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RESUMO

Introdugao: A Sindrome de Lynch (SL) ¢ uma doenga hereditdria, de transmissao autossémica dominante (AD) de alta penetran-
cia, representando 5-10% dos Carcinomas Colo-Rectais (CCR) que surgem preferencialmente em jovens, em vdrios elementos da
mesma familia, no célon direito e associados a outras neoplasias (endométrio, ovdrio, estomago, urotélio, vias biliares, pancreas, cére-
bro, pele). Esta sindrome tem origem em mutages germinativas nos genes de reparagio do DNA (MMR — Mismatch Repair genes) que
originam, em mais de 90% dos casos, o aparecimento de instabilidade de microssatélites (IMS) no tumor. Assim sendo, a IMS cons-
titui um bom marcador para o estudo molecular desta sindrome.

O objectivo deste trabalho ¢ apresentar uma estratégia para o estudo genético e seguimento de familias com SL provdvel ou confir-

mado, numa consulta de Cirurgia Geral.

Material e métodos: Perante a suspeita clinica de SL, num doente pertencente a uma familia com Critérios de Amesterdao (CA)
completos, foi realizada a andlise mutacional dos genes MMR, apds consentimento informado, no sangue periférico. Iniciou-se o estudo
pela pesquisa de muta¢des pontuais nos genes MLHI e MSH2, seguida, nos casos negativos, da pesquisa de grandes delecgdes ou dupli-
cagoes dos genes MLHI e MSH2. Nas familias negativas para os genes referidos, mas em que se verificou o predominio de carcinoma
do endométrio, foi realizada a pesquisa de mutagdes no gene MSHG6. No doente com CCR, com Critérios de Bethesda (CB) revistos,
foi pesquisada a presenga de IMS no tumor. Nos casos positivos para IMS procedeu-se, apds consentimento informado, ao estudo

genético das referidas mutagoes.

Resultados: Este trabalho envolveu o estudo clinico e molecular de 85 casos probando proveniente de familias com suspeita de SL:
36 familias (42,4%) com CA e 49 (57,6%) com CB. Foram identificadas, no primeiro grupo, 9 mutagdes no gene MLHI (45,0%), 9
no gene MSH2 (45,0%) e 2 no gene MSHG6 (10,0%). No segundo grupo, foram detectadas 4 mutagoes no gene MLHI (50,0%) e 4
no gene MSH2 (50,0%). Dezoito mutagdes eram de significado desconhecido.

Comentdrios finais: Através do estudo molecular, confirmou-se a suspeita clinica de SL em 61,3% dos casos com CA e em 24,1%
dos doentes com CB com o estudo molecular completo. Esta abordagem permitiu a identificagdo, em cada familia, dos portadores e
nio portadores da doenca. A estratégia apresentada reforga o potencial da identificagio dos elementos em risco e a exclusio dos pro-

gramas de vigilancia dos nio portadores da mutagio.
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INTRODUCAO

A Sindrome de Lynch (SL) é uma doenga heredi-
tdria de transmissao autossémica dominante. A pre-
disposi¢ao para o desenvolvimento de tumores malig-
nos nestas familias tem origem na ocorréncia de uma
mutagio germinativa num gene de reparagio de erros
de emparelhamento do DNA (Mismatch Repair
genes): MLHI, MSH2, MSHG6, PMS1 e PMS2D, A
inactivagao destes genes origina o aparecimento da
instabilidade de microssatélites (IMS) no tumor. A
IMS pode ser utilizada como um biomarcador®,
dado estar presente em cerca de 90% dos Carcinomas
Colo-Rectais (CCRs) associados a esta sindrome e em
apenas 15% dos CCRs esporidicos®. A denominagio
Cancro Colo-rectal Hereditdrio Nao Associado a Poli-
pose (HNPCC — Hereditay Non-Polyposis Colorectal
Cancer) é pouco abrangente, uma vez que a sindrome
se manifesta clinicamente nao s6 pelo aparecimento
de CCR mas, também, pelo desenvolvimento de
tumores noutros 4rgaos (endométrio, estomago, ova-
rio, pAncreas, urotélio, vias biliares, cérebro, intestino
delgado, glandulas sebdceas e queratoacantomas)(4‘
5. O CCR surge preferencialmente em idade jovem,
com predominio no célon proximal e estd associado
a uma prevaléncia aumentada de CCR sincronos e
metdcronos®7). Caracteristicamente estes tumores,
quando comparados com o CCR esporddico sio fre-
quentemente mucinosos, apresentam células em anel
de sinete e infiltrado linfocitdrio peri-tumoral tipo
Crohn-like-,

