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RESUMO

Introducgéao: O cancer colorretal (CCR) é o terceiro cancer mais incidente no mundo
e 0 segundo de maior mortalidade no planeta. A predisposi¢céo hereditaria ao CCR
mais comum é a sindrome de Lynch (SL), caracterizada por mutagdes germinativas
em um dos genes de reparo de DNA (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 ou no gene
EPCAM). Os protocolos atuais sugerem, para o diagndstico precoce, a triagem
através de critérios clinicos seguido de imunohistoquimica (IHQ) antes do
sequenciamento geneético. Todavia, a realizagdo do sequenciamento de nova
geracado (NGS) permite a diminuigdo na jornada diagndstica da Sindrome de Lynch.
Objetivo: Avaliar a correlagdo da IHQ e sequenciamento NGS para diagnostico de
SL entre os pacientes que preenchem critérios clinicos de Amsterdam Il. Materiais e
métodos: estudo observacional composto por 20 pacientes, de ambos os sexos,
com idade entre 18 e 70 anos no momento do diagndstico de cancer colorretal e que
preenchem o critério clinico de Amsterdam modificado, cadastrados no “Projeto
Genomas Raros”, avaliados através de IHQ da peca tumoral e NGS de amostra de
sangue periférico. Resultados: A idade média no momento do diagndéstico do CCR
foi de 46 anos, sendo mais frequente na populagédo feminina (65%). Em relagdo a
IHQ, foram observados 10 pacientes (50%) com auséncia de expressao da proteina
MMR. O NGS obteve 8 (40%) resultados positivos para Sindrome de Lynch, sendo 4
com variante patogénica em MLH1 e em quatro, em MSH2. Houve correlagao entre
IHQ e NGS em 14 casos, sendo em 6 (30%) uma confirmacgao diagndstica da IHQ
pelo NGS e em 8 casos (40%), verificou-se uma exclusdo diagnostica de SL pela
IHQ e NGS. Em dois casos, ocorreu a confirmacao de variante patogénica em MLH1
pelo NGS, nos quais foram observadas as mesmas grandes dele¢des, contrariando
a IHQ com presenca da expressao das proteinas MMR. Conclusao: A correlacéo
entre os dois métodos diagndsticos utilizados (IHQ e NGS) pode ser estabelecida de
forma moderada, indicada pelo coeficiente Kappa de 0,510, a partir da triagem por

critérios clinicos de Amsterdam |II.

Palavras-chave: Neoplasias Colorretais. Sindrome de Lynch. Instabilidade de

microssatélites. Sequenciamento Completo do Genoma. Imuno-Histoquimica.



ABSTRACT

Comparative evaluation between Next Generation Sequencing (NGS) and
Immunohistochemistry (IHC) in the diagnosis of Lynch Syndrome in patients

with clinica criteria of Amsterdam i

Introduction: Colorectal cancer is the third most incident cancer in the world and the
second with the highest mortality. One of its hereditary forms is Lynch syndrome,
characterized by mutations in one of the DNA repair genes (MLH1, MSH2, MSH6,
PMS2 or EPCAM). Current protocols suggest, for early diagnosis, screening through
clinical criteria followed by immunohistochemistry (IHC) before genetic sequencing.
However, performing next-generation sequencing (NGS) allows for a reduction in the
Lynch Syndrome diagnostic journey. Objective: Assess the correlation of IHC and
NGS sequencing for the diagnosis of LS among patients who fulfill the Amsterdam I
clinical criteria. Materials and methods: observational study composed of 20
patients, both genders, aged between 18 and 70 years at the time of colorectal
cancer diagnosis, fulfilling Amsterdam |l clinical criteri, registered in “Projeto
Genomas Raros”, evaluated through IHC of the malignant tumor and blood sample
NGS. Results: The mean age at diagnosis of colorectal cancer was 46 years, being
more frequent in the female population (65%). Regarding the IHC, 10 patients (50%)
were observed with deficient MMR. The NGS obtained 8 (40%) positive results for
Lynch Syndrome, 4 with a pathogenic variant in MLH1 and in four, in MSH2. There
was a correlation between IHC and NGS in 14 cases, in 6 (30%) a diagnostic
confirmation of IHC by the NGS and in 8 cases (40%), there was a diagnostic
exclusion of LS by the IHC and NGS. In two cases, there was confirmation of a
pathogenic variant in MLH1 by NGS, in which the same large deletions were
observed, contradicting IHC with proficient MMR. Conclusion: The correlation
between the two diagnostic methods used (IHC and NGS) can be moderately
established, indicated by the Kappa coefficient of 0.510, from the screening by

clinical criteria of Amsterdam II.

Keywords: Colorectal Neoplasms. Lynch Syndrome. Microsatellite Instability.

Complete Genome Sequencing. Immunohistochemistry.
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1. INTRODUGAO

O cancer colorretal (CCR) € um dos mais incidentes e de maior mortalidade
no mundo para ambos os sexos. A estimativa mundial, para o ano de 2020,
apontava mais de 1,9 milhdo de casos novos de cancer de coélon e reto,
correspondendo ao terceiro tumor mais incidente entre todos os canceres. No Brasil,
sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o CCR ocupa a terceira posic¢ao,
na populagao geral, entre os tipos de cancer mais frequentes no Brasil. 1.2.3.4

O INCA estima, para 2023, 45.630 casos (21,10 casos por 100 mil
habitantes), sendo 21.970 casos entre os homens e 23.660 casos entre as mulheres
do pais. A predisposi¢cao genética foi implicada em 2 a 8% de todos os CCRs.
Extrapolando a estimativa, sdo aguardados, no Brasil, entre 2.280 e 4.500 casos de

CCR com componente genético associado. 1234

Figura 1 — Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2023
por sexo, exceto pele ndo melanoma

Localizacao Primaria alizacac

Préstata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina 73610 30,1%
Cdlon e reto 21970 9,2% Célon e reto 23.660 9,7%
Traqueia, brénquio e pulmao 18.020 7.5% Colo do atero 17.010 7,0%
Estomago 13.340 5,6% Traqueia, bronquio e pumdo  14.540 6,0%
Cavidade oral 10.900 4,6% Glandula tireoide 14.160 5,8%
Esofago 8.200 3,4% Estomago 8.140 3,3%
Bexiga 7.870 3,3% Corpo do atero 7.840 3,2%
Laringe 6570 2,7% Qvario 7.310 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.420 2,7% Péancreas 5.690 2,3%
Figado 6.390 2,7% Linfoma néo Hodgkin 5.620 2,3%

Fonte: INCA, 2023.

