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Abstract
Colorectal cancer (CRC) is the third cancer with the highest incidence in men

and the second in women worldwide.

In Portugal, according to Globocan, in 2012 the CCR presented an incidence of
7129 new cases and mortality in 3797 cases.

Most CRCs are the result of sporadic cases, with family cases corresponding to
10% to 30% - Randall W. Burt, (2000). Lynch syndrome (S.Lynch), Familial
Adenomatous Polyposis (PAF), and polyposis associated with the Mut Y homolog gene
(PMYH) are the three most frequent hereditary CCR types, corresponding to 5% of the
totality - Randall W. Burt , (2000).

S.Lynch is a hereditary non-polyposis CCR, due to an autosomal dominant
inheritance with high levels of microsatellite instability, caused by germline mutations
of the DNA mismatch repair (MMR) genes -MLH1 and MSH2, MSH6, PMS2 and, very
recently discovered, mutations of the EPCAM (Epithelial cell adhesion molecule) gene
that corresponds to 1-3% of the cases - Kuiper RP et al. (2013).

The use of the Amsterdam Il and/or Bethesda criteria makes it possible to
identify the families most likely to present S.Lynch for subsequent genetic testing.

This thesis presents a clinical case of a family that fulfills all the criteria of
Amsterdam Il and Bethesda. With a variety of neoplasms in the family tree - a very
aggressive phenotype with carcinomas of the colon, rectum, stomach and small bowel —
with negative classical germline mutations for S.Lynch, but with positive EPCAM
mutation and an increased prevalence of gastric cancer compared to the international
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Resumo
O cancro colorretal (CCR) € o terceiro cancro com maior incidéncia nos homens

e 0 segundo nas mulheres mundialmente.

Em Portugal, segundo dados da Globocan, em 2012 o CCR apresentou uma
incidéncia de 7129 novos casos e uma mortalidade em 3797 casos.

A maioria dos CCR sdo resultado de casos esporéadicos, sendo 0s casos
familiares correspondentes a 10% a 30% - Randall W. Burt, (2000). A Sindrome de
Lynch (S.Lynch), a Polipose Adenomatosa Familiar (PAF), e Polipose associada ao
gene Mut Y homolog (PMYH) séo os trés tipos de CCR hereditarios mais frequentes,
correspondendo a 5% da totalidade - Randall W. Burt, (2000).

S.Lynch é um CCR ndo-poliposo hereditario, por uma heranca autossomica
dominante com elevados niveis de instabilidade de microssatélites, causada por
mutacOes germinativas dos genes do tipo MismatchRepair (MMR) de ADN: - MLH1 e
MSH2, MSH6, PMS2 e, muito recentemente descoberto, por mutacdo do gene EPCAM
(Molécula de Adesdo Celular Epitelial) que correspondera a 1-3% dos casos - Kuiper
RP et al. (2013).

A utilizacdo dos critérios de Amsterdam Il e/ou Bethesda permitem identificar
as familias com maior probabilidade de apresentarem S.Lynch para serem
posteriormente sujeitos a testes genéticos.

Neste trabalho é apresentado um caso clinico de uma familia que preenche todos
os critérios de Amsterdam Il e Bethesda com vérias neoplasias na arvore familiar -
fendtipo muito agressivo com carcinomas do colon, reto, estdmago e intestino delgado -
com mutacOes germinativas classicas para S.Lynch negativas, mas com mutacao
EPCAM positiva e uma prevaléncia aumentada de cancro gastrico em comparacdo a

bibliografia internacional.



Materiais e Métodos
A pesquisa dos artigos cientificos apresentados ao longo desta dissertacdo foi

realizada através da consulta de dados na base eletronica PubMed e UpToDate, usando
os termos “Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer”, “Lynch Syndrome”, “DNA
mismatch repair genes” e “EPCAM”. Restringiu-se aos artigos publicados nos dltimos
15 anos em lingua inglesa. A pesquisa bibliografica terminou a 9 Maio de 2017.

O caso clinico apresentado é uma familia estudada no Centro Hospitalar do
Porto com a autorizacdo do Conselho de Administracdo do Centro Hospital do Porto
(CHP) ap6s parecer favoravel pela Comissdo de Etica para a Satde, pelo Gabinete do
Coordenador de Investigacdo, pela Direcdo do Departamento de Ensino, Formacéo e

Investigacdo do CHP e pelo Presidente do Concelho de Administracao.
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Introducao
Cancro é um crescimento celular descontrolado que pode invadir e metastizar

por diversas vias para virtualmente qualquer 6rgdo do corpo humano. Atualmente, é
considerada uma doenca genética adquirida e/ou induzida pela exposicdo a multiplos
carcinogéneos ambientais que causam danos cumulativos ao longo de varios anos,
sendo, portanto, um processo constante e cumulativo.

