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RESUMO

Mutacdes germinativas no gene APC (Polipose adenomatosa coli) sao
responsaveis pela ocorréncia de polipose adenomatosa familiar (PAF). Mutagdes
somaticas levam a transformacdo maligna de adenomas. O objetivo desse
trabalho foi identificar mutacdes germinativas no gene APC. No presente estudo,
20 pacientes com PAF foram estudados.

A determinacdo das mutacbes germinativas no APC foi realizada por meio
de sequenciamento, e as mutacdes foram comparadas com marcadores clinicos
(sexo, idade no momento do diagndstico, tabagismo, estadio TNM, classificacao
Coller-Astler e o grau de diferenciacdo do adenocarcinoma).

Os dados foram comparados por meio do programa SPSS , com o teste de
Fisher e teste de x2 , considerando a = 0,05. De acordo com os principais
resultados da nossa amostra, 16 alelos com mutacbes deletérias (80 % dos
pacientes) foram identificados, enquanto 7 (35%) pacientes nao tinham mutacdes
deletérias.

Houve um predominio de mutagdes nonsense (45% dos pacientes) e de
mutacdes frameshift (20% dos pacientes). Nao houve significancia estatistica
entre as mutacdes germinativas identificadas e as variaveis clinicas consideradas
em nosso estudo. Apenas a fase TNM foi associada com a presenca de mutagoes
deletérias. Os portadores com mutacoes deletérias tinha uma OR , 0,086 ( IC =
0,001-0,984 ); TNM | + Il em comparacao com Il + IV , quando comparado com 0s
pacientes sem mutacbes deletérias identificados. Neste estudo, demonstramos a
heterogeneidade molecular de mutagdes germinativas no APC em portadores de
PAF e a dificuldade para realizar diagnostico molecular em uma populacao

brasileira.

Palavras-chave: gene APC, polipose adenomatosa familiar (PAF) e deteccao

molecular.
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ABSTRACT

Adenomatous polyposis coli (APC) germline mutations are responsible for
the occurrence of familial adenomatous polyposis (FAP). Somatic mutations lead
to malignant transformation of adenomas. In this context, considering the
significance of APC germline mutations in FAP, we aimed to identify APC germline
mutations. In the present study, 20 FAP patients were enrolled.

The determination of APC germline mutations was performed using
sequencing, and the mutations were compared with clinical markers (gender, age
at diagnosis, smoking habits, TNM stage, Astler-Coller stage, degree of
differentiation of adenocarcinoma).

The data were compared using the SPSS program, with the Fisher's exact
test and x2 test, considering a=0.05. According to the main results in our sample,
16 alleles with deleterious mutations (80% of the patients) were identified while
7 (35%) patients had no deleterious mutations.

There was a predominance of nonsense (45% of the patients) and
frameshift (20% of the patients) mutations. There was no statistical significance
between the APC germline mutations identified and the clinical variables
considered in our study. Only TNM stage was associated with the presence of
deleterious mutations. Patients with deleterious mutations had an OR, 0.086
(IC=0.001-0.984); TNM stage | + Il in comparison with Il + IV, when compared with
the patients with no deleterious mutations identified. In this context, as a
conclusion, we demonstrated the molecular heterogeneity of APC germline
mutations in FAP and the difficulty to perform molecular diagnostics in a Brazilian
population, considering the admixed population analyzed.

Keywords: APC, Germ-line Mutations, familial adenomatous polyposis, FAP,

molecular detection
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O cancer constitui um conjunto de doengas, cujo fator comum é o
crescimento desordenado de células (Winawer&Cohen, 1995). O Cancer colorretal
(CCR) é o resultado de um processo de multiplas etapas, nas quais ocorrem
alteracées genéticas que levam ao surgimento de um clone de células com
vantagens proliferativas sobre as demais. Com isso, a arquitetura normal dos
tecidos é modificada, levando progressivamente a disfungdes (Chammas & Novak,

2005)

Todas as células existem sob estrita regulagdo de sinais para o controle de
crescimento, apoptose, diferenciagédo, interacdo célula-célula e interacdo célula-
matriz extracelular. Os processos genéticos envolvidos na oncogénese resultam
na ativacdo de oncogenes e na inativacdo de genes supressores de tumor

(Gatallica&Torlakovic, 2008).

O CCR é uma das causas mais frequentes de morte por cancer nos paises
industrializados, tanto em homens como em mulheres. Acredita-se que isso se
deva ao envelhecimento da populacdo, a adocdo de estilos de vida com
tendéncias mais sedentarias e a um aumento na preferéncia de aceitacdo de

dietas pouco saudaveis (Franco et al.,2005; INCA, 2011).

Diferengas geogréficas na incidéncia do CCR foram descritas na literatura.
De maneira geral os paises do ocidente tém maior incidéncia que os do oriente.

Por exemplo, dos individuos que migraram para lIsrael, aqueles nascidos na
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Europa ou nos Estados Unidos tem um maior risco que aqueles nascidos na Africa
ou na Asia. Entre os japoneses, o risco daqueles que emigraram para os Estados
Unidos aproxima-se do risco da populagdo americana, que é de trés a quatro

vezes maiores que o daqueles que permaneceram no Japéao (Giraldez et al, 2012).

Tais variagbes sugerem nao somente a existéncia de um componente
étnico e genético, mas também que os fatores ambientais exercem um importante
papel na patogénese deste tipo de cancer. Como fatores ambientais considera-se
uma vasta gama de praticas e atitudes dificeis de definir, como as culturais,
sociais e alimentares, com destaque para dieta derivada de fontes animais,
alimentos ricos em gordura e em calorias e pobres em fibras, sedentarismo, fumo,
obesidade, consumo de 4&lcool e ingestdo de aminas heterociclicas e de
hidrocarbonetos aromaticos ou seja, o estilo de vida particular a cada populagao e

individuo (Ghazi et al 2010; Pinho et al, 2010).

No mundo todo, quase um milhdo de pessoas desenvolvem CCR a cada
ano. Destes, cerca de 50% pode morrer de doencga sistémica no prazo de 5 anos
de diagndstico. Ao longo dos udltimos 20 anos, os avangcos em programas de
técnicas cirlrgicas, quimioterapia adjuvante e programas de vigilancia tém
melhorado a taxa de sobrevida em 5 anos (Newton et al, 2012; Cancer World,

2007).
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No Brasil, as estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) projetam
em torno de 518.510 casos de cancer para o ano de 2012. Na figura 1, estao
descritos os dez tipos de cancer mais incidentes em nossa populagao. O CCR é o
terceiro tipo mais incidente. Esperam-se 14.180 casos novos de cancer de célon e
reto em homens e 15.960 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco

estimado de 15 novos casos a cada 100 mil homens e 16 a cada 100 mil mulheres

(INCA, 2011).
Localizagdo primaria  casos nowes  percentual Localizagao primaria casos novos  percentual

Prostata 60.180 30,8% Homens Mulheres  Mama Feminina 52,680 27.9%

Traqueia, Bronguio & Pulmao 17.210 8,8% Colo do (tero 17.540 9.3%

Cdlon e Reto 14.180 7.3% Calon e Reto 15.960 8.4%

Estdmago 12.670 6,5% Glandula Tireoide 10.530 5.6%

Gavidade Oral 9.990 51% Traqueia, Bronguio & Pulmao ~ 10.110 5.3%

Esdfago 7.770 40% Estémago 7420 3.9%

Bexiga 6.210 3,2% Ovario 6190 33%

Laringe £.110 31% Corpo do Utero 4520 24%

Linfoma nao Hodgkin 5190 2.7% Linforna nao Hodgkin 4450 24%

Sisterma Nervoso Central 4.820 25% Sisterma Nervoso Gentral 4450 24%

Figura 1: Distribuicao proporcional dos 10 tipos de cancer mais
incidentes estimados para 2012 por sexo. Fonte: INCA.2011

O CCR resulta da interacao entre fatores genéticos e fatores ambientais. As
alteracoes genéticas que contribuem para o surgimento de CCR podem ser
adquiridas ou hereditdrias. A maioria dos pacientes é portadora do céancer
colorretal esporadico e nao apresenta evidéncias de doenca herdada

geneticamente (Nieuwenhuis & Vasen, 2007).
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De acordo com a American Cancer Society (2013), o pdélipo adenomatoso
tem papel fundamental no desenvolvimento do cancer, sendo reconhecida como

uma lesao precursora.

Um pdlipo representa uma massa tumoral profusa em direcdo a luz
intestinal. Os polipos que continuam acumulando novas células e crescendo s@o
denominados neoplasicos. Quando de origem epitelial, s&do denominados

adenomas (Tygat &Silvertein,1997).

