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RESUMO

Silva FC. Frequéncia de mutacdes nos genes MSH6, PMS1, PMS2, TP53
e CHEK2 em pacientes suspeitos de Sindrome de Lynch. Sao Paulo;

2011. [Tese de Doutorado-Fundacgao Antonio Prudente].

Introducao- A sindrome de Lynch (SL) ou Céancer colorretal hereditario sem
polipose (HNPCC) é uma doenga autossbmica dominante que predispde ao
cancer colorretal e risco aumentado para cancer de endométrio, estbmago,
intestino delgado, sistema hepatobiliar, rim, ureter, ovario, tumores de
glandulas sebaceas, entre outros. Mutagdes germinativas nos genes de
reparo de DNA (MMR) MLH1, MSH2, MSH6, PMS1 e PMS2, sdo conhecidos
por causar sindrome de Lynch (SL). Além disso, mutagbes herdadas em
CHEK2 e TP53 também influenciam o risco de cancer colorretal. Mutacdes,
no primeiro, tem sido identificadas em pacientes com SL, incluindo
1100delC, 1157T e IVS2 +1 G> A e, no segundo, tem sido associadas com o
cancer gastrico e colorretal no contexto da sindrome de Li-Fraumeni.
Objetivo- O objetivo deste estudo foi determinar a frequéncia de tumores
extracolonicos em familias com os critérios de Amsterdam e de mutacgdes
nos genes MSH6, PMS1, PMS2, TP53 e CHEK2 em pacientes suspeitos de
SL. Material e Métodos- A fim de avaliar a frequéncia de tumores colorretais
e extracolbnicos na SL, foram incluidas 60 familias ndo relacionadas que
preenchiam, exclusivamente, os critérios de Amsterdam | e Il. Para a analise
da frequéncia de mutacgdes nos genes MSH6, PMS1, PMS2, TP53 e CHEK2,
71 familias ndo relacionadas, negativas para mutagbes em MLH1 e MSH2,
foram incluidas. Resultados- Para a frequéncia de tumores avaliados, um
total de 2095 individuos foram analisados e o céancer colorretal foi
encontrado em 334 casos. Tumores extracolénicos foram encontrados em
200 individuos, dos quais o cancer de mama (32 casos) foi a manifestagao
extracolonica mais frequentemente encontrada. Da analise de mutacgdes,

observou-se seis novas mutagdes patogénicas. Conclusdes- 6% dos



pacientes brasileiros com SL desse registro respondem por mutagdes
germinativas nos genes MSH6, PMS1 e PMS2. Dessa forma,
reconhecimento de individuos e familias com predisposi¢cao hereditaria ao
cancer através de caracteristicas clinicas e moleculares, combinado com
uma vigilancia intensiva, pode contribuir substancialmente para melhorar a

caracterizagao e diagnostico da SL.



SUMMARY

Silva FC. [Frequency of mutations in MSH6, PMS1, PMS2, TP53 and
CHEK2 in patients with hereditary nonpolyposis colorectal cancer
(HNPCC)]. Sé&o Paulo; 2011. [Tese de Doutorado-Fundacdo Anténio

Prudente].

Introduction- Lynch syndrome (LS) or hereditary nonpolyposis colorectal
cancer (HNPCC) is an autosomal dominant disorder predisposing to
colorectal cancer and increased risk for cancers of the endometrium,
stomach, small intestine, hepatobiliary system, kidney, ureter, ovary,
sebaceous tumors and others. Germline mutations in the mismatch repair
genes (MMR) MLH1, MSH2, MSH6, PMS1 and PMS2 are known to cause
Lynch syndrome (LS). Additionally, Inherited mutations in other genes also
influence the risk of colorectal cancer, namely CHEK2 and TP53. Mutations
in the former have been identified in a subset of patients with LS, including
1100delC, 1157T and IVS2+1G>A and the later have been associated with
gastric and colorectal cancer in the context of Li-Fraumeni syndrome. Aim-
The aim of this study was determine the frequency of extracolonic tumors in
Amsterdam positive families and frequency of mutations in MSH6, PMS1,
PMS2, TP53 and CHEK2 in patients suspected of LS. Material and
Methods- In order to evaluate the frequency of colorectal cancer and
extracolonic tumors, 60 unrelated families fulfilling solely the Amsterdam
criteria | and Il were included. To analyse the frequency of mutations in
MSH6, PMS1, PMS2, TP53 and CHEK2 genes, 71 unrelated families,
negative for mutations in MLH1 e MSH2, were included. Results- For tumor
frequency, a total of 2095 individuals were analysed and colorectal cancer
was found in 334 cases. Extracolonic tumors were found in 200 individuals,
where breast cancer (32 cases) was the most frequent extracolonic
manifestation found. For mutation analysis, we found six novel pathogenic

mutations. Conclusions- 6% of Brazilian patients with LS from this



institutional registry account for MSH6, PMS1 and PMS2 genes. Thereby,
recognition of individuals and families with hereditary predisposition to cancer
according to clinical and molecular features, combined with intensive
surveillance and management programs, can contribute substantially to

improve results related to the characterization and diagnosis of LS.
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1  INTRODUCAO

O cancer colorretal € uma das doengas neoplasicas mais comuns de
todo o mundo. Nos ultimos anos, a incidéncia de cancer colorretal (CCR)
parece ter atingido niveis altissimos, aumentando em areas anteriormente
consideradas de baixo risco. De acordo com FERLAY et al (2010), estima-se
1.200.000 novos casos de cancer colorretal todos os anos Acredita-se que
isso se deva ao envelhecimento natural das populagdes, a adogéo de estilos
de vida sedentarios e dietas pouco saudaveis. Apesar de a mortalidade estar
diminuindo nos ultimos anos, gragcas aos avangos nas técnicas de
diagnosticos, ainda ha cerca de mais de um milhdo de o6bitos todos os anos
no mundo (FRANCO e DUARTE-FRANCO 2005).

O cancer colorretal € um problema de saude publica em todo o
mundo, ele hoje é o segundo cancer mais prevalente, ficando atras somente
do cancer de mama (FERLAY et al. 2010). A maior parte de novos casos é
diagnosticada em paises desenvolvidos, principalmente na Europa Ocidental
e Nordeste dos Estados Unidos, porém, sé para o ano de 2010, estima-se
48.000 novos casos de cancer colorretal no Brasil, sendo o quarto tipo de
cancer mais frequente em homens e o terceiro tipo mais frequente em
mulheres (Ministério da Saude 2009; FERLAY et al. 2010).

Das formas mais comuns de tumores, o cancer colorretal tem uma
das maiores propor¢gdes de casos familiares. Através de estudos baseados

em agrupamentos familiares, verificou-se que cerca de 20-30% dos tumores



colorretais possuem uma causa genética potencialmente identificavel
(JOHNS e HOULSTON 2001; GRADY et al. 2003; JASPERSON et al. 2010).
Além disso, as conhecidas sindromes hereditarias associadas com
mutacdes herdadas de alta penetrancia respondem por cerca de 6-8% de
todos os casos de CCR. Elas sao caracterizadas por um processo
carcinogénico facilitado, com aumento do risco de desenvolvimento de CCR
em relagdo aos casos esporadicos, onde a penetrancia, de algumas
mutag¢des, pode chegar a 100% dos casos (FEARNHEAD et al. 2002;
GOECKE et al. 2006). O restante, cerca de 70%, s&o tumores esporadicos
(LYNCH et al. 2009b).

As principais sindromes hereditarias de predisposicao relacionadas
ao CCR sao a Polipose Adenomatosa Familiar (FAP) e o Céancer Colorretal
Hereditario sem Polipose (HNPCC - Hereditary NonPolyposis Colorectal
Cancer), também chamada de Sindrome de Lynch (SL) (LYNCH e DE LA

CHAPELLE 1999; HENDRIKS et al. 2006a).



2 REVISAO DE LITERATURA

A Sindrome de Lynch (SL) representa de 2-4% dos casos de cancer
colorretal (VASEN et al. 2010), sendo caracterizada por um processo de
carcinogénese acelerada decorrente de mutagdes em genes do sistema de
reparo de DNA (LYNCH et al 1993; MARRA et al. 1995; LYNCH et al. 1997).
Os principais genes envolvidos sdo o MLH1, MSH2, PMS1, PMS2, MSH6 e
MLH3 (PELTOMAKI e VASEN 1997; VASEN et al. 1999). Alteragdes
germinativas nos genes MLH1 e MSH2 s&o encontradas em cerca de 90%
de familias portadoras de mutacdo. De acordo com a base de dados
InSIGHT, atualmente existem mais de 450 diferentes mutacdes patogénicas,
50% relacionadas ao MLH1, 40% ao MSH2 e 10% distribuidas entre os

demais (PAPP et al 2007).

2.1 CRITERIOS DE AMSTERDAM E BETHESDA

VASEN et al. (1991), reportou os esforgcos do Grupo Colaborativo
Internacional sobre HNPCC (ICG-HNPCC) e o estabelecimento de um grupo
de critérios seletivos para familias com a sindrome de Lynch (Critério de
Amsterdam [): 1) pelo menos trés parentes com cancer colorretal
histologicamente confirmado; 2) um ser parente de primeiro grau dos outros
dois; 3) pelo menos duas geragdes sucessivas afetadas; 4) pelo menos um
dos parentes com o diagndstico de cancer colorretal antes dos 50 anos; e 5)

FAP deve ser excluida. Porém, verificou-se que diferentes sitios primarios



eram frequentemente descritos em familias com um possivel diagnéstico de
sindrome de Lynch: endométrio, estbmago, ovario, intestino delgado, ureter,
pélvis renal, cérebro e cancer do trato hepatobiliar. Entre esses tumores, o
cancer de endométrio, ureter, pélvis renal e intestino delgado, possuiam um
risco relativo maior, sendo, deste modo, mais especificos da sindrome de
Lynch. Dessa forma, no encontro realizado em 1998 houve um acordo de
que esses tumores extracolonicos deveriam ser incluidos e, um novo grupo
de critérios clinicos foi proposto (Critério de Amsterdam Il [ACII]) (VASEN et
al. 1999). Em 1997, com os avangos na patologia dos tumores, o Instituto
Nacional de Cancer dos Estados Unidos (NCI) propés algumas
recomendagdes, conhecidas como critérios de Bethesda (Quadro 2), com o
intuito de identificar individuos suspeitos para a Sindrome de Lynch, através
da investigacado da instabilidade de microssatélites (MSI) (BOLAND et al.
1998). O diagndstico da MSI serviria como um teste de rastreamento para
um subsequente sequenciamento dos principais genes de reparo

(RODRIGUEZ-BIGAS et al. 1997).



Quadro 1 - Critérios clinicos de diagndstico da sindrome de Lynch.

Critérios de Amsterdam |

-Pelo menos trés parentes devem ter CCR verificado histologicamente;

-Um tem que ser parente de 1 grau dos outros 2;

-Pelo menos duas geragdes sucessivas tém de ser afetadas;

-Pelo menos um dos parentes com CCR tem de ter recebido o diagnéstico antes dos 50
anos;

-Polipose adenomatosa familiar tem de ser excluida.

Critérios de Amsterdam Il

-Pelo menos trés parentes com um céancer associado a sindrome de Lynch (CCR,
estdbmago, ovério, endométrio, ureter ou pélvis renal, cérebro, intestino delgado, trato
hepatobiliar e pele (sebaceo));

-Um tem que ser parente de 1° grau dos outros dois;

-Pelo menos duas geragdes sucessivas tém de ser afetadas;

-Pelo menos um dos parentes com CCR tem de ter recebido o diagnéstico antes dos 50
anos;

-Polipose adenomatosa familiar tem de ser excluida;

-Tumores tém de ser verificados sempre que possivel.

Quadro 2 - Critérios de Bethesda.

Critérios de Bethesda

-Cancer colorretal diagnosticado antes dos 50 anos;

-Presencga de cancer colorretal sincrénico e/ou metacrdnico ou outros tumores relacionados
a sindrome, independente de idade;

-Cancer colorretal com instabilidade de microssatélite alta, diagnosticado antes dos 60
anos;-Paciente com céncer colorretal e um parente com tumor relacionado com a
sindrome, comum dos canceres diagnosticados antes dos 50 anos;

-Paciente com cancer colorretal com dois ou mais parentes de 1° e 2° grau com tumores
relacionados a sindrome, independente da idade.