Neste momento, o cancro é a principal causa de morte a nivel mundial, com
cerca de 8,2 milhdes de mortes em 2012 (World Cancer Report, (2014)), onde o CCR

foi responsavel por cerca de 694 mil mortes (quarto cancro com maior mortalidade).
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Grafico 1 - incidéncia e mortalidade do cancro a nivel mundial —adaptado de Ferlay et
al., 2013.

O CCR é o terceiro cancro com maior incidéncia nos homens (746000 casos,
10.0% do total) e o0 segundo nas mulheres (614000 casos, 9.2% do total) mundialmente.
Aproximadamente 55% dos casos ocorrem nos paises mais desenvolvidos (total da
populacdo nos paises desenvolvidos é, em 2015, cerca de 1200 milhdes em 7300
milhdes, logo 16.44% da populagdo vive em paises desenvolvidos e estes sdo

responsaveis por 55% dos casos).



Contudo, nos ultimos 10 anos a taxa de mortalidade do CCR diminuiu cerca de
20% devido aos avancos tecnoldgicos sobretudo nas técnicas de diagnostico e
cirargicas, mas também nas terapias radiologicas e farmacoldgicas neoadjuvantes e
paliativas.

Em Portugal, segundo dados da Globocan, em 2012 o CCR apresentou uma
incidéncia de 7129 novos casos — 61/100000 nos homens e 34/100000 nas mulheres - e
uma mortalidade de 3797 casos — 30/100000 nos homens e 15/100000 nas mulheres -,

colocando Portugal no pior quartil da Europa a nivel de mortalidade (grafico 1).
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Cancro Colorretal
O CCR pode afetar qualquer individuo em qualquer idade de acordo com a sua

etiologia. Aproximadamente 70% dos casos de CCR s@o denominados “esporadicos”,
devido a mutagcbes somaticas; 10% a 30% correspondem a casos “familiares” (doentes
que nao apresentam hereditariedade mendeliana, mas apenas predisposicdo familiar);
aproximadamente 5% (Randall W. Burt, (2000)) corresponde ao grupo dos CCR
hereditérios - S.Lynch, PAF, e PMYH.

Vérios fatores de risco estdo associados a um aumento do risco de CCR: fatores
ndo-controlaveis como o background genético, idade, histéria familiar; a fatores
controlaveis/evitaveis como os fatores dietéticos (baixo consumo de frutas e vegetais,
alimentos ricos em gorduras animais e pobres em fibras), obesidade, pouca atividade
fisica, consumo de tabaco, alcool, terapia de reposicdo hormonal pds-menopausica e

utilizacdo cronica de anti-inflamatorios ndo esteroides.

Sporadic Hamartomatous
Cases i
Polyposis
Syndromes <0.1%

Cases with FAP<1%
Familial Risk, / HNPCC
10% to 30% 2% to 3%

Gréfico 2 —~Adaptado de Randall W. Burt (2000), subtipos de CCR e suas prevaléncias (em %)

ManifestacGes Clinicas

Quanto as manifestagdes clinicas, estas dependem do tipo e da localiza¢do da
lesdo, sendo as mais frequentes, a dor abdominal, alteracdes do ritmo intestinal,
hemorragia sob forma de melenas ou retorragias, tenesmos, falsas vontades,
emagrecimento, astenia, anemia, suboclusdo/ocluséo intestinal (De Rosa M et al.
(2015)) - segundo Kekelidze M. et al. (2013), mais de 30% dos doentes com CCR séo

diagnosticados numa fase aguda com sintomas obstrutivos.

11



Pelo facto de os sintomas serem bastante inespecificos, em 20% a 25% dos
individuos com cancro do célon e 18% dos doentes com cancro do reto apresentam
metastases ao diagndstico, sendo o figado a localizagdo mais comum, e 2,1%
apresentam metastases pulmonares (com uma frequéncia trés vezes superior nos doentes
com cancro do reto em relacdo aos do célon) - De Rosa M et al. (2015).