1.1- POLIPOS ADENOMATOSOS

Os polipos Adenomatosos representam lesées neoplasicas pré-malignas do
intestino grosso. A prevaléncia dos adenomas na populacao geral € de 20 a 30%

abaixo dos 40 anos e entre 40 a 50% apds os 60 anos (INCA,2012).

A frequéncia é a mesma para ambos 0s sexos, havendo uma bem definida
predisposicao familiar para o surgimento de adenomas esporadicos. O risco de
malignidade em um pélipos adenomatoso correlaciona-se ao tamanho do pélipo,

arquitetura histologica e grau de displasia epitelial (Cotti et al, 2000)

O epitélio gastrointestinal é um tecido dotado de dinamica ativa, que tem a
necessidade de reposicao constante de novas células, para substituir aquelas

perdidas na apoptose. A mucosa colénica € composta por criptas dispostas de
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forma vertical, paralelas entre si e entremeadas por um tecido denominado lamina
prépria (Figura 2). Abaixo da linha correspondente ao posicionamento das bases
das criptas vé-se a camada muscular da mucosa e depois dela encontra-se a

submucosa, tecido rico em vasos sanguineos e linfaticos (Dias et al, 2007).

4 » Mucosa <

Muscular
—
ta mucosa

Submucosa

Figura 2: Epitélio colénico normal (Fonte: Pinho M.S.L, 2005.)

Pinho, 2005, descreveu que as criptas podem ser divididas em trés areas

distintas: Zona proliferativa 1, Zona proliferativa 2 e Superficie Epitelial (Figura 3).

a) Zona proliferativa 1, esta situada na parte mais inferior das criptas, as
células dessa regido ainda sao indiferenciadas e apresentam elevada
frequéncia de mitoses e auséncias de apoptoses. A elevada frequéncia de
mitose demonstra a funcdo na producdo de novas células, que
progressivamente ascenderao ao longo da cripta em direcao a superficie da
mucosa.

b) Zona proliferativa 2, ocupa a regidao média da cripta, nessa zona observam-

se células com padrao histoldgico tipico dos colonécitos, com producao de
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muco representada pela presenca de multiplas células caliciformes e
polaridade dos nucleos dispostos de forma uniforme na base das células,
proximo a sua fixacdo a membrana basal. Observa-se atividade mitética
ativa e auséncia de apoptose.

c) Superficie Epitelial: regido mais superficial da cripta junto a luz intestinal,
observam-se colonécitos tipicos (células diferenciadas), sem atividade
mitotica e ocorréncia de apoptose em grande numero de células, seguida

de descamacao para a luz intestinal.

Superficie epitélio colonico

-~ Células diferenciadas

| = Pouca produgaoc de muco
 Sem atividade mitStica

= Presenca de apoptose

Zona proliferativa 2

- Células diferenciadas
- Produgdo de muco

» Atividade mitotica

« Auséncia de apoptose

Zona proliferativa 1
- Células indiferenciadas
= Sem produgdo de muco
= Atividade mitotica

- Auséncia de apoptose

Figura 3: Atividade proliferativa normal da cripta (Fonte: Pinho M.S.L, 2005.)

O surgimento dos pélipos adenomatosos, sdo consequéncias de alteracoes
na dinamica proliferativa em relagdo a mucosa normal. Observa-se o crescimento
da zona proliferativa 1, com perda progressiva do padrdo caracteristico da zona
proliferativa 2 com consequente substituicdo dos colondcitos normais por células

pouco diferenciadas e redugédo acentuada da producao de mucina(figura 4).
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Cripta normal Adenoma

'. 1-5-?-331'!1‘40[0.‘ Ho%

*elelols

Figura 4: Disturbio proliferativo no polipo adenomatoso.
(Fonte: Pinho M.S.L, 2005.)

Os nucleos perdem seu posicionamento basal na célula e assumem padrao
conhecido como pseudoestratificagdo, caracteristico da grande atividade
proliferativa. Além desse crescimento da zona proliferativa, com o aumento do
namero de mitoses e surgimento de novas células, outra alteracdo ocorre na
extremidade superior da cripta, com reducao de apoptose. Como consequéncia
dessas duas alteragbes proliferativas, simultaneamente caracterizadas por
producdo maior de novas células nas criptas e reducao da morte celular epitelial,
ocorre 0 acumulo progressivo dessas células no nivel da superficie mucosa (figura
5). A progressao desse acumulo celular gerado pelo desequilibrio proliferativo
finalmente dara origem a um pdlipo macroscopicamente identificavel por exames

endoscépicos (Pinho, 2005; Manzione et al, 2004)
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Acumulo celular

\ £ N\

Figura 5: Acamulo de células epitelias na formacao do polipo adenomatoso
(Fonte: Pinho M.S.L, 2005.)

A acado de proteinas determina as atividades celulares e pode ocorrer a
partir de sua presenca no interior da célula ou por contato externo a ela com
receptores existentes em sua membrana que, por, seu turno, podem desencadear
efeitos intracelulares por meio de uma sequencia de reacdes em cascata (Dias et

al, 2007; Manzione et al, 2004).

Estudos identificaram diversas proteinas que exercem controle importante
sobre a atividade proliferativa das células da mucosa colénica. A proteina APC
exerce em condicdes normais a funcao supressora através da inibicao da divisao
celular, a B-catenina representa um estimulo a divisdo celular e a survivina
desempenha acado inibidora da apoptose prolongando a sobrevida da célula.

(Chang et al, 2009).
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1.2- CARCINOGENESE

O caminho final dos canceres é alguma alteragdo genética que converte
uma célula bem constituida, participante do corpo como um todo, em outra que
nao responde mais aos comandos de uma comunidade de células (Dumitrescu &

Cotarla, 2005; Russo et al., 2000).

Ha duas classes principais de genes que podem sofrer mutagdes e
contribuir para a génese do cancer, 0s oncogenes € 0S genes supressores de
tumor. Os oncogenes (proto-oncogenes) e genes supressores de tumores tém
papel decisivo em muitos casos. Substancias quimicas (como benzeno e
nitrosaminas), agentes fisicos (radiacao ultravioleta e gama) e agentes bioldgicos
(virus) contribuem para a carcinogénese em algumas circunstancias (Dumitrescu

& Cotarla,2005).

Os oncogenes sao proto-oncogenes que sofreram mutacdes ativadoras, ou
seja, que passaram a ter um ganho de funcdo ou hiperexpressdo. Uma
caracteristica importante dos oncogenes é que eles tém efeito dominante na
célula, ou seja, um Unico alelo mutado é suficiente para alterar o fen6tipo de uma
célula normal para maligna. Esses genes sao responsaveis por aumentar a
proliferacdo celular, ao mesmo tempo em que inibem a apoptose, eventos que
podem dar inicio a uma neoplasia. Sdo exemplos de proto-oncogenes 0s genes

NRAS, H-RAS, K-RAS e c-MYC. (Alberts, 1997; Martinez et al, 2006).
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Além dos proto-oncogenes outro tipo de gene que esta envolvido no
aparecimento e desenvolvimento de certos tipos de canceres. Esses genes séo
denominados supressores tumorais, ou antioncogenes, atuam de maneira
diferente dos oncogenes. As proteinas codificadas pelos genes supressores estao
envolvidas na repressdo do crescimento e divisdo das células. Portanto, perda ou
mutacdo nos dois alelos de antioncogenes pode levar ao crescimento
descontrolado devido a remocdo dos mecanismos que regularizam a divisédo
celular. Sdo exemplo de genes supressores de tumores o gene APC, BRCA1 e

PT53 (Martinez et al, 2006).

E fato bem estabelecido que o acimulo de alteracdes génicas pode levar
ao desenvolvimento do cancer. A maioria dos canceres surge da inativacado
mutacional dos genes supressores ou da ativacdo de oncogenes (Lawes et al,

2008).

A carcinogénese do CCR foi descrita por Fearon & Vogelstein em 1995,
onde demonstraram a relacdo entre as alteracbes genotipicas e fenotipicas no
CCR. Eles descobriram que as neoplasias sdo de natureza clonal, ou seja, todas
as células malignas de um tumor derivam de um Unico progenitor. Esta célula
progenitora experimenta uma ou mais mutacées que lhe conferem vantagens
proliferativas. Uma vez que uma célula filha adquire uma nova mutacao que se
traduz em vantagem bioldgica adicional, uma nova expansao clonal ocorre. Este
processo se sucede até que uma célula adquira uma série mutacdes suficiente
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para torna-la independente do controle do meio, com crescimento desordenado,
evasdao de mecanismos normais de apoptose, inducdo de angiogénese,
instabilidade genbémica importante, capacidade de invasao local e dos tecidos
adjascentes e finalmente, a capacidade de se transformar em metastase (Martinez

et al, 2006).

