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O cancer colorretal tem importincia elevada frente a sua incidéncia e morbidade.
Dentre os casos hereditdrios, o cancer colorretal hereditario sem polipose (HNPCC), ou
Sindrome de Lynch, € responsdvel por cerca de 5% do total de casos. No HNPCC, a
alteracdo genética herdada € a inativacdo de um dos alelos dos genes envolvidos em reparo
do DNA, sendo os principais os genes hMLHI e hMSH2.

O objetivo deste trabalho foi investigar, em individuos com diagndstico clinico de
HNPCC, a presenca de mutacdes nos genes MLHI e MSH?2, associar as varidveis clinicas
com o gene mutado e investigar os familiares de portadores de HNPCC aos quais tivemos
acesso, com relagdo a mutagdes germinativas.

A investigacdo das mutagdes foi realizada por meio de sequenciamento direto dos
éxons, regido promotora e regides de jungio.

Foram analisados 65 individuos divididos em trés grupos, sendo (I) 46 pacientes
portadores de cancer colorretal inclusos nos Critérios de Amsterda, (II) dois familiares
portadores de cancer colorretal e (III) 17 familiares sem cancer, todos da regido
metropolitana de Campinas, atendidos no Hospital de Clinicas da UNICAMP.

Em 21 (45,65%) dos pacientes foram encontradas mutacdes deletérias. As mutagcoes
deletérias nos genes MLHI e MSH?2 estavam na propor¢ao de 34,78% (16 pacientes) e
10,86% (5 pacientes), respectivamente. As mutacdes nao deletérias nos genes MLHI e
MSH?2 estavam na proporcao de 65,22% dos pacientes (30 alteragdes) e 50% dos
pacientes (23 alteracdes), respectivamente.

Foi possivel identificar 23 mutacdes potencialmente deletérias entre os pacientes

com HNPCC por meio de sequenciamento dos genes MLHI e MSH2, com uma

porcentagem de deteccao de 50%.
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Parece ndo haver variagdes nas caracteristicas clinicas do tumor quando a mutacdo
germinativa ocorre no gene MLHI ou MSH2, com exce¢do da relacdo entre presenca de
mutacdo no gene MLH] e idade de manifestacio da doenca.

Como ocorre no resto do mundo a doenca mostrou-se extremamente heterogénea
em termos moleculares, pois apenas duas mutacgdes se repetiram em dois pacientes.

A partir da andlise das duas familias foi possivel mostrar a dificuldade para
estabelecer a presenca da mutacdo germinativa deletéria que poderia levar a predisposi¢ao
ao HNPCC, bem como a importancia da analise familial no diagndstico molecular dessa

alteracdo.
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Colorectal cancer has high importance because of its incidence and morbidity.
Among the hereditary cases, the hereditary nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC) or
Lynch syndrome, accounts for about 5% of cases. In HNPCC, the genetic alteration
inherited is the inactivation of one of the alleles of genes involved in the DNA repair,
being hMSH2 and hMLH] the main genes.

The objective of this study is to investigate the presence of mutations in MLHI and
MSH? in patients with clinical diagnosis of HNPCC, correlate clinical variables with the
mutated gene, and investigate the relatives of patients with HNPCC who we had access to,
in relation to germline mutations.

Investigation of the mutations was performed by éxons direct sequencing, the
promoter and junction regions.

Sixty-five individuals, divided into three groups, were studied: (I) 46 patients with
colorectal cancer included in the Amsterdam Criteria, (II) two family members of
colorectal cancer patients and (III) 17 relatives without cancer, all of them treated at
Hospital das Clinicas at UNICAMP and living in the Campinas metropolitan area.

Deleterious mutations were found in 21 patients (45.65%). The ratio of deleterious
mutations in MLHI and MSH2 was 34.78% (16 patients) and 10.86% (5 patients)
respectively. The ratio of non deleterious mutations in genes MLHI and MSH2 was
65.22% of patients (30 alterations) and 50% of patients (23 alterations) respectively.

Among patients with HNPCC, 23 potentially deleterious mutations were identified,

via sequences of MLHI and MSH2 with a 50% detection rate.
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It doesn’t seem to appear variations in the clinical characteristics of the tumor when
a germline mutation occurs in MLHI or MSH2, with the exception of the relationship
between the presence of mutation in the MLH1 gene and age of disease onset.

As it occurs throughout the world, the disease present a his molecular extremely
heterogeneoty, where only two mutations were repeated in two patients.

The analysis of the two families demonstrated not only the difficulty to establish the
presence of deleterious germline mutation that could lead to a predisposition to of
HNPCC, but also the importance of familial analysis in molecular diagnostics of this

alteration.
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1. INTRODUCAO
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1.1 Epidemiologia

Acredita-se que o cincer humano ocorra devido a anormalidades que conferem
vantagens a algumas células, que sdo transmitidas as células filhas dando origem a um
clone celular que escapa aos controles de crescimento e de diferenciacio (Namba et al.,
1990). O cancer € considerado um dos principais problemas da sadde publica mundial
(Boyle e Langman, 2000).

No Brasil, em 2012, estimou-se 14.180 casos novos de cancer colorretal (CCR) em
homens e 15.960 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 15
casos novos a cada 100 mil homens e 16 a cada 100 mil mulheres (INCA , 2013).

Sem considerar os tumores da pele ndo melanoma, o CCR em homens é o segundo
mais frequente na regido Sudeste (22/100 mil) e o terceiro nas regides Sul (18/100 mil) e
Centro-Oeste (14/100 mil). Na regido Norte (4/100 mil), ocupa a quarta posi¢do e, na
regido Nordeste (5/100 mil), a quinta (Figura 1). Para as mulheres (Figura 2), € o segundo
mais frequente nas regides Sudeste (23/100 mil) e Sul (20/100 mil), o terceiro nas regides
Centro-Oeste (15/100 mil) e Nordeste (7/100 mil), e o sexto na regido Norte (5/100 mil)
(INCA, 2013).

Nos ultimos anos, a incidéncia do CCR parece constante em dreas de alto risco
representadas pelos paises desenvolvidos e parece aumentar em dreas antes consideradas de
baixo risco, como o Japdao e outros paises asidticos, bem como nos paises em
desenvolvimento. Supde-se que isso se deva ao envelhecimento das populacdes, a adogao
de estilos de vida sedentdrios e a aceitacdo de dietas pouco sauddveis, como aquelas ricas

em gordura animal e pobres em frutas, verduras e fibras. Assim, cerca de 500.000 6bitos
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por ano sdo atribuidos a doenca em todo o mundo, representando um problema de satude

publica importante (Rossi et al., 2004).

0,00-4,48

¢

Figura 1: Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil homens,
estimadas para o ano de 2012, segundo Unidade da Federagdo (neoplasia maligna do célon e reto)
Fonte: http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/mapa.asp?1D=6
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Figura 2: Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil mulheres,
estimadas para o ano de 2012, segundo Unidade da Federagao (neoplasia maligna do célon e reto)
Fonte: http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/mapa.asp?ID=6

A sobrevida média global em cinco anos se encontra em torno de 55% nos paises
desenvolvidos e 40% para paises em desenvolvimento. Assemelhando-se a incidéncia, as
taxas de mortalidade sd@o mais baixas em mulheres do que nos homens, exceto na regiao do
Caribe (INCA, 2013).

O desenvolvimento de vérias formas comuns de cancer € resultado da interacdo entre
fatores enddgenos e ambientais, sendo o mais notavel desses fatores a dieta. Uma dieta com
base em um alto consumo de frutas, vegetais frescos, cereais e peixes, bem como a pratica
de atividade fisica, estdo associados a um baixo risco de desenvolvimento do CCR. Por
outro lado, o consumo excessivo de carne vermelha, embutidos, bebidas alcodlicas, o
tabagismo e a obesidade ou o sobrepeso favorecem o desenvolvimento desse tipo de cancer.

Mas os fatores de risco mais relevantes sdo a histéria familiar de CCR e a predisposi¢ao
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genética ao desenvolvimento de doencas cronicas do intestino. A idade também ¢é
considerada um fator de risco, uma vez que tanto a incidéncia como a mortalidade
aumentam com a idade (INCA, 2013).

A histoéria natural dessa neoplasia propicia condi¢des ideais a sua detec¢do precoce. A
pesquisa de sangue oculto nas fezes e métodos endoscOpicos sdo considerados meios de
deteccdo precoce para esse cancer, pois sdo capazes de diagnosticar e remover polipos
adenomatosos colorretais (precursores do cancer do célon e reto), bem como tumores em
estdgios bem iniciais. Mesmo em paises com maiores recursos, a relacdo custo-beneficio
em investimentos para estratégias apropriadas de prevencdo e detec¢do precoce do CCR,
tem impossibilitado a implantac@o de rastreamento populacional. Essas estratégias ndo t€ém
o objetivo de diagnosticar mais polipos ou lesdes planas, mas sim diminuir a incidéncia e a

mortalidade por esse tipo de neoplasia (INCA, 2013).

1.2 Aspectos Clinicos

Os sintomas relativos ao CCR sdo extremamente variaveis, em decorréncia de formas
diferentes de crescimento e localizacdo dos tumores (Figura 3). Os principais sintomas sao
o sangramento retal, alteracdo do hébito intestinal e dor abdominal (Wayer, 1980; Rossi et
al., 2004). A doenca ocorre, em 90% dos casos, em individuos com idade maior ou igual a
50 anos (Peters et al., 1989; Schottenfeld, 1995). Além disso, o risco para o
desenvolvimento do CCR aumenta bruscamente a partir dos 50 anos, duplicando a cada
década e atingindo o seu maximo entre 75 e 80 anos (Winawer et al., 1985). Os canceres de
cOlon e de reto predominam discretamente em individuos do sexo masculino em relacao

aos do sexo feminino (INCA, 2013). O principal sistema de estadiamento do tumor
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utilizado para a determinacdo do progndstico e da terapéutica adequada a ser administrada a
cada paciente € o TNM (Greene et al., 2002) (Quadros 1 e 2).

O sistema TNM considera a extensdo do acometimento do tumor na parede do c6lon
ou reto e em tecidos e 6rgdos adjacentes (T), a identificacdo da presenca ou auséncia de
metastases em linfonodos (N) e a identificacdo da presenca ou auséncia de metéstases em
orgdos distantes (M). Cinco grupos de pacientes podem ser identificados por este sistema
(estagios O, I, II, IIT e IV) (Greene et al., 2002) , sendo que as maiores probabilidades de
sobrevivéncia sdo observadas naqueles com os estidgios 0 e I e a menor probabilidade de
sobrevivéncia naqueles com o estdgio IV da doenca (Fielding, 1995) (Figura 4 e 5). Sobre
0s avangos terapéuticos, apenas cerca de 50% dos pacientes com CCR sobrevive por um

periodo de cinco anos (Jemal et al., 2007).

Figura 3: Célon: anatomia geral e tumor invadindo

http://www.nitisurgical.com/colon_cancer_pictures.htm

45


http://www.nitisurgical.com/colon_cancer_pictures.htm

Quadro 1: Sistema TNM

TNM

Tumor Primario (T)

Linfonodos Regionais (N)

Metastases a Distancia (M)

(TX) Tumor primdrio
inacessivel

(NX) Linfonodos regionais
inacessiveis

(MX) Presencga de metdstases a
distancia ndo pode ser
observada

(TO) Sem evidéncia do
tumor primario

(M0) Sem metastases a distancia

(Tis) Carcinoma in situ
intraepitelial ou
invasdo da lamina
propria

(T1) Tumor invadindo submucosa

(N1) Metéstases em um até trés
linfonodos peric6licos ou
perirretais

(M1) Metastases a distincia

(T2) Tumor invadindo a muscular
prépria

(N2) Metéstases em quatro ou
mais linfonodos peri-célicos
ou perirretais

(T3) Tumor invadindo
através da muscular
propria até subserosa
ou nos tecidos pericélicos
ndo peritonizados
ou perirretais

(N3) Metéstases em qualquer
linfonodo ao longo da
cadeia vascular principal
e/ou metastase no linfonodo
apical desta cadeia

(T4) Tumor invadindo diretamente

outros 6rgdos ou estruturas e/ou
perfurando visceras peritoneais

Quadro 2: Estadiamento Clinico

Estadiamento
Estagio Tumor Linfonodos Metastases Dukes Astler-Colle
Primario Regionais a Disténcia

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio I Tl NO MO A A
T2 NO MO A Bl
Estadio II T3 NO MO B B2
T4 NO MO B B3
Estadio III Qualquer T N1 MO C Cl1
Qualquer T N2 MO C C2
Qualquer T N3 MO C C3
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1 C D

Fonte: Cordeiro et al. Diagnéstico, Estadiamento e Tratamento Cirtrgico e Multidisciplinar do Céancer Colorretal. In:

Associagdo Médica Brasileira e Conselho Federal de Medicina. Projeto Diretrizes. Sdo Paulo, 2001.
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Tis = cardnoma in st contain canoer

Figura 4: Sistema TNM descreve a extensao clinica do tumor

http://www.colorectal-cancer.ca/en/just-the-facts/what-cancer/

Figura S: Estagios do tumor

http://healthinessbox.wordpress.com/tag/colorectal-cancer/
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1.3 Patologia do CCR

O termo cancer engloba todas as neoplasias, ou tumores de cardter maligno, que
apresentam capacidade de invadir tecidos adjacentes e espalhar-se para sitios distantes
(metastases).

O cdlon, incluindo o reto, é o sitio mais frequente de neoplasias primérias do que
qualquer outro 6rgdo em todo o corpo humano (Robbins et al.,1998). No intestino grosso
podem ocorrer tanto neoplasias de origem benigna, os adenomas, quanto de origem
maligna, os carcinomas. Os adenocarcinomas constituem quase a totalidade dos canceres
colorretais e representam 70% de todas as neoplasias malignas do trato gastrointestinal.

Os adenomas pré-existentes constituem terreno fértil para a transformag¢do maligna
sob certas circunstincias; contudo, na realidade, apenas uma pequena porcentagem destas
lesdes ird de fato dar origem aos carcinomas colorretais. Parece certo admitir que a heranca,
mas sobretudo a agdo direta de agentes carcinogénicos sobre a mucosa colorretal, resulta
em actimulo de defeitos genéticos parcialmente identificados e que concorrem para a

carcinogénese epitelial no intestino grosso (Cotti et al., 2000).