Quando a sintomatologia de acordo com a localizagdo do tumor, os confinados
ao colon proximal tém tendéncia a serem mais volumosos, produtores de muco (com
consequente diarreia), a manifestarem-se com melenas e anemia e com massa palpéavel
nos quadrantes direitos. Por outro lado, os tumores do célon distal tém tendéncia a
serem tumores mais estenosantes, manifestando-se com dor tipo colica e alteraces do

transito intestinal por ocluséo e retorragias.

Carcinogénese molecular e suas etapas a nivel morfolégico

O CCR é uma doenga heterogénea ao nivel da sua carcinogénese molecular e
das suas diversas etapas a nivel morfolégico.

Ao nivel da instabilidade da carcinogénese molecular, esta pode ser subdividida
em trés vias distintas (Pancione M. et al (2012)):

1. Instabilidade cromossémica — caracterizada por alteragdes no
ndmero e estrutura cromossémicos associadas a desregulacdo sequencial de
genes supressores tumorais e proto-oncogenes como, APC, KRAS, DCC/SMAD4
e TP53. Geralmente ocorre em neoplasias hereditarias como PAF, estando
também associado a maioria dos CCRs “esporadicos”.

2. Instabilidade de microssatélites (IMS) — caracterizados por
alteracdes no namero de repeticdes de nucledtidos localizados em exdes (DNA
codificavel) e subsequentes mutacdes frameshift em genes supressores tumorais.
E responsdvel pela S.Lynch e em 15% das neoplasias esporadicas
principalmente por inativagdo genes do tipo MismatchRepair (MMR) de ADN:
hMLH1, hMSH2, hMSH6 e hPMS2.

Neoplasias com este tipo de instabilidade tendem a ser mais prevalentes
no colon direito (proximal), associados a alto grau de displasia, fendtipo
mucinoso e diagnosticados num estadio patologico mais baixo em relagdo as

neoplasias associadas a instabilidade cromossomica.
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3. Instabilidade epigenética (CpG island methylator pheonotype -
CIMP) — caracterizada por hipermetilagdo de inimeros loci de promotores de

“ilhas CpG” e consequente silenciament0 de genes supressores tumorais.

Ao nivel da instabilidade morfologica encontram-se igualmente estudadas trés
vias distintas: a “classica”, a do carcinoma serreado e a “heterogénea” (Pancione M et
al. (2012)) — figura 1.

Characteristic Molecular
Normal precursor features of Invasion and
epithelium lesions carcinoma metastasis
SSe (%) P e S =
p—— e5<e S29e - SELESERT
e :‘*_'
EMT
' . . P33 TGEB
‘ 50-70% APC CIN E-Cadherin
L 18qLOH loss Tumor-micro-
ag‘;zziz CIME—/CIN/ environment
MSS other pathways ?
KRAS or APC WNT ? EMT
10-30% Other genes ? CIN other
L . methyl ? Villous methyl ? genes ? Tumor-micro-
adenoma or CIMPL/KRAS+/ environment
other types MSS other pathways ?
BRAF EMT
p16 loss MSI E-Cadherin
10-20% methyl ? 3 B-Catenin
‘ methyl ? loss ? :
BER ? Serrated CIMP+/BRAF+/ 0ss ¢ Tun.wr-mncr:)-
Serrated adenoma MSI or MSS sHEoRmen
other pathways ?

Figura 1 — adaptado de Pancione M et al. (2012)

A via “classica” (sequéncia adenoma-carcinoma — modelo de Fearon e
Volgestein - figura 2) — que enfatiza o papel principal dos pdlipos adenomatosos como
lesGes precursoras de CCR.

Nesta via, como primary event, temos a ativacdo aberrante da via APC/pB-
catenina, seguido de mutacGes do RAS/RAF e perda da funcdo do p53 na sua Gltima
etapa.

Mas, segundo Smith G, Carey FA, Beattie J, et al. (2002), dez anos mais tarde,
apenas 7% dos CCRs apresentavam mutacGes nos trés genes, implicando, por isso,
maultiplas vias no processo de carcinogénese.

A via do carcinoma serreado surge de adenomas serreados sésseis, ou de
adenomas serreados “tipicos” (e por vezes de pélipos hiperplésicos caso haja mutacdo

no oncogene BRAF). E caracterizado por um fenétipo com baixa instabilidade
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epigenética, predominantemente com mutacdo KRAS mas ocasionalmente BRAF (se,
raramente, associado a instabilidade cromossémica, apresenta pior prognostico).

