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RESUMO

O adenocarcinoma géastrico permanece como grave problema de satde publica mundial
e, especialmente, na regido norte do Brasil apresenta incidéncia e mortalidade elevadas. A
maioria dos diagnosticos ocorre em fase avangada da doenca, comprometendo os resultados
terapéuticos. A identificacdo de individuos sob maior risco para esta neoplasia poderia
proporcionar o desenvolvimento de estratégias de rastreamento, favorecendo diagndsticos mais
precoces e desfechos clinicos menos graves. Dentre as situacfes clinicas cujo risco €
sabidamente superior destacam-se as familias com cancer gastrico hereditario. Entretanto, a
frequéncia de diagndsticos de canceres gastricos hereditarios é pequena, e ha poucos
marcadores moleculares reconhecidos nestas sindromes, ndo obstante haver significativo
numero de pacientes diagnosticados em idades inferiores as usuais e/ou com multiplos casos
familiares, nos quais ndo é possivel estabelecer um diagndstico molecular de adenocarcinoma
gastrico hereditario. Objetivando explorar a ocorréncia de mutacdes germinativas
potencialmente relacionadas ao risco de adenocarcinoma gastrico em pacientes jovens, 95
individuos diagnosticados com esta neoplasia até a idade de 50 anos, foram submetidos a
sequenciamento completo de exoma séricos, em plataforma NGS. Foram calculados o nimero
total de mutacfes germinativas e em subsets de genes especificos, sabidamente relevantes para
cancer, e comparados com individuos sem cancer, grupo composto por amerindios. Nenhuma
das mutagdes classicamente descritas como causais ocorreu nos pacientes investigados.
Entretanto, foram encontradas diversas mutacfes germinativas potencialmente relacionadas ao
risco aumentado, que atualmente ndo séo relacionadas a carcinogénese e requerem validacoes
complementares. O nimero total de mutacbes germinativas (GMB) foi superior no grupo de
portadores de cancer gastrico, com significado estatistico, podendo, caso validado em outras
séries, se tornar um potencial teste minimamente invasivo para identificar individuos com risco
aumentado para cancer gastrico. Adicionalmente os subsets GHFI (mutag¢fes germinativas de
alto impacto funcional), GMEd (mutacGes germinativas de alto impacto funcional em genes
com descricdo clinica de doencas em geral), Ghallmark (mutagdes germinativas de alto impacto
funcional em genes descritos com hallmarks) também apresentaram diferencas estatisticas
significativas, com nimeros superiores no grupo cancer quando comparado ao grupo sem
cancer. Em relacéo ao subset GRepRep (mutacfes germinativas de alto impacto funcional em
genes de replicacdo e reparo), ndo obstante o grupo cancer ter nUmero de mutacgdes superior ao

grupo ndo cancer, o pequeno numero de mutacbes encontradas em ambos 0S grupos



possivelmente contribuiu para que ndo fosse alcangado impacto estatistico. A via classicamente
relacionada ao cancer hereditario (CDH1), quando investigada pelo subset de genes especificos
(GCDH1path), demonstrou pequeno nimero de muta¢fes em ambos 0s grupos, e nenhuma
mutacdo reconhecidamente patogénica, fortalecendo a hipOtese de que outras alteragdes

germinativas estdo envolvidas na génese do cancer gastrico hereditario.

Palavras-chave: Adenocarcinoma Gastrico Hereditario; NGS; MutacGes germinativas.



ABSTRACT

Gastric adenocarcinoma remains a serious public health problem worldwide and,
especially, in the northern region of Brazil, it has a high incidence and mortality. Most
diagnoses occur at an advanced stage of the disease compromising therapeutic results. The
identification of the individuals at higher risk for this neoplasm could provide the development
of screening strategies, favoring earlier diagnoses and less severe clinical outcomes. Among
the clinical situations whose risk is known to be higher, families with hereditary gastric cancer
stand out. However, the frequency of diagnoses of hereditary gastric cancers is scarce, and there
are few recognized molecular markers in these syndromes, despite a significant number of
patients diagnosed at younger ages and/or with multiple familial cases, in with it is not possible
to establish a molecular diagnosis of hereditary gastric adenocarcinoma. Aiming to explore the
occurrence of germline mutations potentially related to higher risk of gastric adenocarcinoma
in young patients, 95 individuals diagnosed with this neoplasm up to the age of 50 years, were
submitted to complete sequencing of serum exome, in an NGS platform. The total number of
germline mutations and germline mutation in subsets of specific genes, known to be relevant
for cancer, were calculated and compared with individuals without cancer, a group composed
of Ameridians. None of the classical described as causal mutations occurred in the investigated
patients. However, several germline mutations potentially related to increased risk were found,
which are currently not related to carcinogenesis and require further validation. The total
number of germline mutations (GMB) was superior in the group of gastric cancer patients, with
statistical significance, which, if validated in other series, could become a potential minimally
invasive test to identify individuals at increased risk for gastric cancer. Additionally, the subsets
GHFI (high functional impact germline mutations), GMed (high functional impact germline
mutations among genes related to clinical diseases), GHallmark (high functional impact
germline mutations in cancer’s hallmarks genes), also showed statistical significance, with
higher numbers in the cancer group when compared to the non-cancer group. Regarding the
GRepRep subset (high functional impact germline mutations in genes involved in the
replication or repair process), despite the cancer group having a higher number of mutation then
the non-cancer group, the small number of mutations found in both groups possibly contributed
to the lack of statistical impact. The classically related hereditary cancer pathway (CDH1),
when investigated by the specific genes subset (GCDHZ1path), showed few mutations in both
groups, and no known pathogenic mutations, strengthening the hypothesis that other germline

alterations are involved in the genesis of hereditary gastric cancer.



Keywords: Hereditary gastric adenocarcinoma; NGS; Germline mutations.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS E EPIDEMIOLOGIA

O cancer é um grupo de doencgas que tem como caracteristica comum o crescimento
desordenado, agressivo e incontrolavel de células. Constitui um dos mais importantes
problemas de saude publica pelos altos indices de casos novos e 6bitos, estando entre as quatro
principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos de idade) na maioria dos paises.

A OMS estimou, para o ano de 2040, a ocorréncia de cerca de 28.4 milhdes de novos
casos de cancer (SUNG et al., 2021). No Brasil, a estimativa para o0 ano de 2023 é de 704 mil
casos novos de cancer (483 mil, excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma) (BRASIL,
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2022).

Préstata 71730 30,0% Mama feminina 73610 30.1%
Colon e Reto 21970 9,2% Homens Mulheres Colon e Reto 23.660 9.7%
Traqueia, Brénquio e Pulmao 18.020 7.5% Colo do utero 17.010 7.0%
Estomago 13340 5.6% Traqueia, Bronquio e Pulmao 14540 6.0%
Cavidade Oral 10.900 4,6% Glandula Tireoide 14160 5.8%
Esofago 8.200 3.4% Estémago 8140 3.3%
Bexiga 7.870 3.3% Corpo do utero 7840 3.2%
Laringe 6.570 27% Ovario 7310 3.0%
Linfoma nac Hodgkin 6420 2.7% Pancreas 5.690 23%
Figado 6.390 2.7% Linfoma nao Hodgkin 5620 2.3%

‘Numeros arredondados para multiplos de 10
Figura 1: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2023 por sexo, exceto
pele ndo melanoma, em todo o Brasil (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2022).

Dentre os diversos tipos de cancer, destaca-se 0 cancer gastrico como neoplasia de
relevancia epidemioldgica em nosso pais e no mundo, em virtude de altas taxas de incidéncia e
de mortalidade.

Né&o obstante, previsdes globais de que as taxas de incidéncia para o cancer de estbmago
apresentardo decréscimos anuais, da mesma maneira que a mortalidade, como ja vem sendo
observado nas Gltimas décadas, estes indices permanecem extremamente elevados, incluindo
uma expectativa de sobrevivéncia de 30% em cinco anos, refletindo o grave problema de satde

publica.

18



O Globocan estima, para 0 ano de 2035, a ocorréncia de 39.800 novos casos de cancer
gastrico no Brasil e de 33.200 6bitos por essa neoplasia. Tais dados alarmam, em especial, pela
proximidade entre as taxas de incidéncia e de mortalidade (TORRE et al., 2015). Para 2023,
estima-se 13.340 casos novos de cancer de estdmago entre homens e 8.140 entre as mulheres
no Brasil. Esses valores correspondem a um risco estimado de 12,63 a cada 100 mil homens e
7,36 para cada 100 mil mulheres brasileiras (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2022).

No territério brasileiro existe uma importante diferenca epidemiolégica regional. O
Instituto Nacional do Cancer estima que, na Regido Norte, o cancer gastrico represente o quinto
tipo de cancer mais prevalente em mulheres e o segundo entre homens, excluindo o cancer de
pele ndo melanoma (CURADO et al., 2019).

Homens

W 11,59-1877 *

. 951-1158

. 8,84-950
5,28 — 8,83

Figura 2: Representacdo espacial das taxas ajustadas de incidéncia de neoplasia maligna do estdmago por 100 mil
homens, estimadas para o ano de 2023, segundo Unidade da Federacdo (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER,

2022).
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Mulheres

B 555 -851
B8 492-554
B 407-491

Y

W 2.41-4,06

Figura 3: Representacdo espacial das taxas ajustadas de incidéncia de neoplasia maligna do estdmago por 100 mil
mulheres, estimadas para o ano de 2023, segundo Unidade da Federacdo (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2022).

Sem considerar os tumores de pele nao melanoma, o cancer de estomago em homens é
0 segundo mais frequente na regido Norte (12,55/100 mil), seguido pela regido Nordeste
(12,17/100 mil) onde ocupa a terceira posicao. Nas regides Sul (15,02/100 mil) e Centro-Oeste
(10,20/100 mil) o cancer géstrico ¢ o quarto mais frequente. No Sudeste (12,58/100 mil), ocupa
a quinta posicdo (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2022).

Para as mulheres, ele ¢ o quinto mais frequente nas regides Sul (8,41/100 mil) e Norte
(6,53/100 mil). Nas demais regides, Centro-Oeste (6,68/100 mil) e Nordeste (7,46/100 mil),
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ocupa a sexta posicao, seguido pela Regido Sudeste (7,25/100 mil) que esta neoplasia ocupa a
oitava posicdo (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2022).

O Estado do Para historicamente apresenta taxas de mortalidade superiores a média
brasileira. Entretanto, os dados oficiais podem estar subestimados o que minimizaria a
magnitude do problema, no Estado (GUIMARAES; MUZI, 2012).

Prostata 2760 26,5% Mama feminina 2410 22.4%
Estémago 1.200 11.5% Homens Mulheres ~ Colo do utero 1980 18.4%
Traqueia, Brénquio e Pulmao 880 8.5% Célon e Reto 740 6.9%
Colon e Reto 690 6.6% Traqueia, Bronquio e Pulmao 650 6.0%
Cavidade Oral 440 4.2% Estdbmago 630 59%
Leucemias 440 42% Leucemias 350 3,3%
Figado 430 4,1% Qvario 340 3.2%
Sistema Nervoso Central 320 3.1% Figado 320 3.0%
Esofago 270 2.6% Glandula Tirecide 320 3.0%
Laringe 260 2.5% Sistema Nervoso Central 270 2.5%

Figura 4: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2023 por sexo, exceto
pele ndo melanoma. Dados referentes a regido Norte (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2022).

Publicacdo recente avaliando incidéncia e mortalidade por cancer gastrico em trés
capitais brasileiras destaca a gravidade dos indices em Belém, cujo padrdo de comportamento
epidemioldgico difere das demais capitais (figura 5) (CURADO et al., 2019), e, igualmente,
difere do que se observa globalmente (figura 6), persistindo com tendéncias de elevagédo de
incidéncia e mortalidade (WELCH et al., 2019).
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Figura 5: Incidéncia de CG por tipo histologico de acordo com sexo, em adultos com idade > 20 anos, em trés
cidades brasileiras: Belém (1996-210), Fortaleza (1990- 2006) e Séo Paulo (1997-2012). *(A) Adenocarcinoma;
(1) Intestinal, (D) Difuso.(CURADO et al., 2019).
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Figura 6: Incidéncia e mortalidade global por CG ao longo dos anos (WELCH et al., 2019- adaptado).

Os dados epidemioldgicos apresentados reforcam a importancia da realizacdo de

investigacdes cientificas relacionadas ao cancer gastrico no Estado do Para.

22



1.2 FATORES DE RISCO

Atualmente, para todos os tipos de neoplasia malignas humanas admitem-se trés grupos de
causas de mutagdes “driver”, com capacidade de favorecer o desenvolvimento de canceres:
hereditarias (H); ambientais (E); e decorrentes de erros de replicacdo em células troncos (R)
(TOMASETTI; VOGELSTEIN, 2015).

Para o cancer gastrico, a distribuicdo das referidas causas demonstra o predominio das
causas ambientais (55,3%), seguido pelas decorrentes dos erros aleatorios de replicacdo em
células tronco (43,2%) e, em menor namero, por fatores hereditarios (1,5%), constituidas pelas
sindromes hereditarias que acarretam elevado risco para a ocorréncia do adenocarcinoma
gastrico (TOMASETTI et al., 2017).

Hereditary Replicative Environmental
HN O ‘
The o ‘

1ah 4

t'-&

7 Percentage of driver mutations attributable to each factor

Figura 7: Influéncia de fatores de risco em diversos tipos de cancer (TOMASETTI et al., 2017).

A associacdo entre estas causas ocorre usualmente® e assim, considera-se que o cancer
gastrico € uma neoplasia multifatorial envolvendo risco genéticos e ambientais. Destaca-se a
infeccdo por Helicobacter pylori como principal fator de risco ambiental para o
desenvolvimento de CG. Outros fatores, como o consumo de alimentos conservados em sal e

defumados, também merecem destaque. Acrescentam-se, ainda, tabagismo, obesidade,
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infecgdo pelo virus Epstein- Barr (EBV), e exposicdo ocupacional a determinadas substancias
como carvao e ferro, dentre os fatores ambientais (TOMASETTI; VOGELSTEIN, 2015).

Apesar de os tumores gastricos serem na maioria das vezes esporadicos, existem
sindromes hereditarias que podem predispor ao seu desenvolvimento. Dentre elas, destaca-se a
Sindrome de Cancer Gastrico Difuso Hereditario, por conferir um risco muito elevado ao
desenvolvimento de adenocarcinoma gastrico. Tal sindrome caracteriza-se por mutacdo em
CDHZ1, gene que codifica a E-Caderina, exibindo um padréo de hereditariedade autossémico
dominante de penetrancia incompleta. A gastrectomia total profilatica pode ser indicada tendo
em vista uma incidéncia de adenocarciona gastrico maior que 70% em familiares portadores da
mutacdo. Citam-se, ainda, Adenocarcinoma Gastrico e Polipose Proximal do Estémago
(GAPPS) e Céancer Géstrico Familial Intestinal (CGFI), além de outras sindromes de cancer
hereditario associadas a aumento de risco para cancer gastrico, como Polipose Adenomatosa
Familiar (FAP) e a sindrome de Lynch. As sindromes de CG hereditério serdo discutidas em
topicos especificos deste documento.

Diversas alteracfes genéticas estdo associadas ao desenvolvimento de cancer gastrico,
especialmente em genes que codificam fatores de crescimento, reguladores do ciclo celular,
moléculas de adesdo e enzimas que atuam na matriz celular, dentre outras. Além disso, fatores
epigenéticos também contribuem para a carcinogénese. As mutacfes do gene P53 sdo
amplamente descritas por serem as mais frequentemente encontradas nos portadores desta

neoplasia.

1.3 CLASSIFICACOES

O céancer gastrico pode se desenvolver em qualquer regido anatdbmica do estbmago
(cérdia, fundo, corpo e antro). Porém, os tumores que acometem a cardia diferem das lesdes
gastricas distais em diversos aspectos, incluindo epidemiolégicos, clinicos, genéticos, e
progndsticos, e dessa forma, recentemente, passaram a ser consideradas neoplasias do es6fago
(WASHINGTON, 2010) e, portanto, ndo serdo abordados neste texto.

Cerca de 95% dos casos de cancer gastrico correspondem a adenocarcinomas. Em
funcdo dessa prevaléncia, ao longo do texto, a citacdo de adenocarcinoma gastrico referir-se-a,
exclusivamente, ao adenocarcinoma, ndo obstante ocorrerem, também, outros tipos de
neoplasias gastricas como: linfomas, sarcomas, tumores do estroma gastrintestinal, carcinoides,
tumores adenoescamosos e espinocelulares.(YAKIREVICH; RESNICK, 2013)
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E possivel classificar o cancer gastrico em diversos aspectos. Uma das classificaces
mais difundidas ¢ a histoldgica de Lauren, que divide os adenocarcinomas gastricos nos tipos
intestinal e difuso.

O tipo intestinal exibe um padrdo de crescimento expansivo, células com nucleos
grandes e irregulares e uma coeséo celular que favorece a formagéo de estruturas tubulares do
tipo glandular. Por outro lado, o tipo difuso € constituido de pequenas células ndo coesas,
difusamente dispersas, que nao formam estruturas glandulares, podendo apresentar células com
nucleos periféricos (anel de sinete) devido a elevada producdo de mucina (CORREA, 2013).

O tipo intestinal geralmente é precedido de lesdes pré-neoplasicas progressivas, que
ocorrem apods a gastrite superficial ou ndo-atrofica, incluindo gastrite atrofica multifocal,
metaplasia intestinal do tipo completo, metaplasia intestinal do tipo incompleto, displasia de
baixo grau e displasia de alto grau. Esta sequéncia de transformacdes foi descrita por Pelayo
Correa em 1988 e se tornou conhecida como Cascata de Correa (CORREA, 1995).

O adenocarcinoma do tipo difuso poderia evoluir a partir da mucosa normal diretamente
para 0 cancer e ocasionar metastases precocemente e estaria associado a fatores genéticos. Esta
variante histologica apresenta taxa mitotica menor em relagdo aos tumores intestinais e é mais
comum em populacdes submetidas a um baixo risco ambiental (CORREA, 1995).

O tipo intestinal é mais frequente em homens, sobretudo em faixas etarias mais
avancadas. Por outro lado, o tipo difuso apresenta taxas de incidéncias similares entre os
géneros.

N&o obstantes adenocarcinomas géastricos intestinais e difusos serem usualmente
considerados com entidade Unica, ha consideraveis diferencas em seus fatores de risco,
carcinogénese, abordagens terapéuticas e prognosticos (WASHINGTON, 2010).

Semelhante ao que ocorre com outras neoplasias, 0 adenocarcinoma gastrico ¢ estadiado
pelo sistema TNM, determinando: extensdo do tumor primario (T), auséncia ou presenca de
metastases para linfonodos regionais e nimero de linfonodos acometidos (N) e auséncia ou
presenca de metéstases a distancia (M). A combinagdo de T, N e M em grupos especificos ird
designar a extensdo anatdmica do cancer e relacionar-se-4& com o progndstico (DEKKER;
ORTH, 1977; KIM et al., 2011).

O CG ainda pode ser classificado como precoce, quando estd restrito a mucosa e
submucosa, independentemente da sua extensdo em superficie, e da presenca ou ndo de
metastases ganglionares. Esse tipo de adenocarcinoma possui um bom prognostico. O tumor é

considerado avancado quando atingir as camadas posteriores a submucosa podendo ou néo
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apresentar metastase nos linfonodos e 6rgaos como o pulmé&o, glandulas adrenais, figado, 0sso
e cavidade peritoneal (KIM et al., 2011; MACDONALD, 1992).