Uma associagdo entre carcinoma e polipos colorretais foi descrita, baseada em
observacdes clinicas, epidemioldgicas e andtomo-patoldgicas, sendo conhecida hoje como
sequéncia “adenoma-carcinoma” (Hill et al. 1978). Apesar da falta de estudos prospectivos
e bem controlados, parece ser verdade que a maioria dos carcinomas do cdlon e reto
(aproximadamente 95% destes) desenvolve-se a partir dos adenomas, onde algumas etapas
tanto macroscopicas quanto microscopicas vém sendo estabelecidas e, por sua vez,

correlacionadas com alteragdes genéticas.
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1.3.1 Seqiiéncia adenoma-carcinoma

A sequéncia adenoma-carcinoma foi descrita pela primeira vez por Hill e
colaboradores, em 1978 (Figura 6 e 7). Os carcinomas colorretais raramente provém da
mucosa intestinal quando ndo pode ser identificada lesdo adenomatosa associada. Assim,
eles apresentam lesdo precursora ndo maligna: o adenoma displdsico. As primeiras
alteracdes epiteliais na sequéncia adenoma-carcinoma, ja descritas em humanos, foram
denominadas criptas aberrantes. Estas consistem em algumas criptas que apresentam limen
alargado e de forma anormal. A histologia € caracteristica de alteracdes displésicas e,
portanto, podem ser classificadas como microadenomas. Essas alteracdes consistem em
expansdo da zona proliferativa de células na cripta colonica, passando a incluir células
localizadas ou préximas da superficie epitelial. Com a continuac¢do do crescimento, o foco
de criptas aberrantes e displdsicas provavelmente origina a les@o polipdide visivel. Com o
decorrer do tempo, as células do adenoma vdo sofrendo alteracdes, tornando-se menos
diferenciadas e mais displdsicas. Finalmente, elas adquirem o fenétipo de um carcinoma
com a capacidade de ultrapassar a barreira da lamina prépria e atingir a mucosa. Em
seguida, novas alteracdes genéticas permitem-nas, apds se distribuir pela mucosa e
envolver a parede colonica, adquirir a capacidade de invadir linfonodos locais ou 6rgaos
distantes. Modelos animais de tumorigénese no célon e estudos clinicos observacionais
embasaram a sequéncia adenoma-carcinoma. As evidéncias principais sdo as seguintes: -
populacdes que apresentam prevaléncia alta de adenomas apresentam prevaléncia alta de
CCR e vice-versa; a distribuicio do adenoma no célon e reto é similar a do CCR; a
ocorréncia de pdlipos adenomatosos antecede por cerca de 10 a 15 anos o CCR; quando
um CCR invasivo € diagnosticado precocemente, tecido adenomatoso ao redor €

frequentemente identificado; o risco de cancer encontra-se diretamente relacionado ao
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nimero de adenomas e, por isso, a probabilidade de CCR em pacientes com sindromes de
polipose adenomatosa familiar (PAF) é de quase 100%; programas de polipectomias
colonoscopicas reduzem a incidéncia de CCR nos pacientes, funcionando como medida de

prevengado secunddria ao CCR (Cotti et al., 2000).

criptas epiteliais criptas aberrantes adenoma carcinoma

Figura 6: Evolucio anatdmica da sequéncia adenoma- carcinoma

http://jcp.bmjjournals.com/content/61/2/164/F2.1arge.jpg

Displasia Adenoma | Adenoma | Adenoma Il Cancer

Figura 7: Estrutura da sequéncia adenoma-carcinoma

http://www.endoclinic.med.br/exames/colonoscopia/cancer/index.php?pagina=6

As neoplasias do célon, incluindo adenomas e carcinomas, sio monoclonais por
natureza, ou seja, provém de uma unica célula. Assim, uma célula no epitélio normal sofre
uma ou mais modificagdes que conferem uma vantagem de crescimento seletiva em relacdo

as células epiteliais ao redor. A progressao de um microadenoma para um adenoma, e deste
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para um carcinoma, resulta de uma série de modificacdes genéticas que se acumulam em
uma populagdo clonal, gerando células com crescimento ou caracteristicas de sobrevivéncia
aumentadas em cada mutagdo nova gerada. Este processo de carcinogénese com multiplos
passos no desenvolvimento do CCR sugere que varios eventos genéticos sejam necessarios
antes que uma célula verdadeiramente maligna seja gerada. A possibilidade de identificar
alteracdo genética associada a lesdes pré-malignas de CCR, tais como um adenoma viloso
com displasia acentuada ou lesdes de criptas aberrantes, representam a base metodoldgica e

o objetivo do rastreamento genético do CCR (Cotti et al., 2000).

1.4 Aspectos ambientais

O desenvolvimento do CCR € resultado de uma interagdo complexa de varidveis,
incluindo elementos externos, como a exposicao a agentes ambientais e dietéticos, e fatores
internos, de natureza somadtica ou hereditaria (Rossi et al., 2004). Alguns fatores ambientais
parecem agir como carcindgenos diretamente ou aumentar as frequéncias de mutagdes
somaticas, predispondo ou determinando o aparecimento da neoplasia (Harden, 1995;
Schottenfeld, 1995). Existe uma associagdo Obvia entre o padrdo da dieta e o CCR, ainda
que ndo tenha sido identificado um carcinégeno especifico que justifique completamente
esta relacdo (Shike, 1995). Dietas ricas em carne vermelha e gordura saturada e carentes em
frutas, vegetais e graos, que contém fibras insoldveis, dcido félico, micronutrientes anti-
oxidantes e célcio, estdo, em geral, associadas ao aumento do risco de ocorréncia da doenca
(Satia-Abouta et al., 2004; English et al., 2004; Sanz et al., 2004; Turner et al., 2004). As
fibras podem funcionar como constituintes anticarcinogénicos por meio de varios

mecanismos. Um deles € o aumento do volume das fezes, que estimula o peristaltismo e
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diminui o tempo de exposi¢do do epitélio colorretal a carcindgenos intraluminais; outro
seria pela estabilizacdo dos niveis séricos de insulina que retardam a absor¢do do amido,
cuja fermentacdo aumenta a producdo de 4cidos graxos de cadeia curta, os quais t€ém acdo
anticarcinogénica (Rossi et al., 2004).

Por outro lado, o folato é importante na sintese, reparo e metilacio do 4cido
desoxirribonucléico (DNA). A deficiéncia de folato pode causar a troca de incorporagdo de
uracil por timidina durante a sintese do DNA, o que pode levar ao aumento das mutacdes
espontaneas; aumento da sensibilidade a agentes causadores de danos ao DNA e frequéncia
aumentada das aberracdes cromossdmicas e de erros de replicacio do DNA. Também,
anormalidades na metilacdo de DNA podem determinar a a¢do de oncogenes ou inibir
genes supressores de tumor (Giovannucci, 2002; Rossi et al., 2004). E possivel que alguns
alimentos constituam uma fonte de substratos que possam ser metabolizados, por bactérias
do cdlon, as substancias carcinogénicas ou mutagénicas, (Hill, 1995) ou ainda, que possam
ser ativados, por enzimas presentes na mucosa cOlica (De Waziers et al., 1991). Dentre
estes substratos estdo as aminas aromaticas (AA), incluindo as arilaminas e as aminas
heterociclicas, produzidas pela exposicdo de carnes a temperaturas de pirélise durante o
cozimento, e os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), contidos nos 6leos vegetais
(Sachse et al., 2002). Outro fator importante responsavel pela exposicdo ambiental aos
HAP e as AA € o cigarro (Sachse et al., 2002), que parece estar associado ao aumento do
risco do CCR ap6s um periodo de indugdo relativamente longo (Knekt et al., 1998) ou de
numero considerdvel de cigarros consumidos por dia (Slattery et al., 1998). As AA e HAP
podem causar danos ao DNA de células do c6lon humano (Alexandrov et al., 1996) e, desta
forma, determinar o CCR. Outro aspecto também importante, mas ainda de forma nao

muito bem elucidada, € a acdo do dlcool na carcinogénese. O etanol, ou um metabdlito
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deste, o acetaldeideo, pode induzir a hipometilacio do DNA, uma das primeiras etapas na
carcinogénese do CCR, através do efeito anti-folato (Hillman et al.,1982). Além disso, o
acetaldeideo metabolizado pelas bactérias da flora intestinal pode aumentar o risco de CCR

por causar deficiéncia de folato (Mizoue et al., 2006).

1.5 Aspectos Genéticos

7z

O cancer ¢ uma doenca genética, na qual ocorrem alteracdes em genes. Muitos
mecanismos podem ser prejudicados devido a essas mutagdes, que podem ser hereditérias
ou adquiridas (Ferreira e Rocha, 2004; Rossi et al., 2004).

Mutagdes em oncogenes ou genes supressores tumorais (Guillem et al., 1995) podem
levar a instabilidade de microsatélites (Guillem et al., 1995) e a desregulacdo de sinais das
vias de transducdo (Guillem et al., 1995), que parecem estar definitivamente associadas a
doenca. Embora a maioria dos casos de CCR seja esporadica, € bem conhecido que
individuos de determinadas familias apresentam risco aumentado da doenga (Houlston e
Peto, 1996). De fato, mutacdes de alta penetrancia, particularmente as mutacOes nos genes
APC, MLHI e MSH?2, foram descritas em pacientes com CCR hereditdrio (Rossi et al.,

2004).

1.5.1 CCR Hereditario
As sindromes hereditdrias sdo responsaveis por cerca de 6% dos casos de CCR
(Fearnhead et al., 2002). As principais sindromes hereditarias de predisposicao

relacionadas ao CCR sdo: a Polipose Adenomatosa Familiar (PAF), responsdvel por menos
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de 1% dos casos, e o Cancer Colorretal Hereditdrio sem Polipose (HNPCC) ou Sindrome
de Lynch (SL; MIM #120435), responsavel por cerca de 5% dos casos (Lynch et al., 2005).
Como a predisposi¢do ocorre para tumores de diferentes sitios primarios, € ndo somente
para CCR, a denominacdo SL € menos restritiva (Boland, 2005; Vasen e Boland, 2005). Os
critérios diagndsticos para a SL sdo controversos, devido a variagdes fenotipicas (Wang et
al., 2007). O diagnéstico clinico tem como base os antecedentes familiares de cancer, de
acordo com os critérios de Amsterda, e a suspeita clinica, de acordo com os critérios de
Bethesda (Vasen, 2005). Em 1991, o Grupo Colaborativo Internacional em HNPCC
(ICG/HNPCC) publicou os Critérios de Amsterda (Quadro 3), com a inten¢do de promover

uma padronizacio internacional no diagndstico clinico da SL (Vasen et al., 1991).

Quadro 3: Critérios de Amsterda para o diagndstico clinico de SL

+ Pelo menos trés membros de uma mesma familia com CCR

s  Um dos membros ser parente em 17 grau dos ouiros dois

+ Pelo menos duas geragbes acometidas

+ Pelo menos um dos membros com CCR e idade inferior a 50 anos

» Exclusio de polipose adenomatosa familiar {PAF)

Os critérios de Amsterda tiveram aceitagc@o internacional e sdo de extrema valia para
a padronizagdo do diagndstico clinico, porém foram criticados por serem muito restritivos e
nio considerarem os tumores extracoldnicos. Por isso, foram propostas algumas
recomendacdes, conhecidas como critérios de Bethesda (Quadro 4), que sdo consideradas
mais sensiveis e menos restritivas que os critérios de Amsterda, para identificar individuos

candidatos a testes de rastreamento (Boland et al., 1998).
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Quadro 4: Critérios de Bethesda para o diagndstico clinico de SL

s Individuos gque preenchem os Critérios de Amsterda
= Individuos com dois tumores relacionados a SL, incluindo CCR  sincrinico ou
metacronico, ou tumores extracoltnicos

» |ndividuos com CCR, e um parente em 1° grau com CCR, efou tumor extracolonico
relacionado a sindrome, efou adenoma colometal, um dos tumores diagnosticados
antes dos 45 anos, e o adenoma diagnosticado antes dos 40 anos

» Individuos com CCR, ou cancer endometrial, diagnosticado antes de 45 anos
= |ndividuos com cancer no colon direito, com padrao histolégico indiferenciado
= (solido/cribriforme), antes dos 45 anos

s Individuos com CCR, com células em anel de sinete, diagnosticado antes dos 45
anos

= |ndividuos com adenomas, diagnosticados antes dos 40 anos

Em 1999, o mesmo grupo modificou os critérios de Amsterdda, denominados
Amsterda II , que passaram a incluir alguns tumores extracoldonicos, com o objetivo de

torna-los menos restritivos (Quadro 5) (Vasen et al., 1999).

Quadro 5: Critérios de Amsterdi II para o diagnéstico clinico de SL

« Pelo menos trés membros de uma mesma familia com CCR, ou adenocarcinoma
de endométrio, ‘ou carcinoma de células transicionais de vias excretoras renais,
{pelve renal ou ureter), ou adenocarcinoma de intestino delgado

» Um dos membros ser parente em 1° grau dos outros dois

= Pelo menos duas geracbes acometidas

= Pelo menos um dos membros com CCR e idade menor que 50 anos

= Exclusdo de polipose adenomatosa familiar {PAF)

Apesar das modificacdes nos critérios de Amsterda, ainda havia dificuldade no
diagndstico clinico em familias pequenas. Em 2004, os critérios de Bethesda foram

revisados, aumentado ainda mais sua sensibilidade (Quadro 6) (Umar et al., 2004).
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Quadro 6: Critérios de Bethesda revisados, visando a identifica¢do de individuos candidatos
aos testes de rastreamento para a SL

+ CCR diagnosticado em paciente com menos de 50 anos

+ Presenga de CCR sincronico ou metacronico, ou outro fumor extracoldnico, associado a
sindrome, independentemente da idade

= CCR com histologia sugerindo MSI*, diagnosticado em paciente com menos de 60 anos

s CCR diagnosticado em um ou mais parentes em 1 grau, com tumor relacionado a
sindrome, com um dos tumores fendo sido diagnosticado antes dos 50 anos

s CCR diagnosticado em um ou mais parentes de 1° ou 2° graus, com tumores
relacionados a sindrome, independentemente da idade

*Presenca de linfdcitos infiltrando o tumor, reacao linfocitica Crohn-like, diferenciacdo
mucinosa ou em anel de sinete ou padrdo de crescimento medular.