As grandes diferencas destas duas Gltimas vias morfol6gicas residem no facto de
a classica ter alta instabilidade epigenética e mutacdo APC; ao contrario da via do
carcinoma serreado onde a instabilidade epigenética € incomum, as instabilidades de
microssatélites e cromossdmicas serem as instabilidades moleculares/genéticas
predominantes e, nesta, a mutacdo BRAF a mais comum.

A via “heterogénea” que ainda nao se encontra muito bem compreendida, mas
afigurar-se um misto entre as duas vias supracitadas. Segundo Issa JP. (2008), esta pode
surgir principalmente a partir de adenomas vilosos, mas também de adenomas
serreados, tem uma forma diferente de CIMP, apresenta predominantemente mutagéo
KRAS, e mutacGes BRAF ocasionais, geralmente ndo tem instabilidade cromossémica, e
apresenta mau prognostico aparentemente pela menor capacidade de resposta a
quimioterapia.

A prevaléncia das trés vias € de 10% a 20% (via serreada), 10% a 30% (da via

heterogénea), e 50% a 70% (via classica).

Hyperproliferative Adenoma Carcinoma

epithelium

(R

APC Methylation APC K-ras DCC p53 Further accumulation
hMSH2 annormalities hMSH2 mutation deletion deletion >
hMLH1 hMLH1 of genetic abnomalities

abnormalities inactivation
(Hereditary
Syndromes)

Figura 2 - Modelo Adenoma-Carcinoma de Fearon e Volgestein, adaptado de Shams Burk (2010)

Rastreio de CCR

Os exames usados para o rastreio CCR sé@o de dois tipos: aqueles que detetam
tumores invasores, como a pesquisa de sangue oculto nas fezes, e que por isso reduzem

apenas a mortalidade (mas néo a frequéncia do cancro) e outros, ditos estruturais, que
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identificam as lesdes pré-malignas permitindo a sua remocgdo (como a colonoscopia
total).

De acordo com a norma de 2014 da Direcdo Geral de Salude (DGS) esta previsto
apenas a realizacdo de rastreio oportunistico do CCR atras da pesquisa de sangue oculto
nas fezes a todos os utentes assintomaticos com idades compreendidas entre 50 e os 74
anos.

Contudo, o Ministério da Saude, através do Despacho n.° 4771-A/2016,
publicado em Diario da Replblica no dia 7 de abril de 2016, determinou a
implementacdo de rastreios de base populacional do cancro do colon e reto, mas

também da retinopatia diabética, cancro da mama e cancro do colo do Utero,
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Sindrome de Lynch
S.Lynch, também denominado CCR ndo associado a polipose hereditério, é uma

doenca autossdmica dominante que se manifesta por lesbes précancerosas
(adenomatosas tubulares ou tubulovilosas) ou invasoras com elevados niveis de
instabilidade de microssatélites, por mutaces germinativas dos genes MMR - MLH1 e
MSH2 (90%), MSH6 (7-10%), PMS2 (<5%) e, recentemente descoberta, a mutacdo do
gene EPCAM que corresponderéd a 1% a 3% dos casos (Kuiper RP et al. (2013)).

A principal funcdo dos MMR é a correcédo de erros de replicacdo celular através
da correcdo de mismatchs de DNA durante a recombinacdo homologa, suprimindo
recombinacdes entre sequéncias semi-homdlogas de DNA, iniciando uma resposta de
sinalizacéo para correcdo ou posterior apoptose (figura 3).

Com a inativacdo dos MMR, a formacdo de mutagdes espontaneas aumenta 10 a
1000 vezes predispondo, por isso, para a carcinogenese.

Esta sindrome é caracterizada por CCR em idades mais precoces que 0S
“esporadicos”, em média, duas a trés décadas (com predilecdo pelo colon direito) e que
inicialmente foi subdivido em duas variantes de acordo com as manifestacdes tumorais
extra-colicas:

o Lynch I restrito ao cancro do célon, onde apresentam grande
frequéncia de tumores sincronos e cerca de 40% desenvolvem carcinomas
meté&cronos ao fim de 10 anos;

. Lynch 1I: caracterizado por cancros em idades precoces em
6rgdos extra-cdlicos: endométrio, ovarios, trato urindrio superior, intestino
delgado, estbmago, pele e sistema nervoso central; com elevada frequéncia de

CCRs sincronos e metacronos.
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Figura 3 - fungdo dos MMR de ADN, adaptado de Modrich P. (2006)

Diagnéstico de S.Lynch

Quanto ao diagndstico de S.Lynch, este € realizado num processo de trés etapas
distintas, mas complementares: uma anamnese com uma historia familiar de cancro o
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mais alargada possivel, histologia das neoplasias e, por Gltimo, testes genéticos e
moleculares.