Uma nova classificacdo molecular para o cancer gastrico foi proposta por um grupo de
pesquisadores do The Cancer Genome Atlas (TCGA), dividindo o adenocarcinoma em 4 tipos:
1- CIN, grupo de instabilidade cromossdmica, caracterizado por histologia intestinal,
aneuploidia, mutacdes de TP53 e ativacdo de RTK-RAS; 2- positivo para EBV, que apresenta
mutacdo PIK3CA frequente, amplificacdo de PD-L1/2, hipermetilagdo do DNA intensa,
silenciamento de CDKN2A e sinalizacdo de células imunoldgicas; 3- Instabilidade de
microssatélite, caracterizado por altas taxas de mutagdes, CIMP géstrico (metilagdo de ilhas
CpG), silenciamento de MLH1 e vias de mitose; 4- Tumores genomicamente estaveis,
caracterizado por histologia do tipo difuso, mutagbes CDH1 eRHOA, fusdo de CLDN18-
ARHGAP e perda de adeséo celular (NETWORK, 2014).

Esta classificagdo pretende favorecer o entendimento sobre caracteristicas moleculares
que influenciam o manejo clinico, permitindo escolhas terapéuticas adequadas aos perfis

moleculares de cada tumor.

CIN
« Intestinal histology
* TP53 mutation
* RTK-RAS activation

EBV
* PIK3CA mutation
* PD-L1/2 overexpression
* EBV-CIMP
* COKN2A silencing
* Immune cell signalling

MSI

* Hypermutation

\ - * Gastric-CIMP

) , « MLH1 silencing

\ 4 { * Mitotic pathways

GS

* Diffuse histology
* COH1, RHOA mutations

* CLDN18-ARHGAP fusion
* Cell adhesion

Figura 8: Subtipos de cancer Gastrico: distribuicdo de subtipos de acordo com as caracteristicas

moleculares (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2014).
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1.4 QUADRO CLINICO

O cancer gastrico é inicialmente assintomatico ou provoca sintomas inespecificos, como
desconforto epigastrico e dor abdominal ndo incapacitante, de modo que os portadores
demoram a procurar assisténcia médica e, quando o fazem, recebem, frequentemente,
tratamento para doencas benignas enquanto o tumor se desenvolve. Pode haver disfagia,
anorexia, perda ponderal ndo justificada, vOmitos, anemia ferropriva, entre outras
manifestacdes inespecificas (MINCIS, 2013; CORREA, 2013).

Conforme a doenca progride, se desenvolvem sinais relacionados & doenca avangada
ou metastatica, como massa abdominal palpavel, linfonodo de Virchow, prateleira de Blumer,
tumor de Krukenberg, ascite, ictericia e caquexia. Os principais sitios de metastase a distancia
sdo o figado e o periténio e ocorrem tanto por via hematogénica como celémica e linfaticas.
Fenbmenos paraneoplasicos raros como anemia hemolitica microangiopatica e poliarterite

nodosa podem se desenvolver.

1.5 DIAGNOSTICO TARDIO

Como consequéncia de um quadro clinico incipiente inespecifico, e auséncia de
métodos custo-eficazes de rastreamento, o diagndstico é feito, na maioria das vezes, em estadios
avancados com prognoéstico desfavoravel. Deste modo, justifica-se a crescente busca por
marcadores que permitam identificar individuos com risco aumentado para o desenvolvimento
desta neoplasia, objetivando proporcionar um diagndstico precoce e oferecer uma terapéutica
com maiores indices de eficécia.

O método diagnostico de escolha é a endoscopia digestiva alta, que permite a
identificacdo macroscopica, localizacao e delimitacdo de lesdes suspeitas, obtencéo de imagens
da lesdo, avaliagdo gastrica detalhada, incluindo ainda a mucosa adjacente e possiveis lesdes
sincronicas. Adicionalmente, propicia a obtencdo de amostra para analise histopatologica por
meio de bidpsia, constituindo o padrdo ouro para o diagnostico do adenocarcinoma gastrico
(MACHLOWSKA et al., 2020).

O diagnostico em estadios iniciais proporciona melhores indices de sobrevida e
possibilita escolhas terapéuticas minimamente invasivas como as ressec¢des endoscopicas. Por

outro lado, doencas diagnosticadas em estadios muito avancados ndo se beneficiam do
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tratamento cirargico e possuem indices de sobrevida extremamente baixos (EUSEBI et al.,
2020).

1.6 TRATAMENTO

O tratamento cirurgico constitui o padrdo ouro, incluindo a gastrectomia e
linfadenectomia do tipo D2. O procedimento cirdrgico ideal para cada paciente deve ser
adequado a localizacdo e extensdo do tumor, incluindo resseccdes totais ou subtotais
(SMYTH et al., 2016).

Admite-se, em casos iniciais, as ressec¢es endoscopicas, mucosectomias e dissecgdes
submucosas, com finalidade curativa. Entretanto, o numero de diagndésticos em fases iniciais
que permitem esta consideracdo terapéutica € extremamente menor, do que daqueles com
doenca avancada. Ressalta-se que as chances de cura em casos iniciais, sejam tratados
endoscopicamente ou cirurgicamente, sao muito elevadas, em oposi¢do aos casos avancados,

poucas vezes curaveis (BARCHI et al., 2020).

Recentemente, cirurgias por videolaparoscopia foram incorporadas no arsenal
terapéutico de tumores distais ndo avangados.

Adicionalmente ao tratamento cirdrgico, em casos de doenc¢a avancada, associam-se,
usualmente, outras modalidades terapéuticas em regimes adjuvantes, ou pré-operatérios. S&o
elas a quimioterapia, radioterapia e terapia alvo com anticorpos anti-HER2 e anti-EGFR e a
imunoterapia baseada nos marcadores PD1 e PDL-1 que surgiu como um potencial avango na
abordagem do cancer gastrico (WAGNER et al., 2010; HAMANISHI et al., 2016).

Recentemente, demonstrou-se que tumores com instabilidade de microssatélites elevada
(MSI-H), ndo se beneficiam de quimioterapia, mesmo quando avangados, reservando-se para

estes casos cirurgia isoladamente, ou associada a imunoterapia.

Em caso de doenca metastatica, o tratamento paliativo preferencial € a quimioterapia
sistémica, e, quando indicado, a imunoterapia, reservando-se a cirurgia para complica¢fes do
tipo perfuracdo, obstrucdo e sangramentos ndo controlados por outras medidas (KIM et al.,
2011b).

As recomendagOes propostas pela International Gastric Cancer Associataion estdo

resumidas na figura 9.
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Figura 9: Recomendac@es para a pratica clinica no adenocarcinoma gastrico. Fonte: Japanese gastric
cancer treatment guidelines 2021 (6th edition). (ASSOCIATION, 2022).

Muitas das mais importantes inovac6es promovidas pela ciéncia da luta contra o cancer
concentram-se em tratamentos de alto custo, como terapias alvo, e sdo, frequentemente,
direcionadas a tumores avancados. Nao obstante os beneficios decorrentes dessas estratégias, o
alto custo de seu emprego limita intensamente o acesso pela populacéo, e supera a capacidade
de financiamento publico e privado (PATEL; CECCHINI, 2020).

O namero de pacientes efetivamente beneficiados pelos referidos avangos € largamente
superado pelos casos novos, diagnosticos em fase avancada, e doentes para 0s quais ndo se pode
oferecer tratamentos que objetivem controlar a doenca.

Em consequéncia, o desequilibrio entre a crescente magnitude do problema céancer e a
capacidade da ciéncia e governo o controlarem, expande-se intensamente, delineando um
cenério de insustentabilidade.

Estratégias que vislumbrem o controle do céancer devem necessariamente ser

direcionadas a prevencéo e a busca de identificacdo precoce da doenga, favorecendo o melhor
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resultado terapéutico, e proporcionando reducdo de morbidade e mortalidade relacionadas a
doenca (EUSEBI et al., 2020).

Iniciativas que objetivam identificar individuos sob maior risco de ocorréncia de cancer
gastrico, e permitir o desenho de protocolos de rastreamento e prevencdo, terdo potencial
impacto na ocorréncia do cancer, e no sucesso de intervenc6es favorecidas por diagnosticos
precoces.

Dentre os individuos sob risco aumentado para o desenvolvimento de cancer gastrico,
destacam-se aqueles com padrGes alimentares associados a incidéncia aumentada destes
tumores; portadores de lesdes ditas pré-neoplasicas como atrofia gastrica, metaplasia intestinal
e displasia gastrica; e infectados pelo H. pylori. (POOROLAJAL et al., 2020). Entretanto,
familiares de pacientes portadores de AG, em especial daqueles acometidos em idades menos
avancadas, representam grupo de risco frequentemente subvalorizados na pratica clinica.

Pacientes com cancer gastrico hereditarios sdo raramente diagnosticados. Atribui-se a
fatores hereditarios aproximadamente 10% dos AG, entretanto o diagnostico formal de AG
hereditario é obtido em apenas 1%-3% dos casos (POST et al., 2019).

N&o obstante merecerem tratamentos semelhantes aos casos esporadicos, ressalvadas
algumas peculiaridades, o diagnostico de CGH representa uma oportunidade para o
estabelecimento de medidas dirigidas aos familiares, que podem resultar em prevencdo do
cancer, ou ainda, em diagndsticos de tumores assintomaticos, em fases menos avancgadas,
beneficiando-o0s com elevados indices de curabilidade (MASTORAKI et al., 2011).

Destaca-se a existéncia de diversas medidas formalmente elencadas dirigidas aos
familiares de portadores de cada uma das sindromes de CGH, que serdo discutidas a seguir.

O CGH apresenta-se em trés sindromes principais: Cancer Gastrico Difuso Hereditario
(CGDH), Adenocarcinoma e Polipose Proximal do Estdbmago (GAPPS) e Cancer Gastrico
Familial Intestinal (FIGC), além de outras sindromes de céncer hereditario, como
PeutzeJeghers, Li Fraumeni e Lynch, conforme listado no quadro 01 (COLVIN et al., 2015).

Em especial, discutiremos, com maior profundidade, o CGDH, objeto da investigacao

proposta, e a mais frequente destas sindromes.
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Quadro 1. Sindromes hereditarias de cancer gastrico e outras sindromes hereditarias associadas ao cancer

gastrico.

Sindrome

Principal caracteristica

Mutac&o associada

Sindromes de cancer gastrico hereditario

Cancer géstrico difuso
hereditério

Heranca autossdbmica dominante. CG do tipo
difuso, com alta penetrancia e inicio precoce da
doenca agressiva em casos decorrentes de mutacGes
patogénicas de CDH1.

CDH1
CTNNA1

Cancer gastrico familial
intestinal

Heranca autossdbmica dominante. CG do tipo
intestinal sem polipose gastrica associada.

Desconhecido

Adenocarcinoma gastrico e
polipose proximal do
estdmago

Heranca autossémica dominante. CG do tipo
intestinal com polipose de glandulas fundicas do
estdmago proximal.

Desconhecido

Outras sindromes de cancer hereditario que podem dar origem ao CG

Polipose adenomatosa

de inicio precoce, com penetrancia quase completa.

familiar CG pouco comum (<2%). APC

Sindrome de cancer de Heranca autossdmica dominante. Cancer de mama BRCAL

mama e ovario hereditarios e ovario. CG pouco comum (1,7%). BRCA2
Heranca autossémica dominante. Polipose do trato

Sindrome de polipose gastrointestinal e cancer colorretal. CG SMAD4

juvenil infrequente. BMPR1A

Sindrome de Li-Fraumeni Heranca autossémica dominante que causa uma p53

variedade de canceres: mama, cérebro, adrenais e
sarcomas. O CG é de inicio precoce (4,9%).

Sindrome de Lynch

Heranca autossdbmica dominante. Alta penetrancia
de cancer colorretal de inicio precoce. O CG,
predominantemente do tipo intestinal, é pouco
frequente (1,6%).

Mutacgdes em
genes de reparo

Sindrome de Peutz-Jeghers

Heranca autossdmica dominante. Polipos
hamartomasos com pigmenta¢do mucocutanea no
trato gastrointestinal. CG infrequente.

STK11

Fonte: COLVIN et al., 2015 — Adaptado
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1.7 GAPPS

GAPPS é uma sindrome de polipose gastrica rara, recentemente descrita. Possui um
padrdo de heranca autossémico dominante com penetrancia incompleta, com predisposicédo
significativa para adenocarcinoma gastrico, metastase e morte. E caracterizada por uma grande
concentracdo de polipos de glandulas fandicas envolvendo o corpo e o fundo do estémago,
poupando o antro, pequena curvatura e o duodeno. Esses pdélipos podem estar associados a
lesBes displasicas e cancer gastrico do tipo intestinal (RUDLOFF, 2018).

O GAPPS foi incluido recentemente aos distarbios associados a APC, como Polipose
Adenomatosa Familiar (FAP) e a forma atenuada (AFAP), causada pela perda desse supressor
de tumor. Sua etiologia foi associada a mutagdes no promotor 1B do gene APC (c.-191T> C,
c.-192A> G e ¢.-195A> C), que reduzem a ligacdo do fator de transcricdo Yin Yang 1 (YY1) e
a atividade transcricional do promotor (MITSUI etal., 2018). Trata-se de nova sindrome, sendo,
portanto, possivel que outras alteragdes moleculares, ainda ndo publicadas, também gerem o
fendtipo, em casos nos quais as reconhecidas mutacdes no promotor do APC ndo estejam
presentes.

O diagndstico é feito pelos seguintes fatores: um padrdo de heranca autossémica
dominante; presenca de pélipos de glandulas fandicas poupando o antro e a pequena curvatura
do estbmago; auséncia de polipose coldnica e duodenal; exclusdo de outras sindromes de
polipose gastrica e 0 uso cronico de IBP (WORTHLEY et al., 2011). Os familiares em risco
devem ser rastreados por teste de mutacdo germinativa do promotor IB da APC para iniciar
avaliacdo e vigilancia endoscdpica oportuna.

A polipose da glandula fundica com displasia associada foi descrita em individuos
afetados a partir dos 10 anos de idade, e o primeiro caso relatado de adenocarcinoma ocorreu
em um paciente de 33 anos. Todos os parentes de primeiro grau devem ser submetidos a
endoscopia e colonoscopia, este Ultimo para excluir polipose adenomatosa familiar e outras
sindromes de polipose gastrointestinal (BEER et al., 2017).

Os familiares devem realizar endoscopias anuais a partir dos 40 anos de idade, ou com
idade correspondente a 5 anos antes da idade diagnostica do caso indice. N&o existe indicagado
para gastrectomia profilatica, exceto na impossibilidade de manejo endoscépico (RUDLOFF,
2018).
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Quadro 2. Critérios diagnosticos para adenocarcinoma gastrico e polipose proximal do estdmago.

e  Polipos gastricos restritos ao corpo e fundo, sem evidéncia de polipose duodenal ou colorretal

e Mais de 100 polipos atapetando o estdmago proximal no caso indice, ou mais de 30 p6lipos em um parente de
primeiro grau de outro caso

e Predominancia de pélipos de glandulas fundicas, alguns com regibes de displasia (ou um membro da familia
apresentando polipose displasica de glandulas fandicas ou adenocarcinoma gastrico)

e Um padrdo de heranca autossémico dominante

e Exclusdo de outras sindromes hereditarias de polipose gastrica e exclusdo do uso de inibidores de bomba de
protons

Fonte: WORTHLEY et al., 2011- Adaptado

1.8 CANCER GASTRICO FAMILIAL INTESTINAL (FIGC)

A FIGC é uma sindrome que cursa com cancer gastrico do tipo intestinal sem polipose
gastrica. Possui um padrdo de heranca autossdmico dominante, porém a causa genética
subjacente é desconhecida. Portanto, ndo existe um teste genético diagndstico para esta
condicdo (OLIVEIRA et al., 2015; CARVALHO et al., 2020).

A FIGC ¢ definida de acordo com a incidéncia do GC, conforme acordado pelo
International Gastric Cancer Linkage Consortium. Em paises de alta incidéncia de CG, o
critério diagnostico é analogo ao critério de Amsterda para o cancer colorretal hereditario sem
polipose (HNPCC). Os critérios incluem: i) pelo menos trés parentes devem ter CGI e um deles
deve ser parente de primeiro grau dos outros dois; ii) pelo menos duas geracGes sucessivas
devem ser afetadas; iii) e em um dos familiares, o0 GC deve ser diagnosticado antes dos 50 anos.
Em paises com baixa incidéncia sdo utilizados os seguintes critérios: i) pelo menos dois
parentes de primeiro grau (FDR) ou parentes de segundo grau (SDR) afetados pelo IGC, um
diagnosticado antes dos 50 anos; ii) ou trés ou mais parentes com IGC em qualquer idade
(CALDAS et al., 1999).
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Quadro 3. Critérios diagnosticos para Cancer Gastrico Familial Intestinal pelo International Gastric
Cancer Linkage Consortium

Paises de alta incidéncia (Portugal, Japao)
e Pelo menos trés parentes devem ter cancer gastrico intestinal e um deles deve ser o parente de
primeiro grau dos outros dois
e Pelo menos 2 geragdes sucessivas devem ser afetadas
e Em um dos familiares, o cancer gastrico deve ser diagnosticado antes dos 50 anos

Paises de baixa incidéncia (Reino Unido, EUA)
e Pelo menos 2 parentes de primeiro ou segundo grau afetados por cancer gastrico intestinal, um
diagnosticado antes dos 50 anos; ou
e  Trés ou mais parentes com cancer gastrico intestinal em qualquer idade

Fonte: CALDAS et al., 1999

Os pacientes diagnosticados devem realizar acompanhamento endoscépico anual a partir
dos 40 anos de idade, ou 5 anos antes da idade diagnostica do familiar mais novo afetado. N&o

ha indicacdo de gastrectomia profilatica.

1.9 CANCER GASTRICO DIFUSO HEREDITARIO

Uma parcela dos pacientes com cancer gastrico difuso estad associada a sindromes
hereditarias de cancer gastrico (CGDH) devido a muta¢cfes heterozigdticas germinativas no
gene da E-caderina (E-cad, também conhecido como CDH1). A incidéncia de CGDH devido a
mutacdo da germinativa de CDH1 varia de 1% a 3%. O CGDH possui heranca autossémica
dominante. Em 30-50% dos pacientes com CGDH, considera-se ser possivel a identificacdo de
alelos germinativos mutados da E-caderina (CDH1). Nas demais familias, os fatores que
determinam a suscetibilidade permanecem desconhecidos (GALL; FRAMPTON, 2013).

Essa caracteristica familial do cancer gastrico difuso foi inicialmente observada e
descrita em 1964, em uma familia Maori da Nova Zelandia, investigando-se geracOes afetadas.
As primeiras evidéncias de associacdo da mutacéo E-caderina com cancer gastrico difuso foram
relatadas em 1994 (BECKER et al., 1994). Em 1998, a mutacdo germinativa da Ecaderina foi
identificada, associada e confirmada como causa do cancer gastrico hereditario nessas familias
Maori (GUILFORD et al., 1998). Posteriormente, mutacdes germinativas de CDH1
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semelhantes foram relatadas no céncer gastrico difuso em familias de origem do norte da
Europa e em outras regides.

A maioria dos pacientes com CGDH desenvolve cancer gastrico do tipo difuso entre 14
e 69 anos. Em contraste, 0 tumor esporadico € mais comum entre a quinta e sétima década de
vida. E interessante destacar que nas familias de pacientes com CGDH o risco de desenvolver
cancer lobular de mama é de 42% até os 80 anos, enquanto o risco de cancer de mama
esporéadico na populacédo é de 12,5% (CORSO et al., 2016).