2.2 CARACTERISTICAS CLINICAS DA SINDROME DE LYNCH

2.2.1 Heranca autossdmica dominante
Na heranga autossémica dominante somente uma copia mutada do
gene é suficiente para que a pessoa desenvolva a doenga. Sendo assim, um

individuo que herdou a mutagao tem 50% de probabilidade de transmitir o




gene mutado aos seus descendentes, idenpendentemente do sexo (VASEN

2005).

2.2.2 Ocorréncia de multiplos tumores

Uma das caracteristicas da SL é a ocorréncia de multiplos tumores
primarios no mesmo paciente. Numa série de 477 pacientes com cancer
colorretal, pertencentes a familias portadoras de mutagdes nos genes de
reparo, 18% dos casos tiveram tumores sincrbnicos e metacronicos
(VASEN. 2005). No Brasil, CANDIDO et al. (2007) avaliando 212 pacientes
com CCR, verificaram que 10% deles haviam tido multiplos tumores
primarios e 6% se tratavam de tumores colorretais sincrénicos ou
metacronicos. Devido ao grande aumento no risco de desenvolver um
segundo tumor colorretal, alguns autores recomendam uma extensiva
ressecgcao coldnica, principalmente em pacientes jovens (DE VOS TOT

NEDERVEEN CAPPEL et al. 2003).

2.2.3 Transicdo adenoma-carcinoma no CCR

A transicdo adenoma-carcinoma, inicialmente caracterizada em
pacientes com Polipose Adenomatosa Familiar (FAP), (FEARON e
VOGELSTEIN 1990) também se aplica a SL. Um recente estudo mostrou
que pacientes com mutagdes nos genes de reparo desenvolvem adenomas
mais frequentemente que controles, onde individuos com SL tém uma razao

adenoma-carcinoma de 1:1, enquanto que a populacéo geral € de 30:1.



Desta forma, acredita-se que qualquer pdlipo ndo tratado, nesses pacientes,
ira sofrer uma transformagao maligna (JASS et al. 2002; SILVA et al. 2009).

Adenomas de portadores de mutagdes costumam ser mais largos e
em maior proporc¢ao, apresentando caracteristicas histolégicas que estao
associadas com um alto risco de malignizagao, tais como: alto grau de
displasia e presenca de arquitetura vilosa. Adenomas e carcinomas na SL
estdo predominantemente localizados no célon proximal e a média do
surgimento do primeiro pélipo é em torno de 43 anos, e do carcinoma é de
aproximadamente 46 anos de idade (JASS et al. 1994). No estudo
conduzido por CANDIDO et al. (2007), no Brasil, foram avaliadas 43 familias
com a SL, e o tumor colorretal proximal foi 0 mais achado, com uma média
de idade de 46 anos.

Uma proporcéo, relativamente alta, de pacientes, desenvolve CCR
dentro de trés anos apds uma colonoscopia normal, sugerindo que a
sequéncia adenoma-carcinoma € acelerada, e a progressédo de adenoma
para carcinoma seria capaz de levar menos de trés anos, diferentemente de

tumores esporadicos, que levam em média de 10 a 15 anos (VASEN 1995).

2.2.4 Tumores associados a sindrome de Lynch

Cancer colorretal
Os tumores colorretais sdo, em sua maioria, pouco diferenciados, com
presenca de células em anel de sinete e excesso de areas mucoides. Em

geral, apresentam reacgao do tipo Crohn’s-like, com um conteudo significante



de linfocitos infiltrantes no tumor. Além disso, sao frequentes a presencga de
adenomas sebaceos, carcinomas sebaceos e multiplos ceratoacantomas na
sindrome de Muir-Torre, uma variante da Sindrome de Lynch (LYNCH et al.

2006).

Céancer de endométrio

O céncer de endométrio associado a SL é diagnosticado 10 anos
antes do que nos casos esporadicos. Aproximadamente 2% de todos os
tumores endometriais estdo relacionados a SL (HAMPEL et al. 2006). De
acordo com os dados obtidos no registro de cancer colorretal hereditario do
Hospital A.C. Camargo, a média de idade de diagndstico de cancer
endometrial, na SL, é de 48 anos (CANDIDO et al. 2007).

Num estudo recente realizado no Brasil, COSSIO et al. (2010)
verificaram que 40% dos pacientes com diagndstico de céancer de
endomeétrio, com ou sem histérico familiar de tumores relacionados a
sindrome de Lynch, apresentaram alteragées em pelo menos um dos genes
de reparo de DNA. Além disso, os autores afirmam que cerca de 11% dos
tumores endometriais, diagnosticados antes dos cinquenta anos de idade,
podem estar relacionados com mutagdes nos genes de reparo de DNA.

A grande maioria dos tumores endometriais da sindrome de Lynch é
do tipo endometridide, com variados estadios e graus (DE LEEUW et al.
2000). Caracteristicas histopatolégicas, como diferenciagdo mucinosa,
padrdo de crescimento solido-cribiforme, alto grau de necroses sugerem o

envolvimento dos genes de reparo de DNA. VAN DEN BOS et al. (2004)



verificaram que o cancer endometrial, na SL, s&do caracterizados por pouca
diferenciagcdo, com frequente reacdo linféide Crohn’s-like, crescimento
linfangioinvasivo e com muito mais linfocitos infiltrantes, quando comparados

com 0s casos esporadicos.

Céancer de ovario

A média de diagnéstico de cancer de ovario, na SL, é de
aproximadamente 10 anos a menos que nos casos esporadicos. No Brasil, a
média de idade em familias com a SL & de 45 anos (CANDIDO et al. 2007).
Um estudo conduzido por CRIJNEN et al. (2005) verificou-se que a média de
idade de cancer de ovario foi de 49 anos, contra 60 dos casos esporadicos.
Segundo os autores, as taxas de sobrevida nao foram significativamente
diferentes quando comparadas com controles ajustados para a idade,
estadio e ano de diagnéstico. Além disso, a patologia dos tumores de ovario,
da SL, aparentemente nao apresentava diferengcas entre os casos

esporadicos.

Cancer géastrico

Tumores de estbmagos tém sido observados, principalmente, nas
geragbes mais antigas de paises ocidentais desenvolvidos, mas € um dos
mais frequentes tumores extracolonicos nas atuais geragdes da SL em
paises orientais e ocidentais em desenvolvimento (CANDIDO et al. 2007;
YAP et al. 2009; ALVAREZ et al. 2010). Um estudo Finlandés reportou

dados clinicos de 45 pacientes com cancer gastrico em 51 familias da SL,
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onde a média de idade de diagnéstico foi de 56 anos e o tipo intestinal o
mais frequente (AARNIO et al. 1997). No Brasil, o tumor gastrico foi o
terceiro tipo mais comum de manifestagcao extra-colénica em 43 familias da

SL, com uma média de diagndstico de 51 anos (CANDIDO et al. 2007).

Cancer de intestino delgado

Um estudo internacional, incluindo varios registros institucionais,
identificou 42 individuos de 40 familias que desenvolveram 42 tumores
primarios, além de sete casos metacronicos de cancer de intestino delgado,
onde 46 deles foram adenocarcinomas e os outros trés, do tipo carcinoide. O
duodeno e jejuno foram os sitios primarios mais comuns do tumor, embora
tenha havido alguns casos na regido do ileo. A média de idade ao
diagndstico do primeiro tumor primario foi de 49 anos (RODRIGUEZ-BIGAS
et al. 1998).

SCHULMANN et al. (2005) num estudo com familias alemas,
identificou 32 casos de cancer de intestino, com a média de idade de 39
anos, onde 50% dos tumores estavam localizados no duodeno. A
instabilidade de microssatélites foi detectada em 95% dos tumores e em
89% dos casos houve a perda de expressao protéica de pelo menos um dos
genes de reparo de DNA. Baseado nesses achados, o grupo propés uma
endoscopia de vigilancia do duodeno em pacientes portadores de mutagao

nos genes de reparo a partir dos 30 anos de idade.
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Céancer de ureter e pélvis renal

Sao poucas as informagdes a respeito de tumores do trato urinario
associados a SL. Em um registro holandés, foram identificados sete casos
de cancer de ureter e pélvis renal em 50 familias com a SL, onde a média de
idade foi de 58 anos e todos os casos apresentaram carcinoma de células
transicionais (SIJMONS et al. 1998). Num estudo de coorte de quatro
grandes centros (Dinamarca, Finlandia, Holanda e EUA) foram avaliados
6041 familiares de 261 familias com a SL, onde foram encontrados 98 casos
de tumores no trato urinario, com um risco estimado de 28% de desenvolver
o tumor ao longo da vida para homens. De acordo com o estudo, o periodo
de maior risco para a ocorréncia do tumor € em torno dos 50-70 anos de

vida (WATSON et al. 2008).

Cancer de Sistema nervoso central (SNC)

A associagao entre SL e tumores cerebrais foi relatada em diferentes
estudos. VASEN et al. (1996a) estudaram 1.321 individuos de 50 familias
que preenchiam os critérios de Amsterdam. O registro revelou 14 casos de
tumores do SNC: cinco astrocitomas, trés oligodendrogliomas, um
ependimoma e cinco tumores para os quais o relatério patolégico néo estava
disponivel. O risco relativo de tumor no cérebro em pacientes com SL e seus
familiares de primeiro grau foi seis vezes maior que na populagao geral
(1C:95%; RR 3,5-10,1). Apos a exclusdo dos casos cujo diagnostico foi

baseado apenas na histéria da familia, o risco relativo foi de 4,3 (1C:95%; RR
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2,3-8,0). Embora o risco relativo de tumor cerebral seja aumentado, nao é

recomendado o rastreamento.

Cancer do trato hepatobiliar e pancreas

MECKLIN et al. (1992) avaliaram 18 pacientes com carcinoma
biliopancreatico em 15 diferentes familias com cancer familiar. Em 11 (79%),
o diagndstico foi de carcinoma de vias biliares ou da papila de Vater, e em
trés (21%), carcinoma de pancreas. VERNEZ et al. (2007) relatam um caso
de sindrome de Muir-Torre com colangiocarcinoma intra-hepatico associado

com uma mutagao missense do gene MSH2.

Cancer de glandulas sebaceas

A sindrome de Muir-Torre (MTS), € conhecida como uma variante da
SL, caracterizada pela coexisténcia de tumores de glandulas sebaceas e/ou
ceratoacantomas e malignidades viscerais tipicas da SL, principalmente o
cancer colorretal (CCR) (CESINARO et al. 2007; EISEN e MICHAEL 2009)

As lesdes sebaceas associadas a sindrome podem ser uUnicas ou
centenas e sdo quase sempre encontradas na pele da face, mas podem
aparecer em qualquer parte do corpo (PONTI 2005; MANGOLD et al. 2004;
ORTA et al. 2009). Os adenomas sebaceos tém sido considerados a leséo
sebacea mais comumente encontrada na MTS (COHEN et al. 1991; KIM et
al. 2007). Estas lesbes ocorrem geralmente no tronco quando associadas a
MTS, diferentemente da sua localizacdo na face quando ocorrem de forma

esporadica (SINGH et al. 2008). A analise de mutagdes dos genes de reparo
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em familias diagnosticadas com a sindrome de Muir-Torre demonstrou uma
prevaléncia maior para mutagdes nos genes MSH2 e MLH1, com
prevaléncia para mutagdes no gene MSH2. (MANGOLD et al. 2004; PONTI

2005; ORTA et al. 2009; PONTI et al. 2007)

2.3 HISTORICO DOS GENES DE REPARO DE DNA

A fungao primaria do sistema de reparo de DNA é corrigir o erro de
pareamento de bases, insergbes e delegbes que surgem como
consequéncia do erro da DNA polimerase durante a sintese de DNA. Os
genes de reparo cumprem diversas fungdes na estabilizacdo genética, seja
corrigindo erros na sintese de DNA, garantindo a fidelidade da recombinagao
genética ou participando nos passos iniciais de respostas apoptoticas a
diferentes classes de danos ao DNA (JIRICNY e NYSTROM-LAHTI 2000;
PELTOMAKI 2001).

