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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) é a terceira neoplasia maligna mais comum no mundo em ambos
os sexos. Estima-se que 5 a 10% dos pacientes que desenvolvem CCR sejam portadores
de mutacdo germinativa em genes de predisposi¢cdo ao cancer. As sindromes de cancer
colorretal hereditario podem ser divididas em: (a) associadas a polipose coldnica (Polipose
Adenomatosa Familiar — PAF, Polipose Adenomatosa Familiar Atenuada — PAFA, e
Polipose Associada a MUTYH — PAM), e (b): as ndo associadas com polipose coldnica (de
Lynch — SL). A SL € uma doencga autossbmica dominante que decorre de mutagdes nos
genes do sistema MMR (Mismatch Repair) de reparo do DNA, a qual tem como
caracteristica o desenvolvimento precoce de cancer colorretal (CCR) e a ocorréncia de
poucos polipos sincrénicos ou metacrénicos. Em contraste, a sindrome PAF é caracterizada
pelo desenvolvimento de centenas a milhares de pélipos adenomatosos colbnicos, sendo
que na PAFA a quantidade de pdlipos é inferior a cem. Mutagbes germinativas no gene APC
estdo associadas a ambas as sindromes, PAF e PAFA, podendo variar o fenétipo de acordo
com a regido do gene onde se encontra a mutagcdo. Mais recentemente, em 2002, uma nova
sindrome autossOmica recessiva de oligopolipose colbnica associada a altera¢cdes no gene
MUTYH (também chamado MYH) foi descrita na literatura e foi chamada de Polipose
Associada a MUTYH (PAM). Clinicamente, pacientes com PAM apresentam caracteristicas
similares a de individuos com PAFA ou PAF. A polipose colonica em pacientes com PAM
pode apresentar poélipos adenomatosos ou mistos (adenomatosos e hiperplasicos), o que
dificulta o diagnéstico clinico da sindrome. A analise molecular do gene demonstra que duas
mutacgdes de ponto, p.Y179C e p.G396D, sdo as mais frequientes em pacientes com PAM na
Europa Ocidental e América do Norte, correspondendo a 80% das mutagcbes encontradas
em MUTYH. Aproximadamente 1% de todos os pacientes com cancer colorretal apresentam
alteragbes em MUTYH e, mais de um terco desses casos, pode vir a desenvolver CCR na
auséncia de multiplos adenomas, sobrepondo assim os critérios clinicos de outras
sindromes, como os critérios de Bethesda da SL. Entretanto, o risco de recorréncia é muito
diferente entre as sindromes, o que torna fundamental a diferenciacdo entre PAM, SL-Bet e
PAF/PAFA em termos de aconselhamento genético. Embora autossémica recessiva, a PAM
com heranga pseudodominante pode ser esperada, especialmente na presenca de
consanguinidade nas familias afetadas.

Visando uma melhor compreensdo das caracteristicas dos pacientes portadores das
mutagées comuns em grupos de risco para a sindrome, foram incluidos 75 pacientes com
diferentes critérios clinicos para as sindromes de predisposicdo hereditaria ao CCR: 15

pacientes com PAM, 15 pacientes com FAP, 30 pacientes com SL (15 com critérios
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Amsterdam Il e 15 com critérios sugestivos Bethesda) e 15 pacientes com CR esporadico
(diagndstico de CCR acima dos 60 anos). O DNA gendmico foi isolado a partir da fragcao
leucocitaria de sangue periférico e as analises moleculares foram realizadas por PCR-
Tempo Real (ensaio TagMan) para detecgdo das mutagdes Y179C e G396D, confirmadas
posteriormente por analise de sequenciamento. Mutagcbes germinativas no gene MUTYH
foram identificadas em cinco pacientes: quatro pacientes com mutacdes bi-alélicas e um
paciente heterozigoto. Destes cinco pacientes, um heterozigoto p.G396D e um homozigoto
p.Y179C preenchem critérios clinicos de PAF-classica e os outros trés pacientes (um
homozigoto p.G396D, um heterozigoto p.G396D e um heterozigoto p.Y179C) preenchem os
critérios de PAM. Este é o primeiro estudo acerca da frequencia de mutagbes germinativas
comuns no gene MUTYH em familias brasilleiras com cancer colorretal. Atualmente, o
diagnostico clinico de sindromes de predisposicdo hereditaria ao cancer colorretal é
complexo e requer andlise detalhada da histéria familiar do paciente e das caracteristicas
clinico-patolégicas da lesdo. Nesta série de casos, o rastreamento das mutagdes comuns de
MUTYH p.G396D e p.Y179C seguida de seqlenciamento dos casos que apresentam um
dos alelos acometidos apenas, parece ser uma estratégia inicial interessante de

investigacdo molecular de familias com critérios para as sindromes MAP e FAP.
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INTRODUCAO

O céancer colorretal (CCR) configura-se como a terceira causa mais comum de
cancer no mundo em ambos 0s sexos e a segunda causa em paises desenvolvidos. Cerca
de 9,4% de todos os tumores novos diagnosticados no mundo a cada ano, equivalendo a
um milhdo de casos n, sdo colorretais. No Brasil, o CCR esta entre as seis neoplasias
malignas mais comuns e segundo publicagdo do Instituto nacional do Céncer (INCA) a
estimativa de casos novos de cancer colorretal para o ano de 2010 no Brasil é de 13.310
casos em homens e de 14.800 em mulheres. Na regido Sul é o terceiro tumor mais
frequente em homens (21/100.000) e o segundo mais frequente em mulheres (22/100.000)
(Estimativa 2010-Incidéncia de cancer no Brasil, Inca).

Os fatores de risco para CCR incluem obesidade, dieta pobre em frutas e vegetais,
sedentarismo e tabagismo. O risco médio ao longo da vida para uma pessoa desenvolver
CCR, sem histéria pessoal ou familiar da doenga e com idade acima dos 50 anos é de 5-6%.
Isso aumenta em até 20% quando ha o envolvimento de familiares de primeiro e/ou segundo
grau com diagnéstico de CCR, e chega a um risco de 80-100% em sindromes hereditarias,
como a Sindrome de Lynch (SL) e a Polipose Adenomatosa Familiar (PAF) (Rustgi et al.,
2007). Cerca de 5-10% de todos os casos de cancer colorretal (CCR) sdo causados por
mutagcdes em genes de alta penetrdncia que causam sindromes hereditarias, como a
Sindrome de Lynch (SL) (Abel-Rahman et al., 2008; Lynch et al., 2009).

A carcinogénese colorretal € a melhor compreendida dentre as neoplasias humanas
e se caracteriza pelo acumulo de mutagdes e alteracbes epigenéticas em diversos genes
supressores de tumor, oncogenes e genes associados ao reparo de erros de pareamento do
DNA, resultando em expanséo clonal neoplasica (Cravo et al., 1999; Fearon et al., 1990;
Fujiwara et al., 1998).

O cancer colorretal é tradicionalmente dividido em esporadico e familial (hereditario),
e representa uma doenga complexa cujo desenvolvimento €& determinado por diferentes
combinagbes de fatores genéticos e ambientais.

Mutagdes raras e altamente penetrantes em genes relacionados ao cancer podem
agir com uma pequena influéncia ambiental, enquanto uma complexa interagao de fatores
genéticos e ambientais ocorre no desenvolvimento do ccr esporadico. Diversos estudos
epidemioldgicos destacaram o papel da dieta e do estilo de vida no risco do CCR nos
ultimos 40 anos. Foram relatadas correlagdes positivas com a ingestdo de gorduras, carnes
vermelhas e bebidas alcodlicas, bem como o fumo, assim como a correlagio inversa com a

ingestédo de verduras e fibras (Naccarati et al., 2007).
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O reconhecimento do carater hereditario do CCR é importante pela possibilidade de
prevencao por excisdo de lesdes pré-malignas e pelo impacto progndstico favoravel que se
associa ao diagnéstico precoce destas neoplasias. Cerca de 15-20% dos tumores
colorretais sao hereditarios. A forma mais freqlente de cancer colorretal hereditario é a
Sindrome de Lynch, também chamada HNPCC (Hereditary Non-Polyposis Colorectal
Cancer). Trata-se de uma doenga genética de heranga autossdmica dominante com alta
penetrancia (80-90%) apresentando uma incidéncia de 1:1000 individuos nos Estados
Unidos (Buttin et al., 2004; Aaltonen and de la Chapelle, 1999; Umar et al., 2004).

Sabe-se que mutagdes germinativas em um dos principais genes do sistema MMR
(Mismatch Repair) de reparo do DNA (MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2) causam a sindrome de
Lynch (SL), com uma penetrancia aproximada de 80% para CCR, 60% para cancer de
endométrio e date 20% para os outros tipos de tumores, como endométrio, ovario,
estdbmago, trato urinario, pancreas, intestino delgado, trato hepatobiliar e/ou cérebro (Avdel-
Rahman et al., 2008; Balaguer et al., 2007; de la Chapelle, 2004; Vasen, 2005; Arnold et al.,
2005; Buttin et al., 2007; Hadley et al., 2008).

Além da Sindrome de Lynch, o cancer colorretal hereditario também pode estar
associado a sindromes polipdides. Estas constituem um grupo heterogéneo com diferentes
manifestagdes clinicas, mas tém em comum a ocorréncia de multiplos pélipos no trato
gastrintestinal, geralmente associada a aumento do risco para cancer colorretal (Schulmann
et al., 2007). Dentre elas encontra-se a Polipose Adenomatosa Familiar (PAF), que possui
padrdo de heranga dominante e é causada por mutagbes germinativas no gene APC. A
PAF possui como caracteristica o desenvolvimento de centenas a milhares de pdlipos ao
longo do célon e reto, envolvendo freqlientemente manifestagdes extracolbnicas como
adenomas duodenais, hipertrofia do epitélio pigmentar da retina, osteomas, cistos
epidermdides, adenomas e carcinomas adrenais, tumores de tiredide, tumores desmoides e
denticdo anormal. Em contraste, a Polipose Adenomatosa Familiar Atenuada (PAFA) possui
como caracteristica a presengca de menos de cem pdlipos no coélon que se desenvolvem
preferencialmente no lado direito.

Em 2002, uma nova sindrome autossOmica recessiva de oligopolipose coldnica foi
descrita por Al Tassan et al., envolvendo o gene homdlogo de MutY (MYH ou MUTYH), e foi
chamada de Polipose Associada a MUTYH (PAM). Clinicamente, PAM resulta no
desenvolvimento precoce de multiplos pdélipos adenomatosos ao longo do intestino, porém
também pode ocorrer o aparecimento de tumores na auséncia de pdélipos em idade jovem, o
que sobrepbe o fendtipo da Sindrome de Lynch. O fendtipo € na maioria das vezes
sugestivo de PAFA, mas pode também se sobrepor ao da PAF-classica o que torna a
distincdo entre estas variantes fundamental na avaliagao dos riscos para o individuo e seus
familiares. Ainda ndo ha estudos de base populacional sobre a penetrancia do cancer
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colorretal em portadores da sindrome PAM e em estudos atuais ndo foram encontradas
mutagdes bialélicas em grupos controles, o que sugere uma penetrancia préxima a 100%.
(Lindor et al., 2009). Uma meta-analise realizada por Cleary et al. demonstrou que
portadores homozigotos e heterozigotos compostos de mutagdes em MUTYH possuem um
risco 20 vezes maior (OR, 20.7; 95% ClI’s, 2.8-153) de desenvolver CCR em relagdo a
populagédo em geral. (Cleary et al. 2009).
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REVISAO TEORICA

1. EPIDEMIOLOGIA

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro tumor maligno mais comum no mundo em
ambos 0s sexos e 0 segundo em paises desenvolvidos. Cerca de 9,4% de todos os novos
diagndsticos de cancer a cada ano, equivalendo a um milh&o de casos, s&o tumores
colorretais. No Brasil, o CCR esta entre as seis neoplasias malignas mais comuns e
segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), a estimativa de casos novos de cancer
colorretal para o ano de 2010 no Brasil é de 13.310 e 14.800 casos em homens e mulheres,
respectivamente. Na regidao Sul, o CCR é o terceiro tumor mais frequente em homens
(21/100.000) e o segundo mais frequente em mulheres (22/100.000) (Inca, 2010).

O risco cumulativo vital de cancer colorretal (CCR), na auséncia de histéria familiar
para a neoplasia é de 5-6%. Esse risco aumenta em até 20% quando ha histéria de
diagnéstico em familiares de primeiro e/ou segundo grau e chega a 80-100% em individuos
diagnosticados com as sindromes hereditarias de predisposicdo ao CCR, como a Sindrome
de Lynch (SL) e a Polipose Adenomatosa Familiar (PAF) (Rustgi., 2007; Jasperson et al
2010). As sindromes hereditarias de CCR, primariamente causadas por mutagdes em genes
de alta penetrancia, sdo responsaveis por cerca de 5-10% de todos os casos de cancer
colorretal (CCR) (Abel-Rahman et al., 2008; Lynch et al., 2009).

2. FATORES DE RISCO

O céncer colorretal é tradicionalmente classificado em esporadico e familial
(hereditario), e representa uma doenga complexa cujo desenvolvimento é determinado por
diferentes combinagbes de fatores genéticos e ambientais. Mutacbes raras e altamente
penetrantes em genes relacionados ao cancer associadas a uma influéncia pequena a
moderada de fatores de risco ambientais, estdo associadas as formas hereditarias de CCR,
enquanto uma complexa interacdo de fatores genéticos e ambientais se associa ao
desenvolvimento do CCR esporadico. Sedentarismo, excesso de peso corporal e acumulo
de gordura abdominal sdo descritos como fatores de risco consistentes. Diversos estudos
epidemioldgicos destacaram o papel da dieta e do estilo de vida com o risco de CCR nos
ultimos 40 anos. Foram relatadas correlagdes positivas com a ingestdo de gorduras, carnes
vermelhas, bebidas alcodlicas e fumo, assim como uma correlagdo de risco inversa com a
ingestao de verduras e fibras (Naccarati et al., 2007; Giovannucci, 2002).
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Até o final do século XIX, ficou claro que a exposi¢gdo ocupacional e estilo de vida estao
intimamente ligados e, aparentemente, sdo as causas de alguns tipos de cancer (Weinberg,
2006). A importancia dos fatores ambientais foi estabelecida pela substancial variagédo
geografica na incidéncia do cancer do célon, pelo aumento consistente da incidéncia nas
populagdes em fase de desenvolvimento econémico ou “ocidentalizagdo”, e pelos aumentos
marcantes na incidéncia de cancer colorretal observados em grupos que migraram de areas

de baixa para alta incidéncia (Giovannucci et al, 2002).

2.1 Dieta como fator de risco para CCR.

Cerca de duas décadas atras, Doll e Peto, usando comparagdes internacionais da
prevaléncia de exposicdo e das taxas da doenga, estimaram que até 90% dos canceres
colorretais podem ter uma contribuigdo principalmente da alimentacao. (Giovanucci, 2002)

As vias moleculares destas associagbes epidemiologicas ainda sdo pouco
compreendidas, mas a produg¢do de aminas heterociclicas durante o preparo de carnes, o
estimulo provocado pelos altos niveis de acidos biliares fecais e a produgado de espécies
reativas de oxigénio, tem sido apontadas como possiveis mecanismos desencadeadores
destas vias (Dingley et al., 1999; Owen et al, 1998). Vegetais com potencial
anticarcinogénico e que possuem em sua composi¢ao o folato, antioxidantes, indutores de
enzimas desintoxicantes, ligantes de carcinégenos luminais que faz com que o transito
intestinal seja mais rapido, podem explicar algumas das associagdes inversas (Hamilton et
al., 2000).

2.1.1 Frutas e Vegetais

Diversos estudos realizados sobre o consumo de frutas e vegetais e o risco de CCR,
demonstram associagao inversa entre o consumo elevado destes e o risco de CCR (Potter
et al.,1993; Steinmetz and Potter, 1996), se estendendo inclusive para o risco de
desenvolver adenomas (Michels et al., 2006). Os vegetais possuem uma grande quantidade
de micronutrientes com atividades antioxidantes, como os carotendides e ascorbatos, e
outros componentes bioativos com uma variedade de componentes anticarcinogénicos,
como os fendis, flavondides, isotiocianatos, e indois (Steinmetz and Potter, 1991). Estudos
sobre a relagdo das fibras com o risco de CCR sé&o inconsistentes, talvez devido a sua
natureza heterogénea e das diferentes maneiras pelas quais a sua ingesta é medida em
nossa dieta (WRCF Panel, 1997; Potter, 1999b).
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Outros nutrientes tem sido estudados para explicar uma possivel redugao do risco
associada com os vegetais (Steinmetz and Potter, 1996). Em 1991, um estudo caso-
controle realizado por Freudenheim e colaboradores (1991) encontrou um baixo risco
associados a ingestdo elevada de folato, propondo desta forma a hipétese do folato/CCR
(Freudenheim et al, 1991) e, em 1995, outro estudo encontrou um aumento do risco de CCR
entre homens com a combinagado de baixa ingestdo de folato e metionina e a alta ingestao
de alcool (Giovannucci et al., 1993).