1.9.1CDH1

O CDH1 é um gene supressor de tumor altamente conservado entre as espécies.
Localizado no cromossomo 16qg22.1, abrange cerca de 100 kb. Compreende um conjunto de 16
éxons e 15 introns (BERX et al., 1995). Transcreve a E-caderina, uma proteina de 120- kDa,
que pertence a uma familia de glicoproteinas transmembrana conservadas, as caderinas. A
superfamilia das caderinas € composta pelas caderinas classicas, que sdo 0s principais
componentes da juncdo aderente célula-célula; caderinas ndo cléssicas, que incluem caderinas
desmossomais; e proto-caderinas, que atuam na plasticidade neuronal. A E-caderina ou
caderina epitelial pertence a subfamilia do tipo I, as caderinas classicas (STEMMLER, 2008).

Expressa na lateral de células epiteliais, a E-caderina é uma molécula de adesdo
dependente de célcio e desempenha importante funcdo na arquitetura de tecidos organizados,
por meio da formacgédo de complexos com outras proteinas citosélicas (NIESSEN; GOTTARDI,
2008).

Sua estrutura é formada por trés dominios: um unico dominio curto citoplasmatico,
conectado por meio de um segmento transmembrana ao dominio extracelular longo dependente
de célcio.

O dominio extracelular conecta-se por meio de uma ligacdo homofilica & molécula de
caderina da célula adjacente utilizando ions de calcio, formando homodimeros, e atua como
uma ‘dobradica’, impedindo o afrouxamento entre as células e promovendo rigidez & conexao
(GALL; FRAMPTON, 2013).

O dominio extracelular € composto por cinco repeticdes de caderina (EC) que
constituem o elemento béasico para sua classificacdo. Esses dominios extracelulares sédo

sequéncias de 110 residuos que estdo presentes apenas nas caderinas, comumente denominados
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EC1-EC5. O dominio longo E1 é o principal responsavel pelas propriedades aderentes das
caderinas, que sdo organizadas entre as celulas em uma estrutura semelhante a um ziper
(PEINADO et al., 2004).

A conformacéo normal da caderina so € estavel se houver Ca2* no ambiente adjacente.
A ligacdo deste na porcao extracelular da cadeia polipeptidica é essencial para a adesao celular.
Os sitios de ligacdo de calcio consistem em pequenas sequéncias de aminoacidos,
aproximadamente 150, altamente conservadas localizadas entre repeti¢es de EC vizinhas.

O dominio citoplasmatico interage com os filamentos do citoesqueleto por meio de um
conjunto de proteinas adaptadoras/conectivas chamadas cateninas (p120, B-catenina e a-
catenina). Essa estrutura promove a estabilidade e organizacao celular, e inibe a mobilidade
celular individual (WHEELOCK; JOHNSON, 2003).

E-Caderina:
Interacao homofilica dependente de Calcio

Membrana
plasmatica

Citoplasma

Figura 10. Representacdo esquemaética da molécula de E-caderina (Art Station, scientific
illustration, 2016).
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1.9.2 E-CADERINA E “VIAS DE SINALIZACAO” NO CANCER

O mecanismo exato das muta¢cdes do CDH1 no processo da carcinogénese continua
sendo investigado, assim como sua funcdo na carcinogénese. O papel especifico da E-caderina
no processo do desenvolvimento reflete-se na interagdo complexa de diversas vias de
sinalizacdo. O complexo E-caderina-catenina atua nos mecanismos de adeséo celular, além da
sinalizac&o direta ou indireta para o nlcleo e citoesqueleto por meio da interagdo com outras
vias, como [-catenina, RhoGTPase, NF-kB e sinalizagdo de EGFR independente de adeséo
(SHENOY, 2019).

Mutacdes no gene CDH1 com perda de funcdo da E-caderina levam ao processo de
EMT (transicdo epitélio-mesenquimal) no qual a célula perde sua capacidade de adesdo celular
e polaridade apical.

AlteracOes genéticas ou epigenéticas na E-caderina levam a alteracfes na adeséo celular
epitelial e estrutura celular, interacdes estromais aberrantes, além de desarmonia na migracao e

sinalizag&o celular, promovendo a tumorigénese.

e Via E-cad/p-catenin/Wnt

A Pcatenina desempenha um papel essencial na adesdo celular como uma proteina
conectora que liga a E-caderina ao citoesqueleto de actina. Também representa um componente
essencial na sinalizagéo da via Wnt.

Sob condigdes fisiologicas, a B-catenina citoplasmatica permanece em estado inativo pela
ligagdo ao complexo de degradacdo APC / GSK3p / Axin / CK1 e sofre fosforilacdo para a
ubiquitinacdo. A sinalizacdo Whnt inibe esse processo degradativo, fosforilando e inibindo o
complexo GSK3p. Isso aumenta o limiar critico da f-catenina no citoplasma, necessario para
ser transportado para o nucleo. Sob condicdes permissivas que amplificam a via de sinalizacéo
Whnt aberrante, tais como fatores paréacrinos do ambiente tumoral, citocinas de células estromais
e TNF-a de macrofagos, a B-catenina se transporta para o nucleo e liga-se as proteinas TCF-4 /
LEF-1 para induzir os genes-alvo Wnt tais como c-Myc, ciclinas, MMP. Esse processo leva a
proliferacdo e ao crescimento descontrolados de células (GOTTARDI et al., 2001).

Na auséncia de E-caderina, a B-catenina ndo associada ao complexo caderina-catenina leva
ao excesso de B-catenina citoplasmatica. Foi demonstrado que a B-catenina usa 0 mesmo sitio
de ligagéo para ativar os ligandos do TCF e da E-caderina, e as caderinas tém uma afinidade de
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ligagdo superior. Existe a hipotese de que, a medida que a E-caderina é perdida, um excesso de
B-catenina citoplasmatica, que escapa a degradacdo, entre no nucleo para se ligar ao TCF e
ativar a via Wnt. Além de ativar genes associados a Wnt downstream, também é demonstrado
que a translocagdo nuclear de 3-catenina reprime a expressao de PTEN. O PTEN é um supressor
de tumor e um regulador critico da via AKT/MTOR. Assim, o funcionamento Wnt /f-catenina
/E-cad pode atuar em favor da proliferacdo celular descontrolada que promove a oncogénese
(JEANES et al., 2008).

e Via E-Cad/EGFR/RAS/RAF/MEK

Outra funcdo da E-caderina é a inibicdo das vias de EGFR por meio da sua co-localizagdo
com EGFR no contato célula-célula. A mutacdo da E-caderina esta associada a ativacdo do
EGFR dependente de ligantes, e dos efetores downstream através das vias RAS/RAF/MEK,
além de outras vias pro-tumorigénicas, como FAK/c-Src e via PIBK/AKT/MTOR, contribuindo
assim para o0 aumento da proliferagdo e motilidade celular. Além disso, a perda de E-cad esta
associada ao aumento da translocagdo de [-catenina no nucleo, conforme descrito

anteriormente. Esta translocagao de B-catenina reprime a expressdao de PTEN (LI et al., 2018).

e Via E-cad/P-120/Rho/MAPK

A familia Rho de GTPases pertence a superfamilia RAS. Eles atuam como um mediador
molecular duplo e regulam muitos aspectos da dindmica intracelular: citoesqueleto, motilidade
e polaridade celular, proliferacdo celular. Normalmente, quando a E-caderina é perdida, as
celulas sofrem apoptose por meio de um processo chamado anoikis, uma forma de morte celular
programada que ocorre apos a perda da adesao celular, da arquitetura e polaridade das céelulas
(NAM et al., 2019).

A analise funcional das mutagdes sugere que a RhoA ativada inibe o processo de anoikis.
Outro mecanismo de ativagdo de RhoA ocorre indiretamente através da interacdo com a
proteina p120. Além de ter um papel fisioldgico na juncédo aderente, a proteina p120 ligante da
E-caderina, estabiliza as juncdes aderentes e suprime as vias RhoA e NF-B. No entanto, apds o
silenciamento da E-caderina, essa regulacdo negativa do RhoA € perdida e o p120 promove 0
crescimento celular ativando e modulando a RhoGTPase, ativando a atividade RAS / RAC /
MAPK, além da ativacdo mediada por Rho das vias inflamatdérias NF-NB (BCL, IL -6, TNF)
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(COWELL et al., 2009). Demonstrou-se que o Cag A de H. pylori (gene A associado a
citotoxicidade) pode causar silenciamento epigenético do gene CDH1, ativando Rho através do
GRB / SHP-2 e downstream a via RAF / MEK / ERK (KOURTIDIS et al., 2013).

e Via E-Cad/Snail, Slug, Twist and Zeb-1

A caderina-E também desempenha um papel importante na transicédo epitélio mesenquimal
por meio da supressao de fatores de transcrigdo: snail, slug, twist e Zeb-1. Esses fatores estdo
envolvidos na diferenciacdo de células epiteliais em células mesenquimais (EMT). A perda da
E-caderina promove a transicéo de célula epitelial para célula mesenquimal (EMT) e, portanto,
perda de polaridade celular e ativagdo da motilidade. Snail, Twist e Zeb-1, anteriormente
conhecidos por inibir a E-caderina, estavam entre os fatores de transcricdo regulados
positivamente apds a perda de E-caderina (CANO et al., 2000).

A perda da arquitetura celular leva a um fenétipo mesenquimal, com capacidade migratdria
importante na doenca metastatica. As células perdem marcadores de citoqueratina e a propria
E-caderina, enquanto ganham outros marcadores mesenquimais, como 0 vimentina e a N-
caderina. A perda de proteina E-caderina pode ser justificada pela mutagdo germinativa, como
observado em GCHD, ou devido a superexpressdao de fatores inibidores de transcri¢éo
(snail/slug/twist/zeb) por carcinomas avangados. Esse fendmeno também é chamado de

silenciamento transcricional. Esse processo leva a invasdo e metastases (ONDER et al., 2008).

1.9.3 ALTERACOES GENETICAS EM CDH1

A penetrancia do gene CDH1 é incompleta. Aproximadamente 30%-50% das familias
acometidas por CGDH podem portar a mutacdo (OLIVEIRA et al., 2009).

CDH1 é um gene supressor de tumor, logo os dois alelos precisam ser silenciados para
que haja perda da proteina. E necessario um segundo evento para inativacdo do gene e
tumorigénese. Os mecanismos de perda do segundo alelo do CDH1 podem incluir
hipermetilacdo do promotor do gene causando silenciamento epigenético, mutagcdes somaticas
e perda de heterozigozidade (OLIVEIRA et al., 2009).
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No CGDH, as alteragdes genéticas causais ja descritas encontram-se dispersas por toda
a extensdo do gene. Nesta sindrome cerca de 80% das mutacbes germinativas do CDH1 séo
truncantes, isto é, resultam na perda da proteina, causada por codons de parada prematuros.
Mutacdes truncantes no gene CDH1 promovem a producéo de proteinas anormalmente curtas
e ndo funcionais, levando a ruptura do complexo caderina-catenina e perda da adesdo celular,
resultando no aumento da mobilidade celular, crescimento celular e divisdo celular fora de
controle, e aumento do potencial metastatico do tumor (LUO et al., 2018).

Outros 20% das mutacdes de CGDH sao do tipo missense, resultando em E-caderinas
com substituicdo de aminoécidos. O impacto funcional desse tipo de mutacdo ndo é sempre
evidente e permanece, na maioria dos casos, sob investigacdo. Para definir esta situacdo de
incerteza criou-se o termo VUS (Variant of Uncertain Significance) Variante de Significado
Clinico Incerto (MELO etal., 2017).

1.9.4 TESTES GENETICOS EM CGDH

De acordo com as diretrizes do International Gastric Cancer Linkage Consortium 2020
(IGCLC), deve-se suspeitar da presenca de mutagcdo no gene CDH1 da familia que apresentar
as seguintes caracteristicas: i) dois ou mais familiares diagnosticados com cancer gastrico em
qualquer idade com pelo menos um caso de CG do tipo difuso confirmado; ii) um ou mais
familiares diagnosticados com CGD em qualquer idade e um ou mais familiares diagnosticados
com cancer lobular de mama antes dos 70 anos, em diferentes membros da familia; iii) dois ou
mais familiares diagnosticados com cancer lobular de mama em idade inferior a 50 anos.
Adicionalmente, deve-se investigar mutacdo no CDH1 em individuos com historia pessoal de:
i) cancer gastrico difuso diagnosticado antes dos 50 anos de idade; ii) CGD em individuos da
etnia Maori em qualquer idade; iii) CGD em individuos com historia pessoal ou familiar
(parentes de primeiro grau) de fenda labial ou palatina; iv) CGD e cancer lobular de mama,
ambos diagnosticados antes dos 70 anos; v) cancer lobular de mama bilateral diagnosticado
antes dos 70 anos; vi) presenca de células em anel de sinete ou disseminacdo pagetoide de
células em anel de sinete em individuos com menos de 50 anos (BLAIR et al., 2020).

Ressalta-se que todos os critérios que utilizam o termo “familiar” referem-se a parentes
de primeiro ou segundo grau. Sempre que possivel, testa-se o individuo afetado. Se ndo houver

parentes vivos, considera-se a testagem de tecidos (tumoral ou saudavel) de um parente afetado
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ja falecido. Na auséncia das possibilidades citadas, considera-se o teste indireto de um familiar
ndo afetado.

As diretrizes do IGCLC destacam que é necessaria a confirmacéo histoldgica de pelo
menos um caso para preencher critérios que envolvem dois ou mais canceres. Ressalta ainda
que confirmacdo histoldgica de cancer gastrico do tipo intestinal ou cancer de mama néo-

lobular ndo caracterizam CGDH, portanto ndo devem ser considerados.

Quadro 4. Critérios para teste genético Cancer Gastrico Difuso Hereditario de acordo com o International
Gastric Cancer Linkage Consortium 2020

Recomenda-se teste genético para CDH1 o individuo com diagndstico de CG que preencher pelo menos um
dos seguintes critérios:

Critérios Familiares
e > 2 familiares diagnosticados com cancer gastrico em qualquer idade com pelo menos um caso de
CG do tipo difuso confirmado
e >] familiar diagnosticado com CGD em qualquer idade + >1 familiar diagnosticado com cancer
lobular de mama antes dos 70 anos, em diferentes membros da familia
e > 2 familiares diagnosticados com cancer lobular de mama em idade inferior a 50 anos

Critérios Individuais

e CGD diagnosticado antes dos 50 anos de idade

e CGD em individuos da etnia Maori em qualquer idade

e CGD em individuos com histéria pessoal ou familiar (parentes de primeiro grau) de fenda labial ou
palatina

e CGD e cancer lobular de mama, ambos diagnosticados antes dos 70 anos

e LBC bilateral em idade inferior aos 70 anos

Fonte: BLAIR et al., 2020

Recomenda-se o teste genético do gene CDH1 em individuos com diagndstico de cancer
confirmado que apresentem um dos critérios supracitados. Adicionalmente, considera-se a
analise do gene CTNNAL caso as investigacdes iniciais sejam negativas para variantes
patogénicas no gene CDH1. Se ambas as analises forem negativas, considera-se “HDGC-like”
(BLAIR et al., 2020).

Aconselhamento genético € crucial no cuidado de pacientes portadores de mutagdes no
CDHL1. Os testes geneticos devem ser oferecidos no inicio da vida adulta aqueles que
preencherem os critérios anteriormente descritos. Pode-se considerar o teste para individuos
menores de 18 anos baseado na historia familiar (GAYTHER et al., 1998).
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Quando possivel, o aconselnamento genético deve incluir a avaliacdo do histérico
familiar de trés geracdes, e levar em consideracao qualquer histdria de cancer lobular de mama,
fenda labial ou palatina e a presenca de lesdes precursoras ou diagnostico de cancer gastrico
difuso com confirmacdo histopatoldgica.

O sequenciamento do gene CDH1 pode ser realizado na amostra de sangue ou tecido,
seguido pela andlise de delecdo ou duplicacdo direcionada ao gene. Para se ter um diagndstico
mais preciso o ideal é que a analise de CDH1 deve incluir a matriz de leitura completa, limites
do intron-exon e analise de variacdo no nimero de copias para detectar delecdes intragénicas
de exon ou duplicacdes (POST et al., 2015). Aproximadamente 155 muta¢Oes germinativas
diferentes foram descritas, e a maioria dessas mutacGes patogénicas é truncante (HANSFORD
etal., 2015).

Se a analise de mutacdo de CDH1 e CTNNAL for negativa, considera-se analise
multigénica para outros genes de suscetibilidade ao CGDH, MAPK, BRCA2, STK11, SDHB,
PRSS1, ATM, MSR1 e PALB2. As mutacdes identificadas nestes genes sdo, na maioria dos
casos, muito raras, dificultando a obtencdo de conclusdes especificas sob sua verdadeira
contribuicdo para o desenvolvimento da doenca (BLAIR et al., 2020; POST et al., 2015).

Cerca de 20% das mutacbes no CDH1 podem ser mutaces VUS (variantes de
significado desconhecido) cuja consequiéncia ainda ndo esta clara. Esses casos, correlacionadas
com dados de familiares, devem ser considerados para avaliagdes complementares, incluindo a
bioinformaética e andlise de imagens, quantificacdo de proteinas, estudos in silico, analise de
expressao, e uma série de testes realizados em células de cultura in vitro, objetivando reunir
informacdes Uteis sobre os possiveis efeitos patogénicos dessas mutagcdes VUS (HANSFORD
etal., 2015).

Além das mutagdes descritas, o silenciamento de E-caderina também pode ocorrer por
outros mecanismos, incluindo alteracdes de microRNAs (miRNAs), metilacdo da regido

promotora e perda de heterozigosidade (MELO et al., 2017).

1.9.5 RECOMENDACOES PARA A PRATICA CLINICA

A idade média de diagnostico em CGDH é de 38 anos. Quando sintomas especificos
aparecem, a doenca esta tipicamente em estagios avancados, com metastases, e apresenta
prognostico ruim. Anélise de amostras retiradas apos gastrectomia profilatica de pacientes que

possuem mutacao patogénica de CDH1, usualmente, descrevem maltiplos focos neoplasicos de
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células em anel de sinete na base das glandulas, juntamente com o padrdo infiltrativo pagetoide
de disseminacdo, sob uma mucosa histologicamente normal. Em casos avan¢ados, o estdmago
pode apresentar-se espessado e rigido, um fendmeno conhecido como linite pléstica
(HUNTSMAN et al., 2001).

Os familiares que testarem positivo para mutacdo germinativa patogénica devem ser
aconselhados a gastrectomia total profilatica entre 20 e 30 anos, independente de achados
endoscopicos, para prevenir o cancer gastrico. Aqueles que renunciarem & cirurgia, deve-se
oferecer triagem e vigilancia endoscépica anual em centros especializados e experientes,
seguindo o protocolo de Cambridge, além da erradicacdo do H. pylori se positivo (BLAIR et
al., 2020).

As familias portadoras de HDGC-like, ou seja, ndo portadoras de mutagdes
germinativas patogénicas conhecidas, ndo recomenda-se gastrectomia total profilatica. Indica-
se triagem endoscdpica anual por pelo menos dois anos consecutivos. Uma vez que a bidpsia
positiva € mais provavel na primeira endoscopia, 0s intervalos de vigilancia endoscépica podem
ser prolongados a critério do endoscopista, considerando-se achados individuais e histéria
familiar. A triagem deve comecar aos 40 anos ou 10 anos antes da idade diagndstica do membro
mais jovem da familia afetado (BLAIR et al., 2020).