Explorando a historia familiar, neste ponto as possiveis alteracdes genéticas
ainda se encontram por identificar e caracterizar, por isso, a decisdo baseada na historia
familiar e na idade do surgimento das neoplasias sdo a primeira etapa para identificar
quais 0s casos com maior risco da doenga. Na prética clinica sdo utilizados dois critérios
- 0 Amsterdam Il e o0 Bethesda — para sinaliza¢do das possiveis familias afetadas:

Critérios Amsterdam I1:

> trés ou mais membros da familia com cancros relacionados com o

Sindrome de Lynch, nomeadamente, CCR, carcinomas do endométrio, do

intestino delgado, do trato urindrio superior de células de transicdo, do

estdmago, ovarios, cerebrais (sindrome de Turcot) e adenomas das glandulas
sebaceas ou queratoacantomas (sindrome de Muir-Torre); onde um ou mais
individuos tém relacdo de primeiro grau com o probando;

> duas geracOes afetados sucessivamente (um dos afetados em
primeiro grau),

> um ou mais cancros relacionados com Sindrome de Lynch
diagnosticados em idades inferiores a 50 anos,

> PAF excluida.

Critérios de Bethesda:

> CCR diagnosticado num individuo com idade inferior a 50 anos,

> Presenca de CCR sincrono ou metadcrono ou outros tumores
relacionados com o Sindrome de Lynch, independentemente da idade,

> CCR ou outros cancros relacionados e com alto grau de
instabilidade de microssatélites, diagnosticados em doentes com idade inferior a
60 anos,

> CCR diagnosticado em um ou mais parentes de primeiro grau
com um tumor relacionado com Sindrome de Lynch, com um ou mais cancros
diagnosticados num doente com idade inferior a 50 anos,

> CCR diagnosticado a 2 ou mais parentes de primeiro ou segundo
grau com cancros relacionados com Sindrome de Lynch, independentemente da
idade.
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O diagndstico clinico passa, portanto, pela aplicacdo inicial dos critérios de
Amsterdam |1 e/ou Bethesda. Estes critérios sdo restritos para identificar familias com
S.Lynch e séo especialmente desenvolvidos para identificacdo de familias elegiveis para
identificacdo genética inicial por imunohistoquimica do gene MMR causador da doenca
para posterior analise confirmatoria. A sensibilidade e especificidade dos critérios de
Amsterdam Il e Bethesda para o diagnostico de S.Lynch s&o 22% e 98% e 82% e 77%,
respetivamente (Aung Ko Win, et al. (2016)).

Temos sempre de ter mente que se uma familia ndo preencher estes critérios,
poderdo, mesmo assim em raros casos, apresentar uma mutacdo em pelo menos um

gene MMR que poderé estar a ser segregado na familia sem haver expressao da doenca.

Figure 2. Diagnosis approach

Figura 3- Da suspeito ao diagnostico de S.Lynch - adaptado de Juan Carlos Munoz (2015)

A pesquisa da mutacdo genética poderd apresentar diferentes resultados: nos
doentes com neoplasias com IMS em multiplos loci, é realizada pesquisa de mutagdes
germinativas nos genes MSH2 e MLH1 (os mais frequentes), seguida, nos casos
negativos, da pesquisa no gene PMS2.

No caso das neoplasias com instabilidade de microssatélite negativa ou positiva
em apenas um locus, é realizada a pesquisa de muta¢des germinativas no gene MSH6,

seguida da analise dos familiares em risco nos casos positivos.
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Se estivermos perante todas as mutagcdes germinativas classicas para S. Lynch

negativas, se devera prosseguir a recente realizacdo da pesquisa da mutacdo no gene

EPCAM.

Cuidados e rastreios apés o diagnostico de S.Lynch

De acordo com as Ultimas guidelines da NCCN e tendo em conta 0s varios

cancros gastrointestinais e extra gastrointestinais associados ao S.Lynch, a vigilancia

proposta para portadores das mutacdes dos genes MMR séo:
Para CCR:

o Colonoscopia aos 20-25 anos ou 2-5 anos antes da idade de
diagnostico mais precoce na familia caso seja um caso em idades

inferiores a 20-25 anos.

