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RESUMO

Introdugio: O Sindrome de Lynch (SL) ¢ a forma mais frequente de cancro colorectal (CCR) hereditdrio e tem origem em mutagoes
germinativas nos genes de reparagio do ADN (MMR). O diagndstico clinico ¢ baseado nos critérios de Amesterdao (CA), mas o diag-
néstico definitivo baseia-se na identificagio de uma mutagio germinativa num dos MMR. Destes, o MLH1 e 0 MSH2 s3o os mais
frequentemente envolvidos, seguindo-se 0 MSHG6 e, muito raramente outros genes (PMS2 e PMS1). Nos casos em que uma mutagio
germinativa nio ¢ identificada, os doentes, parecem desenvolver formas mais agressivas de CCR e menor incidéncia de tumores extra-
-célicos.

Métodos: Os doentes foram seleccionados de uma base de dados prospectiva e os resultados analisados de forma retrospectiva. Selec-
cionamos doentes com CCR pertencentes a familias com CA ou critérios de Bethesda. Os doentes foram estratificados em 2 grupos:
doentes com identificagio de muta¢des patogénicas dos MMR (SL) e doentes com CCR pertencentes a familias com CA, mas sem
identifica¢io de muta¢do genética (Sindrome X). Foram analisadas as caracteristicas clinicas e patoldgicas destes doentes.
Resultados: Foram seleccionados 60 doentes, 55 dos quais pertencentes a familias com CA. Destes, 64% apresentavam mutagoes
patogénicas dos genes MMR. A idade 4 data de diagnéstico ndo foi diferente entre os grupos. Nos doentes com Sindrome X, a pre-
senca de doenga extra-célica foi inferior (10% vs. 22%; p=0,23) ¢ os tumores do c6lon eram mais frequentemente distais ao 4ngulo
esplénico (70% vs 48%; p=0,09). Nos doentes com SL verificou-se predominio do sexo masculino (72,5% vs 45%; p=0,049) e a
Instabilidade de Microsatélites (IMS) foi mais frequente (79% vs. 22%; p=0,002). A taxa de sobrevida aos 5 anos foi de 80% e 62%,
respectivamente para o SL e o SX (p=0,16).

Conclusées: As diferencas clinicas e patoldgicas observadas nos doentes pertencentes a familias com CA sem muta¢io dos genes
MMR, suportam a existéncia de uma entidade clinica diferente que, apesar de um agrupamento familiar semelhante apresenta uma
carcinogénese globalmente desconhecida. Nas familias com SX ¢ mandatéria a vigilancia clinica de todos os individuos em risco de
desenvolverem CCR e tumores extra-cdlicos do espectro do SL.

Palavras-Chave: Cancro colo-rectal; Sindrome de Lynch; Genes de Reparagao do ADN

ABSTRACT

Background: Lynch Syndrome (LS) is the most frequent form of hereditary colorectal cancer (CRC) and derives from germinative
mutations in the mismatch repais genes (MMR). The clinical diagnosis is based on Amsterdam criteria (AC) but definitive diagnostic
is based on the identification of a MMR gene mutation. Of these, MLH1 and MSH2 are the most frequent, followed by MSH6
and rarely by other genes (PMS1 and PMS2). In the cases where a germinative mutation is not found, patients appear to have more
aggressive CRC and lower incidence of extra-colonic disease.
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Methods: The patients were selected from a prospectively collec-
ted database and the results analysed retrospectively. We selected
patients with CRC from families with Amsterdam or Bethesda
Criteria for LS. The patients were stratified into 2 groups: pa-
tients with known MMR genes mutation (LS) and patients with
AC and non-indentified MMR mutation. We reviewed clinical,
pathological and survival data.

Results: We selected 60 patients, 55 of which had AC for LS
and 64% had a defect in MMR genes. Age at diagnosis was not
different between groups. XS patients had fewer extra-colonic
malignancies (10% vs. 22%; p=0.23) and the CRC were more
often left-sided (70% vs. 48%; p=0.09). LS patients were pre-
dominantly male (72,5% vs 45%; p=0.049) and Microsatellite
Instability was more frequent (79% vs. 22%; p=0.002). The
5-year survival rate was 80% and 62%, respectively for LS and
XS (p=0.10).

Conclusion: The clinical and pathological differences observed
in patients from families with AC without defects of MMR ge-
nes, supports the existence of a different clinical entity, which in
spite of a similar familiar clustering, presents an unknown carci-
nogenesis. In the families with X syndrome it is mandatory the
clinical screening of all individuals at risk for colorectal cancer
and extra-colonic malignancies.