As recomendacdes atuais sdo endoscopia digestiva alta dedicada anuais com duragéo de
30 min, utilizando luz branca de alta definicdo com bidpsia de quaisquer lesdes suspeitas
visiveis, incluindo mucosa palida. Além disso, biopsias profundas aleatérias devem ser obtidas
da area pré-pilorica, antro, zona de transicdo, corpo, fundo e cardia. Recomenda-se um minimo
de 30 biopsias. O estbmago deve ser inflado e aspirado sob andlise cuidadosa para verificar
anormalidades de distensao, sugestivas de comprometimento parietal. Se o estdbmago parecer
rigido e suspeito de linite plastica, deve-se realizar uma ultrassonografia endoscépica ou uma
tomografia computadorizada com protocolo de distensdo géastrica para avaliar, detalhadamente,
as camadas da parede. As imagens devem ser salvas para comparag0es futuras (KUMAR et al.,
2019).

Apesar dos avangos nas técnicas e tecnologias endoscoOpicas, a deteccdo de focos
neoplasicos em portadores de CDH1 é baixa. A avaliacdo de amostras cirargicas pos-
gastrectomia demonstram neoplasia de anel de sinete em 45%-60% daqueles com avaliagdes
endoscdpicas negativas. Outras ferramentas como a cromoendoscopia com vermelho do Congo
e 0 corante azul de metileno ndo séo recomendadas pela toxicidade associada aos corantes e
baixa capacidade de deteccdo de CGDH (KOUWEN et al., 2004).
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e Cancer de mama associado a mutac6es do CDH1

O céancer lobular de mama geralmente se apresenta como camadas de células
neoplasicas e ndo forma uma massa bem definida, como o cancer ductal invasivo. Portanto, a
sensibilidade da mamografia para detectar LBC néo ¢é ideal.

As mulheres portadoras de mutacdo no gene CDH1 devem realizar acompanhamento
clinico com um oncologista e cirurgido da mama, realizando os exames clinicos anuais da mama
e a triagem do cancer lobular de mama. As recomendacfes de triagem incluem ressonancia
magnética bilateral da mama a partir dos 30 anos. A quimioprevencao de pacientes de alto risco
deve ser considerada de acordo com as diretrizes, usando moduladores seletivos de receptores
de estrogénio ou inibidores da aromatase. Considera-se mastectomia bilateral profilatica, na
dependéncia de aconselhamento genético oncoldgico, em casos selecionados, de portadores de
mutacdo patogénica no CDH1. Além disso, deve-se realizar vigilancia endoscopica anual e
considerar gastrectomia total profilatica (SHENOY, 2019; BLAIR et al., 2020).

e Gastrectomia total profilatica

Dada a natureza assintomatica do DGC e o padrdo de crescimento irregular e de dificil
reconhecimento, € possivel que o tumor permaneca inerte e, posteriormente, progrida
rapidamente. Estima-se que o risco de CGD seja de 1% aos 20 anos de idade e aumente para
4% aos 30 anos nas familias portadoras (PHAROAH et al., 2001a).

Quando os sintomas aparecem, 0 progndstico é ruim e a maioria dos pacientes é
diagnosticada com doenca avangada. Além disso, esses portadores de mutacao tém penetrancia
alta, mas varidvel e imprevisivel. A gastrectomia total profilatica é uma opcéo apropriada para
estes pacientes. Lewis e colaboradores foram os primeiros cirurgides a recomendar
gastrectomia total profilatica para pacientes assintomaticos com muta¢ées no CDH1. Sua
recomendacdo foi baseada no achado de cancer difuso oculto em amostras pds-gastrectomia de
seis membros assintomaticos de familias portadoras de mutaces (LEWIS et al., 2001).

Posteriormente, outros autores publicaram dados semelhantes. Huntsman e colaboradores
descreveram uma série de 5 pacientes de familias com mutacdo no CDH1 submetidas a
gastrectomia total profilatica. Todos os pacientes apresentaram evidéncia de CGDH na

patologia final, ndo identificadas na endoscopia pré-operatoria (HUNTSMAN et al., 2001).

44



Da mesma forma, Norton e colaboradores relataram cancer géastrico difuso oculto em seis
pacientes com mutacdo CDH1 submetidos a gastrectomia total profilatica. Todas as amostras
de gastrectomia ressecadas apresentaram presenca de CGD invasivo multifocal T1, sem
envolvimento linfonodal (NORTON et al., 2007).

A idade ideal para realizar a gastrectomia profilatica deve ser individualizada, no entanto,
a maioria dos autores recomenda que ela seja realizada no inicio da idade adulta entre 20 e 30
anos de idade, ou 5 anos antes da idade diagndstica do parente de primeiro grau mais jovem a
desenvolver cancer gastrico. As portadoras de mutacao que desejam engravidar, eventualmente,
devem considerar adiar suas cirurgias para evitar complicacbes decorrentes de deficiéncias
nutricionais e metabolicas do gastrectomizado (PHAROAH et al., 2001b).

A gastrectomia total apresenta alta morbidade, com consideravel impacto no bem-estar
psicoldgico, fisioldgico e metabdlico. E necesséria abordagem de uma equipe multidisciplinar.
Os portadores de mutacdo CDH1 devem se aconselhar com geneticista clinico, psicologo,
nutricionista, além de cirurgido e oncologista, e devem contar com apoio no periodo poés-
operatorio. Parametros nutricionais como albumina sérica e pré-aloumina devem ser
otimizados. A doenca metastatica deve ser descartada com imagens apropriadas, como uma
tomografia computadorizada do abdome e da pelve, além de tomografia do térax (POST et al.,
2015).

A técnica mais amplamente realizada € a gastrectomia total com remocéao de toda mucosa
gastrica com reconstrucdo esb6fago-jejunal em Y de Roux. O procedimento é realizado com
técnicas abertas ou laparoscépicas/roboticas. A vantagem da abordagem laparoscépica/robética
é a reducdo da dor pos-operatoria e a recuperagao mais rapida. A incidéncia pos-operatoria de
fistula, estenose, outros fatores que aumentam morbidade e maior tempo de hospitalizacdo nao
é estatisticamente diferente quando se compara uma anastomose mecéanica versus manual
(MASTORAKI et al., 2011).

Fragmentos das margens devem ser congelados e investigados para garantir que a mucosa
proximal do es6fago e a mucosa duodenal distal estejam livres de doenca, e de tecido géastrico
ectopico, assegurando a resseccao total da mucosa géstrica. Atencdo especial deve ser prestada
aos pacientes portadores de diverticulo de Meckel, pois este pode conter mucosa gastrica
ectdpica e deve ser ressecado no mesmo ato cirurgico (PANTELIS et al., 2016).

Em geral, pacientes mais jovens apresentam recuperacao satisfatoria, pois a maioria nao

possui doenca de base. A mortalidade cirurgica é inferior a 1% em centros experientes.
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A extensdo da disseccdo dos linfonodos permanece incerta. Para gastrectomia profilatica, antes
da detecc¢do do cancer gastrico, ndo deveria haver doenca linfonodal, recomendando-se, apenas,
linfadenectomia D1 (linfonodos peri-gastricas, 1 a 6). Para pacientes com cancer gastrico
confirmado, € necessaria uma linfadenectomia D2 (SCHMIDT; YOON, 2012).

As complicacdes da gastrectomia sdo mais graves em pacientes idosos com agravos
fisioldgicos e nutricionais. Se ndo tratado, 0 CGDH pode ter 100% de mortalidade devido ao
desenvolvimento de doenca metastética.

A gastrectomia total estd associada a uma significativa perda de peso. A rapida perda
ocorre inicialmente e € seguida pela estabilizacdo do peso em um ou dois anos apos a cirurgia,
com uma perda de peso permanente média de 10 a 15%. Os pacientes operados podem
apresentar transito intestinal rapido, refluxo, sindrome de dumping e diarreia (WORSTER et
al., 2014a).

Esses sintomas podem ser inicialmente graves, melhorar e estabilizar com o tempo.
Estudos de qualidade de vida indicam alta associacdo com ansiedade e depressdo. Pacientes
mais jovens do sexo masculino tém melhor qualidade de vida e perspectivas em comparagéo a
pacientes do sexo feminino e idosos.

H& um aumento no risco de distarbios metabdlicos relacionados a gastrectomia. Dentre
as deficiéncias comuns, incluem-se: de calcio, vitamina D, ferro e vitamina B12. Pode ocorrer
crescimento bacteriano excessivo, 0 que pode exacerbar ainda mais a deficiéncia nutricional e
a desnutricdo proteico-calorica. Pacientes pos-gastrectomia requerem suplementos vitaminicos
ao longo da vida (WORSTER et al., 2014b).

A gravidez apds gastrectomia total é viavel e relatada com resultados normais. As
gestantes devem ser monitoradas de perto quanto a deficiéncias nutricionais na mée e

crescimento e desenvolvimento do feto.

1.9.6 DESPROPORCAO ENTRE DIAGNOSTICOS MOLECULARES E DIAGNOSTICOS
CLINICOS

Conforme exposto anteriormente, 0 CGDH é doenga grave e potencialmente letal, se
ndo identificada e conduzida adequadamente em fases menos avancadas, que permitam o
sucesso terapéutico, ou, ainda, intervengdes redutoras de risco como a gastrectomia total
profilatica (SHENOY, 2019).
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Entretanto, ndo obstante muitos casos preencherem critérios clinicos compativeis com
a sindrome, o nimero de confirmagdes moleculares de mutacdes patogénicas de CDH1 ou
CTNNAL1 s&o desproporcionalmente baixos, mesmo quando todas as tecnologias de
investigaces moleculares estdo disponiveis (ASSUMPCAO et al., 2020).

Especialmente no Brasil, 0 nimero de diagnosticos moleculares de CDH1 é irrisorio,
diante do numero de casos clinicos compativeis com a sindrome. Diante desta constatacao, a
hip6tese de que outras alteracdes moleculares, adicionais aquelas de CDH1 e CTNNAL ja
reconhecidas como causais, possam estar presentes e complementar o espectro do diagnéstico
molecular de CGDH, requer investigacao.

Dentre as potenciais investigaces que permitam a exploragdo de outros alvos
moleculares, capazes de justificar casos clinicamente evidentes de CGDH néo contemplados
nos critérios moleculares atuais, a investigacdo de exomas completos por meio de

sequenciamento de nova geracdo desponta dentre as mais promissoras.

1.10 ExomA

A estratégia para a identificacdo das mutacGes por meio do sequenciamento completo
do exoma, metodologia de biologia molecular que utiliza 0 sequenciamento de nova geracéo
(NGS, do inglés Next-Generation Sequencing) permite o rastreio de todos os genes, ampliando
significativamente a possibilidade de novas descobertas, relacionadas a sindrome de CGDH.

O NGS é um conjunto de ferramentas que permitem uma abordagem de sequenciamento
em larga escala (HGS — High throughput sequencing). Tem como principio 0 sequenciamento
em paralelo de enormes quantidades de cadeias curtas de DNA a partir de copias fragmentadas
aleatoriamente de um genoma, sem exigir conhecimento prévio do genoma em Si
(YAMAMOTO et al., 2014).

O uso do NGS substituiu parcialmente o sequenciamento Sanger convencional e é uma
abordagem muito versatil. Além de constituir-se em tecnologia de alto rendimento, econémica
e rapida, também oferece uma ferramenta mais abrangente e precisa para a analise de genomas,
exomas, epigenomas e retrotranscritas (VERMA; SHARMA, 2018).

O sequenciamento do exoma abrange todos os €xons de genes codificadores de proteinas,

0 que representa de 1 a 2% do genoma. Engloba, adicionalmente, os elementos codificadores

47



funcionais néo proteicos (por exemplo, microRNA, RNA intergénico longo ndo codificante,
etc.) bem como loci candidatos especificos (WARR et al., 2015).

A tecnologia usada para o sequenciamento completo do exoma divide o DNA em pequenos
fragmentos e em seguida isola e sequéncia os fragmentos de DNA provenientes de éxons
(MAHON, 20186).

A grande maioria das variantes ja identificadas como responsaveis por doencas estdo
localizadas em éxons. Assim, a restricdo a por¢cdo codificante do genoma reduz o custo de
sequenciamento e a complexidade na interpretacdo dos dados gerados, mantendo a cobertura
das regides gendmicas de maior interesse das investigacdes clinicas (KAMPS et al., 2017).

O sequenciamento de exoma se beneficia da disponibilidade de grandes bancos de dados de
SNPs conhecidos, variantes ja descritas como patogénicas na literatura, e genomas de controle
(KAMPS et al., 2017).

A aplicacdo das tecnologias NGS na caracterizacdo de tumores permitiu avancos
significativos na compreensdo das bases bioldgicas de diferentes tipos de cancer, descoberta de
biomarcadores genémicos de resposta e resisténcia a medicamentos, e identificacdo de
individuos sob risco, contribuindo, ainda, para o desenvolvimento de potenciais terapias e
intervencdes direcionadas (BERGER; MARDIS, 2018).

Tem sido amplamente utilizado no reconhecimento de assinaturas gendmicas para
identificacdo de genes predisponentes a canceres familiares. Além de possibilitar um melhor
acompanhamento a longo prazo dos pacientes diagnosticados, inclusive na prevencao e
deteccdo de segundas neoplasias, a identificacdo de mutac6es associadas a um risco aumentado
para o desenvolvimento de cancer proporciona a investigacéo de familiares proximos sob risco,
direcionando estratégias de prevencao e detec¢édo precoce do cancer (CHEN et al., 2018).

O sequenciamento completo do exoma tem o potencial de permitir o teste de todos 0s
genes-alvo possiveis de uma s6 vez, eliminando o tempo prolongado e o custo adicional do
teste de genes sequenciais. Isso pode ser particularmente Util em distarbios complexos como o

cancer, no qual os pacientes podem portar multiplas variantes que modificam seu risco.

1.11 ALTERACOES GERMINATIVAS NAO VALORIZADAS PODERIAM
CONTRIBUIR PARA CASOS CLINICOS DE HGC

Especificamente no CGDH, apenas mutac6es especificas em CDH1 ou CTNNAL séo

reconhecidas como eventos germinativos relevantes na carcinogénese (SUN et al., 2013).
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Entretanto, conforme discutido, o nimero de casos com hipétese clinica de CGDH com
confirmacdo molecular &, especialmente no Brasil, muito menor do que o relatado
mundialmente, remetendo-se a hipotese da eventual participacdo de outras alteracfes genéticas
neste processo (ASSUMPCAO et al., 2020).

Exomas de casos clinicos de CGDH demonstram diversas mutacfes germinativas
funcionais que afetam o gene CDH1, ou a via CDHL, isto é, genes que interagem fortemente
com CDH1, além de muitos outros genes relacionados ao cancer, independentes da via de
CDHL1. Novamente, o papel dessas mutacdes, isoladamente, ou o impacto quantitativo ndo sdo
valorizados no desenvolvimento da CGDH.

Considera-se, hipoteticamente, que mutacbes monoalélicas herdadas, em genes
importantes para o cancer, poderiam representar um risco adicional para o processo da
carcinogénese.

Adicionalmente, é pertinente a suposicdo de que a presenca de mais de uma mutacao
germinativa de alto impacto funcional resulte em aumento potencial na chance de haver um
segundo evento somatico.

Em tese, iniciar a vida com diversas mutaces germinativas monoalélicas, em genes
relevantes para a carcinogénese, proporcionaria multiplos alvos para um segundo evento
somatico. Assim, quanto maior o nimero de mutacfes germinativas, especialmente em genes
supressores de tumor, maior a chance de segundos eventos somaticos, e, portanto, maior o risco
de cancer, incluindo pacientes mais jovens.

Uma estratégia de abordagem multipla foi definida buscando testar a hipotese: o
numero total de mutacBes germinativas (GMB) e 0 nimero de mutacgdes funcionais em grupos
de genes especificos, os subsets GHFI (mutacGes germinativas de alto impacto funcional),
GMEd (mutacdes germinativas de alto impacto funcional em genes com descric¢éo clinica de
doencas em geral), GHallmark (mutacdes germinativas de alto impacto funcional em genes
descritos com hallmarks), GRepRep (mutagdes germinativas de alto impacto funcional em
genes de replicacéo e reparo), GCDH1path (mutacdes germinativas de alto impacto funcional

em genes da via CDH1), foram comparados a individuos sem cancer.

49



2. JUSTIFICATIVA

Diante de uma neoplasia com elevada incidéncia em pessoas jovens, associada a
graves manifestacdes clinicas e alta mortalidade, torna-se evidente a necessidade de tracar
novas estratégias diagndsticas e terapéuticas, além de buscar a identificacdo de individuos sob
risco para o CG.

Considerando-se os individuos que preenchem os critérios clinicos, apenas uma
pequena parcela apresenta mutagfes descritas como patogénicas na literatura, que indiquem o
seguimento clinico recomendado. Ressalta-se ainda, a dificuldade no acesso aos testes
moleculares, pouco disponiveis na pratica clinica.

A lacuna existente entre o diagnostico clinico e molecular dificulta o0 manejo e
prevencao entre familiares que poderiam se beneficiar de uma investigacdo que possibilitasse
0 estabelecimento de modalidades terapéuticas com maiores indices de cura, ou até mesmo
evitar o desenvolvimento, altamente provavel, de uma doenca grave.

Em investigacao preliminar realizada pelo grupo de pesquisas envolvido neste estudo,
a identificacdo de uma mutacao patogénica em uma familia de individuos paraenses
possibilitou a proposicdo de uma estratégia inovadora na regiao, cujos resultados esperados,
caso confirmados, poderdo consolidar um novo padrédo de rastreamento a ser implantado no
Estado.

Trata-se no rastreio da mutacgdo, a partir do nacleo populacional da familia e
expandida a regido territorial em torno deste nucleo, por meio de um teste nao invasivo,
utilizando saliva coletada pelo préprio sujeito da pesquisa, na qual se investiga a presenca da
mutac&o.

Neste grupo dois casos confirmados permitiram a realizacdo de cirurgias redutoras de
risco, ambos com neoplasias gastricas precoces, situacdo na qual a chance de cura é muito
elevada, mudando suas trajetorias e expectativas e diferenciando-as daquelas vivenciadas por
alguns de seus familiares, diagnosticados em fases avancadas e ja falecidos em consequéncia
da doenca.

Ademais, a origem populacional dos paraenses carrega significa contribuicéo
Amerindia, grupo ancestral caracterizado pelo escasso conhecimento sobre risco genético
para doengas, e, em especial, neste caso, para o CG.

Supdem-se, que mutacdes eventualmente presentes nos Amerindios e, portanto, ndo
reconhecidas como patogénicas para o CG, possam responder, em parte, pela citada
discrepancia entre diagndsticos clinicos e moleculares, dentre 0s paraenses.

Pretende-se, com a estratégia proposta, expandir o nimero de mutacdes atribuiveis ao

risco de CG no Estado, ampliando-se, assim, a possibilidade de rastreamentos e a chance de
beneficios a muitos outros individuos desta populacdo de alto risco.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar e descrever mutacfes germinativas de potencial interesse clinico em pacientes

jovens com adenocarcinoma gastrico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar avaliacdo quantitativa objetivando investigar o numero total de mutacdes
germinativas (GMB) e o nimero de mutag6es funcionais em grupos de genes especificos e

compara-los com os niimeros encontrados no grupo controle sem cancer.