Fearon& Volgelstein (1995), descreveu que apdés a mutacao do gene APC,
ocorram outras mutagdes em genes diferentes, entre os quais k-ras, DCC e o p53.
Cada uma dessas mutagdes produzem uma vantagem clonal seletiva, levando a

progressado desde o adenoma simples até o CCR.

Perda do braco Perda do braco
longo do curto do

cromossomo 18 cromossomo 17

Mutacio do Mutacio do (Mutacio do (Mutacao do

gene APC gene K-RAS gene DCC) gene TP53)
Epitelio Adenoma Adenoma Adenoma .

k s s e _— —= Cancer
Normal Inicial Intermedidrio lardio

Figura 6: Sequéncia de eventos para a carcinogénese CCR. (Modificada de

Martinez et al, 2006)

Assim surgiu a sequéncia de mutacbes dos genes codificadores das
proteinas APC/k-ras/DCC/p53 (Figura 7). Apbés a ocorréncia do distarbio
proliferativo na mucosa intestinal é necesséaria a ativacdo de processo local de

angiogénese para o desenvolvimento tumoral, seguida da penetracdo na
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membrana basal para que ocorra metastase pela invasdo e migracado dos vasos

linfaticos.

Fatores de riscos aumentam a chance de uma pessoa desenvolver cancer.
Os principais fatores de risco para CCR sao idade acima de 50 anos, histéria
pessoal ou familiar de polipos, de canceres colorretal, de ovario, de utero ou de
mama, doencas inflamatérias intestinais (colite ulcerativa e doenca de Crohn) e
hereditarias. As sindromes familiares tipicas sao responsaveis por cerca de 6% de
casos de CCR. As principais sindromes hereditarias de predisposicao
relacionadas ao CCR s&o: o cancer colorretal hereditario sem polipose (HNPCC -
Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer), responsavel por cerca de 5% dos
casos e a Polipose Adenomatosa Familiar, responsavel por menos de 1% dos

casos (Heinen,2009).

A Polipose Adenomatosa Familiar (PAF, do inglés familial adenomatous
polyposis) € uma das mais claramente definidas e bem compreendidas sindromes
herdadas de cancer colorretal. E uma desordem autossdmica dominante que
tipicamente se apresenta sob a forma de cancer de célon e reto em adultos
jovens, secundaria a extensa polipose adenomatosa presente no coélon dos
pacientes, sendo uma condicao clinica em que ha tendéncia herdada para que se

desenvolvam grande numero de pélipos adenomatosos (Leblanch, 2001).
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Estudos associaram carcinomas e polipos colorretais baseado em
observagdes clinicas, epidemiolégicas e anatomo-patologicas (Myoshi et al,1992;

Nieuwenhuis &Vasen,2007; Half et al, 2009).

1.3- POLIPOSE ADENOMATOSA FAMILIAR

1.3.1 - HISTORICO

A PAF foi descrita pela primeira vez observada em meados do século XVIII
e sua natureza genética ja era conhecida em 1900. Entretanto, sua patogénese

molecular foi elucidada apenas na década de 1980.

Segundo Imperiale & Campos (2010), o primeiro caso de PAF pode ter sido
descrito por Chargelaigue em 1859 em uma menina de 16 anos e um homem de
21 anos de idade. Segundo outro levantamento por Bullow em 1987, a histéria da
polipose comegca em 1861, num relato de Luschka e a primeira publicacdo
definitiva de um paciente com polipos colénicos multiplos ocorreu em 1881 por

Sklifosovski.

Em 1882, coube a Cripps chamar a atencdo para sua natureza familiar,
descrevendo irm&o e irma com a doenga (OMIM, 2012; Imperiale&Campos 2010).
Em 1987 Shimith, reconheceu seu potencial maligno. Somente algumas décadas

depois, Lockhart-Mummery relatou que a ideia de que a predisposicéo hereditaria
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dessa condicdo ndo era para o desenvolvimento do céncer, mas sim para
multiplos adenomas com enormes chances para transformacdo maligna. A
investigacao de trés familias com mdultiplos adenomas culminou com a fundacao

do primeiro registro de polipose do mundo, em 1924 (OMIM, 2012).

Denominagbes como polipose multipla, polipose disseminada,
adenomatose familiar, polipose familiar do célon, polipose intestinal adenomatosa
e outras foram utilizadas para descrever essa doenca. O termo Polipose
Adenomatosa familiar foi sugerido pelo Less Castle Polyposus Group, para
destacar a origem dos pdlipos e o carater hereditario da doenca (OMIM, 2012;

Imperiale & Campos, 2010).

1.3.2- MANIFESTACOES CLINICAS

A PAF é caracterizada por polipose adenomatosa do colon e reto . Esta é
uma doenca pré-maligna, onde um ou mais poélipos progridem de displasia para
cancer nos portadores nao tratados. A carcinogénese pode se apresentar em
qualquer idade, desde a infancia até a sétima década de vida. Muitos pacientes

desenvolvem os polipos de forma assintomatica (Heinen C.; 2009).
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PAF é uma doenca que geralmente se manifesta na puberdade, com
aparecimento de poélipos em diferentes estagios de evolugdo e grau de

degeneracao celular (Campos et al, 2003).

Aproximadamente 15% dos pacientes desenvolvem pélipos apenas aos 10
anos de idade e 90% deles aparecem até os 30 anos. Aos 10 anos de idade,
apenas 15% dos portadores manifestam os adenomas, entretanto, aos 20, esse
valor sobe para 75% e aos 30, para 90%. Aos 35 anos, 95% dos individuos tém
poélipos. A figura 8, apresenta a comparag¢ao de mucosas colorretais na fase inicial

da polipose e apds o desenvolvimento de centenas de pdlipos (Half C., 2009).

(A) (B)
Figura 7: Comparag¢dao de mucosas colorretais - (A) Aparéncia inicial da PAF através de

endoscopia. (B) Aparéncia dos pdlipos desenvolvidos através de endoscopia. (Fonte: Half C.,
2009).
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Uma vez presentes, os polipos rapidamente crescem em numero, sendo
que, quando ha completa expressao coldnica, podem ser observadas de centenas
a milhares de lesdes. Se nao for feita colectomia, o cancer é inevitavel. Nesses
casos, onde o individuo ndo é tratado, aos 39 anos a maioria comeca a apresentar
neoplasia (média de 34 a 43 anos). Aos 21 anos, 7% dos pacientes desenvolvem
cancer, 87% aos 45 anos e 93% aos 50 anos. Embora muito raros, existem

individuos assintomaticos ainda aos 50 anos (Chang et al, 2009).

Shinmura et al (2008), descreveu que nos primeiros anos da doencga, 0s

sintomas sdo vagos ou ausentes, entretanto, alguns sintomas podem ocorrer:

presenca de sangue nas fezes;

e periodos de diarréia e/ou constipacado nao explicados pela dieta ou por

viroses;

e dor em célica na regido gastrica;

e sensacao frequente de distensao abdominal;

e perda de peso persistente e ndao explicada;

Os multiplos pélipos adenomatosos da PAF sao iguais aos encontrados em

pacientes com pdlipos néo relacionados a polipose, diferenciando apenas no
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numero e na época de aparecimento. Sua apresentacao macroscopica varia de
pequenas areas de hiperplasia da mucosa até as estruturas com Vvarios
centimetros. A gravidade da polipose colénica é atestada pelo numero de podlipos

observados a colonoscopia e na peca cirdrgica (Campos et al, 2010)

Além do célon e reto, podem ocorrer manifestagdes extra-colénicas (MEC)
nos portadores de PAF. As localizacbes das MEC estao representadas na figura 8.
Os polipos podem aparecer no trato digestivo superior (estémago e duodeno), no
intestino delgado, na tireoide, nas adrenais, no pancreas e na hipofase de
pacientes com PAF. Campos et al. (2010), observaram a incidéncia de MEC em

40% dos pacientes tratados.

Hiperirafia do Epitélie
Pigmentade da retina —
(HCEPR)

Deniigdn Anormal Tumer Tiredlde

Cisros Epidérmicos O beomas

Tuwmores Desimdides

Figura 8: Localizacdao das manifestacoes Extra-colonicas (Fonte: Half et

al, 2009).
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Outras MEC benignas incluem cistos sebaceos, lipomas, osteomas, dedos
hipocraticos, anormalidades dentarias, lesées na retina. Dentre as manifestacdes
malignas, estudos relataram tumores da regido periambilar, em ductos biliares e

gastricos, no ileo, na tireoide, na adrenal e no sistema nervoso central.