O CCR é uma doenca multifatorial que se apresenta entre formas
esporadicas, familiares e hereditarias. A caracterizacdo de cada um deles nem
sempre é clara, uma vez que a histéria familiar e as informagdes genéticas dos
individuos disponiveis muitas vezes nao s&o suficientes para fornecer as
informagdes necessarias para esta diferenciagdo.256.7 Entretanto, o componente
hereditario acontece em 1 a cada 5 daqueles diagnosticados com menos de 50
anos. Uma das formas hereditarias mais comuns é a sindrome de Lynch (SL), que

pode corresponder entre 3 e 5% de todas as neoplasias colorretais. 2.5.6.7.8



14

A forma esporadica da doenca nao apresenta um componente hereditario
evidente, representa cerca de 70% dos casos de CCR, e € comum em pessoas com
mais de 60 anos de idade. Nestes casos, as mutacdes somaticas sdo decorrentes,
além dos efeitos da idade, da interagcdo com o ambiente (exposi¢do a substancias
carcinogénicas, habitos de vida, radiagées e nicotina), resultando em danos ao
DNA .5.6,9,10

Os principais fatores de risco associados a ascensao nas taxas de CCR estao
relacionados ao comportamento, como sedentarismo; obesidade; consumo regular
de alcool e tabaco; baixo consumo de fibras, frutas, vegetais e carnes magra; além
da falta de programas de rastreio. 245 Pacientes com IMC = 30 possuem aumento
do risco relativo de CCR a cada elevacédo de 1.07 no valor do IMC, decorrente dos
efeitos epigenéticos ocasionados pela inflamagéo e estresses cronicos presentes na
sindrome metabdlica, interferindo na efetividade da acao das proteinas de reparo de
DNA, inclusive naquelas que apresentam mutagdes no gene MMR (Mismatch Repair
gene — genes reparadores de emparelhamento), principalmente em MLH1. Estudos
recentes comprovaram a efetividade do tratamento da obesidade para reducao de
risco de CCR, incluindo a forma hereditaria..12.13,14,15,16,17,18,19

Existem trés vias genéticas classicas na patogénese do CCR: instabilidade
cromossdmica (CIN), instabilidade de microssatélites (MSI) e o fen6tipo metilador de
ilhas CpG (CIMP). Estas vias estdo correlacionadas e alguns tumores podem
apresentar alteragcbes em multiplas vias.256.7 A MSI € a menos frequente, sendo
caracteristica dos canceres hereditarios (Sindrome de Lynch), mas pode também
ocorrer em cerca de 15% dos tumores esporadicos. 5.6.8.9,10

Os microssatélites sdo sequéncias de DNA curtas e repetidas compostas de
um a seis pares de nucleotideos, sem papel para codificacdo de proteina, mas que
tem seu papel na regulacdo dos processos metabdlicos do DNA e da atividade
génica. Os microssatélites sédo distribuidos por todo o0 genoma humano, e os loci de
repeticdo individuais geralmente variam em comprimento de um individuo para
outro. Devido a sua estrutura, a regido de microssatélites € particularmente
propensa a erros de replicagdo, normalmente corrigido pelo sistema de reparo de
DNA (MMR).

Os genes de reparo de incompatibilidade (MMR) estdao envolvidos em varias

funcdes celulares, incluindo reparo de erros de sintese de DNA e apoptose. Essas
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funcbes tornam as proteinas MMR extremamente importantes na manutengao
basica do material genético, na regulagao do ciclo celular e no desenvolvimento de
um sistema imunoldégico eficaz. A instabilidade de microssatélites (MSI) € a alteragao
no comprimento de um alelo microssatélite devido a insergdo ou exclusao de
unidades repetidas devido a um sistema de reparo de incompatibilidade de DNA
(MMR) defeituoso, um fenbmeno no qual erros na replicagdo de sequéncias

altamente repetitivas nao podem ser reparados. 20.21.22,23,24

Figura 2 — Instabilidade de microssatélites por funcionamento inadequado das proteinas MMR.

CACACACACACACACA

~GTGTGTGTGTGTGTGT-
8 repeat
—CACACACACACACACA- ~-GTGTGTGTGTGTGTGT-

l; [nsertion l; Insertion

~CACACACA[CACACACACA- -GTGTGTGTETGTGTGTGT-
l Normal MMR l Aberrant MMR
—cAcACADEACACACACA-  -GTGTGGTHTGTGTGTGT-

l Repaired l Irreparable

-CACACACACACACACA- ~-GTGTGTIGTGTGTGTGTGT-
~GTGTGTGTGTGTGTGT-  —-CACACACACACACACACA-
(a) 8 repeat (b) 9 repeat

Fonte: Kunitomi H, 2017.

As células de individuos afetados com um alelo ndo funcionante do gene
MMR (Mismatch Repair gene — reparadores de emparelhamento) ndo efetuam os
reparos de erros de emparelhamento, que inevitavelmente ocorrem durante a
replicacdo do DNA na regido do microssatélites, predispondo uma diminuicido na
apoptose e, consequentemente, aumento na sobrevivéncia celular, desencadeando
instabilidade genética devido ao acumulo de muta¢cdes numa taxa muito alta (1000
vezes maior que as células normais). Essas alteragbes fornecem uma vantagem
seletiva de crescimento para as células afetadas, o que favorece o desenvolvimento
da oncogénese, causando MSI nos tumores relacionados a SL. 59.10.22.23

A sindrome de Lynch €& um disturbio hereditario autossémico dominante de

alta penetrancia causado por mutagdes deletérias da linha germinativa em um dos
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genes de reparo MMR - MLH1 (mutL homolog 1), MSH2 (mutS homolog 2), MSH6
(mutS homolog 6), PMS2 (postmeiotic segregation increased 2) ou delecdo em
EpCAM, no qual as dele¢des induzem o silenciamento epigenético de MSH2. A SL
resulta da falha no processo de revisdo que corrige incompatibilidades de pares de
bases que surgem no curso normal da replicagdo do DNA. 2223.24.25.26

A prevaléncia populacional de defeito no gene MMR é estimada em 1:279
pessoas, assemelhando-se as variantes germinativas BRCA1/2. Dentre as proteinas
MMR, ha maior prevaléncia de variantes patogénicas em PMS2 (1:714), MSHG6
(1:758), MLH1 (1:1946) e MSH2 (1:2841). A penetrancia variavel justifica a maior
incidéncia de CCR entre os menos prevalentes (MLH1 e MSH2), visto que ha menor
penetrancia em MSH6 e PMS2. 22.27.28

As proteinas MMR (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) atuam na remog¢do da
sequéncia de DNA que carrega a incompatibilidade e, entédo, ligam o DNA reparado.
O complexo MSH2/MSH6 é capaz de reconhecer incompatibilidades no DNA devido
a substituicdo, insercdo ou delegcdo de uma unica base, enquanto a proteina do
MLH1 dimeriza com o produto proteico de PMS2 para coordenar a ligacdo das
proteinas envolvidas no reparo do DNA defeituoso 23.24.25,.26,29

Quando a funcionalidade das proteinas MMR encontra-se diminuida ou
ausente, ha uma diminuicdo na apoptose e aumento da oncogénese induzida pelo
dano, promovendo crescimento seletivo e aumento na sobrevida celular das células
defeituosas. A fisiopatologia comumente relacionada ao mecanismo oncogenético na
Sindrome de Lynch encontra-se no surgimento inicial dos pdlipos semelhante ao
CCR esporadico seguido de rapido crescimento para cancer invasivo decorrente da
perda bialélica da funcdo do gene MMR, ocasionando aumento das mutacdes
somaticas na regiao dos microssatélites, acarretando a instabilidade de
microssatélites. Portanto, a auséncia da proteina de reparo encontra-se associada
ao aumento do tamanho do podlipo. Este fato sugere que polipos pequenos e,
presumivelmente, precoces ainda nao atingiram o "momento de indugdo” da

apresentacao da deficiéncia da proteina MMR. 22.27,29,30,31,32,33
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Figura 3— Atuagéo dos dimeros de proteinas MMR no reparo do DNA
Proficient mismatch repair complex DNA succesfully repaired
\G
MSH2 MSH2
MSH6
= — (c

MLH1 ‘
PMS2/1

X7 N

G
DNA polymerase \ MSH2 %

ﬂﬂTrrrI*mnTr_,ﬂan*mﬂ'lT

C C

Deficient mismatch repair complex Defective DNA

Fonte: Moon C, 2021.