- Descrever mutacGes germinativas de elevado impacto funcional potencialmente

relacionadas ao risco de cancer gastrico em pacientes jovens.
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ABSTRACT

Background: adoptive immunotherapy is a promising cancer therapy. Immune
cells are capable of recognizing and destroying cancer cells and represent a powerful
strategy, however, this approach remains technically complicated, due to the need
to select and isolate immune cells from these, present cancer antigens to those
cells, expanding and reinjecting them. Lymph nodes recovered during gastric cancer
surgery may represent an option for immunotherapy, since they harbor an enormous
amount of immune cells, which have already been presented to cancer antigens. The
advantage of selecting only cancer- negative lymph has not been determined yet.
The status of immune checkpoints in the immune cells within the lymph nodes was
analyzed in order to try to solve this problem.

Materials and Methods: Tissue microarrays were constructed and automated
immunostaining for PD-1 and PD-L1 was performed on 143 lymph nodes from 70
patients with gastric adenocarcinoma.

Results: In positive nodes, PD-L1 was only positivity in cancer cells (6%) and
PD-1 was positive for B lymphocytes (60%), T lymphocytes (70%) and one case
in cancer cells (2.5%). In negative nodes, most cases were positive for PD-1 in B
(73.1%) and T (71.65%) lymphocytes.

Conclusions: Expression of PD-1 and PD-L1 in gastric cancer lymph nodes was
demonstrated for the first time. PD-1 is expressed in positive and negative nodes,
which could activate the PD-1 pathway. Lymphocytes from tumor-free lymph nodes
were negative for PD-L1, and this might represent an advantage for selecting these
lymph nodes as a potential source of immune cells for adoptive immunotherapy.

INTRODUCTION

Elements of the immune repertoire have gained
increased attention since “avoidance of immune response”
as one of the hallmarks of cancer [1] and introduction of
immune check point therapy for diverse cancer types [2—
5]. Nevertheless, the importance of preserving effectors
of the immune system (such as lymphocytes in regional
lymph nodes) that do not harbor cancer cells, seems to be
under- valued.

Classical immune treatments, including adoptive
therapy [6], have evolved to include the refined ex-vivo
manipulation of diverse cells from the immune set, which
has allowed innovative approaches both in clinical practice
and as part of ongoing experimental and translational
innovations [7-11]. The resection of regional lymph
nodes in gastric cancer surgery is considered one of the
most relevant advances, since it seems to be associated
with benefits both in the reduction of local recurrence and
probably in terms of survival [12-14].
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Table 1: Immunostaining for PD-1 and PD-L1 in positive lymph nodes according to histopathologic
characteristics

Histopathological Features PD-L1 PD-1

Negative Positive Negative Positive
Histologic grade n=30(%) n=40 (%)
G1 (well differentiated) 19(63,3) 17 (56,6) 2(6,7) 28 (70) 7(17,5) 21 (52,5)
G2 (Moderately differentiated) 2(6,7) 2(6,7) 0 2(5) 12,5 1(2,5)
G3 (Poorly differentiated) 9(30) 9(30) 0 10 (25) 4(10) 6 (15)
Histologic type
Intestinal 19(63,3) 17 (56,6) 2(6,7) 28 (70) 7(17,5) 21 (52,5)
Diffuse 9(30) 9(30) 0 10(25) 4(10) 6(15)
Mixed 2(6,7) 2(6,7) 0 2(5) 1(2,5) 1(2,5)
pT
71 (early) 1(33) 1(3,3) 0 2(5) 0 2(5)
T2, T3 e T4 (ddvanced) 29 (96,7) 27 (90) 2(6,7) 37 (92,5) 12 (30) 25 (62,5)
Not reported 0 0 0 125 0 12,5
Pn
N1 4(133) 4(13,3) 0 6 (15) 12,5 5(12)5)
N2 12 (40) 12 (40) 0 14 (35) 3(7,5 11 (27,5)
N3 14 (46,7) 12 (40) 2(6,7) 20(50) 8 (20) 12 (30)
pM
Mx 28(93,3) 26(86,6) 2(6,7) 37(92,5) 10 (25) 27 (67.5)
Ml 2(6,7) 2(6,7) 0 3(7,5) 2(5) 1(2,5)

cells of the immune system [1] via the inhibition of the
host response against the disease. Therefore, we realized
that the selection and isolation of T cells and even other
immune cells that are able to recognize and eliminate
tumor cells, but that are not subjugated by cancer cells
with the power to silence the immune response, might
represent a potential approach to be investigated in gastric
cancer immunotherapy.

Gastrectomy with lymphadenectomy is the standard
surgical procedure for the treatment of gastric cancer [15,
16]. The systematic resection of lymph nodes provides a
large number of both negative and positive lymph nodes,

depending on the stage of the disease. The large number
of lymphocytes and/or other immune cells retrieved from
the negative lymph nodes constitutes a source of possible
“bullets” to be selected, saved, and improved, with the aim
to allow efficient and targeted adoptive immunotherapy.

The presence of cancer cells in the lymph nodes,
which are considered classical “positive nodes,” implies
the possibility of an ongoing cancer cell strategy in
which cancer cells escape the immune response. This was
previously demonstrated by the activation of immune check
points as a consequence of tumor cell expression of PD-L1
and other molecules in the tumor microenvironment.

Figure 1: PD-L1 expression evaluation in regional lymph node with metastatic gastric adenocarcinoma (positive
lymph node). (A) Negative staining in neoplastic cells (magnification 40x). (B) PD-L1 positive cytoplasmatic staining in neoplastic cells

(magnification 40x).
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Table 2: Immunostaining for PD-1 and PD-L1 in B lymphocytes, T lymphocytes, macrophages and
neoplastic cells from positive lymph nodes

Cell Type PD-L1 PD-1
n=30 (%) n =40 (%)

B Lymphocytes

NEGATIVE (< 1%) 30(100) 16 (40)

>1-5% 0 0

>5-10% 0 15(37.5)

>10-25% 0 91(22,5)

T lymphocytes

NEGATIVE < 1% 30(100) 12 (30)

POSITIVE > 1-5% 0 28(70)

Macrophages

NEGATIVE < 1% 30(100) 40 (100)

POSITIVE > 1-5% 0 0

Neoplastic cells

NEGATIVE < 1% 28 (94) 39(97,5)

POSITIVE > 1-5% 2 (6) 1(2,5)

Table 3: Immunostaining for PD-1 and PD-L1 in negative lymph nodes according to histopathologic
characteristics

Histopathological Features PD-L1 PD-1

Negative Positive Negative Positive
Histologic grade n =68 (%) n=67(%)
G1 (well differentiated) 48 (70,6) 48 (70,6) 0 48 (61,6) 13 (194) 35(52,2
G2 (Moderately differentiated) 2(2,94) 2(2,94) 0 23) 0 2(3)
G3 (Poorly differentiated) 18 (26,5) 18 (26,5) 0 17(254) 34,5 14 (20,9)
Histological type
Intestinal 48 (70,6) 48 (70,6) 0 48 (61,6) 13 (194) 35(52,2)
Diffuse 18 (26,5) 18 (26,5) 0 17(254) 34,5 14 (20,9)
Mixed 2(2,94) 229 0 2(3) 0 2(3)
pT
T1 (early) 10 (14,7) 10 (14,7) 0 10(14.9) 2(3) 8(11,9)
12, T3 e T4 (ddvanced) 53 (77.9) 53(77,9) 0 53(79,1) 12 (17,9) 41 (61,2)
Not reported 5(7,35) 5(7,35) 0 4(6) 203) 203)
pN
NO 14 (20,6) 14 (20,6) 0 14 (20,9) 4(6) 10 (14,9)
NI 13 (19,1) 13 (19,1) 0 13(194) 2(3) 11 (16,4)
N2 16 (23,5) 16 (23,5) 0 16 (23,9) 345 13 (194)
N3 20 (29.4) 20 (29.4) 0 21(31,3) 6(8,9) 15 (22,4)
N4 1(1,5) 1(1,5) 0 0 0 0
Not reported 4(5,9) 4(5,9) 0 3(4,5) 1(1,5 2(3)
pM
Mx 66 (97) 66 (97) 0 64 (95,5) 15224 49 (73,1)
M1 23 2(3) 0 3(45) 1(1,5) 2(3)
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Table 4: Immunostaining for PD-1 and PD-L1 in B lymphocytes, T lymphocytes, and macrophages

from negative lymph nodes

Cell Type PD-L1 PD-1
n=:68 (%) n==67(%)

B Lymphocytes

NEGATIVE (< 1%) 68 (100) 18 (26.,9)

>1-5% 0 27 (40,3)

>5-10% 0 19 (28.35)

>10-25% 0 34.5)

T lymphocytes

NEGATIVE < 1% 68 (100) 19 (28,35)

POSITIVE > 1-5% 0 48 (71.65)

Macrophages

NEGATIVE < 1% 65 (95.6) 65 (97)

POSITIVE > 1-5% 3(44) 2(3)

The results presented in this preliminary
investigation are original since the only published data
regarding PD-1 and PD-L1 expression in gastric cancer
are related to either tumors [31] or non-cancer gastric
mucosae [32]. The results from the current study also
corroborate the hypothesis that negative lymph nodes
seem to be free of the inhibition of the immune response,
which is frequently found in the presence of malignant
cells.

Although PD-1 expression was observed in the
majority of both positive and negative lymph nodes,
the activation of the PD-1 pathway depends on the
concomitant expression of its ligand [24]. Since PD-L1
was not expressed in lymphocytes from negative nodes,
even in those that expressed PD-1, the inhibition of the
immune response by a PD1/PDL1 interaction would never
occur, if these lymph nodes were the only ones selected
for adoptive immunotherapy. In contrast, the expression

Figure 2: PD-1 expression evaluation in immune cells from positive lymph node (A, B) and negative lymph node (C, D). (A) PD-1
expression in T lymphocytes (Magnification 40x). (B) expression in centrofollicular B lymphocytes (Magnification 20x). (C) PD-1
expression in centrofollicular B lymphocytes of negative lymph node (Magnification 40x). (D) PD-1 expression in macrophage and T
Iymphocytes (magnification 40x).
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of PD-L1 in “positive nodes™ might inhibit the immune
response by activation of the PD-1 pathway.

This strengthens the hypothesis of a possible negative
influence of using lymphocytes exposed to tumor cells
such as TILs or even lymphocytes from positive nodes.
Obviously, after the administration of immune cells that
have been expanded in vitro, the expression of PD-1 ligands
and/or activation of other tumor mechanisms for avoiding
the host immune system might protect some cancer cells
from immune system attack and subsequent destruction.

As is the case in most wars, the enemies try to
eliminate each other and protect themselves while in
inconvenient environments. Nevertheless, the criteria for
the selection of combatants to send to the battlefield favors
the strongest and not ones who are easily subdued by the
enemy, even though some might fail at their responsibilities.

The silencing of adoptive immune cells after
infusion might occur independently of using cells derived
from tumors or lymph nodes and might be circumvented
by the concomitant use of immune check point antibodies,
if required.

Additionally, PD-1 expression in selected
lymphocytes could be definitively silenced in vitro by
recently available techniques such as DNA editing [33],
like CRISPR [34], which would thus avoid the activation
of the PD-1 pathway after re-infusion of the lymphocytes,
even in cases of tumors that express PD-1 ligands.

Nevertheless, it seems to make sense to select
immune cells that are easily available from routinely
retrieved lymph nodes and ones that are not exposed
to silencing cues (PD-1 ligands and others), rather than
collecting them from the tumor mass.

The small number of PD-L1-positive cells in this
casuistry is in accordance with the expected positive
expression of this binding protein in primary gastric
cancers, since it seems to be related to the EBV molecular
subtype, which is the least common among the gastric
cancer subtypes [35].

The finding of PD-L1 expression in macrophages
was previously reported [36] and might be related to the
immune function of these cells, which phagocyte cancer
cells and other cell types, and whose aim is to clear the
microenvironment of harmful molecules that threaten
tissue homeostasis.

Although modest, these preliminary results could
be extrapolated to investigations of many other tumors,
such as colon cancer, breast cancer and ovarian cancer, for
which lymphadenectomy is also applied.

In conclusion, the expression of PD-1 and PD-
L1 in lymph nodes retrieved during gastrectomies was
demonstrated here for the first time. These proteins are
expressed in lymphocytes from lymph nodes, but PD-L1 is
not expressed in lymphocytes from negative lymph nodes.
Negative for malignancy lymph nodes retrieved during
gastrectomies might be considered a potential source for
gastric cancer immunotherapy.

MATERIALS AND METHODS

This study was approved by the Universidade
Federal do Parda Ethics Committee with CAAE N°
43961215.9.0000.5634, all research was performed in
accordance with relevant guidelines/regulations and
all participants read and signed the written informed
consent. One hundred and forty-three lymph nodes
from 70 gastric adenocarcinoma patients who submitted
to curative intended gastrectomy with D2 classical
lymphadenectomies were selected for the analysis.
The surgical specimens were evaluated by the same
pathologist, and tumors were classified according to the
Lauren and WHO standards, and according to the 8th
edition of the UICC staging system.

Lymph nodes were initially assessed by
conventional microscopy and were classified as positive
(with metastasis) or negative (without metastasis). A total
of 69 positive lymph nodes and 74 negative lymph nodes
were initially stained and were analyzed by microscopy,
after which, at least two, representative samples were
selected from each node.

Tissue microarrays (TMASs)

Histological sections from each tissue block
were stained with Hematoxylin and Eosin (H&E) and
were carefully reviewed by a pathologist. The most
representative areas of each lymph node were selected
for analysis. Cylindrical cores from the selected areas
were removed to construct TMA blocks using TMA
Grand Master (3DHISTECH Ltd.) according to the
manufacturer’s instructions.

Immunohistochemistry

The immunohistochemistry procedures were
performed at Gx Ventana® (Ventana Medical Systems,
Inc. Tucson, AZ, USA) with an Ultra View Universal Dab
Detection Kit. Briefly, 3-pum- thick sections were obtained
from the TMA blocks, and immunohistochemistry was
performed using a rabbit polyclonal PDL-1 antibody
(Abcam®, ab205921, 28-8, RabMab) at a 1:200 dilution
and a mouse monoclonal PD-1 antibody (Abcam?,
ab52587, NAT-105) at a 1:50 dilution. Both tumour cells
and immune cells, such as B and T lymphocytes and
macrophages, were analyzed. The criteria for positive
PD-L1 protein staining in tumor cells was restricted
to cytoplasmic membrane staining, either partially
or completely, while for immune cells, membrane or
cytoplasmic staining for both PD-Lland PD-1 was
considered positive [37].

In some cases, although the TMAs contained two
samples from each case, due to technical problems, the
analyses failed for one or both antibodies. These failures
primarily include disruption of the samples, following
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performing the transfer of the slices from the receptor
blocks during construction of the TMA slides for staining
with the selected antibodies.
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Abstract

Gastric cancer remains one of the most lethal cancers. The incidence and
mortality rates are quite similar. The main reason for the high mortality is
diagnosis at advanced stages of disease, when treatment options are poor. One of
the supposed strategies to overcome late-stage diagnosis is identifying people at
high risk with the aim of establishing rigorous clinical control, including routine
endoscopy and biopsies. Hereditary gastric cancer (HGC) syndromes, though
representing a sizeable group to monitor for prevention or, at least, for early
diagnosis, are apparently extremely rare. The low rate of HGC diagnosis might
be related to the low rates of suspicion, insufficient familiarity about clinical
diagnosis criteria, and the supposed conditional necessity of a molecular
diagnosis. In this review, we will discuss simple measures to increase HGC
diagnosis by applying three rules that might provide an opportunity for precision
care to benefit the families affected by this disease.

Key words: Hereditary gastric cancer; Rules; Diagnosis

©The Author(s) 2020. Published by Baishideng Publishing Group Inc. All rights reserved.

Core tip: Although familial gastric cancer cases represent a potential source for the
discovery of early-stage gastric cancer (and others) among patients’ relatives, this
possibility has been little explored due to the low rate of suspicion of hereditary gastric
cancer syndromes, which could be improved by applying simple rules for hereditary
gastric cancer screening that are accessible for unskilled healthcare professionals.
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GASTRIC ADENOCARCINOMA CAUSES AND PREVENTION

The main recognized causes of gastric adenocarcinoma are environmental, hereditary,
and replicative DNA errors!-*l. Measures to avoid environmental exposition are
widely discussed, mainly Helicobacter pylori (H. pylori) prevention and treatment and
changes in alimentary habits!". For replicative causes, there are no currently available
alternatives for risk reduction’*.

Hereditary cancers, although representing a potential group for prevention and
early diagnosis, seem to be disregarded, or even neglected, since their incidence is
very uncommon, causing preventive measures to have low impact on gastric cancer
burden and mortality.

THE HEREDITARY GASTRIC CANCER SYNDROMES

The incidence of hereditary gastric cancer (HGC) is approximately 1%, and a degree
of genetic influence seems to be present in over 10% of sporadic gastric cancer (GC)
cases!’.

The discrepancy in HGC incidence might be explained by two different concepts:
Molecular diagnosis; and diagnosis based on meeting clinical statements for
hereditary cancers without a molecular diagnosis; patients diagnosed via the former
also represent HGC cases'™*".

Since molecular diagnosis is tricky and not widely available, a focus on the clinical
criteria for hereditary gastric cancer cases should increase the number of recognized
cases and allow an intensive search for early diagnosis, as well as select a larger
number of cases for practicing molecular investigations in reference centers.

There are three robustly identified HGC syndromes: Hereditary diffuse gastric
cancer (HDGC); gastric adenocarcinoma and proximal polyposis of stomach (GAPPS);
and familial intestinal gastric cancer (FIGC). Additionally, GC may arise from other
hereditary cancer syndromes, such as Lynch syndrome, Li-Fraumeni syndrome,
Peutz-Jeghers syndrome, and ovarian and breast syndromes, among otherst*-*.,

The clinical criteria for each of these syndromes are not widely known, and as a
consequence, the low rate of suspicion results in rare investigations and diagnoses of
such syndromes.

Estimating the number of missed clinically diagnosable cases of HGC is extremely
difficult. Nevertheless, missed diagnoses might represent a significant number of
families that could benefit from such active searching and subsequent adoption of
measures to allow for early diagnosis and efficient treatments.

SIMPLE MEASURES TO INCREASE HEREDITARY GC
DIAGNOSIS

Available initiatives to avoid sporadic GC are usually hard to implement since they
include convincing the population to change alimentary habits, improving sanitary
conditions in developing nations, and using large-scale antibiotics to treat H. pylorit?.

For HGC diagnosis, simple measures should be attempted as a first step to increase
health professional suspicion and favor clinical diagnosis.

Three simple rules, accessible to every health-care professional, could improve the
clinical diagnosis of HGC and allow referencing of such cases to specialized centers,
either for patients to receive support at local units or, eventually, for patients to be
transferred to those centers to benefit from complex measures.

Observation of the three rules might greatly increase the number of diagnosed
cases of HGC, providing an opportunity for precision care to benefit these families.

The suggested rules are the age and number rule, the multiple tumor rule, and the
polyposis rule.
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THE AGE AND NUMBER RULE

This is the number one rule and allows capture of the great majority of HGC cases
(probably more than 95% of cases). Since age of occurrence and number of affected
relatives are part of the clinical criteria for almost every hereditary GC syndrome, a
simple check of the patient’s age and the occurrence of other cases among first- or
second-degree relatives is sufficient to screen patients for a possible diagnosis of
hereditary cancer!**** (Figure 1).