Os primeiros estudos de genes de reparo foram desenvolvidos em
Eschericha coli, onde o reparo do erro de pareamento € caracterizado pela
auséncia de metilagdo de adenina no sitio d(GATC) dentro do novo DNA
sintetizado. Dessa forma, o funcionamento da fita hemimetilada em E. coli
direciona o corte na fita ndo metilada, servindo como um sinal para a reagao
(IYER et al. 2006). O sinal que dirige a corregcédo do erro de replicagdo em
eucariotos ainda ndo é bem definido, porém, similarmente ao que ocorre em
bactérias, um corte especifico da fita ou abertura é suficiente para direcionar

o reparo em extratos de células de mamiferos. Essa descoberta, aliada ao
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fato de que o reparo é mais eficiente na fita descontinua da forquilha de
replicacédo, sugere que o término do DNA, que ocorre como intermediador
natural durante a replicagao (termino 3’ na fita continua e termino 3’ e 5’ da
fita descontinua), pode ser suficiente para funcionar como sinalizagao para
corregao dos erros em células eucarioticas (MODRICH 2006).

Os homodimeros responsaveis pela iniciagcdo do reparo do erro de
pareamento em E. coli sdo o MUTS e MUTL. MUTS faz o reconhecimento
do erro de pareamento e recruta o MUTL para o local do reparo, iniciando
uma cascata de atividades (PELTOMAKI 2005; MODRICH 2006). As células
de mamiferos possuem a atividade de dois MUTS homodlogos que funcionam
como heterodimeros, onde o MUTSa é formado pelo complexo MSH2-MSH6
e o MUTSB formado pelo complexo MSH2-MSH3 (KOLODNER 1999a).
PELTOMAKI (2005) identificou seis homdélogos ao MUTS em células de
eucariotos.

O complexo MSH2-MSH6 representa 80% a 90% do nivel celular de
MSH2 e sua fungdo € reconhecer o erro de pareamento base-base,
insercbes e delecbes que contenham um ou dois nucleotideos nao
pareados, além de reconhecer grandes delecdes e inser¢gdes (MODRICH
2006). Acredita-se que a proteina MSH6 aparenta ser a subunidade
responsavel pelo reconhecimento do erro de pareamento (LACCARINO et
al. 1998).

O complexo MSH2-MSH3 é responsavel pelo reconhecimento e
reparo de insercbes e delecbes de dois a oito nucleotideos. Estudos

experimentais ndo demonstraram associacdo do gene MSH3 com a
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Sindrome de Lynch (HUANG et al. 2001; OHMIYA et al. 2001), embora o
gene apresente frequentes mutagbes somaticas em tumores e sua
inativacdo possa potencializar as consequéncias de mutacdes em outros
genes de reparo.

As células eucaridticas apresentam, também, trés complexos
homodlogos ao MUTL de E. coli, sendo eles: o MLH1-PMS2 (MUTLa), o
MLH1-PMS1 (MUTLB) e o MLH1-MLH3 (MUTLy). O complexo MUTLa
constitui o complexo mais ativo em seres humanos e atua como suporte
para o reparo iniciado pelo complexo MUTS (IYER et al. 2006). O complexo
MUTL ja foi isolado, porém seu envolvimento no reparo de DNA ainda nao
estd bem esclarecido, assim como o envolvimento do gene MLH3 no

desenvolvimento de tumores colorretais (LOUKOLA et al. 2000).
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Fonte: Figura adaptada de JIRICNY (2000).
Figura 1 - Modelo para correcdo de pareamento errbneo dos genes de

reparo de DNA. A fita na parte de cima contém 3 erros que so corrigidos pelo sistema
de reparo: um pareamento base-base, uma insergdo e uma dele¢do de duas bases. Os trés
erros sao alvo dos complexos MSH2-MSH6/MLH1-PMS2 para a corre¢do. Em todos os
casos o processo é dirigido por um curto corte na fita. Na auséncia de MSH6, as insergdes e
delegdes sao reparadas pelo complexo MSH2-MSH3.
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2.4 GENES DE REPARO DE DNA NA SINDROME DE LYNCH

O entendimento clinico da Sindrome de Lynch tem sido
complementado pelos grandes avangos da genética molecular. A primeira
caracterizagao molecular desses tumores ocorreu no inicio dos anos 90,
com a caracterizagao da instabilidade de microssatélites (THIBODEAU et al.
1993), onde verificaram que pacientes com a sindrome de Lynch
apresentavam variagcbes no numero de repeticdes nas unidades de
microssatélites, ocasionadas pela falha no sistema de correcdo de genes de
reparo de DNA.

A definicdo molecular da Sindrome de Lynch requer a demonstragao
de um defeito herdado nos genes de reparo. Assim, mutagdes germinativas
em pelo menos um dos genes de reparo podem ser encontradas em mais de
80% dos individuos com Sindrome de Lynch (PELTOMAKI 2003).

O gene MLH1 (MIM#120436) localiza-se no cromossomo 3p21,
possui dezenove éxons com 74.745 pares de base. Até o ano de 2009, mais
de 500 diferentes mutagdes germinativas sdo conhecidas e € o mais
importante gene de susceptibilidade ao cancer na sindrome de Lynch
(PELTOMAKI e VASEN 2004).

O gene MSH2 (MIM#120435) encontra-se no cromossomo 2p16,
possui dezesseis éxons e 104.128 pb (PELTOMAKI 2003). Mutagdes nos
genes MSH2 e MLHL1 representam mais de 80% dos casos com mutacgdes

germinativas na SL (WIJNEN et al. 1997; ROSSI et al. 2002).
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O gene MSH6 encontra-se no cromossomo 2p15, com 10 éxons e
mutagcdes germinativas tém sido reconhecida como frequente causa de
Sindrome de Lynch atipica (sem preencher critérios de Amsterdam). Os
primeiros estudos sobre mutagées no gene MSH6 indicaram que o fendtipo
clinico de familias afetadas se difere dos individuos de Sindrome de Lynch
classica, causados por mutagcdes em MLH1 e MSH2. A penetrancia do
cancer colorretal parece diminuir, embora cancer endometrial seja,
provavelmente, a mais importante manifestacao clinica em mulheres que
apresentam mutacdo em MSH6. Além disso, individuos portadores de
mutagdbes em MSH6 tém reduzida incidéncia de instabilidade de
microssatélites e preferencialmente ocorrem em sequéncias de
mononucleotideos (WJNEN et al. 1999; MIYAKI et al. 1997; AKIYAMA et al.
1997; PLASCHKE et al. 2000; KOLODNER et al. 1999b; NAKAGAWA et al.
2004).

Os genes PMS1 e PMS2 estéo localizados no cromossomo 2q31-q33
e 7p22, com 13 e 15 éxons, respectivamente. Segundo dados de literatura,
representam 5% dos casos da Sindrome de Lynch (KOLODNER et al.
1999b). Apesar do gene PMS2 ser crucial no papel de reparo, mutagoes tém
sido raramente reportadas como causadoras da sindrome de Lynch e

sindrome de Turcot, uma de suas variantes (JASS 2006).
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2.5 ALTERACOES NOS GENES DE REPARO DE DNA

ROSSI et al. (2002), avaliando vinte e cinco familias brasileiras com
suspeita de sindrome de Lynch, analisaram mutagdes nos genes MLH1 e
MSH2 e verificaram que das dez mutagdes encontradas (40%), oito delas
foram encontradas no gene MLH1 (80%) e duas em MSH2 (20%). As
principais mutagdes foram cinco do tipo missense, uma nonsense, trés
frameshift e uma de sitio de splicing. LYNCH et al. (1999), identificaram
mutacdo em dezoito de cinquenta e seis individuos (32,1%).

NICOLAIDES et al. (1994), sugeriram pela primeira vez o papel dos
genes PMS1 e PMS2 como parte da Sindrome de Lynch. Esses autores
identificaram uma delecio inframe para PMS2 e uma mutagdo nonsense em
PMS1 em duas familias ndo relacionadas.

Devido a descoberta de um gene homodlogo ao PMS2, também
localizado no cromossomo 7p22-23, denominado PMS2CL, o qual apresenta
97% de similaridade com PMS2 e semelhanga com a regido na qual a
proteina PMS2 interage com a proteina MHL1 para formar o complexo
MLH1-PMS2, verificou-se que esse gene seria capaz de gerar falsos alelos
ndo mutados (wild-type), dificultando bastante o rastreamento de mutacdes
em PMS2 (NAKAGAWA et al. 2004). De acordo com dados do National
Center for Biotechnology Information Database (NCBI) existem pelo menos
treze sequéncias homdlogas ao PMS2 em diferentes cromossémos.
NAKAGAWA et al. (2004), afirmaram que a presengca do gene PMS2CL

dificulta a deteccdo de mutacdes frameshift pelo método de sequenciamento
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e, afirmam ainda, que o fato de poucas mutagdes encontradas nos éxons 1 a
5 do PMS2 poderiam ser devido a existéncia de outras regides homdlogas,
sugerindo que as mutagdes em PMS2 podem ser muito mais comuns do que
se imaginava.

No ano de 2000, DE ROSA et al. encontraram duas mutacdes
missense em PMS2 em um paciente com sindrome de Turcot sem histoérico
familiar. Neste estudo, o paciente era jovem e as mutagdes foram herdadas
de seu pai e sua mae, que eram heterozigotos para o gene PMS2.
Interessantemente, ambos os pais e outros cinco membros da familia que
eram heterozigotos para uma das mutagdes, ndo apresentaram tumores,
levando os autores a sugerirem que alteragdes em heterozigose nesse gene
ndo aumentariam o risco de cancer. Essa descoberta levou os
pesquisadores a interpretarem que seria necessaria uma inativagao bialélica
do gene PMS2 para produzir uma predisposi¢ao ao cancer, confirmando a
idéia do modelo de two-hit proposto por KNUDSON (1971).

Um estudo recente realizado por HENDRIKS et al. (2006b), identificou
sete mutagbes em PMS2, incluindo quatro rearranjos cromossOmicos e trés
mutagdes pontuais. Desses sete individuos, seis apresentaram um padrao
de heranca autossdmico dominante. Esses estudos indicaram fortemente
que mutagdes heterozigéticas em PMS2 sao causadoras da Sindrome de

Lynch, contradizendo os achados de DE ROSA et al. (2000).



21

2.6 REARRANJOS GENOMICOS NA SINDROME DE LYNCH

Com o surgimento da Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification (MLPA) foi possivel reconhecer, surpreendentemente, uma
grande proporcdo de mutacdes deletérias resultantes de rearranjos
gendmicos de uma ou de varias dele¢des de éxons, afetando o gene MLH1
e MSH2 (NAKAGAWA et al. 2003).

AINSWORTH et al. (2004) verificaram uma taxa significativa de
rearranjos gendmicos em dez de 67 individuos suspeitos para a SL (15%),
sendo cinco diferentes tipos de rearranjos. ZHANG et al. (2006) avaliaram
dezesseis familiares suigcos suspeitos de sindrome de Lynch que nao
apresentavam mutagdes germinativas nos genes MLH1 e MSH2 e
encontraram cinco individuos (31%) com diferentes dele¢cdes gendmicas.