A identifica¢ao de uma mutagao germinativa pato-
génica num doente pertencente a uma familia com SL
permite a pesquisa da mutagao nos familiares em risco
através do rastreio genético. A detecgao dos portado-
res e dos nao portadores da mutagao, tem uma impli-
ca¢ao clinica importante, porque possibilita que, ape-
nas, sejam incluidos nos programas de vigildncia e de
intervengao terapéutica profildctica os portadores da
mutagio e que, de igual modo, sejam excluidos da vigi-
lancia preconizada os nao portadores da doenga.

O objectivo deste trabalho ¢ apresentar uma estra-
tégia para o estudo genético e seguimento de familias
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com SL provdvel ou confirmado, numa consulta de
Cirurgia Geral.

MATERIAL E METODOS

Perante a suspeita clinica de SL e com base no nosso
protocolo, nos doentes pertencentes a uma familia
com Ciritérios de Amesterdio (CA) completos (ver ),
a andlise mutacional dos genes MMR foi realizada, no
sangue periférico, apds consentimento informado, no
sangue periférico. Iniciou-se o estudo pela pesquisa de
mutagdes pontuais nos genes MLHI e MSH?2,
seguida, nos casos negativos, da pesquisa de grandes
delecgdes ou duplicagoes dos genes MLHI e MSH2.
Nas familias negativas para os genes referidos mas em
que se verificou o predominio de carcinoma do endo-
métrio, foi realizada a pesquisa de mutag¢des no gene
MSHG6. No doente com CCR, com Ciritérios de Bet-
hesda (CB) revistos (ver ), foi pesquisada a presenga
de IMS no tumor, utilizando DNA extraido do tecido
tumoral e da mucosa nao neopldsica correspondente
(controlo normal). Nos casos positivos para IMS pro-
cedeu-se, ap6s consentimento informado, ao estudo
genético das referidas mutagoes.

* > 3 individuos da mesma familia com cancro do espectro de
SL
— sendo um, familiar directo dos outros dois
— > 2 geragoes afectadas
— 2 1 dos cancros ser diagnosticado ” 50 anos
* Polipose Adenomatosa Familiar deve ser excluida em qual-
quer dos casos de CCR
* Deve haver confirmagao histopatoldgica das neoplasias

Tabela 1 — Critérios de Amesterdao I — 1999 ©)

A pesquisa de mutagdes pontuais nos genes MLH 1,
MSH2 e MSHG foi feita por DGGE (Denaturing Gra-
dient Gel Electrophoresis). Nos casos com padrio elec-
troforético distinto do caso controlo foi efectuada a
sequencia¢do automdtica para a identifica¢io especi-
fica da alteragio. A pesquisa de grandes delec¢oes ou
duplicagoes nos genes MLH1 e MSH? foi efectuada
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por MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Ampli-
fication).

