEELE et al., 2016).

A via da instabilidade cromossémica €& também conhecida como a via
classica adenoma-adenocarcinoma da carcinogénese colorretal, e seria responsavel
pelo desenvolvimento de 70-85% dos casos de CCR. Esse modelo sugere a
progressao neoplasica por uma sequéncia de acumulo de mutacdes drivers em
oncogenes e genes supressores de tumor (FEARON; VOGELSTEIN, 1990;
VOGELSTEIN; KINZLER, 2015). Segundo esse modelo, o CCR se inicia por
mutag¢des nos genes da via adenomatous polyposis coli, que incluem nao apenas o
gene APC, mas também CTNNB1, SOX9, TCF7L1, TCF7L2 e AMER1
(VOGELSTEIN; KINZLER, 2015). O gene APC é um supressor de tumor cujo
produto proteico atua na via de sinalizacdo Wnt. Nessa via, a proteina APC forma
um complexo multiproteico com a glicogénio sintase quinase-3 beta (GSK-38) e a 3-
catenina. Ao fosforilar a B-catenina, GSK-38 garante que ela seja alvo de
ubiquitinagdo e consequente degradagao. Logo, na perda de fungdo do gene APC, a
B-catenina é poupada dessa destruicdo e se acumula, dirigindo-se entdo ao nucleo
celular, onde atua ativando genes relacionados a proliferagao celular (BREMBECK;
ROSARIO; BIRCHMEIER, 2006).

Outro evento importante na via CIN € a ativagcdo do oncogene KRAS. As
proteinas da familia RAS tém um papel importante na divisdo celular, diferenciacéao

e mitose (MUNDADE et al., 2014). Uma das vias mais conhecidas reguladas pela



familia RAS é a via de sinalizagdo RAS > Raf > MEK - Erk. Essa cascata de
fosforilagao resulta na ativagdo das cinases reguladas por sinal extracelular (Erk1 e
Erk2; do inglés — extracellular signal-regulated kinase 1 e 2), que entdo fosforilam
substratos que regulam varios processos celulares. Erk1/2 fosforilam nao apenas
substratos citoplasmaticos, que regulam a tradugdo, mas também se translocam
para o nucleo, onde fosforilam fatores de transcricdo (WEINBERG, 2014). A proteina
RAS atua como uma proteina G — no seu estado inativo, liga-se a guanina difosfato
(GDP). Sinais mitogénicos ativam o fator trocador de nucleotideos de guanina
(GEF), induzindo a proteina RAS inativa a trocar seu GDP por guanosina trifosfato
(GTP). A ligagcao a GTP modifica a configuragdo da proteina para uma forma ativa,
emissora de sinal, que perdura até que ocorra a clivagem de GTP através da fungéo
intrinseca de GTPase da proteina RAS. As mutagdes oncogénicas de KRAS levam a
perda da sua atividade GTPase, levando a manutengdo da conformacdo ativa e
ativacdo constitutiva das vias pro-proliferativas a jusante. Finalmente, a perda de
outros genes supressores de tumor, como TP53, SMAD4 e PIK3CA contribui para o
fendtipo de instabilidade cromossémica e desenvolvimento do cancer colorretal
(MUNDADE et al., 2014).

Uma segunda via que seria responsavel por cerca de 15% dos casos de
CCR seria a instabilidade de microssatélites. A MSI é definida como uma alta
frequéncia de alteragdes no comprimento de regides de DNA altamente repetitivo
(microssatélites), o que é resultado da perda de atividade do sistema de reparo de
malpareamento do DNA (dMMR) (KOCARNIK; SHIOVITZ; PHIPPS, 2015). Na
maioria dos casos, essa instabilidade € decorrente do silenciamento epigenético do
gene MLH1, que é um dos genes do sistema de malpareamento. Esse silenciamento
se da através da hipermetilacdo de ilhas CpG da regido promotora do gene
(BOLAND; GOEL, 2010). Porém, numa parcela dos pacientes, a MSI resulta de
mutacao germinativa em um dos genes desse sistema de reparo, caracterizando a
sindrome de Lynch. Independentemente da causa, defeitos no sistema de reparo de
malpareamento levam ao acumulo de mutagdes e, portanto, aumento de
suscetibilidade a formacdo de tumores (MUNDADE et al.,, 2014; KOCARNIK;
SHIOVITZ; PHIPPS, 2015). Por se tratar da principal via de carcinogénese envolvida
na formagéo dos tumores da sindrome de interesse, os mecanismos moleculares da
instabilidade de microssatélites serdo abordados de forma mais detalhada nos
topicos 2.2.2 e 2.2.3.
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Conforme citado acima, padrbes aberrantes de metilacdo de ilhas CpG tém
sido amplamente observados em CCR e estdo associados ao silenciamento génico
quando ocorrem em regides promotoras (WEISENBERGER et al., 2006). A
combinacdo de um nucleotideo citosina seguido por um nucleotideo guanina
(dinucleotideo CpG) € incomum no genoma humano. Porém, regides de densa
aglomeragao desse dinucleotideo, denominadas ilhas CpG, s&o vistas na regido
promotora de aproximadamente metade de todos os genes. Padrdes aberrantes de
hipermetilacdo dessas ilhas tém sido associados com silenciamento de genes
supressores de tumor, colaborando para o surgimento de cancer (LEGGETT,;
WHITEHALL, 2010). Uma parcela dos tumores colorretais apresentam frequéncia
excepcionalmente alta de metilagdo de algumas ilhas CpG, levando a sugestédo da
existéncia de um fendtipo distinto denominado fendétipo metilador de ilhas CpG ou
CIMP-high. A ocorréncia esporadica de dMMR ocorre quase exclusivamente como
consequéncia de metilagdo da regido promotora de MLH1 associada com CIMP-high
e, nesses casos, ha uma forte correlagdo com a presenca de mutagdo do gene
BRAF (WEISENBERGER et al., 2006). As lesbes precursoras dos tumores
originados dessa via sdao os adenomas sésseis serrilhados e os adenomas
serrilhados tradicionais e, por isso, ela também €& conhecida como via serrilhada.
Sugere-se que o surgimento de cada um desses precursores esta relacionada a
hipermetilacdo de promotores de genes distintos; a ocorréncia mutuamente
exclusiva de mutacdo no gene BRAF ou no KRAS; e resulta na formagao de tumores
que podem ser MSI-high ou MSS, respectivamente, inclusive com progndsticos
distintos (LEGGETT; WHITEHALL, 2010; KIM et al., 2016b)

E importante compreender que, apesar das diferentes denominacdes, os
fendtipos de todas essas vias se intersectam, e nenhuma alteragdo € exclusividade
de nenhuma delas. Além da sobreposi¢caéo entre as vias citadas, a heterogeneidade
do CCR se da também por interagao com outras vias menos descritas ou ainda nao
descritas (MUNDADE et al., 2014). Além disso, o crescente conhecimento da
biologia molecular do céncer em diferentes niveis (na epigenética, na
transcriptdbmica, na protedmica, na imunologia, entre outros) deixou claro que a
complexidade do microambiente tumoral vai muito além da genémica. Dentro desse
contexto, surgiu em 2014 um consorcio internacional (The Colorectal Cancer
Subtyping Consortium) dedicado ao compartilhamento de dados em larga escala

entre grupos de especialistas. Em 2015, esse grupo publicou um consenso sobre a



11

classificacdo molecular (CMS — do inglés, consensus molecular subtypes) para o
cancer colorretal (GUINNEY et al., 2015). Atualmente, a comunidade cientifica
trabalha para traduzir esse conhecimento para aplicagdo na pratica clinica (WANG
et al., 2019).

2.1.3 Cancer colorretal hereditario

O CCR ocorre nas formas esporadica, familial e hereditaria. Estima-se que
até 30% dos casos tem um componente familial, mas apenas cerca de 1/3 deles (ou
seja, 10% do total) tem de fato um mecanismo de heranga conhecido (formas
hereditarias) (LYNCH et al., 2004; KALADY; HEALD, 2015). Nos ultimos anos, o
desenvolvimento das técnicas de sequenciamento de proxima geragao possibilitou a
identificacao de novos genes causais para o CCR hereditario (VALLE, 2017). Hoje, o
diagnéstico molecular dos casos hereditarios ndo tem impacto apenas no
estabelecimento de esquemas de rastreamento e prevencio; ele tem também,
muitas vezes, consequéncia direta na estratégia de tratamento desses pacientes,
inclusive através de drogas desenhadas especificamente para agir sobre os
mecanismos moleculares envolvidos com essas sindromes (VALLE et al., 2019).

De forma simplificada, as sindromes de predisposicdo ao CCR sao divididas
entre as que cursam com polipose e as que nao cursam com polipose. As poliposes
sdo entdo subdivididas de acordo com a histologia dos pdlipos: adenomas,
hamartomas ou serrilhados. As sindromes de polipose adenomatosa sédo a polipose
adenomatosa familial (PAF) e a polipose associada ao gene MUTYH. As poliposes
hamartomatosas sdo bem mais raras e incluem a sindrome de Peutz-Jeghers
(causada por mutagbes germinativas no gene STK11), a sindrome da polipose
juvenil (genes BMPR1A e SMAD4) e a sindrome de Cowden (gene PTEN). Os
polipos serrilhados, quando encontrados em uma determinada quantidade e um
determinado tamanho, definem clinicamente uma entidade descrita mais
recentemente, que é a sindrome da polipose serrilhada (SNOVER et al., 2010;
KALADY; HEALD, 2015). O gene responsavel pela sindrome da polipose serrilhada
ainda nao foi definido, porém estudos recentes de sequenciamento de exoma em
individuos preenchendo critérios clinicos para a sindrome demonstraram mutacdes

germinativas no gene RNF43 (GALA et al., 2014). Todas as poliposes citadas acima
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tem padrao de heranca autossémico dominante, exceto pela polipose associada ao
gene MUTYH, que é de heranca autossémica recessiva.

As sindromes que n&o cursam com polipose sdo genericamente chamadas
de HNPCC - do inglés, hereditary nonpolyposis colorectal cancer — e a principal
sindrome representante desse grupo é a sindrome de Lynch. O termo HNPCC é
inclusive muitas vezes usado de forma sinbnima para se referir a sindrome de
Lynch; porém, a comunidade cientifica internacional em cancer colorretal hereditario
propde que esses termos nao sejam usados intercambiavelmente (KRAVOCHUCK
et al., 2014). A questao da nomenclatura sera discutida de forma mais aprofundada
no tépico 2.2.5.

A sindrome de Lynch €& n&o s a principal sindrome de predisposi¢cdo ao
CCR, respondendo por 2-7% de todos os casos (LYNCH et al., 2004), mas também
uma das principais sindromes de predisposicao hereditaria a cancer, com uma
incidéncia estimada de 1 a cada 280 individuos na populagao (WIN et al., 2017).
Apesar da alta frequéncia, a SL é atualmente subreconhecida, subdiagnosticada e
submanejada e, consequentemente, a oportunidade de reduzir a mortalidade desses
individuos por tumores preveniveis € frequentemente perdida (SINGH et al., 2010;
MONAHAN et al., 2017).

2.2 A SINDROME DE LYNCH

2.2.1 Historico

A sindrome de Lynch é uma condigdo de heranga autossémica dominante
que predispde seus portadores ao desenvolvimento de alguns tipos de cancer em
idade jovem (WARTHIN, 1913; LYNCH; KRUSH, 1971). A sindrome néao foi
originalmente descrita pelo Dr. Henry Thompson Lynch, que deu nome a sindrome,
mas sim por um patologista da Universidade de Michigan, em Ann Arbor, Dr. Aldred
Scott Warthin. Em 1895, uma senhora que trabalhava como costureira para a sua
familia comentou com tristeza a sua provavel futura morte por cancer, assim como
acontecera com todos os membros de sua familia. De fato, ela sucumbiu a um
cancer de endométrio alguns anos mais tarde, como previu. Dr. Warthin entdo
revisou os casos e desenhou o heredograma dessa familia, que chamou de “familia

G”, pelo fato de terem emigrado da Alemanha (Germany) antes da Guerra Civil.
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Apods notar que os descendentes daqueles que tinham cancer muitas vezes também
desenvolviam tumores, enquanto a prole dos ndo acometidos por cancer também
era saudavel, Dr. Warthin concluiu que parecia haver algum tipo de predisposigéao
familial a cancer (WARTHIN, 1913). Ele publicou também um estudo mais
aprofundado dessa familia, em 1925, quando ele ja tinha reconhecido uma
suscetibilidade especialmente aumentada para tumores do trato gastrointestinal e
do utero, em idade jovem (BOLAND; LYNCH, 2013).

Warthin morreu em 1931 e os seus achados se mantiveram dormentes até os
anos 60. Nesse intervalo, houve apenas relatos ocasionais de aglomeragao familial
de cancer colorretal, até que em 1966 o Dr. Henry Lynch reportou o caso de varias
familias em detalhes. Dr. Lynch conhecia as publicagdes do Dr. Warthin sobre a
familia G, e foi até Ann Arbor para conhecé-los pessoalmente, conseguindo dados
referentes a mais de 650 membros da familia. Ele entdo reconheceu o padrao
autossémico dominante de heranga, mas nao definiu o substrato da hereditariedade
(LYNCH; KRUSH, 1971). A instabilidade de microssatélites, que é o achado
molecular caracteristico dos tumores da sindrome, s6 foi descrita em 1993 (IONOV
et al., 1993), e alguns meses depois surgiu o primeiro relato de mutagdo num gene
com conhecida associagao a MS| em bactérias sendo encontrada num paciente com
cancer colorretal (FISHEL et al., 1993).

Hoje, mais de 100 anos depois da descrigdao do Dr. Warthin, sabemos que a
sindrome é determinada pela presengca de mutagdo germinativa nos genes que
codificam proteinas responsaveis pelo reparo de danos ao DNA, chamados de
genes de reparo ou mismatch repair. Os principais genes envolvidos sdo: human
MutL Homolog 1 (hMLH1), human MutS Homolog 2 (hMSHZ2), human MutS Homolog
6 (hWMSH6) e human Postmeiotic Segregation increased 2 (hPMS2) (LYNCH, 2017).
Varios estudos demonstram que MLH1 e MSH2 s&o os genes responsaveis pela
maioria dos casos da sindrome, respondendo sozinhos por 80-90% das variantes
patogénicas identificadas (VALENTIN et al., 2011; GIARDIELLO et al., 2014).

2.2.2 Estrutura dos principais genes envolvidos e fungao das proteinas

Os principais genes envolvidos com a SL sdo os genes MLH1 (OMIM

*120436), MSH2 (OMIM *609309), MSH6 (OMIM *600678), PMS2 (OMIM *600259)
e EPCAM (OMIM *185535). O locus, o tamanho e o numero de éxons de cada um
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desses genes, além do numero de aminoacidos da proteina codificada, estao

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — ESTRUTURA DOS PRINCIPAIS GENES ENVOLVIDOS NA SINDROME DE LYNCH

Locus Tamanho (kb) Exons N° de aminoacidos
MLH1 3p22.2 57 19 756
MSH2 2p21-p16 73 16 934
MSH6 2p16.3 114 10 1360
PMS2 7p22.1 16 15 862
EPCAM 2p21 42 9 314

FONTE: (GENECARDS; OMIM, 2020)
LEGENDA: Kb: quilobases.

Esses genes (exceto por EPCAM) produzem proteinas homdénimas que
participam de um dos sistemas de reparo do DNA: o reparo de malpareamento de
bases (ou mismatch repair). No seu estado funcional, as proteinas MMR estao
organizadas em heterodimeros: MLH1 se dimeriza com PMS2, formando o complexo
MutLa; e MSH2 com MSH6, formando o complexo MutSa. A detec¢do dos erros é
realizada pelo complexo MutSa (ou, em menor proporgao, pelo MutS@, formado por
MSH2/MSH3), que entao recruta MutLa, que degrada a extensao mutada e reinicia a
sintese. (Figura 1 - YAMAMOTO; IMAI, 2015).

As consequéncias da perda desse importante mecanismo de reparo do DNA

serao discutidas no topico 2.2.3.
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Figura 1 — MODELO DO SISTEMA MISMATCH REPAIR

malpareamento | — — -

,-r alca de 1base alcas de 2-4 bases

I/Hma N/

FONTE: Adaptada de YAMAMOTO; IMAI, 2015.

LEGENDA: A imagem ilustra o mecanismo proposto de heterodimerizagdo das proteinas do sistema
MMR. Em células eucaridticas, erros de pareamento entre bases e pequenas insergdes/dele¢des sdo
corrigidos por esse sistema. Em humanos, o sistema MMR conta com a atividade de quatro proteinas
principais: MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2. A detecgéo dos erros é realizada pelo complexo MutSa (ou,
em menor proporgao, pelo MutSB, formado pelas proteinas MSH2/MSH3), que entdo recruta MutLa.
MutLa degrada a extensdo mutada e reinicia a sintese. Num recente estudo in vivo, a trimetilagcdo da
histona H3 na Lys36 (H3K36 me3) foi identificada como um marcador epigenético necessario para o
recrutamento de MutSa para a cromatina através de interagdo com o dominio PWWP de MSH6.

Além dos quatro genes citados, dele¢des envolvendo a regido 3’ do gene
EPCAM (ou TACSTD1) também podem causar a SL (LIGTENBERG et al., 2009;
GUARINOS et al., 2010). Esse gene se localiza cerca de 16 quilobases a montante
de MSH?2 e, portanto, delegcbes que eliminam seu cédon de terminacao resultam na
continuidade da transcrigdo através da regidao promotora de MSH2, levando a sua
hipermetilacdo e consequente silenciamento epigenético deste gene (RUMILLA et
al., 2011; GIARDIELLO et al., 2014).

Ainda em relagéo a estrutura dos genes de reparo, algumas particularidades
referentes ao gene PMS2 tém impacto clinico e merecem atengdo. O gene PMS2
possui multiplos pseudogenes ja identificados no genoma humano (NICOLAIDES et
al., 1995; DE VOS et al., 2004). Pseudogenes sao regides gendmicas nao funcionais
cujas sequéncias sdo altamente similares as de um gene funcional (PODLAHA;
ZHANG, 2010). Na maioria dos casos, os pseudogenes se originam de duplicagao
do gene ancestral, gerando um gene homodlogo funcionalmente redundante que

gradualmente vai acumulando mutagdes e entdo perde sua fungdo (PODLAHA,
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ZHANG, 2010). Entre os pseudogenes de PMS2, o mais critico € o PMS2CL, que
exibe extrema similaridade aos éxons 9 e 11-15 do gene PMS2 (VAUGHN et al.,
2011). Além disso, a ampla ocorréncia de conversdo génica entre essas regides
torna impossivel que as poucas bases nao idénticas sejam confiavelmente
atribuidas ao gene ou ao pseudogene (HAYWARD et al.,, 2007). Devido a esses
fatores, a detecgéo de mutagdes no gene PMS2 representa um desafio laboratorial,
visto a dificuldade de se encontrar regides exclusivas ao gene para ancoragem de
primers e a dificuldade de desambiguacdo das variantes detectadas. Estratégias
baseadas em analise de RNA (ou dos transcritos do gene PMS2 funcional), através
do sequenciamento de cDNA obtido como produto de amplificacdo de PCR via
transcriptase reversa, também ja demonstraram vantagem em relagdo ao
sequenciamento de DNA gendémico (ETZLER et al., 2008). Em outra alternativa,
Vaughn et. al descreveram uma técnica de long-range PCR com ancoramento do
primer forward no éxon 10, que ndo € compartiihado pelo pseudogene, para
obtencado de amplificagdo preferencial de PMS2 (VAUGHN et al., 2010). Logo, é
importante lembrar que variantes patogénicas detectadas nos ultimos cinco éxons
de PMS2 devem passar por desambiguagdo para definigdo da sua origem, e
técnicas para o aprimoramento desse processo vem sendo descritas na literatura
(GOULD et al., 2018).

E importante ressaltar que os genes aqui listados sdo aqueles ja conhecidos
e sabidamente relacionados com a SL até o momento, mas podem ndo ser o0s
unicos. Além dos quatro principais genes mencionados, existem outros genes que
respondem por uma diminuta fragdo dos casos de SL. Mutagdes germinativas dos
genes MLH3 e MSH3, por exemplo, parecem ser responsaveis pela sindrome numa
minoria dos casos, geralmente com fendtipo mais brando e menos caracteristico
(WU et al.,, 2001; DURATURO et al., 2011). Estudos recentes em pacientes
suspeitos para SL, mas sem mutagdo germinativa detectada nos genes citados,
mostram que mutagdes em outros genes envolvidos no processo de reparo de
malpareamento podem ser a causa da sindrome em pacientes sem diagnostico
molecular até entdo (XAVIER et al., 2019). Com o uso crescente dos painéis
multigene e do sequenciamento gendmico global, principalmente em pacientes e
familias com fendétipos menos especificos, a tendéncia € de que ocorra a descoberta

progressiva de mutacdes em genes causadores menos comuns, assim como de
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alelos de baixa penetrancia, levando a ocorréncia da doenga por interacédo
poligénica (MARTINEZ; KOLODNER, 2010; DURATURO et al., 2011).