Segundo PITORIUS et al. (2007), os rearranjos genémicos
representam uma significativa proporcao de todas as mutagdes patogénicas
nos genes de reparo de DNA. Sao varios os estudos que mostram que os
rearranjos gendmicos compreendem de 15% a 55% de todas as mutagdes
nos genes de reparo (WIJNEN et al. 1998; GILLE et al. 2002; WAGNER et
al. 2003; WANG et al. 2003; BUNYAN et al. 2004; BAUDHUIN et al. 2005;
GRABOWSKI et al. 2005). PISTORIUS et al. (2007) encontraram catorze
rearranjos gendmicos, num total de oitenta e cinco individuos (16,5%), sendo

quatro deles em MLH1 e outros dez em MSH2.
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2.7 ALTERACOES EM REGIOES REGULADORAS DE GENES DE

REPARO

Embora se tenha pesquisado muito sobre as alteragbes genéticas em
regides codificadoras dos genes de reparo em Sindrome de Lynch, as
alteragcbes genéticas nas regides regulatdrias desses genes tém sido pouco
investigadas. Estudos recentes tém definido e caracterizado mutagdes
germinativas na regido central dos promotores desses genes. SHIN et al.
(2002) avaliando cento e quarenta e um pacientes coreanos com Sindrome
de Lynch, encontraram trés novas mutag¢des na regido promotora do gene
MSH2, sendo todos os individuos com mutagdes germinativas nao
detectadas. Essas mutagdes na regidao promotora diminuiram de maneira
significativa sua atividade, afetando o inicio do sitio de transcricao e o sitio
de ligagcdo do fator transcricional, resultando num novo complexo DNA-
proteina. Esses resultados sao indicativos de que mutagdes na regiao
promotora de MSH2 sao responsaveis pelo processo inicial de tumores em

uma minoria de casos de Sindrome de Lynch.

2.8 ALTERACOES EPIGENETICAS

GAZOLLI et al. (2002) demonstraram que 60% a 90% das ilhas CpG
sdo metiladas no residuo de citosina no genoma humano, embora regides
ricas em CG sem metilagdo sejam frequentemente associadas a genes

ativos (TATE e BIRD 1993). Alteragbes epigenéticas no genoma humano
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podem afetar a citosina como também a estrutura da cromatina
(ROUNTREE et al. 2001; MIYAKURA 2004). O residuo de citosina pode
adquirir um grupo metil no seu carbono 5, ocorrendo na fita contraria a
sequéncia palindrébmica de CpG. Na grande maioria dos genes expressos,
as ilhas CpG sao encontradas na regidao promotora e, dependendo do nivel
de metilacdo, podem impedir os fatores de transcricdo de se ligarem na
regido promotora, inibindo a transcricdo, e como consequéncia, o gene é
silenciado.

Estudos tém demonstrado que a hipermetilacdo, conhecida também
como epimutagdo, do gene MLH1 né&o esta limitado a células neoplasicas.
Em certos individuos, a hipermetilagdo de um unico alelo € originada durante
sua germinagao e € amplamente distribuida em suas células somaticas
(TATE e BIRD 1993; SUTER et al. 2004; HITCHINS et al. 2005).

Embora mutagdes germinativas em sequéncias de genes sejam
fielmente transmitidas de uma geracédo a outra num padrdao mendeliano, as
epimutacdoes, apesar de serem transmitidas aos descendentes, né&o
envolvem mudancas na sequéncia de DNA e sao relativamente instaveis,
devido ao processo de reprogramagao epigenética nas células gaméticas.
HITCHINS et al. (2007) avaliando vinte e quatro pacientes com cancer
colorretal ou de endométrio, antes dos cinquenta anos sem mutagdes
germinativas nos genes de reparo, verificaram que duas pacientes
apresentavam uma tipica epimutagdo germinativa em MLH1, com todas as
suas células somaticas hemimetiladas. Um dos filhos de uma das pacientes

apresentou uma metilacdo parcial em MLH1, porém, a analise dos
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espermatozoides do menino ndo demonstrou qualquer perfil de metilagao
nesse gene. Na outra paciente, apesar de ter doado seu haplétipo a um de
seus filhos, ndo foi encontrada evidéncia de metilagdo, provavelmente
devido a uma reversao durante a gametogénese. Esses resultados sugerem
uma reversao incompleta da epimutacao, com a possibilidade de uma maior
susceptibilidade do alelo doado sofrer uma subsequente metilacdo somatica
na geragao seguinte.

HITCHINS et al. (2005), em um estudo prévio, avaliaram 160
individuos suspeitos de Sindrome de Lynch e verificaram que uma paciente
apresentou hemimetilagdo no gene MLH1 e que esse alelo foi herdado de
sua mae. Dessa forma, esses resultados, afirmam que erros epigenéticos
podem surgir mais frequentemente durante a oogénese ou se manterem de
uma maneira mais forte durante esse processo. Essa hipétese pode ser
confirmada pela reversao da epimutagao no filho da paciente, embora nao
possamos excluir a heranga paterna, visto que SUTER et al. (2004)
verificaram a presenca de metilacdo nos espermatozdides de um dos
descendentes de uma das pacientes portadoras de hipermetilacdo, mesmo
que em uma baixa propor¢ao (<1%).

Até o momento, essas observagbes sugerem que a hipermetilagao
associada ao silenciamento do MLH1 representa uma alternativa no modelo

de two-hit (HITCHINS et al. 2007; ROUNTREE et al. 2001).
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2.9 CORRELACAO GENOTIPO-FENOTIPO

Mesmo na auséncia da caracterizacao clinica tipica, critérios devem
ser utilizados para direcionar pesquisa de uma condicdo herdavel. Nesse
contexto, a determinacao correta do espectro dos tumores extracoldénicos na
sindrome de Lynch adquire uma grande importancia. Fequentemente, novas
descobertas moleculares tem sido de grande valia para uma melhor
definicdo da correlagdo gendtipo-fendtipo e também do espectro de tumores
extracolénicos na SL. Ao comparar familias com muta¢des germinativas em
MLH1 ou MSH2, com familias com mutacdes em MSH6, verifica-se que
estas ultimas apresentam um periodo mais tardio de inicio do cancer
colorretal (54 contra 44) e, as mulheres deste grupo, apresentam um baixo
risco de desenvolver cancer colorretal (30% aos 71 anos), porém, um alto
risco de desenvolver cancer de endométrio (71% aos 71 anos) (PLASCHKE
et al. 2000; HENDRIKS et al. 2004).

Outros estudos demonstram que individuos com mutacdes
germinativas em MSH2 tém um aumento no risco de desenvolver cancer no
trato urinario, gastrico e de ovario quando comparado com individuos que
apresentam mutagdes em MLH1 (VASEN et al. 1996b). BECK et al. (1997)
sugeriram que familias com cancer, que n&o preenchiam os requisitos dos
critérios de Amsterdam, mas que possuiam mutagdes germinativas, na
maioria das vezes, apresentavam mutagbes do tipo missense, que
resultavam em mudancas estruturais menos severas na proteina codificada,

diminuindo a agressividade da doencga.
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2.10 MUTACOES BIALELICAS NOS GENES DE REPARO DE DNA

Enquanto individuos com a Sindrome de Lynch, com padrdo
autossObmico dominante, sdo portadores de mutagbes germinativas em
heterozigose, ha relatos na literatura descrevendo mais de 30 familias com
individuos sofrendo de uma nova sindrome autossdmica recessiva, causada
por mutagdes homozigdticas ou compostas nos genes MLH1, MSH2, MSH6
e PMS2, conhecida como Constitutional mismatch repair deficiency (CMMR-
D). Ha relatos de pelo menos 10 familias com mutacdes bi-alélicas em
MLH1, trés em MSH2, seis em MSH6 e 11 em PMS2 descritas na literatura
(BANDIPALLIAM 2005). Diferentemente da SL, individuos que herdam
mutacgdes bi-alélicas, em um dos genes de reparo, ndo produzem proteina
funcional e em geral, desenvolvem tumores hematoldgicos ou cerebrais ja
na primeira década de vida (FELTON et al. 2007). Além disso, quase todos
os pacientes tem sinais semelhantes a neurofibromatose tipo 1 (NF1) em
especial, manchas “café com leite” (café au lait spots) (WIMMER e ETZLER
2008).

Estudos sugerem que pacientes com a SL com mutagdes em MSH6
frequentemente tém um atraso no aparecimento do primeiro tumor e uma
penetrancia incompleta quando comparados a individuos com mutag¢des nos
genes MLH1 e MSH2, no entanto, quando mutagdes em homozigose ou
compostas no gene MSH6 sdo herdadas, o fenétipo é similar a individuos
com deficiéncia constitutiva em MLH1 e MSH2, onde é frequente o

aparecimento de tumores gastrointestinais nas primeiras décadas de vida e
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neoplasias hematologicas (MENKO et al. 2004; RIPPERGER et al. 2010;

BANDIPALLIAM 2005 ).

2.11 OUTRAS SINDROMES ASSOCIADAS AO CCR NAO

POLIPOMATOSO

Mutacbes herdadas em outros genes também influenciam o risco de
cancer colorretal. Neste contexto, a manutencédo da integridade gendmica,
apdés um dano ao DNA, depende da coordenagao do reparo do DNA e o do
controle da progressao do ciclo celular. Desse modo, a proteina CHEK2 tem
um papel critico nas vias de sinalizacao ao dano no DNA (BROWN et al.
1999; CHATUVERDI et al. 1999), que é fosforilar e regular a fungao de
BRCA1 e p53 (LEE et al. 2000). Além disso, mutagdes germinativas em
CHEK2 tém sido identificadas em pacientes com a Sindrome de Lynch,
Sindrome de Li-Fraumeni (SLF), Cancer de mama e ovario hereditario
(HBOC) e Céancer de mama-colon hereditario (HBCC) (BACHINSKI et al.
2005; WASIELEWSKI et al. 2008; SUCHY et al. 2010). Recentemente,
alelos relativamente raros foram encontrados e tem sido associados ao
cancer colorretal, incluindo CHEK2 1100delC, 1157T, IVS2+1G>A e del5395
(SUCHY et al. 2010).

Um estudo realizado no sudeste do Brasil com familias com cancer
hereditario identificaram uma mutagdo fundadora, no gene TP53, de alta
prevaléncia (3:1.000) , muito maior que a frequéncia estimada para qualquer

outra mutacdo nesse gene (PALMERO et al. 2008). Além de sarcomas,
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cancer de mama, cerebral e adrenocorticais, tipicos da sindrome de Li-
Fraumeni, o cancer colorretal, assim como outros tipos, foram encontrados
em excesso nas familias estudadas. Por este motivo, ACHATZ et al. (2009)
propuseram que devido a alta prevaléncia da mutacdo R337H no sudeste do
Brasil, familias que apresentam critérios clinicos para qualquer das
sindromes com multiplos tumores hereditarios, nas quais nao foram
detectadas mutagdes nos seus genes candidatos, tais como BRCAL e
BRCA2 e os genes de reparo de DNA, a avaliagdo dessa mutagao
especifica deveria ser uma alternativa a ser considerada. Isso exemplifica
como as sindromes de predisposicdo ao cancer tém espectros tumorais
amplos e que se sobrepdem, tornando de grande importancia o diagndstico

preciso, para um manejo adequado dos pacientes e suas familias.

2.12 ACONSELHAMENTO GENETICO

Aconselhamento genético (AG) € o processo de comunicagdo da
presenca de uma sindrome genética aos portadores e a seus familiares. No
momento do AG devem ser detalhadas informagdes sobre a origem, a
heranca e as implicagdes da doencga, possibilitando ao paciente tomar
decisdes medicas e pessoais (NUSSBAUM et al. 2002).

E importante que o aconselhamento genético ocorra antes da coleta
de DNA e realizag&o dos testes, bem como no momento da divulgacédo dos
resultados, ja que a presenca de uma mutagdo germinativa pode ter grande

impacto sobre as emogdes do paciente ao lidar com o destino de sua vida
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em relagcédo ao cancer. Sendo assim, este precioso conhecimento ira permitir
a divulgacao do risco de cancer em sitios anatdmicos especificos, a idade
média de inicio, implicagdes progndsticas e, possivelmente, até mesmo as
escolhas quimioterapicas nos pacientes com a mutacdo causadora do
cancer (ARNOLD et al. 2003; AEBI et al. 1996). Este conhecimento sera
limitado apenas pela penetrancia da mutagcdo e o impacto potencial da
interacdo com carcindégenos ambientais (LYNCH et al. 2006).