Key-Words: Colo-rectal cancer; Lynch Syndrome; Mismatch
repair genes

INTRODUCAO

O Sindrome de Lynch (SL) é uma doenga de trans-
missao autossémica dominante e constitui a forma
mais comum de carcinoma colo-rectal (CCR) here-
ditdrio." 2 Resulta da presenga de mutagoes germi-
nativas nos genes de reparagio do DNA e pode ser
responsdvel por 5-10% de todos os carcinomas colo-
-rectais.> 4 Caracteriza-se pelo aparecimento de CCR
em idades jovens e pelo aumento do risco de desen-
volvimento de outras neoplasias (endométrio, ovdrio,
estbmago, urotélio, vias biliares, pancreas, cérebro e
pele).* Os individuos portadores da doenga neces-
sitam de vigildncia colo-rectal intensiva, rastreio de
tumores do espectro do SL e eventualmente cirurgia
profildctica.!

O diagnéstico clinico baseia-se nos critérios de
Amesterdio (CA) e nestes doentes estd indicado o
estudo genético.” Os CA (revistos em 1999) apresen-
tam limitagdes e, com o objectivo de identificar fami-
lias com SL que ndo preencham os CA, a descoberta
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da instabilidade de microsatélites (IMS) no CCR cau-
sada por mutagbes germinativas nos genes de repara-
¢io do DNA (hMLH1, hMSH2, hMSH6, hPMS1 e
hPMS2), levou 2 defini¢ao dos critérios de Bethesda
(CB), que seleccionam os casos com indicagao para
pesquisa de IMS.> ©

E actualmente conhecido que cerca de metade das
familias que cumprem os critérios de Amesterdao
tém mutagdes hereditdrias dos genes de reparacao do
ADN. A outra metade das familias, ndo apresenta evi-
déncia de mutagoes nos genes de reparagio do ADN”
e tem sido reportada como epidemiologicamente
diferente (Sindrome X), com um menor desenvolvi-
mento de doenga oncoldgica e menor taxa de doenga
extra-célica.®

Para estas familias, que cumprem os critérios de
Amesterdao em que nao se identificam mutacoes
germinativas patogénicas dos genes de reparagiao do

ADN, a base genética continua ainda por esclarecer.’

OBJECTIVO

Comparar a expressao clinico-patolégica de doen-
tes com Sindrome de Lynch (identificagio de muta-
¢ao genética) com doentes com Sindrome X (CAC,
sem identificagio de mutagao genética).

MATERIAL E METODOS

Perante uma familia com suspeita de Sindroma de
Lynch, a partir dos CB ou de Amesterdio completos
(CAC), pesquisou-se a presenga de IMS no CCR do
probando (apds consentimento informado). Nos do-
entes com IMS positiva ou com IMS negativa mas
CAC, pesquisaram-se mutagdes nos genes hMSH2 e
hMLH]1, seguida, nos casos negativos, da pesquisa de
delecgdes/duplicagbes dos genes hMSH2 ¢ hMLHI,
seguida, nos casos negativos, da pesquisa de mutagoes
no hMSH6. Nos doentes com tumores sem IMS com
CAC ou CB na presenga de Carcinoma do endomé-
trio, foram pesquisadas mutag¢oes no gene hMSHO.

Se—



A pesquisa das alteragoes genéticas dos genes hPMS1
e hPMS2 nio foi realizada, devido a limitagoes téc-
nicas.

Para o presente estudo, foram seleccionados ape-
nas os doentes com Carcinoma Colo-Rectal (CCR)
e suspeita de SL (CAC ou CB) e estratificados em 2
grupos: doentes com identificacio de mutagao gené-
tica (Sindrome de Lynch) e doentes com CAC, mas
sem identificagao de mutagdo genética (Sindrome X).

CCR + CAC/CB

« ™~

Identificagdo de alteragao genética Auséncia de alteragdo genética

Sindrome Lynch Sindrome X (se CAC)

Foram avaliadas as caracterfsticas clinicas dos CCR,
nomeadamente a sua localizagdo, idade de diagnésti-
co, sexo, presenga de outros tumores do espectro do
sindrome de Lynch, a histéria familiar dos doentes,
a internvengao cirtirgica realizada e as caracteristicas
histopatolégicas dos tumores. Considerou-se CCR
proximal o que surgiu entre o cego ¢ o Angulo esplé-
nico e CCR distal o que surgiu no célon distal ao
angulo esplénico e no recto.