1.3.2.1 - OSTEOMAS

Osteomas sao crescimentos Osseos principalmente no cranio e na
mandibula, podendo, ocorrer em qualquer osso do corpo. Foram primeiramente
descritos por Gardner e Richards em 1953. Sdo comuns na face (figura 9) e

menos frequente em ossos frontais e occipitais (Patel&Ahnen,2012).

Essas lesdes aparecem antes do diagnostico da polipose, podendo sugerir
heranca genética em descendentes de individuos afetados. Na maioria dos casos,

os osteomas surgem na puberdade (Cotti et al, 2010).

A incidéncia relatada é bastante variavel (14 a 93%), refletindo a frequéncia
na assiduidade com que procuram tais lesdes, na interpretacéo das radiografias e
na idade em que sao pesquisadas. Campos (2006) descreveu a incidéncia no
Brasil de 17,4%. Em estudo realizado na Escandinavia com 180 pacientes, sua
incidéncia foi de 21% em pacientes com PAF, diferenciando de um estudo

japonés, realizado por Katou et al (1989) que durante dez anos analisou 26
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portadores de FAP e comparou-os com 264 pessoas de um grupo controle,
concluiu que as lesdes osteomatosas estavam presentes em 64% dos pacientes e

em apenas 14% dos controles.

Figura 9: Osteomas de mandibula em pacientes com PAF (Fonte:
Sarmiento,2006)

Alguns osteomas podem ter o formato de gotas que parecem estar
penduradas na borda inferior da mandibula. Aproximadamente 50% dos casos de
PAF com osteomas apresentam 3 ou mais lesbes na maxila e em outras

localidades (Cotti et al, 2010).

1.3.2.2 ~ANORMALIDADES DENTARIAS

Atraso na denticdo, auséncia de um ou mais dentes, dentes

supranumeéricos, cistos dentarios sdo reportados em aproximadamente 17% dos
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individuos com FAP em contrates a 1 ou 2% que ocorrem na populacdo geral. A
figura 10 descreve um paciente com alteracdo dentaria. Essas alteracbes

frequentemente provocam dor e desconforto (Ramaglia et a/,2006).

Figura 10: Alteragdo dentaria em pacientes com PAF
(Fonte: Ramaglia et al, 2006).

1.3.2.3- HIPERTROFIA DO EPITELIO PIGMENTADO DA RETINA (HCEPR)

HCEPR séao lesdes discretas, planas e pigmentadas que ocorrem na retina.
As manchas podem ter 1 ou 2 discos de didmetro com uma &rea circunjascente
de despigmentacdo. Sdo muitas vezes denominadas de escaras pigmentadas

(Solomon&Randal, 2007).

A HCPER nao é uma manifestacdo relacionada exclusivamente da PAF.
Sua prevaléncia na populacao geral varia de 0,3% a 40%. Nesse grupo de
pacientes as lesdes sdo geralmente Unicas. Lesdes bilaterais sdo raras e podem
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estar associadas a polipose adenomatosa familiar PAF. Pacientes portadores de
PAF podem apresentar lesdes multiplas e bilaterais, com incidéncia descrita de

66% a 92% (Cotti et al, 2010).

Figura 11: Aspecto tipico de hipertrofia do EPR em pacientes com PAF

(Half et al, 2009).

Essas lesbes pigmentares da retina constituem um importante marcador
para identificar pacientes com risco de pertencer a uma familia de PAF. O
tratamento oftamoldgico restringe-se a observagao, pois a visdo nao é afetada e a

transformacao maligna das lesdes é rara (Holmes et al, 2005).

1.3.2.4 -TUMORES DESMOIDES

Tumores desmoides (TD) sao proliferacdes fiboromatosas em uma matriz de

colageno, representam uma das manifestagées extraintestinais mais importantes
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na PAF. Podem aparecer associadas a sindrome de Gardner e a outras

sindromes colorretais (Azzopardi et al, 2011).

Os TD sao neoplasias raramente descritas, representando 0,03 a 0,13%
dos tumores de partes moles e a incidéncia é estimada em 2,4 a 4,3 casos novos
por 100.000 habitantes por ano. Podem surgir em ambos os sexos e qualquer
faixa etaria, sendo, contudo, mais frequentemente descritos nas mulheres em
idade reprodutiva e, principalmente, durante a gravidez ou periodo puerperal

(Priolli et al, 2005).

O risco de aparecimento desses tumores aumenta apos procedimentos
cirurgicos, com média de tempo entre cirurgia e TD de 2 anos. TD pequenos séao
geralmente assintomaticos. A medida que crescem, podem determinar sintomas
relacionados a complicacbes, como compressao uteral, obstrucdo intestinal,
infiltracao de outros érgéos, fistulas e oclusao vascular. Risco de morte associado
aos TD foi estimado em aproximadamente 21% no registro italiano de poliposes

(Nieuwenhuis & Vasen, 2006).

TD sao importante causa de morte em pacientes com PAF e a chance de
desenvolve-lo é de 1000 vezes maior em comparagdo a populagdo geral

(Imperiale & Campos, 2010).

Em pacientes portadores de PAF a maioria dos TD sdo abdominais.

Geralmente se localizam no mesentério, no intestino delgado e nas areas
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cicatriciais da parede abdominal. Menos que 10% se localizam fora do abddémen

(Plasilova et al, 2011).

Aproximadamente 5 a 10% dos TD tem resolucdo esponténea, 30% tem
ciclos de progresséao e resolucao e 50% permanecem estaveis apds o diagndstico.
No entanto 10% tem crescimento acelerado, formando massas de grande volume

que se infiltram em estruturas adjacentes (Maandag et al, 2011).

O tratamento € indicado quando TD causam sintomas, invasdo de
estruturas adjacentes ou por razbes estéticas. Estudos relatam uma discussao

entre o procedimento cirurgico para tratamento de PAF (Groen et al, 2008).

1.3.2.5- POLIPOS DO ESTOMAGO, DO DUODENO E DO INTESTINO

DELGADO

Com excecdo da mucosa do esbéfago, aparentemente toda a mucosa do
trato digestivo alto parece apresentar risco de desenvolvimento de pdlipos em

portadores de PAF (Fearon e Guido, 2012).

Portadores de PAF podem desenvolver dois tipos de pélipos gastricos:
pélipos de glandulas flndicas e adenomas gastricos. Poélipos de glandulas
fundicas sdo provavelmente as lesbes mais comuns na populacdo geral e sédo

frequentes na PAF (White et a/,2012).
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Apdbs colon e reto, o duodeno parece ser o local mais comum para
desenvolvimento de pdlipos intestinais. Diferentemente dos pélipos colorretais,
cujo potencial de malignagéo € de praticamente 100%, os duodenais nem sempre

apresentam degeneracao maligna (White et al, 2012).

Embora a ocorréncia de cancer duodenal seja um evento raro na populacao
geral, com incidéncia estimada em 0.01% a 0,04%, o risco de adenocarcinoma
duodenal em pacientes com PAF é de 100 a 330 vezes mais alto quando

comparado com a populacéo geral (Cotti et al, 2010).

Embora os polipos duodenais possam ocorrer em qualquer regido, sdo mais
encontrados na regidao periampular e a segunda e terceira por¢ées duodenais.
Lamlum et al 2000, descreveram a relagao direta entre a localizagao dos poélipos
duodenais com efeito de carcinogénese dos sais biliares sobre a mucosa

duodenal.

Quadro 1: Classificacao de Spigelman para adenomas duodenais em
pacientes com PAF

Critério Pontos =1 Pontos =2 Pontos =3
Numeros de Polipos 1-4 5-20 >20
Tamanho dos Pélipos 1-4 5-10 >10

Histologia Tubular Tdbulo-viloso Viloso

Displasia Leve Moderado Grave
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A principal classificacdo dos pélipos duodenais foi descrita por Spigelman et
al, 1989. Nela existem 4 critérios (numero e tamanho dos pdlipos, histologia e
grau de displasia) que sao pontuados, conforme descrigdo no quadro 1. De acordo
com a pontuacao serdo classificados em estadio 0, I, Il, 1ll ou IV. A classificacdo
de Spigelman é utilizada para definir o intervalo entre a realizagcdo de endoscopias

digestivas alta.