Os pacientes devem ser esclarecidos sobre a possibilidade de
realizacdo do diagndéstico molecular da sindrome. O teste genético deve ser
oferecido como confirmagao do diagnéstico clinico, porém o paciente deve
estar bem informado que o resultado obtido no teste ndo ira mudar a
conduta nem o diagndstico clinico da sindrome. Caso haja a detecgédo da
mutacdo, esta podera ser rastreada em seus familiares possibilitando a
identificacdo de individuos que herdaram ou ndo a mutagdo. Os familiares
que nao herdarem a mutacgao serao liberados da intensa vigilancia clinica .
No entanto, caso a mutagao ndo seja detectada pelos métodos utilizados, o
paciente deve estar ciente de que outros fatores nao identificados podem
ocasionar a sindrome e que, mesmo sem o diagnéstico molecular, a familia
devera continuar o rastreamento clinico (HEMMINKI e ENG 2004).

LYNCH et al (2006) afirmam que os aconselhadores devem estar
preparados para discutir as preocupagdes psicoldgicas do paciente e, assim,
abordar livremente temas como culpa, no caso em que o paciente é negativo
para a mutacdo deletéria, ou, no caso de positivo para a mutagao,

preocupagdes com relagdo a discriminagdo no trabalho. Vigilancia e
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manuseio devem ser abordados, na medida em que sdo capazes de salvar
inimeras vidas, tudo num contexto de possivel medo, ansiedade e
apreensao sobre o seu destino.

Segundo LYNCH et al. (2001) O aconselhamento genético é
obrigatorio e deve ser dado, tanto aos pacientes quanto seus parentes,
detalhes importantes sobre o risco genético, com base na historia natural da
sindrome de cancer hereditario, as opg¢des de vigilancia e a disponibilidade
de testes genéticos. Além disso, as limitagdes desse conhecimento deve ser
bem informadas e o aconselhamento pode ser realizado por uma discussao
um a um ou em familia, podendo ser fornecida a todos membros que
optarem por participar. De acordo com LYNCH et al. (2001) o
aconselhamento familiar, com todos individuos juntos, pode fornecer um

grupo psicoterapéutico benéfico aos membros da familia.

2.13 IMUNOISTOQUIMICA E INSTABILIDADE DE

MICROSSATELITES

Originalmente, a sindrome de Lynch era descrita através de um
agrupamento de tumores colorretais diagnosticados através dos critérios de
Amsterdam, os quais eram baseados somente em relatos familiares e
pessoais de cancer. Atualmente, o uso desse critério se tornou apenas mais
uma das ferramentas de diagndstico, uma vez que os avangos no estudo da

patologia dos tumores através dos testes de imunoistoquimica (IHQ) e
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instabilidade de microssatélites mudaram a forma de diagndstico da
sindrome de Lynch (MUELLER-KOCK et al. 2005).

As proteinas dos genes de reparo funcionam em heterodimeros, onde
as “principais” proteinas, MLH1 e MSH2, sao estabilizadas através de
interagdes com outras proteinas “menores”, incluindo MSH6 e PMS2. As
proteinas menores sao dependentes da ligagdo com seus parceiros para
serem expressas, desta forma, quando um tumor perde sua expressio de
MSH2 ha uma concomitante perda da expressdao de MSH6. Similarmente, a
perda de MLH1 leva a perda de PMS2. No entanto, quando ha a perda de
MSH6 ou PMS2, o tecido apresenta perda isolada dessas proteinas
(BOLAND et al. 2008).

A imunoistoquimica é aproximadamente 90% sensivel, porém ela é
indicada somente para mutacdes que causam proteinas truncadas
(HAMPEL et al. 2005; HENDRIKS et al. 2006a). Em alteragdes do tipo
missense a IHQ pode gerar muitos falsos positivos, pois a proteina, apesar
de presente no tumor, pode estar inativa ou com atividade anormal. Além
disso, ela pode estar sujeita a uma regulagéo fisiolégica, de forma que
requer experiéncia por parte do patologista no momento de interpretar os
dados, devido a possibilidade de marcacbes ambiguas no tecido
(BAUDHUIN et al. 2005).

A instabilidade de microssatélite, do inglés MSI, é caracterizada por
insercoes e delecbes em pequenas repeticoes de 1 a 5 nucleotideos no DNA
do tumor quando comparado ao DNA do tecido normal. A deteccdo da

instabilidade de microssatélites € uma das técnicas mais usadas em
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pacientes com céancer colorretal, podendo ser encontrado em mais de 90%
dos tumores colorretais da sindrome de Lynch. Pacientes com MSI
apresentam, indiretamente, falhas nos genes do sistema de reparo de DNA,
causando proteinas deficientes e perda do reparo no DNA (SILVA et al.
2009).

Quanto a extensdo da instabilidade de microssatélites, os tumores
podem ser classificados em trés tipos: tumores com alta instabilidade (MSI-
H), quando mais de 30% dos marcadores avaliados estiverem instaveis;
baixa instabilidade (MSI-L), quando menos de 30% dos marcadores
estiverem instaveis e marcadores estaveis (MSS) quando nenhum marcador
estiver instavel. Cerca de 10-15% dos CCR esporadicos e a grande maioria
na SL apresentam o fendtipo MSI-H. Seguindo a sugestdo do Instituto
Nacional de Cancer dos Estados Unidos — NCI (National Cancer Institute),
foi proposto para a SL um painel de 5 marcadores: dois mononucleotideos
(BAT25 e BAT26) e trés dinucleotideos (D2S123, D5S346 e D17S250)
(BOLAND et al. 1998; JENKINS et al. 2007).

A instabilidade de microssatélites € bastante sensivel para a SL, mas
nao especifica, visto que somente 20-25% de todos os tumores, com MSI-H,
estdo associados com mutagdes germinativas nos genes de reparo de DNA
(LYNCH et al. 2009a). Embora o teste de MSI seja bastante sensivel para a
SL, ele ndo sera detectado em cerca de 5% de todos os pacientes com
mutagbes germinativas e sua sensibilidade n&o ultrapassa os 86% em

pacientes com mutag¢des no gene MSH6 (HENDRIKS et al. 2004).
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2.14 DIAGNOSTICO DA SINDROME DE LYNCH

Hoje, sabe-se que a sindrome de Lynch é definida em termos da
presenca de mutagdes germinativas em um dos genes de reparo de DNA
(BOLAND 2005), porém, néo & padrao testar, para mutagcbes nestes genes,
qualquer paciente com cancer colorretal. A SL, muitas vezes, é dificil de ser
diagnosticada, principalmente pela falta de caracteristicas fenotipicas
especificas. Para contornar esses problemas, o primeiro passo a ser tomado
€ iniciar uma minuciosa analise do histérico familiar, incluindo pelo menos
trés geragdes avaliadas, aplicando os critérios de Amsterdam ou Bethesda.
Se o diagnodstico ndo for comprovado pela IHQ das proteinas de reparo, o
status da instabilidade de microssatélite deve ser determinado. Finalmente, o
sequenciamento dos genes de reparo pode precisamente identificar
mutagdes e facilitar o rastreamento dos membros familiares (TANYI et al.
2006).

Indmeros avangos tém sido realizados nos ultimos anos para melhor
caracterizagdo molecular da Sindrome de Lynch que, aliados a um
aprimoramento continuo dos métodos de estudo, tém fornecido uma grande
variedade de alternativas para detecgdo de alteragdo nos genes associados
a Sindrome de Lynch. Dessa forma, os testes genéticos para mutacdes
germinativas nos genes de reparo de DNA, além de permitirem o diagndstico
definitivo das familias com SL, sdo de grande importancia para o

aconselhamento, vigilancia e manejo de pacientes de alto risco, visto que a
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identificacdo de mutacdes pode direcionar o melhor tratamento com drogas

citotoxicas e intensificar a vigilancia dos pacientes através de colonoscopia.
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OBJETIVOS

Determinar a frequéncia de tumores colorretais e os tipos mais
comuns de manifestagdes extracolénicas em familias suspeitas de SL
que preenchem exclusivamente os critérios de Amsterdam | e Il.
Determinar a frequéncia de mutacdes nos genes de reparo de DNA
de menor prevaléncia (MSH6, PMS2 e PMS1) em familias suspeitas
de sindrome de Lynch (critérios de Amsterdam e Bethesda).
Determinar a frequéncia de mutagcdes nos genes TP53 e CHEK2 em
pacientes suspeitos de SL que preenchem os critérios de Amsterdam
e Bethesda, mas que também podem estar associadas a sindrome de
Li-Fraumeni (LFS), cancer hereditario de mama-ovario (HBOC) e

sindrome de mama-célon (HBCC).
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MATERIAIS E METODOS

AMOSTRAS

Caracterizacao clinica de familias Amsterdam

Foram selecionadas 60 familias nao relacionadas que preenchiam,
exclusivamente, os critérios clinicos de Amsterdam | e |l
idenpendentemente da presenga ou ndo de mutagdes nos genes de
reparo de DNA. Para realizar esta analise, foi utilizado o banco de
dados ONCOTREE do registro de céancer colorretal hereditario do
departamento de cirurgia pélvica do Hospital A C Camargo. As
familias avaliadas foram registradas entre o periodo de janeiro de
1998 e junho de 2009 e foram classificadas de acordo com os
critérios de Amsterdam | e Il. Os individuos e seus parentes foram
entrevistados apds o consentimento informado. Os seguintes critérios
foram avaliados: total de numero de membros, pacientes com CCR,
tumores extracol6nicos, geragdes avaliadas e idade ao diagndstico. O
diagndstico de tumores foi baseado em relatos verbais e em

confirmagdes clinicas e patoloégicas, quando possivel.

Critérios de inclusao

Pertencer a familias que preenchiam os critérios de Amsterdam | e |l

da Sindrome de Lynch
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Critérios de excluséo

" Incapacidade ou recusa em fornecer consentimento informado.

4.1.2 Rastreamento de mutacdes por sequenciamento

o Para realizar o sequenciamento dos genes MSH6, PMS1, PMS2,
CHEK2 e TP53, foram selecionadas 71 familias ndo relacionadas, as
quais apresentaram testes de mutagao por sequenciamento em MLH1
e MSH2 negativos ou inconclusivos, recrutadas a partir do Banco de
dados ONCOTREE do registro de Cancer Colorretal Hereditario do
departamento de cirurgia pélvica do Hospital A.C. Camargo. Das 71
familias avaliadas, 20 preenchiam os critérios de Amsterdam e 51

preenchiam os critérios de Bethesda.

Critérios de incluséo
. Pacientes com suspeita clinica de Sindrome de Lynch através dos

critérios de Amsterdam e Bethesda;

. Disponibilidade para coleta de sangue periférico;
. Pacientes sem mutagdes detectadas por sequenciamento nos genes
MLH1 e MSH2;

Critérios de excluséo

. Incapacidade ou recusa em fornecer consentimento informado.



38

4.2 ACONSELHAMENTO GENETICO

Todos os pacientes foram submetidos ao aconselhamento genético pré- e pos-

teste, conforme o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 1).

4.3 COLETA DE SANGUE

Os pacientes foram encaminhados para o laboratério clinico para
coleta de duas amostras de sangue pela enfermeira de plantdo. As amostras
foram encaminhadas para banco de macromoléculas do Hospital A. C.
Camargo, coordenado pela Dr. Dirce Maria Carraro, local no qual foi

realizado o processo de extracdo do DNA.

4.4 EXTRACAO DAS CELULAS BRANCAS DO SANGUE:

Para realizar da extragdo das células brancas a partir do sangue
periférico dos 71 individuos selecionados, seguiu-se o protocolo do banco de

macromoléculas do Hospital A. C. Camargo (em anexo)
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4.5 EXTRACAO DE DNA

As amostras de células brancas foram utilizadas para extragao de
DNA gendmico. Foi utilizado o kit Puregene blood Kit (Qiagen), conforme

instru¢des do fabricante.

4.6 DESENHO DOS PRIMERS:

Para o desenho dos iniciadores procurou-se seguir alguns critérios
com a finalidade de facilitar a extensao e especificidade com os fragmentos
de DNA. A composicao de bases C e G dos iniciadores ficaram em torno de
50%, comprimentos de no minimo 15 bases e temperatura média de 55°C,
além de uma diferenga de no maximo 2°C entre os pares de iniciadores.
Para verificar a presenca de estruturas secundarias (stem loop e
homodimer) foi utilizado o programa OLIGOTECH versao 1.00 (Copyright©
1995), para as quais foram permitidas temperaturas de no maximo 20°C. Os
iniciadores Forward e Reverse foram desenhados com o intuito de permitir a
avaliacdo de toda a regido codificadora dos genes e seus limites
intron/éxons. Todos os iniciadores foram diluidos a uma concentragao
estoque de 100 uM, de onde foram feitas aliquotas de trabalho na
concentracao de 10uM.