Em outros estudos, foram encontrados focos de criptas intestinais
histologicamente normais com expresséo ausente de proteinas MMR adjacentes a
adenomas, sugerindo um papel das proteinas de reparo do DNA na oncogénese
devido a atuagao direta das mutagdes somaticas nos focos de criptas intestinais com
defeito no gene MMR, promovendo o crescimento invasivo imediato do CCR, o que
explicaria as neoplasias de intervalo entre colonoscopias de triagem com pouco
espagamento de tempo entre elas, além da tendéncia do surgimento de adenomas
planos (LST ou lesbes de espraiamento lateral) ao invés do padréo tipico de
adenomas sésseis ou polipoides. 22.25.29,30,31,32,33

A SL possui como caracteristicas: alta instabilidade de microssatélites, que
ocasiona uma rapida progressao adenoma-carcinoma (entre 1 a 3 anos)
desencadeando um aumento do risco de CCR em comparagdo com a neoplasia
colonica hereditaria (progressdo entre 8 a 17 anos); tumores com surgimento
preferencial em colon direito (60-70%), de forma mais precoce (por volta dos 45
anos de idade) e com taxa aumentada de tumores metacrénicos e sincrénicos
(20%); presenca de tumores extracolonicos, como endométrio, ovario, estémago,
intestino delgado e trato urinario, em pacientes portadores da mutagdo germinativa.
6,9,34,35,36

Em decorréncia da auséncia de sinais clinicos que possam predizer a

suscetibilidade a SL, a histéria familiar tem sido o método principal em identificar
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pacientes de risco. Nos paises em desenvolvimento, os baixos orcamentos tornam o
uso da historia familiar (HF) importante para a triagem dos pacientes oncolégicos
para as formas hereditarias, por ser uma estratégia de baixo custo e uma ferramenta
de avaliacao de risco. A limitacdo desta forma de rastreio se encontra em reconhecer
a predisposicao hereditaria ao CCR pela populacdo geral e entre médicos em todos
0s niveis de atengao a saude. 38.10,34,36,37
Desse modo, a literatura fornece alguns parametros para identificagao clinica
de SL, sendo um deles conhecido como critérios de Amsterdam I, chamado também
de Amsterdam modificado, que corresponde a:15:10.22
1. Trés ou mais parentes com confirmagéao histoldgica de neoplasia associada a SL
(CCR ou cancer de endométrio, estdbmago, intestino delgado, hepatobiliares,
ureter ou pelve renal), um paciente acometido deve ser parente de primeiro grau
dos outros dois; Polipose Adenomatosa Familiar excluida em qualquer dos casos
de CCR.

2. Duas ou mais geragdes sucessivamente acometidas;

3. Um ou mais individuo afetado com diagndstico em idade inferior a 50 anos.

Os pacientes que preenchem os critérios de Amsterdam Il (AM) devem ser
testados para identificar defeitos nas proteinas MMR no intuito de caracterizar SL.
Defeitos no sistema MMR levam a acumulo de erros nos microssatélites. Essas
regides podem ser utilizadas como um biomarcador para avaliar a perda de
atividade do sistema MMR em células tumorais. As formas de analise mais utilizadas
para analise sao Instabilidade de Microssatélite (MSI) e Imunohistoquimica (IHQ)
das proteinas MMR. 7.22.28,38,39,40,41

A IHQ ¢é utilizada para avaliar diretamente a expressao das quatro proteinas
MMR mais relevantes (MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2). A auséncia de expressao de
proteina no tecido tumoral € uma alternativa rapida, reprodutivel e altamente
especifica e sensivel para MSI, e tem a vantagem de sugerir qual gene ou genes
podem ser defeituosos. Tumores que demonstram uma coloragdo ausente para
qualquer uma dessas quatro proteinas sdo considerados como tendo disfungao nas
proteinas MMR do DNA como resultado de mecanismo epigenético, somatico e/ou
germinativo de inativagao genética. 22.28:42.43.44

Tumores com mutagdes ou metilagcdo no gene MLH1 geralmente apresentam

auséncia de expressao de MLH1 e PMS2, porque a estabilidade de PMS2 depende
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da capacidade de formar um complexo com MLH1. Da mesma forma, um tumor com
MSH2 defeituoso geralmente mostra auséncia de expressdo para MSH2 e MSH6.
Quando os defeitos ocorrem em MSH6 ou PMS2, a auséncia de expressao ocorre
de forma isolada. No entanto, a sensibilidade da IHQ para MMR ¢ limitada pelas
caracteristicas tumorais, pelas caracteristicas de desempenho de diferentes
anticorpos e pela possibilidade de que algumas variantes patogénicas nos genes

MMR possam resultar em proteinas funcionalmente inativas, mas antigenicamente

intactas. 42 43,44, 45, 46,47

Figura 4 - Investigagéo positiva através da IHQ em MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2
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Fonte: Li Y, 2022.

Essa instabilidade gendmica (instabilidade de microssatélites) representa uma
caracteristica marcante da Sindrome de Lynch. Devido as alteracbes nos genes
MMR, os portadores da SL podem n&o apresentar a expressao da proteina MMR
correspondente na avaliagao por IHQ. O teste de IHQ no tumor colorretal tem uma
sensibilidade e especificidade de 94% e 88%, respectivamente, e é altamente
correlacionado com o status MSI. Estima-se que 50% das mutagbes na SL
encontram-se em MLH1, 40% no gene MSH2, 7% -10% no gene MSHG6, 5% no gene
PMS2 e 1-3% EPCAM. Mutagées no MSH2 levam a um risco significativamente
aumentado de neoplasia extra-colénica. 4.5.9.10.22,28

Aproximadamente 15% dos tumores colorretais esporadicos, apresentam MSI

devido a inativacdo na fungcdo do MLH1 por metilagdo na regido promotora da
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proteina. A comprovacado da hipermetilacdo pode ser realizada diretamente através
do teste na regido promotora em MHL1, com alto custo envolvido, ou, de forma
indireta, através da avaliagdo da mutacdo BRAF V600E, que esta intimamente
associada a metilagdo somatica em MLH1. A presenca da mutacédo em BRAF sugere
cancer colorretal esporadico entre 80-90% dos casos.9.28:41.48

A IHQ sempre foi reconhecida como melhor programa para rastreio de SL, em
relacdo a custo-efetividade. Alguns estudos demonstram que o critério de selegao
mais rigido (Amsterdam |l) apresentou maior probabilidade de identificar alteracées
na linhagem germinativa quando comparado com o uso do critério Bethesda. No
entanto, em uma populacédo geral, os critérios de Amsterdam estdo associados a
baixa sensibilidade (28 - 45%) e especificidade (46 - 68%%) para diagndstico
através de IHQ. 22.38,39,40.41

A evolugdo na compreensdao da base genética do cancer, composto por
alteragdes cumulativas no genoma das células somaticas, foi decorrente do
progresso na tecnologia de sequenciamento de DNA. Este processo esta
redesenhando o grau de entendimento do tumor, movendo-o de um fundamento
histolégico para um fundamento genético.48:49.50

O diagndstico molecular de Sindrome de Lynch era realizado por meio da
técnica de sequenciamento Sanger. Entretanto, limitagdes desta técnica a tornam
menos custo-efetiva, devido a sua reduzida capacidade de geragcéo de dados. Tais
dificuldades impediam a incorporagado do diagndstico génico de Lynch na pratica
clinica, principalmente por ser uma técnica laboriosa e dispendiosa.8.38.40.41