2.2.3 Caracteristicas moleculares: a instabilidade de microssatélites

Do ponto de vista molecular, a mutacdo germinativa nos genes MMR se
traduz no que chamamos de instabilidade de microssatélites ou sistema de reparo
deficiente. Microssatélites sao sequéncias simples de um a seis nucleotideos
repetidos no DNA que, devido a sua estrutura repetitiva, estdo mais sujeitos a erros
durante a replicagdo (GELSOMINO et al., 2016). Esses defeitos sdo normalmente
identificados e corrigidos pelo sistema MMR. A deficiéncia das proteinas de reparo
em corrigir esses erros na incorporagcao de nucleotideos durante a replicacéo leva
ao seu acumulo, o que se traduz em instabilidade genética (LYNCH et al., 2008;
GIARDIELLO et al., 2014). Essa instabilidade tem potencial oncogénico quando
ocorre em regides codificadoras de genes envolvidos em fungdes celulares e vias de
sinalizagao cruciais no controle do ciclo celular (GELSOMINO et al., 2016).

Ressalta-se que a MSI néo é exclusiva da SL: 90% dos tumores colorretais
relacionados a sindrome apresentam MSI| (GIARDIELLO et al., 2014), mas ela
também esta presente em 10-15% dos tumores esporadicos (GIARDIELLO et al.,
2014; YAMAMOTO; IMAI, 2015; GELSOMINO et al., 2016). Logo, os casos
esporadicos com instabilidade de microssatélites sdo mais comuns do que os de
origem hereditaria (BOLAND; GOEL, 2010; KOCARNIK; SHIOVITZ; PHIPPS, 2015).
Nos casos esporadicos, 0 mecanismo causador da instabilidade é, na maioria das
vezes, inativagao epigenética do gene MLH1 por hipermetilagdo da regido promotora
(BOLAND; GOEL, 2010; GELSOMINO et al., 2016).

Uma caracteristica notavel dos tumores com dMMR é que, devido a propria
funcao desse sistema de reparo, eles tendem a se acumular uma grande quantidade
de mutagdes do tipo frameshift em genes codificantes contendo regides de DNA
microssatélite. A mudanga do quadro de leitura resulta na tradugdo de proteinas
bastante distintas em relagcdo ao esperado, que funcionam como neoantigenos,
determinando alta imunogenicidade a esses tumores (KLOOR; VON KNEBEL
DOEBERITZ, 2016). Essa caracteristica tumoral é hoje importante alvo de estudo no
campo do tratamento dos tumores MSI-high, relacionados ou ndo a SL (vide tépico
2.2.7).



18

2.2.4 Caracteristicas clinicas: o espectro tumoral classico e novos aprendizados

Clinicamente, a SL se caracteriza por um aumento no risco para o
desenvolvimento de tumores colorretais e extracoldnicos durante a vida, com
diagnéstico em idade mais jovem que o esperado. O risco de CCR associado a SL
varia na literatura entre 30-80% (GIARDIELLO et al., 2014; SEHGAL et al., 2014; DA
SILVA et al., 2016), com idade média de 45 anos ao diagnéstico (SEHGAL et al.,
2014; MACARON; LEACH; BURKE, 2015). Outras neoplasias com incidéncia
aumentada sao o cancer de endométrio (14-71%, idade 48-62 anos), estdmago (0,2-
13%, idade 49-55 anos), ovario (4-20%, idade 43-45 anos), trato urinario (0,2-25%,
idade 52-60 anos) e, em menores proporcdes, tumores do intestino delgado, trato
hepatobiliar, pancreas, sistema nervoso central e neoplasias sebaceas
(GIARDIELLO et al., 2014). Os riscos para cada 6rgdo, assim como a idade ao
diagnéstico, se correlacionam com o gene envolvido. O melhor exemplo dessa
variagcao é o fenodtipo da SL em pacientes com mutagao de PMS2. Varios estudos
demonstram uma penetrancia bastante reduzida do cancer colorretal nesses
pacientes (10-15%) (MALLER et al., 2017; TEN BROEKE et al., 2018), assim como
idade mais avancada ao diagnostico (GIARDIELLO et al., 2014; MQJLLER et al.,
2017; TEN BROEKE et al., 2018). Sabe-se também que o CCR relacionado a SL
tem, muitas vezes, algumas caracteristicas fenotipicas e histolégicas tipicas, como
localizagdo mais frequentemente proximal, tumores pouco diferenciados,
componente mucinoso, presenca de células em anel de sinete, infiltragcao linfocitaria
intra e peritumoral e padrdo de crescimento medular (JENKINS et al., 2007). Os
pacientes com SL também apresentam maior chance de apresentarem tumores
sincrénicos ou metacronicos, em comparagao com a populagao geral (LYNCH; DE
LA CHAPELLE, 2003).

Além dos tumores classicamente incluidos no espectro da sindrome, tem
sido observada e descrita a ocorréncia de outros tumores em frequéncia aumentada
nos portadores da sindrome em relagdo a populagao geral. Um estudo envolvendo
pacientes com tumores de cértex da adrenal, um sitio classicamente associado com
a sindrome de Li-Fraumeni, revelou que 3 de 94 (3,2%) pacientes que passaram por
aconselhamento e teste genético eram portadores da SL. Essa porcentagem é

comparavel a propor¢ao de pacientes com cancer colorretal e de endométrio que
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sdo portadores da sindrome, revelando os carcinomas do coértex da adrenal como
mais um novo sitio associado ao espectro da SL. De forma interessante, esses trés
tumores se apresentaram como MSS a pesquisa molecular (KLOOR; VON KNEBEL
DOEBERITZ, 2016). A possibilidade de o cancer de mama pertencer ao espectro da
SL vem sendo levantada e debatida ha alguns anos. Um estudo recente revelou que
mulheres com familias apresentando critérios clinicos para investigagdo de sindrome
de cancer de mama e ovario hereditarios (HBOC — do inglés, hereditary breast and
ovarian cancer), quando submetidas a painel multigene, apresentaram mutacdes
nos genes MSH6 e PMS2 (ROBERTS et al., 2018). De maneira semelhante aos
tumores de mama, a associagao entre cancer de prostata e sindrome de Lynch vem
sendo sugerida na literatura de forma crescente (DOMINGUEZ-VALENTIN et al.,
2016). A maior acessibilidade e consequente uso mais disseminado dos painéis
multigene tem revelado achados como esses, trazendo clareza sobre a limitagao dos
nossos conhecimentos sobre os fendtipos de sindromes tdo comuns quanto HBOC e
SL. Além da ampliagdo do uso dos painéis multigene, a aprovagéo do
pembrolizumabe como terapia agnostica para tumores apresentando instabilidade
de microssatélites vem levando ao uso mais amplo da pesquisa de MSI em tumores
de varios sitios (LATHAM et al, 2019). Isso vem impulsionando, como
consequéncia, a ampliagdo dos nossos conhecimentos sobre os tumores

relacionados a sindrome.
2.2.5 Diagnéstico: dos critérios clinicos aos testes moleculares

Em 1990, o International Collaborative Group on Hereditary Nonpolyposis
Colorectal Cancer estabeleceu critérios clinicos diagnodsticos para a sindrome,

conhecidos como critérios de Amsterdam | (VASEN et al., 1991) (Quadro 1).

Quadro 1 — CRITERIOS DE AMSTERDAM |

1. Ao menos trés familiares com diagndstico de cancer colorretal confirmado histologicamente,
sendo um deles parente de primeiro grau dos outros dois.

2. Ao menos duas geracgdes sucessivas afetadas.

3. Um dos afetados deve ter recebido o diagndstico antes dos 50 anos.

4. Descartada polipose adenomatosa familial.

FONTE: Adaptado de VASEN (1991).
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Por serem considerados muito rigorosos para aplicagcdo clinica e em
pesquisa, critérios mais abrangentes (Amsterdam Il) foram estabelecidos em 1999
(VASEN et al., 1999) (Quadro 2).

Quadro 2 — CRITERIOS DE AMSTERDAM I

1. Ao menos trés familiares com diagndstico de cancer associado a HNPCC* confirmado
histologicamente, sendo um deles parente de primeiro grau dos outros dois.

2. Ao menos duas geragdes sucessivas afetadas.

3. Um dos afetados deve ter recebido o diagndstico antes dos 50 anos.

4. Descartada polipose adenomatosa familial.

FONTE: Adaptado de VASEN (1999).
LEGENDA: * cancer colorretal, endométrio, pelve renal, ureter ou intestino delgado.

Pacientes preenchendo esses critérios sao classificados sob a denominacao
de “cancer colorretal hereditario nao-polipose” (HNPCC). Embora os termos HNPCC
e SL sejam comumente usados como sinénimos, em rigor € necessario confirmar a
presenca da mutag&o germinativa por teste genético para determinagao da sindrome
de Lynch, ou ao menos a demonstracao da instabilidade de microssatélites, que é o
marco molecular da sindrome (KRAVOCHUCK; CHURCH, 2017).

Além dos critérios de Amsterdam, os critérios revisados de Bethesda (UMAR
et al., 2004) (Quadro 3) sdo um terceiro conjunto de dados clinico-patolégicos
desenvolvidos para identificar, com mais sensibilidade, individuos que merecem
investigacdo para SL através de avaliagdo de instabilidade de microssatélites ou
imunoistoquimica (IHQ) das proteinas de reparo no tumor. Apesar dos esforgos para
a criacao de critérios clinicos progressivamente mais abrangentes, esta
demonstrado que limitar a investigacdo da SL apenas aos pacientes que preenchem
esses critérios clinicos resulta na nao-identificacdo de cerca de um a cada quatro
casos de SL (HAMPEL et al., 2008). Isso justifica a importancia de se descrever e
compartilhar na literatura os aspectos clinicos de diferentes populagdes, visando
melhor conhecer e compreender o espectro de tumores da sindrome, a variabilidade
na penetrancia dos diferentes genes para diferentes tumores, as caracteristicas dos
tumores de diferentes sitios na avaliagdo imunoistoquimica e na pesquisa de

instabilidade de microssatélites, entre outros.
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Quadro 3 — CRITERIOS REVISADOS DE BETHESDA

1. Diagnostico de cancer colorretal antes dos 50 anos.

2. Cancer colorretal ou outro tumor associado a HNPCCt sincrénico ou metacronico,
independentemente da idade.

3. Cancer colorretal com histologia sugestiva* de instabilidade de microssatélites diagnosticado
antes dos 60 anos.

4. Cancer colorretal e um ou mais parentes de primeiro grau com cancer colorretal ou associado
a HNPCC+, com um dos casos diagnosticado antes dos 50 anos.

5. Cancer colorretal e dois ou mais parentes de primeiro ou segundo grau com cancer colorretal
ou associado a HNPCC+ diagnosticado em qualquer idade.

FONTE: Adaptado de UMAR (2004).

LEGENDA: t endométrio, estbmago, ovério, pancreas, ureter, pelve renal, vias biliares, intestino
delgado, gliobastoma, adenoma de glandulas sebaceas ou ceratoacantoma. * presencga de infiltrado
linfocitario intratumoral, reacéo linfocitaria Crohn’s-like, diferenciagdo mucinosa ou com células em
anel de sinete, padrao de crescimento medular.

E importante ressaltar que, desde 2016, a indicacdo formal da National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) é que todo tumor colorretal diagnosticado
seja submetido a rastreamento para SL através de imunoistoquimica para proteinas
de reparo e/ou pesquisa molecular de instabilidade de microssatélites (NCCN,
2019a), independentemente de quaisquer dos critérios clinicos citados. Essa
estratégia, denominada rastreamento universal, visa aumentar a sensibilidade na
identificacdo de pacientes com SL, ja que a doenga € sabidamente subdiagnosticada
(MONAHAN et al.,, 2017). Do ponto de vista econdmico, essa abordagem ja
demonstrou ser custo-efetiva (MVUNDURA et al., 2010; LADABAUM et al., 2011),
porém as dificuldades relacionadas a implantagéo da logistica necessaria ainda s&o
um fator limitante para a sua disseminacdo (MARQUEZ et al., 2013).

Na pratica clinica, a pesquisa de MSI pode ser realizada por analise de DNA
(molecular) ou por imunoistoquimica (GIARDIELLO et al., 2014; NCCN, 2019a). Para
a pesquisa molecular, o método mais difundido na pratica clinica € a pesquisa por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés, polymerase chain reaction)
utilizando-se o painel de Bethesda (BOLAND et al., 1998). Esse painel inclui cinco
marcadores microssatélites (os mononucleotideos BAT25 e BAT26 e os
dinucleotideos D5S346, D2S123 e D17S250), que sao entdo amplificados por PCR.
O tamanho dos produtos amplificados pode entdo ser avaliado com o uso de
eletroforese capilar. Amostras sem alteracbes detectaveis no comprimento das
regides microssatélites (quando comparadas ao tecido normal) sdo consideradas
estaveis (MSS). Amostras apresentando alteragbes em dois ou mais desses
marcadores sao classificadas como MSI-high, enquanto aquelas apresentando

alteragbes em apenas um desses marcadores sdo definidas como MSI-low (baixa
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instabilidade de microssatélites) (ZHANG, 2008). A relevancia bioldgica do fendtipo
MSI-low ndo € bem estabelecida e, por ndo haver diferengas clinicas apreciaveis
entre os tumores MSS e MSI-low, esses dois fendtipos sdo geralmente agrupados
quando comparados aos tumores MSI-high (PAWLIK; RAUT; RODRIGUEZ-BIGAS,
2004; MOJARAD et al., 2016). E possivel inclusive que MSI-low ndo represente uma
entidade distinta, mas sim uma limitacdo do painel de marcadores microssatélites
utilizado em detectar MSI-high (LAIHO et al., 2002; TOMLINSON et al., 2002). O
gene MSHG6, por exemplo, ndo esta envolvido no reparo de malpareamento em
microssateélites dinucleotideos. Logo, o uso de painéis como o de Bethesda, em que
3 dos 5 marcadores sao dinucleotideos, pode nao ter sensibilidade suficiente para
detectar MSI-high em tumores com perda de MSH6 (YOU et al., 2010). Por isso, é
recomendado o uso de um segundo painel com marcadores monocucleotideos para
melhor avaliagdo de tumores MSI-low (DESCHOOLMEESTER et al., 2006; ZHANG,
2008; PAGIN et al., 2013).

Alternativamente, pode-se pesquisar a expressao das proteinas de reparo
através de imunoistoquimica do tecido tumoral. A auséncia da expressao de uma ou
mais das proteinas é um sinal indicativo de dMMR e deve ser interpretada com
cautela para identificacdo do gene envolvido (SHIA, 2008). As proteinas MLH1 e
MSH2 sao parceiras obrigatérias nos seus heterodimeros; logo, anormalidades na
sua expressdo resultam em degradagdo proteolitica de todo o dimero, com
consequente perda tanto da proteina obrigatoria quanto da secundaria. O mesmo
ndo acontece quando ha anormalidade das proteinas secundarias (MSH6 e PMS2).
Logo, mutacbes nos genes MLH1 e MSHZ2 geralmente resultam na perda
concomitante de MLH1/PMS2 e MSH2/MSH6 na imunoistoquimica,
respectivamente. Mutagcdes nos genes MSH6 e PMS2 levam a perda isolada das
proteinas homdnimas (SHIA, 2008). Padrbes equivocos de perda de proteinas de
reparo, ou forte suspeita clinica de sindrome de Lynch a despeito de IHQ normal,
devem desencadear a solicitacdo de pesquisa molecular de MSI (SHIA, 2008;
ZHANG, 2008).

Conforme ja citado, inativacao epigenética do gene MLH1 por hipermetilagao
da sua regido promotora é a causa mais comum de instabilidade de microssatélites
(BOLAND; GOEL, 2010; LYNCH et al., 2008; WHEELER, 2005). Logo, nos casos
em que a IHQ demonstra perda das proteinas MLH1/PMS2, é importante fazer a

diferenciacdo entre casos esporadicos e sindrome de Lynch. Essa diferenciagao
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pode ser feita através do pesquisa de metilacdo da regido promotora de MLH1 ou
por pesquisa da mutacdao BRAF V600E (LOUGHREY et al.,, 2007). A presencga
dessa mutacdo praticamente descarta a hipotese de SL, enquanto a sua auséncia
(assim como a auséncia de metilagcado de MLH1) devem levar a pesquisa de mutagao
germinativa de MLH1 (WEISSMAN et al., 2011). Para os demais genes relacionados
com a sindrome, ndo sdo conhecidos mecanismos esporadicos de inativagao,
exceto pela possibilidade de inativagdo bialélica somatica (GEURTS-GIELE et al.,
2014; MENSENKAMP et al., 2014). Portanto, perdas referentes as proteinas PMS2,
MSH6 ou MSH2/MSH6 na IHQ s&o relacionadas a SL até prova em contrario (DE
JONG et al., 2004).

O ultimo e mais certeiro passo da investigagdo molecular da SL, que em
ultima instancia € o que permite que o paciente seja rotulado como portador da
sindrome de forma definitiva, € a identificacdo da mutacdo causal. Os métodos
realizados para identificacdo de mutagdées sdo genericamente chamados de testes
genéticos. Testes genéticos em geral podem ser realizados de forma direcionada
para apenas um gene ou um pequeno grupo de genes, usando como guia o fendtipo
do paciente (ou, no caso da SL, o resultado da IHQ) — nesse caso, fala-se em
‘pesquisa gene-a-gene”; ou englobando uma quantidade maior de genes — muitas
vezes, todos os genes conhecidamente relacionados com um determinado fenoétipo
— nesse caso, sdo utilizados os chamados “painéis multigene” (HALL et al., 2014).
Devido a grande escalada da tecnologia de sequenciamento representada pelo
surgimento do sequenciamento de proxima geracdo (NGS - do inglés, next
generation sequencing) e consequente queda importante dos custos de
sequenciamento por megabase (WETTERSTRAND, 2016), os painéis multigene tém
progressivamente ganhado espago na pratica clinica, por se mostrarem mais custo-
efetivos (HALL et al., 2014; GALLEGO et al., 2015). Além disso, a sobreposi¢cao de
fendtipos entre as sindromes de predisposi¢cao causadas por diferentes genes, além
do reconhecimento da ampliagao dos espectros classicos que vem ocorrendo com 0
uso mais amplo dos painéis multigene, favorecem essa estratégia (YURGELUN et
al., 2015; ROHLIN et al., 2017).

Quando da detec¢ado de uma variante por teste genético, esse achado deve
ser classificado quanto a sua consequéncia funcional e, por conseguinte, seu
impacto clinico. O sistema de classificacdo mais frequentemente empregado € o

sistema de cinco categorias proposto pelo American College of Medical Genetics
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(ACMG), a saber: 1) variantes benignas; 2) variantes provavelmente benignas; 3)
variantes de significado incerto (VUS — do inglés, variant of uncertain significance);
4) variantes provavelmente patogénicas; 5) variantes patogénicas (RICHARDS et al.,
2015). Os termos “provavelmente benignas” e “provavelmente patogénicas”
representam um nivel de certeza maior de 90% que a variante seja benigna ou
causadora de doenca, respectivamente, e para fins praticos tais variantes sao
tratadas de maneira similar as variantes benignas e patogénicas (PLON et al., 2008;
RICHARDS et al., 2015). A inclusdo de uma quantidade progressivamente maior de
genes nos painéis tem levado a taxas de deteccao crescentes de VUS, e isso
constitui um desafio na pratica clinica. No caso da SL, VUS representam 20-30% de
todas as variantes detectadas em testes clinicos incluindo os genes MMR
(SIUMONS; GREENBLATT; GENUARDI, 2013).

Em relagdo ao gendtipo dos portadores da SL, ha uma grande
heterogeneidade, com mais de 3000 variantes dos genes MMR ja descritas desde o
inicio da década de 1990 (DOMINGUEZ-VALENTIN et al.,, 2013). Mutagbes nos
genes MLH1 e MSH2 sao responsaveis pela maioria dos casos da sindrome,
respondendo sozinhos por 80-90% das variantes patogénicas identificadas. MSH6 é
0 gene causal em cerca de 10% dos casos, enquanto PMSZ2 responde por menos de
6% dos casos (KOHLMANN; GRUBER, 2004; GIARDIELLO et al., 2014).

Sobre o tipo de mutagdo mais comum nos pacientes com SL, embora a
maioria das mutacdes patogénicas dos genes de reparo sejam do tipo nonsense,
frameshift e missense, sendo, portanto, detectaveis por técnica de sequenciamento,
uma parcela dos casos tem como causa variagao do numero de copias (CNV — do
inglés, copy number variation) num dos genes reparo (GRADY, 2005; PELTOMAKI,
2016). A porcentagem de casos causados por CNV varia para cada gene, sendo
menor para o gene MSH6 (<5%) e maior para os genes MSH2 (cerca de 20%) e
PMS2 (até 40-50%). Para o gene MLH1, estima-se cerca de 10% de grandes
dele¢des/duplicagbes (KOHLMANN; GRUBER, 2004; SMITH et al., 2016). Nesses
casos, a identificacdo da mutagdo causal ndo é possivel através de técnicas de
sequenciamento simples, sendo necessarios métodos especificos para analise de
CNV, como MLPA (do inglés, multiplex ligation-dependent probe amplification) e
técnicas de microarranjo (SMITH et al., 2016). Alguns dos painéis baseados em
NGS comercialmente disponiveis ja estao validados para analise de CNV (LINCOLN

et al.,, 2015). Logo, s6 podemos considerar que a investigagdo molecular de um
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paciente com suspeita de SL esta completa se o teste genético realizado
contemplou analise de CNV (NCCN, 2019a).