A andlise estatistica foi efectuada utilizando o pro-
grama SPSS versao 16.0; a comparagao de proporgoes
utilizou o teste do X? para as varfaveis discretas e o tes-
te T de student para as varidveis continuas. A sobrevi-
véncia observada foi calculada utilizando o método de
Kaplan-Meier e os grupos foram comparados através
do teste de log-rank.

RESULTADOS

Foram incluidos 60 doentes com diagnéstico de
CCR, pertencentes a 42 familias, com suspeita clinica
de SL. A média de idades de diagnéstico de CCR foi
de 45 anos (+12,8; minimo 24, mdximo 78) e 63,6%
dos individuos tinham menos de 45 anos. Relativa-
mente ao sexo, 63% dos individuos eram do sexo
masculino e 37% do sexo feminino.

Nos doentes com CAC (n=55) a média de idades
a data de diagndstico foi de 45,6 anos (£13,1), 86%
tinham menos de 45 anos e 62% eram do sexo mas-
culino.

Dos doentes com CAC, 63,6% eram portadores
de mutagao genética (3 com mutagdo do MLHI,
20 do MSH2, 11 dom delec¢ao do MLHI e 2 com
mutagao do MSHO), sendo que em 36,4%, nio foi
identificada mutagao genética patogénica. Dos doen-
tes com mutag¢ao genética identificada e com critérios
de Bethesda, 1 apresentava mutagao do MLH1, 3 do
MSH2 e 1 do MSHG6.

Comparando os doentes com Sindrome X (SX),
com os doentes com Sindrome de Lynch (SL), a
idade de apresentagao foi semelhante (43,3 vs 46,7;
p=0,39). A maioria (72,5%) dos doentes com SL era
do sexo masculino, enquanto que os doentes com SX
eram predominantemente do sexo feminino (55%);
p=0,049. A frequéncia de carcinomas extra-célicos
foi inferior nos doentes com Sdr X (10% vs 22,5%;
p=0,23), a presenga de CCR sincrono foi semelhante
(10% vs 13,2%) e detectou-se uma predominéncia de
carcinomas do c6lon distal e recto no primeiro grupo

de doentes (70% vs 47,4%; p=0,09). A instabilida-

Tabela 1
Todos (n=60) Sdr Lynch (n=40) Sdr X (n=20) p
Idade (média) 45 44,1 46,4 .54
Sexo ,049
Masculino (%) 63 72,5 45
Feminino (%) 37 27,5 55
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Tabela 2

Sdr Lynch (n=40) Sdr X (n=20) p
Carcinoma extra-célico 22,5% 10,0% ,23
IMS 79,2% 22,2% ,002
Local ,09
Proximal 52,6% 30,0%
Distal 47.4% 70,0%
Tipo de Cirurgia 0,05
Colectomia direita 50,0% 18,2%
Colectomia esquerda 21,4% 0%
Colectomia sigméide 7,1% 36,4%
Colectomia total 14,3% 9,1%
RAR 7,1% 36,4%
Tabela 3
Sdr Lynch Sdr X p
Infiltrado linfocitdrio 53,3% 40,0% 0,51
Carcinoma mucinoso 22,2% 8,3% 0,41
Metastizagao ganglionar 55,6% 76,9% 0,22
Permeacao linfitica 76,5% 72,7% 0,82
Permeacio venosa 50,0% 81,8% 0,09

de de microsatélites estava presente nos tumores de
22.2% dos doentes com SX e em 79% dos doentes
com SL (p=0,002).