Quadro 2: Recomendacao da realizacao de endoscopia digestiva alta (EDA)

com base na classificacao de Spilgelman

Classificacao de Spilgelman Pontuacao Recomendacoées
Estadios O e | 1-4 EDA a cada 5 anos
Estadios Il 1-4 EDA a cada 3 anos
Estadios Il Tubular EDA anual

Estadios IV Leve Considerara cirurgia

O estadio 0 significa auséncia das lesbes duodenais; o | ocorréncia de
polipose duodenal leve; os Ill e IV, ocorréncia de doenga avangada. Essa
classificacao permite que a polipose duodenal seja comparada ao longo do tempo
para um mesmo pacientes. A classificacdo de Spigelman também tem relacéo
direta com riscos de degeneracdo maligna duodenal; o risco de céancer de
duodeno é de 2,3%, 2,4% e 36% para estadio Il, Ill e IV, respectivamente

(Valanzano et al, 2007) .

41




Podem ocorrer o desenvolvimento de pdlipos no jejuno e ileo. Um trabalho
publicado com realizacédo de capsula endoscoépica em 15 pacientes com PAF pos-
protocolectomias e com idade média superior a 40 anos, revelou polipos de jejuno

e de ileo em 60% deles (Azzopardi et al, 2008) .

A incidéncia de pdlipos jejunais e ileais em portadores de PAF é de 40 a
50%. Um trabalho publicado com realizagcdo de capsula endoscopica em 15
pacientes com PAF, revelou polipos de jejuno e ileo em 60% deles. Os polipos
jejunoileias na PAF em geral sdo pequenos, os com maior significancia clinica sdo

0s que ocorrem em bolsas ileiais (Cotti et al, 2010; Monzile et al 2004).

1.3.3- GENETICA DA PAF

A PAF é uma doenca hereditaria autossébmica dominante, que se
caracterizada pela presenca de mais de 100 pdlipos adenomatosos no intestino

grosso, podendo esse numero chegar a milhares (Rossi et al,2009).

O gene APC esté localizado no cromossomo 5921 (figura 12) e expressa
multiplas isoformas decorrentes de splincing alternativos. O gene APC possui 15
exons. O exon 15 é o mais extenso, perfazendo mais de 3 da regido codificadora

do gene (Dundar et al, 2007).
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Figura 12: Representacéo da localizacao do gene APC (NCBI, 2012).

A estrutura peptidica codificada pelo APC tem locais de sequencia similares

a miosina e queratina (White et al 2012).

Ha multiplas isoformas proteicas da APC, entre 90 a 300 Kda. Essa
variacdo origina-se de juncdes (splicing) alternativas no RNAm, embora
modificacdes pds-transducionais e degradacao possam ter algum papel (Cheah et

al, 2013).

Na APC mais abundantemente transcrita, o exon 10 ndao se encontra
presente, resultando na codificacdo de uma proteina de 2844 aminoacidos. Essa
proteina é expressa em epitélios especificos (freqiientemente pds-replicativos) e

células mesenquimais de varios tecidos fetais e adultos (Bassorgun et al, 2012).
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Varias fungbes ja foram atribuidas a proteina APC. Ela exerce papel
importante na regulacdo da proliferagdo celular, dada sua habilidade de inibir a

progressao das células, da fase G1 para a fase S (Fearon ER, 2011).

Estudos demonstram que a proteina APC interage com uma série de outras
proteinas, dentre elas a B-catenina. As cateninas (o, B e y) sdo uma familia de
proteinas citoplasmaticas com funcdo de adesado intracelular. Normalmente a
proteina APC se liga a B-catenina por um sitio codificado no exon 15 e permite a
ligagdo da enzima glicogénio sintase quinase 3 (GSK3B) promovendo assim a

degradacao da B-catenina (Fearon & Guido, 2012).

A B-catenina é uma proteina situada no citoplasma e codificada pelo gene
CTNNB1, localizado no cromossomo 3p21. Seu produto € uma proteina
multifuncional que consiste em uma porcdo N-terminal, uma central e uma C-
terminal. A regido central contem sequéncias repetidas necessarias para a
interagdo com varias proteinas, incluindo a APC e TCF. Os fatores de transcricao
TCF é responsavel pela ativacdo de genes, cujos produtos produzem a

proliferacao celular (Stamos & Weis, 2012)
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As moléculas de adesao celular sao glicoproteinas transmembranicas, que
unem as células por meio de interacdes homofilicas proteina-proteina através de
uma grande cadeia polipetidica extracelular (Melo et al, 2010). A B-catenina é uma
proteina que faz parte de um complexo de adesao intracelular e em altas
concentragdes, ativa o programa de proliferagao celular, pois se liga a fatores de

crescimento tumoral (White et al, 2012).

A proteina APC modula a cascata da via oncogénica Wnt e seus efeitos nos
niveis celulares de B-catenina. A via Wnt/3-catenina € associada com a regulacéo
de diversos eventos do desenvolvimento e também com a homeostasia de células
que podem levar ao cancer, uma vez que regula os niveis intracelulares de B-

catenina (Fearon ER, 2011).

Na ativacdo do APC e inativacdo da via Wnt, a p-catenina é degradada,
pois sofre fosforilagao pela GSK3p num complexo que contem APC, membros da
familia Axina e B-catenina (figura 13). Quando o APC estd mutado, a ativagdo da
via Wnt promove a inativacdo da GSK3[3, com isso, a degradagéo da [3-catenina é
interrompida e sua concentracao no citoplasma e no nucleo se eleva (Fearnhead

et al2001; White et al 2012).

Assim, a B-catenina se associa a membros da familia TCF resultando na
expressao de genes alvo para proliferacdo celular e formagdo do adenoma

intestinal (Stamos JL &Weis WI,2012)
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Figura 13: Papel do gene APC na via Whnt/beta-catenina. (A) Na ativacéao
da agédo do APC e inativagédo da via Wnt, a B-catenina esta localizada nas jungdes
aderentes. A GSK3p fosforila a B-catenina num complexo formado pelo APC,
betacatenina e mebros da familia Axin. (B) Quando o APC estd mutado, a (-
catenina se acumula no citoplasma e no nucleo devido a inativacdo da GSK3p

pela ativacao da via Wnt (modificada Fearon, 2010).
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1.3.4 - VARIANTES FENOTIPICAS DA PAF

Polipose Adenomatosa Familiar Atenuada (PAFA) é uma sindrome
autossdmica dominante, relacionada a mutacées no gene APC, porém com

caracteristicas distintas da PAF (Knudsen et al, 2002).

A PAFA é caracterizada pela presenga de menos de 100 po6lipos no célon,
em individuos com idade tardia quando comparados com portadores de PAF

(Contessini-Avesane et al, 2004).

Pacientes com PAFA sao frequentemente encontrados em familias que
possuem individuos com PAF classica e a forma atenuada associa-se com uma

mutacao variante no gene APC (Patel et al, 2012).

Sao descritas lesbes neoplasicas sincrdnicas nesses pacientes e sabe-se
que o reto é poupado da presenca de pdélipos em grande parte dos pacientes. Por
ser incomum, a incidéncia e frequéncia da PAFA ndo sao conhecidas, embora
estime que cerca de 10% dos pacientes apresentem o fendtipo atenuado da

sindrome (Azzopardi et al, 2008).

47



1.3.5- CORRELACOES GENOTIPO- FENOTIPO

A determinacdo e a caracterizacdo da mutagdo no gene APC responsavel
pela PAF é fundamental por causa do estabelecimento da correlagdo gendtipo-
fendtico. Diversos trabalhos mostram essa correlacdo entre a localizacdo das
mutagbes no APC e as manifestagbes clinicas coldnicas e extracolb6nicas da

PAF(Fernandes et al, 2006; Xiao et al 2012; White et al 2012; Filipe et al 2009) .

Foram identificadas aproximadamente 832 mutagdées no gene APC, entre
mutac¢des germinativas e somaticas. As mutagdes germinativas do gene APC séo
as responsaveis pela ocorréncia de PAF, e as mutacdes somaticas sdo as que
levam a transformacao maligna dos adenomas. Quase todas levam a formacao de
uma proteina APC truncada, ou seja, com perda de funcao, e ocorrem tanto por
mutacao nonsense (30%) como por mutacao frameshift (68%). A maioria ocorre

na primeira metade da regido codificadora do gene (Heinen C, 2009).

Mesmo com os atuais conhecimentos sobre o gene APC, entre os 30% e
50% dos pacientes com PAF ndo ocorrem a identificagdo da mutacdo no gene
APC. Diferentes tipos de mutagdes podem ocasionar diferentes manifestacoes
fenotipicas, incluindo agressividade da doenca ou frequéncia de lesbes

extracolbnicas (Leite et al, 2009).