A associacdo entre a ingestdo de calcio, presente na dieta diaria, e a neoplasia
colorretal também tem sido explorada epidemiologicamente. O calcio pode influenciar na
reducdo da proliferagdo da parte superior da cripta colbnica, reduzindo crescimento de
adenomas metacrénicos (Bostick et al., 1995; Hyman et al., 1998). Um ensaio clinico duplo-
cego, randomizado comparando ingesta de 1200mg de calcio elementar por dia com
placebo mostrou uma reducdo de 15-20% na incidéncia de adenomas colorretais
metacronicos (Baron et al.,1999). A interagdo entre o calcio e a vitamina D tem sido
amplamente discutida, uma vez que diversos estudos demostraram a reducéo do risco de
adenomas com a administragdo suplementar de calcio, especialmente em pacientes com
altos niveis de vitamina D. (Grau et al., 2003; Hartman et al., 2005; Cho et al., 2004; Flood et
al, 2005)

2.2 Alcool

Fortes evidéncias epidemioldgicas indicam que o consumo elevado de alcool
aumenta o risco de cancer colorretal, mas ainda é desconhecido o mecanismo pelo qual o
alcool aumenta este risco. Uma das hipoéteses se relaciona com o antagonismo de um dos
principais metabdlitos do alcool, acetaldeido, no metabolismo do folato e da metionina (Berx,
1998; Bhathal, 1996; Bianchi, 1993). O acetaldeido € um potente formador de adutos de
DNA, podendo também inibir o seu reparo (Farinati et al., 1998). A deficiéncia de folato pode

ter efeitos similares. (Garro and Lieber, 1990; Giovannucci et al. 1995)

2.3 Tabaco

O tabaco é um outro fator de risco, que até relativamente pouco tempo, ndo era
associado ao desenvolvimento de tumores colorretais malignos (Slattery et al,1990). No
entanto, risco elevado para adenomas colorretais foi demonstrado entre fumantes em uma
série de estudos que levaram a uma reavaliacdo da relagdo entre fumo e cancer colorretal

(Hamilton, 2000). Dois grandes estudos de coorte sugeriram um longo periodo de indugéo
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entre o tempo de exposigdo ao tabaco e o risco subsequente de CCR (Giovannucci 2002,
1994). Dados mais recentes sugerem que o fumo pode estar fortemente associado ao
desenvolvimento de CCR com instabilidade de microssatélites (IMS) (Slattery et al, 2000) e

perda de expresséo do gene hMLH1 (Lichtenborg et al, 2005).

2.4 Medidas Antropométricas e atividade fisica

A relacao entre CCR e medidas antropométricas como o indice de massa corporal
(IMC), foi estudada por multiplos grupos de pesquisa e os resultados demonstraram existir
relacdo entre o IMC elevado e o risco aumentado para CCR em homens. Para mulheres os
dados sdo menos consistentes (Potter et al., 1993; WRCF Panel, 1997). Dados provenientes
de um estudo realizado por Framingham mostraram que a medida da circunferéncia
abdominal é um boa preditora do risco de CCR ao longo da vida tanto em homens quanto
mulheres (Moore et al., 2004).

A relagado entre a atividade fisica e redugdo do risco de CCR esta entre os mais
consistentes dados sobre fatores de risco para essa neoplasia, sendo descrita em estudos
de atividade ocupacional e lazer (Potter et al., 1993; WCR 1997). Uma das hipdteses
levantadas para explicar esse efeito protetor propbe que a atividade fisica estimula os
movimentos peristalticos do colon, diminuindo assim o tempo em que o conteudo do célon

se mantém em contato com o epitélio (Potter et al., 1993).

2.5 Inflamacgao Crénica

Doencas inflamatédrias intestinais (DIl) sdo fatores etiolégicos significantes no
desenvolvimento do adenocarcinoma colorretal (Hamilton, 2000). O risco aumenta apos 8 a
9 anos de doenca ativa e € mais elevado em pacientes com inicio precoce e manifestagao
generalizada. Mais de 5% de todos os casos de CCR em pacientes com menos de 50 anos
ocorrem devido a doenca inflamatéria intestinal. As principais formas de DIl sdo a colite
ulcerativa e a doenca de Crohn (Broome et al., 1992).

A colite ulcerativa é etiologicamente conhecida por afetar criangas e adultos, com um
pico de incidéncia no inicio da terceira década. E considerada uma desordem pré-maligna,
sendo sua duragcdo e a extensdo um dos maiores fatores de risco. Estudos de base
populacional mostram um aumento na mortalidade (4 vezes maior) por carcinoma colorretal
em individuos com a doenga. Em estudos clinicos, o aumento na incidéncia é geralmente

maior, até 20 vezes (Hamilton, 2000).
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A Doencga de Crohn esta associada ao desenvolvimento de carcinoma de intestino
delgado e coélon. O risco de desenvolver CCR é aparentemente trés vezes superior ao risco
de individuos nao afetados pela doenca (Gillen, 1994).

As doencgas inflamatérias intestinais (DIl) podem aumentar o risco de céncer
colorretal devido a perda da borda em escova do trato intestinal, possivelmente levando a
estimulo proliferarativo para células-tronco em contato com o fluxo fecal sem que haja a
necessidade de formagdo de um adenoma prévio (Potter, 1999a). A exposi¢do a espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, bem como os processos associados com a inflamacgao,

sdo mecanismos explicativos plausiveis (ltzkowitz and Yio, 2004; Munkholm, 2003)

2.6 Fatores Modificadores do risco de CCR

Medicamentos anti-inflamatérios n&do esteréides e alguns compostos naturais
bloqueiam as alteragdes bioquimicas na homeostase da prostaglandina em neoplasias
colorretais. Alguns destes agentes causam uma dramatica involu¢do dos adenomas, porém
seu papel na quimioprevencdo do adenocarcinoma ainda ndo esta clara. Alguns
polimorfismos em enzimas- chave podem alterar outras vias metabdlicas modificando
componentes protetores ou prejudiciais, como por exemplo metilenotetrahidrofolato
redutase, N-acetiltransferases, Glutationa-S-transferases, Aldeido desidrogenase e
Citocromo P-450 (Slattery 1999; Heinimann, 1999; Murata, 1999). Estes polimorfismos
poderiam explicar a susceptibilidade individual ou a variagao na predisposi¢cdo ao CCR entre
populagdes com exposi¢ao similar (Rafter, 1998).

Os anti-inflamatdrios ndo esterdides (AINES), suprimem a atividade da enzima COX-
2 (Kalgutkar et al., 1998) e sdo capazes de inibir o crescimento de pdlipos mesmo em
pacientes com polipose adenomatosa familiar (PAF). A inibicdo da COX-2 reduz a formagéao
de prostagladinas a partir do acido araquidénico, diminuindo a proliferacdo epitelial,
estimulando o processo de apoptose (Barnes et al, 1998), e reduzindo a angiogénese (Tsujii
et al., 1998). A inflamacgéao crénica € um processo frequente e relevante na etiologia do CCR,
como evidenciado pela relagcdo de risco entre a neoplasia e DII, especialmente colite
ulcerativa. Estudos recentes também indicam que mediadores do processo inflamatorio,
como por exemplo niveis elevados de proteina-C reativa, podem ser utilizados como

biomarcadores de risco para CCR. (Gunter et al., 2006).
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2.7 Histoéria Familiar

A histdria familiar da doenca confere um significativo aumento do risco para os
familiares. Desta maneira se torna necessario classificar as familias e identificar aqueles
individuos que sao susceptiveis a serem portadores de uma mutagdo germinativa em algum
gene relacionado a sindrome, conferindo um risco elevado de desenvolver cancer ao longo
da vida. Aqueles com um risco genético razoavelmente elevado que se encontram com risco
moderado e, portanto, alvo de uma triagem adequada (Firth, 2005)

Diversas ferramentas estdo disponiveis para auxiliar no diagnostico clinico das
sindromes de predisposi¢cao hereditaria ao cancer de célon. Para esta analise € importante a
histéria familiar, testes no tumor, modelos de probabilidade de mutagao, e testes genéticos
em si. Para isso é importante se obter um detalhado histérico pessoal e familiar. Fatores
especificos indicam os pacientes em risco para desenvolver os tumores presentes no

expectro da sindrome (Jasperson, 2010; Firth, 2005)

3. CARCINOGENESE COLORRETAL

A carcinogénese colorretal € a melhor compreendida dentre as neoplasias humanas
e se caracteriza pelo acumulo de mutagbes e alteracbes epigenéticas em diversos genes
supressores de tumor, oncogenes e genes associados ao reparo de erros de pareamento do
DNA, resultando em expanséo clonal neoplasica (Cravo et al., 1999; Fearon et al., 1990;
Fujiwara et al., 1998).

Fearon e Vogelstein, em 1990, propuseram um modelo de carcinogénese em
multiplas etapas denominado “Sequéncia Adenoma-Carcinoma”. Este modelo propde que as
mutagdes nos genes supressores de tumor e oncogenes, que levam ao desenvolvimento do
CCR, ocorrem em uma ordem especifica. Na descrigao inicial do processo por Fearon e
Vogelstein as principais alteragdes moleculares foram descritas na seguinte sequéncia
adenoma-carcinoma: o primeiro evento € a inativagdo do gene APC o que leva a um
crescimento celular anormal. Na etapa seguinte ocorre a delecdo do gene supressor de
tumor DCC (deleted in colorectal carcinoma) e de outros genes localizados préximos a ele
no braco longo do cromossomo 18. A ultima etapa na progressao para carcinoma € a perda
de uma regiao especifica em 17p, onde se encontra o gene TP53.

Desde a descrigdo deste primeiro modelo, varios autores sugeriram a existéncia de multiplas
vias de carcinogénese, demonstrada pela observacdo de diferentes caracteristicas
clinicopatologicas e genéticas em CCR. Dos varios modelos genéticos de desenvolvimento

do CCR atualmente descritos destacam-se, pela sua frequéncia, os designados por via da
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instabilidade cromossémica (Cromossomal instability pathway - CIN) ou via supressora, via
da instabilidade de microssatélites (Microsatellite instability pathway - MIN) ou via mutadora
(llyas et al, 1999; Narayan et al, 2003; Takayama et al, 2006). Outra via carcinogénica além
da sequéncia adenoma-carcinoma tradicional, foi descrita recentemente e chamada de via
neoplasica serrilhada (Snover et al, 2005). O acumulo de alteragbes somaticas nos pdlipos
sésseis serrilhados, tais como mutagdes ativadoras de BRAF e metilacdo generalizada de
ilhas CpG (referido como o fenétipo metilador de ilhas-CpG), com ou sem MSI, sdo eventos

importantes nesta via carcinogénica (Jasperson et al., 2010).

Fig. 1 - Sequéncia Adenoma-Carcinoma

TP53, PIK3CA,
APC/B-catenina KRAS Perda de 18q
Mucosa Foco i
Normal de cripta Adenoma Adenoma Cancer

_ aberrate

Precoce avancgado invasivo

EGFR, COX2

Aumento da CIN

Reproduzido de Takayama et al, 1998, por PINO and Chung, 2010 e readaptado)

Outra conhecida via alternativa da carcinogénese colorretal e que se estima ser
responsavel por aproximadamente 20% dos carcinomas colorretais, se desenvolve a partir
de um grupo de podlipos com perfil histolégico diferenciado, conhecido como pdélipo
serrilhado (Jass, 2007). Os tumores desenvolvidos através desta via, podem apresentar
diversos perfis moleculares. Um destes perfis relacionados com a via dos poélipos
serrilhados, apresenta como uma das caracteriscas a metilagado de ilhas CpG’s, no entanto,
nao se trata de uma caracteristica especifica desta via, uma vez que também é encontrada
em uma propor¢ao de carcinomas colorretais da via convencional (adenoma-carcinoma) ou
APC (Chirieac et al., 2005).

3.1. Instabilidade Cromossémica
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A via de instabilidade cromossémica (CIN - Chromossomal instability) € observada
em 65-70% dos CCR esporadicos, e esta associada a acelerada taxa de ganhos ou perdas
de parte ou grandes porgdes dos cromossomos, resultando em uma grande variabilidade
cariotipica de célula para célula (Lengauer et al,1998). A consequiéncia da CIN é um numero
desbalanceado de cromossomos (aneuploidia), que pode incluir amplificagdo gendmica em
regides especificas e alta frequéncia de perda de heterozigosidade (LOH, do inglés Loss of
heterozygosity). (Pino and Chung, 2010). Juntamente com as alteragdes cariotipicas
observadas em tumores com instabilidade cromossémica, s&o encontradas multiplas
mutacdes em genes supressores de tumor e oncogenes especificos(Tabelal). Estas
mutacdes ativam vias oncogénicas criticas para a patogénese do CCR. Ainda nao esta claro
se a via CIN cria o ambiente adequado para o acumulo destas mutacdes, ou vice-versa
(Pino and Chung, 2010).

Tabela 1. Prevaléncia Global de Mutagdes genéticas em CCR - CIN positivos

Gene Localizagdo  Prevaléncia de Fungao do Produto do Gene
Cromossomica Mutagoes [%]

Oncogenes

KRAS 12p12 ~ 30-50 Proliferagao Celular, sobrevivéncia e
transformacao;

CTNNB1 3p22 ~4-15 (~50a) Regulagao de genes alvo da via Wnt que
promovem o crescimento do tumor e invas&o;

PIK3CA 3926 ~ 20 Proliferagao celular e sobreviéncia;

Genes Supressores de Tumor

APC 5q21 ~30-70 Inibicdo da via de sinalizagdo Wnt e regulagéo
do citoesqueleto;

TP53 17p13 ~40-50 Parada do ciclo celular e inducéo da apoptose;

SMAD4, SMAD2 1821 ~10-20 Mediadores intracelulares da via de TGF-f3

DCC 18921 ~6 Receptor de superficie celular para netrin-1

Identificado em 50% dos tumores sem mutag¢bes

em APC

TGF-B - Fator de transformacgao de crescimento

B. Adaptado de Pino and Shung, 2010.

3.2 Instabilidade de Microssatélites

A via de carcinogénese colorretal por instabilidade de microssatelites (MIN) se
caracteriza por falha ou deficiéncia no sistema MMR de reparo do DNA. Ha acumulo de

substituicoes de bases na sequéncia de DNA e/ou insercbes-delegbes em sequiéncias
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curtas repetidas do genoma chamadas microssatélites, ocasionando perda ou ganho de
unidades de repeticdo nestas regides. Este fendmeno de alteragdo no numero de repeticoes
€ denominado instabilidade de microssatélite (IMS) (Abdel-Rahman et al., 2008). Mutagodes
derivadas de um sistema MMR deficiente poderiam afetar genes importantes para a
regulacdo do crescimento celular, em especial aqueles que possuem sequéncias repetidas
(microssatélites) (Arnold et al., 2005; de la Chapelle, 2004; Abdel-Rahman et al., 2008). A
instabilidade de microssatélites pode ser demonstrada em cerca de 90% dos tumores
associados a sindrome de Lynch. Porém, a presenca de IMS no tecido tumoral, considerada
caracteristica tipica da sindrome de Lynch, é observada também em aproximadamente 15%
dos casos de CCR esporadico (Lagerstedt Robinson et al., 2007; Arnold et al., 2005).

4. PATOLOGIA

A grande maioria (98%) dos tumores colorretais sdo adenocarcinomas, que se
caracterizam na anatomia patolégica pela presenca de ceélulas de Paneth espalhadas,
células neuroendoécrinas ou pequenos focos de diferenciagcdo de células escamosas.A
maioria dos carcinomas colorretais sao localizados no célon sigmdide e reto (Thomas et al,
1995). No entanto, a patologia molecular tem mostrado que tumores com altos niveis de
instabilidade de microssatélites (IMS) ou com mutagbes no proto-oncogene ras se
desenvolvem mais frequentemente no ceco, célon ascendente e colon transverso (Jass et
al, 1998; Rashid et al. 1995; Tang et al. 1999).

4.1 Morfologia

A imensa maioria dos carcinomas colorretais tem origem em adenomas pre-
existentes. Estima-se que esta progressdo possa levar de cinco a dez anos ou até mais
(Rosito et al, 2005). Este processo € mais comum quando o adenoma é classificado
histologicamente como viloso ou tubulo-viloso, pois os adenomas tubulares quase nunca
sofrem malignizagao, isto €, sdo desprovidos de potencial evolutivo, mas sdo considerados
indicadores de um epitélio colénico com risco proliferativo. Entretanto a ocorréncia do
carcinoma colorretal sem evidéncia de precursores adenomatosos sugere que algumas
lesdes displasicas podem degenerar em diregdo a malignidade sem passar por um estagio
polipéide (Rosito et al, 2005; Liu, 2005).

As sindromes associadas ao CCR séao definidas com base na caracteristicas clinica,
patoldégica e, mais recentemente, genéticas. Algumas destas condigbes apresenta como
caracteristica o desenvolvimento de podlipos adenomatosos, que podemos ver manifesta na
sindrome de Lynch (também chamado de cancer colorretal nao polipomatoso hereditario),

na polipose adenomatosa familiar (FAP), na FAP atenuada, e na polipose associada a
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MUTYH (PAM). Pdlipos hamartomatosos séo lesdes primarias em Peutz-Jeghers e na
Sindrome da polipose juvenil. Finalmente, a polipose hiperplasica € uma condigdo incomum,

que tem um risco substancial de cancer e deve ser diferenciado de outras condigodes.

4.2 Pélipos de intestino e sua relagdo com céncer colorretal.

Os podlipos sédo projecdes da superficie da mucosa intestinal e sdo classificados
usualmente por suas caracteristicas histologicas. A classificagcdo macroscopica tem valor
limitado na determinagcdo do seu manejo. Eles podem ser classificados em duas grandes
classes, Neoplasicos e Nao-neoplasicos. Dentre os polipos neoplasicos estdo os adenomas,
lipomas e leiomiomas. Dentre os n&o neoplasicos estdo os pdlipos hamartomatosos que
podem ser sugestivos da Sindrome de Peutz-Jeghers ou da Polipose Juvenil. Ainda
incluidos neste grupo se encontram os polipos hiperplasicos/metaplasicos,

inflamatérios/pseudopdlipos e os pdlipos linféides benignos (Rosito et al, 2005).