1. CCR diagnosticado num individuo com < 50 anos

2. Tumores do espectro de SL!, sincronos, ou metdcronos,
independentemente da idade

3. CCR com caracteristicas histoldgicas de IMS (infiltrado
linfocitdrio, reac¢ao crohn-like, tumores mucinosos ou
com células em anel de sinete ou com padrio de cresci-
mento medular) diagnosticado num individuo com < 60
anos

4. Individuo com CCR e um parente em 1.° grau com tumor
do espectro de SL!, sendo um dos carcinomas diagnosti-
cado < 50 anos

5. Individuo com CCR e dois ou mais familiares em 1.° ou
2.2 grau com tumores do espectro de SL, independente-
mente da idade

! Tumores do espectro de SL — colo-rectal, endométrio, estémago, ovirio,
pancreas, urotélio, vias biliares, cérebro, delgado, tumores das glandulas
sebdceas e queratoacantomas

Tabela 2 — Critérios de Bethesda revistos — 2002 )

A identifica¢ao de uma mutagao germinativa pato-
génica num dos genes de repara¢ao do DNA, no caso
probando, de uma familia com SL, permitiu a pes-
quisa da mesma nos familiares em risco de desenvol-
verem a doenga, tendo como objectivo, a identifica-
¢ao dos portadores e dos nao portadores da mutagao.
Os familiares portadores da muta¢io foram submeti-
dos a programas de vigilancia e rastreio e os nao por-
tadores excluidos desses programas.

O programa de rastreio do CCR teve inicio aos 20
— 25 anos e consistiu na realizagao de uma colonosco-
pia total com periodicidade bienal até aos 30 anos e
depois com periodicidade anual. O programa de vigi-
lancia do Carcinoma do Endométrio e do Ovdrio ini-

Critérios Bethesda

Critérios Amesterdao

ciou-se aos 30 anos e envolveu a execugio de ecogra-
fia endovaginal anual e, em casos seleccionados, histe-
roscopia com biopsia do endométrio e doseamento de
CA 125. Em relagao aos outros tumores extra-célicos,
no caso de haver casos descritos na familia e na pre-
senca de sintomatologia ou sinais fisicos suspeitos, pro-
cedeu-se 2 realizagao do exame de diagndstico ade-
quado ao tipo de neoplasia a rastrear, com inicio aos
30-35 anos e periodicidade anual.

Na anilise estatistica dos resultados foi utilizado o
programa de computador SPSS versio 14.0 para Win-
dows. As diferencas na distribuigao das varidveis cate-
goriais foram comparadas pelo teste do qui quadrado.
Foram considerados significativos os valores de p infe-
riores a 0,05.

RESULTADOS

Este trabalho envolveu o estudo clinico e molecular
de 85 casos probando de familias com provdvel SL,
36/85 (42,4%) com CA e 49/85 (57,6%) com CB.
Desses 85 probandos, o estudo genético estd completo
em 60/85 (70,6%) familias: 31/60 (51,7%) das fami-
lias com CA e 29/60 (48,3%) das familias com CB.
Até a presente data, foram identificadas 26 familias
com mutagoes nos genes MMR conforme estd descrito
na Tabela 3.

Registou-se a presen¢a de 28 mutagdes em 26 fami-
lias, uma vez que numa familia com CA e noutra com
CB, foram identificadas duas mutagoes.

Dezoito mutagbes sao de significado desconhecido
por ndo estarem descritas na base do International Col-

laborative Group on Hereditary Non-Polyposis Colorec-

Tabela 3 — Mutagoes ger-

minativas e os genes MMR
implicados

MLH1 9 (45%) 4 (50%) 13 (46,5%) — 5 pontuais e 8 deleccoes
MSH?2 9 (45%) 4 (50%) 13 (46,5%) — todas pontuais
MSH6 2 (10%) - 2(7,0%)

20 8
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tal Cancer ICG-HNPCC) e/ou nao resultarem na for-
magio de uma proteina truncada.

A maior percentagem de familias em que se identi-
ficou uma mutagao preenchia os CA (19 em 31 —
61,3%). No entanto, nao ¢ desprezivel a percentagem
de familias com CB com muta¢ao identificada —

24,1% (7/29) (ver fig. 1).