Na década de 1980, diferentes sitios primdrios foram descritos em familias com
suposto diagnéstico de SL: endométrio, ovario, sistema nervoso central (SNC), trato
hepato-biliar, intestino delgado, trato uroldgico, mama (Lynch et al., 1988), estdomago
(Cristofaro et al., 1987), pancreas e sistema linfatico e hematopoiético (Love, 1985).
Diversas publicagdes sobre o assunto foram feitas, nas quais os cinceres mais comuns
descritos como associados a SL eram: endométrio, estdbmago e trato urinério (Vasen et al.,
1990).

A SL € uma doencga de heranca autossomica dominante, com penetrancia da ordem de
80% (Lynch e Smyrk, 1996) e os pacientes ndo apresentam os multiplos polipos
adenomatosos vistos na FAP, o que dificulta a identificagdo clinica dos portadores da
doenga. Quando comparamos CCR na SL com CCR esporadico, notamos predilecdo para:
acometimento do célon direito (68% vs. 49%); maior incidéncia de CCR sincronico (7%
vs.1%); maior incidéncia de CCR metacronico em 10 anos (29% vs. 5%); e manifestagao

mais precoce da doenca, geralmente, entre 40 e 45 anos de idade (Fitzgibbons et al., 1987).

56



O aparecimento de tumores extracolonicos em outros membros da mesma familia
também pode indicar a presenca da doenga. Alguns estudos demonstram que, na SL, a
evolucdo do adenoma para o adenocarcinoma ocorre mais rapidamente em relacdo as lesoes
esporddicas (Jarvinen et al., 1995). Os portadores da SL possuem risco aumentado de
desenvolver CCR (60% a 70% aos 70 anos), carcinoma endometrial (30% a 40% aos 70
anos) e, com menores riscos, carcinomas de intestino delgado, de células transicionais do
trato urindrio, cancer de ovdrio, cancer de estdmago, tumores cerebrais (Sindrome de
Turcot) e tumores de glandulas sebaceas (Sindrome de Muir-Torre) (Hendriks et al., 2006).
O risco cumulativo de ocorréncia de diferentes tumores relacionados a SL € apresentado em
alguns estudos: 78% para CCR; 40% a 60% para endométrio; 19% para gastrico; 17,5%
para trato biliar; 10% para trato urindrio; e 10% a 12% para ovario. O risco de qualquer
tumor metacronico pode chegar a 90% ap6s o tratamento do CCR, e 75% apds o tratamento
de cancer de endométrio (Aarnio et al., 1999; Dunlop et al., 1997).

Os genes MSH2 e MLHI respondem, aproximadamente, por 85% a 90% das
mutacdes conhecidas, associadas a SL (Goecke et al., 2006; Peltomaki, 2005). Os genes
PMSI1, PMS2 e MSH6 sao responsaveis pelo restante das alteracdoes (Drummond et al.,
1995; Palombo et al., 1995). Cerca de 90% dos individuos portadores de HNPCC ou SL
apresentam instabilidade de microssatélites (MSI) no tecido tumoral (De la Chapelle,
2005). A classificacdo de MSI é feita de acordo com a frequéncia de alteracdes de
marcadores selecionados: estaveis - nenhum marcador alterado (MSS); alta instabilidade -
mais de 30% alterados (MSI-H); baixa instabilidade - menos de 30% alterados (MSI-L)

(Boland et al., 1998).
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1.5.1.1 Genes de reparo do DNA (Mismatch Repair- MMR)

No HNPCC, a alteracdo genética herdada € a inativacdo de um dos alelos dos genes
envolvidos no reparo do DNA (genes hMSH2 e hMLH1, principalmente). A inativagdo do
segundo alelo faz com que a célula perca sua capacidade de realizar reparos no DNA, o que
abre caminho para o surgimento de diversas mutacdes somdticas que acabam por levar ao
surgimento do HNPCC (Cotti et al., 2000).

Mutacgdes somadticas podem surgir na célula de diversas maneiras, causadas por
substancias mutagénicas tanto endégenas como exdgenas. Outra possivel fonte de mutagdes
somdticas sdo os erros cometidos pela DNA polimerase durante a replicacdo do DNA.
Estima-se que esses erros ocorram a cada 10° bases, sendo que 99% sdo corrigidos pela
propria enzima, deixando entdo um erro a cada 107 bases (Cotti er al., 2000). E ativado
entdo o sistema de Mismatch Repair (MMR) do DNA da célula, cuja principal fun¢do é o
reconhecimento e corre¢do de trés tipos de erros: pareamento desigual de bases simples,
bases quimicamente alteradas e algas na hélice. No primeiro tipo de erro, a DNA
polimerase falha em parear um nucleotideo na fita-padrao de DNA com o seu complemento
correto na fita nova que estd sendo sintetizada. No segundo tipo de erro, a polimerase
incorpora bases modificadas quimicamente por mutidgenos na fita nova que estd sendo
sintetizada. O terceiro tipo de erro ocorre quando a polimerase se vé face a uma sequéncia
muito repetitiva de DNA, como muitos nucleotideos A (polyA) ou muitos dinucleotideos
GA. Se a sequéncia da fita-padrdo € altamente variada, a sequéncia da fita-nova s6 pode ser
de um unico jeito. Porém, se a fita padrdo tem uma sequéncia muito repetitiva, a DNA
polimerase pode errar e permitir a inclusdo de um ou dois nucleotideos extras. Se o sistema

MMR falhar, come¢am a ocorrer mutacdes com frequéncia muito maior (Barnes et al.,

58



1993; Friedberg et al. 1995; Hoejimakers 1993 a, b; Kolodner, 1995; Kornberg e Baker,
1992; Sancar e Sancar, 1988).

Muito antes de ser descoberto nos seres humanos, o sistema MMR j4 era estudado em
organismos mais simples. Na bactéria Escherichia coli trés proteinas constituiam o cerne
do sistema: as proteinas codificadas pelos genes mutS, mutl. e mutH30. Também se
encontraram genes homologos aos das bactérias em leveduras, os genes yYMSH2, yMLHI e
yPMS1 (Reenan e Kolodner, 1992 a,b). Notou-se que mutagdes nos genes MMR tanto das
bactérias como dos fungos levavam a um fenétipo de desestabilizacdo. Os microssatélites
sdo regides do genoma que consistem de repeticdes de um a quatro nucleotideos. Sao
altamente polimérficas quanto ao seu comprimento, de modo que uma mesma pessoa tem
em geral dois alelos diferentes para cada microssatélite. No entanto, as sequéncias que
flanqueiam os microssatélites sdo extremamente estdveis. Isso permitiu a andlise do
comprimento dos microssatélites pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction -
Reacdo em Cadeia de Polimerase) (Hoejimakers 1993 a, b; Sancar e Sancar , 1988). Ao
mesmo tempo que se analisavam mutagdes do sistema MMR em bactérias, percebeu-se que
ocorriam fendmenos semelhantes com as sequéncias microssatélites em tumores humanos.
Foi dado a este fen6tipo o nome de Instabilidade de Microssatélites (MSI) ou fendtipo
RER+ (Replication Error Positive) e constatado que estava associado ao HNPCC. Foi o
primeiro passo na caracterizagdo das alteracdes genéticas que levam ao HNPCC (Ionov et
al., 1993; Kolodner , 1995; Lynch et al. 1996; Marra e Boland, 1996; Peinado et al., 1992;
Perucho et al.,1994).

Iniciaram-se entdo os estudos para identificar os genes homoélogos do sistema MMR
no ser humano (Wevrick e Buchwald, 1993). O primeiro a ser identificado e clonado foi o

hMSH?2, localizado no cromossomo 2p, homdlogo da mutS (Fishel et al., 1993; Leach et
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al., 1993). Seguiu-se a identificacdo do gene hMLHI, no cromossomo 3p21, homdlogo da
mut L (Lindblom et al., 1993; Papadopoulos et al., 1994), e dos genes hPMSI e hPMS2,
nos lécus 2q31-33 e 7p22 (Nicolaides et al., 1994). Em 1995 foi identificado o gene
hMSH6, também conhecido como hGTBP, outro homdélogo da mutS (Drummond et al.,
1995; Palombo et al., 1995). Estudos t€ém demonstrado a interacdo e funcdo dos produtos
protéicos dos genes MMR. Sabe-se que a proteina hMSH2 aparentemente tem a fungdo
chefe no servico de reconhecimento de erros de pareamento de bases. Ela age, porém,
formando um dimero com a proteina hMSH6, para formar o complexo hMSH2/hMSH6,
homdlogo do complexo mutS-alpha encontrado na E. coli. A hMLH]I também forma um
dimero, se juntando a hPMS2, e este complexo vai agora interagir com o complexo
formado pela hMSH2/hMSH6. A funcido do hPMS1 ainda ndo foi devidamente elucidada.
Os genes MMR seguem o padrdao de gene supressor tumoral na defini¢do de sua
capacidade carcinogénica no HNPCC, requerendo a segunda mutacdo somadtica apds a
mutacdo germinativa para que haja perda efetiva de funcdo e ocorra a carcinogénese. Em
algumas linhagens celulares, porém, segue-se o padrdo dominante negativo, em que a
presenca de apenas uma mutacdo confere o fenétipo maligno a célula. Acredita-se que

nestes casos a proteina mutada interaja com a proteina selvagem impedindo sua agdo

adequada (Cotti et al., 2000).
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delecdo
5 G AAAAAAAMARA CACACACACA
3 T T'EFL-T T TTF GTGTGTGTGT
“mismatch” insergdo GT

hMSH2 +  hMSH2 hM5H2

hMLH1 hMSHE hMLH1 hMSH3 hMLH1 hMSH3

hPMS2 EMI.I-IE hPMS2

' |
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5 A AAAAAAAA CACACACACA 3
3 T TTTTTTITT GTGTGTGTGT 5

Figura 8: Modelo do Sistema de Reparo de “Mismatch”. No topo da figura temos uma fita
dupla de DNA onde sdo exemplificados trés alteragdes que sdo reparadas pelo Sistema “Mismatch”:
um mau-pareamento base-base, uma inser¢do de um nucleotideo e uma delecio de dois
nucleotideos. As trés alteracdes sdo corrigidas pelo complexo protéico MSH2/MSH6 —
MLHI/PMS?2. Na falta de MSH6, a correcdo de delec@o e insercdo pode ser feita pelo complexo
MSH2/MSH3-MLHI/MLH3. J& o complexo MSH2/MSH3-MLHI/MLH3 parece, a partir de estudos

em levedura, direcionar a correcdo de alguns tipos de insercao/delecao (Silva et al., 2009).
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1.5.2 Genes

1.5.2.1 hMLH1

O gene MLH1 foi mapeado no cromossomo 3p21.3 por Papadopoulos ef al. (1994) e
possui 19 éxons (Han et al., 1995). H4 um grande nimero de mutacdes descritas (Gréafico
1), sendo que algumas foram encontradas em maior prevaléncia, que seriam: MLHI*del
éxon 16 e MLHI*IVS5-1G>A na Finlandia (Moisio et al., 1996; Nystrom-Lahti et al.,
1995), MLHI*2141G>A em uma regido da Suica (Salvaara et al., 2000; Hutter et al.,

1996) e MLHI1*415G>C em judeus asquenazitas (Lipkin et al., 2004).
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Grifico 1: Distribuicdo das mutagdes no gene MLHI por éxons acometidos e por tipo de mutagdo,
reportados da literatura.

http://www.med.mun.ca/mmrvariants/statistics.aspx
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1.5.2.2 hMSH?2

O gene MSH?2 foi mapeado no cromossomo 2p22-p21 por Fishel et al. (1993) possui
16 éxons ( Kolodner et al., 1994). H4 um grande nimero de mutagdes descritas (Grafico 2),
sendo que algumas foram encontradas em maior prevaléncia, que seriam:
MSH2*IVS543A>T na provincia canadense de Newfoundland (Spirio et al., 1999),
MSH2*1452-1455delAATG no sul da China (Chan et al., 2004) e delecdo de 16 kb em

MSH?2 nos Estados Unidos (Lynch et al., 2004).

90

80
70

G0

50
40

30

20 1

10
o el lml
gt E %= 2 = e E
= oW w =)
Es Y
£
OMissense B Nonsense
EInsertions/Deletions B Silent
H Splicing OLarge Genomic Deletions/Duplications

Grafico 2: Distribuicdo das mutagdes no gene MSH2 por éxons acometidos e por tipo de mutacio,
reportados da literatura.

http://www.med.mun.ca/mmrvariants/statistics.aspx

63


javascript:Anchor('609309_Reference15')
javascript:Anchor('609309_Reference24')
http://www.med.mun.ca/mmrvariants/statistics.aspx

1.6 Tratamento e Seguimento da SL

A SL € a sindrome hereditdria mais comum na espécie humana, com incidéncia entre
1:2.000 e 1:660 individuos. E fundamental que os pacientes sob risco, assim como suas
familias, realizem programas de rastreamento e protocolos de manejo (De La Chapelle,
2005).

O tratamento e o seguimento de pacientes portadores de CCR e SL sdo diferentes em
relacdo aos pacientes com CCR esporadico (Muller et al., 2001; Vasen, 2005). Para
pacientes com cancer de colon e SL, deve ser considerada, por exemplo, na escolha da
conduta terapéutica, a colectomia total, com reconstru¢io por meio de anastomose
ileorretal, independentemente da localizacdo do tumor no c6lon. Em casos de tumores
retais, a proctocolectomia deve ser considerada. Tal conduta pode ser indicada em razdo da
alta probabilidade do individuo desenvolver novo tumor no célon. Nos casos de cancer
extracoldnico, as cirurgias devem seguir o padrdo oncolégico cldssico para o 6rgdo afetado.