Estudos relatam a correlagdo gendtipo-fenétipo na PAF. Do ponto de vista
clinico, ela pode ser classificada, de acordo com o0 numero de pélipos no colon,

como profusa, esparsa ou atenuada (Fearnhead et al, 2001).
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A PAF profusa é caracteriza pelo aparecimento de mais de 5.000 polipos
adenomatosos no intestino grosso, que se manifestam em idade precoce,
geralmente na adolescéncia. Esse quadro clinico indica maior agressividade da
doenca. A maior frequéncia de mutacées em pacientes com PAF profusa ocorre

no exon 15, entre os cdédons 1250 e 1464 (Half et al, 2009).

Na PAF esparsa, ou classica, observa-se centenas até milhares de pélipos
no intestino grosso, que se manifestam entre 20 a 30 anos de idade. Sem
tratamento, esses pacientes apresentaram CCR em torno dos 40 anos de idade.
Manifestagdes extracolénicas sdo comuns. A maioria das mutagbes germinativas
localiza-se entre os codons 157 (exon 4) e o codon 1595 (White et al 2001; Filipe

et al 2009, ).

Na forma Atenuada, a maioria das mutagdes ocorre em regides proximais
ao codon 168, mas também séo descritas mutacdes nos exons 4, 5 e 9, e no exon
15. A mutacdo no exon 9 tem fendtipo menos severo, acometendo

preferencialmente o colon direito (Knudsen et al 2002).

Outros estudos associam a presenca de HCEPR com a mutagéao entre os
cédons 163-1387 e a auséncia de HCEPR com mutacdes entre os codons 1444-
1578. Mutacbes entre os cdédons 463-1580 sdo associadas com maior incidéncia

de tumores desmoides (Zeichner et al, 2012).
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1.3.6- DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA PAF

O diagnostico da PAF é baseado nos achados clinicos e endoscépicos. Os
polipos podem ser encontrados durante exames de rastreio ou associados a

algum sintoma especifico(Dias et al, 2007).

Pacientes com polipos gastro-duodenais ou histérico familiar de polipose,
e/ou neoplasia colorretal devem ser investigados a presenca de polipos
(Fernandes et al, 2006). Os pélipos podem ser diagnosticados apds a deteccao de
perda de sangue oculto em individuos assintomaticos submetidos a triagem para o
cancer de colon. Varios exames estdo disponiveis para detectar a presenca de

poélipos:

A. Retossigmoidoscopia: A retossingmoscopia € um exame que pode ser
realizado ambulatorialmente, costuma ser indolor, ndo necessita de
sedacdo e exige apenas a limpeza do canal retal. Permite estudo das
caracteristicas da mucosa do reto e sigméide, como coloracao, presenca de
edema e de lesbes, assim comoo a colheita de secre¢des (sangue ou

muco), além de bidpsias de lesbes suspeitas(Segnan et al, 2005).

B. Colonoscopia: A colonoscopia permite a visualizacdo de todo o intestino
grosso e do ileo terminal inclusive. O exame colonoscopico requer a
preparacdo mecanica do intestino e sedacdo do paciente, possibilita o
diagndstico e o tratamento das lesdes. A colonoscopia é considerada o
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método padrao para o diagnéstico precoce e prevencao do CCR (Dias et al,

2007).

C. Enema Opaco: E um teste no qual uma solugéo de bario é inserida como
enema no célon. Permite que o mesmo seja delineado a radiografia. Se os
pélipos estiverem presentes, eles poderdo ser vistos no raio-X (Fernandes

et al, 2006)

Figura14::Enema opaco evidenciando adenocarcinoma do reto (Fonte:

Silva et al, 2007)

Devido a associacao dos polipos adenomatosos com o desenvolvimento de
adenocarcinoma, a Associacdo Americana de Gastroenterologia recomenda a

sigmoidoscopia anual, iniciando aos 10-12 anos para pacientes com diagnéstico
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genético de polipose e para membros de familia de de portadores de PAF (Silva et

al, 2007).

A colectomia é o tratamento recomendado para reduzir o risco de cancer
colorretal em pacientes com PAF. As opcdes cirurgicas incluem colectomia total
com ileorretoanastomose, proctocolectomia total com ileostomia terminal ou com
bolsa ileal em J. Nos pacientes ndo operados, o seguimento é preferivel através
de colonoscopia, o controle deve ocorrer em periodos anuais (Valenzano et al,

2007).
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Detectar as mutacbes que acometem as familias com Polipose Adenomatosa

Familiar.
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Abstract. Adenomatous polyposis coli (APC) germline
mutations are responsible for the occurrence of familial adeno-
matous polyposis (FAP). Somatic mutations lead to malignant
transformation of adenomas. In this context, considering the
significance of APC germline mutations in FAP, we aimed to
identify APC germline mutations. In the present study, 20 FAP
patients were enrolled. The determination of APC germline
mutations was performed using sequencing, and the mutations
were compared with clinical markers (gender, age at diagnosis,
smoking habits, TNM stage, Astler-Coller stage, degree of
differentiation of adenocarcinoma). The data were compared
using the SPSS program, with the Fisher's exact test and >
test, considering a=0.05. According to the main results in
our sample, 16 alleles with deleterious mutations (80% of the
patients) were identified while 7 (35%) patients had no delete-
rious mutations. There was a predominance of nonsense (45%
of the patients) and frameshift (20% of the patients) mutations.
There was no statistical significance between the APC germ-
line mutations identified and the clinical variables considered
in our study. Only TNM stage was associated with the presence
of deleterious mutations. Patients with deleterious mutations
had an OR, 0.086 (1C=0.001-0.984); TNM stage I + Il in
comparison with III + IV, when compared with the patients
with no deleterious mutations identified. In this context, as a
conclusion, we demonstrated the molecular heterogeneity of
APC germline mutations in FAP and the difficulty to perform
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molecular diagnostics in a Brazilian population, considering
the admixed population analyzed.

Introduction

Colorectal cancer is common in Brazil. In the year 2012,
14,180 new cases of colon and rectum cancer were expected to
occur in men and 15,960 in women. These values correspond
to an estimated risk of 15 new cases per 100,000 men and 16
cases per 100,000 women (1).

Excluding non-melanoma skin tumors, colon and
rectum cancer is the second most common cancer among
men in Southeast Brazil (22/100,000) and third in South
(18/100,000) and Midwest (14/100,000) Brazil (1). In North
Brazil (4/100,000) this cancer ranks fourth; in Northeast
Brazil (5/100,000), fifth. Among women, it is the second most
common cancer in Southeast (23/100,000) and South Brazil
(20/100,000), the third in Midwest (15/100,000) and Northeast
Brazil (7/100,000), and sixth in the North (5/100,000) (1).

Familial adenomatous polyposis (FAP) is one of the most
clearly defined and well understood inherited colorectal
cancer syndrome. It is an autosomal dominant disorder that
typically presents in the form of colorectal cancer in young
adults secondary to extensive adenomatous polyposis present
in the colon (2).

The adenomatous polyposis coli (APC) gene is on chromo-
some 5q21 and displays alternative splicing in multiple coding
and noncoding regions of the DNA sequence, and the primary
transcript has 15 exons. The APC gene has 8,532 base pairs
corresponding to 2,844 amino acids, resulting in a 311.8-kDa
protein. Exon 15 has the largest extension, making up more
than three quarters of the coding region (3).

Approximately 737 APC gene mutations, including
332 germline and 402 somatic have been identified. APC
germline mutations are responsible for the occurrence of FAP,
and somatic mutations have been associated with malignant
transformation of adenomas (4). Almost all mutations lead to
truncation of the APC protein either by nonsense (30%) or by
frameshift mutations (68%). The majority of mutations occur
within the first half of the coding sequence. In an American
study, in which 1,591 patients were studied, of the 431 patho-
genic or likely pathogenic mutations, frameshift, nonsense,
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splice sites and large deletion or duplication mutations repre-
sented 43,42, 9 and 6% of cases, respectively (5).

APC germline mutations are predominate at the 5' end of
the gene, while somatic mutations mainly occur in the region
called the mutation cluster region (MCR) between codons
1,284 and 1,580 of the APC gene. In germline mutations, two
hot spot codons have been identified; one at position 1,061 and
the second at position 1,309. In somatic mutations, two hot
spots seem to occur at position 1,309 and 1,450 (3).