Numero de casos

25+

22 (75,9%)

2 19 (61,3%)

S
1

Estudo molecular

=

12 (38,7%) ":'4 Completo positivo
,7%)

Completo negativo

Amesterdao Bethesda

Fig. 1 — Comparagio entre as familias com critérios de Amesterdao ou
de Bethesda e a identificagdo de mutagio nos genes de reparagao do

DNA (p=0,005)

Em 12 (38,7%) probandos, cujas familias preen-
chem os CA, nio foi identificada nenhuma mutagao.

Até a0 momento j4 foi realizado o estudo da muta-
¢do identificada no probando em 104 familiares em
risco, nas respectivas familias: 46 (44,2%) individuos
sdo portadores de mutagao dos genes MMR e 58
(55,8%) nao sao portadores. Os nao portadores foram
excluidos dos programas de vigilancia e rastreio. Os
portadores foram incluidos no programa de rastreio
supracitado e, até a data, 24 (53,3%) nao apresenta-
vam manifesta¢io clinica da doenga.

A Tabela 4 apresenta a distribui¢ao das manifesta-
¢oes clinicas dos individuos estudados (probandos e
familiares) em que, até a0 momento, foram identifi-
cadas mutagoes.

Cinco probandos de familias com CA apresentaram
tumores sebdceos e/ou queratoacantomas que definem
a variante de Muir-Torre.

( ; André T. Magalhies, Manuela Baptista, Amadeu Pimenta

Carcinoma Colo-Rectal 42 |63,6%
Pélipos Colo-Rectais 6 9,1%
Carcinoma endométrio/ovério 5 7,6%
Pélipos Endometriais 1 1,5%
Carcinoma Gdéstrico 3 4,5%
Hepatocarcinoma 1 1,5%
Tumores sebdceos/queratoacantomas 5 7,6%
Carcinoma do Rim 2 3,0%
Carcinoma do Duodeno 1 1,5%

Tabela 4 — Manifestagoes do Sindrome de Lynch em doentes com
mutagao identificada

A Fig. 2 apresenta a distribui¢ao dos carcinomas do
cdlon de acordo com a localizagao. Regista-se uma pre-
valéncia elevada de tumores localizados a direita
(45%). A média de idades foi de 42,7+11,6 anos de
idade. Em 7% destes doentes verificou-se o desenvol-
vimento de CCRs metdcronos. Verificou-se, igual-
mente, a presenga de IMS em 75% dos casos.

2: 5%
4 10% o e 19- 45% B Colon Direito
, r&! ’ FZ7A Colon Esquerdo
v a
;Z////////,, e
14; 330/ = [TTTINosS

Fig. 2 — Distribuigao dos carcinomas Colo-Rectais de acordo com a
localizagao

DISCUSSAO

Desde a primeira publica¢ao por Alfred Warthin,
em 1913, acerca da agora denominada Sindrome de
Lynch, passando pela identificagao da primeira muta-
¢ao nos genes MMR (em 1993 — MSH?2) tudo mudou
na percep¢io que o meio cientifico tem desta
doenga”). O diagnéstico clinico baseia-se nos Crité-
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rios de Amesterdio reformulados em 1999 para inclui-
rem os tumores extra-célicos do espectro da SL®). Ape-
sar da sua elevada especificidade apresentam limitagoes
perante familias pouco informativas e nao contem-
plam o reaparecimento de novo da doenga, nem as
caracteristicas histolégicas dos tumores. Nesse sentido,
foram criados em 1996 e revistos em 2002, os critérios
de Bethesda®), que sao utilizados na prdtica clinica
para seleccionar os doentes que devem ser sujeitos a
pesquisa de IMS, que continua a ser o gold-standard
na seleccao de doentes para andlise mutacional. No
entanto, alguns autores'”’ recomendam o recurso 2
detec¢ao pela técnica de imuno-histoquimica, das pro-
teinas MLH1 ou MSH2 alteradas, nos doentes que
preencham os CA; embora apresente uma sensibili-
dade ligeiramente inferior 4 pesquisa de IMS (94 vs
100%)1? esta permite direccionar a andlise mutacio-
nal. Cerca de 90% das mutagoes dos genes MMR
ocorrem nos genes MLH1 e MSH?2 e cerca de 10% no
gene MSHG (6-11), 2gsim sendo, é 16gico que se inicie a
andlise mutacional pelos genes MLH1 e MSH2('V.
Trabalhos recentes!?) contradizem a correlagio entre a
presenga da mutagao do gene MSHG e os carcinomas
do endométrio com fenédtipo sem IMS, verificada
noutros estudos mais antigos(13); assim sendo, preco-
nizamos a pesquisa de mutagdes no gene MSHG6, em
probandos cujas familias se verificou um predominio
de carcinoma do endométrio, mesmo com IMS posi-
tiva.