4.2.1 Adenomas

Sao0 os polipos neoplasicos mais frequentemente encontrados e apresentam
grande importancia clinica devido ao seu papel como precursor do cancer colorretal (Rosito
et al, 2005). Os adenomas sao neoplasias intraepiteliais que variam de lesdes pequenas e
frequentemente pediculadas a grandes neoplasias geralmente sésseis. A prevaléncia dos
adenomas colbnicos é de cerca de 20-30% antes dos 40 anos de idade, aumentando para
40-50% apods os 60 anos, sem distingao de sexo.

A maior parte dos tumores advém de adenomas que podem ser diagnosticados e
removidos endoscopicamente, o que auxilia o profissional gastroenterologista oferecendo
maior eficiéncia no momento de intervir nos processos naturais de progressdo do cancer
(Yantiss, 2007).

Os polipos adenomatosos sao classificados em trés subtipos, os adenomas
tubulares, adenomas vilosos e os tubulos-vilosos, entretanto existe uma consideravel
sobreposicéo entre estas categorias, por isso se convencionou que adenomas tubulares s&o
0s que exibem aspecto tubular em mais que 75% da sua estrutura, adenomas vilosos tém
aspecto viloso em mais que 50% da estrutura e adenomas tubulos-vilosos tem estrutura
vilosa em 25-50% de sua extensdo. Os adenomas tubulares sdo os mais comuns, cerca de
5-15% dos adenomas sao tubulo-vilosos e somente 1-10% s&o vilosos. (Liu, 2005; Rosito et
al, 2005).
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4.2.1.1 Adenomas Tubulares

O adenoma tubular faz parte de um dos trés tipos de pélipos adenomatosos,
considerado também como o menos perigoso entre eles, pois possui menor risco de se
tornar cancerigeno. Deve-se ressaltar que a aparéncia desses pélipos é aveludada e possui
diversas projecOes digitiformes, denominadas vilosidade no epitélio, pelas quais s&do mais
comuns de se encontrar no reto.

Vale lembrar que a maior parte dos adenomas tubulares ndo sdo cancerigenos,
mas passam a ter risco quando crescem de tamanho, propiciando maiores riscos e
problemas. Destaca-se ainda que o tubular cresce e pode se tornar séssil aumentando os
riscos de cancer de colon (Leggett 2010).

A grande maioria dos adenomas tubulares sdo encontrados no célon, mas podem
ocorrer também no estdmago e intestino delgado, especialmente proximos a ampola de
Vater. Os adenomas menores apresentam contorno liso e sdo sésseis, enquanto os maiores
tendem a ser grosseiramente lobulados e apresentarem hastes delgadas. Histologicamente
a haste é composta por tecido fibromuscular e proeminentes vasos sanguineos (derivados
da submucosa) e é geralmente coberta por mucosa normal, ndo-neoplasica. No entanto, o
epitélio adenomatoso pode se estender em direcdo a haste e para dentro das regifes
adjacentes da mucosa.

Sendo pequenas ou grandes as lesbes adenomatosas sdo compostas por epitélio
neoplasico (displasico), que reveste as glandulas sob a forma de um epitélio alto,
hipercromatico, as vezes um pouco desarrumado, que pode ou ndo mostrar vacuolos de
mucina (Liu, 2005; Rosito et al, 2005).

4.2.1.2 Adenomas Vilosos

S0 os polipos epiteliais maiores e mais perigosos. Tendem a ocorrer em pessoas
mais idosas, mais comumente no reto e no célon retossigmodide, mas podem se localizar em
qualquer lugar. Geralmente sao sésseis, tem até 10cm de didmetro e sdo massas
aveludadas ou em forma de couve flor, que se projetam entre um e trés centimetros acima
da mucosa normal circunjacente (LIU, 2005; ROSITO et al, 2005).

Os adenomas vilosos estéo ligados com mais frequéncia a adenomas maiores e de
grau mais sério de displasia, sua ocorréncia predomina no reto e retossigmoide. N&o
obstante, podem ocorrem em qualquer parte do célon. Na maioria das vezes sao estruturas
sésseis que aparecem como aveludadas ou proje¢des cauliflowerlike (Ranji, 2009).

Muito embora, os adenomas vilosos sejam considerado raros, podem ocorrer no

duodeno e intestino delgado. Os adenomas vilosos devem ser considerados motivo de
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preocupacdo, em fungéo do risco que propicia em se tornar maligno (cerca de 15-25% em
geral, mas mais uma vez> 2 cm) (Raniji, 2009).

Sua histologia mostra expansdes vilosas da mucosa cobertas por epitélio colunar
displasico, as vezes muito desorganizado. Quando surge um carcinoma invasor, ndo ha
haste e a invasdo ocorre diretamente para dentro da parede do célon (submucosa ou
camadas mais profundas) (Liu, 2005; ROSITO et al, 2005).

4.2.1.3 Adenomas Tubulo-vilosos

Sao tipicamente intermediarios entre as lesdes tubulares e as vilosas, com relagao a
existéncia de haste ou de serem sésseis, a0 seu tamanho e ao grau geral de displasia
observada. O risco de abrigarem carcinoma in situ ou carcinoma invasivo geralmente se
correlaciona com a proporgdo da lesdo que é vilosa. O diagndstico dos polipos é
dependente da presenca de displasia (presenca de atipia celular e alteragdes arquiteturais
encontradas ao exame histologico), atualmente, agrupada em displasia de baixo grau, que
sdo caracterizados pela estrutura glandular pouco alterada e com minimas atipias nucleares
(Nucleos Basais) e, adenomas com displasia de alto grau, que apresentam alteragdes
maiores na estrutura glandular - restritas ao epitélio ou a Iamina propria e atipia nuclear
moderada a acentuada (nucleos aumentados, hipercromaticos, irregulares e ocupando o

terco superior da glandula) (Liu, 2005; Rosito et al, 2005).

4.3 Pélipos Hiperplasicos

Também conhecidos como polipos metaplasicos, sdo os mais frequentemente
encontrados no colon e reto (Rosito et al, 2005). Podem ocorrer isoladamente, porém é mais
comum serem multiplos e usualmente sésseis e de coloracdo palida ou semelhante a
mucosa adjacente. Histologicamente apresentam criptas com aspecto serrilhado, devido as
células epiteliais acumuladas e fendas nas criptas. Grandes pdlipos hiperplasicos raramente
coexistem com focos de alteragdes adenomatosas, o polipo hiperplasico comum, pequeno,
€ considerado como n&o tendo potencial de malignidade. No entanto, os pélipos
hiperplasicos que ocorrem na vigéncia da rara sindrome da polipose hiperplasica, podem
exibir displasia nas células epiteliais (adenomas) e, portanto, sdo considerados um risco
para o desenvolvimento de carcinoma. Estudos realizados posteriormente relacionaram a
coexisténcia de polipos hiperplasicos e adenomatosos em pacientes portadores de

mutacdes Bi-alélicas no gene MUTYH (Castells, 2008; Boparai et al., 2008).
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4.4 Poélipos Serrilhados

O adenoma serrilhado ou pdlipo serrilhado, também denominado adenoma
serrilhado séssil, corresponde a uma forma agressiva de pdlipo hiperplasico, com potencial
para malignidade, de maior tamanho, com localizagdo predominante em célon direito, o qual
pode evoluir para o cancer colorretal com instabilidade microsatélite, por meio de metilagao
do DNA das ilhas CpG (causada por uma deficiéncia no gene de reparo mismatch MLH1) e
ainda, mutagao do gene BRAF no pdlipo serrilhado, representando cerca de 15% dos casos
de cancer colorretal esporadico (Sociedade Brasileira de Endoscopia Digestiva, 2008).

Em retrospecto, a prova morfolégica do conceito de via do pdlipo serrilhado foi
fornecido em estudos sobre polipose hiperplasica e, notavelmente, por uma pequena série
de casos desta sindrome rara, que descreveu uma variante do pdlipo hiperplasico, com uma
arquitetura desordenada, que os autores descreveram como adenoma séssil serrilhado
(O’Brian, 2007).

Morfologicamente, pdlipos sésseis serrilhados consistem em criptas alongadas,
resultando em um aumento global na relacdo epiélio-estroma, pois eles contém criptas
epiteliais com serrilha exagerada, dilatacéo persistente da superficie luminal para as bases
das criptas, e mucosas brotamento ou ramificagdo lateral acima da muscular . Algumas
células epiteliais sdo distendidas com mucina, enquanto outras contém microvesiculas
apicais, similar aquelas observadas no pdlipo hiperplasico microvesicular (Yantiss, 2007).

E imprescindivel acrescentar que este apresenta uma histologia mucinosa, pois é
localizado com mais frequéncia no colon direito e se diferencia da Sindrome de Lynch por
ocorrer em pacientes idosos com mais de 65 anos (Sociedade Brasileira de Endoscopia
Digestiva, 2008).

4.5 Pélipos Hamartomatosos

Os hamartomas representam uma malformagdo do desenvolvimento tecidual
caracterizada pelo arranjo anormal dos tecidos endogenos, epitélio mucoso e ladmina
prépria, com preponderancia de um ou mais destes tecidos. Podem ser congénitos ou
adquiridos. Neste grupo séo incluidos o pdlipo Juvenil e o pdlipo de Peutz-deghers
(Schulmann et al., 2007; Jass, 2008).

Os polipos juvenis costumam ser grandes (1 a 3 cm de didmetro), redondos, lisos ou
discretamente lobulados, com hastes. Histologicamente a lamina propria constitui maior
parte do pdlipo, encerrando numerosas glandulas cisticamente dilatadas com muco e um
aspecto mesenquimal da l&mina propria. Em geral, sdo lesdes isoladas e hamartomatosas

sem potencial de malignidade. Os polipos de Peutz-Jeghers também s&o hamartomatosos,
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entretanto evolvem o epitélio mucoso, a lamina propria e a muscular da mucosa. Estas
lesdes podem ocorrer isoladamente ou sob a forma de multiplos podlipos. Estes dois tipos de
polipos quando ndo desenvolvidos de forma isolada podem estar diretamente relacionados
as Sindromes de Polipose Juvenil ou a Sindrome de Peutz-Jeghers (Liu et al 2005; Rosito et
al., 2005).

Os podlipos colorretais apresentam um desafio diagndstico para o patologista.
Individualmente, as sindromes sado raras e podem apresentar fenotipos sobrepostos,
entretanto os pdlipos podem diferir em quantidade e morfologia de acordo com a sindrome.
Cada tipo de polipose apresenta suas particularidades, entretando em alguns casos apenas
o diagnéstico molecular as diferencia. Isso ressalta a importancia de obter uma descrigao

precisa do fendtipo.

5. SINDROME DA POLIPOSE JUVENIL

O desenvolvimento de pdlipos classificados como juvenis é relativamente comum no
colon de criancas em geral. A sindrome da Polipose Juvenil (SPJ) pode se manifestar tanto
em criangas quanto em adultos com histérico de sangramento retal. Os pélipos podem ser
limitados ao colon ou de forma generalizada, em todo o trato gastrointestinal, porém
raramente o estdbmago € o 6rgao mais afetado. A SPJ pode apresentar também
manifestagdes extracolbnicas, que incluem anomalias do cranio ou do coracdo, fissura
palatina, polidactilia e ma-rotagdo intestinal. Foram descritos alguns grupos familiares com
um padrao de heranga autossdmica dominante, havendo desta forma um aumento do risco
para o desenvolvimento de cancer colorretal, sendo o risco cumulativo estimado em 68%
aos 60 anos de idade. (Rosito et al, 2005; Jass, 2008)

Os tumores colorretais desenvolvidos na sindrome sdo mucinosos e/ou pouco
diferenciados podendo evoluir sem uma transicdo displasica 6bvia. Uma outra forma da
polipose Juvenil, porém rara, ocorre na infancia e esta associada a diarréia severa,
hemorragia, desnutrigdo, intussuscepgcdo e morte em idade precoce, sem evidéncias de
historia familiar (Rosito et al, 2005; Jass, 2008).

Na SPJ, o nimero de polipos pode variar de 5 a 200. Os podlipos da polipose
sindrémica podem diferir morfologicamente dos podlipos da classica. Os pdlipos sindrémicos
sdo atipicos e apresentam multilobulagdo e apresentam uma relativa diminuicdo expanséo
da lamina prépria. A superficie do epitélio pode raramente apresentar erosdo (como nos

casos de polipos juvenis Unicos), e pode se contabilizar a um foco displasico aumentando o
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risco de malignizagao, além da possibilidade da coexisténcia de adenomas (Rosito et al,
2005; Jass, 2008).

A mucosa aparentemente normal entre os podlipos pode apresentar as primeiras
alteragbes morfoldgicas, na forma de uma leve inflamagao ativa dentro da lamina prépria e
uma leve dilatagcdo das criptas edematosas. Como a progressao de podlipos de pequeno
porte, pode ndo ser marcada por uma mudancga cistica ostensiva e uma persistente
inflamacao crdnica, isto pode tornar estas pequenas lesdes clinicamente indistinguiveis de
polipos inflamatdrios (Rosito et al., 2005; Jass, 2008).

A maioria das familias com SPJ apresentam mutag¢do germinativa em qualquer um
dos genes a seguir, SMAD4/DPC4 localizados na posicao 21 do brago longo do
cromossomo 18, ou no gene BMPR1A/ALK3 localizado na posi¢éo 23 do brago longo do
cromossomo 10. A taxa de frequéncia de mutagdes germinativas em SMAD4 pode variar de
20% a mais de 50% em individuos com SPJ. Mutacbes neste gene também foram
associadas a polipos juvenis colorretais atipicos com uma alta relagdo epitélio/estroma e
também com o envolvimento gastrico (Rosito et al, 2005; Jass, 2008). Grandes dele¢des no
cromossomo 10q ocorrem em algumas familias com SPJ, que sugerem envolvimento tanto
do gene BMPR1A quanto do gene PTEN na etiologia da doencga (Rosito et al, 2005; Jass,
2008).

6. SINDROME DE PEUTZ-JEGHERS

A sindrome de Peutz-deghers, € uma desordem autossémica dominante com
expressividade variavel, que é distinguida pela presenga de podlipos hamartomatosos no
trato gastrointestinal, mais especificamente no intestino delgado e pigmentagcéo
mucocutanea. Sdo observadas manchas de melanina ao redor da mucosa oral e labios, em
alguns casos também é observado na face e nos dedos com alguma extensédo. Se estima
que a prevaléncia na populagdo em geral seja em torno de 1:100.000. A doenca apresenta
penetrancia variavel, inclusive dentro da mesma familia, enquanto alguns membros
apresentam apenas hiperpigmentacdo outros desenvolvem pigmentacdo e poélipos
hamartomatosos. A doenca se manifesta na adolescéncia e inicio da vida adulta. O sintoma
mais comum €& a dor abdominal recorrente em célica, causada pela intussussepcdo de
intestino delgado provocada pelos pélipos que, por vezes, evolui para obstrugao intestinal
podendo ocasionar também sangramento e anemia (Rosito et al, 2005; Kopacova et al,
2009).

Atualmente, mutagdes causadoras da sindrome de Peutz-Jeghers, foram descritas

no gene STK11 (Proteina serina/Treonina Cinase11), localizado no cromossomo 19p.13.3.
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O gene codifica uma Serina/Treonica Cinase multifuncional que é importante na transdugéo
de sinal do segundo mensageiro. Ela modula a proliferagdo celular, controla a polaridade
celular e parece ter um importante papel na resposta aos baixos niveis de energia celular.
Ja existem testes genéticos disponiveis para deteccdo de mutacdes no gene STK71, mas
este apresenta sensibilidade variavel, em casos familiares ¢ de 70% e em casos
esporadicos a sensibilidade varia de 30 a 67%. Mutagbes no gene supressor de tumor
PTEN (10922-23) sao responsaveis por um grupo de condigbes fenotipicamente
diversificadas, que tém sido chamadas coletivamente de sindrome do tumor-hamartoma
PTEN. Estas sao raras condi¢cbes autossdmicas dominantes e incluem um subtipo de
individuos com o fenétipo da Sindrome de Peutz-deghers (Rosito et al, 2005; Kopacova et
al, 2009).

Os polipos associados a Sindrome de Peutz-Jeghers podem ser diferenciados de
polipos hamartomatosos esporadicos e dos pélipos hamartomatosos associados a outras
sindromes, devido a um nucleo de musculo liso que arboriza todo o pdlipo. Pacientes com a
sindrome de Peutz-Jeghers, possuem um risco aumentado de desenvolver tumores
gastrointestinais malignos, especialmente céncer colorretal e o cancer de intestino delgado.
Eles também apresentam um risco aumentado para outros tumores, como o cancer de
mama, utero, ovario, pancreas, pulmao e testiculo (Witzfeld et al., 2001; Kopacova et al.,
2009).

7. POLIPOSE ADENOMATOSA FAMILIAR (PAF)

A mais comum dentre as sindromes hereditarias de predisposicdo ao cancer
associadas a polipose intestinal é a Polipose Adenomatosa Familiar (PAF), que tem heranga
autossObmica dominante e é causada por mutagcdo germinativa no gene supressor de tumor
APC (adenomatous polyposis coli). Cerca de 1% dos casos de cancer colorretal estao
associados a mutagbes germinativas em APC (Galiatsatos & Foulkes, 2006; Shulmann et
al., 2007) e a incidéncia da FAP é estimada em 1 em cada 10.000 nascidos vivos e a
prevaléncia é de cerca de 1 em 24.000 (Church, 2009).