Estudos de caracterizagdo molecular da SL no Brasil e América do Sul
mostram que, assim como no restante do mundo, os genes mais comumente
afetados sdo MLH1 e MSH2, com alguma variacdo de predominancia entre eles
(ROSSI et al., 2002; VALENTIN et al., 2011; DOMINGUEZ-VALENTIN et al., 2013;
DA SILVA et al.,, 2015). Mutacbdes do tipo nonsense e frameshift sdo as mais
comuns, o que também esta de acordo com os achados em outras populagdes
(VALENTIN et al., 2011; DOMINGUEZ-VALENTIN et al., 2013; SCHNEIDER et al.,
2018) Do ponto de vista clinico, um desses estudos, envolvendo individuos de 116
familias registradas no Banco de Dados de Cancer Colorretal Hereditario do Hospital
A.C. Camargo, também esta em concordancia com a literatura: em portadores da
SL, o tumor mais frequente foi o de colon direito; a taxa de tumores sincrénicos ou
metacrénicos foi de 25%; e o sitio primario extracolénico mais comum foi o
endométrio (DA SILVA et al.,, 2015). Os dados referentes a caracterizagéo de
familias brasileiras com sindrome de Lynch ainda sao relativamente escassos na
literatura. O compartilhamento dos achados genotipicos e fenotipicos de novas
coortes de pacientes deve ser estimulado, pois contribui com a possibilidade de
consolidacdo de um banco de dados nacional ou continental, e traz avancgos na area

de pesquisa do cancer colorretal hereditario no nosso meio (ROSSI et al., 2016).

2.2.6 Nomenclatura: a importancia da padronizagao dos termos

Historicamente, os termos HNPCC e sindrome de Lynch tém sido utilizados
de forma sindnima na denominag¢ao dos portadores da sindrome, sendo comum a
citacdo “HNPCC/Sindrome de Lynch”. O uso sinénimo do termo HNPCC foi inclusive
sugerido pela primeira vez pelo préprio Dr. Lynch em 1985 e, portanto, foi
obviamente muito bem aceito por muitos anos (LYNCH et al., 1985; BOLAND;
LYNCH, 2013). Nessa descrigao original, definiu-se que familias categorizadas como
HNPCC seriam aquelas preenchendo os seguintes critérios: 1) CCR diagnosticado
em idade jovem; 2) tumores de localizagdo predominantemente proximal; 3)
frequéncia aumentada de varios tumores, inclusive endometriais; 4) taxas melhores
de sobrevida em 5 anos para CCR quando comparado aos dados do American

College of Surgeons para pacientes com o mesmo estagio clinico (EC) (LYNCH et
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al., 1985). Com o conhecimento molecular atual, sabemos que nem todo paciente
preenchendo os critérios acima apresenta mutagcdo germinativa num dos genes de
reparo. Mais do que isso, nem todo paciente preenchendo esses critérios tera
sequer instabilidade de microssatélites detectada no seu tumor, o que deveria ser
uma condicao sine qua non para SL. Por isso, com a descoberta da base genética
da sindrome e, principalmente, com o reconhecimento de que nem toda
aglomeragao familial de CCR em idade jovem representa uma mesma doenga, opta-
se atualmente pelo emprego do termo sindrome de Lynch exclusivamente para as
familias que tem mutagdo germinativa detectada num dos genes de reparo
(BOLAND, 2005; BOLAND; LYNCH, 2013).

Uma vez observada a discordancia entre os critérios clinicos impostos e os
achados moleculares, esses parametros foram entdo dissociados. Atualmente, o
termo HNPCC é definido clinicamente, em geral guiado pelos critérios de Amsterdam
I e Il (JASS, 2006). Na “lacuna” criada entre os critérios clinicos isolados e o achado
da mutagao germinativa, o amplo conhecimento molecular atual criou a possibilidade
de definigdo de varias outras entidades. Apesar de a abundancia de termos
eventualmente criar uma resisténcia inicial, a perspectiva de uniformizagdo da
terminologia que define cada possivel combinagdo de achados é muito interessante
do ponto de vista cientifico e até de manejo clinico (KRAVOCHUCK et al., 2014).

Basicamente, a SL pode ser vista sob trés dimensdes: 1) a histéria familiar,
representada pelos critérios de Amsterdam; 2) os achados moleculares somaticos,
caracterizados pela instabilidade de microssatélites ou dMMR; 3) o achado
germinativo, caracterizado pela presenca de mutagdo de um dos genes de reparo.
Esses trés aspectos podem se apresentar em qualquer combinacao e diferentes
combinagdes caracterizam diferentes entidades (KRAVOCHUCK; CHURCH, 2017).

Iniciando pelo aspecto mais definitivo: a detecgcdo de mutagdo germinativa
patogénica ou provavelmente patogénica num dos genes de reparo define a
sindrome de Lynch. A familia desses pacientes ndo necessariamente preenchera
critérios de Amsterdam, ja que a sensibilidade desses critérios € bastante limitada —
em torno de 60% (SYNGAL et al.,, 2000). Apesar de a deficiéncia do sistema de
reparo de malpareamento ter como consequéncia tedrica a instabilidade de
microssatélites, sabemos que nem a pesquisa molecular nem a IHQ tem
sensibilidade de 100%. Logo, a presenga de mutagdo germinativa € soberana e
independente dos demais critérios (KRAVOCHUCK; CHURCH, 2017).
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Os critérios de Amsterdam | e Il também nao séo especificos da SL. Estudos
demonstram que apenas 50-60% dos pacientes preenchendo esses critérios tem
mutagcdo germinativa deletéria detectada. Hoje sabemos que para a outra metade
desses pacientes com HNPCC, nao é possivel demonstrar deficiéncia do sistema de
reparo nem por teste molecular, nem por imunoistoquimica. Pacientes pertencentes
a familias que preenchem critérios clinicos de Amsterdam | ou Il (HNPCC), mas
cujos tumores ndo demonstram dMMR, sdo denominados clinicamente como
portadores de “Cancer Colorretal Familial do Tipo X” (CCFTX) (LINDOR, 2009). Essa
denominacao engloba um grupo de familias provavelmente heterogéneas do ponto
de vista genético, mas apesar do substrato molecular indefinido e provavelmente
variado, destaca-se a sua importancia clinica ao passo que esses pacientes
parecem estar sob risco menor do que os pacientes com sindrome de Lynch para
cancer colorretal (LINDOR et al., 2005). O diagnéstico de CCFTX exige muita
atencdo para evitar algumas possiveis armadilhas, como: 1) ocorréncia de uma
fenocdpia dentro de uma familia com SL; 2) SL causada pelo gene MSH6; 3)
resultado falso negativo da pesquisa molecular de MSI ou da IHQ — nesse ultimo
caso, apesar da alta taxa de concordancia entre os dois exames, sugere-se que
sejam realizados ambos os meétodos (LINDOR, 2009). Em dultima insténcia, na
suspeita clinica de cancer hereditario a realizagcao de teste genético (germinativo)
nao deve ser indeferida por se tratar de tumor MSS, podendo se detectar inclusive
casos de SL (KRAVOCHUCK; CHURCH, 2017).

Pacientes cuja histéria familiar preenche critérios de Amsterdam, cujo tumor
tem MSI-high demonstrada, porém n&o tem mutagao germinativa detectada no teste
genético sédo definidos como Lynch-like ou likely-Lynch (CARETHERS, 2014;
KRAVOCHUCK; CHURCH, 2017; RODRIGUEZ-SOLER et al., 2013). Existem duas
principais possiveis explicagdes para esses casos: 1) presenca de mutacao
germinativa em genes ainda desconhecidos que leva a MSI-high (XAVIER et al.,
2019); 2) presenca de mutagdo germinativa nos genes MMR néo detectavel pelos
meétodos atuais. Independente da causa, nesses casos parece prudente manter o
plano de rastreamento semelhante ao realizado para pacientes com sindrome de
Lynch (CARETHERS, 2014).

Finalmente, a ultima possibilidade seria a ocorréncia de um tumor MSI-high
num paciente sem histéria familiar preenchendo critérios de Amsterdam e sem

mutacado germinativa detectada nos genes MMR. A terminologia usada para definir
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esses casos seria tumor-Lynch, ou seja: apenas o tumor € semelhante aqueles da
sindrome de Lynch, mas a histéria familiar e o teste genético ndo concordam com
essa hipotese (KRAVOCHUCK; CHURCH, 2017). A explicagdo mais provavel para
esses casos seria ocorréncia de inativagao bialélica somatica de um dos genes de
reparo e, por se tratar de evento esporadico, esses casos n&do necessitariam de
seguimento diferenciado (SOURROUILLE et al., 2013; GEURTS-GIELE et al., 2014;
MENSENKAMP et al., 2014). Fica entdo bem demonstrado que as condutas diferem
amplamente entre esses diferentes casos, € que a categorizagdo que da origem a
nomenclatura é util tanto para auxiliar no entendimento dos mecanismos de doenga
quanto para definicdo de manejo clinico (KRAVOCHUCK et al., 2014).

2.2.7 A instabilidade de microssatélites como alvo terapéutico

A deficiéncia do sistema MMR n&o apenas promove a tumorigénese, mas
também contribui com a formacao de neoantigenos tumorais (WILLIS et al., 2020).
Conforme previamente discutido, a perda da fungdo do sistema MMR leva a
ocorréncia de pequenas insergbes/delegdes (indels), especialmente em regides de
DNA microssatélite. Essas mutagdes causam mudanca do quadro de leitura durante
0 processo de tradugao, resultando geralmente em um peptideo truncado e nao
funcional. Além da perda de fung¢ao da proteina envolvida, a mudan¢a do quadro de
leitura leva ao surgimento de uma nova sequéncia de aminodacidos, inteiramente
diferente da original (WILLIS et al., 2020). Portanto, os neoantigenos resultantes
dessas indels sao resultado da alteragdo de longos trechos de aminoacidos, que
podem entdo conter multiplos neoepitopos imunologicamente relevantes (KLOOR;
VON KNEBEL DOEBERITZ, 2016). A presenga de peptideos antigénicos estimula a
infiltracao linfocitica e a superexpressao de citocinas inflamatérias no microambiente
tumoral (WILLIS et al.,, 2020). Além disso, esses neoantigenos sao tumor-
especificos, visto que surgem apenas nos clones tumorais emergentes, sendo
completamente novos e desconhecidos para o sistema imune do hospedeiro — isso
faz dos tumores MSI-high alvos perfeitos para uma resposta imune especifica e
direcionada (KLOOR; VON KNEBEL DOEBERITZ, 2016).

A percepcdo do microambiente tumoral como uma entidade
imunologicamente ativa fez desse topico um campo de pesquisa fértil, com

descobertas que vem se desdobrando em alternativas terapéuticas promissoras
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(PARDOLL, 2002). Dentro desse mesmo contexto, a nao obtengdo das respostas
esperadas de uma maneira consistente levaram ao estudo e a elucidagdo de
mecanismos que permitem que as células neoplasicas escapem da resposta imune.

Sabemos que a interacado de células T com ligantes cossinalizadores pode
modular a resposta imunoldgica. De acordo com o desfecho funcional dessa
interacdo, as moléculas cossinalizadoras podem ser classificadas em
coestimuladoras ou coinibidoras (CHEN, 2004). Sendo assim, o reconhecimento de
um antigeno apresentado pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC —
do inglés, major histocompatibility complex) pelo receptor de célula T (TCR — do
inglés, T cell receptor) nao determina por si s6 a resposta imune. A direcdo da
resposta é guiada por essas moléculas cossinalizadoras, presentes nas células
apresentadoras de antigenos ou em outras células do hospedeiro (CHEN, 2004;
SCHILDBERG et al., 2016). As vias de cossinalizagao exercem o importante papel
de promover imunidade protetora enquanto mantém a tolerancia ao proprio,
prevenindo a autoimunidade. A modulagdo terapéutica dessas vias esta se
traduzindo em estratégias efetivas para o tratamento do céncer, de doencas
autoimunes e infecciosas, além de rejeicdo a transplantes (SCHILDBERG et al.,
2016).

Entre as vias cossinalizadoras do sistema imune descritas, esta o eixo B7-
H1/PD-1. A familia B7 consiste num grupo de moléculas coinibidoras e
coestimuladoras que regulam a resposta imune (ZOU; CHEN, 2008). Atualmente, a
familia conta com 10 membros, sendo eles: CD80, CD86, B7-DC, B7-H1, B7-H2, B7-
H3, B7-H4, B7-H5, B7-H6 e B7-H7 (NI; DONG, 2017). Os sinais inibitérios sdo em
grande parte associados aos membros B7-H4 e B7-H1 — este ultimo também
conhecido como PD-L1 — do inglés, programmed death-ligand 1 (ZOU; CHEN,
2008). O eixo B7-H1/PD-1 esta envolvido na regulagdo negativa das respostas
celular e humoral, através da ativagao de morte celular programada de células T e B,
sendo portanto um mecanismo de evasao imune (CHEN, 2004; DONG et al., 2002).
Essa via foi originalmente identificada em um hibridoma de células T passando por
morte celular programada e descrita por uma equipe liderada por Tasuku Honjo, da
Universidade de Kyoto (ISHIDA et al., 1992). Anos depois, em 2018, o mesmo Dr.
Honjo foi o ganhador do prémio Nobel de Medicina, em conjunto com Dr. James
Allison, pela contribuicdo das suas descobertas para o advento da imunoterapia para
o tratamento do cancer (HUANG; CHANG, 2019).
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As primeiras pesquisas translacionais especulando a possibilidade de
blogueio da via PD-1/PD-L1 no tratamento do cancer datam do inicio dos anos 2000
(DONG et al., 2002; IWAI et al., 2002). Os resultados sugeriam que a expressao de
PD-L1 na superficie de células tumorais funciona como um mecanismo para que
tumores potencialmente imunogénicos escapem da resposta imune do hospedeiro, e
que o bloqueio da interacdo entre PD-1 e PD-L1 com o uso de anticorpos
monoclonais poderia ser uma estratégia de imunoterapia especifica contra as
células tumorais. Como a interagao entre PD-1/PD-L1 leva a regulagdo negativa da
resposta imune, este eixo esta entre as vias conhecidas como vias de checkpoint
imune; portanto, as drogas que agem no seu bloqueio sdo também conhecidas
como inibidores de checkpoint (PARDOLL, 2012).

Em 2012, foi apresentado no congresso da Sociedade Americana de
Oncologia Clinica (ASCO - do inglés, American Society of Clinical Oncology) um
resumo com os resultados do primeiro ensaio clinico em humanos utilizando uma
droga anti-PD-1 (PATNAIK et al., 2012). A droga MK-3475, inicialmente chamada de
lambrolizumabe e hoje conhecida como pembrolizumabe, € um anticorpo
monoclonal IgG4 humanizado anti-PD-1. Nesse primeiro estudo, ela foi bem tolerada
e demonstrou evidéncia de atividade antitumoral em pacientes com tumores sélidos
avancados. Ja em abril de 2013, o entdo lambrolizumabe recebeu do FDA a
designacao de “breakthrough therapy” (ou “terapia inovadora” — tradugao livre) para
o tratamento de pacientes com melanoma avancado. Essa designacao visa garantir
prioridade ao desenvolvimento e avaliagdo de drogas candidatas ao tratamento de
doencas potencialmente fatais, quando existem evidéncias clinicas preliminares de
que a droga em questdo possa oferecer melhores resultados em comparacéo as
terapias existentes.

Apesar de atingir respostas bastante significativas numa ampla gama de
tumores (ROBERT; SORIA; EGGERMONT, 2013), inicialmente ficou incerto qual
seria a caracteristica ou o marcador que definiria quais tumores seriam bons
respondedores ao bloqueio de PD-1. A expressdo de PD-L1 na superficie das
células tumorais se demonstrou um marcador importante, mas nao definitivo
(TOPALIAN et al., 2012). Em 2015, foi publicado o estudo que seria o primeiro passo
na diregado da primeira aprovagado agnostica da historia do FDA: a instabilidade de
microssatélites foi revelada como um importante marcador de resposta ao inibidor de

checkpoint anti-PD-1 (LE et al., 2015). Essa descoberta estd em perfeita
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consonancia com todas as caracteristicas que a deficiéncia do sistema MMR traz,
previamente aqui discutidas. A alta taxa de mutagdes somaticas, a formagao de
neoantigenos tumor-especificos e a infiltragdo linfocitica, que sao caracteristicas
compartilhadas pelos tumores MSI-high em geral, explicam a maior suscetibilidade
desses tumores a imunoterapia (DUDLEY et al., 2016).

Finalmente, em 23 de maio de 2017, ocorreu o grande marco da era da
medicina de precisdo no tratamento do céncer: o FDA concedeu sua primeira
aprovacao sitio-agnostica para uma droga. O anticorpo anti-PD-1 pembrolizumabe
teve seu uso aprovado para pacientes adultos ou pediatricos com tumores solidos,
metastaticos ou irressecaveis, cujo tumor apresente deficiéncia de proteinas de
reparo na IHQ ou MSI-high na pesquisa molecular, independente do sitio de origem
ou da histologia (LEMERY; KEEGAN; PAZDUR, 2017). O termo agndstico vem do
grego agnosto — “ndo conhecido”, fazendo referéncia ao fato de a indicacéo ser
baseada exclusivamente na presenca do biomarcador molecular, sem necessidade
de se conhecer o sitio de origem ou a histologia do tumor.

A aprovagdo do uso agnostico do pembrolizumabe em pacientes com
tumores MSI-high colocou a SL em evidéncia. A indicagdo de pesquisa de MSI em
todos os tumores colorretais e endometriais ja faz parte dos protocolos NCCN desde
2016, tendo como objetivo melhorar a sensibilidade na identificacado de pacientes
com SL (NCCN, 2019a). Apesar disso, o rastreamento universal n&o € a realidade
de grande parte dos servigcos e as taxas de ndo aderéncia a essa estratégia é
bastante significativa (SHAIKH et al., 2018). No cenario pds-pembrolizumabe, a
pesquisa de MSI ganha a importancia adicional de possivelmente trazer um achado
clinicamente acionavel para pacientes com doenca avangada (YURGELUN;
HAMPEL, 2018). Esse novo status impulsiona, indiretamente, a identificacédo de
mais pacientes com SL, inclusive no contexto de tumores nao previamente
relacionados com a sindrome, contribuindo para uma melhor compreensao do
espectro de tumores (LATHAM et al., 2019).

Além da imunoterapia com inibidores de checkpoint, outra perspectiva
promissora — mas ainda nao disponivel clinicamente — para os pacientes com SL é o
desenvolvimento de uma vacina contra neopeptideos antigénicos presentes nos
tumores MSI-high. Essa abordagem teria o potencial n&do s6 de tratar e prevenir
recidivas em pacientes que ja apresentaram tumor, mas também de possivelmente

servir como imunoprevengao primaria em pacientes saudaveis portadores de
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mutacdo (MAJUMDER et al., 2018; VON KNEBEL DOEBERITZ; KLOOR, 2013;
YURGELUN; HAMPEL, 2018).

2.2.8 Aconselhamento genético e manejo na sindrome de Lynch

A SL é uma das sindromes de predisposi¢cao hereditaria a cancer mais
comuns (ACOG, 2019) e, por isso, uma das mais frequentemente vistas na pratica
clinica. A identificacdo de pacientes com sindrome de Lynch e a sua insercédo em
programas de rastreamento resultam numa significativa diminuigdo da incidéncia e
da mortalidade por CCR (JARVINEN et al., 2000; DE JONG et al., 2006; ENGEL et
al., 2010), reforgando a importéncia do reconhecimento da sindrome.

Conforme previamente discutido, atualmente os protocolos NCCN
recomendam que todo tumor colorretal seja rastreado com IHQ e/ou pesquisa
molecular de MSI, visando um aumento da sensibilidade diagnéstica para SL; para
esse rastreamento universal, ndo ha recomendagédo de aconselhamento genético
prévio (NCCN, 2019a). No caso de obtencédo de resultados anormais (vide tdpico
2.2.5), esta indicado aconselhamento com um individuo com expertise em genética
antes de que seja oferecido teste germinativo (NCCN, 2019a).

O aconselhamento genético (AG) ¢é definido como o processo de
comunicagao que ajuda o paciente a entender e se adaptar as implicacbes médicas,
psicolégicas e familiares das doengas hereditarias. Esse processo deve incluir a
interpretacao da histéria pessoal e familiar; educacao sobre tipos de herancga, teste
genético, manejo, prevencgao, recursos disponiveis e pesquisa; e aconselhamento
para promover escolhas informadas e adaptacédo aos riscos trazidos pela condicao
(RESTA et al., 2006). Essa € uma definigdo geral, mas que se aplica também as
sindromes de predisposi¢cao hereditaria ao cancer, como a SL.