« O gene MSH6 possui 10 éxons, com uma regiao codificadora de
4.083pb (NM_000179) no qual foram desenhados 13 pares de

primers para sua analise.
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O gene PMS1 possui 13 éxons com uma regido codificadora de
2.798pb (NM_000534) totalizando um total de 12 pares de primers para sua
analise.

O gene PMS2 possui 15 éxons, com uma regiao codificadora de 2589
pb (NM_000535), no qual foram desenhados 8 pares de primers para sua
analise.

Para a analise do gene CHEK2, foram desenhados somente trés
pares de primers, onde foram analisados somente os éxons 2, 3 e 10
(NM_145862).

O gene TP53 possui 11 éxons com uma regido codificadora de
1.182pb (NM_000546), no qual foram desenhados seis pares de primers

para sua analise.

4.7 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Todos os produtos de PCR amplificados foram revelados e analisados
em gel de agarose 1%. Em seguida, foram tratados com 2ul de ExoSAP-IT

(www.affymetrix.com) para eliminag&o de primers e Dntp’s ndo incorporados.

4.8 PCR DE LONGO ALCANCE (Long range PCR)

Devido ao grande numero de regides homélogas ao gene PMS2, uma
metodologia alternativa baseada em PCR de longo alcance, foi desenvolvida

para evitar a deteccdo de alteragdes artefatuais em consequéncia da
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amplificacdo dessas regides. Foram desenhados 4 pares de primers, sendo
o primeiro par de primers desenhado entre os éxons 1 a 5, formando um
fragmento de 8795pb (fragmento 1); um segundo par de primers entre os
éxons 11 e 12 de 8812pb (fragmento 2) e outro par de primers cobrindo do
éxon 13 ao 15 com um fragmento de 7231pb (fragmento 3). Os éxons 6-10
foram amplificados individualmente (Figura 2 ).

Apds a amplificagdo dos fragmentos de longa distancia, Os produtos
foram purificados com o kit Agencourt AMPure XP para limpeza de primers
nao consumidos e dNTP’s, em seguida, diluidos em agua. Apds a
purificagcdo, os produtos de PCR foram tratados com enzimas de restricao
para facilitar o sequenciamento direto.

O produto 1 foi digerido com a endouclease de restricdo Styl (New
England Biolabs) gerando 8 fragmentos de até 1.3kb. Os produtos 2 e 3
foram tratados com a endonuclease de restricdo Smal gerando 7 fragmentos
de até 1.5Kb e 4 fragmentos de até 3.5kb, respectivamente.

Para o sequenciamento dos fragmentos de longo alcance, foram

desenhados primers internos para cada um dos 15 éxons do gene PMS2.
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Fragmento 1(8795pb) Fragmento 2(8812pb) Fragmento 3(7231pb)
)
10

eI

Regides homoélogas

Figura 2 - Método de amplificagdo do gene PMS2, mostrando as regides de
homologia (em vermelho)

49 SEQUENCIAMENTO

Para cada reacdo de sequenciamento foram utilizados 2,5 pl do
produto de PCR tratado e 0,5ul de BigDye® Terminator v3.1 (Applied
Biosystems) e um dos pares de iniciador especifico para cada fragmento.

Para o método de precipitacdo da reacdo de sequenciamento foi
adicionado a reacdo 1ul de EDTA 125mM e Acetado de sddio 3M, ph 5,2,
além de 30pl de etanol 100%. Em seguida, a reagao foi deixada no escuro,
em temperatura ambiente, por 15 minutos para precipitagdo. Apds a
precipitacédo, a reacgao foi levada a centrifuga por 30 minutos a 4000 rpm e,
em seguida, o sobrenadante foi eliminado e um rapido giro invertido na
centrifuga foi adicionado para total eliminagdo do sobrenadante. Adicionu-se
30 pl de etanol 70% ao produto precipitado, para lavagem e seguiu-se uma

centrifugagéo de 40 minutos a 4000 rpm. Apéds procedimento supracitado, o
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sobrenadante foi eliminado e a reagao foi levada ao termociclador a 95°C
por 20 minutos, para eliminacéo do etanol.

As amostras foram ressupendidas em 15 pl de formamida Hi-Di
(Applied Biosystems), desnaturadas a 95°C em termociclador por 3 minutos
e, imediatamente, acondicionadas em gelo por 5 minutos. O
sequenciamento foi realizado no sequenciador automatico de DNA, AbiPrism

3130XL da Applied Biossystems.

4.10 AMOSTRA REFERENCIA

O banco de dados do NCBI foi utilizado como referéncia para
identificacdo das mutagdes encontradas. As sequéncias da regido
codificante de cada um dos genes foram obtidas do banco de nucleotideos

do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/quide/). A saber:

MSH6: NM_000179

PMS1: NM_000534

PMS2: NM_000535

CHEK2: NM_145862

TP53: NM_000546

A avaliagéo dos resultados foi realizada utilizando o Software CLCbio

Main Workbench.
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4.11 DESCRICAO DAS MUTACOES ENCONTRADAS

A nomenclatura utilizada para as mutagdes encontradas € baseada no

trabalho proposto por DEN DUNNEN e ANTONARAKIS (2000).

4.12 INTERPRETACAO DAS ALTERACOES DO TIPO MISSENSE

JA DESCRITAS

Para a interpretagdo e determinagéo da significancia patogénica das

mutagdes encontradas, foram consultadas as seguintes bases de dados:

v Leiden Open Variation Database (LOVD) (http://chromium.liacs.nl/
LOVDZ2/ colon_cancer/home.php)

v MMR Gene Unclassified Variants Database (www.mmruv.info)

v Mismatch Repair Genes Variant Database
(http://www.med.mun.ca/mmrvariants/)

v The Human Gene Database at the Institute of Medical Genetics in
Cardiff (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php)

v IARC TP53 Database (http://www-p53.iarc.fr/)
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4.13 INTERPRETACAO DAS ALTERACOES DO TIPO MISSENSE

NAO DESCRITAS

Para as mutagdes do tipo missense foram utilizados dois algoritmos
complementares para a predi¢gao de sua patogenicidade. Os algoritmos e os

critérios utilizados estdo descritos a seguir:

o POLYPHEN (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/)

o SIFT (http://sift.jcvi.org/www/SIFT_BLink_submit.html)

Os valores do SIFT sdo de 0 a 1, escores <0,05 foram considerados
como “Affect protein function” (afeta a fungdo protéica), enquanto escores
=0.05 foram consideradas como “tolerante”, seguindo as recomendacgdes do

programa (NG e HENIKOFF 2001).

Os valores do POLYPHEN sdo de 0 a 3.37, escores >2.0 foram
considerados como “provavelmente prejudicial”’, enquanto escores de 1.50-
1.99 indicaram que a variante poderia ser “possivelmente prejudicial” e os
escores de 0 a 1.49 como “benignos”, seguindo as recomendagdes do

programa (RAMENSKY et al. 2002)
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Critério de classificacdo de acordo com a anédlise in silico

Patogénica: Quando ambos os algoritmos concordam em afirmar que
se trata de uma alteragdo patogéncia (SIFT:“afeta a funcédo proteica” -
Polyphen:“possivelmente ou provavelmente prejudicial”).

Inconclusiva: Quando os algoritmos apresentarem resultados
conflitantes.

N&o patogénica: Quando ambos os algoritmos concordam em
afirmar que se trata de uma alteragédo nao patogéncia (SIFT: Tolerada -

Polyphen: Benigna).

4.14 FLUXO DE RASTREAMENTO DE MUTACOES

O presente trabalho faz parte de um grande estudo que inclui o
rastreamento genético dos genes BRCAl1 e BRCA2 em pacientes com
cancer de mama-ovario hereditario (HBOC) e o rastreamento genético dos
principais genes de reparo de DNA (MLH1, MSH2, MSH6, PMS1 e PMS2)
relacionados a sindrome de Lynch (SL). Para o rastreamento de mutagdes
na SL, foram incluidos 101 individuos n&o relacionados que preenchiam os
critérios de suspeita para sindrome de Lynch (Amsterdam [, Il e Bethesda). A
avaliagcdo se iniciou a partir dos dois principais genes de reparo de DNA,
MLH1 e MSH2, onde DOMINGUEZ (2008) detectou 30 mutagdes
patogénicas nos genes, MLH1 (15) e MSH2 (15).

Para este estudo, ndo foram levados em consideragcdo os dados de

imunoistoquimica referentes aos genes de reparo de DNA. Dessa forma, foi
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proposto um fluxo de trabalho, onde o primeiro gene a ser analisado seria o
MSH6 por ser, apos os genes MLH1 e MSH2, o gene de maior frequéncia de
envolvimento da Sindrome de Lynch (~10%), quando comparado aos genes
PMS2 e PMS1 (~5%) (WOODS et al. 2005; WALSH et al. 2009). Numa
segunda etapa do rastreamento, foram analisados os genes PMS1 e PMS2,
concomitantemente. Em uma ultima analise, seguimos para o rastreamento

parcial do gene CHEK2, seguido por TP53 (Figura 2).

e

101 pacientes SL
(Amsterdam e Bethesda)

15 Mutagées MLH7
15 Mutagdes MSH2

!

71 pacientes MSHE ]

( MLH1e MSH2 )

-

™y

PMST e PMS2

L

Figura 3 - Fluxograma do projeto de rastreamento de mutagdes em familias
com a sindrome de Lynch. A parte descrita nesta tese esta destacada em
vermelho.
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5 RESULTADOS & DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO CLINICA DE FAMILIAS AMSTERDAM

A partir das 60 familias nao relacionadas que preenchiam os critérios
clinicos de Amsterdam, foram avaliados 1040 homens e 1055 mulheres
(total de 2095). Dessas 60 familias, 53 preenchiam o critério de Amsterdam |
e sete preenchiam o critério de Amsterdam |l (Tabela 2). O numero de
individuos em cada familia variou de cinco a 139 (média de 35, mediana de
30), onde foram avaliadas seis geracbes em uma familia (1,6%), cinco
geragbes em 19 familias (31,6%), quatro geragbes em 33 familias (55%),
trés geracdes em seis familias (10%) e duas geragcdes em uma familia
(1,6%).

Como esperado, o cancer colorretal foi o tipo de tumor mais frequente
nas familias, no qual foram identificados 334 individuos (334/2095), dos
quais revelaram 361 tumores colorretais, representando uma frequéncia de
16% de individuos afetados. No total, foram identificados 482 individuos com

cancer (23%), revelando 561 tumores colorretais e extracolénicos (Tabela 1).
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Tabela 1 - Distribuicdo das familias e tipos de tumores de acordo com os
critérios de Amsterdam.

N° Critérios
Amsterdam | Amsterdam Il

Familias (N=60) 53 7
Individuos (N=2095) Homens Mulheres Homens Mulheres

905 939 135 116
Tumores
CCR (N=361) 157 166 14 24
Extracol6nicos (N=200) 61 94* 16 29*
*p<0,05

Nessas 60 familias, os tumores extracolénicos foram mais frequentes
em mulheres (123 casos) que em homens (77). Pelo teste de qui-quadrado,
as mulheres apresentaram uma diferenga significativa para a presencga de
tumores extracolénicos, quando comparadas aos homens. O teste foi
aplicado em ambos os critérios e foi estatisticamente significativo entre os
géneros.

A idade de diagnéstico foi documentada em 76,3% (428/561) de todos
os tumores, variando de nove a 93 anos de idade. A média de idade do
primeiro tumor primario foi de 46 anos (mediana de 46). Sessenta e sete
pacientes tiveram mais de um tumor, dos quais 53 tiveram dois tumores, 10
deles tiveram trés tumores e quatro pacientes tiveram quatro tumores.