7.1. Aspectos Gerais
A principal caracteristica da PAF é o desenvolvimento de centenas a milhares de

polipos adenomatosos no colon e reto, usualmente na adolescéncia com uma progressao

quase inevitavel para o cancer colorretal (CCR) em torno dos 35-40 anos, idade
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significativamente mais jovem do que a idade de diagnéstico observada para o CCR
esporadico (Varesco, 2004).

Embora o desenvolvimento do cancer colorretal se destaque como a complicagao
mais frequente, FAP é uma doenca de crescimento multissistémico (Groen. et al., 2008).

Além do desenvolvimento no coélon e reto, adenomas duodenais também séo
comuns, embora o desenvolvimento do cancer neste local seja menos comum, bem como a
manifestacdo de outras formas extracoldnicas (Bllow et al., 2006; Emma. et al., 2009).

Mutagdes no gene APC, localizado no cromossomo 5, sdo encontradas em 80 — 85%
dos casos e nesses casos geralmente o fendtipo € da forma classica da doenca (PAF
classica) caracterizada pela presenca de mais de 100 pdlipos coldénicos. Uma forma variante
da sindrome, a Polipose Adenomatosa Familiar Atenuada (PAFA), estd associada a
presenca de um numero menor de poélipos colénicos (por definicdo, menos de 100), e nestas
familias mutacdes germinativas de APC sao encontradas em cerca de 10% dos casos
apenas (Bouguen et al., 2007) (Galiatsatos & Foulkes, 2006; Shulmann et al., 2007).

7.2 Aspectos Clinicos

Os sintomas s&o incomuns em criangas e adolescentes, até que os adenomas sejam
grandes e numerosos, de modo a causar sangramento retal ou mesmo anemia. Outros
sintomas nao especificos como alteragbes no habito intestinal, constipagédo ou diarréia, dor
abdominal ou massa abdominal palpavel e perda de peso em pacientes jovens podem levar
a realizagcdo de exames do retossigméide e consequentemente aidentificacdo de pdlipos,
sugerindo o diagndstico de PAF (Half et al., 2009; Church et al., 2009).

7.2.1 Manifestagdes coldnicas

A apresentacdo clinica da PAF pode ser muito variavel, com diagnéstico em idade
mais avangada em pacientes apresentando poucas dezenas de podlipos adenomatosos até o
diagnostico em pacientes jovens com milhares de polipos adenomatosos por todo o célon
elou reto. (Lipton e Tomlinson, 2006). A maioria dos polipos de caracteristica benigna se
desenvolvem ainda na adolescéncia, mais comumente no célon distal (retossigméide) como

pequenos nodulos intramucosos (Half. et al. 2009).

32



7.2.2 Outras manifestagoes Gastrointestinais e Extracoldénicas

Individuos com PAF podem também desenvolver uma série de manifestagdes
extracolénicas. Pdlipos glandulares fundicos no estdmago estdo presentes em 90% dos
pacientes PAF, entretanto, raramente evoluem para cancer (Bianch et al, 2008). Cerca de
20-100% dos pacientes com PAF apresentam podlipos adenomatosos em duodeno,
preferencialmente na segunda ou terceira porgdo do duodeno e especialmente na regido
periampular. Cerca de 5% progredirdo para adenocarcinoma de duodeno (Gallagher et al.,
2006)

Outra manifestagao extracolénica presente em cerca de 70-80% dos pacientes com
PAF, que pode ser usada como um importante marcador clinico, é a Hipertrofia Congénita
do Epitélio Pigmentar da Retina (HCEPR) que pode ser detectada desde o nascimento
através de fundoscopia realizada por um oftalmologista experiente (Nieuwenhuis e Vasen,
2007). Cistos epidermoides presentes principalmente em face e couro cabeludo também séo
encontrados frequentemente em pacientes com PAF, assim como osteomas (Tumores
0sseos) na mandibula e calota craniana predominantemente, alteragdes dentarias,
adenomas de glandula adrenal e tumores desmodides (Stuart e Clark, 2006; Lipton e
Tomlinson, 2006; Lindor e Greene, 1998; Half et al., 2010).

8. SINDROME DE LYNCH

A maioria dos CCR hereditarios estdo associados ao diagnostico de Sindrome de
Lynch. A etiologia do CCR nestes casos é devida a uma combinagao de fatores genéticos e
ambientais, mas os fatores genéticos tém um papel dominante (Abdel-Rahman et al., 2008;
Vasen, 2005).

8.1 Aspectos Gerais da Sindrome

A sindrome de Lynch, também conhecida como Cancer Colorretal Hereditario Nao
Polipomatoso (HNPCC, do inglés Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer), se
caracteriza pelo desenvolvimento de CCR, cancer de endométrio e varios outros tumores
em pacientes com idade jovem (por volta dos 45 anos de idade). Trata-se de uma doencga
com padrdo de heranga autossdbmica dominante, na qual é possivel identificar individuos

afetados por cancer (principalmente CCR) em mais da metade dos membros da familia nas

33



sucessivas geragoes.(Vasen, 2005; Lagerstedt Robinson et al., 2007; Arnold et al., 2005; de
la Chapelle, 2004; Abdel-Rahman et al., 2008).

A sindrome de Lynch é causada por mutagdes germinativas em um dos principais
genes do sistema MMR (mismatch repair) de reparo do DNA (MLH1, MSH2, MSH6 e
PMS2), com uma penetrancia de aproximadamente 80% para CCR, 60% para céncer de
endomeétrio e até 20% para os outros tipos de tumores. Alteragées genéticas nestes genes
causam instabilidade genémica em seqiéncias curtas repetidas do genoma (chamadas
microssatélites) e o efeito cumulativo destas alteracdes em genes relacionados ao controle
do ciclo celular levam ao desenvolvimento do tumor (Vasen, 2005; Arnold et al., 2005; de la
Chapelle, 2004; Hadley et al., 2008; Shia, 2008; Baudhuin et al., 2005; Watson et al., 2005;
Nagorni, 2002; Abdel-Rahman et al., 2008; Balaguer et al., 2007).

8.2. Descrigao Clinica da Sindrome de Lynch

8.2.1. Espectro de Tumores

Um amplo espectro de tumores é encontrado na sindrome de Lynch. Na primeira
familia descrita por Warthin no inicio do século 20 (1913), o cancer gastrico e o cancer de
endométrio foram os tipos tumorais mais comuns; porém, nas seguintes geragdes da
mesma familia descritas por Lynch em 1971, o CCR foi o tipo de tumor mais frequente. A
variagao no padrao de tipos de cancer ao longo dos anos reflete na incidéncia de cancer na
populagéo através de certo periodo de tempo, e esta variacdo é distinta entre as familias
com sindrome de Lynch nas diferentes populagbes. Estas observagcbes sugerem que,
mesmo na sindrome de Lynch, os fatores ambientais tém um papel importante no processo
carcinogénico (Vasen, 2005).

Além do alto risco de desenvolver CCR, os individuos afetados podem desenvolver
outros tipos de tumores extracolonicos, como cancer de endométrio, ovario, estdmago, trato
urinario, pancreas, intestino delgado, trato hepatobiliar e/ou cérebro. Outra das
caracteristicas da sindrome de Lynch € a ocorréncia de multiplos tumores nos pacientes
afetados (Vasen, 2005; Arnold et al., 2005; de la Chapelle, 2004; Balaguer et al., 2007,
Lagerstedt Robinson et al., 2007; Watson et al., 2005; Abdel-Rahman et al., 2008; Hadley et
al., 2008).
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8.2.2.Cancer Colorretal (CCR)

Pacientes com mutagbes em genes MMR desenvolvem adenomas coldnicos mais
frequentemente que pacientes sem este tipo de alteragbes. Estes adenomas sdo maiores e
uma grande proporgao deles mostra caracteristicas histoldgicas sugestivas de degeneragéao
maligna tais como alto grau de displasia e presenga de arquitetura vilosa extensa. Os
adenomas e carcinomas nos pacientes com sindrome de Lynch estdo predominantemente
localizados no célon proximal. Além da sua localizagdo, os tumores do espectro Lynch
apresentam caracteristicas patolégicas especificas, como infiltrado linfocitario, carater
mucinoso e pouca diferenciagdo histo-citolégica. Na sindrome de Lynch, a sequéncia
adenoma-carcinoma ocorre mais rapidamente que nos casos de CCR esporadico. Em
média, os pacientes afetados desenvolvem adenomas com 43 anos de idade, e o
diagnostico do carcinoma ocorre aos 46 anos de idade. Estas observacdes, em combinagéo
com a proporgao relativamente alta de pacientes com desenvolvimento de CCR em trés
anos logo apos a realizacdo de uma colonoscopia sem alteragcdes, sugerem que a
sequéncia adenoma-carcinoma estaria acelerada e que a progressdo do adenoma ao
carcinoma levaria menos de 3 anos, comparado com CCR esporadico, no qual este
processo poderia levar de 10 a 15 anos (Vasen, 2005; Arnold et al., 2005; Abdel-Rahman et
al., 2008).

8.3. Estimativas de Risco

Nos pacientes com diagnéstico de sindrome de Lynch, o risco de desenvolver cancer
ao longo da vida é dependente do sexo e do gene afetado. O risco de desenvolver CCR em
pacientes com mutagdo em genes MMR varia de 30-85%, o risco de desenvolver cancer de
endomeétrio varia de 30-60%, e o risco de desenvolver outros tipos de tumores do espectro
Lynch é menor que 10% (Vasen, 2005; Lu et al., 2007; Lu et al., 2005).

8.4. Critérios Clinicos para diagnéstico da Sindrome de Lynch

Nos primeiros estudos sobre a sindrome de Lynch que tiveram como objetivo a
definicdo das caracteristicas clinicas da sindrome, o Grupo Internacional Colaborativo de
HNPCC, atualmente chamado Sociedade Internacional de Tumores Gastrointestinais

Hereditarios (InSiGHT, International Society of Gastrointestinal Hereditary Tumors) propbs
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uma serie de critérios clinicos para a sindrome de Lynch em 1990 que foram modificados
em 1999 (Anexos 1 e 2).

Os critérios de Amsterdam modificados reconheceram a importancia dos tumores
extracolénicos para o diagnéstico da sindrome. Porém, esses critérios poderiam ser pouco
sensiveis em casos onde a familia & pequena ou a histéria familiar ndo é conhecida. Para o
auxilio no diagnéstico de casos como estes, portanto, foram propostas os Critérios de
Bethesda, em 1996 (Boland et al., 1998). Estes critérios descrevem praticamente todas as
condicgdes clinicas suspeitas da sindrome de Lynch (Anexo1 e 2). Em dezembro de 2002, o
Instituto Nacional de Céncer (NCI, National Cancer Institute, USA) realizou um workshop

sobre estes critérios Bethesda propondo uma atualizagéo (Vasen, 2005; Umar et al., 2004).

8.5. Aspectos Moleculares

8.5.1. Sistema MMR de Reparo do DNA

A sindrome de Lynch é causada por mutagdes germinativas em qualquer um dos
genes do sistema MMR de reparo do DNA. A fungao principal do sistema MMR é manter a
estabilidade genbmica corrigindo erros de pareamento gerados durante a replicagdo do DNA
(Peltomaki, 2005; Abdel-Rahman et al., 2008). Dentre as nove proteinas humanas
identificadas, mutagdes em trés delas (produtos dos genes hMLH1, hMSH2, hMSHG6) s&o
responsaveis por mais do 95% das mutagdes associadas a sindrome de Lynch. Esses
genes também estdo envolvidos na apoptose induzida por sinalizagdo em resposta ao dano,
e sua inativacdo ndo s6 acrescenta a ocorréncia de mutagdes, mas também confere
vantagens no crescimento seletivo das células, resultando na formagao do tumor (Peltomaki,
2005).

O sistema MMR de reparo é formado por dois complexos moleculares: o complexo
MutS (msh2/msh6) e o complexo MutL (mlh1/pms2). Ambos complexos protéicos atuam no
reconhecimento e no reparo de erros de pareamento incorreto entre as duas fitas do DNA e
loops de insercbes e/ou delegbes que podem se formar durante o processo de replicagao
(Peltomaki, 2005; O'Brien et al., 2006).
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8.5.2. Sistema MMR e Instabilidade Genomica

Uma falha ou deficiéncia no sistema MMR de reparo leva a substituicido de bases na
sequéncia de DNA ou pode causar insergdes ou dele¢gdes em sequéncias curtas repetidas
do genoma chamadas microssatélites, ocasionando a uma perda ou ganho de unidades de
repeticdo nestas regides. Este fendbmeno de alteragdo no numero de repeticbes nessas
regides especificas do genoma, é chamado de instabilidade de microssatélites (IMS) (Abdel-
Rahman et al., 2008)

8.6. Diagnéstico Molecular

Ao longo destes ultimos anos, técnicas de rastreamento de mutagbes nos genes
MMR tém sido otimizadas. Dentre as técnicas de rastreamento utilizadas para diagnodstico
da sindrome de Lynch, a andlise de Instabilidade de Microssatélite (IMS) e a
Imunohistoquimica (IHQ) das principais proteinas MMR, s&o as recomendadas e s&o as
mais utilizadas. Uma vez identificada IMS ou auséncia de expressdao de uma das proteinas
do sistema MMR por IHQ, se procede a busca por mutagdes germinativas nos genes
associados a doenca. Esta investigacdo geralmente é realizada por sequenciamento direto
de toda a sequencia codificadora dos genes MMR mais comumente afetados. A IHQ pode
auxiliar muito na identificagdo do gene que mais provavelmente estda mutado. Os genes mais
comumente afetados por mutagdes na sindrome sido MLH1, MSH2 e MSH6. Porém, em
pacientes sem mutacao de ponto identificada nestes genes), a presenca de mutagbes mais
raras em PMS2 ou rearranjos génicos pode explicar a causa da sindrome. Nestes casos, a
técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) pode auxiliar no

rastreamento dos rearranjos (Abdel-Rahman et al., 2008).

9. GENE MUTYH E SINDROME DA POLIPOSE ASSOCIADA AO GENE MUTYH.

Em 2002 uma nova sindrome autossémica recessiva de oligopolipose coldnica foi
descrita na literatura por Al Tassan et al., apés estudo de uma familia Britdnica denominada
como familia “N” e submetida a analises envolvendo o gene homoélogo de MutY (MYH ou
MUTYH) (Slupska et al., 1996). Em 2003, artigos publicados por Sampsom e Cheadle
referiram pela primeira vez os achados a existéncia de uma nova sindrome de Polipose

colénica associada ao gene MUTYH (PAM).
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9.1 Familia “N”

A familia britdnica denominada de familia “N”, tivera trés geragdes avaliadas por Al-
Tassan (Figura 2) na qual dois irmdos da segunda geragdo apresentavam quadro de
polipose colbnica, com aproximadamente 50 pélipos adenomasmatosos e um terceiro irmao
havia falecido por adenocarcinoma de célon com identificacdo de adenomas sincrénicos.

A analise molecular dos adenomas, realizada através de sequenciamento completo
do gene APC, revelou a presenca de 18 mutagbes somaticas no gene, sendo 15 destas,
transversbes G:C-T:A, encontradas normalmente em tumores esporadicos descartando a
possibilidade de mutagdes herdadas em APC. Os principais agentes causadores deste tipo
de transversdo sao espécies reativas de oxigénio (ROS - Reactive Oxygen Species),
produzidas pelo metabolismo aerdbio. As enzimas responsaveis pelo reparo e prevengao
deste tipo de lesdo fazem parte do sistema de reparo por exciséo de base (BER - do inglés -
Base Excision Repair). Foram realizadas analises moleculares dos genes deste complexo e

constatada a presenca de duas mutagdes, G382D e Y165C, no gene MUTYH.

Figura 2: Familia N
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Adaptado de Al-Tassan, Nature Genetics 2002.
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9.2 Sistema de Reparo por Excisdo de Bases (BER)

O mecanismo responsavel pela corregao e prevengao das transversdes ocasionadas
por ROS é o sistema de reparo por excisdo de base (BER - do inglés Base Excision Repair).
Este sistema foi caracterizado primeiramente em E. Coli € as principais enzimas envolvidas
sao identificadas como MutT, MutM e MutY. Em 1996, Slupska e colaboradores reportaram
as enzimas homoélogas em humanos MTH1, OGG1 e MUTYH (hMYH) respectivamente.

A via de reparo BER € coordenada por uma série de eventos enzimaticos, os quais
podem ser divididos globalmente em duas etapas. A primeira etapa se caracteriza pelo
reconhecimento e a excisdo, retirada, de uma base danificada por uma série de DNA-
glicosilases especificas. A proxima etapa do processo envolve uma série de acgodes
sequenciais de diferentes enzimas para a correcdo do DNA, inserindo um ou alguns
nucleotideos direcionado pela fita molde, a partir do sitio danificado (Kairupan and Scott.,
2007).

A via BER é geralmente iniciada por DNA glicosilases dano-especificas, que
reconhecem as lesdes e retiram as bases danificadas do DNA, através de clivagem da
ligacdo N-glicosidica entre a 2'-desoxirribose e a base danificada. As DNA-glicosilases
podem ser classificadas de acordo com seu mecanismo de agdo em mono ou bi-funcionais.
Esta caracteristica € que determina qual sub-via de BER sera utilizada, pois o sistema BER
possui duas diferentes sub-vias de reparo, conhecidas como via de reparo de curta ou longa
duracéo (Fortini et al., 1999).