Em relagdo as estratégias de prevengdo, os principais protocolos
internacionais contém hoje recomendagdes referentes aos seguintes sitios:
colorretal, endomeétrio, ovario, estdmago, duodeno e vias urinarias (BALMANA et al.,
2013; VASEN et al., 2013; SYNGAL et al., 2015; KANTH et al., 2017; NCCN, 2019).
Para fins de padronizacéao, citaremos aqui as recomendacdes da NCCN, ressaltando
que as orientagdes de todas as entidades sdo, em geral, bastante semelhantes entre

Si.
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Para prevencado do CCR, recomenda-se que os pacientes com SL realizem
colonoscopia a cada 1 a 2 anos, iniciando aos 20-25 anos ou 5 anos antes da idade
mais precoce de diagnostico de CCR na familia (NCCN, 2019a). Embora a
ocorréncia de cancer de intervalo — ou seja, tumores diagnosticados no intervalo
entre colonoscopias que era considerado adequado para um determinado paciente —
nao seja inexistente (HAANSTRA et al., 2013), a retirada preventiva de um célon
saudavel (ou profilaxia primaria) ndo é, atualmente, uma estratégia recomendada
para esses pacientes. Ja no caso de um paciente sabidamente portador de mutagao
ser diagnosticado com tumor colorretal, hoje recomenda-se que seja considerada a
extensao da colectomia (NCCN, 2019a), ou seja: ao invés da ressecg¢ao oncoldgica
apenas da porgao do célon acometida pelo tumor, seria realizada a ressecc¢ao
completa do célon (colectomia total/subtotal). Essa alternativa, definida como
profilaxia secundaria, visa evitar a ocorréncia de CCR metacrénico, e deve ser
discutida com o paciente para uma tomada de decis&o conjunta (CHURCH, 2016).

Os tumores ginecolégicos sao uma importante preocupacao para as
mulheres com SL. O risco cumulativo ao longo da vida pode chegar a 70% para
cancer de endométrio e 20% para tumores de ovario (GIARDIELLO et al., 2014). Ao
contrario do sitio colorretal, que conta com um exame altamente eficaz para
prevencdo de tumores, ndo ha evidéncia de que exames de rastreamento para
cancer de endométrio ou ovario tragam beneficios. As pacientes devem ser
educadas em relagéo aos sintomas de alerta, como sangramento uterino anormal ou
pos-menopausa, dor abdominal, plenitude, saciedade precoce e mudanca da
frequéncia urinaria. Ultrassom transvaginal e dosagem do marcador tumoral CA-125
podem ser considerados, mas nao tém comprovacdo de sensibilidade e
especificidade suficientes para que sejam recomendados de rotina. Logo, a retirada
preventiva desses 6rgaos (histerossalpingo-ooforectomia bilateral redutora de risco)
deve ser discutida como uma opgéo para essas pacientes, com atengao a aspectos
como constituicdo da prole/planejamento familiar, presengca de comorbidades,
histéria familiar de tumores ginecoldgicos e gene envolvido (discusséo adiante)
(NCCN, 2019a).

Para o seguimento de estdmago e duodeno, embora ndo haja clara
evidéncia de beneficio, preconiza-se realizagdo de endoscopia digestiva alta com
avaliacdo do duodeno a cada 3-5 anos, a partir dos 30-35 anos de idade. Para os

tumores uroteliais, as evidéncias também sao limitadas, mas recomenda-se que seja
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realizado exame de urina anual a partir dos 30-35 anos, especialmente em pacientes
do sexo masculino com mutagdo de MSH2 (NCCN, 2019a).

Sobre a questdo do gene envolvido, nos ultimos anos vem sendo trazida a
tona a percepcéo de que os riscos relacionados aos diferentes genes de reparo nao
sdo exatamente os mesmos (SENTER et al.,, 2008; WIN et al., 2012). O principal
gene que se “destaca” dos demais é o PMS2, pois multiplos estudos demonstram
uma incidéncia muito menor de CCR para esses pacientes (em torno de 20% de
risco cumulativo ao longo da vida); os tumores extracolénicos também sao muito
menos frequentes (SENTER et al., 2008; MJLLER et al., 2017; TEN BROEKE et al.,
2018; DOMINGUEZ-VALENTIN et al., 2020). O gene MSH6 também parece trazer
um risco marcadamente menor de CCR ao longo da vida, com dados discordantes
sobre a incidéncia de cancer de endométrio (BONADONA et al., 2011; M@LLER et
al., 2018; DOMINGUEZ-VALENTIN et al., 2020). Os genes MLH1 e MSH2 sao,
consensualmente, os que estariam relacionados aos riscos mais altos, sendo MSH2
particularmente associado a um maior risco de tumores extracolénicos, em especial
os de vias urinarias (JOOST et al., 2015; MJLLER et al., 2018, DOMINGUEZ-
VALENTIN et al., 2020).

A partir de 2016, o protocolo da NCCN oficialmente reconhece os riscos
mutacao-especificos, mas reforca ainda nao haver evidéncia suficiente para
recomendacdo formal de manejo diferencial guiado pelo gendtipo (NCCN, 2019a).
Ainda assim, o manual sugere a possibilidade de discussao individualizada sobre as
cirurgias redutoras de risco de acordo com o gene causal (citando, por exemplo, que
nao ha evidéncia suficiente para apoiar a ooforectomia redutora de risco para as
portadores de mutagao de MSH6 e PMSZ2); a possibilidade de inicio mais tardio das
colonoscopias para portadores de mutagcdo em MSH6 (indicagdo nao extensiva a
PMS2 por dados insuficientes); e intervalo entre colonoscopias de um ano em
detrimento de dois anos para portadores de mutagcdo em MLHT1 e MSH2 (NCCN,
2019a). Conforme as evidéncias que apoiam essas diferencas aumentam, a
tendéncia é que os protocolos de manejo para a SL passem por revisao e adaptacao
aos novos dados (DOMINGUEZ-VALENTIN et al., 2020).

Além das estratégias redutoras de risco discutidas até aqui, a
quimioprevengao com uso de aspirina ja demonstrou trazer beneficios para os
pacientes com SL, levando a diminui¢cdo na incidéncia de CCR e tumores de outros

sitios relacionados a sindrome (BURN et al., 2011). Esse beneficio foi demonstrado
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por um ensaio clinico controlado e randomizado, o CAPP2 Trial - Colorectal
Adenoma/Carcinoma Prevention Programme. Porém, a principal limitagado do estudo
foi a dose de aspirina utilizada — 600 mg, uma dose bastante elevada e
potencialmente toxica — e a protegdo contra cancer nao foi vista para pacientes que
fizeram uso da medicacdo por menos de 2 anos (BURN et al.,, 2008, 2011).
Atualmente, estd em andamento o estudo CAPP3 (Cancer Research UK Trial
numero CRUK/12/039), que visa definir se as doses de 100 ou 300 mg apresentam
o mesmo efeito protetor da dose mais alta. Os resultados desse estudo estido
previstos para 2024. A recomendacdo da NCCN é de que a aspirina pode ser
utilizada visando prevencao de cancer nos pacientes com SL, embora a duragao da
terapia e a dose ideal ainda sejam desconhecidas; muitos médicos optam por
prescrever doses menores que 600 mg (NCCN, 2019a).

E fundamental que os familiares em risco de um paciente diagnosticado com
mutagcdo germinativa sejam aconselhados e testados (teste em cascata), visando
estender os beneficios do diagnéstico ao maior niumero de individuos possivel,
otimizando a custo-efetividade do processo (LADABAUM et al., 2011; HAMPEL,
2016; NIKOLAIDIS et al., 2019). Porém, dados da literatura e a propria pratica clinica
nos mostram que o teste em cascata € subutilizado (SHARAF et al., 2013), e os
pacientes costumam estar mais propensos a informar seus resultados apenas para
parentes de primeiro grau (pais, filhos e irmaos), excluindo os familiares mais
distantes desse processo (HAMPEL, 2016). Alguns dos motivos citados na literatura
norte-americana como dificultadores do teste em cascata sao: preocupagdes com o
seguro de saude; medo da discriminagao genética; privacidade e custo (SHARAF et
al., 2013).

Finalmente, pacientes com SL em idade reprodutiva devem também ser
aconselhados no tangente as suas opgdes de diagnostico pré-natal e reprodugao
assistida (NCCN, 2019a). Além disso, casais nos quais ambos sao portadores de
mutagdo no mesmo gene de reparo devem ser aconselhados quanto a chance de
uma rara sindrome recessiva: a deficiéncia constitucional/bialélica de proteinas de
reparo (OMIM #276300). A maior série de casos de deficiéncia bialélica de proteinas
MMR inclui apenas 35 casos, originados de 7 diferentes paises (ARONSON et al.,
2016). Diferentemente da SL, essa condi¢do traz risco de tumores ja na primeira
infancia, com uma morbimortalidade significativa (WIMMER et al., 2014; ARONSON
et al., 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar aspectos clinicos e moleculares das familias com diagnoéstico
de sindrome de Lynch desde a implantagdo do Servigo de Oncogenética do Hospital

Erasto Gaertner.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar descricao fenotipica dos pacientes afetados, incluindo sitio
primario dos tumores diagnosticados, idade ao diagnostico, tipo
histolégico, estadiamento, presenga de tumores sincrénicos ou
metacronicos.

e Correlacionar estes dados com aspectos moleculares disponiveis,
incluindo o resultado da imunoistoquimica para proteinas de reparo
nos tumores, assim como da pesquisa de instabilidade de
microssatélites e dos testes genéticos, quando realizados.

e Avaliar a sensibilidade dos critérios diagnésticos de Amsterdam /Il
nesse grupo de pacientes.

e Avaliar o acesso dos pacientes do Sistema Unico de Saude aos

métodos de diagndstico molecular da Sindrome de Lynch.
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4 MATERIAL E METODOS

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Erasto Gaertner (CAAE: 65971917.0.0000.0098).

4.1 COLETA DE DADOS

Os prontuarios dos pacientes atendidos pelo Servico de Oncogenética de
Junho/2012 a Dezembro/2018 foram revisados, selecionando-se inicialmente os
pacientes com diagnéstico de tumores incluidos no espectro da sindrome de Lynch
(colorretal, endométrio, estbmago, ovario, ureter, pelve renal, vias biliares, intestino
delgado, pancreas, adenoma de glandulas sebaceas ou ceratoacantoma). Também
foram identificados nessa avaliacao inicial todos os pacientes que tenham realizado
teste genético, independente da historia pessoal ou familiar, para garantir a inclusao
de todos os pacientes cujos testes tenham detectado mutacdo germinativa em um
dos genes de reparo.

Os heredogramas que constam no prontuario manual desses pacientes
inicialmente selecionados foram revisados para identificar aqueles que preenchiam
os critérios de inclusdo, que séo:

1) pacientes cuja familia preenche os critérios de Amsterdam I/Il E com
tumor apresentando instabilidade de microssatélites ou auséncia de
qualquer(isquer) proteina(s) de reparo na imunoistoquimica OU;

2) pacientes cujo tumor apresenta auséncia de proteina(s) de reparo
compativel com perda de expressédo dos genes MSH2, MSH6 ou PMS2,
independente da historia familiar OU;

3) pacientes cujo tumor apresenta auséncia de proteinas de reparo
compativel com perda de expressdo do gene MLH1, mas com
caracteristicas sugestivas de hereditariedade, que aqui serao
representadas pelos critérios de Bethesda OU;

4) pacientes que realizaram teste genético com resultado demonstrando
mutacéo germinativa (patogénica ou provavelmente patogénica) num dos

genes de reparo.



39

Foram excluidos:

1) pacientes cujos prontuarios estavam incompletos e ndo apresentavam
heredograma ou dados de histéria familiar que permitissem caracteriza-
los dentro de um dos critérios de inclusdo OU;

2) pacientes que, mesmo que suspeitos clinicamente, tenham resultado de
IHQ normal ou tumor MSS, sem ter realizado teste genético para
investigacdo de mutacdo germinativa (excluindo os casos de CCFTX,
mas também eventualmente os casos de SL com resultado de IHQ falso
negativo) OU,;

3) pacientes cuja suspeita diagndstica, pela historia familiar, seja mais
compativel com outra sindrome OU,;

4) pacientes que tenham realizado teste genético que nao identificou
variante patogénica ou provavelmente patogénica nos genes de reparo
(esse critério eventualmente exclui casos likely-Lynch e pacientes com
SL que realizaram testes genéticos incompletos em termos de

sequenciamento e/ou analise de CNV).

Pacientes que realizaram teste genético com resultado demonstrando
variantes de significado incerto em genes de reparo foram discutidos
separadamente.

Para fins tedricos, € importante ressaltar que apenas pacientes que
realizaram teste genético que tenha demonstrado mutagéo germinativa em um dos
genes de reparo podem ser formalmente designados como portadores da sindrome
de Lynch (vide tépico 2.2.6), mas nesse trabalho todos os pacientes incluidos pelos
critérios acima foram denominados como tal.

Através de revisdo dos prontuarios, os seguintes dados foram coletados:
idade ao diagndstico, sitio do(s) tumor(es), tipo histolégico, estadiamento clinico ou
cirurgico (se disponivel), tratamentos realizados, condutas profilaticas, presenga de
tumores sincrénicos, detecgdo de tumores metacrénicos durante o seguimento,
resultado da imunoistoquimica das proteinas de reparo no tumor, resultado da
pesquisa de instabilidade de microssatélites no tumor e resultado do teste genético.

No caso de pacientes apresentando mais de um tumor, definimos o primeiro

tumor diagnosticado como “tumor indice”. Tumores sincrénicos foram definidos como
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aqueles diagnosticados num mesmo momento ou com menos de 12 meses de
intervalo entre os seus diagndsticos. Tumores metacrénicos foram definidos como
aqueles diagnosticados mais de 12 meses apds o diagndstico do tumor prévio
(PARRY et al., 2011).

Para os tumores colorretais, aqueles localizados no ceco, colon ascendente,
flexura hepatica, célon transverso e angulo esplénico foram definidos como
proximais; tumores do colon descendente, sigmoide e reto foram definidos como
distais.

Os exames de imunoistoquimica foram realizados pelo servico de Anatomia
Patolégica do Hospital Erasto Gaertner através do SUS, sob solicitagdo do médico
assistente. A pesquisa molecular de instabilidade de microssatélites ndo € oferecida
pelo SUS, assim como teste genético para pesquisa de mutagbes germinativas
relacionadas a predisposicao hereditaria a cancer. Sendo assim, quando indicada, a
realizacao desses testes depende da disponibilidade financeira do paciente e é
realizada em instituigbes privadas, sem relacdo direta com o hospital. Para a
classificacdo das variantes detectadas, todos os laboratérios utilizaram a
terminologia sugerida pelo ACMG, incluindo cinco categorias, a saber: 1) variantes
benignas; 2) variantes provavelmente benignas; 3) variantes de significado incerto;
4) variantes provavelmente patogénicas; 5) variantes patogénicas (RICHARDS et al.,
2015).

Para os pacientes que apresentaram resultados de imunoistoquimica
incongruentes, foi realizada a revisao das laminas em parceria com o servico de
Anatomia Patolégica do Hospital Erasto Gaertner. Foram considerados resultados
incongruentes aqueles com qualquer padrédo de perda de proteinas diferente das
possibilidades previstas, baseado no conhecimento prévio sobre a interacéo entre as
proteinas de reparo e formagao de heterodimeros. Os padrbes previstos incluem: a
perda isolada de PMS2 ou MSH6 e; perda combinada de MLH1/PMS2 ou
MSH2/MSH®6 (vide topico 2.2.3).

4.2 ANALISE DOS DADOS

Apds a coleta de dados, os aspectos genotipicos e fenotipicos foram

correlacionados e descritos. Por analise da propor¢gdo do total dos pacientes

incluidos que realizou teste genético, foi avaliado o acesso dos pacientes a essa
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tecnologia no cenario do Sistema Unico de Salde. Para avaliar a sensibilidade dos
critérios de Amsterdam I/ll e Bethesda em identificar portadores de mutagao
germinativa dos genes de reparo, calculamos a propor¢cdo de pacientes
diagnosticados que preencheram esses critérios.

Os heredogramas apresentados nessa dissertacdo foram construidos
utiizando a ferramenta online gratuita Progeny Pedigree Tool - 9.101.9047.00,

disponivel em https://pedigree.progenygenetics.com/.

As variaveis quantitativas foram descritas como médias + desvio padrao
(DP) se distribuigdo normal e como mediana e intervalo interquartil (11Q) se
distribuicdo ndo normal. As variaveis qualitativas foram descritas como frequéncias
(%). Para analisar a significancia das diferengas entre variaveis qualitativas em
diferentes grupos foram usados o teste Qui Quadrado ou o Teste exato de Fisher,
conforme apropriado. Para comparacao das variaveis quantitativas, foi usado o teste
t de Student.
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5 RESULTADOS

Inicialmente, foram revisados 623 prontuarios, sendo 504 probandos e 119
familiares atendidos no ambulatério de Oncogenética do Hospital Erasto Gaertner
entre julho de 2012 e dezembro de 2018. A identificacdo desses pacientes no
sistema de prontuarios eletronicos (Philips Tasy) foi feita através da busca pelo
cédigo internacional de doengas (CID) Z31.5 — aconselhamento genético. O
processo de selegcado de pacientes descrito a seguir esta sintetizado no fluxograma
da Figura 2. Dos 504 probandos, 89 foram prontamente excluidos por terem outros
diagnésticos confirmados, seja por critérios clinicos (32 casos) ou por teste
molecular (57 casos). Dos 415 casos restantes, todos tiveram seus prontuarios
revisados para as suas consultas de avaliagdo com a Oncogenética. Foram entao
excluidos mais 251 casos de pacientes com tumores nao colorretais e nao
pertencentes ao espectro classico da sindrome de Lynch, por terem avaliagédo
indicando maior nivel de suspeigao para outras sindromes de predisposi¢cao ou até
mesmo para caso esporadico. E importante ressaltar que apenas 50 desses 251
pacientes tinha algum tipo de teste molecular realizado, sendo 48 painéis multigene
e 2 exomas clinicos, que nao revelaram mutagdes nos genes de reparo. Mais 103
pacientes foram excluidos por apresentarem tumor com IHQ normal ou IHQ nao
realizada. Seis dos pacientes cujo tumor apresentou IHQ normal preenchiam
critérios de Amsterdam | ou Il, caracterizando CCFTX. Apenas um deles deu
seguimento a investigagao com painel multigene, que teve resultado normal. Mais 11
pacientes apresentaram resultado do teste genético demonstrando VUS num dos
genes de reparo e serao discutidos separadamente adiante.

Restaram entdo 50 probandos com tumores colorretais ou outros
pertencentes ao espectro classico da sindrome de Lynch, ou ainda com tumores de
outros sitios, mas com testes moleculares apresentando achados relevantes para
esse estudo. Desses, 14 tinham resultados de IHQ anormais, mas considerados
incongruentes (vide topico 4.1) e serao discutidos posteriormente.

Finalmente, 36 probandos preencheram critérios de inclusédo, além de 13
familiares. Entre esses probandos, quatro foram excluidos apds realizagao de painel
genético que ndo demonstrou mutacdo germinativa num dos genes de reparo.
Nenhum dos pacientes excluidos preenchia critérios de Amsterdam. Esses

pacientes incluiam: 1) uma paciente com diagnéstico de adenocarcinoma de
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sigmoide aos 47 anos de idade, com IHQ demonstrando perda de PMS2, que
realizou painel genético para cancer colorretal incluindo 17 genes e validado para
analise de variagcdo de numero de copias, cujo resultado foi negativo; 2) uma
paciente diagnosticada com adenocarcinoma de ceco aos 44 anos de idade, com
IHQ normal mas demostrando MSI-high na pesquisa molecular, que realizou painel
genético incluindo 20 genes, ndo validado para CNV, com resultado negativo; 3)
uma paciente diagnosticada com adenocarcinoma de célon transverso aos 57 anos
de idade, com IHQ demonstrando perda de MLH1 e PMS2, que realizou painel
genético incluindo 20 genes, nao validado para CNV, com resultado negativo; 4) um
paciente diagnosticado com tumores sincrénicos de reto e célon aos 80 anos de
idade, que realizou painel genético incluindo 20 genes, ndo validado para CNV, com

resultado demonstrando uma variante de significado incerto no gene BRIP1.

Figura 2 — PROCESSO DE EXCLUSAO/INCLUSAO DOS PROBANDOS

504 probandos
Excluidos:

————— - 89 com outros diagnosticos confirmados
- 251 tumores ndo-SL com outras suspeitas

164 probandos com
CCR ou outros
tumores do especiro
Excluidos:
——» - 103 com IHQ normal ou ndo realizada

- 11 testes genéticos com VUS

Excluidos:
- 14 com IHCQ incongruente
- 4 paingis mutigens normais

—_— |
32 probandos
incluidos

FONTE: A autora (2020).