Para cancro do endométrio:

(@]

Histerectomia profilatica e salpingo-ooforectomia podera ser considerada
em mulheres que ndo pretendem voltar a engravidar.

Sensibilizar mulheres para as hemorragias uterinas anormais e
disfuncionantes para uma avaliacdo rapida.

N&o estd preconizado o rastreio de cancro do endométrio nem dos
ovarios, mas uma bidpsia anual do endométrio podera ser realizada,
assim como ecografia transvaginal podera ser considerada pelo médico

assistente.

Outros cancros extracolicos:

o

Individuos ou familias com descendéncia asiatica poderdo ser
considerados para endoscopia digestiva alta a cada 3-5 anos a partir dos
30-35 anos. Considerar tratar Helicobacter pylori caso seja positiva.
Cancro urotelial: urianalise a partir dos 30-35 anos.

Cancro do Sistema Nervoso Central: exame fisico e neurologico a partir
dos 25-30 anos anualmente.

Cancro pancreatico: apesar do risco aumentado ndo estdo considerados
testes de rastreio.

Cancro da mama: rastrear tal como na populacdo geral (rastreio
populacional vigente em Portugal). Ndo ha evidéncias de aumento de

risco de cancro da mama.

20



Como se trata de uma doenga autossomica dominante, deve-se indicar 0s
portadores de mutacdo para consultas de aconselhamento genético da reproducdo em

caso de intencao de uma futura descendéncia.
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Gene EPCAM
As delecbes germinativas do gene EPCAM séo responsaveis por 1% a 3% dos

individuos com S.Lynch (Kuiper RP et al. (2013)).

O gene EPCAM esta localizado no cromossoma 2 e codifica um antigénio
associado a um carcinoma que € um membro glicosilado da familia de duas proteinas de
membrana do tipo |.

Em tecidos saudaveis, EPCAM encontra-se expresso em frequéncias diferentes e
em orgaos diferentes: no trato gastrointestinal, o epitélio gastrico expressa baixos niveis
de EPCAM, ao contrario do célon onde a sua expressao no epitélio é alta (Balzar,M et
al. (1999)).

EPCAM estd implicado na adesdo intercelular, na sinalizagdo intracelular, na
proliferacdo e diferenciacdo celulares e encontra-se localizado apenas na membrana
basolateral de tecidos saudaveis, ao contrario dos tecidos neoplasicos onde esta proteina
se encontra homogeneamente distribuida por toda a superficie celular
(Katarzyna Tutlewska et al. (2013)).

A ativagdo da sinalizagdo EPCAM é mediada por proteolise intramembrana
através da qual o dominio extracelular é endocitado e 0 dominio intracelular é libertado
para o citoplasma (Katarzyna Tutlewska et al., 2013).

Desta forma, EPCAM vai fazer parte do complexo de sinalizagdo Wnt em
conjunto com os reguladores transcripcionais B-catenina e Lef (figura 4).
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Figura 4- Adaptado de Huelsken and Behrens (2002) - Complexo Wnt, Lef, B-
catenina

A nivel genémico, o gene MSH2 encontra-se a 17kb a jusante do gene EPCAM
no cromossoma 2 (figura 5). Delecbes do gene EPCAM na por¢do terminal 3’
conduzem a uma leitura transcripcional do alelo EPCAM mutado e inativacdo
epigenética, e silenciamento do gene MSH2 causando, por inativacdo de um gene
MMR, S.Lynch (Katarzyna Tutlewska et al. (2013)).

Esta inativacdo epigenética é restrita em células que expressam EPCAM, por
IS0, os doentes com dele¢cbes EPCAM, apresentam mosaicismo da inativacdo do gene
MSH2, permitindo a destrinca com os doentes com apenas mutacdes no gene MSH2 e
explica as diferencas de ocorréncia de diferentes tumores extra-colicos, onde, por
exemplo, a delecdo terminal 3’ do gene EPCAM esta associada a um menor risco de
cancro do endométrio em comparagdo com a delecio EPCAM-MSH2 e MSH2
(Katarzyna Tutlewska et al. (2013)).
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Mesmo assim, o endométrio é dos Orgdos extra-colicos mais frequentemente

atingidos (tabela 1).