A primeira etapa é caracterizada pela acdo de uma DNA-glicosilase que reconhece a
base especifica danificada, cliva a ligagdo N-glicosidica dando origem a um sitio apurinico /
apirimido (AP). Esta “leséo” é, posteriormente feita por uma AP-endonuclease ou uma AP-
liase para gerar uma quebra de fita simples (SSB - Single strand break). Apds a clivagem da
ligacao fosfodiéster, o mecanismo de BER pode prosseguir através de uma das duas
diferentes sub-vias: a via BER de curta duragdo e a via BER de longa duragdo. Elas sao
diferenciadas pelo tamanho da abertura feita na fita de DNA pelas enzimas de reparo
envolvidas em cada processo. A primeira sub-via € caracterizada pela ressintese de um
unico nucleotideo, pela DNA polimerase 3 (Pol B), no local da lesdo. A via longa de BER,
envolve a ressintese de varios oligonucleotideos préximos a lesdo, que pode ser de dois a
sete nucleotideos de extensdo, que pode ser realizada pelas Pol B ou ambas as
polimerases replicativas, Pol d, ou €. O deslocamento do eixo da lesdo contendo a leséo
exige a acdo de agentes adicionais, ou seja, uma flap-endonuclease, FEN1, que reconhece
e cliva a o fragmento na base da estrutura e PCNA age formando um grampo para a agao

das polimerases replicativas (Forntini et al., 2003).
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Dentre as funcbes do sistema BER esta o reparo de mutacbes causadas por
espécies reativas de oxigénio (ROS) e danos resultantes da metilagdo do DNA,
desaminac&o e hidroxilacdo. Espécies reativas de oxigénio s&o produzidaos na cadeia
respiratéria e em resposta a componentes inflamatérios. Estes também podem ser
produzidos como consequéncia de radiacdo ionizante ou exposicdo ambiental a metais de
transicao, oxidantes quimicos e radicais livres (David et al., 2007; Loon et al, 2010). A 8-oxo-
7,8-dihidro-2"-dioxiguanosina (8-oxoG) € o produto mais estavel, gerado por ROS, capaz de
causar danos oxidativos no DNA. Estas bases quando livres s&o incorporadas ao DNA pelas
proprias polimerases e a ndo remogao da 8-oxoG antes da replicagao, resulta erroneamente
no pareamento desta com uma adenina, provocando a transversao de bases (G:C-T:A)

(Neeley e Essigmann, 2006)

Figura 3: Reparo Por Excisdao de Base (BER)
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Adaptado de David SS et al., Nature 2007.
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9.2.1 Enzimas MTH1 e OGG1

A enzima MTH1(hMutT) é a responsavel por prevenir, através da hidrollise da 8-
0xo-dGTP livre, a incorporagao da 8-oxoG no DNA pelas polimerases. O outro componente
do sistema BER, a glicosilase OGG1 (hMutM), é encarregada de reconhecer e remover a 8-
oxoG quando pareada erroneamente a uma Citosina(C) durante a replicacdo do DNA, para
que em seguida outras enzimas da via BER possam restaurar a fita de DNA com a base
excisada. No entanto, caso isto ndo ocorra, e a 8-0xoG nao seja retirada, na replicagao
seguinte sera pareada de forma incorreta com uma adenina, formando um sitio A:8-oxoG e
posteriormente A:T, ocasionando uma transversédo (Paz-Elizur et al., 2008; David et al.,
2007).

9.2.1 Gene MUTYH - hMYH - hMutY

A enzima MUTYH-glicosilase é codificada pelo gene MUTYH (OMIM# 604933),
localizado no brago curto do cromossomo 1 (1p32.1-p34.3). O gene consiste em 16 exons
que codificam uma proteina de 546 aminoacidos (NCBI# NP_036354.1), responsavel pela
remocao de residuos de adenina pareados erroneamente com a 8-oxoG na fita de DNA
recém sintetizada durante a replicagdo. Este processo gera sitios apurinicos / apirimidicos
(AP), que sao reparados por DNA polimerases (Loon et al., 2010).

A proteina MUTYH, apresenta uma extensdo no dominio N-terminal que esta
envolvida na segmentacdo mitocondrial de MUTYH e na interagdo com a proteina de
replicagao A (RP-A), enquanto no dominio C-terminal da proteina, se encontra a sequéncia
de localizagdo nuclear e o motivo de interagdo com PCNA. A proteina MUTYH possui
localizagdo tanto nuclear quanto mitocondrial, o que é direcionado por uma sequéncia
contida nos 14 ultimos aminoacidos da por¢gdo amino-terminal da proteina (Ohtsubo et al.,
2000). Algumas das variantes mais bem caracterizadas do gene codificam proteinas de 52,
53 e 57 kDa . A forma de 57kDa é encontrada na mitocondria e localizada na matriz
mitocondrial (Takao et al., 1998; Parker et al., 2000).

A proteina contém varios dominios funcionais, incluindo: dominio N-terminal na
regido 5 ', que contém uma regiao catalitica que inclui uma helix-hairpin-helix (HhH), uma
pseudo HhH e um conjunto de motivos de algas de ferro-enxofre, que também s&do motivos
comuns em outras glicosilases do sistema BER. O dominio C-terminal da regido 3', é parte
da regiao que faz homologia com a enzima MTH1 e desempenha um papel importante no

reconhecimento da 8 oxoG. A proteina MUTYH, também apresenta dominios de ligagdo ao
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DNA, um motivo de ligacdo da adenina e diversos dominios de interagdo com APE1, com a
enzima PCNA, RPA e MSHS6, localizado em diferentes regides do gene (Figura 4) (Cheadle
e Sampson, 2007)

As duas mutagdes mais comuns em MUTYH, p.Y179C e p.G396D, estao situadas
no dominio catalitico e no dominio C-terminal, respectivamente. Ambos residuos possuem
um importante papel no reconhecimento da 8-oxoG quando pareada erroneamente com
uma adenina, 8-oxoG:A. (Volk et al., 2000; Lu et al., 2006; David et al., 2007). Em um estudo
funcional, as variantes p.Y179C e p.G396D, chegaram a apresentar uma reducgéo de 98% e

86%, respectivamente, na atividade de remocdo da adenina pareada errbneamente,
comparada ao tipo selvagem (Al-Tassan et al., 2002).

Figura 4. Espectro de Mutagoes de acordo com os dominios proteicos de MUTYH
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Adaptado de Cheadle e Sampson, 2007
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9.2.2.1 Mutagées em MUTYH

Diversos tipos de mutag¢des pontuais foram descritos no gene MUTYH, incluindo
mutagdes de troca de sentido, sitio de splicing e mutagcdes de perda de sentido, entretanto,
ainda ndo ha relatos de grandes deleg¢bes ou duplicagdes genbmicas. O gene possui dois
hotspots, localizados nos exons 7 e 13, referentes a localizacdo das duas mutagdes comuns
p.Y179C e p.G396D, respectivamente, que juntas correspondem a aproximadamente 80%
dos alelos mutantes reportados em populagdes européias e norte-americanas (Figura 5).
Entretanto, ndo ha relatos de mutagdes em MUTYH em coreanos, japoneses ou judeus de
origem européia (Enholm et al., 2003; Sampson et al., 2003; Vandrovcova et al., 2004; Isidro
et al, 2004; Gismondi et al., 2004; Aceto et al., 2005; Miyaki et al., 2005; Kairupan et al,
2005; Nielsen et al.,2010).

Figura 5: Frequéncia das mutacoes de MUTYH relatadas em pacientes PAM com
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Adaptado de Sampson & Jones 2009
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Até 2008, mais de 60 diferentes mutagdes do gene MUTYH, haviam sido relatadas
em uma variedade de combinagdes bialélicas em pacientes com o fenétipo de PAM (Fig. 5).
Estas sdo distribuidas ao longo de todo o gene, com excecado das regibes 3’ e 5 terminais.
Elas incluem mutacdes de troca de sentido ("47%), mutagbes sem sentido ("20%), pequenas
insercdes ou delecdes ("14%), alteragcdes em sitios de processamento ("14%), e inser¢des
ou delegdes in-frame (<5%) (Sampson & Jones, 2009).

Conforme recomendado pelo Human Genome Variation Society (HGVS) em
colaboragdao com The Nacional Center of Biotechnology (NCBI), o maior transcrito existente
de MUTYH (NM_001128425.1),(www.lovd.nl.mutyh), deve ser utilizado como referéncia. Isto
fez com que a nomenclatura das mutagdes até entdo descritas se modificasse. Este difere
do utilizado anteriormente pela insercdo de 42 nucleotideos apés o c¢.157. Com a nova
nomenclatura, as duas mutagées comuns descritas como p.Y165C e p.G382D, passaram a
ser descritas como p.Y179C e p.G396D, respectivamente.

Diversas mutagdes populagio-especificas ja foram descritas no gene MUTYH,
dentre as mutacbes descritas estdo: ¢.1437_1439del em italianos (p.Glu480del),
€.1227_1228dup em espanhois e portugueses, p.P405L em Holandeses, p.E480X em
Indianos britanicos, pA437D em finlandeses, p.Y104X em paquistaneses, p.Rd45C, IVS10-
2A>G (sitio de processamento) e p.A359V em japoneses (lIsidro, 2004; Gismond, 2004;
Nielsen, 2005; Aceto 2005; Venesio, 2004; Miyaki, 2005; Dolwani, 2007; Kim, 2007a; Kim,
2007b; Yanaru-Fujisawa, 2008; Gomez-Fernandez, 2009).
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Figura 6. Freqiiéncia alélica de mutagdes germinativas em portadores bialélicos
(Mutagoes comuns e populagao-especifica)
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Adaptado de Poulsen e Bisgaard 2008.

9.3 Sindrome da Polipose Associada ao gene MUTYH (PAM)

9.3.1 Consideragoes gerais

Em um artigo de revisdo publicado recentemente, Nielsen e colaboradores
apresentaram relatos de mais de 500 pacientes com PAM. A maioria dos portadores de
mutagdes bialélicas, apresentam entre 10 e algumas centenas de pdlipos, dentre estes
apenas dois casos apresentavam mais de 500 pdlipos. Também um grande numero de
pacientes apresentou o desenvolvimento de tumor colorretal na auséncia de polipos
colorretais. Em torno de 60% dos pacientes PAM com polipose apresentam CCR ao
primeiro diagndstico, com uma idade média de 48 anos. Em um estudo de coorte para CCR,
a penetrancia do CCR em pacientes PAM foi estimada em 19% até os 50 anos e de 43% até

os 60 anos de idade (Lubbe, 2009).
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9.3.2 Manifestagdes Colonicas

Mutagdes bialélicas sdo encontradas em 28% dos pacientes que apresentam entre
10-100 pdlipos e 14% dos pacientes com 100-1000 pdlipos, sem mutagdes germinativas em
APC (APC-negativos). Um estudo caso-controle realizado por Balaguer e colaboradores em
2007, mostrou que o fendtipo de mais de 15 adenomas sincrdnicos e o desenvolvimento de
CCR em idade jovem (antes dos 50 anos), tem sensibilidade de 75% e especificidade de
93.8% para detecgao de mutacdes bialélicas em MUTYH.

O amplo espectro fenotipico de manifestagdes coldnicas no qual se sobrepde os
critérios clinicos de sindromes polipdides como a PAF e PAFA, dificulta o diagnéstico clinico
das familias com a sindrome PAM. Nestes casos mutagdes em MUTYH sao encontradas
em 15-30% de todos os pacientes PAFA e em torno de 7-22% de pacientes PAF (Sieber et
al., 2003; Aretz et al., 2006; Aceto et al., 2005; Al-Tassan et al., 2002; Jones et al., 2002; )

9.3.3 Correlagao Genotipo/Fenétipo

Diversos estudos funcionais com as variantes de MUTYH ja foram publicados,
entretanto os resultados ainda s&o controversos. Estudos com as duas mutagdes comuns
p.Y179C e p.G396D, mostrou que a variante p.Y179 que esta localizada no sitio HhH da
proteina, tem um importante papel no reconhecimento da 8oxoG pareada com a adenina e
na estabilidade do complexo DNA-Proteina. Com relagao a variante p.G396, esta se localiza
no dominio C-terminal da proteina e também estd envolvida no reconhecimento do
pareamento errbneo 8oxoG-Adenina e na flexibilidade conformacional da proteina (Guan,
1998; Fromme, 2004; Chmiel, 2001; D’Agostino 2010).

Alguns estudos também demonstraram que MUTYH-p.Y179C apresenta uma grande
reducdo da atividade enzimatica quando comparada a de MUTYH-p.G396D. Foi
demonstrado recentemente que o fenétipo de portadores de mutagdes bialélicas p.G396D é
menos grave do que pacientes homozigotos p.Y179C (Nielsen, 2009). A média de idade ao
diagnéstico de CCR em pacientes homozigotos p.G396D ¢é de 58 anos, 52 anos para
heterozigotos compostos p.G396D/p.Y179C e 46 anos em pacientes homozigotos p.Y179C
(Lubbe, 2009; Nielsen 2010).

9.3.3.1 Heterozigotos
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O risco de CCR em portadores heterozigotos de mutacdes germinativas do gene
MUTYH tem sido alvo de muitos debates, pois nestes casos o CCR se desenvolveria,
possivelmente, numa idade mais avancada tornando o risco equivalente ao da populagao
em geral. A taxa de portadores de mutagcées monoalélicas em MUTYH nos grupos controles
(Ontario, Canada; Melbourne, Australia; Seattle, WA, USA e Reino Unido) é de 1,5-2,0%
para todas as mutacbes, mais especificamente, 1,1-1,6% para p.G396D, 0,4-0,6% para
p.Y179C e menos de 0,1% para outras mutagbes (Cleary, 2009). O risco de desenvolver
CCR nestes pacientes MUTYH-heterozigotos, seria a partir de um segundo evento somatico
em MUTYH, levando as células a possuir um sistema BER defeituoso que,
consequentemente levaria a adquirir mais mutagbes somaticas em genes, como APC e
KRAS. Essas mutagdes somaticas poderiam induzir a tumorigénese nestes casos (Halford
et al, 2003; Bougatef et al., 2007; Lipton et al., 2003)

Em 2010, Nielsen e colaboradores demonstraram em um artigo de revisdo, que dos
dezessete estudos caso-controle realizados até o presente momento, apenas trés
encontraram significancia estatistica para o risco de CCR neste grupo de pacientes.
Entretanto alguns estudos demonstraram um discreto aumento no risco de CCR em
parentes de primeiro grau, com mais de 55 anos, de portadores de mutagdes monoalélicas
ou bialélicas em MUTYH (Lubbe et al., 2009; Jones et al., 2009; Jenkins et al., 2006).

9.3.4 Caracteristicas Histologicas e Moleculares apresentadas na sindrome PAM

Dentro do quadro de polipose colbénica, pacientes com PAM podem apresentar uma
variabilidade na morfologia dos pélipos presentes no intestino. Os tipos de pdlipos
reportados em pacientes PAM, sdo principalmente adenomas tubulares, adenomas
tubulovilosos, adenomas serrilhados, hiperplasicos e polipose mista com histologia
hiperplasica e adenomatosa. Alguns estudos demostraram que em 47% dos pacientes PAM,
sdo encontrados um ou mais polipos hiperplasicos e/ou adenomas sésseis serrilhados
(Lipton et al., 2003; Gismond et al. 2004; Sampson et al. 2003; Sieber et al. 2003; Ponti et
al., 2005; Chow, et al. 2006; Boparai ef al., 2008; O’Shea et al., 2008). Em estudo realizado
por Casper em 2009, a maioria dos polipos foram encontrados no célon ascendente e ceco
(29 e 78,4%, respectivamente), 5,4% foram localizados a partir da flexura esplénica e 16,2%
no célon transverso.

A caracteristica molecular dos carcinomas e adenomas colorretais associados a
PAM, esta relacionada a notavel preponderancia de mutagbes somaticas do tipo

transversdes de G para T. Alias, este foi o padrdo de mutagbes adquiridas no gene APC em
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tumores da familia “N”, descrita anteriormente, que levou ao reconhecimento de PAM como
uma sindrome distinta (Sampson & Jones, 2009).

Em alguns estudos, mutagdes somaticas em APC foram encontradas em 14-83%
dos tumores colorretais de pacientes PAM e aproximadamente 64% dos tumores dos
pacientes PAM, apresentam uma mutagdo especifica no cédon 12 do gene KRAS.
Mutacdes em P53 e SMAD4 também foram encontradas de forma menos frequente (Lipton
et al., 2003; Lefevre et al., 2006; Nielsen et al., 2009a).

9.3.4.1 Instabilidade de Microssatélites (IMS)

A via IMS ndo é uma via comum de desenvolvimento do tumor em pacientes com
PAM, entretanto pequenos estudos encontraram uma frequéncia de alta-IMS em tumores de
paciente PAM que variou de 0-18%, o que sugere ser uma via alternativa, através da
inativacdo de MLH1, para o desenvolvimento de tumores em alguns pacientes da sindrome
(Lefevre et al., 2004; Colebatch et al., 2006; Cleary et al., 2009; Lubbe et al., 2009; Nielsen
et al. 2009a; O’Shea et al., 2008).

Os tumores apresentados por pacientes PAM, apresentam caracteristicas similares
aos tumores com alta-IMS, encontrados na SL e em pacientes esporadicos, com uma
preferéncia pelo colon proximal, entretanto pacientes com PAM apresentaram uma elevada
taxa do histotipo mucinoso e uma aumentada presenca de infiltrados linfocitarios (TIL's -
Tumor Infiltrating Limphocytes) comparado aos tumores esporadicos (Nielsen et al., 2010;
Cleary et al., 2009; Lipton et al., 2003).