Several studies have attempted to correlate specific APC
mutations with clinical phenotypes. Mutations between
codons 169 to 1,578 have been generally associated with the
classic form of FAP. Mutations between codons 1,445 and
1,578 have been associated with desmoid tumors, whereas
mutations between codons 279 to 1,309 have been correlated
with the development of duodenal polyposis (6).

Based on the findings in the literature, the objective of the
present study was to detect APC germline mutations that affect
families followed up at the Oncology Clinic of the University
of Campinas (Unicamp) and to compare the identified muta-
tions with clinical variables.

Materials and methods

We recruited 20 nonrelative patients at the Oncology Service
in the ‘Gastrocentro’ of the Faculty of Medical Sciences of
Unicamp. The present study included families that had two or
more successive generations affected by FAP (=100 polyps);
no polyposis colorectal cancer was present. The project was
approved by the university ethics committee (#874/2008). All
patients and/or their guardians signed an informed consent
form.

Clinical variables. The clinical variables analyzed in our
samples included gender (male/female), age at diagnosis (=41
or >41 years), smoking habits (passive smoking, smoker, non-
smoker), TNM stage (I + II vs. III + I'V), Astler-Coller stage
(Bl + B2 vs. Cl + C2), degree of differentiation of adeno-
carcinoma (moderately differentiated, poorly differentiated,
well-differentiated).

All of the variables were evaluated by medical specialists
including special considerations to TNM stage (tumor, lymph
node, metastasis), Astler-Coller stage and degree of differen-
tiation of the adenocarcinoma and were evaluated taking into
account previously literature (6-10).

DNA extraction. Genomic DNA was obtained by direct
extraction from lymphocytes of peripheral blood according
to standard procedures (11). DNA samples were quantified
using the NanoVue® v1.7.2 spectrophotometer (GE Healthcare,
Chicago, IL, USA). For all analyses performed, 50 ng/ul
was used to improve the polymerase chain reaction (PCR)
technique.

DNA sequencing and analysis. To identify APC mutations,
DNA fragments containing the entire coding region and
intron-exon boundaries of the APC gene were amplified,
using PCR conditions as published by Miyoshi et al (12),
Nagase er al (13) and Gomez-Fernindez er al (14), with
primers as listed in Table 1. The precise gradients for tempera-
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Table I. Description of the oligonucleotides used for the
analysis of the APC gene.

Nucleotide

nomenclature Sequences

APC_EXI_F 5'-AACCTTATAgeTCCAAgggTAg-3'
APC_EXI1_R 5-ACCTCAAgTTTACAAgAgggAA-3'
APC_EX2 F 5-AAATACAgAATCATgTCTTgAAT-3'
APC_EX2 R 5'-ACACCTAAAgATgACAATTTgAg-3'
APC_EX3_F 5'-gACCCAAgTggACTTTTCAgg-3'
APC_EX3_R 5'-ACAATAAACTggAgTACACAAgg-3'
APC_EX4_F 5-gAeAAcTTTeCAATAACAACTgATg-3'
APC_EX4_R 5-TTATCCTgAATTTTAATggATTACCT-3'
APC_EX5_F 5-AACCTCACTCTAACTggACCAA-3'
APC_EX5_R 5-AACAgAgCTgTAATTCATTTTATTCC-3'
APC_EX6_F 5'-geTAgCCATAeTATgATTATTTCT-3'
APC_EX6_R 5-CTACCTATTTTTATACCCACAAAC-3'
APC_EX7_F 5'-AAgAAAgCCTACACCATTTTTgC-3'
APC_EX7_R 5"-gATCATTCTTAgAACCATCTTgC-3'
APC_EX8_F 5'-gACACTTCATTTggAgTACCTTAACA-3'
APC_EX8_R 5'-ggCATTAgTgACCAggeTTT-3'
APC_EX9_F 5-AgTCgTAATTTTgTTTCTAAACTC-3'
APC_EX9_R 5-TTTgAAACATgCACTACgAT-3'
APC_EXI0_F  5-TTgCTCTTCAAATAACAAAgCAT-3'
APC_EX10_R  5-TCCACCAgTAATTgTCTATgTCA-3'
APC_EXI11_F  5-gATgATTgTCTTTTTCCTCTTgC-3'
APC_EXI1_R  5-CTgAgCTATCTTAAgAAATACATg-3'
APC_EXI12 F  5-TgACAAAggAAgAACAgATAgCA-3'
APC_EX12_R  5-gCAgTgAgCTgAgATTgCAC-3'
APC_EXI3_ F  5-TTTCTATTCTTACTgCTAgCATT-3'
APC_EXI3_R 5'-ATACACAggTAAgAAATTAggA-3'
APC_EX14_F  5-AgggACgggCAATAggATAg-3'
APC_EX14_ R 5-ggTCTTTTTgAgAgTATgAATTCTg-3'
APC_EXI5A_F 5-TTgTTACTgCATACACATTg-3'
APC_EXI5A_R 5-CAAATATggTgAAAggACA-3'
APC_EXI5B_F 5'-CCCTAgAAgCAgAATTAg-3'
APC_EXI5B_R 5-TTCTTCTAAgTgCATTTC-3'
APC_EXI5C_F 5-CATggAAgAAgTgTCAgC-3'
APC_EXI5C_R 5-TTCTATTATgTgTTTgggTC-3'
APC_EXI5D_F 5-CACAgAATgAAAgATggg-3'
APC_EXI5D_R 5-gAAggTeTggACeTATTC-3'
APC_EXISE_F 5-gAAACgTCATgTggATCAgC-3'
APC_EXISE_R 5'-TggCAATCgAACgACTCTC-3'
APC_EXI5F_F 5'-CCTAgAACCAAATCCAgCAgAC-3'
APC_EXI5F_R 5-gTTggCATggCAgAAATAATAC-3'
APC_EXI5G_F 5-AgATgCTTgCTggACCTg-3'
APC_EX15G_R 5-TTgCCACggAAAgTACTC-3'
APC_EXI5H_F 5-TCTTgCAgAATgCATTAATT-3'

APC, adenomatous polyposis coli.

ture and buffers providing the optimal temperature for each
fragment were determined experimentally. The PCR products
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Table 111. Association of clinical variables of colorectal cancer according to TNM stage.

TNM stage
Tand II Il and IV

Variable n (%) n (%) Total P-value OR CI (5-95%)
Gender

Female 4(28.6) 10(714) 14 0274 0219 0.014-2.242

Male 4 (66.7) 2(33.3) 6 1 -
Race

Caucasian 7(38.9) 11 (61.1) 18 | 0.615 0.007-57.02

Not Caucasian 1 (50) 1 (50) 2 1 -
Presence of deleterious allele

Presence 5(31.3) 11 (68.8) 16 0.048 0.086 0.001-0.984

Absence 6(85.7) 1(14.3) 7 1 -
Degree of differentiation
of adenocarcinoma

WD 2 (100) - 2 - - -

MD 4(26.7) 11(73.3) 15 0.116 0.205 0.001-1.457

PD 2 (66.7) 1(333) 3 0.688 3424 0.149-235.6
Age at diagnosis (years)

=41 4 (40) 6 (60) 10 1 1 0.119-8417

>41 4 (40) 6 (60) 10 1 -
Astler-Coller stage

Bl and B2 3(429) 4(57.1) 7 1 1.468 0.142-14.66

Cl and C2 4(33.3) 8(66.7) 12 1 -
Smoking habit

NS 4(33.3) 8(66.7) 12 0.777 0518 0.056-4.451

S and PS 4 (50) 4 (50) 8 1 -

TNM system: T, describes how far the main (primary) tumor has grown into the wall of the intestine and whether it has grown into nearby areas; N,
describes the extent of spread to nearby (regional) lymph nodes; M, indicates whether the cancer has spread (metastasized) to other organs of the body.
Astler-Coller classification: A, tumor limited to the mucosa, carcinoma in situ; B1, tumor grows through muscularis mucosa but not through muscularis
propria; B2, tumor grows beyond muscularis propria; C1, stage B1 with regional lymph node metastases; C2, stage B2 with regional lymph node metas-
tases; D, distant metastases. Statistical analysis conducted by Fisher's exact test and % test. In bold print, P-values <0.05. OR, odds ratio; CI, confidence
interval; NS, non-smoker; PS, possible smoker; S, smoker; MD, moderately differentiated; PD, poorly differentiated; WD, well-differentiated.

indicating heterozygosity were sequenced using the Applied
Biosystems (ABI) Prism BigDye Terminator v3.1 cycle
sequencing kit and ABI 3500XL DNA sequencer (PE Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), using identical conditions
as previously published (12-14). The DNA sequence was
analyzed using GeneMapper software (Applied Biosystems)
or Fragment Profiler (GE Healthcare Biosciences, Piscataway,
NJ, USA).