Foram entdo incluidos 32 probandos entre 18 e 71 anos de idade, sendo que:
a) 12 foram incluidos pelo critério de imunoistoquimica compativel com perda de
MSH2, MSH6 ou PMS2, independente da historia familiar; b) 10 foram incluidos pelo
critério de teste genético demonstrando mutagédo germinativa num dos genes de

reparo; c¢) 8 foram incluidos por preencherem critérios de Amsterdam I/l e
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apresentarem IHQ compativel com auséncia de qualquer uma das proteinas de
reparo e; d) 2 foram incluidos pelo critério de IHQ demonstrando perda de MLH1 e
caracteristicas sugestivas de hereditariedade (representadas pelos critérios de
Bethesda modificados). As principais caracteristicas demograficas e clinicas dos 32

probandos incluidos estao apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICAS DOS PROBANDOS (continua)
n=32 p-valor
Sexo, n (%)
Feminino 18 (56,3%) 0.38
Masculino 14 (43,7%)
Idade média ao dx, anos (DP) 41,3 (x12,4) na
Grau de escolaridade, n (%)
EF incompleto 5(15,6%) 0.22
EF completo 7 (21,9%)
EM incompleto 4 (12,5%)
EM completo 14 (43,8%)
ES completo 2 (6,2%)
Sitio do tumor indice, n (%)
Colorretal 21 (65,6%) <0.001
Mama 3(9,4%)
Estdbmago 2 (6,3%)
Pelve renal 2 (6,3%)
Endométrio 1(3,1%)
Ovario 1(3,1%)
Testiculo 1(3,1%)
Lipossarcoma 1(3,1%)
Critérios clinicos preenchidos, n (%)
Amsterdam | 6 (18,7%) 0.24
Amsterdam Il 7 (21,8%)
Apenas Bethesda (sem AC) 11 (34,4%)
HBOC 2 (6,3%)
Nenhum 4 (12,5%)
Hx familiar ndo disponivel 2 (6,3%)

EC do tumor indice, n (%)
I 2 (6,3%) 0.22
Il 14 (43,7%)
Il 8 (25%)
v 4 (12,5%)
N&o consta 4 (12,5%)

N° total de tumores diagnosticados, n (%)

17 (53,1%) <0.001
8 (25%)

5(15,7%)
1(3,1%)
1(3,1%)

AP WON -

FONTE: A autora (2020).
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(conclusao)
LEGENDA: DP: desvio padrao. Dx: diagnéstico. Na: ndo se aplica. EF: ensino fundamental. EM:
ensino médio. ES: ensino superior. AC: critérios de Amsterdam. HBOC: sindrome de cancer de mama
e ovario hereditarios. Hx: histéria. EC: estagio clinico.

Até o momento da revisdo dos prontuarios, haviam sido diagnosticados 57
tumores nesses 32 pacientes, variando entre 1 e 5 tumores por paciente (Tabela 2).
Vinte e quatro (75%) dos probandos tiveram seu primeiro tumor diagnosticado antes
dos 50 anos de idade. De acordo com o esperado, em 84,4% dos casos (n=27) os
tumores indice estavam em sitios do espectro da sindrome de Lynch. Cinco
probandos apresentaram tumores que nao sao classicos do espectro da sindrome,
incluindo trés tumores de mama, um de testiculo e um lipossarcoma. A Figura 3
apresenta a distribuicdo proporcional dos sitios dos tumores indices dos probandos,
com os tumores do espectro da sindrome apresentados em escala de cinza, e os

tumores atipicos em escala de azul.

Figura 3 — DISTRIBUICAO DOS TUMORES iNDICE ENTRE OS PROBANDOS

testiculo _lipossarcoma
3% 3%
ovario CCR
i
- = estdmago
endométrio
3% = pelve renal
pelve renal endométrio
on CCR ovario
66% .
estomago mama
5 = testiculo
lipossarcoma

FONTE: A autora (2020).

Nas pacientes com cancer de mama, todas apresentaram carcinoma ductal
invasor, mas a classificagdo imunoistoquimica do tumor foi heterogénea entre os
trés casos, sendo: um tumor com receptores hormonais positivos e sem HER2

superexpresso; um tumor com receptores hormonais positivos e com HER2
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superexpresso; € um tumor com receptores hormonais negativos e HER2
superexpresso. Em trés desses cinco casos de tumores atipicos, os pacientes nao
preenchiam nenhum critério clinico para sindrome de Lynch — em um dos casos, o
diagndstico clinicamente mais provavel seria sindrome de Li-Fraumeni (lipossarcoma
diagnosticado aos 18 anos); nos outros dois, havia critério para pesquisa de
mutacdo de BRCA1/BRCA2 (cancer de mama antes dos 45 anos de idade).
Avaliando detalhadamente a histéria familiar dessas trés pacientes, observamos
que: no caso da paciente com lipossarcoma (probanda P30, Quadro 4), a sua
histéria familiar materna n&o contava com muitos elementos comprobatérios (duvida
sobre se o avd teria tido CCR; um tio faleceu aos 50 anos por neoplasia, mas nao
sabiam informar o sitio), mas um primo de primeiro grau era paciente do hospital e
foi possivel checar que ele foi diagnosticado com um tumor de reto aos 27 anos.
Para a probanda P31 (Quadro 4), com tumor primario em mama, uma irm& havia
falecido aos 40 anos por um tumor gastrico diagnosticado aos 36, e a avdé materna
faleceu aos 50 anos por um cancer de bexiga — esses tumores, principalmente o de
estdbmago, pertencem ao espectro da sindrome, mas a distribuicdo dos casos na
familia ndo permite preencher critérios, nem levanta fortemente uma suspeita
diagnédstica para a SL. No caso da probanda P4 (Quadro 4), primario também em
mama, nao havia, em nenhum dos lados da familia, parentes acometidos por
tumores do espectro da SL (avés maternos com tumores de prostata e figado; tia-
avo paterna com tumor de mama e uma tia paterna, que também é paciente do
hospital, diagnosticada com melanoma aos 38 anos). Logo, o diagndstico de
sindrome de Lynch nesses casos s6 foi possivel devido a realizagdo de painel
multigene em detrimento de pesquisa molecular gene-a-gene.

No total, 15 pacientes apresentaram mais de um tumor, sendo que 11
apresentaram apenas tumores metacrénicos e 4 apresentaram tumores
metacrénicos e também sincrénicos. Nao houve diferenca entre a idade média dos
17 probandos que tiveram apenas um tumor e a dos 15 que tiveram tumores
sincrénicos e/ou metacrénicos (40,3 anos x 42,5 anos, respectivamente; teste t de
Student, p=0.60). Para os 15 pacientes com tumores metacrénicos, a mediana do
tempo entre o diagndstico do tumor indice e do primeiro metacrénico foi de 107
meses (11Q=132). Os quatro casos de tumores sincrénicos sédo representados por: 1)
um paciente submetido a colectomia segmentar aos 46 anos de idade, cujo exame

anatomopatoloégico demonstrou a presencga de duas lesdes sincrénicas na pega, que
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posteriormente foi submetido a colectomia total aos 59 anos apés o diagndstico de
um terceiro tumor, no ceco, e ainda apresentou um carcinoma sebaceo, ressecado
aos 65 anos (probando P9, Quadro 4); 2) uma paciente que foi diagnosticada com
um carcinoma ductal de mama aos 43 anos e um tumor sincrénico de colon
ascendente alguns meses apos, além de um carcinoma urotelial de ureter aos 52
anos e um de bexiga aos 54 (P10, Quadro 4); 3) um paciente cujo tumor indice foi
um carcinoma urotelial de pelve renal aos 71 anos, que posteriormente foi
diagnosticado com adenocarcinomas de estdbmago e célon sigmoide sincrénicos aos
74 anos (P15, Quadro 4); e 4)

adenocarcinoma de célon ascendente aos 34 anos, que foi posteriormente

uma paciente cujo tumor indice foi um
diagnosticada com um adenocarcinoma de coélon sigmoide aos 51 anos e um
sincrénico de colon transverso aos 52 anos (P28, Quadro 4). O Quadro 4

correlaciona os parametros clinicos e moleculares dos pacientes incluidos.

Quadro 4 — PRINCIPAIS PARAMETROS CLINICOS E MOLECULARES DOS PROBANDOS

(continua)
ID Sitio do Idade | Sexo AC Critérios Tumores Proteina | Pesquisa Teste genético
prob. | tumor indice | ao dx de sinc. ou perdida | molecular
Bethesda metac. na IHQ MSI
P1 coélon 41 F AC I sim nao MSH2 NR NR
sigmoide MSH6
P2 ovario 56 F nao sim célon PMS2 NR NR
transverso
P3 pelve 63 F AC I sim endomeétrio MLH1 NR MSH?2:
renal MSH2 c.2152C>T
MSH6 (p.GIn718%)
P4 mama 35 F nao nao nao NR NR MSHe6:
c.2931C>A
(p.Tyr977%)
P5 JRS 29 M AC I sim nao MSH2 NR MSH2:
MSH6 c.2152C>T
(p.GIn718%)
P6 reto 30 M nao sim nao PMS2 NR NR
P7 ceco 61 F AC I sim nao MLH1 NR NR
PMS2
P8 colon 40 F AC I sim nao MLH1 NR NR
transverso PMS2
P9 colon NE 46 M AC | sim ceco, MLH1 NR MSH?2:
(sincrénicos) carcinoma MSH2 €.2152C>T
sebaceo MSH6 (p.GIn718%)
P10 mama 43 F AC | sim ascendente NR NR MSH?2:
(sinc. com €.2152C>T
a mama), (p.GIn718%)
ureter,
bexiga
P11 colon 39 F adotad sim mama NR NR MLH1:
ascendente a c.2065C>T
(p-GIn689%)
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Quadro 4 — PRINCIPAIS PARAMETROS CLINICOS E MOLECULARES DOS PROBANDOS

(concluséo)

P12 colon 32 M nao sim nao PMS2 NR NR
descendente
P13 angulo 46 M nao sim nao MLH1 NR NR
hepatico PMS2
P14 reto 55 F nao nao nao MSH6 NR NR
P15 pelve 71 M nao sim coélon MSH2 NR NR
renal consta sigmoide e MSH6
estdbmago
sincronicos
P16 colon 25 M nao sim nao MSH6 NR NR
ascendente
P17 estdbmago 52 F nao sim nao PMS2 NR NR
P18 ceco 34 M nao sim nao PMS2 NR NR
P19 colon NE 40 M AC | sim coélon NE, MSH2 NR NR
ampola MSH6
duodenal
P20 testiculo 31 M AC | sim reto, célon MSH2 NR MSH?2:
ascendente | MSH6 c.2271C>G
(p.Tyr757%)
P21 endométrio 48 F AC Il sim nao PMS2 NR NR
P22 reto 32 F nao sim nao MSH2 NR NR
MSH6
P23 reto 29 M nao sim nao PMS2 NR NR
P24 colon 44 F AC Il sim coélon MSH2 NR NR
sigmoide ascendente
P25 ceco 54 F nao sim nao MLH1 NR MLHT:
PMS2 c.676C>T
(p-Arg226*)
P26 estdbmago 56 F nao sim célon MLH1 NR NR
ascendente PMS2
P27 colon 24 M nao sim reto MSH2 NR NR
transverso
P28 colon 34 F AC | sim sigmoide e MLH1 NR NR
ascendente transverso PMS2
sincronicos
P29 colon NE 33 M adotad sim colon MSH2 NR NR
o transverso, MSH6
ureter,
colon
sigmoide e
prostata
P30 lipos- 18 F nao nao osteos- MSH2 NR MSH?2:
sarcoma sarcoma MSH6 c.2152C>T
(p.GIn718%)
P31 mama 42 F nao nao nao NR NR MSHE6:
c.1723_1724insT
(p-Asp575Valfs*1)
P32 reto 40 M AC | sim colon MSH6 NR NR
ascendente

FONTE: A autora (2020).

LEGENDA: M: masculino. F: feminino. Prob.: probando. JRS: jung&o retossigmoide. Célon NE: nao
especificada localizagdo do tumor no colon. Dx: diagnéstico. AC: critérios de Amsterdam. Sinc.:
sincrénicos. Metac.: metacrénicos. NR: ndo realizado.
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Todos os 15 pacientes que tiveram mais de um tumor preenchiam algum
critério para suspei¢cao de hereditariedade ja ao diagndstico do tumor indice, que
poderia ter justificado encaminhamento para avaliagdo pela Oncogenética, sendo: 7
familias que preenchiam critérios de Amsterdam; 7 pacientes que preenchiam pelo
menos um dos critérios revisados de Bethesda; 1 paciente que nao preenchia
nenhum desses critérios, mas teve seu tumor indice (lipossarcoma) diagnosticado
aos 18 anos. No entanto, dois desses pacientes tiveram todos os diagnosticos antes
da criagcao do servico de Oncogenética e oito foram encaminhados apods ja terem
tido todos os seus tumores diagnosticados. Entre os cinco pacientes restantes: dois
tiveram novos tumores apos ja terem sidos avaliados pela Oncogenética (sendo um
osteossarcoma, para o qual ndo estava previsto rastreamento, e um tumor de cdlon
ascendente diagnosticado 6 meses apds inicio do acompanhamento); dois tiveram
lesdes colbnicas pré-malignas avangadas diagnosticadas em colonoscopias de
seguimento; e uma paciente se queixou de hematuria no dia que recebeu o
resultado do seu teste genético confirmando sindrome de Lynch, sendo entéo
submetida a tomografia de abdome e pelve que detectou uma leséo vesical. Doze
dos 15 (80%) segundos tumores diagnosticados eram tumores colorretais, ou seja,
tumores com grande potencial de prevengao.

Ao todo, considerando tanto os tumores indice quanto os sincrénicos e
metacronicos, foram diagnosticados 37 tumores colorretais em 26 dos 32
probandos, sendo 21 tumores indice e 16 sincrdénicos/metacronicos. Dezoito
probandos apresentaram apenas um tumor colorretal durante seu seguimento; cinco
probandos apresentaram dois CCR (P19, P20, P24, P27 e P32, Quadro 4); e trés
probando apresentaram trés CCR (P9, P28 e P29). Para cinco desses tumores, nao
consta informagéo sobre localizagdo e dados anatomopatologicos do tumor. Dos 32
tumores restantes, 18 (56,2%) ocorreram em localizagao proximal e 14 foram distais
ao angulo esplénico (p=0.62), sendo 7 tumores de reto. Nove (28,1%) apresentam
descricao de componente mucinoso ou presenca de células em anel de sinete.
Apenas 2 dos 36 tumores colorretais se apresentaram em estagio clinico 1V; um
desses pacientes foi a obito e o outro permanece vivo e livre de doenca metastatica
apo6s quase 20 anos da resseccao da metastase hepatica.

Em relagdo a historia familiar de cancer, 2 dos pacientes incluidos foram
adotados e ndo conheciam a histéria da sua familia de origem; das 30 familias

restantes, apenas 43,3% (n=13) preenchiam critérios de Amsterdam | ou Il, sendo
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que apenas 6 preenchiam critérios de Amsterdam | (20%). Em relacédo aos critérios
revisados de Bethesda, 87,5% (n=28) dos probandos preenchiam pelo menos um
dos cinco critérios. E interessante notar que duas familias (6,7%) preenchiam
critérios para investigacdo de sindrome de cancer de mama e ovario hereditarios.

Os casos de todos os 32 probandos foram atribuidos a um dos genes de
reparo como gene causal, mesmo os dos que nao realizaram teste genético —
nesses casos, o gene responsavel foi inferido pelo resultado da IHQ. Sendo assim, o
gene MSH2 foi o responsavel pela maioria dos casos — 40,6% (n=13). Ja MLH1 foi
identificado como responsavel em 21,9% dos casos (n=7), na mesma propor¢ao que
PMS2. Essa maior quantidade de casos atribuidos a PMS2 esta em forte
discordancia com a literatura (p=0.004), conforme sera discutido adiante. Apenas
cinco casos (15,6%) foram relacionados ao gene MSH6. A Figura 4 demonstra a
proporcdo de casos atribuidos a cada gene na literatura, em comparagdo com a
nossa casuistica. Entre os pacientes que tiveram mutagdo germinativa detectada no
teste genético, chama a atencdo a identificacdo de uma mesma mutagdo de

MSH2:¢c.2152C>T (p.GIn718%) em cinco probandos nao relacionados.

Figura 4 — PROPORGAO DE CASOS ATRIBUIDOS A CADA UM DOS GENES DE REPARO
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FONTE: KOHLMANN; GRUBER (2004); a autora (2020).

Conforme os critérios utilizados para a inclusdo de cada probando, citados
previamente e demonstrados no Quadro 4, nesse grupo de 32 pacientes altamente
selecionados como suspeitos para sindrome de Lynch, apenas 10 (31,2%) tiveram
acesso a confirmacgao diagndstica molecular, cujo resultado é de suma importancia

para a definicdo de condutas tanto para o probando quanto para os familiares.
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Em relagcdo aos testes genéticos realizados pelos pacientes citados nesse
estudo, ndo houve uma uniformizagao dos laboratdrios utilizados. Isso porque o SUS
nao oferece esses testes e a sua realizacdo depende da disponibilidade financeira
do paciente, caso apresente interesse apds aconselhamento. Dentro desse cenario,
os médicos assistentes do servico de Oncogenética apresentam alguns dos testes
comercialmente disponiveis, informando sobre niumero de genes testados, valores,
logistica de coleta e envio, técnicas e limitagbes. O paciente, entdo, faz a sua
escolha informada. Entre os testes oferecidos pelos principais laboratérios utilizados
no periodo, estdo um painel multigene incluindo 17 genes relacionados a CCR,
avaliados por NGS e com validagdo para analise de CNV; um painel de 20 genes
relacionados as principais sindromes de cancer hereditario, avaliados por NGS; e
um painel multigene incluindo 40 genes relacionados as principais sindromes de
cancer hereditario avaliados por NGS.

Entre os dez probandos com mutagdo germinativa confirmada por teste
genético, apenas cinco preenchiam critérios de Amsterdam I/1l (5/9 = 55,6% - um
dos dez pacientes é adotado). Nove das mutagdes identificadas foram do tipo
nonsense e uma do tipo frameshift por insercao de nucleotideo unico. Esses dez
pacientes apresentaram seis mutagdes distintas, ja que uma mutagao se repetiu em
cinco probandos nao relacionados (MSHZ2:c.2152C>T). Entre os cinco probandos
com essa mesma variante, quatro (80%) preenchiam critérios de Amsterdam I/II.
Essa mutagao nonsense de MSH2 consta no banco de dados ClinVar, ja foi descrita
em varias familias com SL e é classificada como patogénica. Ela esta localizada no
eéxon 13 e origina um coédon de terminagao prematuro na posi¢cdo 718, resultando
numa proteina truncada. As outras cinco mutagdes distintas identificadas incluiam:
uma no gene MLHT que origina cédon de terminagdo prematuro na posigao 226,
resultando em proteina truncada (presente no ClinVar — patogénica); uma no gene
MSH?2 que resulta em coédon de terminagdo na posicédo 757 — essa variante nao
consta no banco de dados ClinVar, mas é classificada como patogénica segundo os
critérios do ACMG; uma no gene MSH6 que origina cdédon de terminagao prematuro
na posicao 977 (presente no ClinVar — patogénica); uma insergcdo de uma timina
entre os nucleotideos 1723 e 1724 no gene MSH6, que nao consta no ClinVar, mas
é classificada como patogénica pelos critérios do ACMG; uma no gene MLH1 que
origina um codon de terminagdo no penultimo éxon e deleta apenas os ultimos 68

aminoacidos, mas afeta um dominio carboxi-terminal altamente conservado,
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responsavel pela dimerizacdo com PMS2 — por isso, € classificada como patogénica
no ClinVar.

Uma particularidade sobre a historia familiar de um dos pacientes com a
mutagcdo MSHZ2:c.2152C>T chama atengéo: a probanda P10 relata um possivel
casamento consanguineo no lado materno da familia (que parece ser o afetado);
dessa uniao teriam nascido duas criangas que faleceram por tumor ja na primeira
década de vida. Infelizmente, os pais desses individuos ndo atenderam a solicitacéo
de comparecer para aconselhamento genético. O relato de consanguinidade e
acometimento por tumores ja na primeira infancia, no contexto de uma familia
diagnosticada com SL levanta a hipotese de deficiéncia constitucional de proteinas
de reparo (citada no item 2.2.8), uma condigdo muitissimo rara e, portanto, de
grande interesse para estudo.

No total, oito pacientes apresentaram perda da proteina PMS2 na IHQ, mas
apenas um teve acesso a teste genético, que nédo detectou mutagdo germinativa no
gene correspondente. O gene PMS2 é teoricamente o menos frequentemente
envolvido na SL, e o teste genético seria de bastante valia para esclarecer o
excesso desses casos na nossa populacdo. Conforme discutido no topico 2.2.2, a
pesquisa molecular de variantes no gene PMS2 apresenta varios desafios e nem
todos os laboratorios comercialmente disponiveis abrangem essas questdes.

Seis dos dez pacientes que tiveram mutagdo germinativa identificada no
teste genético haviam tido seus tumores submetidos a imunoistoquimica, sendo que
em quatro casos o padrao de perda de proteinas foi compativel com o achado
molecular. Em dois casos, pacientes com mutagao germinativa identificada no gene
MSH2 apresentaram IHQ com perda de MLH1/MSH2/MSH6 — a perda de MLH1
nesse contexto ndo € um achado esperado. Além desses 2 casos, 15 outros
pacientes apresentaram IHQ com padrdes de perda de proteinas incongruentes em
relacdo a combinagao conhecida das proteinas em heterodimeros. Cinco desses 15
casos eram de pacientes ja em O&bito e, portanto, ndo foi realizada nenhuma
avaliagao adicional. Os demais foram submetidos a revisdo de lamina ou
investigacao molecular adicional para elucidacao; os desfechos poés-revisao estao
demonstrados no Quadro 5 (pacientes identificados pela sigla IR — imunoistoquimica
revisada). Em dois casos, os pacientes puderam realizar teste genético, sendo que
em um caso foi encontrada uma mutacao patogénica do gene MUTYH:c.1187G>A

(p.Gly396Asp) em heterozigose (IR 7) e no outro, um painel de sequenciamento
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avaliando 40 genes teve resultado normal (IR 10). Essa ultima paciente também
realizou pesquisa molecular de instabilidade de microssatélites, que revelou tumor
estavel. Mais um dos pacientes teve sua investigagdo complementada com pesquisa
molecular de MSI, que demonstrou tumor estavel (IR 8). Nos sete casos restantes,
as laminas das imunoistoquimicas prévias foram reavaliadas pelo servigo de
Anatomia Patolégica do Hospital Erasto Gaertner (HEG) que, apds revisao de lamina

ou repeticdo das reacdes de IHQ, emitiu novos laudos.