As abordagens de sequenciamento de nova geragcdo (NGS) sdo mais
sensiveis do que os métodos de Sanger e podem detectar mutagdes somaticas
mesmo quando estdo presentes apenas em um subconjunto de células tumorais.
Além disso, essas novas estratégias de sequenciamento sdo quantitativas e podem
ser usadas para determinar simultaneamente a sequéncia de nucleotideos e
variagdes no numero de copias. 48:49.50,51,52

O sequenciamento completo do genoma do cancer tem um enorme potencial
para detectar todos os principais tipos de mutacbes somaticas presentes em
tumores malignos. Esse amplo repertério de anormalidades gendmicas inclui
alteragbes de nucleotideos unicos, pequenas insergcdes e delegcdes, grandes

reorganizagdes cromossémicas e variagdes no numero de cdpias.49.53.54
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Os métodos atuais de preparacao envolvem primeiro o corte aleatério do DNA
genbmico em fragmentos menores, sendo separados em pares. Em seguida, cada
cadeia de DNA é amplificada por reagdo de polimerase em cadeia (PCR) para
preparar um molde a ser analisado. Uma vez preparados, os moldes sao fixados a
uma superficie sélida em locais separados espacialmente, permitindo que milhares a
bilhdes de reagdes de sequenciamento de nucleotideos sejam realizadas
simultaneamente. Por fim, a extraordinaria quantidade de dados liberados dessas
plataformas de sequenciamento de nucleotideos €& armazenada, montada e
analisada usando poderosas ferramentas bioinformaticas desenvolvidas em paralelo
com a tecnologia NGS.48.54,55,56,57

A utilizagdo do NGS para o diagnodstico de cancer hereditario aumentou
dramaticamente nos ultimos 4 anos devido a capacidade aumentada de geracéo de
dados, tornando-o mais atrativo e de melhor custo-beneficio, devido a uma reducéao
de mais de 10.000 vezes nos custos de sequenciamento. O NGS confere, ainda,
maior velocidade ao processo de obtencdo de dados e detém a capacidade de
realizar a leitura completa do gene, incluindo regiées promotoras e intrbnicas. Por
isto, torna a leitura mais ampla e informativa, sem desconsiderar aspectos
qualitativos. 59.60.61,62

Especialmente desafiadora é a realizagdo do diagndstico definitivo dos
pacientes portadores de SL, levando a peregrinagdes dentro do sistema de saude,
com grande atraso e consequente aumento de morbidade e mortalidade.
Recomenda-se, em familias candidatas a estudos genéticos, uma pré-selecéo por
meio de histéria familiar no intuito de aumentar o sucesso na descoberta de
mutacdes em pacientes com SL, analise pela IHQ e no teste de mutagdes na linha
germinativa, além de economizar tempo e custo nos estudos. 62.63.64

O teste genético germinativo pode ser considerado em pacientes que
preenchem os critérios de Amsterdam Il, independentemente do status das proteinas
MMR na IHQ, mesmo ao considerar limitagdes de sensibilidade e especificidade dos
critérios clinicos, que levam a orientagcdo de triagem molecular universal do CCR
com IHQ (figura 4). Caso todos os critérios clinicos de Amsterdam Il forem atendidos
em conjunto com a perda da expressao da proteina MMR, a probabilidade de
detectar uma mutagdo germinativa aumenta significativamente para

aproximadamente 70% a 80%.41.48
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Figura 5 — Algoritmo para diagnéstico molecular de Sindrome de Lynch
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Fonte: Stjepanovic N, 2019 (adaptado).
CRC: céancer colorretal; MSI: instabilidade de microssatélites.

Devido a maior utilizagdo do NGS em diagnéstico genético de doencgas
complexas e de cancer hereditario, o custo dessa abordagem tem se tornado mais
econdmico, mesmo quando IHQ é usado para identificar proteinas ausentes, devido
a sua maior sensibilidade e especificidade para identificar probandos da SL, além
das recentes atualizagbes no progndstico e tratamento guiados pelas caracteristicas
moleculares28.33.61.62

Dados os fendtipos sobrepostos das sindromes de cancer de alta
penetrancia, juntamente com a sensibilidade limitada de usar apenas critérios
clinicos, uma abordagem através do NGS para o diagndstico da SL permite um
diagnostico mais preciso, diminuindo tempo e potencialmente reduzindo os custos
de investigagdo no intuito de reduzir significativamente a incidéncia de tumores

associados a SL e a taxa de mortalidade de familiares.48.65.66.67
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2. OBJETIVOS

GERAL: Avaliar a correlagdo da IHQ e sequenciamento NGS para diagnostico de SL

entre os pacientes que preenchem critérios clinicos de Amsterdam ||

ESPECIFICOS:

1) Comparar a aplicagdo da IHQ para proteinas MMR (MLH1, MSH2, MSH6,
PMS2) para diagndstico de Sindrome de Lynch dos pacientes que preencham

os critérios de Amsterdam II;

2) Comparar a aplicacédo do NGS para diagnéstico de Sindrome de Lynch dos

pacientes que preencham os critérios de Amsterdam II;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Tipo e Local de estudo:

Trata-se de pesquisa observacional, transversal, com amostra constituida por
pessoas com diagnéstico de CCR cadastradas no Programa de Céancer Hereditario
do Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP). Estes pacientes foram selecionados
para consulta ambulatorial no HCP com médico oncogeneticista para inclusdo no
“‘Projeto Genomas Raros: aplicagdo da genbmica para o diagndstico de doengas

raras e do risco hereditario de cancer no Brasil, em servigos publicos de saude”.

3.2. Critérios de inclusao:

Pacientes, de ambos os sexos, com idade entre 18 e 70 anos no momento do
diagndstico de cancer colorretal, cadastrados no “Projeto Genomas Raros: aplicagao
da gendmica para o diagndéstico de doencgas raras e do risco hereditario de cancer
no Brasil, em servigos publicos de saude” que preencham critérios clinicos de

Amsterdam Il para Sindrome de Lynch.

3.3. Critérios de exclusao:

- Casos de polipose adenomatosa familiar (PAF)

- Pacientes que nao assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

- Pacientes cadastrados no Programa de Cancer Hereditario sem contato efetivo (e-
mail, ligagdo, mensagem por aplicativo, mensagem de texto ou telegrama) para

inclusdo no Projeto Genomas Raros.

3.4. Procedimentos Eticos

O inicio da pesquisa foi condicionado a aprovagao deste protocolo pelo
Comité de Etica em Pesquisa. Todos os individuos, ou seus responsaveis, que
aceitaram participar desse estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com registro CAAE 43517921.8.0000.5205 / Numero do Parecer (HCP):
4.596.155.
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Submeteram-se a investigacdo diagnostica, em todos os pacientes que
preencheram os critérios clinicos de Amsterdam Il para SL e que foram cadastrados
no “Projeto Genomas Raros”, através da coleta com material especifico de sangue
periférico (5 mL de cada paciente) e envio, através de logistica pré-determinada pelo
projeto, ao Hospital Israelita Albert Einstein / PROADI-SUS no qual a extragdo de
DNA genémico foi efetuada.

A investigacdo do diagnéstico especifico consistiu na obtengcdo, em todos os
pacientes diagnosticados com SL com critérios de Amsterdam II, dos seguintes
materiais: (a) bloco de parafina contendo tumor colorretal — a partir de pega cirurgica
e, se possivel, tecido colénico normal adjacente para analise imunohistoquimica; (b)
DNA genbmico extraido de sangue periférico; (c) dados clinicos e (d) heredograma
de no minimo trés geragdes.