Dado que se trata de um estudo retrospectivo, o tipo
de cirurgia efectuada esteve essenciamente dependente
da localiza¢ao dos tumores. Nos doentes com SL a ci-
rurgia mais frequente foi a colectomia direita (50%),
nos doentes com SX as cirurgia mais frequentes fo-
ram a colectomia do sigmdide e a RAR (36,4% cada).
Apenas 1 doente nio foi submetido a cirurgia, dado o
estado avangado da doenga oncoldgica e 1 doente foi
submetido a laparotomia exploradora e considerado ir-
ressecdvel, ambos no grupo de doentes com SX.
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Nos doentes em que foi possivel aceder ao estudo
anatomo-patoldgico, nao foram detectadas diferencas
significativas, relativamente ao estadiamento patold-
gico (72% dos tumores T3; 64,5% dos tumores N1
e 54% Dukes C) ou caracteristicas histolégicas. No
entanto, nos doentes com SX, apenas 8% apresenta-
vam carcinomas mucinosos, comparado com 22%
nos doentes com SL (p=0,41). O infiltrado linfocitd-
rio peritumoral estava presente em aproximadamente
metade dos doentes estudados (48%), sem diferencas
entre os grupos. A metastiza¢ao ganglionar estava pre-
sente em 77% dos doentes com SX e em 56% dos
doentes com SL (p=0,22).
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O tempo médio de follow-up é de 80 meses. A
sobrevida média (estimada) nos doentes com SX foi
de 125 meses e de 214 meses no doentes com SL
(p=0,16), com taxas de sobrevida aos 5 anos, respecti-
vamente de 61,7% e 80,5%.

Survival Functions

Lynch vs SX
1 LYNCH
18dr X

LYNCH-censored
I Sdr X-oensored

0,6

0,6

Cum Survival

0.4

0,24

0,0

l!l 5'0 idﬂ 1&0 2&0 2%0 3&0

sobrev

DISCUSSAO

Os critérios de Amesterdao sao critérios clinicos,
que orientam a pesquisa de mutagio genética nos ge-
nes de reparagio do ADN!®. Contudo, a identifica-
¢ao de mutagoes genéticas germinativas nestes genes,
apenas ocorre numa percentagem varidvel de doentes,
entre 5-50%.% Na nossa série, a taxa de identificagao
de mutagdes genéticas ¢ ligeiramente superior ao ha-
bitualmente descrito: 64%.

A presenca de familias, com critérios de Amester-
dao, mas com CCR sem instabilidade de microssa-
télites ou sem alteracoes genéticas identificadas nos
genes reparadores do ADN, levou recentemente 2
proposta de criagao de uma nova entidade clinica,
denominada Carcinoma Colorectal Familiar de Tipo
X!, caracterizada por uma menor incidéncia de tu-
mores cblicos e extra-célicos e aparecimento em ida-
des mais tardias.” 1214

Os doentes com SL apresentam uma tendéncia para
aparecimento de CCR em idades jovens, frequente-
mente proximais ao dngulo esplénico, com tendéncia

@

para lesdes sincronas e tumores extracdlicos. A fun-
¢ao deficiente dos genes reparadores tumorais leva a
uma deficiéncia na reparagao de erros de replicagao
do ADN, o que se traduz numa predisposigao para o
aparecimento de mutagdes que favorecem a evolugao
tumoral.!® Estas mutagdes, revelam-se particularmen-
te pela acumulagio de alteragoes genéticas nas dreas
altamente repetitivas, como sejam os microsatélites
(Instabilidade de Micro Satélites)'®. Contudo, cerca
de 15% dos tumores esporddicos apresentam IMS de

7

alto grau!’, com uma grande sobreposigao fenotipica

com os cancros do SL.

%14 encontrdmos

A semelhanca de outros estudos
uma predominéncia de tumores distais e uma escassez
de tumores mucinosos e de tumores extra-célicos, nos
doentes com SX. Estas diferengas poderao ter impor-
tAncia clinica na defini¢ao da estratégia de vigilancia e
rastreio dos tumores extra-c6licos do SL neste grupo
de doentes.®

Relativamente 2 idade, nio encontramos qualquer
diferenca entre os grupos. A idade média de apareci-
mento destes tumores ¢ mais baixa do que nos tumo-
res esporddicos, cifrando-se a volta dos 45 anos>!8 em
ambos os grupos, o que contraria a tendéncia espera-
da para os doentes com SX desenvolverem carcinomas
em idades préximas dos carcinomas esporddicos.®

Enquanto que nos doentes com SL se registou uma
forte predominincia do sexo masculino, nos doen-
tes com SX verificou-se uma ligeira tendéncia para
o sexo feminino. Esta diferenca pode ser explicada
pelo maior risco de desenvolvimento de CCR nos ho-
mens que apresentam mutagio dos genes hMLH1 e
hMSH2,7!” sendo assim maior a prevaléncia de ho-
mens no grupo de doentes com SL.