A Figura 4 mostra que o tumor extracolénico mais frequente em
homens foi prostata (16 casos), seguido de cancer gastrico (12 casos),

cancer do trato hepatobiliar, pancreas, pulmao, pele e cérebro (4 casos) ,
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ureter e pélvis renal (3 casos), intestino delgado (1 caso) e outros sitios

primarios incluindo sitios ndo especificados (10 casos).
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Figura 4 - Frequéncia de tumores extracolonicos nas 60 familias (homens).

Em mulheres, o sitio primario mais frequente foi mama com 32 casos,
seguido de cancer cervical (20 casos), endométrio (20 casos), gastrico (12
casos), ovario, oral e leucemia (4 casos), ureter/pélvis renal, intestino
delgado e cérebro (3 casos), pele e sebaceo (2 casos), além de 16 casos em

outros sitios, incluindo localizagao nao especificada (Figura 5).
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Figura 5 - Frequéncia de tumores extracolonicos nas 60 familias (mulheres).

No Brasil, as taxas de incidéncia para o cancer de mama sao de 49
individuos para cada 100.000 habitantes (Ministério da Saude 2009), porém,
nessas familias, as taxas tiveram um crescimento consideravel, chegando a
3.408/100.000. Além disso, a média de idade de diagndstico foi de 42 anos
(25-84), o qual significa uma antecipagdo de quase 20 anos quando
comparado a populacédo geral (HENDERSON et al. 2010). Embora o cancer
de mama nao seja considerado como parte do espectro de tumores da
sindrome, varios estudos tem encontrado uma alta incidéncia de céncer de

mama entre os familiares (NELSON et al. 1993; RISINGER et al. 1996;
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BOYD et al. 1999; VASEN et al. 2001a; DE LEEUW et al 2003;
WESTENEND et al. 2005), no qual defeitos no sistema de reparo tém sido
descritos num grande numero de pacientes com cancer de mama, sugerindo
seu possivel envolvimento no espectro de tumores da SL (OLIVEIRA
FERREIRA et al. 2004).

Embora estudos envolvendo o papel dos genes de reparo na
tumorigénese mamaria cheguem a diferentes conclusdes a respeito de sua
ligacdo com a sindrome de Lynch (ITOH et al. 1990; WATSON e LYNCH et
al. 1993; AARNIO et al. 1999; SCOTT et al. 2001; MULLER et al. 2002;
WESTENEND et al. 2005), recentemente, JENSEN et al. (2010) estudaram
164 familias dinamarquesas com mutagbes patogénicas nos genes de
reparo e identificaram 20 portadores afetados com cancer de mama em
idade média de 51 anos. Eles encontraram perda da expressao protéica dos
genes de reparo em 43% dos pacientes com cancer de mama (7/16),
demonstrando que os genes de reparo tém um papel numa consideravel
porcdo de casos. De acordo com os autores, reacdes linfocitarias,
caracteristica comum do cancer colorretal (JASS 2000), poderia representar
um potencial marcador de dano ao sistema de reparo em cancer de mama
em individuos com a sindrome de Lynch.

Nao se pode descartar a possibilidade dos achados deste estudo
estarem relacionados a outras sindromes de predisposicdo ao cancer
colorretal. MEIJERS-HEIJBOER et al. (2003) publicaram um estudo com
familias com cancer colorretal e de mama, os quais foram testados para os

genes BRCAL, BRCA2 e os genes de reparo de DNA. Um grupo de
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pacientes sem mutagcbes, mas que apresentavam um fendtipo para a
sindrome de mama-colon (HBCC), tiveram um aumento significativo na
incidéncia da mutagcdo CHEK2 1100delC (18%) quando comparados com
familias sem casos de cancer de mama e colorretal. Esses achados
sugeriram uma associagado entre a mutagdo CHEK2 1100delC em familias
com a Sindrome de Lynch. Além disso, existe a possibilidade de estar
ocorrendo uma sobreposicao entre as sindromes de cancer de mama-ovario
e Lynch, devido ao fato de algumas dessas familias incluidas no estudo,
preencherem ambos os critérios, criando um fator que poderia afetar a
correta interpretacao.

Mulheres com a Sindrome de Lynch tém um risco de 24-62% de
desenvolver cancer de endométrio aos 70 anos (AARNIO et al. 1995;
SCOTT et al. 2001; VASEN et al. 2001b; WATSON e LYNCH 2001; PARC et
al. 2003) e, em concordancia com nosso estudo, cancer de endométrio foi o
segundo tipo mais comum, assim como o cancer cervical. Pelo fato do
heredograma das familias serem baseado, principalmente, no relato verbal
do probando, a diferenciacdo entre endométrio e cérvix pode gerar erros de
interpretacao, de forma que o correto numero de tumores endometriais pode
ser maior que o imaginado. Além disso, esta alta frequéncia de tumores
pode ser justificada pelo recente estudo que mostra que até 1,6% de todos
os casos de cancer endometrial estdo relacionados com mutagdées no gene
MSH6 (GOODFELLOW et al. 2003). Visto que mutag¢des no gene MSH6 sao

responsaveis por aproximadamente 10% dos casos de SL. (WAGNER et al.
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2003), os autores afirmam que o total de casos de cancer de endométrio
associado a sindrome de Lynch é consideravelmente subestimado.

A maior incidéncia de mulheres com tumores extracolénicos quando
comparada aos homens, é realcada pela alta frequéncia de tumores de
endométrio nas familias. Além disso, apesar do cancer de mama ter uma
taxa de incidéncia semelhante ao cancer de prostata, a frequéncia do cancer
de mama foi muito mais alta quando comparada ao cancer de proéstata, o
que contribuiu bastante para elevar a incidéncia de manifestagdes
extracolénicas em mulheres.

O cancer cervical é o segundo tipo de tumor mais comum no mundo
todo. A presencga de varios gendtipos de HPV (Human papiloma virus), o
comportamento sexual e o perfil socioeconémico da populagao, representam
um dos maiores riscos para o desenvolvimento desse tipo de carcinoma.
Varios estudos encontraram uma associacdo direta da infeccdo por HPV
com o numero de parceiros sexuais ao longo da vida (FRANCO et al. 1995;
KJAER et al. 2001; PEYTON et al. 2001). Em geral, temos visto um padrao
de mudangas no comportamento sexual ao longo do tempo, principalmente
entre os paises ocidentais, onde sao varios os relatos de uma iniciacéo
sexual mais precoce ou uma diminuicdo do intervalo entre a menarca e
iniciacao sexual, os quais sao importantes fatores de risco para infeccéao por
HPV. Além disso, 0 numero de parceiros sexuais ao longo da vida aumenta
a probabilidade de infeccao por HPV, e consequentemente, uma maior
incidéncia de cancer de colo do utero nesse grupo (BURCHELL et al. 2006).

No Brasil, o cancer de colo do utero € o segundo tumor mais frequente na
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populagcdo e apesar de o Brasil ser um pais em franco processo de
desenvolvimento, ele ainda é caracterizado por uma grande discrepancia
cultural e socioeconémica, fazendo com que essa alta frequéncia de tumores
de colo do utero seja pouco provavel de estar relacionada a sindrome de
Lynch.

Sabe-se que a incidéncia de cancer gastrico varia bastante em
diferentes regides, sendo relativamente mais alta no Japao, China, Coréia e
América Latina. Existem duas variantes histolégicas principais de cancer
gastrico: o tipo intestinal e o tipo difuso (LYNCH et al. 2005). O tipo difuso
tem sido relacionado a alteragdes no gene CDH, responsavel pelo cancer
gastrico difuso hereditario (BEVAN e HOULSTON 1999), enquanto que o
tipo intestinal € o mais frequentemente encontrado na populagdo geral e
comumente relacionado a exposi¢cdes ambientais, as quais incluem uma
dieta rica em carne vermelha, defumados, fumo, consumo de bebidas
alcodlicas e infecgao por H. pylori.

No entanto, GYLLING et al. (2007) conduziram um estudo com 13
pacientes da SL com cancer gastrico, demonstrando que a idade média de
diagndstico desses pacientes foi de 58 anos contra 76 nos casos
esporadicos. Além disso, 92% dos tumores tinham a histologia intestinal,
instabilidade de microssatélites alta, auséncia de pelo menos uma das
proteinas de reparo, frequente perda de heterozigose do gene APC (APC-
LOH) e um grande numero de outros eventos tipicos da deficiéncia das
proteinas de reparo de DNA. A taxa estimada para a populagao brasileira é

de 14/100.000 para homens e de 7/100.000 em mulheres (Ministério da
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Saude 2009) e analisando essas 60 familias as taxas chegariam a mais de
1.000/100.000 para ambos os sexos, onde a idade média de diagnéstico foi
de 53 anos. Apesar do elevado risco nessas familias, o cancer gastrico é
muito frequente na populagdo geral brasileira, de forma que sua real
associagao com a sindrome de Lynch permanece incerta e futuras analises,
tais como a avaliacdo de instabilidade de microssatélites e perda de
heterozigose dos genes de reparo no tumor gastrico, serao necessarias para
determinar seu envolvimento na SL.

O cancer de prostata, na maioria dos casos dessa série, foi
diagnosticado acima dos 70 anos de idade e por ser o tumor mais frequente
na populacdo brasileira, seu envolvimento com a SL se torna bastante
improvavel e acredita-se que esteja muito mais associado a exposi¢cao
ambiental do que qualquer outro fator hereditario relacionado a Sindrome de

Lynch.

5.2 RASTREAMENTO DE MUTACOES POR SEQUENCIAMENTO

Num estudo recente realizado pelo nosso grupo no Hospital A. C.
Camargo, foram recrutadas 101 familias n&o relacionadas que preenchiam
os critérios clinicos da sindrome de Lynch (Amsterdam |, || e Bethesda) para
uma avaliagdo que se iniciou com a analise de imunoistoquimica (IHQ) nos
genes de reparo de DNA na peca tumoral, seguida pela avaliagdo de
instabilidade de microssatélites (OLIVEIRA 2008) que foram realizadas

concomitantemente (ndo hierarquicamente) com o rastreamento de
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mutagdes por sequenciamento nos principais genes de reparo de DNA
(MLH1 e MSH2) (DOMINGUEZ 2009). Nesse estudo, foram detectadas 30
familias com mutagdes patogénicas, deixando 71 familias com resultados
inconclusivos ou sem mutagdes patogénicas nos genes MLH1 e MSH2.
Essas 71 familias ndo relacionadas, sem alteragbes nos genes MLH1
e MSH2, foram selecionadas para serem avaliadas para mutacbes nos
genes MSH6, PMS2, PMS1, CHEK2 e TP53. Das 71 familias, 20
preenchiam os critérios de Amsterdam e 51 preenchiam aos critérios de
Bethesda. A casuistica foi composta de 49 pacientes do sexo feminino e 22
do sexo masculino. Nos probandos de familias Amsterdam o tumor de célon
ocorreu em 17 casos, seguido de dois casos de tumor de reto e sete casos
de tumores extracolénicos. Nos 51 probandos de familias Bethesda, o
cancer de colon foi encontrado em 34 casos, seguido de reto em nove

casos, além de quatro tumores extracolénicos (Tabela 2).

Tabela 2 - Critérios clinicos e tipo de tumores nos 71 individuos com a
sindrome de Lynch.

Amsterdam Bethesda
N°de familias 20 51
Média de idade 46.6 41.7
Localizagao do tumor:
Célon 17 34
Reto 2 9
Extracol6nicos:
Mama 3 -
Endométrio 1 1
Intestino delgado 1 1
Outros 2 2
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5.2.1 Gene MSH6
Dos 71 pacientes avaliados, foram identificadas sete novas alteracdes
e mais duas alteragdes ja descritas nos bancos de dados no gene MSH6

(Tabela 3).

Tabela 3 - Caracteristicas clinicas e analise in silico das alteragdes
detectadas no gene MSH6.