Para a publicagdo dos resultados dessa pesquisa, foram respeitadas as
normas da Resolucdo 466/2012 da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP). Os procedimentos acima mencionados ndo implicam em risco a saude
dos pacientes. As informagdes pessoais e familiares foram armazenadas em
conformidade com as normas de sigilo médico vigentes e ndo poderao ser utilizadas
para propositos diferentes dos que foram explicitamente estabelecidos.

Os beneficios advindos desta pesquisa sao de ordem individual, para os
individuos com SL e coletiva. De forma individual, o reconhecimento da etiologia
permitiu o aconselhamento genético com estimativa de risco de recorréncia
especifico. Além disso, o conhecimento do diagndstico exato permitiu uma terapia
adequada, com melhores desfechos no longo prazo. No ambito coletivo, o beneficio
€ o reconhecimento das especificidades da SL na populagdo de Pernambuco no
intuito de obter avangos continuos para a aplicagdo de medicina de precisao e

aprimorar os recursos oferecidos pelo SUS.

3.5. Procedimentos Técnicos

O exame de IHQ foi realizado no laboratério de Anatomia Patolégica do
Hospital do Cancer de Pernambuco. A deteccdo dos produtos protéicos dos genes
MSH2, MSH6, MLH1 e PMS2 pela técnica de imunohistoquimica foi realizada de
acordo com o protocolo descrito por Kim et al (2003), utilizando os anticorpos
monoclonais contra as proteinas MLH1 (Mouse Anti-MLH1 Clone 14, Zymed), MSH2
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(Mouse Anti-MSH2 Clone FE11, Zymed), MSH6 (MOUSE Anti- MSH6 Clone 44,
Zymed) e PMS2 (Mouse Anti-PMS2 Clone A16-4, BD Pharmingen).24

O tecido normal adjacente ao tumor foi utilizado como controle positivo.
Coloragao nuclear positiva foi definida como: (i) Padrao 1: <56% de coloragéo
nuclear; (ii) Padrédo 2: 25% <10% de coloragdo nuclear; (iii) Padrao 3: >10% de
coloragao nuclear. Expressédo negativa da proteina definida pela completa auséncia
de coloragao nuclear no tecido tumoral (Padrao 4, denominado de “lost”). As laminas
de IHQ foram analisadas por médicos patologistas.

A extragdo de DNA gendmico foi efetuada a partir de uma amostra de 5 ml de
sangue periférico de cada paciente, coletada em EDTA utilizando o kit fornecido pelo
Hospital Israelita Albert Einstein / PROADI-SUS. O DNA foi extraido no Hospital
Israelita Albert Einstein e submetido a sequenciamento de nova geragdo na
plataforma lllumina, apds fragmentacdo mecéanica e um protocolo PCR-free. Os
dados foram processados para chamada de variantes (SNVs, pequenas indels) e
analise de numero de copias (CNV) para grandes delec¢des e duplicagdes exdnicas
no Pipeline Genomika-Einstein. A cobertura média esperada € de acima de 99% das
bases com profundidade acima de 30x nos exons e 5pb de regido intrénica
adjacente, além de outras regides nao-codificantes especificas conhecidamente
causadoras de fendtipos clinicos relevantes até o momento do desenho do ensaio.
Genes com cobertura inferior a 98% sao devidamente informados na se¢ao de
genes analisados. A numeragdo da variante foi realizada através do transcrito de
referéncia a partir da base A do cddon de iniciacdo ATG alinhado contra o0 genoma
de referéncia GRCh38/hg38. A classificagao de variantes foi efetuada de acordo com
os critérios do Colégio Americano de Gendmica e Genética Clinica (ACMG) e

seguindo as atualizagdes do work group do ClinGen.

3.6. Amostra:

Amostra constituida por 217 familias com diagnéstico de CCR cadastradas no
Programa de Cancer Hereditario do Hospital de Cancer de Pernambuco. Dentre
estes pacientes, foram selecionados 40 casos no qual foi possivel a identificacdo de
critérios de Amsterdam Il para Sindrome de Lynch. Estes pacientes foram
selecionados para consulta ambulatorial com médico oncogeneticista para inclusao

no “Projeto Genomas Raros: aplicagdo da gendmica para o diagnéstico de doengas
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raras e do risco hereditario de cancer no Brasil, em servicos publicos de saude”, no
qual foi possivel a confirmacao dos critérios clinicos de Amsterdam Il para Sindrome
de Lynch, seguido da aplicagdo do TCLE e coleta de sangue periférico para envio
para andlise no Hospital Israelita Albert Einstein / PROADI-SUS, no qual a extragao
de DNA gendmico foi efetuada.

Dentre os 40 pacientes selecionados inicialmente, n&o foi possivel
estabelecer contato em oito casos; em seis, os pacientes nao preencheram o TCLE
ou ndo quiseram participar da pesquisa; em seis casos, ha resultados de NGS
pendentes, devido a imprevisto prolongamento da entrega de resultado do

sequenciamento genético.

3.7. Testes estatisticos usados:

Para analisar os dados, foram utilizadas as técnicas de estatistica descritiva e
de estatistica inferencial. As técnicas de estatistica descritiva envolveram as
distribuicdes absolutas, percentuais, as medidas estatisticas: média, desvio padrao e
coeficiente de variagao. As variaveis numéricas estdo representadas pelas medidas
de tendéncia central e medidas de dispersdo. As técnicas de estatistica inferencial
corresponderam aos testes estatisticos: teste exato de Fisher para variaveis
categoricas e Teste t Student para dados pareados.

A verificagdo da hipotese de normalidade dos dados foi realizada através do
teste de Shapiro-Wilk para variaveis quantitativas. Ressalta-se que a escolha dos
testes Exato de Fisher para variaveis categéricas e Teste t Student (Distribuicdo
Normal) para dados pareados foi devido ao numero de observagdes e a verificagao
da hipétese de normalidade das variaveis de interesse (MLH1, MSH2, MSH6 e
PMS2), com os respetivos intervalos de confianga de 95%.

A concordancia entre a IHQ e NGS em pacientes com SL que preenchiam
critérios de Amsterdam |l foi avaliada de acordo com o indice de Kappa, conforme

quadro abaixo.
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Quadro 1 - Interpretacao dos valores de Kappa

Values of Kappa Interpretation
<0 Sem acordo
0-0.19 Correlagédo Ruim
0.20-0.39 Correlagao Mediana/ Razoavel
0.40-0.59 Correlagao Moderada
0.60-0.79 Correlagao Substancial
0.80-1.00 Correlacédo Quase Perfeita

Fonte (adaptado): Landis JR, Koch GG. The measurement of observer agreement for categorical

data. Biometrics 1977; 33: 159-174

Os resultados estdo apresentados em forma de tabelas e figuras com suas
respectivas frequéncia absoluta e relativa. A margem de erro utilizada nas decisdes
dos testes estatisticos foi de 5%. O programa eleito para digitacdo dos dados e
obtencao dos calculos estatisticos foi o SPSS® (Statistical Package for the Social

Sciences) na versao 29.0 para macOS e Excel 365.
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4. RESULTADOS

Foram avaliados 20 pacientes com o resultado da IHQ e NGS. A idade média,
no momento do diagndstico do cancer colorretal, foi de 46 anos, variando entre 20

(idade minima) e 64 anos (idade maxima), com desvio-padrao + 11,1 anos.

Figura 6 — Idade (em anos) ao diagnéstico do cancer colorretal

40

Em relagéo a distribuicdo conforme o género, ha maior frequéncia de cancer

colorretal entre a populacao feminina (65%), conforme tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicdo da frequéncia conforme género.