9.3.5 Manifestagdes Extracoldnicas

A incidéncia de manifestagdes extracoldnicas, como um todo, em pacientes PAM é
quase o dobro comparado a populacdo em geral e o risco de desenvolver estas
manifestagdes chega a 38% ao longo da vida. A média de idade ao diagnéstico varia de 51
a 61 anos (Vogt, 2009).

Assim como nas sindromes PAF, PAFA e inclusive Sindrome de Lynch (SL) e
variantes como a de Muir-Torre, pacientes com PAM apresentam uma variavel quantidade
de manifestagdes extracoldnicas relatadas, como pdlipos duodenais, pdlipos gastricos de
glandulas fundicas, cancer de mama, tumores de pele, cancer de bexiga, adenomas de
glandulas sebaceas, cistos epidermdides, epiteliomas, lipomas, hipertrofia congénita do
epitélio pigmentar da retina (HCEPR), carcinoma de es6fago, polipos e tumores em

endométrio e ovario (Wasielewski et al., 2010; Ajith Kumar et al., 2008; Tricarico, et al.,
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2009; Ponti. et al, 2007; South et al., 2008; Nielsen M et al., 2006; Bouguem G et al., 2007;
Jo W-S et al., 2005; Jones et al., 2007; Nielsen et al., 2005; Kanter-Smoler et al., 2006;
Sieber et al., 2003).

Estes tumores (adenomas, carcinomas e epiteliomas), sdo constantemente
encontrados na variante de Muir-Torre da sindrome de Lynch, ja foram relatados em
pacientes PAM, bem como hiperplasia de glandula sebacea, que nao faz parte da sindrome
de Muir-Torre também ja foram relatados em pacientes PAM. Nestes casos foi encontrada
uma mutagdo somatica no gente BRAF, p.V600E (Guillen-Ponce et al., 2010; Ponti et al,
2005; Ajith Kumar et al., 2008).

Algumas manifestagdes encontradas frequentemente em pacientes com PAF,
também foram relatadas em pacientes PAM, como lipomas, hipertrofia congénita do epitélio
pigmentar da retina (HCEPR), osteomas, cistos epidermoides, tumor desmoéide e
pilomatricomas (Vogt et al, 2009; Gismondi et al., 2004; Lefevre et al., 2006; Avezzu et al.,
2008; de Ferro et al., 2009; Baglioni, 2005).

A polipose duodenal ocorre em aproximadamente 17% dos portadores de PAM e o
risco de cancer de duodeno chega a 5% ao longo da vida (Croitoru et al., 2007; Stormorken
et al., 2006; Buecher, 2008).

Um estudo realizado por Vogt em 2009 reportou 17(11%) pacientes PAM com lesbes
gastricas e um alto risco de cancer gastrico, porém sem significancia estatistica. Entretanto
um grupo de pesquisadores japoneses, em um estudo de 20 familias com cancer gastrico,
nado encontrou nenhum portador bialélico das mutagdes comuns, porém os autores
descreveram uma nova variante (IVS10-2A) em um sitio de processamento, presente um
grupo adicional de 148 casos consecutivos de cancer gastrico e que nao foi encontrada no
grupo controle (Tao, 2004; Vogt, 2009).

Nao existe uma associagao significatica com o cancer de endométrio, entretando ha
relatos na literatura de tumores de endométrio entre pacientes PAM (Vogt et al., 2009;
Stormorken et al., 2006; Tricarico et al., 2009; Barnetson et al., 2007; Ashton et al., 2009).

A associagdo entre o cadncer de mama e o gene MUTYH é possivel devido a relagéo
dos genes BRCA1 e BRCA2 no processo de reparo da 8oxoG (Le Page et al., 2000). Em
um estudo de coorte europeu, a incidéncia de cancer de mama em pacientes PAM foi
siginificativamente maior. Entretanto, em contraste com os tumores que ocorrem na
sindrome de cancer de mama e ovario hereditarios, o cadncer de mama em pacientes PAM
apresenta uma manifestacéo tardia, entre a quinta e oitava década de vida (Vogt et al.,
2009).
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Um estudo holandés realizado por Wasielewski em 2010, reportou uma frequéncia
de mutagdes em MUTYH de 4% em familias com sindrome de mama e colon hereditario
(HBCC - Hereditary Breast and Colorectal Cancer).

Em estudo com 276 pacientes europeus com PAM, foi encontrado um baixo a
moderado, mas significante aumento na incidéncia de cancer de ovario e de bexiga, assim
como de cancer de pele. O risco de cancer de bexiga em PAM, foi semelhante ao risco de
canceres do trato urinario e pulmonar na sindrome de Lynch. No entanto, em contraste com
a sindrome de Lynch, os canceres nao se localizam na parte superior do trato urinario (pelve
renal, ureter) (Vogt et al., 2009). Também foi relatado cancer de ovério, no qual em um dos
casos, a histologia era conhecida e se tratava de um cistoadenocarcinoma mucinoso. Além
disso, também foram relatados trés casos de carcinoma de tiredide, cada um com diferente
histologia (Vogt et al, 2009; Ponti et al, 2005). Em outro estudo recente, mutagdes bialélicas
em MUTYH p.Q338H, mostraram associagao significativa com o risco de cancer de pulméo
em fumantes (Miyaishi et al., 2009).

A auséncia de caracteristicas patoldgicas especificas e a falta de antecedentes
familiares de CCR, nestes individuos, indica que a identificagdo de casos de CCR
associados ao gene MUTYH pode ser dificil, o que ressalta a importancia da avaliagédo
molecular do individuo e familiares, para o devido aconselhamento genético e manejo das

familias (Nielsen et al., 2010).
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10. JUSTIFICATIVA

A literatura internacional indica que mutacdes bi-alélicas no gene MUTYH podem estar
associadas, com relativa freqiiéncia, ao fenotipo de polipose colbnica, seja ela classica ou
atenuada, ou mesmo a casos de CCR diagnosticado antes dos 60 anos de idade sem
polipos colbnicos identificaveis. A penetrancia de CCR em pacientes com PAM é em torno
de 19% até os 50 anos de idade, 43% até os 60 anos (Lubbe et al, 2009) e podendo chegar
a 100% caso ndo haja o acompanhamento correto. A atual penetrancia para o CCR é
possivelmente maior, pois o desenvolvimento do CCR pode ser evitado através de
programas de rastreamento intensivo.

O diagnéstico molecular da sindrome da Polipose Associada ao gene MUTYH é de
grande utilidade como diagndstico diferencial e principalmente para direcionar o tratamento
e 0 acompanhamento de pacientes com esta sindrome, em vista que ndo se tem relatos da

mesma na populagdo do Rio Grande do Sul ou do Brasil.

51



11. OBJETIVOS

11.1 Objetivo Geral

Estimar a frequéncia das mutagdes p.Y179C e p.G396D do gene MUTYH em
individuos diagnosticados com cancer colorretal e/ou polipose colénica no estado do Rio
Grande do Sul.

11.2 Objetivo Especifico

Correlacionar os resultados moleculares a variaveis clinicas do individuo (fenétipo
sindrémico, presenca de consanguinidade, numero e tipo de pdlipos colénicos associados,
presenca ou auséncia de CCR associado, idade média ao diagndstico de CCR,

caracteristicas do tumor ao diagnéstico).
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ABSTRACT

Introduction: MUTYH Associated Polyposis (MAP) syndrome is an autosomal recessive
cancer predisposition syndrome associated with the development of colorectal tumors and
colonic polyps at an early age. MAP syndrome is associated to germline biallelic mutations in
the MUTYH gene which lead to deficient DNA repair through the Base-Excision Repair
system and accumulation of G:C—T:A transversions in the genome. Occurrence of such
mutations in oncogenes and tumor suppressor genes then drive colorectal carcinogenesis
and are associated with the development of colonic polyps and tumors. Two common
mutations, p.Y179C and p.G396D, are present in approximately 70-80% of MAP in European
families with identified MUTYH mutations.

Objectives: The aim of this study was to assess the frequency of the germline MUTYH
mutations p.Y179C and p.G396D in Brazilian patients with MAP and other hereditary
colorectal cancer (CRC) phenotypes, as well as in sporadic CRC cases.

Patients and Methods: A total of 75 patients were included. Patients were classified as:
MAP (n=15), Familial Adenomatous Polyposis (n=15), Lynch Syndrome (Amsterdam criteria,
n=15 and Bethesda criteria, n=15) and Sporadic Colorectal Cancer. Samples were screened
for the MUTYH mutations p.Y179C and p.G396D by allelic discrimination assays using allele-
specific TagMan® probes. All mutation-positive cases were sequenced for confirmation and
in heterozygotes, the entire coding region of the gene was sequenced for other less common
mutations.

Results: Biallelic germline MUTYH mutations were identified in 4 of 60 (6,6%) patients with a
phenotype of hereditary colorectal cancer syndromes, including three patients with the MAP
phenotype (two of which fulfiled also Bethesda criteria) and one patient with the FAP
phenotype. Higher mutation detection rates (20%) were observed when only the subgroup of
patients with the MAP phenotype was considered. In several mutation- positive individuals
there was an overlap of clinical criteria, especially between the MAP phenotype and
Bethesda criteria. These findings reinforce the importance of considering MUTYH mutation
screening not only in MAP patients but also in those with other hereditary CRC phenotypes,
in particular those with associated colonic polyposis.

Conclusion: Germline MUTYH mutation screening should be considered in the differential
diagnosis of hereditary colorectal syndromes, and not only in MAP, but also in FAP and
Bethesda criteria-positive families. Additional mutation screening studies of the MUTYH gene
and analysis of the entire coding region of the gene in a larger number of Brazilian patients
will be necessary to confirm these results and determine the validity and applicability of

MUTYH mutation screening in families with selected hereditary colorectal cancer syndromes.
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INTRODUCTION

The MUTYH gene (MutY human homologue), localized between 1p34.2 and 1p33, is
a member of the base-excision repair pathway and its product, the mutyh protein, is directly
involved in the repair of oxidative DNA damage, especially damages caused by oxidation of
guanine to 8-oxo-7,8-dihy-dro-2-deoxyguanosine (8-oxoG) [1-2]. Biallelic loss of function
mutations in MUTYH lead to increased G:C—T:A transversions in oncogenes and tumor
suppressor genes, such as KRAS and APC, that play an important role in cellular proliferation
of the colorectum [1]. The accumulation of somatic mutations in these and other genes
related to colorectal carcinogenesis lead to the rapid develop of colonic tumors. The
occurrence of germline biallelic mutations in MUTYH is associated with the MUTYH
Associated Polyposis (MAP) syndrome (OMIM# 608456), first described in 2002 [3].

MAP is an autosomal recessive cancer predisposition syndrome associated with the
development of colorectal tumors and colonic (predominantly adenomatous) polyps at an
early age. In addition, MAP is associated with extracolonic manifestations, including duodenal
polyposis, and an increased predisposition to ovarian, bladder, skin and breast cancer. A
variety of different benign cutaneous tumors were observed in MAP patients, such as
sebaceous gland adenomas (SGA) and epitheliomas, and subcutaneous lipomas [4-6].

The MAP phenotype can partially overlap Familial Adenomatous Polyposis (classical
FAP), Attenuated-FAP (AFAP) and, more rarely, Lynch Syndrome (LS) [7-14]. When
compared to classical FAP patients, MAP patients tend to develop fewer adenomas at a later
age [15,16]. Most MAP patients are diagnosed with colorectal adenomas during the 5th
decade of life and about half of them also have colorectal cancer at the time of diagnosis
[7,8,17]. A more discrete phenotype with a smaller number of adenomas or colorectal cancer
without polyposis (fewer than ten adenomas) has also been described in MUTYH mutation
carriers under the age of 60 years [18-20]. Usually, biallelic MUTYH mutation carriers have
10-99 adenomas, and less frequently, they develop more than 100 adenomas that mimicks
FAP (only two biallelic MUTYH mutation carriers with more than 500 polyps have been
reported so far)[17]. Among FAP or AFAP patients without identifiable germline APC
mutations, biallelic MUTYH mutations were found in about 28% and 14% of those with 10—
100 and 100—-1000 polyps, respectively. Balaguer et al, (2007) showed that the combination
of more than 15 synchronous colorectal adenomas and CRC diagnosed under the age of 50
years correlated with biallelic MUTYH mutations with a sensitivity of 75% and a specificity of
93.8% [21]. Overall, biallelic germline MUTYH mutations are estimated to occur in 0.2% to
0.9% of all colorectal cancer cases [22].

More recently, in September of 2010, the MUTYH Leiden Open Variation Database
(LOVD) described 296 MUTYH sequence variants (including point mutations and
polymorphisms) demonstrating that the MUTYH gene harbors significant molecular

67



heterogeneity, depending of the population studied (available in www.lovd.nl/MUTYH). The

mutations initially identified by Al-Tassan and colleagues [1] were at highly conserved
residues and included the two hotspot mutations: p.Y179C in exon 7 and p.G396D in exon
13. The p.Y179 mutation occurs in a genic-location equivalent to the Helix-hairpin-Helix
(HhH) domain which plays an important role in 8-oxoG recognition and of binding with
adenine mispair specificity, intercalation into the DNA duplex and stability of the protein-DNA
complex. The other common mutation, p.G396, is located in the C-terminal domain, is also
involved in 8-0xoG recognition and adenine mispair specificity, and is thought to be important
for conformational flexibility of the mutyh protein [23-25]. D’Agostino et al. [25] demonstrated
that the mutant p.Y179C mutyh protein was totally inactive, while the DNA-glycosylase
activity of mutyh p.G382D was only slightly affected. Recently, Nielsen et al. showed that the
phenotype in p.Y179C homozygotes was more severe that the one observed in p.G396D
homozygotes [17]. Together, the two common hotspot mutations account for approximately
80% of all reported mutant alleles in Caucasian MAP patients [26].

Identification of biallelic MUTYH mutation carriers is important to direct clinical
management decisions, considering that in mutation positive individuals, colonic surveillance
should start at age 18-20 years and gastroduodenal surveillance at age 25-30 years [31]. In
addition, identification of a biallelic carrier usually is associated with identification of additional
at-risk siblings that may also benefit from increased colonic surveillance.

Considering that there is no data available on MUTYH genotypic and allelic
frequencies in Brazilian patients with different colorectal cancer syndromes, the aim of this
study was to assess, in an exploratory approach, the frequency of the two hotspot MUTYH
mutations (p.Y179C and p.G382D) in Brazilian patients with clinical phenotypes MAP, FAP,

Lynch syndrome and sporadic colorectal cancer.

PATIENTS AND METHODS

The study population (n=75) consisted of 4 subgroups, including patients with clinical
diagnoses of: (a) MAP syndrome (15 patients with 10 to 99 adenomatous polyps in the
colorectum with or without CRC and a pedigree suggestive of recessive inheritance); (b)
Familial Adenomatous Polyposis (15 patients with >100 colonic polyps and with or without
CRC and other extra-colonic features); (c) Lynch Syndrome: 15 CRC patients fulfilling
Amsterdam (LS-Am) and 15 CRC patients fulfilling Bethesda (LS-Bet) criteria; and (d)
Sporadic Colorectal Cancer (SCRC): 15 patients with CRC diagnosed at age 60 years or
older without a family history of CRC. This study was approved by the Institutional Ethics
Committee and informed consent was obtained from all participants before recruitment.
Clinical data of each patient were reviewed by at least two independent investigators,
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including colonoscopy, pathology and surgical records. Family history and criteria for

hereditary CRC syndromes were reviewed by at least two clinical geneticists independently.

SCREENING FOR MUTYH MUTATIONS

Genomic DNA was extracted from peripheral blood using the llustra™ blood
genomicPrep Mini spin Kit (GE Healthcare) as described by the manufacturer, and DNA
concentration and purity were assessed with a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (New
England Biolabs). Samples were screened for MUTYH mutations p.Y179C (Assay-by
designed by SM Service Applied Biosystems) and p.G396D (c_27860252_10) by allelic
discrimination with allele-specific TagMan® probes (Applied Biosystems). Samples were run
on an MX 3000P™ gqPCR System - Stratagene (Agilent Technologies Inc - Sta Clara, CA -
USA), and allelic discrimination was performed using the Stratagene MxPro QPCR Software .
To confirm MUTYH mutations detected by TagMan assay, all mutation-positive samples were
submitted to bidirectional gene sequencing (heterozygotes: entire coding region, exons 1-16
and flanking exon—intron boundaries; homozygotes: exon of interest) on an ABI PRISM
3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems by Life Technologies - Carlsbad, CA - USA)
as described previously by Aretz S., 2006 [27].

RESULTS

Clinical and demographic data of patients included in the study are summarized in
Table 1. CRC was present in the majority of patients and, as expected, the age at CRC
diagnosis correlated with the phenotype: earlier age at CRC diagnosis in patients with
phenotypes of hereditary CRC as compared to those with sporadic CRC. In addition, most
of the patients had a diagnosis of colonic polyps upon colonoscopy. A significant proportion of
patients with confirmed colonic polyps (28/44, 63.8%) had 10-99 colonic polyps, a phenotype
consistent either with AFAP, Lynch syndrome (Bethesda criteria) or MAP syndrome.
Mucinous CRC was a reportedfeature of 10% (6/60) of the tumours.