Os familiares sob risco, portadores assintomaticos da predisposi¢do genética, também
devem ser identificados, pois podem beneficiar-se de um seguimento intensivo, com o
objetivo de diagndstico de lesdes precoces (Lynch, 2007). A indicacdo de tratamento na SL
¢ mais complexa que na FAP, pois nido sdo encontradas as centenas de poélipos
adenomatosos benignos que se desenvolvem durante anos antes da transformacdo maligna,
0 que permite um melhor planejamento cirdrgico. O aparecimento de CCR em pacientes
portadores de SL pode advir de pdlipos adenomatosos isolados ou de carcinomas de novo,
isto €, sem a presenca de pdlipo que anteceda a transformagdo para carcinoma (Rossi e

Pinho, 1999).
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Na orientagdo de membros assintomdticos de familias de SL sdo considerados trés
grupos: 1) aqueles sabidamente portadores da predisposicio genética; 2) aqueles
sabidamente ndo portadores da predisposi¢do genética; e 3) aqueles sem informagdes com
relacdo ao teste. No grupo de individuos sabidamente portadores da predisposi¢do genética
e sem diagndstico de CCR, ha controvérsia sobre a realizacdo de colectomia total
profildtica, com anastomose ileorretal. Conforme foi visto, a penetrancia do gene é préxima
de 80% e, portanto, 20% dos pacientes seriam operados desnecessariamente. Além disso,
ha questdes referentes a morbimortalidade do tratamento cirdrgico e a chance de
aparecimento de tumores em outros 6rgdos-alvo, ou no reto remanescente (Rodriguez-
Bigas et al., 1997). A conduta mais aceita é o seguimento rigoroso com colonoscopias
realizadas com intervalos de um ano, a partir de 25 anos de idade. A histerectomia
profildtica, com ooforectomia, € uma opcao para mulheres com prole constituida, de acordo
com recente evidéncia de eficacia (Case et al., 2008).

E importante lembrar que, para realizar o teste genético de predisposi¢io em
individuos de uma familia portadora de SL, € necessdrio que a mutacdo tenha sido
detectada em um membro da familia que tenha desenvolvido CCR (probando). Endoscopia
digestiva alta, exames de urina tipo I e citologia urindria, dosagem de CA125 e
ultrassonografia abdominal devem ser considerados no rastreamento de lesdes
extracolOnicas. Nas mulheres deve ser considerada, também, a ultrassonografia transvaginal
para estudo do endométrio (Lynch e Smyrk, 1996; Rossi et al., 1998). Nos individuos
sabidamente nao portadores de predisposi¢io herdada, ndo ha controvérsia, pois, nesse
grupo, o risco de desenvolver CCR € igual ao da populacdo em geral. O grupo de pacientes
sem o resultado do teste deve ser considerado sob risco. Estabelecer uma rotina de

atendimento de pacientes portadores de CCR com predisposicdo hereditdria, juntamente
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com suas familias, é fundamental. Esse atendimento deve ser realizado por uma equipe
multidisciplinar, com as informagdes organizadas em um registro de familias (banco de
dados), e deve incluir aconselhamento, testes genéticos de predisposi¢cdo para os que

desejarem, rastreamento, tratamento e seguimento (Rossi et al., 1997).
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2. OBJETIVOS
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Investigar nos individuos com diagndstico clinico de HNPCC, a presenca de
mutacdes nos genes MLHI e MSH?2.

Correlacionar as varidveis clinicas com o gene mutado.

Investigar familiares de portadores de HNPCC aos quais tivemos acesso, com

relacdo a existéncia de mutacdes germinativas.
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3. Meropos
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Este estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Genética Molecular da Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM) na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) em parceria

com os Ambulatérios de Proctologia e Oncogenética do Hospital de Clinicas da Unicamp.

3.1. Casuistica

Foram analisados 65 individuos divididos em trés grupos, sendo (I) 46 pacientes
portadores de cancer de colorretal inclusos nos Critérios de Amsterda, (II) dois familiares
portadores de cancer de colorretal e (III) 17 familiares sem cancer, todos da regido
metropolitana de Campinas, atendidos no Hospital de Clinicas da Unicamp.

O protocolo de pesquisa foi aprovado e homologado na XI Reunido Ordindria do
CEP/FCM, em 27 de novembro de 2.007 (CEP 866/2007) (Anexo 1).

Um termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado pelos participantes
(Anexo 2) e um questiondrio foi aplicado para obter informagdes detalhadas sobre a
histdria clinica e familiar dos pacientes (Anexo 3).

A etnia dos pacientes foi determinada por meio de entrevista, seguindo os critérios
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), mas por causa da dificuldade de
classificacdo e pelo fato da populacido analisada ser altamente miscigenada, decidiu-se
agrupa-los em brancos e nao-brancos.

Todos os dados, foram confirmados nos prontudrios dos pacientes. O fluxograma

das fases da pesquisa com os pacientes analisados em cada fase, encontra-se na figura 9.
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FASE 1 FASE 11 1 individuos

afetados
sequenciados

Familia I
19
individuos

investigados -
17 familiares

analisados

46 pacientes 2 familias

Familia IT

1 individuos
afetados
sequenciados

Andlise
molecular

dos
pacientes

Figura 9: Fluxograma da casuistica analisada. Fase I- Sequenciamento dos genes MLHI e MSH?2
em pacientes portadores de HNPCC. Fase II- Andlise molecular do DNA das familias de dois
pacientes investigados na Fase 1.

3.2. Métodos

3.2.1. Extracao de DNA

Procedemos a extracdo de DNA de leucdcitos do sangue periférico conforme o
método descrito por Woodhead et al. (1986), com algumas modificacoes.

Dois tubos de coleta a vicuo com EDTA com cerca de 5 mL de sangue periférico
foram coletados, contendo, cada um deles EDTA 15% para impedir a coagulacdo
sanguinea. A amostra foi centrifugada por 10 minutos a 2.000 r.p.m. a temperatura
ambiente para a separacdo e retirada do plasma. Em seguida, uma aliquota de 500 uL do

sedimento foi transferida para um tubo eppendorf de 1,5 mL. A essa aliquota foi adicionado

1,0 mL de tampao de lise celular (Sacarose 320mM, Tris - HCI pH7,5 10mM, MgCI2
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SmM, Triton 100X). A solucdo foi entdo homogeneizada por 10 a 15 segundos e levada a
centrifuga a 8000 r.p.m. por 5 minutos. Apds a centrifugacio o sobrenadante foi descartado,
por inversdo do tubo. Esse processo foi repetido por duas vezes. Ao precipitado formado
foram adicionados 395uL de tampao de digestdo (Tris - HCl pH 7,5 EDTA 10mM, 10mM,
NaCl 10mM, SDS 0,5%) e 5 uL de proteinase K (20mg/mL). A reacdo entdo foi
homogeneizada e incubada em banho-maria a temperatura de 55°C. Apds 2 horas, foram
adicionados 200uL de LiCl 7,5M em cada amostra e as solu¢des foram levadas a
temperatura de — 20°C por 15 minutos. Apds esta etapa, as amostras foram centrifugadas
por 10 minutos a 13.000 r.p.m. e o sobrenadante foi transferido cuidadosamente para novos
tubos. Apds a transferéncia, foi adicionado 1 mL de etanol absoluto gelado e o tubo foi
invertido até formacao de um precipitado visivel. Foi realizada uma centrifugacdo a 13000
r.p.m. por 5 minutos e o sobrenadante foi desprezado por inversao do tubo. Ao precipitado
foi adicionado 1 mL de etanol 70% e nova centrifugacdo foi realizada (13000 r.p.m./5 min).
O sobrenadante foi novamente descartado. O DNA obtido foi deixado a temperatura
ambiente para a evaporagdo do etanol residual e ressuspendido em dgua estéril. A eficiéncia

da extracdo foi avaliada em gel de agarose a 0,8%.

3.2.2. PCR

A técnica de reagdo em cadeia da polimerase (denominada de PCR, abreviatura do
nome em inglés, “polymerase chain reaction”) descrita por Saiki et al., (1971), possibilita
a amplificagdo de uma pequena sequéncia de DNA através do uso de dois iniciadores
(“primer”) que flanqueiam a regido do DNA a ser amplificada, onde se hibridizam devido
a complementariedade de bases de suas sequéncias. A amostra de DNA foi misturada em

uma solu¢do com os iniciadores e, logo em seguida, foram realizados, em um aparelho
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ciclador de temperatura, repetidos ciclos de desnaturacdo térmica do DNA, anelamento
dos iniciadores em temperaturas adequadas e a extensdo dos iniciadores promovida pela
enzima Taq DNA polimerase, levando ao acimulo exponencial da sequéncia de DNA
alvo.

As sequéncias alvo foram amplificadas por PCR utilizando os iniciadores
(BIONNER) que foram sintetizados pelo programa Primer 3® e estdo nas tabelas 1 e 2.
O volume final da reacdo foi de 50 uL e foi composto pelos seguintes reagentes:

e 1 pL do iniciador F (20 pmoles) (Tabela 1 e 2);

e 1 uL do iniciador R (20 pmoles) (Tabela 1 e 2);

e 3.2 ul dedNTPs (1,25 mM) cada;

e 0,3 uL de Tag DNA polimerase (5 U) (Fermentas);

e 5 uL de tampdo de PCR: 200 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 500 mM de HCl;
e 3 uL de MgCl, (50 mM);

e 35,5 uL de 4gua ultra-pura estéril

e 1lugde DNA gendmico (20 ng/uL)

Todos os reagentes citados foram misturados em um unico microtubo de 1,5 mL
(mistura de reacdo) para garantir a homogeneidade da reacao.

Em cada andlise foi usado como controle negativo um microtubo contendo dgua no
lugar do DNA gendmico. Os microtubos foram levados ao termociclador (Mastercycler
eppendorf) e submetidos ao programa:

e 1 ciclo: 95°C por 5 min;

e 34 ciclos: 94°C por 1 min, 55°C por 1 min (dependendo do iniciador utilizado), 72°C por 1

min;

e 1 ciclo: 72°C por 10 min.
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Para confirmacdo da amplificacdo da PCR retirou-se uma aliquota de SuLL do produto
de PCR com a adi¢do de 2uL de corante azul de bromofenol (15mL de ficol, 20mL de H,O

e 0,0125g de azul de bromofenol), para a realizacdo da eletroforese em gel de agarose a

1,5%.
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Tabela 1: Sequéncia dos iniciadores do gene MLH utilizados para amplificacdo génica

Nome dos

Pares de

Iniciadores Sequencia 5’- 3’ bases Anelamento
MLH1 1 F AGGGCCAACGTTAGAAAGG

MLH1 1 R CGGTAAAGAAACACACGGTCT 757 60°C
MLH1 2 F TCTCTTCCCTCTCTCTCACACA

MLH1 2 R CTGACACATCCCCTGAACAGT 457 60°C
MLH1 3 F CTGGAGGCTGAGACATGAAA

MLH1 3 R TCAGAGGTCTCTGCAGGTAAAA 638 60°C
MLH1 4 F CATGTCATCAAAGCAAGTGAGC

MLH1 4 R CAGACACCTTGCTAGGCACTT 469 60°C
MLH1 5 F ACAAGAGCAAAACTCCGTCTC

MLH1 5 R CATGCCACAAAAGCCAATAG 459 60°C
MLH1 6 F CCCCAGTGCATAGTTGAGAAA

MLH1 6 R CTGGGGAGATGAGAGAAACTG 494 60°C
MLH1 7 F GTCTGTGTTTTGATTCAGTCACC

MLH1 7 R CGAATATTGTCCACGGTTGAG 481 60°C
MLH1 8 F GTTTATGGGGGATGGTTTTG

MLH1 8 R CACGCCACAGAATCTAGGAGA 445 55°C
MLH1 9 F ACAGGAGGACCTCAAATGGAC

MLH1 9 R CAACAGTCAACCAGCAATGAG 473 60°C
MLH1 10 _F CAGTCCCAAGCCGATAGTAAG

MLH1 10 R GGAAAACTGTGCCTTGTACCT 461 60°C
MLH1 11 F CAGTGCCAATATTTGAACACAC

MLH1 11 R GCCTAGGAACAACAGCACAAT 488 60°C
MLH1 12_F TCGGGCAGAATTGCTTCTAT

MLH1 12 R CAAAGGCAGACAGTGGACAAG 699 59°C
MLH1 13 F ACTGATCTTGTTGGCCTTCTG

MLH1 13 R AGCTGATGCTATTGTGGGTTAG 457 60°C
MLH1 14 F CCTCTCTGAGTTCCTGCTTTG

MLH1 14 R GGAAATGGTCGAACTTGGAT 519 60°C
MLH1 15 F CAGCTCTTTGGAGGGGTAAG

MLH1 15 R CCGGCCGAGTATCAGTAGAT 493 60°C
MLH1 16 _F GTTGTGGATTGTTCAGGCACT

MLH1 16 R AGTAGAGACGGGGTTTCATCA 492 63°C
MLH1 17 F CGTGCTGTTTGTCAGGATGA

MLH1 17 R CTGCTGAATATTGCTGGGAATG 451 63°C
MLH1 18 F CCTGCTCTCATCCCCACTAAT

MLH1 18 R TTCTGAGGTCACTCTGGAGGT 486 60°C
MLH1 19 F GAGCTATGATCACACCACTGC

MLH1 19 R AGCAAGACTCCGTCTCAAAAC 846 60°C
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Tabela 2: Sequéncia dos iniciadores do gene MSH?2 utilizados para amplificacdo génica

Izi?: ?;nge‘: Sequencia 5’- 3’ Pg;zsege Anelamento
MSH2 1_F AAATACTGGGAGGAGGAGGAA

MSH2 1_R GGAATCCGCACAAGCAC 818 59°C
MSH2 2_F CTTCTGCCATGATTGTGAGAC

MSH2 2_R GACCAGCCAAACTGCAACT 493 59°C
MSH2 3 F CAGAGGTTGCAGTGAGTTGAG

MSH2 3 R GGGGAGAAAAGATCTGAGGTAA 693 57,5°C
MSH2 4 F GAGTTGTTACCGTTGGGACTAT

MSH2 4 R AGATCGCGCCATTGTACTC 600 59°C
MSH2 5 F GGAAGGAACACCAAGGAAAA

MSH2 5 R AGTGGAGGAGGGGAGAGAAA 451 59°C
MSH2 6_F GGGGAGAAATGTACAGTTGAA

MSH2 6 R CACTAAATCCCACTCCTCTTCC 970 60°C
MSH2 7 F CCTCTCAAAGTGCTGGGATTA

MSH2 7 R AGGTTGCAGTGAGCTGAGATT 561 59°C
MSH2 8 F TTAGTGGGAAGCTTTGAGTGC

MSH2_8 R TCCTTTTCCCATCTGTCACT 483 59°C
MSH2 9 F GGGCATATACATCATCAGCACT

MSH2 9 R GACATCATACAAGGGCCTGTT 535 59°C
MSH2 10_F CAGCCTTGGATGGGTTTAC

MSH2 10 R TCAATGGAGAACAGACGGACT 598 59°C
MSH2 11_F TTGTCCCTAAGGAGTTGTTCG

MSH2 11 R GTGTCCTACTGTAACATACCATGC 427 59°C
MSH2 12_F GCTGGGATTATAGGCGTGAG

MSH2 12 R ATGCTCTGAACCCATGGAAG 784 60°C
MSH2 13 F GGGCAGTAACTCTGTCCACAT

MSH2 13_R TTCCGTAGCTACCATCAATCAC 562 59°C
MSH2 14 F GATTACAGACGTGAGCCATCA

MSH2 14 R CCAGACTGTGAATTAAGGGGTA 599 59°C
MSH2 15 F CCCTTACCTTCCCATGAAATG

MSH2 15_R GCCACTTTATTCTCTGTGTCACG 1000 57°C
MSH2 16_F GCTAATGTGGGAGGAGTTTGA

MSH2 16_R CCTGGCTCCTGTCAACAGAT 793 61°C
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3.2.3. Sequenciamento Automatico

Todos os fragmentos obtidos foram diretamente sequenciados. Utilizou-se o kit
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems®) para realizacdo da
reacdo de sequenciamento. O protocolo incluiu tampao de sequenciamento 5 X, big dye
termination, PCR, primer (5 pmoles) e H,O.