Género Frequéncia Porcentagem
Masculino 7 35
Feminino 13 65

Total 20 100.0
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Em relagdo a avaliagdo imunohistoquimica do tecido tumoral, foram
observados dez pacientes com presenga de expressao das proteinas MMR (50%) e
auséncia de expressao da proteina MMR em 10 pacientes (50%), conforme tabela 2.
Dentre os pacientes com auséncia de expressdo, em um caso foi observada em
MLH1 (10%), um em MSH2 (10%), um em PMS2 (10%), além de auséncia de
expressao associadas entre MLH1 e PMS2 em trés casos (30%) e quatro entre
MSH2 e MSH6 (40%), de acordo com grafico 1.

Tabela 2 — Distribuicdo da IHQ conforme frequéncia

IHQ Frequéncia Porcentagem
Presenca de Expressao 10 50
Auséncia de Expressao 10 50

Total 20 100.0

Grafico 1 — Avaliagéo da IHQ do tecido tumoral

MSHZ_MS%

MLH 1_PM§

PMS2

IHQ

MSH2

MLH1

ESTAVEL

6 8 10

Frequéncia

O sequenciamento genético (NGS) obteve 12 (60%) resultados negativos
para Sindrome de Lynch dentre os pacientes que preenchiam critérios clinicos de
Amsterdam |l. Dentre os oito resultados positivos para SL, em quatro deles foi
encontrada variante patogénica em MLH1 e em quatro, variante patogénica em
MSH2, conforme tabela 3.
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Tabela 3 — Distribuicdo do sequenciamento genético (NGS) conforme frequéncia.

NGS Frequéncia Porcentagem
Negativo 12 60

MLH1 20

MSH2 4 20

Total 20 100.0

Ao analisar a tabela 4, identificamos a presenca de um valor de Kappa
estatisticamente significante. O coeficiente obtido foi de 0,510, indicando uma
concordancia moderada entre IHQ e NGS. Houve correlacdo entre IHQ e NGS em
14 casos, ocorrendo em 6 (30%) uma confirmagao diagndstica da IHQ pelo NGS e
em 8 casos (40%), verificou-se uma excluséo diagnédstica de SL pela IHQ e NGS.

O valor preditivo positivo da IHQ foi de 60% e o valor preditivo negativo da
IHQ foi de 80% em pacientes com critérios clinicos de Amsterdam II. A confirmagé&o
de SL através de NGS ocorreu em 8 casos (40%) com critérios clinicos de
Amsterdam Il. A analise também permitiu inferir que em 6 (30%) casos houve
discordancia entre IHQ e NGS, principalmente através da auséncia das proteinas de
reparo MMR (4 casos), mas com NGS sem identificacdo de variantes patogénicas

nos genes MMR.

Tabela 4 — Correlagéo entre imunohistoquimica (IHQ) e sequenciamento genético (NGS).

IHQ
Variaveis Positivo Negativo Kappa p-valor
Kappa
n (%) n (%)
NGS
Positivo 6 (30,0) 2(10,0) 0,510 0,017

Negativo 4 (20,0) 8 (40,0)
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A tabela 5 permite a descricao da IHQ com presenga das proteinas de reparo
de DNA, na qual sdo observados dois casos (10%) em que ocorreu a confirmagao
de variante patogénica do gene MMR para SL, em MLH1. A analise da tabela 5
corrobora que, dentre os 10 pacientes com IHQ com auséncia de expressao das
proteinas MMR, em seis casos foram identificadas variantes patogénicas pelo NGS,
sendo dois casos com auséncia de expressao de MLH1 e quatro com auséncia de

expressao de MSH2.

Tabela 5 — Correlacao entre as proteinas MMR na imunohistoquimica (IHQ) e genes MMR pelo
sequenciamento genético (NGS).

IHQ Total
Estavel | MLH1 | MSH2 | PMS2 | MLH1 + | MSH2 +
PMS2 | MSH6
. 8 1 1 2 12
Negativo | 450/ 0 5% | %) | (10%) 0 (60%)
NGS
2 1 1 4
MLET 4 (10%) | (5%) 0 0 (5%) 0 (20%)
4 4
MSH2 0 0 0 0 0 2o | @00
Total 10 1 1 1 3 4 20
50%) | %) | %) | &%) | (15%) | 20%) | (100%)

Dentre os 10 pacientes com IHQ com auséncia de expressdo das proteinas
MMR, em quatro casos nao houve identificagdo de variantes patogénicas pelo NGS,
sendo dois casos com auséncia de MLH1/PMS2, um em PMS2 e um em MSH2.
Conforme evidenciado no quadro 1, dentre estes 4 casos, em 2 foram observadas
variantes de significado incerto (VUS), que irdo requerer investigagao adicional. Nos
dois casos em que ocorreu a confirmagdo de variante patogénica do gene MMR
para SL, em MLH1, com IHQ com presenga da expressao das proteinas de reparo
do DNA, ressalva-se que as variantes patogénicas sao decorrentes da mesma

grande delecao.



33

Quadro 2 — Relagao entre IHQ e resultado do sequenciamento genético (NGS)

IHQ NGS Variante

. MLH1: Seq[GRCh38] del(3)(p22.1p22.2)
Estavel MLH1 NC_000003.12:g.(37047963 37059588)del
Estavel Negativo -

Estavel Negativo -
Estavel Negativo -
MLH1 MLH1 MLH1: c.860del p. (Asn287Thrfs*10)
Heterozigose
MLH1 MLH1 (VUS): ¢.4484G>T p.(Arg1495Met)
MLH1 (VUS) Heterozigose + ¢.1731+3A>C p.(?)
PMS2 Heterozigose
MSH2: Seq (GRCh38) del (2)(p21p21)
MSH2 MSH?2 NC_000002.12:g. .
(47427877_47430683)del Heterozigose +
MSH6 MSH@ (VUS) MSH6 (VUS): ¢.253C>T p.(Pro85Ser)
Heterozigose
MLH1 MSH6 (VUS): ¢.3598A>G p.(lle1200Val)
PMS2 MSHE (VUS) Heterozigose
MSH2 MSH2 MSH2: Seq[GRCh38] del(2)(p21p21)
NC_000002.12:9.(47427877_47430683)del
MSH6 MSHG (VUS) + MSH6 (VUS): ¢.3598A>G:p.(lle1200Val)
Estavel Negativo -
Estavel Negativo -
MSH2 MSH2 MSH2: ¢.2181dup p.(Glu728") Heterozigose
+ MSH6 (VUS): ¢.2752C>T p.(His918Tyr)
Estavel Negativo -
MLH1 MLH MLH1: ¢.2087delC (p.L697Sfs*83) no Exon
PMS2 18 em heterozigose
Estavel Negativo -
Estavel Negativo -
PMS2 Negativo -

. MLH1: Seq[GRCh38] del(3)(p22.2p22.2)
Estavel MLH1 NC_000003.12:g.(37047963 37059588)del
MSH2

MSH2 MSH2: c.1787dup:p.(Asn596Lysfs*2)
MSH6
MSH2 Negativo -
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5. DISCUSSAO

A Sindrome de Lynch, disturbio autossémico dominante, é a forma mais
comum de CCR hereditario, com estimativa de 1 caso de SL a cada 35 diagnosticos
de CCR, tendo incidéncia ligeiramente maior na populagao feminina. Em relagdo a
distribuicdo conforme o género no estudo, ha maior frequéncia de cancer colorretal
entre a populacéo feminina (13 casos / 65%) do que na masculina (7 casos / 35%),
segundo a pesquisa atual, o que ratifica dados da literatura mundial e nacional tanto
em relagcdo a CCR quanto a SL.7.9.67,68,69,70,71