TIPO DE CANCRO

RISCO DE CANCRO COM
MUTACAO EPCAM

RISCO PARA A
POPULACAO GERAL

Colorretal 52%-82% 1.9%
Endométrio 25%-60% 1.6%
Ovarios 4%-12% 0.7%
Gaéstrico 6%-13% 0.3%
Intestino delgado 3%-6% 0.1%
Trato urinario 1%-7% <1.0%
Pancreético 1%-6% 0.5%

Trato hepatobiliar 1.4%-4% 0.4%
Sistema Nervoso Central 1%-3% 0.4%
Neoplasias Sebaceas 1%-9% <1.0%

Tabela 1 — Risco de cancro na mutacdo EPCAM - Giardiello FM. et al. (2016)

Reforcando a ideia de que o gene EPCAM se encontra expresso em grande

quantidade no epitélio intestinal (principalmente colon) e que este regula o gene MSH2,

Kempers et al. (2011) demonstraram que o risco para CCR ndo difere entre os que

tiveram delegdo 3’ do EPCAM em relagdo aos que tiveram a totalidade da delecéo
englobando EPCAM e MSH2.
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Portanto, € de esperar que o risco dos diversos cancros associados a mutacdo do
gene MSH2, sejam similares aos dos individuos com mutagdo EPCAM e, como tal, as
guidelines de orientacdo para esta mutacdo sejam idénticas aos com a mutacdo MSH2.

EPCAM MSH2 '

| 1
Norma allele-SHIHHHE-HH-Z<> -IHHH————HHH

1 234567 89
“Fusion transcript”
O ] e B
EPCAM 3 { S8k

Figura 5 — proximidade do gene EPCAM e MSH2 e o resultado da delecéo dos exdes 8 e 9 — adaptado de John Burn
(2011)
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Caso Clinico

Uma familia do norte de Portugal (figura 6), com vérias neoplasias na arvore

familiar foi estudada no Centro Hospitalar do Porto, EPE, em quatro geracdes.

O probando, individuo do sexo feminino nascido em 1950 com diagndsticos

sucessivos de neoplasias - cancro gastrico em 1992, cancro no célon descendente em

1994, cancro do jejuno em 2001 e um cancro da tiroide em 2006 foi inicialmente

estudado por historia clinica com grande probabilidade de compatibilidade com

S.Lynch.

29 28 27

o

6 8

—0 T o0 . .
ﬂ e e S S

18 21 22 23 24

Figura 6- Genograma da familia em estudo com mutag¢éo EPCAM (delegcées nos exdes 8 e 9)

Legenda:
1.JS; DN*-1915
- Cancro gastrico aos 39 anos
*DN: Data de Nascimento

4 MLCSR; DN*- 1950
- Cancro gastrico em 1992
- Cancro colorretal em 1994 (célon descendente)
- Cancro do intestino delgado em 2001 (jejuno)
- Cancro da tir6ide em 2006

*DN: Data de Nascimento

19. MHCSA; DN*- 1944

- Cancro colorretal em 2004

- Cancro do intestino delgado em 2004
*DN: Data de Nascimento

3.MFC; DN*-1950
- Cancro colorretal 1982 (transverso)
- Cancro colorretal 2012 (reto)
- Cancro gastrico 2014
*DN: Data de Nascimento

11. MICS; DN*-1948
- Cancro gastrico em 2009
*DN: Data de Nascimento

9.¢e10.
Adenomas colorretais
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Cumpre

Critérios de Amsterdam 11 0 Observacoes
critério?
Trés ou mais membros da familia com 5 membros da familia
: com cancros
cancros relacionados com o S.Lynch, .
relacionados com o
nomeadamente, CCR, carcinomas do S.Lynch
endométrio, do intestino delgado, do trato
urinario superior de células de transicdo, do
estbmago, ovarios, cerebrais (sindrome de Sim
Turcot) e adenomas das glandulas sebaceas
ou queratoacantomas (sindrome de Muir-
Torre); onde um ou mais individuos tém
relacdo de primeiro grau com o probando
Duas geracOes afetados sucessivamente (um
dos afetados em primeiro grau) Sim
Um ou mais cancros relacionados com Individuos 1(JS),
S.Lynch diagnosticados em idades inferiores . 3(MFC)e 4(MLC.:SR)
Sim com cancros em idade
a 50 anos inferior a 50 anos
PAF excluida. )
Sim
Cumpre
Critérios de Bethesda 0 Observacdes
critério?
CCR diagnosticado num individuo com
idade inferior a 50 anos Sim
Presenca de CCR sincrono ou metacrono ou
outros tumores relacionados com o S.Lynch, Si
im

independentemente da idade
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CCR diagnosticado em um ou mais parentes Individuo 1 (JS)
de primeiro grau com um tumor relacionado

com S.Lynch, com um ou mais cancros

Sim
diagnosticados num doente com idade
inferior a 50 anos
CCR diagnosticado a 2 ou mais parentes de Individuos 1(JS),
I 3(MFC) e 4(MLCSR)
primeiro ou segundo grau com cancros
relacionados com S.Lynch, Sim

independentemente da idade.