Quadro 5 — DESCRIGAO DOS CASOS DE EXAMES DE IMUNOISTOQUIMICA COM RESULTADOS

INICIALMENTE INCONGRUENTES (continua)
ID Sitio do IHQ inicial | Realiza- | Novo AC critérios Pesquisa Teste Desfecho
IHQ tumor danova | laudo de molecular genético
rev. reacao? IHQ Bethesda MSI
(IR)
IR1 colon MLH1- sim PMS2- | nao sim NR NR incluido
transverso MSH2- (ID P2)
MSH6-
PMS2-
IR2 reto MLH1- sim normal | né&o sim NR NR excluido
MSH6-
IR3 reto MSH6- sim normal | nao sim NR NR excluido
PMS2-
IR4 reto MLH1- sim normal | nao nao NR NR excluido
MSH6-
IR5 colon “positivo nao normal | néao nao NR NR excluido
transverso fraco” para
todos os
marcadores
IR6 reto MLH1- sim normal | AC I sim NR NR excluido
MSH2-
IR7 sigmoide MLH1- nao normal | nao sim NR MUTYH: excluido
MSH6- c.1187G>A
IR8 CHC MLH1- nao NR nao nao MSS NR excluido
MSH2-
MSH6-
PMS2-
IR9 colon MSH6- nao normal | nao sim NR NR excluido
ascendente
IR10 coélon MSHG6- nao NR nao sim MSS painel excluido
sigmoide PMS2- multigene
40 genes
normal
IR11 angulo MLH1- nao NR nao sim NR NR excluido
hepatico MSH6- (6bito)
IR12 pancreas MSHG6- nao NR AC I sim NR NR excluido
PMS2- (6bito)
IR13 colon MSH6 nao NR AC | sim NR NR excluido
descendente PMS2- (6bito)
IR14 coélon MLH1- nao NR AC I sim NR NR excluido
ascendente MSH2- (6bito)
MSH6
PMS2-
IR15 endomeétrio MLH1- nao NR nao sim NR NR excluido
MSH2- (6bito)
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(conclusao)
FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: Rev.: revisada. AC: critérios de Amsterdam. CHC: carcinoma hepatocelular. MSS:
estabilidade de microssatélites. NR: ndo realizado. NGS: next-generation sequencing.

Onze pacientes realizaram painel multigene que detectou VUS num dos
genes de reparo (Quadro 6). Em apenas um desses casos, a familia preenchia
critérios de Amsterdam. Nenhum dos casos em que a IHQ foi realizada demonstrou
perda de proteinas de reparo. Em um dos casos (ID VUS8), ndo consta descrigéo da
troca de nucleotideos identificada no gene PMS2 no prontuario eletrénico. Um dos
pacientes (ID VUS2) apresentou, além de uma VUS em MSH6, uma variante com
interpretagcdes conflitantes de patogenicidade (VUS ou provavelmente patogénica)
em heterozigose no gene MUTYH, a histéria familiar apresentava dois casos de
cancer, sendo melanoma em um irmao e um tumor de sistema nervoso central na
mae. Em outro caso (ID VUS11) de paciente sem cancer, mas com histéria familiar
de filha com tumor adrenal virilizante na infancia e pai com tumor de reto, o painel
multigene demonstrou uma VUS em MSH6 e uma variante provavelmente

patogénica em BARD1. O gene BARD1 esta associado com aumento de risco para

cancer de mama, mas nao para os tumores relatados nessa familia.

Quadro 6 — DESCRIGAO DAS VARIANTES DE SIGNIFICADO INCERTO DETECTADAS

(continua)

ID Sitio do Idade | Sexo | critérios de | critérios IHQ Pesquisa Teste genético
VUS tumor ao dx Amsterdam de inicial molecular
Bethesda MSI
VUS1 adenoma 40 M nao nao normal NR MSH6:¢.3019T>C
TV com (p.Trp1007Arg)
DAG -
sigmoide
VUS2 angulo 60 F nao sim normal NR MSH2:c.80C>T
hepatico (p.Pro27Leu)
MUTYH:c.736G>T
(p.Val246Phe)
VUS3 adenoma 52 M AC Il sim normal NR MSH6:¢c.663A>C
TV com (p.Glu221Asp)
DAG - ceco
VUS4 historia 42 F nao nao NR -sem | NR - sem MSH?2:c.2308A>G
familiar de cancer cancer (p.lle770Val)
cancer de
mama
VUS5 mama 30 F nao nao NR NR MSH6:¢c.663A>C
(p.Glu221Asp)
VUS6 mama 39 F nao nao normal NR MSH6:¢c.884A>G
(p-Lys295Arg)
VUS7 mama 47 F nao nao NR NR MSH6:-118G>A
VUS8 mama 25 F nao nao NR NR VUS PMS2
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Quadro 6 — DESCRICAO DAS VARIANTES DE SIGNIFICADO INCERTO DETECTADAS (conclus&o)

VUS9 ovario 45 F nao nao normal NR MSH2: ¢.2785C>T
(p.Arg929%)
VUS10 pancreas 16 M nao nao NR NR MSH6:¢.3019T>C
(p.-Trp1007Arg)
VUS11 histéria 35 F nao nao NR -sem | NR - sem MSHG6:c.334A>G
familiar de cancer cancer (p.Asn112Asp)
cancer de BARD1:c.176_177delAG
adrenal e (p-Glu59Alafs)
reto

FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: M: masculino. F: feminino. TV: tubulo-viloso. DAG: displasia de alto grau. Dx: diagnéstico.
AC: critérios de Amsterdam. NR: n&o realizada.

A possibilidade de acompanhamento dos familiares pelo servico de
Oncogenética é oferecida em todos os casos em que a historia familiar seja
considerada um fator de alto risco, independente da realizagdo ou nédo de teste
genético pelo probando. Em especial, todos os probandos que receberam
confirmagado molecular do diagnéstico de SL foram orientados sobre a importancia
de informar os resultados aos seus familiares em risco e de se manter o seguimento
de todos os portadores conforme protocolo, mesmo se assintomaticos (vide topico
2.2.8). O agendamento de aconselhamento genético pré-teste para todos os
familiares interessados é oferecido de rotina pelo servigco. Porém, ao todo, apenas
22 familiares de 6 probandos estdo em acompanhamento no servigco, sendo que
apenas 3 probandos com teste genético positivo trouxeram familiares para
aconselhamento e teste em cascata.

Em dois casos de pacientes com diagnéstico molecular confirmado, consta
em prontuario que os pacientes relataram, na sua primeira consulta de retorno apds
o diagndstico molecular, que informaram seus familiares e que esses responderam
nao ter interesse em dar continuidade a investigagao. Uma justificativa comum para
esse fato, trazida ndo so pelos pacientes com SL, mas também por pacientes com
outras sindromes de predisposicdo a cancer, € que muitas vezes os familiares
saudaveis ndo acreditam que seja interessante ou benéfico procurar um meédico
quando estdo assintomaticos. Alguns pacientes relatam inclusive serem acusados
de “procurar problemas” ou “serem muito pessimistas/negativos” quando apresentam
0 seu diagnostico e a indicacdo de seguir a investigagdo para a familia. Em trés
casos, o0s probandos relataram que os familiares estariam se organizando
financeiramente para realizar a pesquisa da mutagcado familiar. Por fim, conforme

citado acima, entre os dez pacientes com teste genético positivo, apenas trés
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(probandos P3, P5 e P9) trouxeram familiares para pesquisa da mutacdo pontual. E
interessante notar que os dois Unicos probandos que concluiram o Ensino Superior
(P5 e P9) estao entre esses trés pacientes que realizaram teste genético e deram
algum prosseguimento a investigagdo familiar. O grafico da Figura 5 mostra a
frequéncia de realizagao de teste genético segundo o nivel de escolaridade de cada
probando. Nao houve diferencga estatistica na proporcédo de pacientes com ou sem o
Ensino Superior (ES) completo que realizaram teste genético (p=0.09), porém o
numero extremamente pequeno de pacientes que completaram o ES pode ter

comprometido os resultados.

Figura 5 — NiVE!_ DE ESCOLARIDADE DOS PROBANDOS VS. REALIZACAO DE TESTE
GENETICO
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FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: EF: ensino fundamental. EM: ensino médio. ES: ensino superior.

Outro fator que costuma ser observado na pratica clinica como uma
justificativa para o n&o interesse pelo diagndstico molecular é a auséncia de prole.
Buscando investigar esse fator, a Figura 6 correlaciona a propor¢cao de probandos
com e sem filhos que realizaram ou n&o teste genético. Também ndo houve
nenhuma diferenca entre a propor¢ao de pacientes com ou sem filhos que realizou
teste genético (p=1.00). Mais uma vez, o numero baixo de probandos sem filhos

dificulta a analise.
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Figura 6 — RELACAO DA PRESENCA DE PROLE COM REALIZAGAO OU NAO DE TESTE
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FONTE: A autora (2020).

Em relagdo aos pacientes que trouxeram familiares para teste em cascata, a
probanda P3 tem quatro filhos, dos quais dois compareceram para aconselhamento.
A pesquisa da mutacao pontual foi negativa para a filha, que recebeu alta; o teste do
filho foi positivo, mas ele nao retornou para manter acompanhamento no hospital. O
probando P5 trouxe o irmdo, além de varios tios e primos maternos para
aconselhamento, e tem hoje 12 familiares positivos em acompanhamento, além de
pelo menos 3 familiares negativos que receberam alta (vide heredograma no
Apéndice 1). Entre esses 12 familiares em acompanhamento, 1 teve diagndstico de
cancer — uma tia materna com carcinoma pouco diferenciado de colo uterino e vulva,
com metastase 6ssea que levou a necessidade de amputagdo do membro inferior
direito para tratamento. Os diagnodsticos dessa paciente ocorreram antes da
identificacdo da mutacdo na familia. Apos o diagndstico molecular, dois dos
familiares apresentarem lesdes polipoides avangadas no seguimento colonoscépico,
sendo que um realizou ressecgao endoscopica e no outro caso foi necessaria
retossigmoidectomia, por se tratar de lesdo irressecavel endoscopicamente. O
estudo anatomopatolégico de ambas as lesdes revelou adenoma tubulo-viloso com
displasia de alto grau. Ja o probando P9 trouxe os seus cinco filhos para
aconselhamento e pesquisa da mutacao familiar, dos quais trés nao apresentaram a
mutacgéo e dois foram positivos. Os dois filhos possuem seguros de saude/convénios

médicos e optaram por nao fazer o acompanhamento no NOSso servico.
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Os demais dez familiares em acompanhamento sao relacionados a quatro

probandos que nao tem teste genético realizado. Esses quatro probandos estédo

sendo seguidos como SL por apresentarem tumores com perda de proteinas de

reparo na IHQ e, seguindo as orientacbes da NCCN, seus familiares nao testados

estdo sendo seguidos de maneira personalizada de acordo com a histéria familiar.

O Quadro 7 traz o espectro tumoral observado nos familiares de cada um

dos probandos, segundo género e idade, com anotagcéo sobre os critérios clinicos

preenchidos por cada familia. Os heredogramas disponiveis estdao apresentados no

Apéndice 1.

Quadro 7 — ESPECTRO TUMORAL NA FAMILIA DOS PROBANDOS (continua)
ID Critério de Tumores nos Tumores em Tumores em Tumores em Critérios
inclusao probandos parentes de 1° parentes de 2° parentes de 3° clinicos
(género,idade dx) grau grau grau
(género,idade dx) | (género,idade dx) | (género,idade dx)
P1 AC Il + IHQ CCR (F,41) SNC (M,48), CCR (M,65), prostata (M,42), AC I
(MSH2-/MSH6-) estdmago (F,48) | estomago (F,60) CCR (F,45)
P2 IHQ (PMS2-) ovario; CCR pulmao (M,67), 0 0 nao
(F,55; 66) SNC (M,60), C/P
(M,60)
P3 Teste genético pelve renal; endométrio SPNI (M,nc) 0 AC I
MSH?2: endométrio (F,63; (F,43), CCR
c.2152C>T 65) (M,64), VB (F,69)
P4 Teste genético mama (F,35) 0 melanoma (F,38) mama (F,45) HBOC
MSHE:
c.2931C>A
P5 Teste genético CCR (M,29) mama; CCR rim (F,48), atero 0 AC I
MSH2: (F,52; 54) (F,44), CCR
€.2152C>T (M,52),
CCR; esofago
(M, 41/70)
P6 IHQ (PMS2-) CCR (M,30) 0 préstata (M,67) | estdmago (M,45) | Bethesda
P7 AC Il + IHQ CCR (F,61) estomago(F,47), C/P (M,70) 0 AC I
(MLH1-) SNC (M,42), CCR
(M,80s), CCR
(M,82)
P8 AC Il + IHQ CCR (F,40) NSPO (F,69) CCR (M,45) delgado (F,25), AC I
(MLH1-) abdominal (F,42)
P9 Teste genético CCR sincroénicos; CCR (M,45), CCR (M,45) ovario (F,55) AC |
MSH2: CCR metacrénico; TGF (F,53)
c.2152C>T carcinoma
sebaceo (M,46; 59;
65)
P10 | Teste genético mama; CCR; CCR (M,31), CCR CCR (M,63) estomago AC |
MSH2: ureter (F,40), ovario (M,60s), CCR
€.2152C>T (F,43; 44; 53) (F,40) (F,60), CCR
(F,60), leucemia
(F,45)
P11 Teste genético CCR; mama na na na adotada
MLH1T: (F,39; 48)

c.2065C>T
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(continuacao)

P12 IHQ (PMS2-) CCR (M,32) 0 0 0 Bethesda
P13 | Bethesda + IHQ CCR (M,45) prostata (M,50) | SNC (F,62), CCR 0 Bethesda
(MLH1-/PMS2-) (F,73), pulmao
(M.58), C/IP
(M,50s), SPNI
(M,60s), SPNI
(M,68)
P14 IHQ (MSHG6-) CCR (F,55) 0 leucemia (M,29), CCR (M,28) nao
figado (M,61),
mama; CCR
(F,68;71)
P15 IHQ pelve renal; nc nc nc Bethesda
(MSH2-/MSH6-) | adenoma sebaceo
CCR; estomago
(M,71;73; 74, 74)
P16 IHQ (MSH®6-) CCR (M,25) 0 0 0 Bethesda
P17 IHQ (PMS2-) estomago (F,52) 0 CCR (M,50s), CCR (M,50s), Bethesda
pancreas (F,60s) estdmago
(M,40s), SPNI
(F,60s), SPNI
(M,43)
P18 IHQ (PMS2-) CCR (M,34) CCR (M,45) CCR (M,45), 0 Bethesda
CCR (M,48),
estdmago
(M,50s)
P19 AC | + IHQ CCR; CCR CCR (M,nc), CCR (M,nc), nc AC |
(MSH2-/MSH6-) metacroénico; CCR (M,nc), CCR (M,nc),
ampola duodenal CCR (M,nc), CCR (M,nc),
(M,40; 47; 57) CCR (M,nc) CCR (M,nc)
P20 | Teste genético testiculo; CCR; disgerminoma CCR; eso6fago CCR (M,50s), AC |
MSH?2: CCR metacrénico ovario (F,26) (M,37; 56), SNC CCR (M,nc)
c.2271C>G (M,31; 45; 51) (M,49)
P21 AC Il + IHQ ovario (F,48) CCR (M,49) endométrio 0 AC I
(PMS2-) (F,35),
endométrio
(F,60)
P22 IHQ CCR (F,32) 0 SPNI (F,nc), 0 Bethesda
(MSH2-/MSHB6-) SPNI (F,nc)
P23 IHQ CCR (M,29) 0 0 0 Bethesda
(PMS2-)
P24 AC Il + IHQ CCR, CCR CCR (F,50s) bexiga; pulmao 0 AC I
(MSH2-) metacrénico (F,52; 57)
(F,44; 45)
P25 | Teste genético CCR (F,54) mama (F,72), estémago (F,50), 0 nao
MLH1T: pulmao (M,40) colo uterino
c.676C>T (F,30)
P26 | Bethesda + IHQ estdbmago; CCR CCR (M,60), 0 mama (F,nc) Bethesda
(MLH1-/PMS2-) (F, 56; 69) estdmago
(M,64), leucemia
(M,70)
P27 IHQ CCR; CCR CCR (F,69) 0 0 Bethesda
(MSH2-) metacrénico
(M, 24; 42)
P28 AC | +1HQ CCR; CCR CCR (M,39), CCR | eséfago (M,nc) 0 AC I
(MLH1-/PMS2-) | metacrénico; CCR (M,50)
sincroénico
(F,34; 51; 52)
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Quadro 7 — ESPECTRO TUMORAL NA FAMILIA DOS PROBANDOS (conclusao)
P29 IHQ (MSH2- CCR; CCR na na na adotado
/MSH6-) metacrénico;
ureter; CCR
metacronico;
prostata
(M,33; 45; 52; 54;
58)
P30 | Teste genético lipossarcoma; 0 SPNI (M,50), CCR (M,27) nao
MSH2: osteossarcoma pele nao
c.2152C>T (F,18; 20) melanoma (F,nc)
P31 | Teste genético mama (F,42) estomago (F,36) bexiga (F,nc) 0 HBOC
MSHE6:
€. 1723 _1724insT
P32 AC | +1HQ CCR; CCR CCR (F,45), CCR 0 0 AC |
(MSH6-) metacrénico (M,72)
(M,40; 63)

FONTE: A autora (2020).

LEGENDA: Dx: diagnéstico. AC: critérios de Amsterdam. IHQ: imunoistoquimica. CCR: cancer
colorretal. SNC: sistema nervoso central. C/P: cabega e pescogo. VB: vesicula biliar. HBOC:
sindrome de cancer de mama e ovario hereditarios. SPNI: sitio primario nao informado (probando nao
soube precisar o diagnéstico desse familiar). NSPO: neoplasia de sitio primario oculto (confirmado por
registro médico). TGF: trato genital feminino. Na: ndo se aplica. Nc: ndo consta.

Somando-se todos os tumores do Quadro 7, tanto de probandos quanto de
familiares, essas 32 familias apresentaram 165 tumores acometendo 135 individuos,
sendo 76 homens e 59 mulheres (p=0.33). Ao considerarmos a idade ao diagnostico
do primeiro tumor de cada um desses individuos (dado disponivel para 119 dos 135
pacientes), a média foi de 48,6 (£13,1) anos de idade ao primeiro diagndstico,
variando entre 18 e 82 anos. O numero de individuos acometidos por familia variou
de um a nove. Na maioria dos casos (29 das 32 familias) era possivel inferir o lado
da familia acometido, mesmo sem realizacdo de teste genético, sendo entdo
contabilizados apenas os tumores desse lado. Nos casos em que nao foi possivel a
inferéncia (P14, P18 e P31 — vide heredogramas no Apéndice 1), também foram
contabilizados tumores de apenas um dos lados, visando manter a fidelidade dos
dados e nao superestimar o numero de tumores. O espectro de tumores foi bastante
amplo, com 23 diferentes sitios primarios citados (excluindo-se os casos em que 0s
probandos ndo souberam relatar com preciséo o sitio envolvido). Dos 165 tumores
observados, 81 (49%) foram colorretais — esse foi o sitio mais comum, com ampla
vantagem. A média de idade ao diagndstico dos CCR foi de 48,2 anos (x13). Em
segundo lugar, apareceram os tumores de estdmago (n=13), idade média de 52,5
anos (£10,3) ao diagndstico; em terceiro, os tumores de mama (n=9), com idade

média de 50,6 anos (x13) ao diagndstico. Na sequéncia, apds esses trés sitios
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principais, os tumores mais frequentes nessa populagcado foram os uroteliais (n=7),
endométrio (n=5), ovario (n=5) e tumores do sistema nervoso central (n=5). Todos
os outros sitios foram observados em frequéncia menor que cinco. Chama atencao o
excesso relativo de casos de cancer de mama, ja que esse sitio nao faz parte do
espectro da SL, assim como a relativa escassez de casos de cancer de endométrio
— esses achados serdo discutidos posteriormente.

A distribuicdo exata desses tumores nessas familias pode ser vista também
nos heredogramas do Apéndice 1. Todos os sitios primarios presentes nessas
familias, com suas respectivas frequéncias e faixa de idade ao diagndstico, estéao

demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3 — ESPECTRO TUMORAL NAS FAMILIAS COM SINDROME DE LYNCH ACOMPANHADAS
NO HOSPITAL ERASTO GAERTNER

Tumores n Dx <50 anos (n) Dx > 50 anos (n) Idade nc

Total 165
Colorretal 81
Estdmago 13
Mama

Urotelial
Endométrio

Ovirio

SNC

Proéstata

Pulmao

Leucemia

C/P

Intestino delgado
Esofago

Sarcoma

Adenoma sebaceo
Carcinoma sebaceo
Testiculo

Pancreas

Figado

Vesicula biliar
Melanoma

Pele ndo melanoma
Colo uterino

NSPO

SPNI 10

NN NN NN NN O SR SRR NS IS WS IR

WO 202000200 NO_2aN-_NWWW-=0~NHER
R OOO 22202202 aN_WNNNNOWORSY

OOOOAOOOOOOOO—\OOOOOOOOA—\OLOa

FONTE: A autora (2020).