No que diz respeito as familias em que foram detec-
tadas mutacdes com significado desconhecido, sao
necessdrios testes funcionais para avaliar a patogenici-
dade da mutagdo. No entanto serd necessdrio conti-
nuar a vigilancia de todos os familiares em risco de
desenvolverem a doenga, segundo os protocolos j4
referidos, enquanto nao se concluir a avalia¢io da sua
patogenicidade(1%15:16),

O valor preditivo positivo de um teste genético, na
nossa série, usando os CA e os CB foi, respectiva-
mente, de 61,3 e 24,1%, sendo esta diferenca estatis-
ticamente significativa. Estes resultados sao ligeira-
mente superiores aos da literatura (50 e 10-20%, res-
pectivamente)(!7),

@

A nossa série inclui 12 probandos cujas familias
apresentam critérios de Amesterdao e em que a andlise
mutacional foi negativa, depois de se terem estudado
os trés genes;. Este resultado nao corrobora (mas tam-
bém nao exclui) a suspeita de SL, permanecendo a pre-
disposi¢ao hereditdria para cancro nestas familias. Sao
aconselhadas as medidas de rastreio e profilaxia habi-
tuais no probando e nos familiares em risco'®). Estes
doentes, apesar de apresentarem um fendtipo seme-
lhante ao da SL, ndo apresentam alteragdes nos genes
MMR. Trata-se de uma situagio possivel de ser encon-
trada nos casos com IMS negativa, conforme se veri-
ficou neste subgrupo de doentes, em que a propor¢ao
de casos sem IMS foi elevada ( 90%).

Os CCRes, no contexto da SL, apresentam: carcino-
génese acelerada (a progressio adenoma-carcinoma, ¢
de cerca de 2 a 3 anos); predileccao pelo célon proxi-
mal; e idade de aparecimento precoce(7) . Atendendo a
este facto, o programa de rastreio de CCR nos fami-
liares portadores inclui colonoscopia total com perio-
dicidade anual/bienal, a partir dos 20-25 anos. Esta
estratégia permite a profilaxia secunddria destes tumo-
res, com a inerente diminui¢do da incidéncia de
CCRM1); além disso, como permite um diagndstico
dos tumores em fase pré-sintomdtica conduz a uma
diminui¢ao da taxa de mortalidade associada ao
CCR®19),

Em relagao ao carcinoma ginecoldgico, nao hd evi-
déncia cientifica sobre o esquema ideal de rastreio de
carcinoma do endométrio e do ovdrio mais adequada
a este subgrupo populacional de alto risco; desco-
nhece-se, igualmente, se o0 rastreio tem impacto na

20,21

sobrevida das doentes! ). No entanto, o nosso

esquema de vigilincia baseia-se nas guidelines interna-
cionais"1819, No que diz respeito aos restantes tumo-
res extra-c6licos, nao hd estudos que suportem qual-
quer estratégia. No entanto, se ocorrerem casos na
familia e presenga de sintomatologia ou sinais fisicos
suspeitos, ¢ defendido pelas guidelines mais actuais pro-
ceder-se ao exame de diagndstico adequado ao tipo de
neoplasia a rastrear(l>19),