Patient age under 50, or the occurrence of at least one case of GC in relatives are
enough to require further screening for hereditary GC syndromes and to implement
protocols for family investigation and surveillance!.

These can be done primarily at the site of the first consultation, but specialized
remote support can be beneficial either for conducting the necessary investigation and
procedures using local resources or for referring the case to a dedicated unit for ideal
management.

THE MULTIPLE TUMOR RULE

The occurrence of additional cancers, both multiple GCs or cancers at other sites, such
as breast, colon and others, might represent a potential for hereditary cancerst®*!
(Figure 2).

As discussed above, local and reference center investigations and management,
according to available resources, are formally recommended.

THE POLYPOSIS RULE

Although it is very rare, GC-associated polyposis is another sign of hereditary cancers
even if they are not caught by the two previous rules. Both HGC syndromes and other
hereditary cancer syndromes may cause GC and stomach polyposist'®**3 (Figure 3).

Again, according to the availability of resources, those cases might be managed
locally or referred to another center.

THE IMPACT OF THE THREE RULES IN CLINICAL PRACTICE

There are several criteria defining both HGC syndromes and other hereditary
syndromes that might imply GC occurrence.

Considering only the three well-established HGC syndromes, at least 16 rules are
currently published. Additionally, many of these rules are frequently updated,
leading to a very complex net of possibilities to diagnose an HGC that, even for a
specialist, let alone a generalist health worker, are very hard to remembert****4*41,

An attempt to simplify these many criteria resulted in a three-rule method for the
triage of patients for possible HGC formal diagnosis. None of the official criteria for
diagnosis were questioned or modified. The aim of this simple method is to help
clinicians and other health-care members remain alert for these possible diagnoses.

To demonstrate the simplicity and potential benefits of increasing HGC
identification by applying the three rules strategy, some practical possibilities will be
discussed.

All the criteria defined in recent meetings and conferences!***! are covered by the
three rules, which can be used by any health-care professional, including
nonspecialized ones, contributing to the avoidance of missed diagnoses (Figure 4).

THE POTENTIAL OF THE AGE AND NUMBER RULE IN
CLINICAL PRACTICE

Just by applying this rule, a great number of cases can be selected for a possible
diagnosis of HGC. The following examples present the minimal requirements that can
favor the discovery of new HGC cases and imply important investigational and
therapeutic procedures that might change the outlooks for patients and their relatives.

The 1+ 1law
A case of diffuse-type GC in a patient under 50 years old and a case of GC among
first- or second-degree relatives, regardless of the type of adenocarcinoma, are enough

,‘ 1384
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High-incidence countries (Portugal, Japan)

, At least three relatives should have intestinal gastric cancer and one of
them should be a first-degree relative of the other two;
At least two successive generations should be affected;
In one of the relatives, gastric cancer should be diagnosed before the age
of 50.

e

e

Low incidence countries (United Kingdom, United States)

At least two first/second-degree relatives affected by intestinal gastric
cancer, one diagnosed before the age of 50;

Three or more relatives with intestinal gastric cancer at any age.

Gastric polyps restricted to the body and fundus with no evidence of
colorectal or duodenal polyposis;
More than 100 polyps carpeting the proximal stomach in the index case or
_mere-tham 30 polyps in a first-degree relative of another case;
Predominantly fundic gland polyps, some having regions of dysplasia (or
a family member with either dysplastic fundic gland polyposis or gastric
andenocarcinoma);
- An autosomal dominant pattern of inheritance;
Exclusions include other heritable gastric polyposis syndromes and use of
préton pump inhibitors.

Two GC cases regardless of age, at least one confirmed diffuse GC;

One case of diffuse GC before 40 years old;

Personal or family history of diffuse GC and lobular breast cancer, one
diagnosed before 50 years old;

Bilateral lobular breast cancer or family history of two or more cases of
lobular breast cancer before 50 years old.

Figure 1 Diagnosis criteria for hereditary gastric cancer caught by rule number 1. GC: Gastric cancer; FIGC: Familial intestinal gastric cancer; GAPPS: Gastric
adenocarcinoma and proximal polyposis of stomach; HDGC: Hereditary diffuse gastric cancer.

to establish a formal diagnosis of HGC, and this is very important, since it implies the
potential for a molecular test (CDHI mutation).

If positive, prophylactic total gastrectomy for the affected relatives might be
necessary. Even with a negative genetic test, every first- and second-degree relative
will need a dedicated endoscopy every year beginning at 20 years old. The standard
number of first- and second-degree relatives older than 19 is over 20 individuals, and
these are the people at high risk; in these individuals, rigorous surveillance may result
in avoidance of late GC diagnosis and might change outcomes.

The 1+ 0 law

This not so alarming situation indeed also represents a formal diagnosis of HGC in
the case of patients under 40 years old with diffuse GC. The same procedures
described above are needed, including molecular investigation, possibility of
prophylactic total gastrectomy, and engagement of the relatives in a rigorous program
of follow-up beginning at 20 years old.

The 0+ 2 law

Regardless of the age of occurrence, if a patient has diffuse GC, independently of the
relative gastric adenocarcinoma type, a formal diagnosis of HGC is again reached,
with the same needs and consequences described above.

This situation also results in a formal diagnosis of HGC in cases of the intestinal
type according to the familial intestinal gastric cancer syndrome criteria for low-risk
areas. For this syndrome, there is no molecular test, and the recommendation includes
annual endoscopies for first- and second-degree relatives beginning at 40 years
old-ue,

The 0+ 3 law
Regardless of age or histological type of gastric adenocarcinoma, three or more cases
of GC among first- or second-degree relatives always signify an HGC syndrome
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High-incidence countries (Portugal, Japan)

At least three relatives should have intestinal gastric cancer and one of them
should be a first-degree relative of the other two;

At least two successive generations should be affected;

In one of the relatives, gastric cancer should be diagnosed before the age

o

Low incidence countries (United Kingdom, United States)

At least two first/second-degree relatives affected by intestinal gastric cancer,
one diagnosed before the age of 50;

Three or more relatives with intestinal gastric cancer at any age.

Gastric polyps restricted to the body and fundus with no evidence of
colorectal or duodenal polyposis;

More than 100 polyps carpeting the proximal stomach in the index case or
more than 30 polyps in a first-degree relative of another case;

Predominantly fundic gland polyps, some having regions of dysplasia (or a
family member with either dysplastic fundic gland polyposis or gastric
andenocarcinoma);

An autosomal dominant pattern of inheritance;

Exclusions include other heritable gastric polyposis syndromes and use of
préton pump inhibitors.

Twi cases regardless of age, at least one confirmed diffuse GC;

One case.of diffuse GC before 40 years old;

Personal or family history of diffuse GC and lobular breast cancer, one diagnosed

\ : HDGC
before 50 years old;

Bilateral lobular breast cancer or family history of two or more cases of
lobular breast cancer before 50 years old.

Figure 2 Diagnosis criteria for hereditary gastric cancer caught by rule number 2. GC: Gastric cancer, FIGC: Familial intestinal gastric cancer; GAPPS: Gastnc
adenocarcnoma and proximal polyposis of stomach; HDGC: Hereditary diffuse gastric cancer.

diagnosis, even in high-incidence areas. If every case is of the intestinal type, FIGC
syndrome guidelines require annual endoscopies beginning at 40 years old for first-
and second-degree relatives!™* 1.

When at least one diffuse GC case is present, a molecular test is necessary, and
according to this result, total prophylactic gastrectomy or dedicated annual
endoscopies starting at 20 years old will be necessary® .

Figure 5 presents some of the possibilities for identifying hereditary diffuse tumors
via the application of rule number 1.

The management of hereditary diffuse gastric cancer syndrome is presented in
Figure 6. With a clinical diagnosis of HDGC, there is a formal indication for genetic
investigation by sequencing of the CDH1 gene. If a functional mutation is discovered,
every first- and second-degree relative will be investigated for that specific mutation
by a much simpler and cheaper test, with no need for complete CDHI gene
sequencing!"7.

Everyone who carries the functional mutation needs to be evaluated by a
multiprofessional team including a cancer geneticist and accordingly may undergo a
prophylactic total gastrectomy. In the case of a negative genetic test, or if the carrier of
the mutation does not agree to undergo total gastrectomy, annual dedicated
endoscopies are indicated, including multiple insufflation and deflation schemes and
both random and directed biopsies carried out by a senior endoscopist!***7.

Regarding intestinal-type gastric cancers, rule number 1 will not result in a genetic
test, but the patient’s relatives identified by this rule will be included in a formal
program of annual endoscopies beginning at 40 years old (Figure 7).

POSSIBLE CONSEQUENCES OF THE POLYPOSIS RULE

Although extremely rare, the association of gastric polyposis and GC is a sign of
HGC. GAPPS is very rare, with few affected families described. The main difference
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High-incidence countries (Portugal, Japan)

At least three relatives should have intestinal gastric cancer and one of them
should be a first-degree relative of the other two;

At least two successive generations should be affected;

In one of the relatives, gastric cancer should be diagnosed before the age

=

Low incidence countries (United Kingdom, United States)

At least two first/second-degree relatives affected by intestinal gastric cancer,
one diagnosed before the age of 50;

Three or more relatives with intestinal gastric cancer at any age.

_~ Gastric polyps restricted to the body and fundus with no evidence of

= colorectal or duodenal polyposis;

More than 100 polyps carpeting the proximal stomach in the index case or
more than 30 polyps in a first-degree relative of another case;

- Predominantly fundic gland polyps, some having regions of dysplasia (or
a family member with either dysplastic fundic gland polyposis or gastric
andenocarcinoma);

An autosomal dominant pattern of inheritance;

" Exclusions include other heritable gastric polyposis syndromes and use of

proton pump inhibitors.

X

Two GC cases regardless of age, at least one confirmed diffuse GC;

One case of diffuse GC before 40 years old;

Personal or family history of diffuse GC and lobular breast cancer, one diagnosed
I

before 50 years old;

Bilateral lobular breast cancer or family history of two or more cases of lobular

breast cancer before 50 years old.

Figure 3 Diagnosis criteria for hereditary gastric cancer caught by rule number 3. GC: Gastric cancer; FIGC: Familial intestinal gastric cancer; GAPPS: Gastric
adenocarcinoma and proximal polyposis of stomach; HDGC: Hereditary diffuse gastric cancer.

from other polyposis syndromes is the exclusive gastric involvement and the
restricted localization of the polyps to the corpus and fundus. This syndrome is
attributed to a mutation in the promoter region of the APC gene, the gene classically
related to familial adenomatosis polyposis, which is characterized by colon polyposis
and also carries a risk for associated GC!*%.

In addition to FAP, juvenile polyposis and Peutz-Jeghers syndrome can also cause
stomach polyposis and GC!*.

In the case of GC and polyposis, a specialized investigation is necessary, and the
management will depend on the type of hereditary syndrome, potentially including
investigational ant therapeutic procedures in other organs, such as the colon and
rectum**1,

POSSIBILITIES OF THE MULTIPLE TUMOR RULE

The presence of multiple tumors, both those restricted to the stomach and other
primary tumors affecting distant sites, should alert suspicion for HGC. Although
second primary cancers can occur regardless of a hereditary cause, this rule should
always be applied to allow rare hereditary cancer discovery!***.

GASTRIC + GASTRIC

A patient with two or more synchronic GC tumors may be affected by HGC. Multiple
diffuse GCs are frequently found in diffuse hereditary gastric cancer syndrome. Even
if not caught by rule number 1, a patient with diffuse tumors of signet ring cells,
although not fulfilling the formal clinical criteria for this syndrome, must undergo a
CDH1 molecular investigation!'***1. The recommendations for management
according to the molecular diagnosis must be followed as described above.

»g!;,%;,» WIJG | https:/ /www.wignet.com 1387 April7,2020 | Volume26 | Issuel3 |



Assumpgao P et al. Three rules to diagnose hereditary gastric cancer

High-incidence countries (Portugal, Japan)

At least three relatives should have intestinal gastric cancer and one
of them should be a first-degree relative of the other two;

At least two successive generations should be affected;

In one of the relatives, gastric cancer should be diagnosed before

the age of 50. —_@

Low incidence countries (United Kingdom, United States)
At least two first/second-degree relatives affected by intestinal
gastric cancer, one diagnosed before the age of 50;

- Three or more relatives with intestinal gastric cancer at any age.

Gastric polyps restricted to the body and fundus with no evidence
~/“-0f colorectal or duodenal polyposis;

Mo'mwan\loo polyps carpeting the proximal stomach in the index
case or moré-than 30 polyps in a first-degree relative of another

case; -
< GAPPS
Predominantly fundic gland polyps, some having regions of -

dysplasia (or a family member with either dysplastic fundic gland
polyposis or gastric andenocarcinoma);

- An autosomal dominant pattern of inheritance;
Exclusions include other heritable gastric polyposis syndromes and
u\ss of préton pump inhibitors.

~

e
Two GC cases regardless of age;-at least one confirmed diffuse GC;
One case of diffuse GC before 40 years-old;

Personal or family history of diffuse GC and-lobular breast cancer, -
one diagnosed before 50 years old;

Bilateral lobular breast cancer or family history of two or more cases
of lobular breast cancer before 50 years old.

Figure 4 The three-rules strategy, comprising every current clinical criterion. GC: Gasfric cancer; FIGC: Familial intestinal gastric cancer; GAPPS: Gasfric
adenocarcinoma and proximal polyposis of stomach; HDGC: Hereditary diffuse gastric cancer.

Gastric stump cancers following gastrectomy due to GC are usually related to
environmental causes, such as Epstein-Barr virus infection and alkaline reflux®**1.
Additionally, the cancer field effect plays a role in this situation, since previous
exposure to carcinogenic insults might have caused previous driver mutations in the
remaining mucosa, which favor posterior development of a second primary tumor.
Nevertheless, diffuse histology enhances suspiciousness for HGCF*1.

GASTRIC + BREAST

The association of diffuse gastric cancer and lobular breast cancer is enough to secure
an HDGC clinical diagnosis and requires molecular CDHI1 investigation and
additional investigational and therapeutic measures, as discussed. In addition to the
already cited procedures, possible prophylactic bilateral mastectomy, according to
genetic counsel, and mandatory annual breast MRIs are also recommended! "%,

Typical breast cancer syndromes, in addition to bringing a high risk for breast and
ovarian cancer, also carry GC risk, and those associations require specialized
management!" L

GASTRIC + COLON

Many studies have suggested that HDGC may be associated with colorectal
carcinoma (CRC) because this type of cancer has been observed in some HDGC
families'*-*!. However, despite studies demonstrating the correlation between CRC
and the CDHI mutation, there is insufficient evidence to propose that the risk of CRC
in CDH1 mutation carriers is significantly elevated, and there are no
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{1+0
‘1 1 ;
* of HGC

Annual endoscopy
starts at 20 years old

o
+
~

Figure 5 How to diagnose and manage hereditary diffuse gastric cancer by applying rule number 1. The first
numbers in white squares refer to early-onset (under 50 years old) cases, and the second numbers refer to the
quantity of affected relatives. GC: Gastric cancer; HGC: Hereditary gastric cancer.

recommendations in current clinical practice for CRC screening in CDHI mutation
carriers®L

RARE TUMORS

Although patients with rare tumors do not frequently harbor concomitant HGC, this
suspicion should be maintained. Rare tumors usually result from hereditary cancer
syndromes; thus, specialized care might be required.

ADDITIONAL BENEFITS OF THE AGE AND NUMBER RULE
BEYOND HGC

Application of rule number 1 may bring additional benefits, favoring the early
diagnosis of nonhereditary GCs.

Regarding environmentally caused GC, the environmental cancer-related factors
that usually cause sporadic GC are also present in some of the patients’ relatives, such
as H. pylori and alimentary habits!**". Since the majority of people exposed to such
carcinogens will never develop GC, the affected minority might have a peculiar
genetic background, such as specific gene polymorphisms. These polymorphisms are
not enough to cause cancer, but in cases of exposure to environmental carcinogens,
they favor cancer development**!. The genetic background necessary for the
occurrence of sporadic environmental GC includes germline traits shared by most of
the patient’s relatives. Therefore, investigating the relatives of GC patients caught by
rule number 1, even if they do not reach a formal diagnosis of HGC, might result in
finding additional sporadic cases or in subsequent fulfillment of the criteria for HGC.

The replicative cause of GC is due to random errors during the replication of stem
cell DNA. Since these replicative errors might be more common in cases with an
accumulation of DNA polymorphisms in replicative genes, as well as in DNA repair
genes, these DNA polymorphisms might result in a major chance for “random” DNA
replication errors to affect driver mutations in stem cellst*2.

Accordingly, relatives sharing these genetic backgrounds might be identified by
rule number 1.

To provide wide access to the benefits of the three rules, a mobile app is under
development and will be available shortly free of charge.
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Consider prophylatic
Positive total gastrectomy
- >
Negative Annual endoscopy
starts at 20 years old

Figure 6 Clinical management of hereditary diffuse gastric cancer syndrome.

CONCLUSION

Although there is potential for discovering GC at early stages among relatives of
patients affected by HGC, this possibility is mostly underexplored due to the low
suspicion of HGC syndromes. A significant increase in HGC diagnosis may be
achieved by applying simple rules for HGC diagnosis triage that are accessible to
nonspecialized health-care professionals both in nations with high and low incidence
of gastric cancer.
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Possible diagnosis
of HGC

0+3

No molecular test

Annual endoscopy
starts at 40 years old

Figure 7 How to diagnose and manage familial intestinal gastric cancer by applying rule number 1. GC: Gastfric cancer; HGC: Hereditary gastric cancer.
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6. CAPITULO 3. INCIDENCE OF HEREDITARY GASTRIC CANCER
MAY BE MUCH HIGHER THAN REPORTED

Artigo submetido a revista cientifica Cancers, atualmente apresenta status “sob revisao”.

cancers-2074780

Under review

Article

Incidence of Hereditary Gastric Cancer May be Much Higher Than Reported
Cancers

Cancer Epidemiology and Prevention

Feature Paper in Section “Cancer Epidemiology and Prevention” in 2022-2023

Hereditary gastric cancers (HGC) are supposed to be very rare and tricky to identify. Nevertheless, many
cases of young patients with gastric cancer (GC) fulfill the clinical criteria for considering this diagnosis but
do not present the defined pathogenic mutations necessary to achieve a formal diagnosis of HGC.
Moreover, GC affecting young people is a challenging medical situation due to the usual aggressiveness of
such cases and the potential risk for their relatives in case of being related to a germline variant. Aiming to
identify additional germline alterations that might contribute to the early onset of GC, a complete exome
sequence of blood samples from 95 GC patients under 50 and 94 from non-cancer patients was performed
and compared. The number of identified germline mutations in GC patients was much higher than that from
individuals without a cancer diagnosis. Mainly, the number of high functional impact mutations, including
those affecting genes involved in medical diseases, those in cancer hallmarks genes, and DNA replication
and repair processes, were much higher, strengthening the hypothesis of the potential causal role of such
mutations in hereditary cancers. Conversely, the classically related HGC mutations were not found, and
neither the number of mutations in genes in the CDH1 pathway was relevant among these so young GC
patients, reinforcing the hypothesis of existing alternative germline contributions favoring the early onset of
GC. The LILRAZ gene variants, absent in the world's cancer datasets but present in high frequencies
among these GC patients, may represent essential cancer variants peculiar to the Amerindian ancestry's
contribution. Identifying non-reported GC variants, potentially eriginating from under-studied populations,
may pave the way for additional discoveries and translations to clinical interventions helping GC
management. The proposed new approaches may reduce the discrepancy between clinically suspected
and molecularly proven hereditary GC and shed light on similar inconsistencies among other cancer types.
Additionally, it may support the development of new blood tests for evaluating cancer risk, to be translated
to clinical practice, helping physicians make decisions about strategies for surveillance and risk reduction
interventions.
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Incidence of Hereditary Gastric Cancer May be Much Higher Than Reported

Hereditary gastric cancers (HGC) are supposed to be very rare and tricky to identify.
Nevertheless, there are many cases of young patients with gastric cancer (GC) and many
families with multiple cases of GC (Ugai et al., 2022). These situations are very suggestive of
being related to the genetic background since most sporadic GC affects older patients and does

not present familial aggregations (van der Post et al., 2019; Oliveira et al., 2015).