O procedimento foi realizado em um aparelho termociclador (Mastercycler

eppendorf) com programa de ciclagem especifico (Figura 10).

35 ciclos
94°C 96°C
1 min 10seg 60°C 4°C
4 min Final
Tm
Sseg

Figura 10: Ciclo utilizado na reac¢io de sequenciamento

Posteriormente, as reacdes foram purificadas utilizando-se isopropanol e etanol,
também para remover as impurezas que poderiam afetar a qualidade da reacdo de
sequenciamento.

Por fim, os fragmentos foram submetidos a um sistema de eletroforese capilar no
equipamento Applied Biosystems 3500xl Genetic Analyzer® de 24 capilares para

determinagdo da sequéncia linear.
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Todas as amostras de sequenciamento e da PCR foram realizadas em duplicatas e

repetidas para confirmacdo, quando encontrada qualquer tipo de alteragdo.

3.3. Analise dos dados

A andlise dos sequenciamentos foi realizada com o auxilio do programa Chromas
Lite™ e DNA Baser (v. 3.5) para a visualizacdo da sequéncia linear dos eletroferogramas e
com o auxilio do programa Gene Runner® para comparar as sequéncias obtidas com as
postadas como referéncia em base de dados. As alteracdes encontradas foram pesquisadas
nos seguintes bancos de dados: NCBI, Ensembl Genome Browser (GRch 37.p10), HGMD
(Human Genome Mutation Database) , dbSNP (short genetic variations_build 37.3 ) e

Exome Variant Server.

3.4. Analise Estatistica

Para andlise da associacdo entre as varidveis clinicas e a presenca de mutacdo foram
utilizados os testes: teste Exato de Fisher, Qui-quadrado e o teste de Mann-Whitney, com

valor de p positivo para valores inferiores a 0,05.
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4. REsuLTADOS
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Foram analisados 46 pacientes com HNPCC, ndo aparentados, com idade variando
de 20 a 55 anos, sendo 42 (91,30%) brancos e 4 (0,89%) ndo brancos (Tabela 3). Em 21
(45,65%) dos pacientes foram encontradas mutacdes deletérias. As mutacdes deletérias nos
genes MLHI e MSH?2 estavam na propor¢ao de 34,78% (16 pacientes) e 10,86% (cinco
pacientes), respectivamente. As mutacdes nao deletérias nos genes MLHI e MSH?2 estavam
na propor¢do de 65,22% dos pacientes (30 alteragcdes) e 50% dos pacientes (23 alteragdes),
respectivamente. Das mutacdes com possibilidade de serem patogénicas encontradas nos
pacientes, observamos uma mutagdo de “splicing”, cinco “nonsense”, sete “frameshift” e
dez “missense”, como por exemplo a mutacdo no éxon 8 (Figura 11). Com isso, a

proporcdo de pacientes com mutagcdo com possibilidade de serem deletérias seria de 23/ 46

(50%). As variaveis clinicas encontram-se resumidas na Tabela 3.

F V& M e - ;
sl Egirl | ik Nest  Find Sanphe (07 [
| iro 180
C G { T - »
™y
= . A\
. \ | / | |
i [ 1 | | |
] '
1 iy [ oW | l|I I |
| | I | B | | .
[ 1] I |I.' ! | II |
| I| f I: | 1] 11 II | 1 | .
i ] \
" | | i\l ) | \f | || \ | 1 | A
| ! \/ | | 1 | | || ¥k
| 1 \ | \ ] l 1 [\
| ! ! i 1 | | W] \
\ |'I A ! | \ | W '\
y i ! \ ! = ¥ LY { — — :
ok *
] 10 b E -0 e [ i L ] 1= o LFal]

mrmal ewll_nlhl
CoF

T CRFREAFERRGGGGER TT TG TG G GGG TRGE T TR GRTET T TORG T TORGOCAT CRGA RR TR TOCT TRTGTC T TETEEC TGN T TG T 1T T ORGrrGEra

= e e T g e A e e e S e, i
13 (] 154 1[=] 1M 1] 150 Fol ] o Fro ] Fa F ] bl
mrmal swfl_nlhl AT TS TECHTE | Gl
COF LTRSS R TROCCA TR T AR | R 10 1O TECRIC T e m IR TG T TG TEEG TR IR TRRCC TR TR T s LT TTTRCRTTTRTTRTC T TR TN
COMBONE  ousvunsunssissssiissnimsnunninnnss MINTICGCTCCICATIGEN, ... ou s GbbEsssEEEEEERsssR s s SRS aR R essRsssEEEaRRinES
b5 | o Ha 1 Fae ] T BT o e ] ] T iy I ]
I . o -
eusr mal enll_nlhl
COF AT ENT T TGRRRCCT T DCRRGR T TWTGGTG0 T TRRGHR T VTG T DR | I ACHGEGEWT R T T TRSGOC TCNGRTT TEE TR TEEAGT TCCTAT TTCCCRET TR CERD
NI d 00 000 B 0 e B B e B R B B T B el
i L Ll e & A
i + 1
e il Ll
COF P EN T TR TR TOCTCOTRGAT TC G | ARG
I o ki R AR B b e e AR -

Figura 11: Eletroferograma da mutagdo missense (c.655A>G) éxon 8 do gene MLH] . A seta

indica a posicdo da mutagdo.
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Tabela 3: Descri¢do dos pacientes com céncer colorretal de acordo com as varidveis: sexo, etnia, idade do diagnéstico, estadiamento

e grau de diferenciagc@o do tumor; e descricao das mutagdes identificadas nos genes MLHI e MSH2.

MIH MEHZ Estadiamento
) - ) - : ID GD
Exon Mutacao Ll Exon Mutagao _ Tino / TNM | AC
rs Muclectideo Proteina rs Muclectideo Proteina
12 | rs63750156 | c.1056T>A 1 rs63750777 C5ACG
missense 24 I c2 MD
14 | rs63750511 | c.1652A>C 6 rs4987189 C.984C>T
Asn551Thr
missense
7 | rs63750515 | c.554T>G
Val185Ghy 27 ] B2 BD
4 rs1800144 | c375A>G
6 rs4647256 CATACST 29| i c2 |mp
12 rs63750103 c.1760delG frameshift 33| £2 |MD
Ghy587fsX3
. nonsense :
12 | rs63750540 | c.1381A>T e 15 rs63751093 .2583A5G 35| v c2 |mD
V5
7 1563751059 c.1249delG DL 36| cz |rD
Valdl7leufsX21
1 rs63750777 C5A>G
6 rs4987189 cO8ACT
gl 0 22 |MD
7 rs63750813 C122105T
7 rs63750277 .1097_1098insA
14 | rs63750511 | c1625A>T MIESENSE 10 - C.1602T=A ao| W c1 |eo
GIn542Leu
17 | rs63751310 | cl1975CeT | MOMSEMSE
ArgB53X a0l n c2 |mD
16 |cosmzso11| cai7ssceT
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MILH1 MSH2 Estadiamenta
N[ Mutacio . : s|E|iD GD
Exon 5 _ et Exon _ i TNM | AC
rs Mucleotideo Proteina rs Mucleotideo Proteina
. ) missense
10| 9 |rs63751283 | c779T:G ou250nre Flela| w cz |mD
11 7 rs17224367 C1168CT Fl B (41| m 82 |MD
12| 8 |ms63751711 | ceE77G=A MIESENSE 13 rs63750032 C.2061C+G Flela1] n B2 |BD
Arg226GIn
13| 8 | rse37so0ss | cE07GEA IMISSENSE Fl B |az| cz |pD
Asp203Asn
14 | 11 | rs63750489 | c.901C>T nonsense M| B |aa] c2 |mD
Gin301X
15 | 19 | rse3750078 | c2142G=a | MOMEETEE m| B las| c2 |BD
Trp7 14X
nonsense
16 | 13 | rse3749785 | c1asec>T ArzazTx s lasl I
15 | rse3751657 | c1731G>A
17 NE Fl B (48] cz |MD
18 NE M| B (2] 82 |MD
19 | 12 | rse3zsore1r | cizesceT F|l B (a7| 32 |MD
20 | 15 | rse37s1e57 | ci73iGeA g |TmP_EsP_2_a7s90271 C.1488A>G M| B [a7] 82 |BD
71 NE M| B |a7] cz |MD
22 NE Flelaz] m cz [mD
23 NE m| B |as] 82 | BD
frameshift
24 | 9 | rse37s0764 | cE93delT e M| B (e8| B2 |BD
25 NE M ag| c1 |BD
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MILHT MSHZ Estadiamento
M . Mutacdo . Mutacd i S| E [ID GD
Exon 2 i = Exon 0 . el TNM | AC
rs MNucleotideo Proteina rs MNucleotideo Proteina
MisSense
o
8 rs63 750085 c.o07G=A Asp203Asn 3 rscl75o462 C.399C-T
26 16 CO5M25911 C.178BC=T M | NB | 49 Il B2 PD
; Missense
16 rsd1295284 C.1820T=A e
- - - frameshift -
27 10 rs63750429 c.B72delT S M| B |50 B2 PD
) nonsense ;
17 rs63751310 c1975CT 13 rs63750003 C.2139G>C
28 Argb5aX F| B |50 Il B2 MD
17 rs1800146 c.1959G>T
29 ME Fl 2 |50 1l MR 2D
30 ME F |NB |51 Il B2 MD
31 13 rs63750810 C. 215480 M| B |51 Il B2 BD
Missense
10 63751154 T930-T
32 = c Arg2650ys M| B (21| B2 |[MD
17 rs1800146 c.1959G=T
33 4 rs63749936 C G46A>G MISSENSE A pal & |52 0 81 |MD
lle216Va
34 13 rs63750616 c.1413G>A F| B [52 Il B2 PD
35 ME Fl| B [53 | B2 BD
36 ME F |NB |54 v B2 BD
) frameshift -
37 13 53750616 C1413G>A 1 rs63750160 c.187del5 p— Fl|B& |54 | B2 MDD
13 | rs63750482 | ci1420delc | Trameshift
38 ArgdT4sX17 F|l B |55 Bl BD
14 rs63750137 c. 1573T>C
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MLH1 MSHZ Estadiamento
M F_— Mutacio np.;.r‘;' E— Mutacdo Tipn‘f E [ID — AC GD
rs Nucleotideo Proteina rs Nucleotideo Proteina
39 | 14 | rs63750137 | c.1573T>C 13 rs63751123 €.2010delC frameshift NE (55| I 31 | MD
Pro&70fsX15
i5 | rs4234259 | c453+79A>G i5 rs71853048 c.942+3delA
i11 | rs2286939 | c1038+86T>C i6 rs76783230 €.1076+189_1076+190delTT
i14 | rs9876116 | c1668-19A>G i7 rs1981929 €.1277-118G>A
ia rsi771278 c15104111T>C
40 i rs3771279 c15104115A>G B (54| ;|
i rs3771280 .1510+118T>C
i10 rs3732183 C.16614+12G>A
i11 rs3764959 C 17594107A>G
i12 rs2058521 €.2006-127C>T
i5 | rs4234258 | c453+79A>G i1 rs76376509 C.212-15T>C
i11 | rs2286939 | c1038+86T>C is rs71853048 c.942+3dela
41| i14 | rs9876116 | c 1668-19A>G i6 rs76783230 €.1076+189_1076+190delT 8 |as| c2 |BD
i7 rs1981929 C1277-118G>A
i14 rs2059521 €.2006-127C=T
S'UTR | rsl800734 | c-93G=A i7 rs1981929 c.1277-118G>A
22| 8 rs1799977 | c.B55A=C ';:21:’;5 B (20
i14 | rs9876116 | c 1668-19A>G
i11 | rs2286939 | c 1038+86T>C i5 rs71853048 C.942+3dela
i14 | rs9876116 | c.1668-19A>G i7 rs1981929 C.1277-118G=A
as [ £.1990- , 8 |s3| c1 | 8D
i17 | rs2241031 _ i10 rs10183143 C.1661+90T>C
121CT
i12 rs2059521 €.2006-127C>T
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MLH1 MSHZ2 Estadiamento
M| . Mutacdo Ti . Tino (] GDh
Exon rs Nucleotideo P'rDzEGI::IE £xon rs Nucleotideo PmF;Eiia TNM AC
U:rll'rR rs1800734 C-93G>A LI'IEEI; rs2303425 C-118T>C
i5 rsd234259 | c453+79 A>G i rs71853048 C.942+3delA
i11 rs2286939 | c.1038+86T>C i6 rs66560884 c.1076+179delT
il4 rs9876116 | c.1668-19A>G i7 rs1981929 C1277-118G>A
44 i9 rs3771278 C15104111T>C 52 11! o | BD
i9 rs3771279 c15104115A>G
i9 rs3771280 C.15104+118T>C
i9 rsl2998837 c1511-9A>T
i9 rs3732182 c.1511-91G>T
i10 rs3732183 C1661+12G>A
U'I%R rs1 800734 C-93GA il rs76376509 c.212-15T>C
i11 rs59684491 | c1039-31A>T i5 rs71853048 C.942+3delA
i11 rsb7 71325 C.1039-29A>T i7 rs1981929 C.1277-118G4A
i9 rs3771275 CA1510+111T>C
43 io rs3771279 C1510+115A>G A e
i9 rs3771280 c.1510+118T>C
i11 rs3764958 C. 175094107 AG
i1z rs2303428 C.2006-6T>C splicing
i12 rs2059521 C.2006-127C>T
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MIH1 Ms5H2 Estadiamento
M . Mutacio . Mutaca i D GD
Exon : _ Tipo/ Exon = . Tipo / ™M | AC
rs Nucleotideo Proteina rs Mucleotideo Proteina
i5 rsde47255 cASA-51T=C i rs71853048 £.942+3d=la
i10 104894999 BE5-81G=C iG 76783230
O § ! = 1076+189_1076+190deT
Ag i7 rs1981929 C1277-118G=A F| 8 |55 Il C2 !
i11 rs3764959 C17594107AG
i12 rs2059521 c.2006-127C>T
il6 rss6l116962 . *3430G