Os tumores associados ao SL, sio habitualmente
caracterizados por um aumento do infiltrado linfo-
citdrio peri-tumoral,> 2% 2! o que poderd prevenir a
dissemina¢do tumoral e a metastiza¢do, contribuin-
do para o melhor prognéstico destes doentes.?>>4 Na
nossa série essa tendéncia expressa-se de forma margi-
nal e nao ¢ significativa do ponto de vista estatistico,
o que poderd apenas dever-se ao reduzido ndmero de
pacientes analisado.
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A expressao preferencial de IMS nos doentes com
alteracao genética germinativa, estd de acordo com o
conhecido acerca da via de canceriza¢io nos tumo-
res do espectro do Sindrome de Lynch, dependente
da muta¢ao dos genes de reparac¢ao tumoral e conse-
quente instabilidade do ADN, medida pela IMS.” 1¢
Por outro lado, a baixa prevaléncia de IMS nos tumo-
res dos doentes com SX, parece associar esta carcino-
génese a uma via diferente, onde os genes reparadores
do ADN nio terdo a sua funcio alterada.'!

A sobrevivéncia dos doentes com carcinomas colo-
-rectais no contexto de SL tem sido descrita como
significativamente superior a sobrevivéncia nos carci-
nomas esporddicos.?> Na nossa série, apesar da falta
de termo de comparagdo com os carcinomas espord-
dicos, a sobrevivéncia em ambos os grupos ¢é substan-
cialmente superior a das séries histéricas, com 80%
e 62% de sobrevivéncia aos 5 anos, respectivamente
para os doentes com SL e SX (p=0,16).

Os doentes com SX aparentam uma tendéncia para
maior frequéncia de metastizagio ganglionar, o que
poderd justificar em parte a sua menor sobrevida glo-
bal. Estes dados, juntamente com a localizagao distal
preferencial do tumor e a auséncia de IMS, parecem
conferir a estes tumores um comportamento mais
préximo dos adenocarcinomas colo-rectais espord-
dicos.?® Contudo, a sua epidemiologia aproxima-os
mais do Sindrome de Lynch, com uma transmissao
autossémica dominante e inclusivamente com a ante-
cipagio da doenga, de geragio para geragio.”” Apesar
deste facto, a IMS apareceu nos tumores dos doentes
com SX mais frequentemente do que nos tumores es-

1728295 que poderd levantar a questao de

porddicos
estes doentes serem um grupo heterogéneo e alguns
dos quais poderem desenvolver tumores com canceri-
zagdo pela via dos genes de reparagao do ADN, com
alteragdes genéticas ainda desconhecidas ou nao iden-

tificadas. Para isso poderdo contribuir as mutagoes
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dos genes PMS1 e PMS2,3% nao avaliadas neste grupo
de doentes e que alguns estudos referem ser mais fre-
quentes do que o previamente pensado?’.

A presenca de alteragoes dos genes de reparagio do
ADN em doentes sem IMS (n=4), traduziu muta-
¢oes com significado patolégico desconhecido (1 mut
MLHI1 e 3mut MSH2). Contudo, dado que cum-
prem CAC, isto poderd implicar que estas alteragoes
genéticas possuem de facto significado patogénico, tal
como a maioria das mutagbes missense encontradas
nos genes de reparagao tumoral, constituindo assim
verdadeiros casos de Sindrome de Lynch32. Dado o
reduzido nimero de doentes da amostra, nao ¢ possi-
vel caracterizar estes casos de acordo com as suas ca-
racteristicas histopatoldgicas.

CONCLUSAO

A presenga de caracteristicas clinico-patoldgicas
particulares nos doentes com critérios de Amesterdao
completos sem alteragao genética dos genes de repa-
racao do ADN, reforca a ideia da existéncia de uma
entidade clinica diferente do Sindrome de Lynch, que
apesar de uma agregacao familiar semelhante, apre-
senta uma carcinogénese globalmente desconhecida.

Através do estudo molecular, confirmou-se a sus-
peita clinica de Sindrome de Lynch em 64% dos casos
com CAC. Nas familias com mutagio identificada,
esta abordagem permite a identifica¢ao dos portado-
res e ndo portadores da doenga, identificando os ele-
mentos em risco de desenvolver tumores do espectro
do SL e excluir dos programas de vigilincia os nio
portadores da alteragio genética. Nas familias sem
identifica¢ao de mutagio genética ¢ imperativa a exe-
cu¢ao de um programa de rastreio dos carcinomas do
espectro do Sindrome de Lynch, com especial inci-
déncia para os carcinomas colo-rectais.
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