Nas familias em que foram diagnosticadas mutagoes

patogénicas, os familiares em risco de desenvolverem a
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doenga foram submetidos a rastreio genético da
doenga. Quarenta e seis (44,2%) sao portadores de
mutagdo e 58 cinquenta e oito (55,8%) nao sao por-
tadores. Esta estratégia teve fortes implicagoes clinicas,
pois permitiu identificar os portadores da mutagao
genética, em fase pré-sintomdtica da doenca (até a
data, 24 vinte e quatro [53,3%] individuos nao apre-
sentaram manifestagoes clinicas da doenga). Ao selec-
cionar para os programas de vigilancia e rastreio, ape-
nas os portadores da mutagdo genética permite, a
exclusao dos nio portadores da mutagio, evitando
deste modo que sejam submetidos aos exames de ras-
treio indicados.

Na nossa série, e apesar de Portugal ser um pais com

(2223) g

uma alta prevaléncia de carcinoma gdstrico
neoplasias colo-rectais foram as mais frequentes
(72,7%), seguidas das neoplasias ginecoldgicas (9,1%),
da variante Muir-Torre, que se manifestou em cinco
individuos (7,6%) e, sé depois, do carcinoma gdstrico
(4,5%). A importancia das neoplasias ginecoldgicas
conduziu 2 elabora¢io de um protocolo com o Servico
de Ginecologia e Obstetricia do Hospital de Sao Joao,
no intuito de melhorar a articulagao entre a nossa con-
sulta e a de Ginecologia. A frequéncia da variante de
Muir-Torre estd de acordo com o que estdq descrito
na literatura®®.

Na nossa série, a distribui¢ao dos parimetros cldssi-
cos dos CCRs associados a SL (localizagio, idade, IMS
e carcinomas sincronos/metdcronos) estio de acordo
com a literatura®, 3 excepgao de uma taxa de IMS
ligeiramente inferior a esperada e de uma prevaléncia
de tumores localizados a esquerda ligeiramente supe-
rior & encontrada noutras séries.

O tratamento do CCR preconizado ¢ a colectomia
total atendendo ao risco elevado de desenvolvimento
de tumores sincronos e metdcronos™!®). A vigilincia
do coto rectal deve ser endoscépica e anual'®).
Havendo envolvimento do recto a opgao cirdrgica
passa por uma procto-colectomia com anastomose
ileo-anal em bolsa®™'®. A opgio de realizar cirurgia
profildctica nos portadores da mutagao carece do

(1,19)

suporte de estudos cientificos . De uma maneira

geral, envolve: colectomia total, no mesmo acto cirtr-

( ; André T. Magalhies, Manuela Baptista, Amadeu Pimenta

gico do tratamento do carcinoma do endométrio ou
do ovidrio; histerectomia com ou sem ooforectomia,
no mesmo acto cirtirgico do tratamento de CCR, em
mulheres que nao desejem procriar; e colectomia total
nos doentes com adenomas colo-rectais, cujo controlo
endoscépico ndo é exequivel. E de realcar que o doente
deve tomar parte activa nesta decisdo, sendo indis-
pensdvel o seu consentimento informado.

A identificagao de familias com SL através do diag-
néstico genético, de uma forma nao invasiva, tem uti-
lidade prética pela selec¢io dos portadores e nao por-
tadores da doenca. Com base na identificagao dos ele-
mentos em risco ¢ possivel aplicar programas de vigi-
lancia e de intervengio terapéutica profildcticoas. A
aplicagdo desses programas na prevengao do CCR e de
outras neoplasias associadas ao SL tem uma relagao
custo-beneficio favordvel. A sua identificagao precoce
permite tratar atempadamente as neoplasias com base
no diagndstico pré-sintomdtico.
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