MLH]I = mutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2 (E. coli); MSH2 = mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1
(E. coli); S = sexo; E = etnia; ID = idade de diagnostico; TNM = estadiamento do tumor; AC = Astler-Coller; GD = Grau de
diferenciacdo; B = branco; NB = nio branco; F= feminino; M= masculino; I = tumor restrito a uma parte do corpo, sem
comprometimento linfético; II = comprometimento do sistema linfatico ou tumor em mais de um tecido; III = tumor em mais de um
tecidos e com comprometimento linfitico; IV = presenca de metéstase a distdncia; B1 = crescimento do tumor na mucosa da
musculatura mas nao na muscular prépria; B2 = crescimento do tumor pela muscular prépria; C1 = estdgio B1 com ndédulos
linfaticos metastaticos regionais; C2 = estdgio B2 com linfaticos metastaticos regionais; BD = bem diferenciado; MD = muito

diferenciado; PD = pouco diferenciado; NE = nenhuma mutagao encontrada.
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Foi realizada a andlise estatistica com relacdo ao sexo e etnia de acordo com a presenca de mutagdes deletérias no
gene MLHI e MSH2 e nenhuma diferenca foi encontrada, o mesmo ocorreu quando se comparavam essas varidveis, sexo
e etnia, com a presenca de mutagdo deletéria no gene MLHI ou no MSH2 (Tabela 4). Também nd@o foi encontrada,
nenhuma associagdo com as varidveis TNM e Astler-Coller (Tabela 5), grau de diferenciacdo do tumor (Tabela 6) e
tempo de diagndstico, apenas uma relacio entre a idade e presenca de mutacio deletéria no gene MLH]. (Tabela 8). Foi
realizada a andlise estatistica das varidveis TNM e Astler-Coller utilizando a somatéria de estadio I + II e III+1V e
B1+B2 e C1+C2, mas ndo foi encontrada nenhuma associacio (Tabela 7). Para a anélise estatistica foram excluidas trés
mutacdes de sentido trocado (missense) nas quais ndo se pdde afirmar o efeito deletério, a saber: Asp203Asn, lle216Val e
Leu607His nos pacientes 13, 26 e 33. Foi excluida também da andlise com as varidvies clinicas, a paciente 42, por nao

apresentar os dados clinicos.
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Tabela 4: Distribuicdo dos pacientes com céancer colorretal segundo sexo e etnia de acordo com presenga de mutagdes deletérias nos genes
MLH]I e MSH2, bem como em comparacao entre as mutagdes deletérias no gene MLHI versus MSH?2.

Sexo

Distribuicdo pelos genes MLHI e MSH?2 — - Total p-value OR IC-95%
Feminino Masculino
Auséncia 18 12 30 0,9 0,244-3,198
Mutacdo no gene MLH1
Presenga 10 6 16 1,00 1 -
Total 28 18 46
Mutaca MSH? Auséncia 26 15 41 2,6 0,389-17,36
utacdo no gene
¢ . Presenca 2 3 5 0,365 1 -
Total 28 18 46
MLHI 10 6 16 2,5 0,320-19,53
Gene mutado
MSH?2 2 3 5 0,611 1 -
Total 11 10 21
Etnia
Distribuicdo pelos genes MLHI e MSH?2 . Nio Total p-value
Caucasoide P
caucasoide
Mutagdo no gene MLH1 Auséncia 26 4 30 i )
Presenca 16 0 16 0,282 - -
Total 42 4 46
_ Auséncia 38 3 41 3,167 0,263-3,806
Mutagdo no gene MSH2
Presenca 4 1 5 0,379 1 -
Total 42 4 45
MLH]I 14 0 14 - -
Gene mutado
MSH?2 4 1 5 0,238 - -
Total 19 2 21

MLH1 = mutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2 (E. coli); MSH2 = mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E. coli),
OR = odds ratio, IC = intervalo de confianga, % = porcentagem.
Andlise estatistica realizada pelo teste Exato de Fisher, com valor de p positivo para valores inferiores a 0,05.
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Tabela 5: Distribuicdo dos pacientes com cancer colorretal segundo TNM e Astler-Coller de acordo com presenga de mutagdes deletérias no
gene MLHI e MSH2, bem como em comparacdo entre as mutacdes deletérias no gene MLH1 versus MSH2.

TNM
Distribuicdo pelos genes MLHI e MSH?2 Total p-value
I 1T I v

Auséncia 3 12 13 1 29
Mutagdo no gene MLH1

Presenca 2 6 5 2 15 0,611
Total 5 18 18 3 44

Auséncia 3 18 15 3 39
Mutagdo no gene MSH2

Presenca 2 0 3 0 5 0,064
Total 5 18 18 3 44
G d MLHI 2 6 2 15

t
ene mutado MSH2 2 0 0 5 0.198
Total 4 6 2 20
Astler-Coller
Distribuicdo pelos genes MLHI e MSH?2 Total p-value
B1 B2 Cl Cc2

Auséncia 2 13 4 9 28
Mutagdo no gene MLH1

Presenca 1 6 1 7 1 0,768
Total 3 19 5 16 43

Auséncia 2 18 4 14 38
Mutagdo no gene MSH2

Presenca 1 1 1 2 5 0,479
Total 3 19 5 16 43

MLHI 1 6 1 7 15
Gene mutado

MSH?2 1 1 1 2 5 0,615
Total 2 7 2 9 21

MLHI = mutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2 (E. coli); MSH2 = mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E. coli);
TNM = estadiamento do tumor; I = tumor restrito a uma parte do corpo, sem comprometimento linfatico; Il = comprometimento do sistema
linfatico ou tumor em mais de um tecido; Il = tumor em mais de um tecidos e com comprometimento linfatico; IV = presenca de metéstase a
distancia; B1 = crescimento do tumor na mucosa da musculatura mas ndo na muscular prépria; B2 = crescimento do tumor pela muscular
propria; C1 = estdgio B1 com nddulos linfaticos metastéticos regionais; C2 = estdgio B2 com linfaticos metastaticos regionais.

Andlise estatistica realizada pelo teste y°, com valor de p positivo para valores inferiores a 0,05.
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Tabela 6: Distribuicdo dos pacientes com cancer colorretal segundo o grau de diferenciagdo do tumor de acordo com presenga de
mutagdes deletérias no gene MLHI e MSH?2, bem como em comparagdo entre as mutagdes deletérias no gene MLH1 versus MSH2.

Distribui¢do pelos genes MLHI e MSH2 Grau de diferencia¢do do tumor p-value
BD MD PD Total

Mutagio no gene Auséncia 11 13 4 28
MLH1 Presenca 6 8 1 15 0,747
Total 17 21 5 43
Mutagio no gene Auséncia 16 18 4 38
MSH?2 Presenca 1 3 1 5 0,584
Total 17 21 5 43
Gene mutado MLHI 6 8 ! 15

MSH?2 1 3 1 5 0,570
Total 7 11 2 21

MLH1 = mutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2 (E. coli); MSH2 = mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E. coli);
BD = bem diferenciado; MD = muito diferenciado; PD = pouco diferenciado.

Andlise estatistica realizada pelo teste * com valor de p positivo para valores inferiores a 0,05.
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Tabela 7: Distribui¢do dos pacientes com cancer colorretal pelo TNM, Astler-Coller grau de diferenciacdo do
tumor de acordo com presenca de mutacdes deletérias no gene MLHI e MSH2, bem como em comparacio entre
as mutagdes deletérias no gene MLHI versus MSH2.

TNM
Distribuicdo pelos genes MLHI e MSH?2 Total p-value OR IC-95%
I+1I I+1v
Mutaca MLEHI Auséncia 15 14 29 0,938  0,269-3,27
utagdo no gene
¢ & Presenca 8 7 16 1,000 1 -
Total 23 22 44
. Auséncia 21 18 39 1,728  0,233-15,9
Mutagdo no gene MSH2 Presenca ) 3 5 0,658 | )
Total 23 22 44
MLHI 8 7 15 1,714  0,219-13,4
Gene mutado
MSH?2 2 3 5 1.000 1 -
Total 10 10 21
o Astler-Coller
Distribuicdo pelos genes MLHI e MSH2 Total p-value
B1+B2 CI1+C2
Auséncia 15 13 28 1,319 0,375-4,636
Mutagdo no gene MLH1
Presenca 7 8 15 0,755 1 -
Total 22 21 43
Mutaca MSHD Auséncia 20 18 38 1,667 0,221-15,19
ulagao no gene Presenca 2 3 5 0.664 1 -
Total 22 21 43
G tad MLHI 7 8 15 1,313  0,168-10,26
ene mutado MSH? 2 3 5 1000 1 -
Total 9 11 21
Grau de
Distribuicio pelos genes MLHI e MSH2 diferenciacdo  Total p-value
BD MD+PD
. Auséncia 11 17 28 0,971 0,263-3,7
Mutacgdo no gene MLH1 Presenca 6 9 15 1,000 | )
Total 17 26 43
Ausénci 1 22 2 296-2
Mutagéio no gene MSH2 uséncia 6 38 909  0,296-28,55
Presenca 1 4 5 0,633 1 -
Total 17 26 43
G tad MLHI 6 9 15 2,667 0,237-30,06
ene mutado MSH?2 1 4 5 0,613 1 -
Total 7 13 20

MLH] = mutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2 (E. coli); MSH2 = mutS homolog 2, colon cancer,
nonpolyposis type 1 (E. coli); TNM = estadiamento do tumor; I = tumor restrito a uma parte do corpo, sem
comprometimento linfatico; II = comprometimento do sistema linfatico ou tumor em mais de um tecido; III = tumor
em mais de um tecidos e com comprometimento linfatico; IV = presenca de metdstase a distancia; B1 = crescimento
do tumor na mucosa da musculatura mas ndo na muscular prépria; B2 = crescimento do tumor pela muscular
prépria; C1 = estdgio B1 com nddulos linfiticos metastaticos regionais; C2 = estdgio B2 com linfaticos metastaticos
regionais; BD = bem diferenciado; MD = muito diferenciado; PD = pouco diferenciado. Andlise estatistica realizada
pelo teste Exato de Fisher, com valor de p positivo para valores inferiores a 0,05.
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Tabela 8: Associacdo dos pacientes com o tempo de diagndstico do cancer colorretal com a presenga de mutagdes deletérias no gene MLHI e MSH2, bem como em comparagio
entre as mutacdes deletérias no gene MLHI versus MSH2.

o ) ) Intervalo de confianga de 95% para média Minimo Miéximo P
Distribui¢do pelos genes MLHI e MSH2 N Média  Desvio padrao — — -
Limite inferior Limite superior

Auséncia 30 46,77 7,50 43,964 49,569 27,0 55,0

Mutagdo no gene MLHI Presenga 16 39,19 10,86 33,402 44,973 20,0 55,0 0,009
Total 46 44,13 9,43 41,330 46,931 20,0 55,0
Auséncia 41 44,51 9,08 41,647 47,377 20,0 55,0

Mutacdo no gene MSH2 Presenca 5 41,00 12,75 25,172 56,828 27,0 55,0 0,732
Total 46 44,13 9,43 41,330 46,931 20,0 55,0
Auséncia 16 39,19 10,86 33,402 44,973 20,0 55,0

Gene Mutado Presenca 5 41,00 12,75 25,172 56,828 27,0 55,0 0,842
Total 21 39,62 11,02 34,601 44,638 20,0 55,0

MLHI = mutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2 (E. coli); MSH2 = mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E. coli);
N = ndmero de pacientes; IC = intervalo de confianca; % = porcentagem. Anélise estatistica realizada pelo teste de Mann-Whitney, com valor de p positivo para valores inferiores a

0,05.
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4.1. Analise Familial

Foi possivel analisar duas familias de pacientes que apresentam HNPCC. Familiares da paciente 42 (Familia I) e familiar do paciente

45 (Familia II).
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Familia I

-

ol & & ok & 6 & F % &2

I-2 - 42 znns CCR
g? Io-3 tia 58 znas CCR
v 2 . o-2 tig 47,48 2530 anas | CCR.palzzprostatz
m-12 mEs 37 zmas c2ashin
I0-14 | pacisate 20 znas CCR e avanio

Figura 12: Heredograma da familia I.
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O heredograma da familia I estd apresentado na Figura 12, onde verificamos ndo haver
casamentos consanguineos e segregacdo em trés geragdes, afetando individuos de ambos os
sexos. As idades dos individuos e genétipos encontrados estdo resumidos na Tabela 9.

Todos os éxons dos genes MLHI e MSH?2 foram investigados nos individuos 11 e 30
(paciente 42). As alteragOes encontradas na paciente foram averiguadas no restante da familia
(Tabela 9).