Reaching a molecular diagnosis of HGC is an arduous task, even in referential cancer centers
able to perform every type of molecular investigation. Most clinically considered cases fail to
achieve the expected requirements to affirm a molecular diagnosis, regardless of being

diagnosed as potential cases of HGC (Assumpcao et al., 2020).

The consequences of such disparities come to clinical practice. Many physicians feel insecure
about managing such patients concerning performing screening procedures that might
contribute to potential early diagnosis among patients' relatives but, conversely, may result in
stress and anxiety for them, in addition to being expensive and invasive. Another critical issue
is that a late diagnosis in such cases could even cause embracement for these physicians and
damage to the patients (Polom et al., 2018; Blair et al., 2020).

Regardless of exponential increases in medical genetic knowledge and technical developments,
many questions still need to be solved to improve the diagnosis of HGC (Yeoh and Tan, 2021).
Hereditary driver mutations constitute the rarest type of driver mutations and, per se, are usually
not enough to cause cancer since having every necessary mutation for an adult cancer
occurrence already presented at birth's onset seems to be inconceivable (Porta-Pardo et al.,
2020; Tomasetti et al., 2017).

Conversely, starting the cancer process with driver mutations might bring an advantage,

possibly anticipating cancer onset in many years (Kentsis, 2020). If confirmed, this hypothesis

could explain why most hereditary cancer cases occur among younger people, compared to

non-hereditary ones.

Undoubtedly, more is needed to explain diverse clinical situations, including the cases where a

germline contribution is strongly supposed but not recognized, according to the current rules
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(Blair et al., 2020). That is the case of young gastric cancer patients without CDH1 germline
cancer causal mutations, nor other rare ones, such as those in the CTNNZ1A gene, supposed to
favor GC onset strongly (Shenoy, 2019; Clark et al., 2020; Hansford et al., 2015).

Many potential clinical cases of HGC seem not to harbor a pathogenic germline mutation.
Nevertheless, germline mutations, including functional ones, in essential cancer-related genes
are found by exome sequencing of these patients, even though these are not recognized as causal

events for hereditary gastric cancer (Donner et al., 2015; Pocurull et al., 2021).

Aiming to explore potential germline contributions to HGC, and even for other hereditary
cancer types, we proposed a strategy consisting of searching for germline mutations affecting

potential cancer-related genes and not limited to the already established HCG-causing genes.

Additionally, we hypothesized that the global germline mutation burden and specific germline
mutation burdens, such as those in DNA repair genes or genes involved in the DNA replication
process, among others, described in detail in the methods session, might impact the risk for
HCG.

This research strategy also takes advantage of investigating under-studied populations from the
Amazonia since the scarcity of sequencing of Amerindians' genomes might represent a window

of opportunities for discovering new germline variants involved in GC risk.

Methods

The study was approved by the National Research Ethics Committee (CONEP; available at:
http://conselho.saude.gov.br/comissoes-cns/conep/; accessed on 13 January 2022) and by the
Research Ethics Committee of the Federal University of Pard (CAE: 20654313.6.0000.5172).
All individuals and community leaders signed an informed consent form (TCLE). The research
followed relevant guidelines/regulations, and all participants read and signed the written

informed consent.
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Ninety-five patients with histopathological diagnosis of gastric adenocarcinoma established
under 50 years old were included. Patients who submitted to curative intended gastrectomy and
had a peripheral blood sample collected before any therapeutic modality were selected for the
analysis. Those with a previous or concomitant diagnosis of other cancers, inadequate sample

quality for sequencing, or inaccessibility of data in the clinical records were excluded.

The clinical and pathological data of the patients are presented in Supplementary Table 1.

A non-cancer control group of 94 Amerindians from the Brazilian Amazonia was also
included. The senior author (Santos, S.E.) provided data from this group that's available at the
European Nucleotide Archive database (ENA https://www.ebi.ac.uk/ena) under the accession
number PRJIEB35045.

The same lab protocols were applied for every step of the analyses of both groups.

Extraction of the DNA and Preparation of the Exome Library

DNA was extracted from a peripheral blood sample using the phenol-chloroform method
described by (M.R. and J., 2012). The Nanodrop-8000 spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific Inc., Wilmington, DE, USA) was used to quantify the genetic material. Its integrity
was evaluated by 2% agarose gel electrophoresis.

Libraries were prepared using the Nextera Rapid Capture Exome (Illumina®, San Diego, CA,
USA) and SureSelect Human All Exon V6 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) Kits,
following the manufacturer's recommendations. The sequencing reactions were performed on
the NextSeq 500® platform (Illumina®, San Diego, CA, USA) using the NextSeq 500 High-
output v2 Kit 300 cycle kit (Illumina®, San Diego, CA, USA).

Bioinformatic Analysis

Reads in FASTQ format were analyzed for quality (FastQC v.0.11
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) and filtered to eliminate low-
quality reads (fastx_tools v.0.13 http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/). Then, the sequences
were aligned to the reference genome (GRCh38) using the BWA v.0.7 tool (http://bio-
bwa.sourceforge.net/).

After alignment, the generated file was indexed and sorted (SAMtools v.1.2—
http://sourceforge.net/projects/samtools/). Subsequently, the alignment was processed to

remove duplicate readings (Picard Tools v.1.129—http://broadinstitute.github.io/picard/),
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mapping  quality  recalibration and  local  realignment (GATK  v.3.2—
https://www.broadinstitute.org/gatk/). Finally, the result was processed in search of variants
(GATK v.3.2, United States; https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us) of the reference genome.

Statistical Analyses

All graphical and statistical analyzes were performed using the R Studio v.4.2.1 program (R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). Significant differences in mutation
rates were analyzed by the Wilcoxon-Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests. The False
Discovery Rate (FDR) was used to correct the multiple analyses. Results were considered
statistically significant when the adjusted p-value was less than 0.01 (adj.p <0.01).

The impact and consequences of mutations were described according to SnpEff software, a
program for annotating and predicting the effects of single nucleotide polymorphisms
(Cingolani et al., 2012). SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) and PolyPhen (Kumar et al.,
2009) bioinformatics tools predicted the functional effect of missense mutations.

For reporting the number of mutations for each subset of genes described below, only non-
synonymous mutations with a high or moderated impact and frequencies under 10% of the
world population were considered. Regarding the total germline mutation burden (GMB), every

identified mutation was included without applying these filters.

The gene subsets included in the analyses and applied for the group's comparisons were:

GMB: The total number of germline mutations.

GHFI: The number of non-synonymous mutations presenting high functional impact, according
to (Qing et al., 2020a).

GMed: The number of non-synonymous mutations presenting high functional impact among
genes related to clinical diseases (GMed, included in the same reference. (Qing et al., 2020a)
GHallmark: the number of non-synonymous mutations in cancer's hallmarks genes (GCH),
according to the list described at (Qing et al., 2020a; Hanahan and Weinberg, 2011).
GRepRep: the number of non-synonymous mutations in genes involved in the replication or
repair processes (GRepRep), listed in (SF table 2).

GCDH1path: the number of germline mutations with high functional impact in genes of CDH1
pathway (KEEG: N258 257 61). (Kanehisa and Goto, 1999)
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Results

Mutations' impacts and consequences

The impacts of the GC patients' mutations and the consequences of the high-impact ones are

presented in Figures 1A and 1B. Most mutations were classified as low or moderate. Among

the high-impact mutations, the most frequent consequences were frameshift variants.
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Figure 1: Impact (A) and high impact variants consequence (B).

Number of mutations

The total number of mutations in both gastric cancer and non-cancer groups and each number
of selected mutations in each gene sub-sets are presented and compared in Graphic 2.

A significant adj.p value was reached for GMB, where the total number of mutations in the GC
group was much higher than that of the non-cancer group (p.adj.:0.008).

Regarding the selected types of mutations analyzed for each subset of genes, significative
differences were found for GFI (p.adj.: 0.000), GMed (p.adj.:0,000), and GHallmark
(p.adj.:0.008), with higher numbers of mutations in the GC group.

Considering the GRepRep subset, the GC groups presented much more mutations than the
control group; a statistical impact was not reached due to a reduced number of mutations in
both groups and the limited number of included samples.
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Regarding mutations in the CDH1 gene and genes involved in the CDH1 pathway, a scarcity
of mutations in both groups, none of them in the CDH1 gene, was the resulting scenario, as
presented in Figure 2
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Figure 2: Quantity of mutations in GC and non-cancer groups exposed and compared. There

were more mutations in the GC groups, reaching statistical significance for the total number of
mutations (GMB) and the gene subsets GHI, GMed, and GHallmark. No statical differences
occurred in the subsets GRepRep nor GCDH1path.

4.4. Most mutated genes and correlations to clinical characteristics

The most frequently mutated genes are presented in the following plots, together with the
clinical data and the impact of each mutation, favoring an integrated view of mutations

frequencies, distributions, and types and their relationship with clinical features.

The MUC gene families appeared among the most prevalent ones. Regarding high-impact
mutations, the LILRB1 gene appears as a promising target to be validated and deeply
investigated. The frequencies of these mutations were null in every consulted data bank
(GNOMAD, ABraOM, ExAC, UK10K) while presented mutations in 31 cases of GC and 13

non-cancer controls, arising as a putative cancer risk gene for this population.
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Note that CDH1 and CTNNAZ1 genes do not appear in this list. There were no pathogenic
variants currently related to HGC in these genes among the almost 70,000 found mutations in

this series of 95 young GC patients.
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Figure 3: Most mutated genes in the GC group, the clinical data, and the impact of each
mutation.

Most common variants and clinical features
After applying the filters, excluding the less relevant ones, a plot for each reported subset,
again in an integrated view with clinical data, is demonstrated regarding the most frequent gene

variants in each subset of genes.
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Figure 4: Most prevalent variants in GHFI gene's subset among young patients with gastric

cancer and their distribution according to clinical features and mutation impact.
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Figure 5: Most prevalent variants in GMed gene's subset among young patients with gastric

cancer and their distribution according to clinical features and mutation impact.
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Figure 6: Most prevalent variants in the GHallmark gene's subset among young patients with

gastric cancer and their distribution according to clinical features and mutation impact.

81



GRepRep

150
100 GMB

- POLG_rs113994096
- RADSAL_rs28363218

CHAF1B_chr21_36386228_G/T

OGG1_rs104803751
POLG_rs113994094
PALB2_rs138789658
RADS51D_rs 140825795
APTX_rs141195622
ATXN3_rs141993435
FANCI_rs144908351
Impact ERCCA4_rs148791570
W MODERATE ATM_rs1800059
FANCC _rs1800361
RECQL4_rs201369291
ERCC6_rs201813523
ATM_rs2227922
MSHS-SAPCD1_rs28399976
NBN_rs34787364
TREX1_rs55999987
ATM_rs587782506

PMS2_rs63750685

PARP3_rs79176238
ERCC2_rs920483959
O N TS T N N S-S O T S N N B B B Qi

EBV Type Gender  Region Urease CAGA Age Stage

negative [Mdiffuse | female 7 Antum [l negative [ negative [ 30- |
W positive [l intestinal [l male body  positive positive [l 30<Age<40 M Il
cardia I 40+ W
B fundus | I\%

Figure 7: Most prevalent variants in GRepRep gene's subset among young patients with
gastric cancer and their distribution according to clinical features and mutation impact.
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Figure 8: Most prevalent variants in the GCDH1path gene's subset among young patients with
gastric cancer and their distribution according to clinical features and mutation impact.

Although not reaching statistical significance, a table presenting the adj.p value for every gene

sub-set correlation to each clinical data is presented below.

83



GMB GHFI GMed GHallmark GRepRep GCDH1path
Gender padj 0.12640 0.12640 0.47426 0.99146 0.12640 0.99146
H. type padj 0.01328 0.09556 0.57447  0.10885 0.57447 0.57447
Stage padj 0.89760 0.8976 0.89760 0.89760 0.03529 0.89760
Age padj 0.32287 0.44947 0.7559 0.05163 0.51499 0.75590
PCR.urease padj 0.88930 0.88930 0.88930 0.88930 0.88930 0.88930
CAGA padj 0.99433 0.99433 0.99433 0.99433 0.99433 0.99433
EBV padj 0.87695 0.87695 0.90029 0.87695 0.87695 0.87695
Region padj 0.24500 0.16219 0.24500 0.24500 0.6612 0.66120
EBV_urease padj 0.93363 0.93363 0.93363 0.93363 0.93363 0.93363
EBV_CAGA padj 0.99597 0.99597 0.99597  0.99597 0.99597 0.99597

Table 1: Subsets Statistical Analysis by Clinical Data - FDR was used to adjust p-values.

Discussion

GC affecting young people is a challenging medical situation due to the usual aggressiveness
of such cases. There are many tragic consequences, causing severe physical restrictions and
even death, of individuals just starting their productive life, constructing their families and
histories (Li, 2020; Cheng et al., 2020).

Moreover, the unsafety feelings that affect the patient's relatives and the health care providers
impact the quality of life of all involved (Blair et al., 2020; Kumar et al., 2019; Pantelis et al.,
2016).

A few molecular germline mutations are currently recognized as causal events related to these
cases (Zhang et al., 2018). There are formal recommendations for the carriers and their relatives
in these situations. (Cosma et al., 2022). Nevertheless, many young GC patients do not have
such mutations, as in these 95 under 50 years old GC patients. Consequently, no specific
measures are implemented to identify relatives at risk or look for cancer risk reduction

strategies.

Most investigations aiming to identify germline variants implicated in cancer risk are focused
on already described genes or variations related to each specific disease or, in the case of non-
target exploration, are mainly based on associations of genetic variations and cancer
occurrence. Genome-wide association studies (GWAS) are the most robust strategies usually
applied to such discoveries (Saeki et al., 2012; Yan et al., 2019; Park et al., 2018).
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The main principle of GWAS relies on investigating a large number of cases and controls
(thousands) to reliably identify variants more frequently present among cases than among
controls as a first step of the strategy (Tam et al., 2019; Scherer and Christensen, 2016). This
principle is based on the hypothesis that specific variations implied in genetic cancer risk are

recurrently present among the cases and absent among the controls.

Although favoring many vital discoveries in cancers and other diseases, GWAS does not cover
all the potential genetic risk factors affecting cancer onset. Looking for recurrent genetic
variations peculiar to that investigated cancer may underestimate the importance of some rare

genetic variations (Qing et al., 2022).

Every cancer-related mutation that modifies a relevant protein for the cancer process can favor
carcinogenesis, even if it rarely occurs. Accordingly, a genetic variant rarely found among the
cancer group could escape from being identified as a relevant risk factor for that cancer in the
GWAS, and may not be considered "harmful.”

Nevertheless, it must be highlighted that cancer occurrence depends on many additional

circumstances.

Germline mutations increase the risk of cancer but usually are not enough to cause adult
cancers, including GC, without additional somatic mutations affecting the target tissue
(Knudson, 1971; Chernoff, 2021).

The related consequences of germline gene mutations for embryonic development phases might
be disastrous if stem cells avoid differentiation, increase divisions or permit highly deleterious
errors to be transmitted to the daughter stem cells, affecting body development (Vogelstein et
al., 2013).

Consequently, most germline cancer mutations occur in only one tumor suppressor gene allele,
preserving tissues and organ development. The second hit, a somatic event reaching the normal

allele, might finally complete that cancer driver event (Chernoff, 2021).

Even if homozygotes germline mutations occur, the affected gene position, in such a situation,

is usually not strong enough to cause cancer. These events are either insufficient to cause the
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event or are counteracted by redundant controls or compensatory mechanisms. Nevertheless,
they might represent a significant additional risk factor for cancer development (\VVogelstein and
Kinzler, 2015).

Reported exomes from clinical cases of HGC demonstrated plenty of germline functional
mutations in genes not recognized as causal germline GC mutations (Herrera-Pariente et al.,
2021; Chen et al., 2018). The results presented by our team are also teeming with conceptually
nonrelevant germline events, although affecting relevant cancer genes. These mutations do not
require formal procedures or special attention, even though being able to contribute to the

cancer risk.

A hypothesis is sustained that patients with inherited mutations in cancer-related genes might
have an advantage in the oncogenic process. Accordingly, having more than one germ line
functional mutation potentially increases the chance of somatic second-hit events. In other
words, starting the cancer ride with many potential targets for a second somatic event might

enhance the cancer risk and favor the early onset of cancers.

Additionally, mutations in genes involved in the replication and the DNA repair processes, if
present, could favor the accumulation of additional non-repaired mutations, increasing the
cancer risk (Shlien et al., 2015).

Moreover, mutations with high functional impact, although not necessarily linked to a specific

disease, may also increase the risk for diverse diseases, including cancer (Cui et al., 2019).

There are also genes recognized to be involved in medical diseases that, if mutated, could favor
the break of healthy homeostasis, eventually contributing to cancer onset (Landrum et al.,
2015).

Farther, genes involved in the cancer hallmarks are hot spots for every cancer investigation, so
they were also checked if affecting by germline mutations could increase the cancer risk (Qing
et al., 2020D).
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Regarding HGC, mainly represented by DHGC, in the absence of CDH1 pathogenic mutations,
investigating genes included in the CDH-1 pathway might identify alternative mutations to be
explored (Shenoy, 2019; Gall and Frampton, 2013; Wang et al., 2013).

A deep investigation was performed, including the complete exome sequencing of 95 early-
onset GC patients under 50 years old and a control group of 94 non-cancer Amerindians. Robust
evidence that a higher germline number of mutations seems to be related to a higher risk of GC,
as well as mutations in sub-sets of genes carrying functional consequences putatively involved

in the cancer processes.

A potential criticism of the proposed hypothesis is whether the reported mutations are germline.
Since blood samples were collected in adulthood, some of the found mutations might be somatic
blood mutations, not related to the carcinogenic process. Considering this argument, the number
of expected mutations should be much higher among older than younger ones since the rate of
somatic mutations increases with aging. Additionally, regarding the non-cancer control group,
blood samples were similarly collected in adulthood, validating the comparisons (Kraft and
Godley, 2020).

Additionally, reporting data from Amerindians and comparing this data with patients carrying
part of this genetic ancestry, as reported, may also favor very relevant discoveries. Most
reported cancer variants come from data banks lacking Amerindian samples. Accordingly, a
variant peculiar to that ancestry might never be reported, regardless of being important for
cancer risk (Oak et al., 2020; Ribeiro-Dos-Santos et al., 2020).

That seems to be the case of the LILRB1 gene variants, absent in the world's cancer datasets
but present in high frequencies among these GC patients and the Amerindians. These variants,
if validated, may represent essential cancer variants peculiar to the Amerindian ancestry's
contribution (Oak et al., 2020).

An alternative interpretation might consider these variants related to the population but not to

the GC risk. This hypothesis should be true if the variants' frequencies were more common

among the Amerindians than among the admixed GC group that carries no more than 30% of

87



the Amerindian's genetic background. However, it is the contrary since the variants are about

three times more common among the GC group.