The common germline MUTYH mutations, p.Y179C and p.G396D, were detected in
homozygosity (2 cases) or heterozygosity (3 cases), and in the latter group, either with a WT
counterpart allele or as compound heterozygotes with other less frequently described
mutations (Table 2). Presence of at least one common mutant allele was observed in 5
(10.6%) out of 47 patients with colonic polyps. Overall, biallelic MUTYH mutations were
identified in 4 (8.9%) of 30 patients with either FAP or MAP criteria, being three of these
MAP families. An overlap of phenotypes was observed in some families and two of the

mutation-positive MAP families also fulfilled Bethesda criteria. Detailed phenotypic/genotypic
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characteristics and family histories of the five MUTYH-mutation carriers are described in

Table 2 and depicted in Figure 1, respectively.

DISCUSSION

Mutations causing MAP are distributed across the MUTYH locus, and various
population-specific mutations have been reported. The presence of MUTYH germline
mutations has been described in approximately 28% of individuals with the “oligopolyposis
phenotype” (10-99 polyps) and 7-22% of those with the classical form of FAP [16; 27; 29-31].
It is also known that MAP patients can show a phenotypic overlap with patients fulfilling
Bethesda criteria for Lynch syndrome depending on family size and tumor characteristics [9,
13, 31, 35]. In our study we also identified this overlap in some patients, with 5/15 MAP
patients fulfilling Bethesda criteria and 2 of Bethesda patients fulfilling also MAP criteria. ,

Overall, we identified at least one allele carrying a MUTYH germline mutations in five
patients of the entire case series. As expected, no mutation was identified in either the Lynch
syndrome Amsterdam criteria group (these are expected to harbor deficiencies in the MMR
system) or the sporadic CRC group. Among the five mutation-positive individuals, two,
identified as “case 4” and “case 5” (Table 2) met clinical criteria for FAP syndrome. The more
severe phenotype with over 100 polyps observed in “case 4” (p.Y179C homozygote) is
consistent with recent clinical and functional studies published in the literature [1, 21, 28, 386].
Case 5, patient that also had classical FAP phenotype, was found to be heterozygous for a
common MUTYH mutation and bidirectional sequencing of the entire MUTYH coding region
did not identify abnormalities in the second allele. The personal and family history is typical
for classical FAP in this case: four generations are affected by CRC and most of the
affected individuals have hundreds of polyps. Although there has been some evidence
suggesting that heterozygous mutations in MUTYH may be associated with an increased risk
for CRC at later ages and mild polyposis, this genotype has not been associated with the
fullblown FAP phenotype and thus, APC mutation testing must be performed to further
investigate this particular case.

Regarding phenotype-genotype correlations, mucin production has been described
as a common feature of CRC associated with MAP (present in around 20% of cases) and in
our series we observed mucin-producing CRC tumors in only 6 of 60 (10%) probands with
one of the hereditary CRC syndromes, but in two of these six patients at least one MUTYH
allele was mutant. Another commonly described feature of MAP-associated colorectal cancer
is a proeminent lymphocyte infiltration. This feature was not observed in any of the colorectal
cancers in our series. Finally, consanguinity, a clinical feature that is strongly suggestive of
MAP in families with a recessive inheritance pattern of polyposis and CRC, was reported by
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only 2 of the 60 probands with evidence of hereditary colorectal cancer. The differences
observed on certain phenotypic features between our series and others described in the
literature may be due to our relatively small number of MAP families or may be related to
phenotypic peculiarities in this specific population.

In this report, screening of Brazilian patients with MAP and FAP phenotypes for the
common germline MUTYH mutations p.G396D e p.Y179C followed by bidirectional
sequencing of the heterozygotes was able to identify biallelic gene mutations in 4/60 (6,6%)
of individuals with a hereditary CRC cancer phenotype (all syndromes included), 4/30
(13,3%) of individuals with the MAP or FAP phenotype and 3/15 (20%) individuals when only
the MAP phenotype. Slightly higher mutation detection rates (20%) were observed in the
subgroup of patients with the MAP phenotype. In several mutation-positive individuals there
was an overlap of clinical criteria, especially between the MAP phenotype and Bethesda
criteria. These findings reinforce the importance of considering MUTYH mutation screening
not only in patients fulfilling MAP criteria but also in those with other hereditary CRC
phenotypes, in particular those with associated colonic polyposis.

Additional mutation screening studies of the MUTYH gene and analysis of the entire
coding region of the gene in a larger number of CRC cases in Brazil will be necessary to
confirm these results and determine the sensitivity and specificity of MUTYH mutation
screening in the differential diagnosis of Brazilian individuals and families at risk for

hereditary colorectal cancer syndromes.
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Table 1. Clinical description of the sample studied (n=75).

n % mean SD
Sex
Female 45 60
Age at diagnosis of the first 50.4 254 336
tumor (years)
Inclusion criteria
MAP 15 20
FAP 15 20
Lynch - Amsterdam Il 15 20
Lynch — Bethesda 15 20
Sporadic 15 20
Repc_)rted consanguinity 2 57
(families)
Site of tumor (in proband)
Colon and rectum 60
Endometriuml/Ovary 3
Presence of polyps (proband) 47
Polyp type (n=44)
Adenomatous 31
Mixed hyperplastic 9
adenomatous 3
Hyperplastic )
Juvenile
Adenoma histology (n=40)
Tubular 14
Vilous 6
Tubulovillous 20
Number of colonic polyps in
probands (n=44)
<10 polyps 21
10-99 polyps 7
100-500 polyps 3
>500 polyps 2
undetermined n° of polyps 11
Colonic polyp location
Right colon 7
Transverse colon 4
Recto-sigmoid 21
Multiple sites 12

SD: standard deviation; CRC: colorectal cancer. Three patients with Amsterdam criteria presented with

endometrial/ovarian cancer.
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Table 2. Detailed description of clinical phenotype of the five MUTYH germline mutation
carriers.

. . CRCdx MUTYH Number of Polyp Polyp CRC CRC Mucin
Case Sex Criteria R . - . .
(yrs) genotype polyps description  location Location histology production
MAP Tubulous and R
1 N 45 p.G396D/p.G396D 7 A and Rectum Adenoca No
Bet Tubulovillous . .
sigmoid
. Multiple
2 F MAP 52  p.G396D/p.Asp16His 56 Tubulous sites Rectum Adenoca Yes
MAP . Multiple
3 F Bet - p.Y179C/c.1145delC 10 Tubulovillous sites - - Unknown
Tubulous and Rectum
4 F FAP 58 p.Y179C/p.Y179C > 100 Tubulovillous .and. Sigmoid Adenoca No
sigmoid
. Multiple
5 F FAP 26 p-G396D/WT 150 Tubulovillous sites Rectum Adenoca Yes

CRC dx (yrs); age at diagnosis of colorectal cancer.

Case 1 - Genotype p.G396D/p.G3960 Case 2 - Genotype p.Y179CH .D161H
CRC CRC
82y S0y

Xx:

CRC
g

pY170C
A 4

p.GBQG%GGQBD

Case 3 - Genotype p.G3960/c.1145dd C Case 4- Genotype p.Y179CH.M79C Case § - Genotype p.G396DMT

ooy
EEN:

j é] 6““ * é FAP  CRCS0y FAP  CRC CRC
RC ¢Rc cRc cre 10X S0y FAP 30y sy 2y 30y
4y g 6y 57y PP

|-_l-| IJ_-]

FAP
vnc%v 7ac ki
Pt 1 p.G3960
chﬁdeIC p.G3260 v
h 4 ;

Figure 1. Pedigrees and sequencing chromatograms of the five patients with germline mutations in MUTYH gene.
The proband is indicated by and arrowhead. Solid symbols indicated cancer-affected individuals. Lined symbols|
indicated multiple polyps. CRC = colorectal cancer; y = years; double lines indicated consanguinity.
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13 CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com o objetivo geral deste estudo, podemos concluir que foi possivel
estimar a frequéncia das mutagdes comuns p.G396D e p.Y179C de MUTYH em pacientes
com fendtipo de cancer colorretal hereditario. Nao foram encontradas mutagdes no grupo de
pacientes com fenétipo de CCR esporadico e também ndo no grupo de pacientes com
sindrome de Lynch e critérios de Amsterdam (estes ultimos espera-se que 0 mecanismo
seja perda de funcado do sistema MMR). Quando foram analisados os pacientes com CCR
elou polipose colbénica (fenétipos MAP, FAP/AFAP, n = 30) identificamos 5 individuos
portadores de pelo menos uma destas mutagbes (11,1%). Todos estes individuos
apresentavam poélipos colénicos. Considerando o fenétipo “presenga de pélipos coldnicos”
como denominador (n = 47) a prevaléncia das muta¢des comuns de MUTYH em pelo menos
um alelo foi de 5/47 (10.6%). Como um todo, mutagdes bialélicas (diagnéstico molecular de
MAP) foram encontradas em 4 individuos, todos com fenétipo MAP ou FAP. Portanto, se
considerarmos esse critério fenotipico como denominador, o diagndstico molecular pode ser
feito com a estratégia de rastreamento proposta em 8,9% (4/30 casos MAP e/ou FAP) dos
pacientes. As duas mutagbes comuns foram identificadas em homozigose em dois casos
(um caso homozigoto.p.G396D e um caso homozigoto p.Y179C). Dois casos apresentaram
gendtipo heterozigoto composto que inclui uma das duas mutagdes comuns e um caso
apresentou mutagdo de MUTYH em apenas um alelo (heterozigoto para uma das mutagoes
comuns) conforme evidenciado pelo sequenciamento da regido codificadora do gene .

A sobreposi¢ao fenotipica entre as sindromes de predisposicao hereditaria ao CCR
tem sido constantemente abordada em publicagbes sobre a sindrome PAM, e mutagdes
germinativas bialélicas de MUTYH, inicialmente associadas ao fenétipo de polipose colonica
recessiva, tem mais recentemente sido descritas em individuos com os fendtipos de
Polipose classica e Polipose atenuada (PAF e PAFA), Sindrome de Lynch (Critério
Bethesda) e sindrome de polipose hiperplasica. Esta heterogeneidade fenotipica se
relaciona, em parte, com a regido génica em que se encontra a mutagcado. O fenétipo mais
grave é observado em pacientes com o gendtipo homozigoto p.Y179C, habitualmente
associado a grandes quantidades de polipos colorretais. Conforme descrito anteriormente,
um dos pacientes em nossa série apresentou o gendtipo p.Y179C em homozigose e um
quadro clinico tipico de PAF-classica com mais de 100 pdlipos colénicos, corroborando a
relacdo gendtipo/fendtipo descrita na literatura.

Outra observagao importante esta relacionada com a caracteristica do tumor em
produzir mucina (tumores mucinosos), fenotipo descrito em até 21% dos tumores em

pacientes com a sindrome PAM. No presente estudo, 10% dos pacientes com diagndstico
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de CCR (6/60) apresentou tumores com esta caracteristica, sendo que dois desses
apresentaram pelo menos uma mutacdo germinativa em MUTYH: gendtipos
p.G396D/p.Asp161His e p.G396D/WT. Uma outra caracteristica fenotipica descrita em
tumores colénicos associados a mutagdes bialélicas de MUTYH é a infiltragdo linfocitaria.
Esta caracteristica ndo foi observada em nossa série de casos, provavelmente devido ao
baixo niumero de casos com mutagdes bialélicas. Por fim, a presenca de consanguinidade,
uma caracteristica fortemente sugestiva de MUTYH foi relatada nas familias de apenas 2
dos 60 probandos com evidéncia de CCR hereditario pela histéria pessoal ou familiar.

Nos portadores de mutagdes bialélicas comuns em homozigose identificados neste
estudo (dois pacientes), o fenétipo em um caso é equivalente ao descrito na literatura para
MAP (CCR e 10-99 polipose colbnicos) e em outro caso, o fenétipo € de FAP classica. Nos
dois pacientes que sao heterozigotos compostos, as mutagdes distintas de p.G396D e
p.Y179C , c.1147delC e p.Asp161His, foram descritas previamente na literatura, sendo
c.1145delC a terceira mutagdo mais frequente econtrada em populagcbes europeias. A
mutacdo p.Asp161His € bem menos descrita na literatura e apesar de ser considerada
patogénica, a sua influéncia no fenétipo esta pouco descrita.

Este € o primeiro estudo acerca da frequéncia de mutagdes germinativas comuns no gene
MUTYH em familias brasileiras com cancer colorretal. Atualmente, o diagnéstico clinico de
sindromes de predisposicdo hereditaria ao cancer colorretal € complexo e requer analise
detalhada da histéria familiar do paciente e das caracteristicas clinico-patolégicas da lesao.
A definicdo do diagndstico etioldgico em uma familia, por vezes envolve diagndstico
diferencial extenso, ja que pode haver uma significativa sobreposicdo de fendtipos.
Ademais, nem sempre ha um limite claro entre os diferentes critérios clinicos para as
diferentes sindromes, especialmente quando se trata de pacientes com suspeita clinica de
MAP, PAF e PAFA. Nesta série de casos, o rastreamento das muta¢des comuns de MUTYH
p.G396D e p.Y179C seguida de sequenciamento dos casos que apresentam um dos alelos
acometidos apenas, parece ser uma estratégia inicial interessante de investigacido molecular
de familias com critérios para as sindromes MAP e FAP. Com essa abordagem, foram
identificados 4 portadores de mutagdes bialélicas em um grupo de 30 pacientes com estes
critérios. A maior eficiéncia diagndstica foi observada no grupo MAP, como esperado, com
identificagdo de 3 portadores de mutagdes bialélicas em um grupo total de 15 pacientes.
Estudos adicionais de rastreamento de mutagdes no gene MUTYH, e analise de toda a
sequéncia codificadora do gene em séries maiores de casos, poderdo complementar esta
estimativa e definir a validade e aplicabilidade do rastreamento destas mutagdes como
abordagem para diagnodstico diferencial nos individuos e familias com predisposigao
hereditaria ao cancer colorretal e com fendétipo de oligopolipose coldénica atenuada (10-99
polipos)
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ANEXOS

Anexo 1 - Critérios Clinicos de Amsterdam

Critérios de Amsterdam (I)

Pelo menos 3 membros da familia afetados por CCR:

Um dos afetados deve ser parente em primeiro grau dos outros dois.

Pelo menos duas geragdes sucessivas devem ser afetadas.

Pelo menos um tumor deve ser diagnosticado antes dos 50 anos de idade.
O diagndstico de Polipose Adenomatosa Familiar deve ser excluido.

Os tumores devem ser verificados através de exame histopatolégico.

Critérios de Amsterdam modificados (I1)

Pelo menos 3 membros da familia afetados por CCR ou tumor associado a S. Lynch:

cancer de endomeétrio, intestino delgado, ureter ou pélvis renal.

Um dos afetados deve ser parente em primeiro grau dos outros dois.

Pelo menos duas geragdes sucessivas devem ser afetadas.

Pelo menos um tumor deve ser diagnosticado antes dos 50 anos de idade.
O diagndstico de Polipose Adenomatosa Familiar deve ser excluido.

Os tumores devem ser verificados através de exame histopatolégico.
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Anexo 2 — Critérios Clinicos de Bethesda

Critérios Bethesda

a)

f)

Individuos com dois tumores do espectro Lynch incluindo: CCR sincrénico ou
metacrdnico, ou cancer extracoldnico (endométrio, intestino delgado, de células
transicionais de pélvis renal ou ureter).

Individuos com CCR e um parente em primeiro grau com CCR e/ou cancer
extracolénico do espectro Lynch e/ou adenoma colorretal; um dos casos de cancer
diagnosticado antes dos 45 anos de idade, e o adenoma diagnosticado antes dos 40
anos de idade.

Individuos com CCR ou CE diagnosticado antes dos 45 anos de idade.

Individuos com CCR no coélon direito com padrédo histopatolégico indiferenciado
diagnosticado antes dos 45 anos de idade.

Individuos com CCR e tipo celular em anéis de sinete, diagnosticado antes dos 45
anos de idade.

Individuos com adenoma diagnosticados antes dos 45 anos de idade.

Critérios Bethesda modificados

a)
b)

Individuos com diagnéstico de CCR antes dos 50 anos de idade.

Presenca de tumores sincrénicos ou metacrénicos colorretais ou do espectro Lynch
(endométrio, estbmago, ovarios, pancreas, ureter, pélvis renal, trato biliar, tumores
cerebrais, adenomas das glandulas sebaceas, ceratoacantomas da Sindrome Muir-
Torre e carcinoma do intestino delgado), independente da idade ao diagndstico.
Individuos com CCR com histologia MSI-H diagnosticado antes dos 60 anos de
idade.

Individuos com CCR com um ou mais parentes em primeiro grau com tumor do
espectro Lynch, sendo um dos casos diagnosticado antes dos 50 anos de idade.
Individuos com CCR e dois ou mais parentes em primeiro ou segundo grau com

tumor do espectro Lynch, independente da idade.
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Anexo 3: TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Termo de consentimento livre e esclarecido

PROJETO DE PESQUISA: “Analise de mutagdes no gene MYH em individuos em risco para
polipose associada ao MYH”.