LEGENDA: Dx: diagndstico. Nc: ndo consta. SNC: sistema nervoso central. C/P: cabega e pescoco.
NSPO: neoplasia de sitio primario oculto (confirmada por registro médico). SPNI: sitio primario ndo
informado (probando ndo soube precisar o diagndstico desse familiar).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo discute aspectos interessantes tanto do ponto de vista de
achados clinicos e moleculares, quanto também dos desafios relacionados a pratica
clinica da Oncogenética no ambito do sistema publico de saude. Em primeiro lugar,
muito se fala sobre a questdo do subdiagnéstico da sindrome de Lynch. Buscando
quantificar esse dado num hospital que dispde de um servico de Oncogenética,
solicitamos ao Servico de Arquivo Médico e Estatistica — Registro Hospitalar de
Cancer (SAME — RHC) uma lista contendo registro e idade de todos os pacientes
que deram entrada no HEG entre 2012 e 2018 com CID C18, C19 ou C20 (cancer
de cdlon, juncdo retossigmoide ou reto, respectivamente). Ao todo, foram registrados
2,023 mil casos. Estima-se que cerca de 2-7% de todos os casos de CCR sejam
relacionados a sindrome de Lynch. Utilizando-se o valor arbitrario de 5%, seriam
esperados cerca de 101 casos de SL no periodo. Considerando esse cenario, teriam
sido diagnosticados cerca de 32% dos casos, representando um déficit de quase 70
familias. O servigo de Oncogenética, por motivos 6bvios, ndo € um servigo de busca
direta e depende, portanto, do encaminhamento advindo de outros setores do
hospital de pacientes que julguem suspeitos. Segundo os critérios de Bethesda, todo
paciente diagnosticado com CCR antes dos 50 anos € um suspeito para SL. Dos
2,023 mil casos citados, 400 tinham 50 anos ou menos. Dos 504 probandos
atendidos na Oncogenética no periodo, 76 eram casos de CCR com 50 anos ou
menos. Portanto, 324 casos nao tiveram a oportunidade de chegar até o servigo, o
que sem duvida colabora para o déficit diagndstico observado, além de
possivelmente gerar viés de sele¢ao para esse estudo.

Em relagdo aos probandos incluidos, algumas das caracteristicas que
puderam ser observadas estao de acordo com a literatura, enquanto outras revelam
diferencas. A idade média de 41 anos ao diagnostico se aproxima da faixa de 45
anos citada na literatura, e a grande maioria dos tumores indice dos probandos
pertenciam ao espectro classico da sindrome (84%). Se considerarmos o espectro
de tumores presentes em todos os familiares, ele foi bastante amplo, incluindo 23
diferentes sitios primarios, além de um caso confirmado de neoplasia de sitio
primario oculto e 10 casos em que os probandos ndo souberam informar
especificamente o sitio de origem dos tumores de alguns individuos afetados

(Tabela 3, Resultados). Entre esses 23 sitios primarios, 11 sao relacionados a SL
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(CCR, estbmago, tumores uroteliais, endométrio, ovario, SNC, intestino delgado,
adenoma e carcinoma sebaceos, pancreas e vesicula biliar) e 12 ndo (mama,
préstata, pulmao, leucemia, cabega e pescocgo, eséfago, sarcoma, testiculo, figado,
melanoma, pele ndo melanoma e colo uterino).

Dos 165 tumores observados em todos os probandos e familiares, os sitios
mais frequentemente observados foram, na sequéncia: colorretal (49%), estdmago
(7,9%), mama (5,5%), urotelial (4,2%), endomeétrio (3%), ovario (3%) e sistema
nervoso central (3%). Dados do Prospective Lynch Syndrome Database (PLSD)
publicados recentemente, originados de 6350 portadores de mutagcdo germinativa
em um dos genes de reparo, descreveram a ocorréncia de 1808 tumores nesses
pacientes, sendo os mais comuns os tumores colorretais (39,1%), seguidos dos de
endométrio (9,6%), uroteliais (6,3%), mama (4,7%), prostata (3,3%), ovario (3,2%) e
intestino delgado (2,9%). Logo, chama atenc&o a escassez de casos de cancer de
endométrio na nossa casuistica (p=0.005). Ao analisar os sitios primarios dos 504
probandos avaliados pelo servico de Oncogenética no periodo entre 2012 e 2018,
concluimos que provavelmente se trata de um viés de encaminhamento, ja que
apenas cinco probandas com tumor de endométrio foram avaliadas pelo servigo.

Em contrapartida, trés probandas apresentaram cancer de mama como seu
tumor indice, o que fez da mama o tumor indice extracolénico mais frequente entre
0S nossos probandos. Assim como na nossa casuistica, uma publicacdo brasileira
sobre a frequéncia de tumores extracolénicos em pacientes com cancer colorretal
hereditario baseada no banco de dados do Hospital AC Camargo também traz o
cancer de mama como o mais frequente (DA SILVA et al., 2010). Na nossa série,
uma das probandas com tumor indice em mama tinha familia preenchendo critérios
de Amsterdam, mas as outras duas sé foram identificadas como portadoras da SL
devido a realizagao de painel multigene em detrimento de pesquisa de mutagao de
BRCA1/BRCAZ2 guiada pelo fendétipo, pois suas familias sé preenchiam critérios para
investigacdo de HBOC. Os menores custos dos testes genéticos, consequentes a
rapida evolugcado das técnicas de sequenciamento, fazem com que a realizagcdo de
painel multigene seja mais custo-efetiva do que a pesquisa gene-a-gene (HALL et
al., 2014; GALLEGO et al., 2015), e esse fato deve colaborar para a expanséo dos
nossos conhecimentos sobre o espectro de tumores que conhecemos atualmente

para as sindrome de predisposi¢ao a cancer hereditario.
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O uso mais disseminado da pesquisa molecular de MSI desde a aprovagcao
do pembrolizumabe também colabora para a expansao do conhecimento sobre o
espectro de tumores da SL. Dentro desse contexto, alguns dos tumores atipicos
observados nos nossos probandos, como cancer de mama e sarcoma, foram citados
num estudo que estudou a presenga de MSI-high em mais de 50 tipos de cancer de
mais de 15 mil pacientes ndo selecionados (LATHAM et al., 2019). Dos 15 mil
tumores, 326 (2,2%) eram MSI-high, incluindo 150 tumores de mama e 45 sarcomas.
De forma interessante, nao foi detectada mutacdo germinativa dos genes de reparo
em nenhum dos 150 pacientes com cancer de mama MSI-high desse estudo, porém,
a SL foi confirmada em 7 pacientes com tumores de mama MSS. Além disso, 2 dos
45 sarcomas MSI-high tiveram o diagnostico de SL confirmado. No caso da nossa
populagdo, nao foi realizada IHQ dos tumores das trés probandas com cancer de
mama, nao sendo possivel avaliar se esses eram MSS ou MSI-high. No caso da
probanda com lipossarcoma, a IHQ do tumor demonstrou perda de MSH2/MSH®G,
compativel com a mutagao germinativa detectada em MSH?2.

Ainda sobre a ocorréncia de tumores nao esperados para a SL, varios
estudos demonstram a sobreposi¢ao de fenétipos entre as mais variadas sindromes.
Essa questao fica muito bem exemplificada pela probanda P30, diagnosticada com
lipossarcoma aos 18 anos e osteossarcoma aos 20 — diagnosticos totalmente
sugestivos da sindrome de Li-Fraumeni, mas relacionados aqui a uma mutagao de
MSH?2. Estudos recentes incluindo uma quantidade bastante significativa de
pacientes revelam que 5-7% das pacientes que preenchem critérios para
investigacdo de HBOC, quando submetidas a painel multigene, chegam ao
diagnostico de SL (BUYS et al., 2017; ROSENTHAL et al., 2017). Atualmente, a
maior parte dos painéis comercialmente disponiveis voltados especificamente a
investigacao de cancer de mama e ovario hereditarios inclui os genes da SL.

Esses achados também trazem a tona a discussao emergente sobre a
inclusdo do cancer de mama no espectro da SL (EVANS et al., 2018; ROBERTS et
al.,, 2018; LU et al., 2019). Alguns estudos sugerem inclusive que MSH6 e PMS2,
que historicamente sempre foram considerados os genes MMR menos
frequentemente envolvidos na SL, sejam na verdade os mais frequentes, e que essa
frequéncia esteja encoberta por um fendtipo atipico, mais semelhante a HBOC
(ESPENSCHIED et al., 2017). Além das trés probandas com tumor de mama como

sitio primario, ao se avaliar o espectro tumoral também dos familiares, os tumores de
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mama apareceram como o terceiro sitio mais comum, com um total de nove
ocorréncias (Tabela 3). Um argumento que logo surge é o fato de os tumores de
mama sdo os mais frequentes entre as mulheres (INCA, 2019); logo, alguns dos
casos observados poderiam representar fenocépias. Porém, fazendo uma analogia
com os casos de cancer de préstata, o0 mais comum em homens (INCA, 2019),
foram observados apenas quatro casos; somando a esses 0s casos de cancer de
pulmdo, também bastante frequente, chegariamos a oito ocorréncias -
permanecendo abaixo do numero de casos de cancer de mama isoladamente.
Infelizmente, os numeros sao baixos para permitir quaisquer conclusdes, mas frente
as discussdes na literatura, o achado ¢ instigante.

Considerando essas informacdes e que os tumores de mama e pacientes
com fendtipo sugestivo de HBOC sao os casos mais frequentemente atendidos no
ambulatério de Oncogenética, € possivel que o fato de ndo termos contemplado os
tumores de mama como um sitio potencialmente relevante durante a selecdo de
pacientes suspeitos possa ter resultado na nao identificacdo de uma parcela nao
desprezivel de casos de SL. Os protocolos NCCN para cancer de mama e ovario
hereditarios citam que alguns estudos sugerem que a SL possa estar associada a
um aumento de risco para cancer de mama, mas concluem que nao ha evidéncias
para apoiar rastreamento diferente do sugerido para a populagao geral (NCCN,
2019b).

A presenca de mais de um tumor foi observada em 15 pacientes (46,9%),
incluindo tanto casos de tumores sincrénicos quanto metacrénicos. A associagao
mais comum foi a de mais de um CCR no mesmo paciente, o que ocorreu em oito
pacientes (sendo cinco pacientes com dois tumores colorretais e trés pacientes com
trés tumores colorretais). Entre esses oito casos, um foi representado por um
paciente que teve dois tumores identificados numa mesma peca cirurgica, enquanto
os outros sete pacientes foram diagnosticados como novos tumores apoés
resseccdes segmentares do colon ou do reto. Sendo assim, entre 27 pacientes que
tiveram um tumor colorretal submetido a resseccdo segmentar, 7 apresentaram
lesdes metacrbnicas no seu seguimento, resultando numa taxa de 25,9% de
pacientes com CCR metacrénico durante um tempo médio de seguimento de 9,3
anos (+9,2) entre o diagndstico do primeiro tumor e a ultima consulta na
Oncogenética. A literatura cita taxas de CCR metacrénico de 16% em 10 anos, 41%

em 20 anos e até 62% em 30 anos para pacientes com SL (PARRY et al., 2011).



66

Considerando a taxa esperada em 10 anos, nao houve diferenga estatisticamente
significativa entre os nossos achados e a literatura (p=0,31). Entre os quatro
pacientes que apresentaram tumores sincronicos, dois casos envolviam tumores de
sitio colorretal, resultando numa taxa de 7,4% de CCR sincrénico — também
semelhante a taxa de 7% relatada na literatura (WIN et al., 2015). Considerando a
alta taxa de ocorréncia de tumores colorretais metacrénicos e o fato de o CCR ser
um tumor potencialmente prevenivel pela realizagdo de colonoscopia (WINAWER et
al., 1993), se esses pacientes estivessem incluidos em protocolos de seguimento
endoscopico anual, provavelmente uma parcela desses tumores teria sido evitada.

Também esta em concordancia com a literatura o fato de apenas 2 dos 36
tumores colorretais diagnosticados terem se apresentado em estagio clinico IV
(metastatico), ja que o CCR associado a SL sabidamente tem um progndstico
melhor em relagao aos tumores MSS (DRESCHER; SHARMA; LYNCH, 2010; KIM et
al., 2016a).

A sensibilidade dos critérios de Amsterdam |/l observada nesse estudo
(43,3% entre os pacientes em geral; 55,6% entre os pacientes com diagndstico
confirmado por teste genético) foi ainda mais baixa do que a de 61-75% (SYNGAL et
al., 2000; CHEN et al., 2006) sugerida na literatura (p=0.009). Note-se que essa
baixa sensibilidade se deu mesmo na presenca do viés de selecdo causado pelo
fato de o preenchimento desses critérios ser um dos critérios de inclusdo no estudo,
reforcando a limitagdo dos mesmos para uso na pratica clinica. Os critérios de
Bethesda, conforme esperado, tiveram um desempenho bastante melhor
(sensibilidade 87,5%). Quatro (12,5%) dos probandos ndo preenchiam nenhum
critério sugestivo de SL, reforgando a importancia do rastreamento universal como
um esforgo para a deteccdo de um maior numero de casos. Obviamente, a
instituicdo do rastreamento universal depende da instalagdo de uma logistica que
passa por questdes estruturais, financeiras e de pessoal capacitado, que ainda sao
uma barreira a ser vencida, principalmente no sistema publico de saude.

Entre os pacientes que n&o preenchiam nenhum critério clinico para SL, um
dos mais instigantes € o caso da probanda P30, diagnosticada com um
lipossarcoma aos 18 anos, um osteossarcoma aos 20 e foi a 6bito aos 21 anos em
decorréncias de metastases pulmonares (doenga extensa e progressiva em vigéncia
de quimioterapia com docetaxel e gemcitabina). O termo sarcoma abrange um grupo

diverso de tumores solidos que podem surgir em qualquer sitio anatémico, com
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predilegcao por partes moles e 0ssos (como no caso da nossa paciente). Apesar dos
avangos no campo da Oncologia nos ultimos anos, as opgdes de tratamento para
esses tumores continuam limitadas, com a ressecg¢ao cirurgica constituindo o pilar
principal (NCCN, 2019c). Sindromes hereditarias relacionadas a ocorréncia de
sarcomas incluem principalmente a sindrome de Li-Fraumeni e a neurofibromatose;
esses tumores nao fazem parte, formalmente, do espectro da SL, embora existam
alguns relatos de caso (NILBERT et al., 2009).

Por se tratar de uma doenga muitas vezes agressiva e com poucas opgdes
de tratamento, um estudo recente investigou a frequéncia de dMMR em sarcomas.
Entre 304 tumores estudados, 7 apresentaram dMMR (2,3%), mas s6 1 desses
casos teve o diagnostico de SL. Trés desses sete pacientes receberam
pembrolizumabe (como segunda, quarta e oitava linha de tratamento), mas devido
aos pequenos numeros, nao foi possivel concluir se a deficiéncia de reparo em
sarcomas € um bom marcador de resposta a imunoterapia (DOYLE et al., 2019). Por
outro lado, em um caso reportado por Tlemsani et al., um paciente de 19 anos com
um rabdomiossarcoma pleomorfico na coxa foi diagnosticado com SL por mutagao
de MLH1 durante sua investigacdo genética; apds progressao de doenga com
metastases pulmonares em vigéncia de quimioterapia convencional, optou-se por
imunoterapia com nivolumabe — o paciente apresentou resposta completa das
lesdes pulmonares, sustentada apdés um ano de seguimento (TLEMSANI et al.,
2018). Como vimos no item 2.2.7, a presenga de instabilidade de microssatélites
sempre levanta a possibilidade de resposta a imunoterapia, havendo indicagao
desse tratamento em tumores avancgados e irressecaveis, como era 0 caso dessa
paciente. Porém nem ela, nem nenhum dos pacientes incluidos nesse estudo
receberam a indicacdo de pembrolizumabe, até o momento. Apesar da sua
indicacdo agnéstica, a droga nao esta disponivel no SUS. Estdo disponiveis na
internet as atas de reunidao da Comissao Nacional de Incorporacdo de Novas
Tecnologias no SUS (CONITEC), e na ata da 75? reunido, ocorrida em margo de
2019, consta a solicitacdo para que o grupo elaboradores de Diretrizes Diagndsticas
e Terapéuticas (DDT) realizasse os estudos necessarios para um Parecer Técnico-
cientifico (PTC) das tecnologias nivolumabe e pembrolizumabe para avaliagédo de
incorporagdo ao SUS e posterior andlise da DDT, no cenario dos melanomas
metastaticos. Em dezembro de 2019 foi publicado um relatério recomendando que o

tema seja submetido a consulta publica, mas com “recomendacgado preliminar
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desfavoravel a incorporagcao no SUS de imunoterapia para o tratamento de primeira
linha de pacientes com melanoma metastatico, pois apesar destas terapias
apresentarem maior eficacia em relacdo a dacarbazina, o elevado custo do
tratamento produziu uma relacdo de custo-efetividade e um impacto orgcamentario
incrementais que inviabilizam a sua incorporacao” (CONITEC, 2019).

Um dos pontos da nossa casuistica que diverge dos dados da literatura € a
parcela de casos atribuida a cada um dos genes de reparo. Na nossa populagéo,
houve uma menor proporgdo de casos relacionados a MLH1 e MSH2 (62,5% vs.
90%, p=0.0002), as custas principalmente de uma menor fragdo relacionada a
MLH1; observamos também uma porcentagem de casos associados a PMS2 bem
mais alta que o previamente relatado (21,9% vs. 3%, p=0.004). Dados recentes
especulam a possibilidade de a frequéncia real dos casos de SL por PMS2 estar
subestimada na literatura. Além da possivel explicacdo especulada anteriormente,
relacionada a um possivel mascaramento da frequéncia de PMS2 por um possivel
fenétipo mais semelhante a HBOC do que sugestivo de SL propriamente, outros
estudos recentes podem justificar nosso achado. Em uma publicagdo de Win et al.
(2017), dados de uma coorte de pacientes com CCR que foram triados para
mutacdes nos genes MMR e do gene MUTYH foram utilizados para estimar a
frequéncia populacional de mutagdes nesses genes. Os resultados demonstraram
que, entre os genes de reparo, PMS2 é o mais frequentemente mutado, seguido de
MSH6, MLH1 e MSH2. Outra possibilidade é o fato de que algumas mutagées em
MLH1 podem resultar numa proteina mutante sem funcio, porém antigénica, de
modo que ela continuaria presente na IHQ, enquanto sua parceira obrigatoria,
PMS2, estaria ausente de forma isolada. Assim, visto que nenhum dos pacientes
incluidos cuja imunoistoquimica demonstrou perda de PMSZ2 realizou teste genético,
€ possivel que uma parcela desses casos seja secundaria a mutagao germinativa
em MLH1, e ndo (SHIA, 2008; DUDLEY et al., 2015; ROSTY et al., 2016; SILVA et
al., 2017) Essa possibilidade poderia explicar tanto o excesso de PMS2 quanto a
caréncia de MLH1 na nossa populagao.

Houve um caso de paciente com adenocarcinoma de célon sigmoide aos 47
anos cuja IHQ demonstrou perda de PMS2 que realizou teste genético. Foi optado
por um painel multigene incluindo 17 genes relacionados a CCR hereditario,
incluindo os genes de reparo, validado para analise de CNV, cujo resultado foi

normal. A paciente foi entdo excluida. Apesar desse resultado normal, é conhecido o
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fato de que a testagem do gene PMS2 representa um desafio laboratorial, devido a
existéncia de pseudogenes (vide tdpico 2.2.2).

Em relacdo aos pacientes incluidos apenas pelo critério de IHQ, e que estao
sendo seguidos ambulatorialmente como sindrome de Lynch com base nesse
critério, sabemos que essa estratégia esta longe do ideal. Inclusive, esse é um dos
fatores que pode estar falseando os nossos dados referentes a distribuicao de casos
entre 0os genes causais. A possibilidade de inativagdo somatica bialélica (tumor-
Lynch) de um dos genes de reparo ja esta bem estabelecida na literatura
(SOURROUILLE et al., 2013; GEURTS-GIELE et al., 2014; MENSENKAMP et al.,
2014;), inclusive com algumas fontes sugerindo substituicdo do teste de
sequenciamento germinativo pelo somatico na investigagédo da SL (HAMPEL et al.,
2018).

A investigacdo da SL apenas com IHQ, sem continuidade do fluxograma e
realizacédo de teste genético, gera um contingente de pacientes que sdo todos
mantidos em seguimento diferencial, pois ndo é possivel discernir, sem o teste,
quais deles de fato tem SL ou ndo. Nos casos com perda das proteinas
MLH1/PMS2, especificamente, existe a possibilidade da pesquisa da mutacdo BRAF
V600E (vide topico 2.2.5), mas essa pesquisa nao € realizada em pacientes n&o
metastaticos no nosso servico. Sendo assim, nos casos em que, além da IHQ
anormal, existe uma histéria familiar de alto risco, os familiares dos probandos
selecionados por IHQ também sdo orientados a realizar um seguimento mais
rigoroso, baseado nos tumores presentes na familia. Essas orientacbes deveriam
representar excegcdes, mas estdo funcionando como regra no nosso servigo, ja que,
apenas para SL, existem 22 casos dos 32 aqui descritos que se encontram nessa
situacdo. Na presenca de inativagdo somatica bialélica, estariamos fazendo um
seguimento dispendioso e desnecessario desses pacientes e de seus familiares.
Além disso, estd bem definido hoje na literatura que o valor da IHQ fora de um
servico com expertise na técnica pode ser limitado (OVERBEEK et al., 2008;
KLARSKOV et al., 2010), e a questado das IHQ incongruentes e resultados revisados
diferentes do inicial aqui apresentados trazem essa questao a tona. A realizacao
simultdnea de pesquisa molecular de MSI poderia ajudar nesses casos, porém ela
nao esta disponivel no sistema publico de saude.