Statistical analysis. Statistical analyses were performed using
the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) v.17.0
from SPSS, Inc., Chicago, IL, USA (http:// www.spss.com) by
Fisher's exact test and % test, considering ¢=0.05. To improve
the data presentation, the odds ratio was calculated to variables
to demonstrate the association between the clinical variables,
TNM and APC germline mutation identified.

Results

In the descriptive analysis, the average age at diagnosis of the
patients was 42.85 years (+6.892), and the age range was from
29 to 55 years. Of the 20 patients, 18 (90%) were Caucasian
and 2 (10%) were not Caucasian; 14 (70%) were females and
6 (30%) were males. The clinical data are summarized in
Table I1. The frequency of cases for each stage according to
the TNM system was 2 (10%), 6 (30%), 6 (30%) and 6 (30%),
respectively, for stage I, 11, IIT and I'V. The frequency of cases
for each stage according to the Astler-Coller system was
2 (10.5%), 5 (26.4%), 2 (10.5%) and 10 (52.6%), respectively,
for stages BI, B2, C1 and C2. A smoking habit was observed in
8 patients, 2 (10%) were occasional smokers and 6 (30%) were
smokers; the remaining patients (60%) were non-smokers.
Two patients (10%) had well-differentiated adenocarcinoma,
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Table IV. Association of colorectal cancer clinical variables according to Astler-Coller stage.

Astler-Coller

Bl and B2 Cl and C2

Variable (no.) (no.) Total P-value OR CI (5-95%)
Gender

Female 4 9 13 0.617 0.465 0.04-5.09

Male 3 3 6 | -
Race

Caucasian 7 10 17 0.509 - -

Not Caucasian 0 2 2 - -
Presence of deleterious allele

Presence 5 10 15 0.376 0393 0.04-3.36

Absence 4 3 7 1 -
Degree of differentiation
of adenocarcinoma

WD 0 1 1 - - -

MD 6 9 15 0.607 1.933 0.12-122.2

PD 1 2 3 0.841 0.841 0.01-19.64
Age at diagnosis (years)

=41 3 7 10 0.650 0.554 0.05-5.03

>41 4 5 9 1 -
TNM stage

I and II 3 4 7 1 0.554 0.05-5.03

T and 1V 4 8 12 | -
Smoking habit

NS 3 8 11 0377 0.396 0.04-3.67

S and PS 4 4 8 1 -

Astler-Coller classification: A, tumor limited to mucosa, carcinoma in situ; B1, tumor grows through muscularis mucosa but not through muscularis
propria; B2, tumor grows beyond muscularis propria; C1, stage B1 with regional lymph node metastases; C2, stage B2 with regional lymph node metas-
tases; D, distant metastases. TNM system: T, describes how far the main (primary) tumor has grown into the wall of the intestine and whether it has
grown into nearby areas; N, describes the extent of spread to nearby (regional) lymph nodes; M, indicates whether the cancer has spread (metastasized)
to other organs of the body. Statistical analysis conducted by Fisher's exact test and 7 test. In bold print, P-values <0.05. OR, odds ratio; CI, confidencial
interval; WD, well-differentiated; MD, moderately differentiated; PD, poorly differentiated; NS, non-smoker; S, smoker; PS, possible smoker.
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Figure 1. Representation of adenomatous polyposis coli (APC) mutation analysis. (A) DNA sequencing electropherogram of pTyr935X of APC gene. (B) DNA
sequence with an alteration (red sequence). (C) Amino acid sequence of protein and the stop codon in the APC partial amino acid sequence. (D) Mutation
description. Thr, threonine; Tyr, tyrosine; A, adenine, T, thymine; C, cytosine; G, guanine. Fig. | was adapted from previous studies (15-17).

15 (75%) had moderately differentiated and 3 (15%) had poorly For the determined mutant alleles, 16 (40%) were delete-
differentiated adenocarcinoma. rious and 7 (17.5%) were not deleterious. Associations were
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Figure 2. (A) Adenomatous polyposis coli (APC) germline mutation identified in the gene exon location. A deleterious mutation is shown in red; blue, no
deleterious mutation is shown. All exons are shown in detail, and exons with mutations are illustrated in yellow. (B) Structure of the APC protein. The color
bar below indicates the genotype-phenotype correlation of sites of protein truncation to human disease severity. (C) Genoty pe-phenotype correlation on the
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APC gene. FAP, familial adenomatous polyposis. Fig. 2 was adapted from previous studies (15-17).

analyzed by correlating the TNM stage with the clinical
variables, and the data are shown in Table II1. The same asso-
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ciations were analyzed between Astler-Coller stage and the
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For the deleterious mutations detected, we found a preva-
lence of nonsense mutations, with 9 (45%) mutant alleles. In
4 (20%) patients small deletions were noted, while 3 (15%)
patients had missense mutations, and 3 (15%) patients had only
neutral polymorphisms and 1 (5%)patient had no mutations
found in the exons. In 60% of patients, extra-colonic manifes-
tations were present; the most common being gastric polyps,
duodenal and in the small bowel (Table II).

In Figs. | and 2, the APC gene and all mutations identi-
fied were described in details. In the same figures, the protein
structure is described, considering the principal mutation sites
and their association with FAP.

Associations between the clinical variables and the identi-
fied APC germline mutations could not be calculated as the
sample size was small and some of the mutations were not
deleterious.

Discussion

The high molecular heterogeneity in the APC gene was consis-
tent with other studies in FAP patients (12,18). Mutations
¢.3927_3931del AAAGA and pTyr935X were found in
2 patients. The ¢.3927_3931delAAAGA mutation occurs in
exon 15 and leads to formation of a stop codon at position 1,312.
It is the most frequent mutation in the APC gene. Its frequency
varies from 0% in southwest Spain to 2.4% in the Australian
population, 5% in the Dutch population, 7% in the Israeli
population, and up to 16% in Italian FAP patients (19-22). The
pIyr935X mutation is a nonsense alteration of exon 15 that
exchanges cytosine for adenine.

In our sample, we found a predominance of nonsense
mutations (45% of the patients), followed by frameshift muta-
tions (20% of patients). Among the 6 (30%) patients with
neutral mutations, missense mutations occurred in more
than | patient. We found the missense mutation, Gly2502Ser.
According to Azzopardi et al (18), who studied 691 patients
with colorectal adenomas and 969 healthy individuals (indi-
viduals investigated for cystic fibrosis), this mutation can be
found in individuals with or without adenoma, leaving a doubt
as to whether this mutation is deleterious.

The mutation Glul317Gln is described in the literature
as being deleterious (23-27), although other studies consid-
ered it to be not deleterious. Azzopardi et al (18) found this
mutation in both healthy subjects and in adenoma patients.
However, we need further monitoring and analysis of these
individuals with the family to gain a better understanding of
this result.

For the variety of mutations, we were unable to deter-
mine a correlation between the clinical variables and the
mutations detected. It is necessary to expand the sample to
support such analysis. Yet, following analysis of the corre-
lation of the presence of deleterious mutations and TNM
and Astler-Coller stage, we found a positive correlation
with the presence of deleterious mutations, demonstrating
a more severe disease. Patients with deleterious mutations
had an OR, 0.086 (IC =0.001-0.984); TNM stage I + Il in
comparison with II1 + IV, when compared with the patients
with no deleterious mutations identified.

In conclusion, our study demonstrated the molecular hetero-
geneity of APC germline mutations in FAP and the difficulty

in performing molecular diagnostics in a Brazilian population,
since there were no mutations noted with a higher prevalence.
Thus, molecular diagnostics requires further detailed evalua-
tion, which, however is hampered by the presence of neutral
mutations, and these mutations are still debatable in many
populations of the world.
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Neste estudo, houve um predominio de mutacées nonsense (45% dos
pacientes) e de mutacgdes frameshift (20% dos pacientes).

Nao houve significancia estatistica entre as mutagbes germinativas
identificadas e as variaveis clinicas consideradas em nosso estudo. Apenas a fase
TNM foi associada com a presenca de mutacdes deletérias. Os portadores com
mutacdes deletérias tinha uma OR , 0,086 ( IC = 0,001-0,984 ); TNM | + Il em
comparacdo com lll + IV , quando comparado com os pacientes sem mutacoes
deletérias identificados.

Neste estudo, demonstramos a heterogeneidade molecular de mutacdes
germinativas no APC em portadores de PAF e a dificuldade para realizar

diagnéstico molecular em uma populagao brasileira.
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