Pesquisadores: Carlos Eduardo Pitroski, Silvia Liliana Cossio, Hector Yuri Conti Wanderley,
Patricia Koehler-Santos, Marcia Graudenz, Jodo Carlos Prolla, Patricia Ashton-Prolla

Telefone para contato com os pesquisadores: Lab. de Medicina Gendmica (HCPA): (51)
2101-7661

OBJETIVO:

Vocé esta sendo convidado para participar de um projeto de pesquisa que vai estudar a
prevaléncia de alteragbdes genéticas em um gene chamado MYH em uma amostra de
sangue periférico a ser coletada no momento da consulta. Quando estas alteracdes estao
presentes, elas indicam que a pessoa tem uma tendéncia a desenvolver podlipos e/ou
tumores de intestino, e que deve ser portador da chamada Sindrome da Polipose Associada
ao MYH (PAM). Este tipo de alteracéo ja foi identificado em pacientes com a sindrome PAM
em outros paises e nosso objetivo é verificar se também ocorrem aqui em pacientes que
tém polipose do intestino, associada ou ndo a tumores de intestino, e algumas
caracteristicas especiais da historia familiar. Estdo sendo selecionadas para este estudo
pessoas portadoras de 15 a 99 pdlipos colorretais e/ou cancer colorretal antes dos 50 anos
de idade associado a 2 ou mais polipos e/ou cancer colorretal com caracteristicas especiais
na histéria da familia; também poderado ser incluidos individuos que participam de outro
projeto de pesquisa nesse hospital e que tenham expresséo alterada da proteina do gene
MYH identificada por um exame chamado imuno-histoquimica. A principio, esperamos
encontrar alteragbes no gene MYH em um certo numero de pacientes. A identificagcdo desta
alteragao podera indicar a causa da sua histéria pessoal e/ou familiar de poélipos e/ou cancer
de intestino e podera auxiliar na identificacido precoce de outros familiares de risco que
podem se beneficiar de exames preventivos.

PROCEDIMENTOS QUE SERAO UTILIZADOS:

O estudo envolve pelo menos duas consultas médicas, a primeira constando da explicagao
deste projeto de pesquisa com leitura e assinatura do termo de consentimento, que no caso
de pacientes menores de 18 anos deve ser assinado pelo seu responsavel legal, revisdo da
sua histéria médica pessoal e familiar, e aconselhamento genético (AG). Uma segunda
consulta sera realizada ap6s o término das avaliagdes, quando serdo fornecidos os
resultados da analise de alteragcdes genéticas no gene MYH, seguida de aconselhamento
genético pos-teste e fornecimento de laudo por escrito com o resultado, bem como
recomendacbes médicas para o individuo testado e sua familia realizarem o
acompanhamento necessario com o seu médico assistente de origem. Em casos especiais
ou emergenciais os familiares (assim como os casos-indice) poderao ser atendidos fora do
cronograma da pesquisa pela propria equipe.

A sua participagéo nesse estudo é voluntaria e ndo vai influenciar ou modificar seu acesso a
tratamento médico agora ou no futuro. Como esse € um projeto de pesquisa e o exame nao
sera realizado em um laboratorio comercial, ndo ha prazo exato nem garantia absoluta de
resultado conclusivo. Vocé tem a opcdo de ndo querer receber ou retardar o recebimento
dos resultados da analise molecular durante qualquer momento do processo de testagem.
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Se vocé quiser saber qual é o resultado, este sera fornecido, preferencialmente a vocé,
durante uma sesséo pessoal de aconselhamento genético no Ambulatério de Genética do
Cancer do Hospital de Clinicas. A principio, esse aconselhamento ¢é realizado
individualmente, mas vocé podera trazer um familiar ou outra pessoa para acompanhar a
consulta. O resultado ndo sera transmitido por telefone, fax ou carta. Em casos especiais, se
vocé estiver impossibilitado de comparecer pessoalmente para receber o resultado, podera
indicar uma pessoa para fazé-lo em seu nome.

BENEFICIOS QUE PODERAO SER OBTIDOS:

Com este estudo esperamos padronizar uma técnica de rastreamento de alteracbes
genéticas no gene MYH, associado a sindromes hereditarias . A realizacdo do teste
possibilita identificar pessoas em risco e encaminha-las para programas mais intensivos de
prevengao da ocorréncia de novos tumores.

POTENCIAIS RISCOS DA PARTICIPACAO NA PESQUISA:

Para realizar o teste genético sera coletada uma pequena amostra de seu sangue (10 ml)
em dois frascos. As amostras serao analisadas no Centro de Pesquisas do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (Laboratério de Medicina Genémica). No momento da coleta de
sangue podera haver alguma dor em decorréncia da pun¢édo da pele. Complicagdes de
coleta de sangue sao raras e geralmente sdo de pequeno porte. Se houver extravasamento
de sangue da veia no local da pungdo geralmente ha uma mancha roxa (hematoma) e um
pequeno desconforto que desaparece em poucos dias. As coletas de sangue serao
realizadas por profissionais especialmente treinados para este fim o que diminui as chances
de complicacdes.

DOCUMENTACAO DE CONSENTIMENTO:

1. Declaro ter sido esclarecido sobre a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento sobre procedimentos, riscos, beneficios ligados a pesquisa e ao tratamento
e que serei informado quanto ao desenvolvimento de novos exames relacionados.

SIM NAO

2. Declaro estar ciente de meu direito de retirar meu consentimento a qualquer momento,
sem que isso traga prejuizo a continuidade de meu tratamento.
SIM NAO

3. Declaro ter sido esclarecido que nao receberei nenhum tipo de remuneracgao financeira.
SIM NAO

4. Declaro ter sido esclarecido sobre a seguranga de que minha identidade sera preservada
e que todas as informagdes por mim fornecidas serdo confidenciais.
SIM NAO

5. Declaro estar ciente de que poderei optar por ndo saber o resultado do teste quando este
estiver disponivel. )
SIM NAO

6. Concordo em que meu material genético (DNA) seja armazenado no Laboratério de

Medicina Gendbmica do HCPA apds termino deste estudo. Nesse caso entendo que se for

utilizado em nova pesquisa, serei contactado previamente e o material somente sera

utilizado se autorizado por mim e mediante nova assinatura de Termo de Consentimento.
SIM NAO

82



7. O resultado desta pesquisa sera entregue preferencialmente a vocé em uma consulta.
Caso vocé esteja impossibilitado de receber o resultado pessoalmente, autoriza outra
pessoa a receber o resultado em seu nome?

SIM NAO

Em caso afirmativo indique nome e telefone desta pessoa:

8. Consentimento:

Eu expliquei a 0s
objetivos e procedimentos necessarios para este teste molecular e os possiveis riscos e
beneficios na minha melhor capacidade.

Assinatura Nome por extenso Data

Eu li e recebi uma copia deste formulario de consentimento. Eu concordo em realizar a
andlise molecular e aceito os riscos. Eu entendo a informacido fornecida por este
documento e eu tive a oportunidade de fazer perguntas e esclarecer duvidas que eu tinha
sobre o teste, o procedimento, os riscos associados e as alternativas.

Participante Data
Data de nascimento

Testemunha Data
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Anexo 4. Graficos de Discriminagao Alélica

~
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Figura 7. Resultado da analise do ensaio TagMan para identificagdo da mutagéo p.Y179C
utilizando o software MxPro QPCR Software Stratagene. Vermelho: homozigoto para a
mutacdo p.Y179C; Verde: heterozigoto; Azul: homozigoto normal.
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Figura 8. Resultado da analise do ensaio TagMan para identificagdo da mutagdo p.G396D
utilizando o software MxPro QPCR Software Stratagene. Vermelho: homozigoto para a
mutagéo p.G396D; Verde: heterozigoto; Azul: homozigoto normal.

84



Anexo 5. Protocolos Reagdao em Cadeia da Polimerase - PCR

Protocolos PCR’s - Exon 1
Primers - 1F e 1R [20pmol]
Termociclador: ABI ou TECHNE

Programa - MUTYH 62C

Tempo Temperatura

5 min 94°C
30 seg 94°C

20 seg R2°C

1 min 72°C

20 min 72°C

Hold 23°C

Concentragao
Reagente Volume [estoque]

H.O 12uL

DMSO -

Buffer 2uL 1x [10x]

MgCl, 1,2uL 3mM [50mM]

dNTP 1,2uL 0.6mM [10mM]
Primer Forward 1,2uL 1.2 pmol [20pmol]
Primer Reverse 1,2uL 1.2 pmol [20pmol]
Taq DNA Polimerase 0.2uL 1u [5u/uL]

Nome do A L . Tamanho
Primer Sequéncia primer (bp)

1-F ACTATGAGCCCGAGGCCTTC 250
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1-R AAGTTCGACCCATCGGCGAC
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Protocolos PCR’s - Exon 2

Primers - 2F e 2R [20pmol]
Termociclador: ABl ou TECHNE
Programa - MUTYH 62C

Tempo Temperatura
5 min 94°C
30 seg 94°C
20 seg R2°C
1 min 72°C
20 min 72°C
Hold 23°C
Concentragao
Reagente Volume [estoque]
H,O 12uL
DMSO -
Buffer 2uL 1x [10x]
MgCl, 1,2uL 3mM [50mM]
dNTP 1,2uL 0.6mM [10mM]
Primer Forward 1,2uL 1.2 pmol [20pmol]
Primer Reverse 1,2uL 1.2 pmol [20pmol]
Taq DNA Polimerase 0.2uL 1u [5u/uL]
Nome do Sequiéncia primer Tamanho
Primer 9 P (bp)
2-F AGCTATCACCCTTGGAAGGC 280
2-R GTCTTGATACGTATCACAATCC
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Protocolos PCR’s - Exon 3

Primers - 3F e 3R [20pmol]

Termociclador: ABl ou TECHNE

Programa - MUTYH 62C

Tempo Temperatura
5 min 94°C
30 seg 94°C
20 seg rRAC
1 min 72°C
20 min 72°C
Hold 23°C
Concentragao
Reagente Volume [estoque]
H,O p/ completar vol. total 20uL
DMSO -
Buffer 2uL 1x [10x]
MgCl, 1,2uL 3mM [50mM]
dNTP 1,2uL 0.6mM [10mM]
Primer Forward 1,2uL 1.2 pmol [20pmol]
Primer Reverse 1,2uL 1.2 pmol [20pmol]
Taq DNA Polimerase 0.2uL 1u [5u/uL]
Nome do Sequiéncia primer Tamanho
Primer 9 P (bp)
3-F CATACTGCCACAGGCTGCTG 310
3-R CAGATGAGGAGTTAGGGTGG
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Protocolos PCR’s -Exons 4 e 5

Primers - 4F e 5R [20pmol]
Termociclador: ABl ou TECHNE
Programa - MUTYH 63°C

Tempo Temperatura
5 min 94°C
30 seg 94°C
20 seg RA%r
1 min 72°C
20 min 72°C
Hold 23°C
Concentragao
Reagente Volume [estoque]
H,O p/ completar vol. total 20uL
DMSO -
Buffer 2uL 1x [10x]
MgCl, 1,2uL 3mM [50mM]
dNTP 1,2uL 0.6mM [10mM]
Primer Forward 1,2uL 1.2 pmol [20pmol]
Primer Reverse 1,2uL 1.2 pmol [20pmol]
Taq DNA Polimerase 0.2uL 1u [5u/uL]
Nome do Sequéncia primer Tamanho
Primer 9 P (bp)
4-F CATGGAGAAGACGGGTAGGC 400
5-R TACACCCACCCCAAAGTAGA
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Protocolos PCR’s -Exons 6 e 7

Primers - 6F e 7R [20pmol]
Termociclador: ABl ou TECHNE
Programa - MUTYH 59°C

Tempo Temperatura
5 min 94°C
30 seg 94°C
45 seg ra%r
1 min 72°C
20 min 72°C
Hold 23°C
Concentragao
Reagente Volume [estoque]
H,O p/ completar vol. total 20uL
DMSO -
Buffer 2uL 1x [10x]
MgCl, 1,2uL 3mM [50mM]
dNTP 1,2uL 0.6mM [10mM]
Primer Forward 1,2uL 1.2 pmol [20pmol]
Primer Reverse 1,2uL 1.2 pmol [20pmol]
Taq DNA Polimerase 0.2uL 1u [5u/uL]
Nome do Sequéncia primer Tamanho
Primer 9 P (bp)
6-F TACTTTGGGGTGGGTGTAGA 360
7-R CCTGATTGGAGTGCAAGACTC

90




Protocolos PCR’s - Exons 8 e 9

Primers - 8F e 9R [10pmol]

Termociclador: ABl ou TECHNE

Programa - MUTYH 62.5°C

Tempo Temperatura
5 min 94°C
30 seg 94°C
45 seg /2 20r
1 min 72°C
20 min 72°C
Hold 23°C
Concentragao
Reagente Volume [estoque]
H,O p/ completar vol. total 20uL
DMSO 1ul 0.5% [10%]
Buffer 2uL 1x [10x]
MgCl, 0,8uL 2mM [50mM]
dNTP 0,8ulL 0.6mM [10mM]
Primer Forward 0,8uL 0.4 pmol [10pmol]
Primer Reverse 0,8uL 0.4 pmol [10pmol]
Taq DNA Polimerase 0.16uL 1u [5u/uL]
Nome do Sequéncia primer Tamanho
Primer 9 P (bp)
8-F CCAGGAGTCTTGGGTGTCTT 420
9-R GAAGGGAACACTGCTGTGAAG
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Protocolos PCR’s - Exons 10 e 11

Primers - 10F e 11R [20pmol]
Termociclador: ABl ou TECHNE

Programa - MUTYH 62.5°C

Tempo Temperatura

5 min 94°C
30 seg 94°C

20 seg R2 RO

1 min 72°C

20 min 72°C

Hold 23°C

Concentragao
Reagente Volume [estoque]

H,O p/ completar vol. total 20uL

DMSO -

Buffer 2uL 1x [10x]

MgCl, 1,2uL 3mM [50mM]
dNTP 1,2uL 0.6mM [10mM]
Primer Forward 1uL 1 pmol [20pmol]
Primer Reverse 1uL 1 pmol [20pmol]
Taq DNA Polimerase 0.2uL 1u [5u/uL]
Nome do Sequéncia primer Tamanho
Primer 9 P (bp)
10-F CTTCAGGGGTGTCTGCAAAGG 410
11-R AGAATCTTACTCAGGTTAGAGG
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Protocolos PCR’s - Exons 12

Primers - 12F e 12R [20pmol]
Termociclador: ABl ou TECHNE
Programa - MUTYH 57.5°C

Tempo Temperatura

5 min 94°C
30 seg 94°C

20 seg 7 ROr

1 min 72°C

20 min 72°C

Hold 23°C

Concentragao
Reagente Volume [estoque]

H,O p/ completar vol. total 20uL

DMSO -

Buffer 2uL 1x [10x]

MgCl, 1,2uL 3mM [50mM]
dNTP 1,2uL 0.6mM [10mM]
Primer Forward 1uL 1 pmol [20pmol]
Primer Reverse 1uL 1 pmol [20pmol]
Taq DNA Polimerase 0.2uL 1u [5u/uL]
Nome do Sequéncia primer Tamanho
Primer 9 P (bp)
12-F CAAAGCCCACTCTCTAGGTTG 305
12-R TGCCGATTCCCTCCATTCT
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Protocolos PCR’s - Exons 13 e 14

Primers - 13F e 14R [20pmol]
Termociclador: ABl ou TECHNE
Programa - MUTYH 65°C

Tempo Temperatura
5 min 94°C
30 seg 94°C
20 seg RROP
1 min 72°C
20 min 72°C
Hold 23°C
Concentragao
Reagente Volume [estoque]
H,O p/ completar vol. total 20uL
DMSO -
Buffer 2uL 1x [10x]
MgCl, 1,2uL 3mM [50mM]
dNTP 1,2uL 0.6mM [10mM]
Primer Forward 0,8uL 0,8 pmol [20pmol]
Primer Reverse 0,8uL 0,8 pmol [20pmol]
Taq DNA Polimerase 0.2uL 1u [5u/uL]
Nome do Sequéncia primer Tamanho
Primer 9 P (bp)
13-F AGAGAATGGAGGGAATCGGC 480
14-R CATGTAGGAAACACAAGGAAGTA
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Protocolos PCR’s - Exons 15

Primers - 15F e 15R [20pmol]
Termociclador: ABl ou TECHNE
Programa - MUTYH 60°C

Tempo Temperatura
5 min 94°C
30 seg 94°C
20 seg an°r
1 min 72°C
20 min 72°C
Hold 23°C
Concentragao
Reagente Volume [estoque]
H,O p/ completar vol. total 20uL
DMSO -
Buffer 2uL 1x [10x]
MgCl, 1,2uL 3mM [50mM]
dNTP 1,2uL 0.6mM [10mM]
Primer Forward 1,2uL 0,8 pmol [20pmol]
Primer Reverse 1,2uL 0,8 pmol [20pmol]
Taq DNA Polimerase 0.2uL 1u [5u/uL]
Nome do Sequéncia primer Tamanho
Primer 9 P (bp)
15-F TGAAGTTAAGGGCAGAACACC 205
15-R GTTCACCCAGACATTCGTTAGT
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Protocolos PCR’s - Exons 16

Primers - 16F e 16R [20pmol]
Termociclador: ABl ou TECHNE
Programa - MUTYH 58°C

Tempo Temperatura
5 min 94°C
30 seg 94°C
20 seg RROr
1 min 72°C
20 min 72°C
Hold 23°C
Concentragao
Reagente Volume [estoque]
H,O p/ completar vol. total 20uL
DMSO -
Buffer 2uL 1x [10x]
MgCl, 1,2uL 3mM [50mM]
dNTP 1,2uL 0.6mM [10mM]
Primer Forward 1,2uL 0,8 pmol [20pmol]
Primer Reverse 1,2uL 0,8 pmol [20pmol]
Taq DNA Polimerase 0.2uL 1u [5u/uL]
Nome do Sequéncia primer Tamanho
Primer 9 P (bp)
16-F AAGGAGAGGATTCTCTGCTCC 240
16-R CTAACAACAGGATTCTCAGGG
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