The proposed hypothesis implies these variants in HGC risk and, if present in the admixed
population, increases the risk for GC together with other genetic and environmental risk factors.
Although present among the Amerindians, their GC's incidence is unknown. Additionally, they

do not seem exposed to many environmental cancer risk factors.

These findings open an avenue to investigate additional variants and, mainly, to consider a low-
cost blood test to search for such variants to identify people at risk or even asymptomatic GC

patients, favoring earlier diagnosis and better outcomes.

Regarding GRepRep mutations, the GC group also presented a much higher number of relevant
mutations than the control group, nevertheless without reaching statistical impact due to the

small number of mutations in both groups.

We also demonstrated that a higher number of GRepRep mutations was related to a higher
GMB. Nevertheless, a causal relationship cannot be proved by using just these data since the
higher number of GRepRep mutations could be only a consequence of the increased GMB
(Zhang et al., 2022; Shlien et al., 2015).

Additionally, there are much more mutations in genes with high functional impact, in those
related to medical diseases, and in cancer hallmarks genes, among cancer patients than in the
non-cancer group. These might also represent a picture of the whole scenario of higher GMB
in the cancer group, although representing putative risk factors for developing diseases,

including cancer.

Conversely, the number of mutations in the CDH1 pathway is irrelevant, enhancing the

hypothesis of existing alternative germline contributions to be explored.

Nevertheless, these relevant findings do not correlate with the clinical data. The small number
of cancer patients in each clinical situation may justify these negative results, and that

correlation needs to be explored in a more extensive series of cases.

88



Performing the proposed non-restricted exploration of genetic variants among young patients
with GC provided plenty of potential cancer-related variations not previously considered as
HGC risk factors. The reported germline mutations must be explored as promising biomarkers
of GC risk, opening a new perspective for discovering and translating biomarkers for helping

clinical management of these so aggressive neoplasias.

Additionally, if confirmed as germline risk factors for hereditary GC, these new findings may

redefine epidemiological data, pushing the number of unrecognized cases of hereditary cancers.

Conclusions
Currently, the numbers of molecular confirmed HGCs are minimal, in contrast to the number

of patients that fulfill the clinical criteria for considering this diagnosis.

Analyses of the germline mutation burden strongly demonstrated that the group of young GC
patients presents much more mutations than that of the non-cancer control group, suggesting a

role for previously non-valorized germline mutations in HCG risk.

The number of mutations identified by exome sequencing from the blood of early onset GC
was much higher than that from individuals without a cancer diagnosis. Mainly, the number of
high functional impact mutations, including those affecting genes involved in medical diseases,
those in cancer hallmarks genes, and DNA replication and repair processes, were much higher,

strengthening the hypothesis of the potential causal role of such mutations in hereditary cancers.

Conversely, the classically related HGC mutations were not found, and neither the number of
mutations in genes in the CDH1 pathway was relevant among these so young GC patients,
reinforcing the hypothesis of existing alternative germline contributions favoring the early
onset of GC.

Identifying non-reported GC variants, potentially originating from under-studied populations,
may pave the way for additional discoveries and translation of this knowledge to clinical

interventions helping GC management.
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The proposed new approaches may reduce the discrepancy between clinically suspected and
molecularly proven hereditary GC and shed light on similar inconsistencies among other cancer
types. Additionally, it may support the development of new blood tests for evaluating cancer
risk, to be translated to clinical practice, helping physicians make decisions about strategies for

surveillance and risk reduction interventions.
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7 DISCUSSAO

O adenocarcinoma gastrico apresenta incidéncia e mortalidade muito elevadas,
especialmente no Estado do Pard (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2022). A
letalidade destes tumores € alta, principalmente nos paises em desenvolvimento, decorrente
de diagnosticos tardios, situacdes nas quais as alternativas terapéuticas sdo, ainda, pouco
eficazes (SUNG et al., 2021).

Trata-se de doenca silenciosa, nas fases iniciais, e requer procedimentos
endoscdpicos invasivos para seu diagndstico, cuja disponibilidade €, ainda, limitada,
especialmente nas regides de menor desenvolvimento (ILIC; ILIC, 2022; EUSEBI et al.,
2020)

As investigacdes diagnosticas sdo, usualmente, motivadas por sintomas ou sinais,
que quando presentes, na maioria dos casos, refletem doenca avancada resultando em
morbidade e letalidade elevadas (MAZIDIMORADI et al., 2021).

A maioria dos casos ocorre a partir da sexta década de vida e € considerada
esporadicos, sem componente hereditario. Ha, entretanto, ndmero crescente de
diagndsticos dentre individuos jovens, situacdo na qual a contribuicdo de componentes

genéticos herdaveis torna-se, supostamente mais relevante (POCURULL et al., 2021).

O diagnostico de céanceres com componente hereditario alberga importantes
repercussdes. Ademais do paciente acometido cujo diagnoéstico ja esta estabelecido, assim
como os demais procedimentos de estadiamento e terapéuticos, conforme definidos em
protocolos médicos, seus familiares podem ter riscos aumentados para a doenga
(OLIVEIRA et al., 2015; BLAIR et al., 2020).

A identificacdo de grupos de risco, especialmente em casos de doenca neoplasica
de dificil diagnostico quando nas fases iniciais, pode representar oportunidade de
intervencdo e modificacdo de desfechos de forma exuberante e ndo deve ser desprezada
(LUU etal., 2021; MARCOS-PINTO et al., 2013).

Dentre os canceres gastricos hereditarios, os mais frequentes sdo os difusos,

decorrentes, classicamente, de mutacGes germinativas patogénicas em CDHL1. Nesta
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situacdo ha recomendacfes formais para intervencdes diagnosticas e terapéuticas dirigidas
aos familiares, objetivando reducdo ou eliminacao do risco deste tipo de cancer para aqueles
portadores da variante patogénica (LUO et al., 2018; SHENOQOY, 2019).

N&o obstante existirem muitos casos de pacientes jovens diagnosticados com
adenocarcinoma gastrico, o numero de confirmagbes moleculares das mutacdes
reconhecidas como causais para 0 CG hereditario, no Brasil, & extremamente baixo, mesmo
nos centros com recursos tecnoldgicos para realizar estas investigagdes moleculares
(VIDAL et al., 2021).

No Brasil, e especialmente no Estado do Para, ha uma discrepancia entre o nimero
de casos clinicamente suspeitos de CG hereditario e os efetivos diagnosticos moleculares

desta doenga, diferindo do que € descrito para outras populagées (CURADO et al., 2019).

Considera-se, portanto, que peculiaridades inerentes a populacdo brasileira
poderiam contribuir para esta disparidade. Acrescenta-se 0 escasso conhecimento sobre
caracteristicas moleculares do CG, no Brasil, como fator adicional a ser desbravado para

reduzir as citadas inconsisténcias (LEITE et al., 2022).

A populacéo brasileira tem como caracteristica a intensa miscigenacéo devido a
mistura étnica de individuos provenientes de trés continentes: os colonizadores europeus,

0s escravos africanos e nativos americanos (SANTOS et al., 2009).

O conhecimento existente a respeito das caracteristicas moleculares do cancer
gastrico, e especialmente sobre o cancer gastrico hereditario, foi gerado em outras
populagdes, principalmente europeias, e podem ndo ser adequadamente reprodutiveis na
populacdo brasileira, considerando-se que as frequéncias alélicas de um determinado
marcador variam entre as diferentes subpopulacdes ancestrais (TEE et al., 2020; HUANG
et al., 2020).

No Estado do Para, a contribui¢do ancestral Amerindia é especialmente elevada.
Neste grupo, o conhecimento sobre caracteristicas genéticas com eventual contribui¢do
para riscos de doencas, em especial aos canceres e ao CG, objeto deste estudo, &, ainda,
muito restrito (SILVA et al., 2017).
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Igualmente, o acesso ao diagndstico do CG, dentre os Amerindios, € muito limitado
e, em consequéncia, a epidemiologia sobre a doenca nesta populacéo, é desconhecida.

No Brasil, e de forma mais marcante no Estado do Para, o GC que acomete
individuos jovens, ndo encontra, com frequéncia, justificativa genética referendada por
diagndstico molecular de mutacdo patogénica internacionalmente reconhecida no espectro
dos canceres gastricos hereditarios (MOREIRA-NUNES et al., 2014).

Comungam para esta constatacdo diversos fatores, conforme abordados nas

publicacGes integrantes desta tese, alem de outros ainda a serem investigados.

O baixo indice de suspeicdo clinica para o diagnéstico de CG hereditéario constitui

fator primordial, pois ndo havendo suspeita, ndo se produzem diagnosticos.

Conforme debatido em “Hereditary gastric cancer: Three rules to reduce missed
diagnoses”, as recomendagdes cientificas para o estabelecimento de diagndsticos de CG
hereditarios, a época vigentes, eram complexas e em grande namero, dificeis de serem

fixadas, mesmo para especialistas dedicados ao tema (ASSUMPCAO et al., 2020a).

Desde aquela publicacdo, ocorreram atualizagdes no Consenso International
Gastric Cancer Linkage Consortium, entretanto ainda persistem as limitagdes para sua
ampla aplicacdo, especialmente para generalistas, ou mesmo especialistas, sem larga e

constante vivéncia no tema especifico (BLAIR et al., 2020).

Ndo se nega aqui a importancia do Consenso e das regras balizadoras nele
propagadas, nem se pretende infringi-las. Debatemos sim o alcance clinico destas
orientacdes pela complexidade que envolvem. Desta forma o artigo produzido neste
doutorado vislumbra contemplar aqueles que, na maioria das vezes tem o contato inicial
com pacientes candidatos a portadores de CG hereditarios, sejam medicos generalistas,
especialistas, ou ainda outros profissionais de saiude ndo médicos (ASSUMPCAO et al.,
2020a).

Diante da gravidade e agressividade da doenga, a repercussdo do tempo para o

diagnostico impacta no desfecho para o paciente acometido, e eventualmente, reduz as
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chances de familiares se beneficiarem de medidas de prevencdo e até de cirurgias redutoras
de risco (COSMA et al., 2022).

As “trés regras”, sdo acessiveis a todos, independentemente do grau de
especializacdo ou experiéncia no tema, e podem sinalizar a pertinéncia de referenciamento
para centros dedicados ao manuseio do GC hereditario, capazes de conduzir
adequadamente cada situacdo clinica. Ampliam-se, assim as oportunidades de diagnostico

clinico e molecular, e em consequéncia, melhoram-se os desfechos clinicos.

A publicacdo deste artigo em revista de impacto cientifico relevante e grande
penetracdo no meio académico, pode contribuir para o atingimento de seu objetivo
educativo, disseminando a informacdo e, possivelmente trazendo beneficios aos

individuos, o que traduz a finalidade das investigacGes cientificas na area da saude.

Outro aspecto relevante, possivelmente contribuidor para o baixo nimero de
diagnosticos de CG hereditario, consiste na hipotética inadequacédo dos alvos moleculares
internacionalmente referendados, quando investigados na populacdo brasileira
(ANDRADE et al., 2022).

Aqui também ndo se pratica negagdo aos alvos cientificamente descritos e
comprovados. Argumenta-se, entretanto ndo serem suficientes para contemplar o grande
numero de casos de CG em pacientes jovens, cuja origem populacional difere daquelas nas
quais as mutagdes foram descobertas.

Defende-se a descoberta e incorporagdo de novas variantes moleculares adicionais
as ja estabelecidas em estudos cientificos validados, desenvolvidos em outras populacdes,
dentre as potencialmente implicadas no risco aumentado de CG.

O estudo apresentado e submetido a publicacdo em revista cientifica especializada
e de elevado fator de impacto, consiste em robusta investigacdo molecular, por meio de
sequenciamento completo de exoma de 95 pacientes portadores de adenocarcinomas

gastricos, diagnosticados antes dos 50 anos de idade.

Trata-se de grupo peculiar pois, conforme reconhecido, os CG esporadicos sdo

usualmente diagnosticados em individuos de idades mais avancadas. Tratar-se-iam,
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portanto de pacientes “capturaveis” para investigagdo adicional pela proposta das “trés

regras”, descrita nesta tese.

Neste grupo foram investigados dois diferentes aspectos: um quantitativo,
analisando numeros de mutagdes; outro qualitativo, descrevendo mutagdes de impacto
funcional a serem complementarmente estudadas e validas a fim de, caso tenham sem papel
no aumento do risco do CG confirmadas, serem testadas em estudos clinicos e,

eventualmente passem a integrar estratégias oficiais de rastreamento no CG.

Ressalta-se novamente a importancia da caracteristica populacional dos casos e do

grupo controle, composto por Amerindios da Amazbnia, populacdo da qual,

hipoteticamente, os casos teriam herdado variantes de risco para o CG.

Os resultados deste estudo preliminar foram promissores. O nimero de variantes
germinativas potencialmente relacionadas ao risco de CG foi maior nos casos do que nos
controles, fortalecendo a hipotese de que mutacdes germinativas em elevado numero
favorecem a ocorréncia de CG, considerando-se a presenca de maior numero de alvos para
o “second hit” somatico, complementando a sequéncia de eventos da carcinogénese
reconhecida no cancer hereditario (KNUDSON, 1971).

Adicionalmente, na andlise de subsets de genes de elevados impactos funcionais,
relevantes para doengas medicas e dentre hallmarks de cancer, o nimero de mutagdes em

casos superou o dos controles.

A hip6tese de que mutacGes em genes de replicacdo e reparo do DNA aumentariam
o risco de mutacdes adicionais e de CG nao foi estatisticamente comprovada, visto que o
nimero de mutacBes nestes genes, ndo obstantes ter sido maior no grupo CG, foi muito
baixo, e diante do pequeno nimero de casos sequenciados em ambos 0s grupos, ndo obteve

forca estatistica para demonstrar esta diferenca.

O aumento do nimero de mutagdes neste subset de genes, tanto nos casos quanto
nos controles é acompanhado de aumento global de mutacdes. Entretanto, ndo € possivel
atribuir a eles um vinculo causal, pois poderiam ser, inversamente, consequéncia do

aumento global de mutagdes.
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Merece destaque, por reforcar a hipOtese da participagdo de outras variantes
diferentes daquelas oficialmente reconhecidas como de risco para CG hereditario, o

baixissimo nimero de muta¢des em CDHL1.

Mesmo em outros genes que poderiam influenciar a atividade funcional relacionada
ao CDH1, integrantes de sua via, 0 numero de muta¢fes foi muito baixo, novamente
sustentando o argumento em favor da busca de outras alteracdes genéticas que pudessem
contribuir para a ocorréncia de CG em pacientes jovens nos quais as mutagdes

internacionalmente consagradas néo estdo presentes.

Em relacdo as andlises qualitativas, inimeras variantes com alto impacto funcional
foram identificadas e requerem validacbes para caso confirmadas, serem testadas e
eventualmente consolidadas com marcadores de risco passiveis de uso clinico no CG.

No espectro das variantes descritas, algumas encontradas no grupo CG estéo
também presentes nos Amerindios e sem qualquer citagdo prévia nos diversos bancos de
dados internacionais. Esta constatacdo poderia representar uma via de carcinogénese
peculiar a esta populacdo, na qual a mutacdo germinativa exclusiva da ancestralidade
Amerindia contribuiria para o riso de CG, favorecendo o entendimento de mecanismos
adicionais implicados no risco de CG em pacientes que ndo apresentam as variantes

atualmente reconhecidas como causais.

Dentre as mais frequentes, neste contexto, citam-se as do gene LILRB1 membro da
familia do receptor semelhante a imunoglobulina de leucdcitos (LIR), localizado na regido
cromossdmica 19913.4, neste estudo presentes em 31 individuos com CG e em 13
Amerindios, e jamais descrita previamente em bancos de mutacfes (BROWN et al., 2004).

O gene LILRBL1 codifica uma molécula imunossupressora pertencente a familia de
receptores LIR. O receptor é expresso em células imunes onde se liga a moléculas MHC
de classe | em células apresentadoras de antigenos e inibe a estimulacdo de resposta imune
(OLIVEIRA et al., 2022). Atua no controle de resposta inflamatoria e citotoxicidade,
contribuindo para regular a resposta imune e limitar a autorreatividade. Sua disfuncdo ja
foi associada a situac@es clinicas como malaria e infeccéo por citomegalovirus (MICHELO
et al.,, 2018; BARKAL et al., 2017), além de representar um potencial alvo para
imunoterapia no cancer(BARKAL et al., 2017). (ZHANG et al., 2021)o descrevem como

um marcador de mau prognéstico no cancer gastrico.
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O estudo confirmatorio destas variantes, e de suas repercussdes funcionais, assim
como de outras variantes descobertas deste experimento, serdo objetos de investigacoes
dirigidas complementares, a serem desenvolvidas pelo mesmo grupo de pesquisas

idealizador do projeto.

Ainda dentre as descobertas, ha variantes exclusivas do grupo CG e igualmente sem
descricdo nos bancos de mutacdes internacionais. Mesmo ndo estando presentes do grupo
controle Amerindio, caso validadas, poderdo ser também incluidas como variantes de risco,
de interesse clinico. Serdo, adicionalmente, contempladas por estudos complementares em

desenvolvimento neste Nucleo de Pesquisas em Oncologia.

A descricdo das inUmeras variantes encontradas, muitas das quais inéditas na
literatura, abre horizontes para investigagdes complementares e perspectivas de inovagoes

diagndsticas relevantes. Cumpre-se, também aqui, outra importante finalidade da pesquisa.

Cabe, ainda, breve comentario sobre o capitulo I, relativo a publica¢do ”Lymph nodes

may be a source for immunetherapy in gastric cancer”, também no tema CG, mas com

outro enfoque, ndo restrito ao cancer hereditario (ASSUMPCAO et al., 2020b).

Dentre 0s avancos recentes mais significativos na area de oncologia 0 emprego da
imunoterapia destacou-se pelo impacto causado em desfechos clinicos de alguns tipos de
adenocarcinoma gastrico (COUTZAC et al., 2019; LORDICK et al., 2017; LIU et al.,
2022).

A inibicéo da via de PD-1 por meio de anticorpos provocou verdadeira revolucao
na pratica médica. Entretanto, muitas incertezas persistem e requerem investigacoes
cientificas adicionais (TAKEI et al., 2022; HOGNER; MOEHLER, 2022).

O estudo apresentado e publicado demonstrou que linfonodos na via de drenagem

do estdbmago podem ser importantes players na interagdo cancer/resposta imune.

Estes linfonodos poderiam ser considerados como fontes alternativas de células

imunes para ensaios de imunoterapia adotiva, tendo como vantagem potencial,
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concentrarem grande numero de linfocitos j& expostos aos imundgenos tumorais
(ASSUMPCAO et al., 2020b).

N&o obstante tratar-se de investigacdo modesta, o estudo pretendeu oferecer
contribuicdo cientifica adicional em area de conhecimento emergente na oncologia e cuja

translacdo a prética clinica vem ocorrendo expressivamente.

Dentre os diversos ensinamentos adquiridos na trajetoria do curso a importancia das
inciativas cientificas locais dedicadas a doengas de importancia regional e com

peculiaridades proprias da populacdo foi marcante.

Neste contexto, a investigacdo de possiveis variantes, peculiares a populagédo
brasileira, capazes de preencher parte da lacuna de conhecimento sobre fatores genéticos
de risco para 0 CG nesta populacdo, atendeu a esta necessidade, abrindo horizontes para
futuras investigacOes adicionais com vistas a beneficiar a populagdo acometida e sob risco
de CG.
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