Como podemos observar na figura 12, quatro individuos com HNPCC foram
diagnosticados com menos de 50 anos de idade. Investigamos na familia I, a presenca das
mutacdes c.-93G>A, c.655A>G, c.1668-19A>G no gene MLHI e c.1277-118G>A no gene
MSH?2.

Identificamos nove individuos heterozigotos com a mutacdo -93G> A e quatro
homozigotos AA. Nenhum dos individuos homozigéticos possuem qualquer alteracdo clinica.
Com relagdo a mutagdo missense c.655A>G, a paciente € heterozigota para essa mutagdo, mas o
tio, que também € afetado, ndo a possui. Temos também outros seis familiares que possuem o
alelo G dessa mutacdo, mas nenhum apresentou até o momento qualquer alteracdo clinica, sendo

que a idade desses familiares varia de 25 a 34 anos.
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Tabela 9: Resultado das andlises dos genes MLHI e MSH?2 na familia |

Genoétipos
MLHI MSH?
N Lab. |y | Idadeem 7 enn734 T 11799977 | 159876116 r$1981929
genética 2011
c93G>A |-SOOAC | 66e 10ASG | .1277-118G>A
missense
1 2698 47 G/A AJA AJA G/A
2 391 30 A/A AJA AJA G/A
3 1313 28 AJA AJA A/A G/A
4 443 30 G/G A/G A/G G/A
5 444 61 G/A AJA AJA G/A
6 445 55 G/A AJA AJA G/A
7 446 29 G/G A/G A/G G/A
8 447 26 G/G A/G A/G G/A
9 477 55 G/A AJA AJA G/A
10 478 24 G/A AJA A/A G/A
11 479 19 A/A AJA A/A AJA
12 483 34 G/G A/G A/G G/G
13 546 3 G/A AJA A/A G/A
14 563 27 G/G A/G A/G G/A
15 564 26 A/A A/A A/A G/A
16 565 23 G/A A/A A/G G/A
17 651 25 G/G A/G A/G G/A
= 562 | 47 51 GIA A/A A/A GIG
(tio)
42
(pacionte)| 261 | 20 - G/A A/G A/G G/A

*Resultados extra do individuo 11 da familia I:

Gene MLH] intron 2 ¢.208-150delA ou rs111908792.
Gene MSH?2 intron 11 ¢c.1760-127T>A ou rs17224808
Gene MSH?2 intron 12 ¢.2005+43_2005+46delTTTT ou rs76761634
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Familia 11

| __ O

1 2

I-1 avd 66, 75 anos prostata e reto
Im-4 mie 46 anos reto
III-2 | paciente 27 anos CCR

Figura 13: Heredograma da familia II

O heredograma da familia II estd apresentado na Figura 13, onde ndo encontramos
casamentos consanguineos, sendo novamente possivel verificar que o doenga segregou por trés
geracOes afetando ambos os sexos. Foram analisados todos os éxons dos genes MLHI e MSH?2

dos individuos 6 e 9 (paciente 45) da familia II. As idades de diagndstico, grau de parentesco e

tipo de cancer dos individuos estdo na legenda da figura 13.

Encontramos no individuo 6 (mae), sete alteracdes intrOnicas e uma alteracdo na regiao
promotora do gene MLH1 e trés alteragdes intrOnicas no gene MSH2 (Tabela 10). No individuo 9
(paciente 45) encontramos duas alteragdes intronicas e uma alteracdo na regido promotora do

gene MLHI e nove alteracdes intronicas no gene MSH2, sendo uma delas na regido de splicing

(deletéria).
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Tabela 10: Resultado das andlises dos genes MLH1 e MSH?2 no individuo 6 da familia II

MLH1 MSH?2 Estadiamento
N , Mutagao . , Mutagao . ID GD
Exon . Tipo Exon . Tipo TNM AC
rs Nucleotideo rs Nucleotideo
U'IS'R rs1800734 c.-93G>A il rs2303426 c.211+9C>G
i5 rs4234259 | c.453+79A>G i7 rs1981929 | ¢.1277-118G>A
i6 rs4647257 c.546-75A>C i12 rs2059521 | ¢.2006-127C>T
i11 rs59684491 | c.1039-31A>T
06 -
mie i11 rs6771325 | c.1039-29A>T 50 I B1 /
i14 rs9876116 | c.1668-19A>G
. c.1897-
il6 |rs145050866 1450>G
. €.1990-
i17 rs2241031 121C>T
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5. Discussio
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5.1. Fase 1

A dificuldade em avaliar com seguranca o potencial deletério de mutacdes é um grande
desafio nos diagndsticos e aconselhamento genético de familias com HNPCC (Raevaara et al.,
2005).

As mutacdes encontradas foram: uma de juncdo ou splicing (4,35%), cinco nonsense
(21,74%), sete frameshift (30,43%) e dez missense (43,48%). Diferente do que Valentim e
colaboradores encontraram em 2011, em 123 pacientes brasileiros, uruguaios e argentinos, que
foram: splicing (23.52%), nonsense (35.3%), frameshift (26.47%) e missense (9%). Essa
diferenca pode ser explicada pela heterogeneidade de pacientes de vdarias regides sul-
americanas.

Em nosso estudo, a alteracdo c.607G>A (rs63750085) ou p.Asp203Asn do gene MLH1
localizado no éxon 8, tipo missense foi detectada em dois pacientes com HNPCC e um unico
trabalho na literatura descreve esta mutagdo (Chadwick et al., 2001 nos Estados Unidos) em
uma paciente com cancer de endométrio, ela apresentava historico familiar de CCR e outros
canceres.

A mutagdo tipo nonsense, ¢.1975C>T (rs63751310 ou Arg659X no éxon 17 do gene
MLH]I) foi descrita como deletéria no estudo dinamarqués (Nilbert et al., 2009) e no trabalho
brasileiro (Valentin et al., 2011). N6s detectamos esta mutacdo em dois de nossos pacientes.

Os resultados a seguir foram observados em um individuo, cada.

Kohonen-Corish e colaboradores em 1996 na Austrdlia e Raevaara e colaboradores em
2005 na Finlandia, descreveram a mutacdo ¢.554T>G (rs63750515 tipo missense) como

deletéria para o HNPCC. Nesta mutacdo ocorre a substituicio de T>G no éxon 7 do gene
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MLH]I no cédon 185, o que causou uma troca de aminodcido de valina para glicina (Kohonen-
Corish et al., 2005).

Alguns autores publicaram a alteracdo c.677G>A (rs63751711 ou Arg226GlIn, gene
MLH1 no éxon 8) tipo missense, sem significancia estatistica para o HNPCC (Zhao et al., 2008;
Shen et al., 2008; Papp et al., 2007 e Spaepen et al., 2006). Um estudo brasileiro publicou a
mutacao como sendo deletéria para o HNPCC (Valentin et al., 2011).

Valentin e colaboradores em 2011 descreveram a alteracdo c.779T>G (rs63751283 ou
Leu260Arg) no gene MLH1 no éxon 9 tipo missense, como deletéria para o HNPCC.

Han e colaboradores publicaram, em 1996 na Coréia, o caso de um paciente com HNPCC
portador da mutacdo c.693delT (rs63750764 ou Ile231fsX8) éxon 9 do gene MLHI, tipo
frameshift.

Leach e colaboradores em 2002 nos Estados Unidos, publicaram a alteracdo c.872delT
(rs63750429 ou Phe291SerfsX6) tipo frameshift, em carcinoma de células renais.

A mutacdo missense hMLHI no éxon 10 (c.793C>T ou rs63751194 ou p. Arg265Cys) foi
identificada pela primeira vez em 1999 por Wahlberg e colaboradores, em um membro de uma
familia com HNPCC, no Hospital Karolinska em Estocolmo, na Suécia. Essa mutacdo foi
sugerida pelos autores como possivel responsdvel pela doenca. Anos mais tarde, Lagerstedt
Robinson e colaboradores, em 2007, publicaram o mesmo caso, sugerindo que um outro fator
de predisposicao possa ter contribuido para o CCR nesta familia, pois o paciente nao herdou a
mutacdo de nenhum dos seus familiares e também nao encontrou a mutagdo nos 96 individuos

controles analisados.
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Hendriks e colaboradores em 2003, na Holanda, e Koehler e colaboradores em 2007, na
Alemanha, também descreveram a mutagdo ¢.793C>T em apenas um membro das familias
pesquisadas e nao encontraram associagdo com o HNPCC.

Yan e colaboradores em 2008, na China, consideraram que a mutagcdo c.901C>T
(rs63750489 ou p.GIn301X) seria deletéria pelo fato de ser uma mutacdo nonsense. Outros
trabalhos ndo afirmaram se essa mutacdo seria deletéria ou ndo (Ponz de Leon ef al., 2004 na
Italia e de Jong et al., 2004 na Holanda).

Para a mutacdo c.1381A>T no gene MLHI éxon 12 (rs63750540 ou Lys461X) tipo
nonsense, alguns autores ndo afirmaram se a mutacdo seria deletéria (Syngal er al., 1999;
Terdiman et al., 2001 e Wagner et al.,2003).

Um trabalho brasileiro realizado por Valentin e colaboradores em 2011 e um trabalho
alemao (Mangold et al., 2005) publicaram como deletéria a mutacdo c.1459C>T (rs63749795
ou Arg487X) éxon 13 do gene MLH 1, tipo nonsense para o HNPCC.

Caldes e colaboradores em 2002 na Espanha, também encontraram a mutagao frameshift
c.1420delC (rs63750482 ou Argd74fsX17) como deletéria para os portadores de HNPCC no
gene MLH1 éxon 13.

Para a alteracdo c.1652A>C (rs63750511 ou Asn551Thr) no gene MLHI éxon 14 tipo
missense, Takahashi e colaboradores em 2007 no Japao e Tournier e colaboradores em 2008 na
Franca descreveram esta alteragdo em pacientes com HNPCC.

O trabalho japonés de Takahashi e colaboradores em 2007, também descreveu a mutacdo
c.1625A>T (rs63750511 ou GIn542Leu) tipo missense no éxon 14 do gene MLH]1.

Barnetson e colaboradores em 2008, no Reino Unido, ndo conseguiram afirmar se a

mutacdo ¢.1820T>A seria deletéria, ¢ uma mutagado tipo missense (rs41295284 ou Leu607His)
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para o CCR e Valentin e colaboradores em 2011, descreveram a mutacdo como nao deletéria
para o HNPCC, esta mutacdo se encontra no éxon 16 do gene MLH].

Hutter e colaboradores em 1996, na Suica, e Planck e colaboradores em 1999, na Suécia,
descreveram a mutacdo nonsense c.2142G>A (rs63750978 ou Trp714X) éxon 19 do gene
MLH1 em familias portadoras de HNPCC.

Mangold e colaboradores em 2005, na Alemanha, publicaram a mutacdo frameshift
c.187delG (rs63750160 ou Val63fsX1) éxon 1 do gene MSH2 em um paciente de uma familia
com HNPCC, descrevendo-a como deletéria.

Para a alteracdo c.646A>G (rs63749936 ou lle216Val) encontrada no éxon 4 do gene
MSH? tipo missense e de juncdo Bushman e colaboradores em 2010, descreveram esta alteracao
em um individuo na Africa do Sul (NCBI, 2013).

Rossi e colaboradores do Hospital do Cancer A. C. Camargo de Sao Paulo, Brasil,
descreveram em 2002 a mutagdo frameshift c.1249delG (rs63751059 ou Val417LeufsX21)
éxon 7 do gene MSH2 em um paciente com CCR com histérico de CCR na familia.

Para a mutacdo frameshift c.1760delG (rs63750103 ou Gly587fsX3) éxon 12 do gene
MSH?2, Chan e colaboradores publicaram em 1999 na China, um paciente com CCR de 29 anos
sem histérico de cancer familial.

Lin e colaboradores em 1999 detectaram a mutacdo frameshift c¢.2010delC (rs63751123
ou Pro670fsX15) éxon 13 do gene MSH2 em um paciente com HNPCC nos Estados Unidos.

Portanto, do total de 21 mutagdes encontradas, sugerimos que as deletérias seriam
c.554T>G, c.779T>G, c.1459C>T, c¢.1420delC, c.1975C>T e ¢.2142G>A do gene MLHI e

c.187delG do gene MSH?2 e as mutagdes ainda discutiveis sdo c.607G>A, c.677G>A, c.693delT,
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¢.872delT, c.793C>T, c.901C>T, c.1381A>T, c.1652A>C, c.1625A>T e c.1820T>A do gene
MLH]I e c.646A>G, c.1249delG, c.1760delG e ¢.2010delC do gene MSH2.

As mutagdes ndo deletérias nos genes MLHI e MSH2 estavam na proporcao de 65,22%
dos pacientes (30 alteracdes) e 50% dos pacientes (23 alteracdes), respectivamente. Valentin e
colaboradores, em 2011, e Nilbert e colaboradores, em 2009, entre outros, também detectaram
mutacdes nao deletérias, mostrando a variabilidade mutacional elevada existente nesses genes.

Com relacdo as varidveis clinicas, a Gnica correlacdo significativa foi a relacao entre idade
de manifestacdo e presenca da mutacdo deletéria no gene MLH 1. Os individuos que apresentam
a mutagdo deletéria germinativa no gene MLH1 apresentam mais cedo o tumor. Talvez esse
gene tenha maior fragilidade mutacional do que os outros genes envolvidos na etiologia do
HNPCC e com isso ocorreria a segunda muta¢do mais precocemente do que os individuos com

mutagﬁo no outros genes.

5.2. Fase 11

5.2.1. Familia I

A alteragcdo -93G>A (rs1800734) encontrada na regiao 5' UTR do gene MLH1 foi descrita
em varios membros da familia, sendo indicada como um alelo de baixa penetrancia para CCR.
Nenhuma associacao entre -93G>A e risco CCR até agora foi demonstrado (Raptis et al., 2007;
Allan et al., 2008; Campbell et al., 2009; Mei et al., 2010).