Foram avaliados 20 pacientes no presente estudo, com idade média, no
momento do diagnostico do cancer colorretal, foi de 46 anos de idade, variando
entre 20 anos (idade minima) e 64 anos (idade maxima), o que corrobora a
literatura, que define idade média entre 32 e 45 anos no diagndstico de CCR, em
portadores de SL, sendo o desenvolvimento mais precoce, entre 20 e 25 anos de
idade, nas mutagdes em MLH1/MSH2, apresentando menor frequéncia de detecgao
de CCR em menores de 35 anos, na presenca das mutacbes em MSH6/PMS2.
6,48,65,69,70

A selecao destes pacientes para teste genético ainda € um grande problema.
Os critérios clinicos utilizados demonstram baixa sensibilidade, podendo deixar sem
diagndstico entre 39 - 50% dos casos.519.20 A Sindrome de Lynch é caracterizada por
mutacdes germinativas heterozigoticas em genes MMR (MLH1, MSH2, MSH6,
PMS2 ou EPCAM), reduzindo a capacidade de reparo de pares de bases
incompativeis durante a divisdo celular, predispondo ao desenvolvimento de cancer
ao longo da vida. H& uma estimativa populacional de 1 caso de alteragéao
(patogénica ou nao-patogénica) em qualquer proteina MMR a cada 279 pessoas.
6,22,72,73

A auséncia de expressdao de MLH1 e MSH2 representa aproximadamente
70% dos casos de sindrome de Lynch identificados por IHQ. No estudo realizado,
em relacdo a IHQ em pacientes que preenchem critérios de Amsterdam Il, observou-
se dez casos (50%) com presenga de expressao das proteinas MMR; quatro casos
(20%) de auséncia de expressao das proteinas MMR em MLH1 de forma isolada ou

associado a PMS2; cinco casos (25%) em MHS2 de forma isolada ou associado a
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MSH6 e um caso em PMS2 de forma isolada (5%). Houve uma correlacdo dos
dados com a literatura, assim como a correlagdo das perdas de expressao na IHQ
conjuntas em MSH2/MSH6 e MLH1/PMS2, visto que MLH1/PMS2 e MSH2/MSH6
formam heterodimeros, correspondendo a conjuntos obrigatérios para atuagéo no
processo de reparo. Perdas de expressao na IHQ em MLH1 resultam em perda
entre MLH1 e PMS2, assim perda em MSH2 desencadeia a perda entre MSH2 e
MSH6, no entanto, a mutacdo em MSH6 ou PMS2 desencadeia auséncia de

expressao de MSH6 ou PMS2 de forma isolada.22.28.72,73,74

Figura 7 — Relagdo entre resultado IHQ e gene MMR com variante patogénica para Sindrome de

Lynch

RESULTADO IHQ GENE COM CONTEXTO
DEFEITO
Perda de MLH1 e PMS2 MLH1 LS ou esporadico
Perda de MSH2 e MSH6 MSH2 LS
Perda Isolada de MSH6 MSH6 LS
Perda Isolada de PMS2 PMS22 LS

4 perda isolada do PMS2 pode estar relacionado a anormalidade do gene MLH1

No estudo atual entre os pacientes que preenchem critérios de Amsterdam I,
50% dos casos apresentam alteracbes nas proteinas de reparo do DNA, mas
apenas 40% dos casos sao caracterizados como SL pelo diagnéstico molecular. De
acordo com os dados de estudos realizados em outros centros nacionais, pode
ocorrer falha no diagndstico entre 33% e 47% dos casos de SL que preenchem
critérios de Amsterdam Il. Dentre os oito casos positivos, ha quatro casos de NGS
com mutacdo em MLH1 (50%) e quatro casos (50%) com mutagdo em MSH2.
Houve 12 casos sem confirmacdo diagnostica de Sindrome de Lynch, conforme
tabela 4. Conforme a literatura, dentre as mutacdes que envolvem o CCR associado
a SL, 80 a 90% dos casos no Brasil envolvem mutacdo em MLH1 ou MSH2, estando
presente em torno de 50% dos casos em MLH1 e, aproximadamente, 40% dos

casos em MSH2, sendo 10-20% relacionado a MSH6 / PMS2. Em paciente que
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preenchem critérios clinicos de Amsterdam Il, ha maior sensibilidade na mutacdo em
MLH1 (97%).9.22.67.68,75,76,77

Dentre os resultados disponiveis, a correlacdo entre os dois métodos
diagndsticos avaliados (IHQ e NGS) pode ser estabelecida de forma moderada,
estatisticamente significante (p = 0.017), conforme tabela 4. Houve correlagéo entre
IHQ e NGS em 14 casos, ocorrendo em 6 (30%) uma confirmacgao diagndstica da
IHQ pelo NGS. Com o advento do NGS, os testes para detecgdo de SL tornaram-se
mais importantes para identificacdo dos pacientes, direcionar tratamento e para
segregar membros da familia para vigilancia ativa, de forma mais efetiva, com
diminui¢ao progressiva dos custos. 22.28,70,72,77,78

Em 4 casos (20%), a IHQ demonstrou alteragdo nas proteinas MMR, na qual
nao foi encontrada uma variante patogénica pelo NGS. O valor preditivo positivo da
IHQ, neste relato, foi de 60% e o valor preditivo negativo da IHQ foi de 80% em
pacientes com critérios clinicos de Amsterdam Il. Para avaliacido das proteinas de
reparo por IHQ, todas as quatro proteinas MMR devem ser testadas, com
sensibilidade de 83% e especificidade de 89%, valor acima do que foi encontrado no
presente relato. Embora a triagem dos tumores colorretais com IHQ apresente-se
como ferramenta importante para identificar portadores de SL, sua eficacia é
inerentemente limitada a individuos que foram afetados realmente pelo cancer, com
amostra do tumor disponivel. 28.48,69.70,77,78

Essas especificidades em relagao a interpretacdo dos resultados de IHQ séo
de grande importancia, ja que tem uma repercussao pratica em relagdo as
estratégias usadas para o diagnéstico molecular, e devem ser avaliadas sempre com
muita precaugao.33.34Portadores de CCR por SL tém risco aumentado para um
segundo cancer primario nos seguintes sitios: endométrio, estdbmago, ovario,
intestino delgado, ureter e pelve renal, vias biliares, cérebro e alguns tipos de
tumores de pele. Estas lesdes podem ser prevenidas ou detectadas precocemente
se a condicdo de portador de SL for reconhecida. Ha, também, risco aumentado
para cancer em parentes de geragbes proximas ao dos portadores de SL, que
podem ser identificados precocemente no intuito de prevenir o CCR, por meio de
colonoscopia precoce, além de vigilancia intensiva para detectar ou prevenir os

outros canceres relacionados a SL.861.69,74
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Observando-se o quadro 1, ha cinco casos de VUS: 4 em MSH6 e 1 em
MLH1. Em relagdo a VUS, presentes em até 40% dos estudos por NGS, a variante
geralmente abrange a substituicdo por aminoacido unico, que, a priori, ndo podem
ser classificadas como patogénica ou benigna. O status de VUS nao permite a
estratificacdo do probando e sua familia como baixo ou alto risco. 22.28.48,70,79