Analisando os critérios de Amsterdam Il e Bethesda, todos os critérios foram
cumpridos, permitido corroborar com as suspeitas de grande probabilidade de S.Lynch,
sendo, portanto, uma familia elegivel para identificacdo genética causadora da doenca.

Procederam-se aos estudos moleculares tumorais as mutacdes do genes MMR
germinativas classicas para S.Lynch- MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2. Esta anélise
demostrou-se negativa para todos.

Proximo passo foi a pesquisa da mutagdo EPCAM em novos estudos
moleculares, através da pesquisa da delecdo na regido terminal dos exdes 8 e 9 do gene
EPCAM. Esta analise demonstrou-se positiva.

Apos esta detecdo, foram realizados estudos familiares com base nesta pesquisa
tendo-se verificado que os individuos 3, 4, 11 e 19 apresentavam delecdo na regido
terminal no gene EPCAM em homozigotia e que o individuo 1 era heterozigoto para

€SSa mesma muta(;éo.
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Discussao
O caso clinico trata-se de uma familia que preenche todos os critérios de

Amsterdam 1l e Bethesda com vérias neoplasias na arvore familiar - fenotipo muito
agressivo com carcinomas do célon, reto, estbmago e intestino delgado - com mutacdes
germinativas classicas para S.Lynch negativas, mas com mutacdo EPCAM positiva.

Dada a prevaléncia de varios tipos de cancro associados ao S.Lynch, a vigilancia
para estes casos teréd que ser ativa e rigorosa e de acordo com as guidelines da NCCN.

Ha que destacar a possibilidade de rastreio de cancro do endométrio e dos
ovarios (risco de 25%-60% e 4%-12%, associados a EPCAM, respetivamente-
Giardiello FM. et al. (2016)), por bidpsia anual do endométrio associada a ecografia
transvaginal a todas as portadoras de mutagdo EPCAM devido ao seu risco aumentado
em relacdo a populacéo geral.

Nesta familia ha que salientar a especial vigilancia por rastreio do cancro
gastrico. Podemos constar que ha uma frequéncia aumentada de cancro gastrico em
relagdo aquela divulgada em bibliografia internacional em individuos com mutago
EPCAM (6% a 13%) - Giardiello FM. et al. (2016). Este dado podera ser justificado por
suspeita de uma mutacdo EPCAM diferente da detetada na literatura internacional; ou
pelo CHP ter efetuada uma avaliacdo gastrica mais rigorosa e/ou um maior nimero de
endoscopias digestivas altas com bidpsias levando a maior incidéncia de diagnéstico de
cancro gastrico; ou a incidéncia de Helicobacter pylori na familia estudada seja superior

em relacdo as familias apresentadas em bibliografia internacional.
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Conclusao
Com base na evidéncia descrita sugere-se a implementagdo por rotina da

pesquisa das delecbes no gene EPCAM em familias suspeitas de S.Lynch.

Uma vez que o S.Lynch se trata de uma doenca autossomica dominante onde
existe uma grande panoplia de cancros priméarios além do CCR, é reconhecida a
importancia de uma vigilancia apertada a todos os familiares atingidos ndo s6 pelo
CCR, mas também, de acordo com as guidelines da NCCN, por outros cancros — por
exemplo, 26% das mulheres sdo diagnosticadas com cancro do endométrio nos 10 anos
seguintes ao diagnostico de CCR (Obermair et al. (2010)).

A sinalizagdo de individuos e familias com mutacdo EPCAM ird permitir, num
futuro proximo, a um melhor conhecimento da sua funcdo génica assim como das
implicacdes a nivel prognostico e de um futuro tratamento molecularmente dirigido
precoce.

Do caso clinico apresentado, a prevaléncia de cancro gastrico detetada nesta
familia € superior a esperada em comparacdo a bibliografia internacional. Novos

estudos deverao ser conduzidos para uma tentativa de esclarecimento desta constatacao.
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