Zahary e colaboradores, em 2012 encontraram a mutagcdo -93G>A na regido central do
promotor do gene MLHI, 93 nucleotideos a montante do sitio de inicio da transcricdo. Essa
mutacdo foi identificada em 61,8% dos pacientes, indicando uma predominancia dessa variagao

entre os malaios. Estudos funcionais demonstraram que a regido promotora do MLH]I, a partir
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da posi¢do -184 do nucleotideo até o sitio de inicio da transcri¢do (regido em que a alteragcao G>
A ocorre), € essencial para a transcricdo de gene MLHI (Ito et al., 1999).

Nos ultimos 10 anos, dezenas de estudos abordaram associacdes entre o risco de CCR e
polimorfismos candidatos no reparo do DNA. Whiffin e colaboradores (2011) conduziram uma
meta-andlise com dados anteriormente publicados e mostraram que o polimorfismo -93G> A
ndo € um determinante para o risco de CCR [odds ratio (OR), por alelo = 1,06, 95%, intervalo
de confianca (CI) 1,00-1,11, P = 0,037].

Beiner e colaboradores em 2006, em um trabalho realizado no Canadd, descreveram que
portadoras de MLH-93 alelo A apresentam um risco 1,5 vezes maior de desenvolver cancer de
endométrio comparados com os controles (95% Cl= 1,2-2,0, P = 0,001). O risco foi maior para
portadoras homozigotas (OR= 1,9, 95% CI, 1,2-3,2, P = 0,009).

Chen e colaboradores (2007) encontraram uma associacdo direta entre a metilacdo do
promotor e 0 -93G> A.

Para a mutacdo c.655A>G (rs1799977) tipo missense, no gene MLHI, Kim e
colaboradores (2004) descreveram uma correlacdo entre o gendtipo constitucional rs1799977 e
a expressdo da proteina MLHI em tumores colorretais, enquanto que, mais recentemente,
Santibanez Koref e colaboradores em 2010 no Reino Unido publicaram valor de p = 0,07 para o
c.655A>G. Nao foi encontrada associacdo entre o polimorfismo e inicio da doenca em
portadores da mutacdo.

Para ambos (c.-93A> G e c.655A>G) os polimorfismos, hd relatos parcialmente
conflitantes em relacdo a associacdo para o risco de diferentes tipos de cancer (Krajinovic et al.,
2002; Park et al., 2004;. Lee et al., 2005;. Beiner et al., 2006.; Landi et al., 2006;. Mei et al.,

2006;. Yu et al., 2006; Harley et al., 2008).
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O polimorfismo ¢.655A>G se encontra no éxon 8 do gene MLHIe é conservada durante a
evolucdo, o qual pode ser visto como um sinal de sua importancia para o bom funcionamento da
proteina (Trojan et al., 2002). Berndt e colaboradores (2007) investigaram o possivel papel de
¢.655A>G no CCR usando, como base, um grupo da comunidade branca americana e nao foram
capazes de encontrar qualquer associagdo com tumores, em nenhum local (proximal ou distal do
céblon, reto).

A alteracdo c.655A>G ou Ile219Val foi descrita como sendo a mais frequente
polimorfismo exdnico de MLHI (Tenesa e Dunlop, 2009). E improvavel que a substitui¢io
isoleucina / valina afete a capacidade de reparo mismatch (Houlston et al., 2008), mas o alelo
variante pode afetar a velocidade e fidelidade da traducdo (Pritchard e Cox, 2002). A implicagcdao
deste polimorfismo no CCR ainda € controversa. O c.655A>G foi associado com colite
ulcerativa refratdria (Gorlov et al., 2008), risco de aumento de leucemia linfobldstica aguda
infantil (Zhou et al., 2005) e de cancer de mama (Zhou et al., 2004). No entanto, outras
investigacdes ndo conseguiram observar associagdes diretas com o CCR (Liu et al., 2003,
Sasieni, 1997).

Um estudo de associacdo, realizado com 140 pacientes com CCR esporddico e 125
controles na Espanha, (Nejda et al., 2009) revelou que os portadores de G (AG ou genétipo GG)
apresentaram um maior risco de desenvolver CCR em comparacdo aos homozigotos AA. O OR
para heterozigoto AG foi de 2,55 (95% CI =1,48 — 4,39, P=0,01), 2,48 (95% CI =1,20 - 5.11;
P= 0,01) para homozigoto GG e 2,53(95% CI =1,53-4,20; P= 0,001) quando
consideramos homozigoto (GG) e heterozigoto (AG) em conjunto. Comparando as frequéncias
genotipicas (c.655A>G) da andlise caso controle, considerando-se as mulheres e homens

separadamente, indicaram diferencas de género em risco CCR. Os homens portadores de G
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apresentaram um risco mais elevado de CCR em comparac¢ido com individuos homozigotos AA
tipo selvagem (OR: AG=3,05; 95% CI =1,49-6,26, P=0.002; OR: GG =3,60; 95% CI=1,29-
10,03, P=0,014 e OR: GG + AG=3,19; 95% CI=1,63-6,22, P=0,001 ). J4 em mulheres os
gendtipos da mutacao ¢.655A>G ndo influenciaram significativamente o risco de CCR.

As variagdes c¢.1668-19A>G (rs9876116) no gene MLHI, localizada no intron 14 e
c.1277-118G>A (rs1981929) localizada no intron 7 do gene MLH2, foram descritas na literatura
como polimorfismos neutros.

Na Familia I, dois dos quatro pacientes com HNPCC foram heterozigotos para o alelo A
da mutacdo -93 e outro, examinando os filhos, podemos dizer que pelo menos um possui um
alelo -93A. Temos também sete individuos heterozigotos que, até o0 momento, nio sdo afetados
pela doenca, sendo que alguns desses individuos possuem mais de 50 anos de idade e ndo
apresentaram sinais da doenga. Se apenas os individuos afetados fossem analisados, o
polimorfismo -93 G> A seria considerado deletérico, no entanto, tendo em conta a frequéncia na
populagdo geral de 17% em caucasianos (Ensembl, 2013) e a andlise da familia, concluimos que
essa mutacao trata-se provavelmente de um polimorfismo neutro. Por outro lado, com relacdo a
mutacdo missense c.655A>G, a paciente é heterozigota para essa mutacdo, mas o tio, que
também ¢ afetado, ndo a possui, de forma que ndo podemos descartar a possibilidade do tio ter
um tumor adquirido. Na familia temos também outros seis familiares que possuem o alelo G
dessa mutacdo e ndo apresentaram até 0 momento tumor, mas sao individuos jovens e que podem
ainda apresentar o tumor. Com isso, ndo podemos excluir essa mutagdo como sendo deletéria.

Portanto, torna-se claro a importancia do estudo da familia e frequéncia das mutagdes na

populacdo em geral, para indicar se uma mutacgao € deletéria ou nao.
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5.2.2. Familia 11

Na familia II investigada foram encontradas vérias muta¢des, mas apenas uma, por tratar-
se de uma mutacdo no sitio aceptor de splicing, poderia ter um efeito deletério e estar
correlacionada com a predisposi¢ao ao HNPCC.

A mutacdo ¢.2006-6T>C (rs2303428) encontra-se no intron 12 do gene MSH2, esta
alteracdo foi associada com céincer de pulmdo por Doherty e colaboradores em 2013, em um
trabalho nos Estados Unidos. Beiner e colaboradores em 2006, no Canadd, apresentaram um
aumento no risco do desenvolvimento de cancer de endométrio (OR: 1,4; 95% CI, 1,0-1,9; P =
0,05).

Uma dificuldade encontrada foi que somente o paciente apresentou essa mutacdo, nao
sendo encontrada na mae, que teve a doenca em uma idade limitrofe (46 anos). Essa mutacdo
pode ter sido herdada do lado paterno, mas ndo tivemos acesso a informagdes ou material
bioldgico para andlise. Por outro lado, o avd é acometido em idade avancada, podendo tratar-se
de uma neoplasia adquirida. Nao podemos também afastar a hipétese de que essa possa ser uma
mutagdo de novo no paciente € que a mae possa ter mutacdo em outro gene relacionado ao
HNPCC.

Para um esclarecimento dessa questio seria necessdrio investigar outros genes na mae que
estejam relacionados ao HNPCC e ter acesso as informagdes e material bioldgico do lado

paterno.

A partir da andlise dessas duas familias podemos verificar a dificuldade de se realizar um
adequado diagndstico molecular da doenca. Esse fato € importante porque muitos familiares

procuram servigos de aconselhamento genético com inten¢do de realizar teste preditivo.
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Portanto, sem um diagndstico molecular acurado, existe um grande risco de testes com
resultados falsos que podem levar a situacdes de risco dos individuos, uma vez que apds
determinagdo da mutacdo que leva a predisposi¢do hereditaria do tumor naquela familia, outros
familiares assintomdticos ao realizar o teste preditivo e terem um resultado negativo passam a
ter o risco da populagcdo geral daquele tumor e, portanto, acabam por sair de protocolos de
profilaxia. Dai a grande importancia de um diagndstico molecular adequado e a andlise familiar

tem um papel fundamental.
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6. CoNCLUSOES
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1.

Foi possivel identificar 23 mutagdes potencialmente deletérias entre os pacientes com
HNPCC utilizando o sequenciamento dos genes MLHI e MSH2, com uma

porcentagem de deteccdo de 50%.

Parece ndo haver variacdes nas caracteristicas clinicas do tumor quando a mutagdo
germinativa ocorre no gene MLHI ou MSH2, com exce¢do da relacdo entre idade e

presenca de mutacao deletéria no gene MLH 1.

Como ocorre no resto do mundo a doenca mostrou-se extremamente heterogénea com
relagdo aos aspectos moleculares, pois apenas duas mutagdes se repetiram em dois

pacientes.

A partir da andlise das duas familias foi possivel mostrar a dificuldade para
estabelecer a presenca da mutacdo germinativa deletéria que poderia levar a
predisposicao ao HNPCC, bem como a importancia da analise familial no diagndstico

molecular dessa alteracdo.
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Anexo 1

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 27/11/07.
(Grupo I1I)

PARECER CEP: N° 866/2007 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0622.0.146.000-07

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “INVESTIGACAO DE MUTACOES NOS GENES hMLH1 ¢ hMSH2 EM
FAMILIAS QUE APRESENTAM CANCER COLORRETAL HEREDITARIO SEM
POLIPOSE (HNPCC)”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Carmen Silvia Bertuzzo/Lidiane Camila Rueda
INSTITUICAO: Hospital das Clinicas/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 09/11/2007

APRESENTAR RELATORIO EM: 27/11/08 (O formulario encontra-se no sife acima)

II - OBJETIVOS

Investigar a presenga de mutagdes nos genes hMLH1 e hMSH2 em 40 familias com
céncer colorretal hereditario sem polipose. Relacionar com o grau histologico, sexo, idade etnia e
apresentacdo clinica da doenga.

I1I - SUMARIO

Serdo estudadas 40 familias com HNPCC em seguimento no ambulatério de
oncogenética do HC-UNICAMP, para determinagdo das mutagdes em amostras de sangue
periférico por andlise de DNA genomico, PCR, triagem mutacional por dHPLC e
seqiiénciamento automatico. Critérios de inclusio e exclusdo bem definidos.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Protocolo adequado. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido explica que o material
poderd ficar guardado, caso o sujeito de pesquisa autorize e que 0 mesmo podera ser utilizado em
outras pesquisas apos aprovagio do CEP. Projeto com orgamento a ser solicitado a Fapesp.

Recomendamos revisdo do orgamento com detalhamento (dolar/real).

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vicira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
13084-971 Campinas — SP cep@fcm.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

(% www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

O conteado e as conclusdes aqui apresentados sfio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

0O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e 4 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também & mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item III.2.¢e)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na XI Reunifio Ordinaria do CEP/FCM, em 27 de novembro de 2.007.
it

/PF61%, Dr°. Sebastilo A
VICE-PRESIDENT/E/DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
/ FCM / UNICAMP

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936

Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187

13084-971 Campinas - SP cep@fem.unicamp.br
=2 -
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Anexo 2

Universidade Estadual de Campinas

2,
w

Departamento de Genética Médica

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Investigagio de mutacées nos genes WMLHT e hMSH? em familias que
apresentam Cincer de Colorretal Hereditario sem Polipese (HNPCC)

Aceito a participar do estudo proposto, no qual fornecerei uma amostra de sangue (volume
16 ml) a ser colhida em veia de um dos bragos. Estou ciente de que este sangue sera utilizado para
a avaliacdo de uma predisposicio familiar para o desenvolvimento de céncer do intestino e reto.
Se1 que posso sentir dor de pequena mtensidade e pequena duracio no local da puncio da veia.
Estou ciente de que nfio terei outros prejuizos com a realizacio deste exame. Qualquer outro
estudo que utilize esse material. primeiro devera ser a provado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Medicas da UNICAMP e na Comissio de Etica em Pesquisa.

Set que posso sair do estudo a qualquer momento e que 1sto ndo prejudicara meu tratamento
na UNICAMP. Sei ainda. que meus dados pessoais serdo mantidos em sigilo pelo pesquisador. Se
tiver qualquer diuvida sobre o estudo poderei procurar a Dra. Carmen Silvia Bertuzzo no
departamento de Genética Meédica — UNICAMP ou pelo telefone (19) 3521 8902

Eu li'ouvi o contendo deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas duvidas
oralmente.

Guardar o material: SIM () NAO( )
Gostaria de ser avisado por carta ou telefone sobre o resultado da pesquisa: SIM () NAO( )

Paciente ou responsavel Pesquisador responsavel

Lidiane Camila Rueda

Campinas,
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Anexo 3

1. Caso n° genética:

(%)

.Cor da pele: { )branca ( )parda { )negra
. Idade de manifestacio do CCR:

e T

. Localizaciio do tumor:

Proximal: colon ascendente, transverso, descendente e ceco ()

—

Distal: sigmoide () reto abdominal ( reto pélvico ()

E

Proximal e distal ().

N

. Diferenciacio do tumor: { ) pouco moderado { ) moderado { ) bem moderado
6. Tipo celular: { ) ulcerado { ) tubular { ) ulcerado-infiltrativo
() outros:

. Estadiamento da doenca (TINM):

8. Alimentacio:

[Fumante: Frios:
IBebida: Verduras:
Carne bovina: Legumes:

Carne suina: Cereais:

lAves: Feyio:

Peixe: Frutas:
[Embutidos:

9. Histarico de Ca
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