Estudos indicam uma incidéncia de VUS em 31% de resultados com MLH1,
28% em MSH2, 47% em MSH6 e 26% em PMS2. O presente relato corrobora,
parcialmente, com os dados da literatura vigente. O caso portador de VUS em
MLH1, ocorreu dentre os 4 casos sem correlacdo entre IHQ e NGS. Neste caso, a
pesquisa da mutagcdo somatica para o BRAF V600E devera ser realizada para
afastar os casos de hipermetilacdo na regido promotora, encontrada em
aproximadamente 15% dos casos de céanceres do tipo esporadico. Em caso de
resultado negativo, a Sindrome de Lynch sera confirmada e podera ser requerida a
alteracdo da variante de significado incerto para patogénica, de acordo com os
critérios do Colégio Americano de Gendmica e Genética Clinica
(ACMG)_22,28,48,70,79,80

Apesar de trabalhos anteriores relatarem uma porcentagem minima de 5% de
casos da Sindrome de Lynch atribuidos ao MSHG6, nesse trabalho n&o foi identificado
nenhum individuo com mutagdo comprovadamente patogénica nesse gene. Esse
resultado pode ser decorrente do tamanho amostral ou como relatado anteriormente,
da maior prevaléncia de VUS em MSH®G. Os critérios clinicos de Amsterdam, usados
para identificacdo clinica de individuos com SL, parecem sao ser adequados para
identificar portadores de mutagdes em MSHG6, visto que tumores com perda da
expressao em MSHG6 sao explicados por MSH2, percebe-se que nem sempre a IHQ
€ suficiente para um direcionamento correto para posterior analise genética,
principalmente para o gene MSH6, ja que sua expressao é fortemente dependente
de MSH2.19,48,70,80

Atualmente, duas abordagens principais estdo disponiveis para identificar
individuos e familias com risco para SL: 1. Abordagem chamada de critério universal
(todos os casos de cancer colorretal); 2. Abordagem alvo (baseada na idade ou
critérios de histéria familiar em pacientes com risco aumentado), seguidos por

confirmagdo com teste genético, visto que as anormalidade na IHQ sdo apenas
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sugestivas de SL; para a confirmagao diagndstica é necessaria a identificacdo da
mutag&o no sequenciamento de genes.22.28,34,81

Ainda que a estratégia universal seja custo-efetiva, ela podera falhar em
identificar casos onde mutagdes nos genes de reparo interrompam a sua fungéo,
mas nao resulte em instabilidade de microssatélites, como visto nos casos de
mutacdées em MSH6 ou quando resultados de IHQ sdo normais apesar de uma
proteina MMR n&o funcionante (proteinas funcionalmente inativas, mas
antigenicamente intactas). 19.48.67.81

Nos dois casos em que ocorreu a confirmacado de variante patogénica do
gene MMR para SL, em MLH1, com IHQ com presenca da expressao das proteinas
de reparo do DNA, ressalva-se que as variantes patogénicas sdo decorrentes da
mesma grande delecdo. Grandes estudos nacionais e internacionais recentes
ressaltam que s&o encontradas variantes patogénicas da linhagem germinativa com
hipermetilagdo MLH1 somatica concomitante em 6% dos casos. Portanto, como
demonstrado no nosso estudo com 10% dos diagndsticos por NGS, ha a
possibilidade de falha no diagndstico de portadores da mutacdo germinativa do
MLH1 quando a hipermetilagdo somatica do MLH1 por IHQ é usada para descartar a
SL.11.22,28,67,68,70,82.

O cenario de testes complementares em série, iniciando com testes com
menor sensibilidade e especificidade ocasionam um manejo inadequado desses
pacientes, visto que ha um retardo no diagnostico definitivo e consequente aumento
de morbidade e mortalidade relacionadas a estas doengas. 2232343637 O NGS
permite um diagndstico mais preciso, diminuigdo do custo total com a investigagao
genética e do tempo total da jornada diagndstica. Além disso, o conhecimento do
diagnodstico exato pode permitir uma terapia adequada, com melhores desfechos no
longo prazo, permitindo uma medicina preventiva de precisdo. 10.11.41.48,69,74

Diante disto, a avaliagdo da qualidade dos métodos diagndsticos da Sindrome
de Lynch permite realizar uma comparagao entre os critérios de Amsterdam Il, IHQ e
sequenciamento NGS. Neste estudo, a inclusdo do sequenciamento completo de
genoma na investigacdo de individuos com SL permitiu a complementagdo e
expansdo da politica atual, aumentando a capacidade diagnostica e permitindo

avaliar a custo-efetividade dessa ferramenta em varios cenarios para uso no SUS.

2,3,37,64,66,67,83
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6. CONCLUSAO

A correlacao entre os dois métodos diagndsticos utilizados (IHQ e NGS) pode
ser estabelecida de forma moderada, indicada pelo coeficiente Kappa de 0,510, a

partir da triagem por critérios clinicos de Amsterdam II.
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APENDICE A - Ficha estruturada para coleta de dados clinicos,

imunohistoquimicos e moleculares

Identificagdo:

Iniciais do nome do paciente:
Sexo:

Data de nascimento:

Idade ao diagndstico da neoplasia:

Registro Hospitalar:

Heredograma (no minimo trés geragdes):

Preenche critérios de Amsterdam II: ( )sim ( ) ndo

LAUDO IHQ
Instabilidade microssatélites: () SIM (  )NAO
Auséncia de expressaode: ( )MLHI( )MSH2 ( )MSH6( )PMS2

LAUDO NGS

Descrigao:
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Apresentacao do Projeto:

O cancer colorretal (CCR) é um dos mais incidentes e de maior mortalidade no mundo para ambos os
sexos, com forte componente genético. Uma das formas hereditarias mais comuns é a sindrome de Lynch
(SL). SL é um distarbio hereditario autossémico dominante causado por mutagdes da linha germinativa em
um dos genes de reparo (MMR) - MLH1, MSH2, MSH6 ou PMS2. O inicio precoce da doenga e multiplos
tumores com instabilidade de microssatélites (MSI) sao tipicos nos pacientes afetados. Os protocolos atuais
sugerem, para o diagnéstico precoce, a triagem entre pacientes suspeitos de SL através de critérios clinicos
seguido de teste de mutacdes nas proteinas MMR, utilizando a detecc@o de MSI e imunoistoquimica (IHQ)
antes do teste genético. Todavia, o diagnéstico definitivo dos pacientes com suspeita de SL é desafiador, o
que provoca verdadeiras peregrinacdes dentro do sistema de salude, com grande atraso e consequente
aumento de morbidade e mortalidade relacionadas a esta

doenca. A realizacdo do sequenciamento de préxima geragdo (NGS) permite a obtengédo de dados de forma
mais ampla e informativa, sem desconsiderar aspectos qualitativos, levando a diminuigéo do custo total e do
tempo da jornada diagnostica da SL. O presente projeto pretende avaliar a relagao entre os critérios clinicos
de Amsterdam I, a IHQ e o sequenciamento NGS como forma de determinar a acuracia deles na
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante para Conhecimento da Sindrome de Lynch no Estado de Pernambuco e para

Qg

mo

comparagao da acuracia do Sequenciamento NGS em relagao a IHQ nos preenchedores de Amsterdam |I.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Termos de Apresentagao obrigatéria presentes de maneira clara, explicativa, com rigor cientifico e de facil
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detalhado. Para projetos com mais de um ano de execugao, é obrigatério que o pesquisador apresente a

este CEP, relatérios parciais das atividades desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua
aprovacao (item X.1.3.b., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).0 CEP deve ser informado de todos os eventos
adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N°
466/12). E papel do pesquisador assegurar todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento

adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e ainda, enviar notificagao a ANVISA -
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