Uma avaliagao interessante que pode ser feita sobre os resultados de IHQ

obtidos no nosso servico é a comparagao entre esses resultados e o resultado do
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teste genético, no caso dos pacientes que o realizaram. Observa-se no Quadro 4
que, entre os dez pacientes testados, seis tiveram um de seus tumores submetidos
a IHQ, incluindo quatro CCR, um sarcoma e um tumor de endométrio. Nenhum dos
seis casos apresentou IHQ normal. Em quatro casos (probandos P5, P20, P25 e
P30), incluindo trés CCR e o sarcoma, o resultado da IHQ foi compativel com a
mutacédo germinativa detectada — perda de MSH2/MSH6 em trés casos de mutagao
de MSH2 e perda de MLH1/PMS2 num caso de mutagcdo de MLH1. Nos outros dois
casos (P3 e P9), ambos os pacientes apresentaram mutagao germinativa em MSH?2,
e o resultado da IHQ demonstrava perda de MLH1/MSH2/MSH6. A perda adicional
de MLH1 na IHQ n&o esta descrita como um padrao previsto nos protocolos NCCN
(NCCN, 2019a), mas como resultado anormal equivoco, chamaria atengédo para a
necessidade de investigagcao adicional (OVERBEEK et al., 2008; SHIA, 2008).
Concluimos entédo que, apesar de se tratar de uma estratégia nao ideal, ja que a IHQ
deveria servir como exame de rastreamento e ndo de diagnéstico final, ela ainda € o
unico método com o que o servico pode contar na identificacdo desses pacientes
sem gerar custo adicional e, nos casos observados, cumpriu 0 seu papel de
selecionar pacientes que mereciam investigacdo adicional. Porém, ndo sabemos
quantos dos pacientes suspeitos para SL e que ndo foram aqui incluidos por
apresentarem IHQ normal poderiam ter o diagnéstico confirmado se submetidos a
teste genético — nos casos em que persistir forte suspeita de SL apesar do
rastreamento com IHQ normal, persiste a indicagdo de aconselhamento genético e
possivel teste, principalmente num cenario em que nao € realizada a pesquisa
molecular de MSI associada a IHQ (OVERBEEK et al., 2008; NCCN, 2019a).

Por todos os motivos aqui citados, apesar de gerarem um custo imediato
inicial, o rastreamento universal de todos os tumores colorretais com IHQ e/ou
pesquisa molecular de MSI, seguido de teste genético para os que tiverem
resultados anormais, sdo a maneira de se diagnosticar a SL com melhor custo-
beneficio. O rastreamento universal, seguido de AG e realizagdo de teste nos
individuos cujo tumor apresente resultados anormais, ja provou sua custo-
efetividade relacionada a diminuigdo de casos de cancer (com o custo associado
para trata-los) a longo prazo (MVUNDURA et al., 2010). A realizacao reflexa de IHQ
ou pesquisa de MSI em todos os tumores colorretais ja € uma realidade em grandes
centros internacionais, como a Cleveland Clinic Foundation, ha mais de dez anos,

com resultados publicados demonstrando maior taxa de identificacdo de pacientes
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com SL através dessa estratégia (HEALD et al., 2013). O Hospital Erasto Gaertner é
um centro de referéncia no tratamento do cancer no sul do Brasil e, pela sua
relevancia, € de muita importancia que busque atender a protocolos internacionais
de exceléncia.

Nesse grupo de pacientes altamente suspeitos para SL, a taxa de realizagao
do teste genético foi bem pouco expressiva — apenas 14 dos 36 (38,9%) probandos
que inicialmente preenchiam critérios de inclusao para esse estudo tiveram acesso a
teste genético. Desse 14, quatro foram excluidos por nao terem mutacao
germinativa demonstrada no teste genético. Todos os quatro pacientes excluidos
realizaram painel multigene incluindo os genes de reparo, porém em apenas um
caso foi realizado painel validado para analise de CNV. Os outros trés pacientes nao
foram incluidos nesse estudo, mas seguem em acompanhamento no ambulatério
com indicagdo de continuidade da investigagdo com MLPA ou outra técnica para
avaliacdo de CNV. Conforme citado previamente, SL causada por CNV de um dos
genes de reparo pode ser tao frequente quanto 20 e 40% dos casos relacionados
aos genes MSH2 e PMS2, respectivamente (KOHLMANN; GRUBER, 2004; SMITH
et al., 2016). Um estudo prévio de descri¢cao clinica e molecular da SL em individuos
de toda a América Latina encontrou, entre 220 variantes distintas nos quatro genes
MMR e no gene EPCAM, 11% de grandes dele¢bes/duplicagdes (ROSSI et al.,
2017). Logo, a ocorréncia dessas alteracdes n&o pode ser negligenciada, embora os
custos adicionais gerados pela continuidade da investigagcéo representem mais uma
dificuldade a ser ultrapassada no contexto do SUS.

Embora ser dependente do SUS seja uma limitacdo ao acesso ao
diagnéstico molecular por si so, visto que a IHQ é a unica etapa do fluxograma
diagndstico a que esses pacientes tém acesso sem custo adicional, acreditamos que
outras questdes de complexidade muito maior estejam envolvidas nessa baixa taxa
de confirmagdo diagndstica molecular. Conforme demonstrado nos nossos
resultados, a populagao incluida nesse estudo é formada basicamente por pessoas
cujo grau de instrugcdo nio ultrapassa a conclusdo do Ensino Médio, com uma fatia
importante tendo passado apenas pelo Ensino Fundamental. O nivel de
escolaridade tem o potencial teérico de impactar nesse processo diagnostico, na
concepgao da autora, de duas maneiras. Primeiramente, os testes genéticos para
investigacdo de sindromes hereditarias de predisposicdo ao cancer nao sao

oferecidos pelo SUS, e a sua realizacdo no ambito particular tem um custo que gira
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em torno de 1,5 mil reais; ndo raro, esse valor por si s6 € impeditivo para alguns
pacientes. Em segundo lugar, embora os médicos do servico de Oncogenética
tenham por habito utilizar linguajar simples, que facilite a compreensao do paciente
em relacdo a sua suspeita diagnéstica e a importancia de confirma-la ou nao,
sabemos que a Genética € uma area do conhecimento complexa, muitas vezes
pouco entendida pela propria comunidade médica. Cenarios analogos na pratica
meédica nos mostram que a compreensao, por parte do paciente, do processo saude-
doengca e das suas implicacbes € importante para que haja aderéncia as
recomendagdes médicas (MAYO-GAMBLE; MOUTON, 2017). Logo, o baixo nivel de
escolaridade pode refletir tanto na capacidade financeira para a realizagcao do teste,
quanto no grau de entendimento da importédncia da sua realizagdo. As barreiras
sociais, culturais e éticas relacionadas a realizacdo de AG e teste genético em
paises subdesenvolvidos ja sdo uma questdo reconhecida na literatura (MELO;
SEQUEIROS, 2012; ZHONG et al.,, 2018); porém, estratégias objetivas para
contorna-las ainda sao necessarias.

Outro dado bastante desapontador encontrado nesse estudo, além da baixa
taxa de realizagao do teste, foi a pequena parcela (30%) de pacientes testados que
trouxe seus familiares para AG e teste genético em cascata. O baixo uso do teste
em cascata diminui a custo-efetividade do diagnéstico molecular, ja que um maior
numero de familiares testados resulta em: 1) identificagdo de familiares que ndo sao
portadores da mutacdo familiar e que podem, portanto, ser excluidos dos programas
de rastreamento diferencial; 2) identificacdo de familiares portadores da mutacgao,
que sao possiveis futuros portadores de tumores — a prevencdo desses casos
impacta na diminuigdo dos futuros gastos com esse tratamento. Esses beneficios
sdo progressivamente maiores quando diluidos entre mais familiares em risco
(HAMPEL, 2016).

E importante salientar que, uma vez identificada a mutacdo familiar, a
pesquisa pontual dessa mutagao tem um custo menor do que a realizagao do painel
(em torno de 600 reais) e, inclusive, alguns laboratérios no mercado oferecem essa
pesquisa gratuitamente para os familiares interessados de um probando que tenha
sido inicialmente testado e detectado com uma variante provavelmente patogénica
ou patogénica. Nesse ponto, sentimos que o principal problema ndo € mais o custo
do exame, mas sim a transmissao da informagao aos familiares, a presenca de uma

rede de apoio que sustente os familiares assintomaticos com mutacédo detectada e
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as proprias questdes sociais, culturais e de compreensao ja citadas. Porém, uma
questdo muito relevante do ponto de vista financeiro € que, em alguns casos, o
custo do exame, apesar de reduzido, ainda € um impeditivo para algumas familias;
nesses casos, € comum que enquanto os familiares “se organizam financeiramente”
para a pesquisa da mutagcao, eles permanegcam em seguimento no hospital. Isso
porque, segundo os protocolos da NCCN, numa familia em que sabidamente ha um
portador de mutacdo, seus familiares em risco ndo testados devem ser seguidos
como se fossem portadores da mutagcao (NCCN, 2019a). Sendo assim, embora os
calculos de custo-efetividade nao fagam parte do escopo desse estudo, € perceptivel
sem muito esfor¢go que o custo de algumas colonoscopias e exames de imagem logo
ultrapassara o custo da pesquisa da mutagdo pontual — lembrando que existe a
chance de 50% de se estar seguindo um familiar negativo para a mutagcéo. Dentro
desse contexto, estratégias para aumentar a realizagdo de teste em cascata se
mostram necessarias na nossa populacdo e envolvem tanto questdes de subsidio
financeiro quanto de captagcao dos pacientes em risco.

Ainda sobre a questao de custo-beneficio do diagndstico molecular, para fins
de exemplificacdo: conforme demonstrado nos nossos resultados, 100% dos
probandos que tiveram tumores metacrénicos no seu seguimento ja tinham critérios
sugestivos de hereditariedade desde o seu primeiro diagndstico. Foram, ao todo, 15
pacientes com 25 tumores metacronicos no total, sendo 16 desses tumores
potencialmente preveniveis (15 casos de CCR e um de endométrio, potencialmente
prevenivel por histerectomia profilatica). Considerando apenas os casos de CCR, a
realizagcado do teste desses 15 individuos teria gerado uma despesa média de 22,5
mil reais. Em 2016, o sanitarista Tiago Cepas Lobo, graduado em Saude Publica
pela Universidade de Sao Paulo, publicou um relatério referente a estimativa dos
custos de tratamento de pacientes com cancer de mama, colon, reto, pulmao e
linfoma de Hodgkin no SUS (LOBO, 2016), conforme o estagio clinico. Para esses
15 tumores, incluindo 13 de cdlon e 2 de reto, o estadiamento ao diagndstico estava
disponivel para 11 deles (sendo 2 EC |, 6 EC Il e 3 EC Ill). Para os 4 nao
disponiveis, consideramos EC |, contabilizando os menores custos. Dessa forma,
chegamos numa despesa estimada de aproximadamente 285 mil reais para o
tratamento desses 15 tumores, com os custos variando de 4,1 mil reais para o
tratamento de um tumor de célon EC | a 78,9 mil reais para um tumor de reto EC IlI.

Obviamente, estamos cientes que além dos custos associados ao teste genético,
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simplesmente, o diagnéstico de SL gera gastos relacionados a colonoscopias e
exames de imagem frequentes, que nao estimamos aqui. Além disso, ndo temos
como prever a parcela desses tumores que seriam de fato prevenidos, pois nao
sabemos quantos dos pacientes teriam teste com resultado positivo, nem quantos
deles teriam uma aderéncia adequada ao rastreamento endoscépico anual. De
qualquer forma, fica demonstrado que os custos de tratamento séao
consideravelmente mais altos do que os da testagem em si. Novamente, a questao
do custo-beneficio do rastreamento universal da SL seguido de teste molecular para
os resultados anormais ja esta amplamente demonstrada na literatura e nao faz
parte do escopo desse estudo comprovar esses fatos (MVUNDURA et al., 2010;
LADABAUM et al., 2011; KANG et al., 2020).

Os custos associados a medicina gendmica e de precisdo vém abrindo
profundas cisuras que dividem a maneira como pacientes com mais ou menos
recursos sao diagnosticados, seguidos e tratados para multiplas condigdes.
Entendemos que a imunoterapia, por exemplo, com seus altissimos custos, é um
dos exemplos dessa segregacao que pode ser mais dificil de ultrapassar, dentro do
contexto dos recursos limitados do SUS. Ja o teste genético tem custo similar a
outras modalidades diagndsticas e terapéuticas oferecidas pelo sistema publico, e
0s seus custos ndo deveriam ser um obstaculo no caminho que leva a prevencéo do
cancer.

Também ¢é relevante notar que os individuos acometidos por cancer
hereditario, conforme aqui demonstrado, tém uma idade de diagndstico muito mais
jovem do que aquela vista para o cancer esporadico e, portanto, sao diagnosticados
num momento que representa a fase produtiva da sua vida. Sendo assim, o impacto
financeiro causado por esses casos (em grande parte preveniveis, no caso da SL)
nao esta relacionado apenas ao tratamento em si, mas também a outras questdes
de cunho social relacionadas a nao produtividade e ao amparo a esse individuo,
incluindo o absenteismo no trabalho, auxilio doenca, amparo assistencial, outros
beneficios pagos pelo Instituto Nacional do Seguro Social (INSS) e até
aposentadoria por invalidez.

O gene MSH2 foi o gene causal mais frequente no nosso grupo, totalizando
13 casos, dos quais sete foram incluidos pelo critério de imunoistoquimica e seis
pelo critério de teste genético. Entre os 10 pacientes incluidos que tiveram acesso

ao teste genético, cinco probandos n&o relacionados apresentaram a mesma
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mutacdo em MSH2, a saber: ¢.2152C>T (p.GIn718*). Em relacao ao fendtipo desses
cinco probandos, trés apresentaram achados bastante tipicos da SL: um paciente
com tumor de retossigmoide aos 29 anos, com familia preenchendo AC II; um
paciente com tumor de coélon aos 46 anos, com familia preenchendo AC I; um
paciente com tumor de pelve renal aos 63 anos com familia preenchendo AC Il. Nos
outros dois casos, o sitio do tumor indice foi atipico, sendo um caso de cancer de
mama aos 43 anos (mas com familia preenchendo AC |) e um de lipossarcoma aos
18 anos. O preenchimento de critérios de Amsterdam por quatro das cinco familias,
além do diagndstico em idade bastante jovem no quinto caso, corroboram com uma
aparente alta penetrancia e fenotipo agressivo da variante.

A mutagcdo MSHZ2:c.2152C>T (p.GIn718%) foi originalmente descrita por
Isidro et al. em 1999 (ISIDRO et al., 2000) numa familia portuguesa preenchendo
critérios de Amsterdam — maiores detalhes clinicos ndo foram descritos nesse
trabalho original. A mutag&o voltou a ser descrita por um grupo da Universidade de
Sao Francisco, na Califérnia (TERDIMAN et al.,, 2002); um de Lisboa, Portugal
(LAGE et al., 2004); um de Paris, Franga (EWALD et al., 2007); e, finalmente, por um
grupo do Brasil (Sdo Paulo) (MONTEIRO SANTOS et al.,, 2012). Nesse ultimo
estudo, que descreveu 88 probandos ndo relacionados que apresentaram 31
mutacdes patogénicas distintas, essa mutagdo constituiu a mais frequentemente
observada, tendo sido detectada em seis individuos n&o relacionados; todas as
outras mutacdes foram observadas apenas uma vez cada. O estudo nao discutiu
esse achado. No mesmo estudo de descricdo de SL na América Latina citado no
paragrafo anterior, entre as 220 variantes descritas, MSH2:c.2152C>T (p.GIn718%)
foi a que apareceu em mais familias ndo relacionadas — 9 familias; apenas 45 das
220 variantes apareceram em 2 ou mais familias, e pouquissimas apareceram em
mais de 4 familias (ROSSI et al., 2017). Dessa vez, o achado foi apenas comentado.
Finalmente, a variante foi relacionada a um efeito fundador num estudo recente de
um grupo de Porto, Portugal (PINHEIRO et al., 2019). Nesse estudo, a variante foi
detectada em 28 familias aparentemente nao relacionadas, originarias da regiao
norte de Portugal. Vinte dessas familias preenchiam critérios de Amsterdam e quatro
preenchiam algum critério de Bethesda. Doze haplétipos diferentes foram inferidos
para 13 dos 28 probandos, e eles compartihavam uma regido conservada de
aproximadamente 3,6 megabases. A idade estimada da mutacido foi de 273164

anos.
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Nao encontramos estudos publicados até o presente momento que sugiram
que MSH2:¢c.2152 (p.GIn718%) possa ser uma mutagao fundadora no Brasil. Apesar
do nosso numero bastante pequeno de pacientes testados, nos parece bastante
intrigante que entre os pacientes com IHQ com perda de MSH2 que
‘randomicamente” tinham possibilidade financeira de fazer o teste, quase a
totalidade apresente a mesma mutagdo. Em relacdo a ancestralidade das familias
dos pacientes portadores dessa mutacdo, nao foi possivel obter esse dado em duas
familias; em outras duas familias, a origem referida é portuguesa; em uma familia, a
probanda informou que desconhecia qualquer origem estrangeira, referindo apenas
que a familia era advinda de Guarapuava-PR.

A detecgdo de uma mutacdo fundadora no gene MSHZ2 seria de extrema
valia para a pratica clinica, especialmente dentro do contexto do sistema publico de
saude. A estratégia de pesquisa pontual da mutagdo fundadora TP53:c.1010G>A
(p-Arg337His), ou R337H, é o unico tipo de investigacdo genética que pode ser
oferecida de maneira gratuita aos pacientes do HEG, através do Instituto de
Pesquisa Pelé-Pequeno Principe, e rendeu no periodo desse estudo o diagndstico
de pelo menos 42 portadores, entre probandos e familiares. A pesquisa pontual da
mutagdo MSHZ2:¢.2152C>T (p.GIn718*) é muito mais viavel financeiramente do que
o sequenciamento completo do gene e andlise de CNV nos casos de
sequenciamento normal. Assim, caso fosse descoberto um efeito fundador, abriria-
se a possibilidade de uma abordagem diagndstica inicial mais acessivel nos
pacientes com IHQ sugerindo perda de MSH2, o que representaria mais um
pequeno passo rumo a acessibilidade da Oncogenética para a populagao
dependente do SUS.
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7 CONCLUSAO

A taxa de ocorréncia de tumores indices atipicos entre os nossos probandos
foi de 15,6%, sendo importante o conhecimento desse fato para aumento do
limiar de suspeigao e, consequentemente, das taxas de diagnodstico de SL.

A sensibilidade dos critérios de Amsterdam /Il nesse grupo de pacientes foi
de apenas 43,3%, ainda mais baixa do que a sugerida pela literatura,
corroborando a necessidade de rastreamento universal para otimizar o
processo de identificacdo dos pacientes com SL.

Foi observada uma taxa importante de tumores metacronicos potencialmente
evitaveis, principalmente tumores colorretais. Esse achado reforca a
necessidade de melhorarmos a taxa de identificagdo/diagnostico desses
pacientes, para otimizacdo do rastreamento de tumores e consequente
prevengao.

Observamos uma baixa taxa de realizagdo de teste genético num grupo de
pacientes altamente selecionados como suspeitos para SL. A questao
financeira € um fator limitante importante para os pacientes do SUS e,
portanto, a ampliacdo dessa taxa passa por questbes de necessidade de
subsidios financeiros, seja através do setor publico ou por parceria com a
iniciativa privada.

Observamos também uma baixa taxa de realizagdo de testes em cascata.
Estratégias de educagao e captagao dos familiares em risco s&o necessarias,
visando estender os beneficios do diagndstico molecular ao maior numero de
individuos possivel.

Considerando o numero de pacientes com cancer colorretal menores de 50
anos admitidos no Hospital Erasto Gaertner no periodo do estudo e a
proporcdo desses pacientes que foram atendidos pelo servico de
Oncogenética, estimamos que ocorreu uma taxa de encaminhamento abaixo
do ideal. A Oncogenética € uma especialidade pouco conhecida pelos
pacientes, de forma que o proprio acesso depende da suspeicdo e
encaminhamento pelas demais especialidades. Estratégias de educacédo da

comunidade meédica e a divulgacdo dos resultados desse estudo na
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instituicdo, visando maior conscientizagdo sobre a ocorréncia da SL no nosso
meio, podem ajudar a melhorar o acesso dos pacientes.

Uma mutacéao recorrente foi observada no gene MSH2, podendo representar
um efeito fundador local. Essa hipétese nao foi testada por esse estudo, mas
a sua confirmagao poderia viabilizar a implantacdo de pesquisa de mutagao
pontual para os pacientes cujos tumores apresentassem perda de
MSH2/MSH6. Essa medida, assim como todas as outras aqui sugeridas, visa
aumentar a acessibilidade a Oncogenética, ao diagnostico molecular e aos

seus beneficios para os pacientes dependentes do sistema publico de saude.
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