MSH6 Alteragao Cancer Critério  SIFT Polyphen Classificagao
(idade) clinico
Familia
SL-2-13 p.Glu1163X Coélon (39) BG - - Patogénica
SL-030 p.Lys1325del Célon (41), BG - - Patogénica
Pulmao (44)
SL-047 p.Ala794HisfsX9  Endométrio (49), ACII - - Patogénica
Mama (64)
Pancreas (69),
Coélon (70)
SL-069 p.Pro42Ser Célon (36) BG Tol. Ben. Nao Patogénica
SL-069 p.Glu446Asp Tol. Possiv. Inconclusiva
SL-069 p.Arg644Ser Tol. Ben. Nao Patogénica
SL-078 p.Arg1304Lys Célon (28) BG Tol. Ben. N&o Patogénica
SL-061 p.Ser144lle Cdlon (56) AM Tol. Possiv Inconclusiva
SL-060 p.Val878Ala Coélon (39) BG Tol. Possiv. Inconclusiva
SL-088 p.Val878Ala Linfoma (33) BG Tol. Possiv. Inconclusiva

Tol. : Tolerante; Ben.:Benigna; ACII: Critério de Amsterdam II; BG: Critério de Bethesda

o AlteracOes Patogénicas no gene MSH6

Paciente SL-030

O paciente SL-030 foi incluido no estudo com a suspeita de sindrome
de Lynch a partir dos critérios de Bethesda, pois havia tido o diagndstico de
um tumor de coélon aos 41 anos de idade e somente uma irma com
colangiocarcinoma aos 44 anos de idade e uma prima com cancer de mama

bilateral.
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Numa primeira analise, foi realizada a avaliagdo das proteinas de
reparo de DNA, com o intuito de detectar alguma alteragdo que pudesse
levar a uma confirmagdo da sindrome de Lynch. Os resultados néo
apresentaram a perda de expressdo do dimero MLH1-PMS2, porém a
analise do dimero MSH2-MSH6 mostrou expressdo preservada de MSH2,
mas um resultado inconclusivo para a proteina MSH6, onde se observava
alternancia de focos de expressao e perda da proteina na regido tumoral
(OLIVEIRA 2008).

A partir dessa informacao, foi realizado o sequenciamento direto,
técnica padrao ouro para detectar mutacdes pontuais e pequenas insercdes
e delegdes, dos trés principais genes de reparo de DNA (MLH1, MSH2 e
MSH®6), que juntos representam mais de 90% das mutag¢des detectadas na
SL. Nao foram detectadas alteracdes através da técnica de sequenciamento
nos genes MLH1 e MSH2. Porém, quando foi realizada a analise do gene
MSH6 verificou-se uma dele¢cdo in-frame de trés pares de bases no
penultimo éxons (éxons 9) do gene (c.3974_3976del) (Figura 6).

Interessantemente, esta delecao ¢.3974 3976del, foi detectada nas
duas copias dos cromossomos homdélogos (homozigose) que levou a perda
de somente um aminoacido de Lisina na sequéncia da proteina. Para
determinar a origem dessa mutagcdo em homozigose, o primeiro passo foi
verificar a possibilidade de casamento consanguineo dentro da familia, de
forma que uma coépia de cada alelo mutado seria proveniente de pais
aparentados. A analise do heredograma da familia n&o revelou parentesco

entre seus progenitores, os quais ja haviam falecido no momento de sua
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aceitacdo no estudo, impossibilitando determinar se os dois progenitores
eram portadores da alteracado ou pelo menos um deles.

Recentemente, foi descrita uma nova sindrome de herancga recessiva
chamada de Deficiéncia constitucional dos genes de reparo de DNA
(CMMR-D), com varios estudos relatando pacientes com mutagdes bialélicas
nos genes de reparo. Em geral, ha uma tendéncia de que a idade de
aparecimento do tumor esteja relacionada com a severidade da mutacéo dos
genes de MMR herdada, na qual alelos herdados, que causam um grande
comprometimento da fungdo dos genes de reparo, resultam em tumores
hematoldgicos e cerebrais ja na primeira década de vida, enquanto que uma
deficiéncia parcial ou incompleta nos individuos tende a desenvolver
tumores hematoldgicos, cerebrais e gastrointestinais entre a segunda e
quarta década de vida (FELTON et al. 2007; WIMMER e ETZLER 2008).

A grande maioria dos relatos de pacientes com CMMR-D surgiu de
casos com multiplos tumores, provenientes de casamentos consanguineos
com um claro histérico de SL ou devido a ocorréncia de tumores associados
a sindrome de Lynch ja nas duas primeiras décadas de vida. Curiosamente,
o paciente SL-030 nao se encaixava em nenhuma das caracteristicas tipicas
da sindrome CMMR-D, tais como tumores hematoldgicos ou cerebral na
primeira década de vida, manchas café au lait ou ainda caracteristicas
tipicas de neurofibromatose tipo 1 (RIPPERGER et al. 2010).

Diante de um caso bastante atipico, voltamos as analises para os
genes MLH1 e MSH2 para excluir a possibilidade de ter ocorrido algum

rearranjo nesses genes, 0os quais representam cerca de 20% de todas as
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alteracdes ja descritas na SL. Para esta avaliagao, foi realizada a técnica de
MLPA e nao foi detectada nenhuma alteragdo nesses dois genes.

Com esta informagao, nés concentramos numa minuciosa analise de
toda a sequéncia do gene MSHG6, onde foi confirmada a delegdo em
homozigose. Com a informacgao obtida pelo sequenciamento de todo o gene,
verificou-se que o0 paciente possuia outros quatro polimorfismos em
homozigose, distribuidos ao longo dos éxons. Diante desses achados,
cogitou-se a possibilidade de nao termos detectado uma grande delegao
capaz de causar a completa perda de um dos alelos do gene MSH6.

A melhor técnica para a busca de rearranjos cromossémicos seria o
kit de MLPA especifico para o gene MSH6, porém, baseados na
possibilidade da existéncia de uma delecdo em toda a regido do gene,
observada pela auséncia de regides polimérficas ao longo do gene, optamos
por realizar o estudo da variacao do numero de copias, através da técnica de
CGHe-array que permite detectar de pequenas a grandes dele¢des em todo o
genoma. Entretanto, os resultados n&o evidenciaram qualquer alteragao nos
genes relacionados com o reparo do DNA. Porém, foi detectada uma grande
perda genbmica, de cerca de 170Kb que englobavam os genes SGSM1 e
TMEM211 que até o momento ndo haviam sido relatados na populagéo geral
(Figura 6).

Um recente estudo realizado por YANG et al. (2007) verificou que a
proteina SGSM1 é expressa numa grande variedade de tecidos, mas
principalmente no cérebro, coragao e testiculos. Segundo os autores, essa

proteina tem um papel de modulador das proteinas RAP e RAB,
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principalmente na transducao de sinais e transporte de vesiculas no cérebro.
Porém, a familia das proteinas RAP tem papel chave na adesao celular e na
via de sinalizacdo WNT/B-catenina, que sao processos fundamentais e
constantemente alterados na carcinogénese colorretal (SHIMIZU et al.
2002). Diante disso, ndo podemos excluir a possibilidade do envolvimento
dessa grande delegdo na carcinogénese desse paciente, de forma que
analises adicionais sdo necessarias para melhor entender o processo.
Diante desses achados, podemos especular que o paciente SL-030
possa ter sofrido um processo de conversdo génica durante a meiose, na
qual ndo ocorre uma transferéncia reciproca da informagao genética, ficando
com o alelo mutado nos dois cromossomos homologos. Porém, uma futura
analise com varios marcadores moleculares podem ajudar a determinar esse
possivel processo de conversao génica.
Em resumo, verificamos a possibilidade do paciente SL-030 pertencer a uma
nova sindrome relacionada a SL, caracterizada por mutagdes bialélicas em
um dos genes de reparo de DNA e, embora ndo seja uma regra, parece
verdadeira a afirmacado de que mutacbes menos severas, com potencial de
manter uma atividade residual, sdao capazes de influenciar no inicio do
aparecimento do primeiro tumor. Além disso, outros fatores ambientais e
genéticos podem contribuir para a variabilidade em termos de espectro de

tumores e idade de surgimento.
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Figura 6 - Perfil de sequenciamento, MLPA e CGH-Array no paciente SL-
030. (A) Eletroferograma do gene MSH6 mostrando a delegdo do aminoéacido Lisina (K).
(B) Perfil do MLPA para os genes MLH1 e MSH2. (C) Perfil do CGH-Array na regiao do
cromossomo 22, mostrando a delegdo em heterozigose, no contexto da regidao gendmica
mapeada no GRCh37 (hg19) (barra preta). A microdelegdo abrange os genes SGSM1 e

TMEN211.
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Paciente SL-047

A paciente SL-047 foi encaminhada ao departamento, devido seu
longo histdérico pessoal de cancer, com um tumor de endométrio aos 49
anos, seguido de tumor de mama aos 64, pancreas aos 69 e adenomas aos
70. A paciente relatou um longo histérico familiar de cancer, onde se
constatou a caracterizagdo clinica da Sindrome de Lynch através dos
critérios de Amsterdam |l, pela alta incidéncia de tumores extracolénicos
relacionados a sindrome.

A andlise do sequenciamento dos genes de reparo revelou uma
mutacdo patogénica do tipo frameshift, devido a dele¢cdo de um par de
nucleotideos (TG) no éxon 4 do gene MSH6 (c.2379_2380del), causando
uma alteragao na sequéncia de leitura da proteina, com a formag¢ao de um
codon prematuro de parada a nove aminoacidos apds a delecao
(p.-Ala794HisfsX9). Os dados obtidos com o sequenciamento foram
compativeis com os resultados de imunoistoquimica que havia demonstrado

a perda da expressao protéica do dimero MSH2-MSH6 (OLIVEIRA 2008).

Paciente SL-2-13

O paciente SL-2-13 apresentou uma nova mutacao do tipo nonsense
(c.3487G>T; p.Glu1163X), caracterizada pela formagdo de um codon
prematuro de parada no éxon 6 do gene MSH6. Este paciente n&o possuia
histérico familiar de cancer e foi diagnosticado com um tumor de cdélon aos

39 anos.
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o Alteracdes de significado desconhecido no gene MSH6

Paciente SL-069

O paciente SL-069 foi diagnosticado com um tumor de célon aos 36
anos de idade e a analise do gene MSH6 revelou trés novas alteragdes do
tipo missense, a primeira foi localizada no éxon 1 (c.124C>T), a segunda foi
localizada no éxon 4 (c.1932G>C), e uma terceira, localizada no éxon 4
(c.1338A>T). A analise in silico das alteragbes, através dos programas
Polyphen e SIFT, classificou as duas primeiras como benignas, enquanto

que a terceira alteragao foi classificada com inconclusiva (Tabela 4).

o Alteracfes ja descritas no gene MSH6

Paciente SL-061

O paciente SL-061 teve um tumor de colon aos 56 anos de idade sem
histérico familiar de céancer (critério de Bethesda) e apresentou uma
alteracao no éxon 2 (c.431G>T), ja descrita nos bancos de dados 21 vezes.
Os resultados dessa alteracido na literatura sdo bastante conflitantes, onde
estudos anteriores identificaram essa alteragao em familias ndo relacionadas
com a SL, que ndo haviam sido detectadas em 400 individuos controles
(KOLODNER et al. 1999b; WU et al. 1999; BERENDS et al. 2002),
fornecendo uma forte evidéncia genética de que essa variante seria
relevante para a doenca. Além disso, os tumores com essa alteragao

apresentavam instabilidade de microssatélites, sugerindo que essa mutagao,
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de alguma forma, estaria afetando o sistema de reparo, independentemente
da auséncia de defeitos bioquimicos in vitro.

Estudos mais recentes verificaram que essa alteracdo se mostrou
proficiente numa séria de avaliagcbes que incluiam a analise de sua
expressao, capacidade de reparo, ligagdo ao DNA e ligacédo ao MSH2 (CYR
e HEINEN 2008; KARIOLA et al. 2002). Nesse estudo, essa alteragao foi
classificada como inconclusiva, por apresentar resultados conflitantes na

analise in silico (Tabela 4).

Pacientes SL-060 e SL-088

Os pacientes SL-060 e SL-088 preencheram os critérios de Bethesda
e ambos apresentaram uma mesma alteracdo no éxon 4 (c.2633T>C). A
idade de diagndstico do tumor de célon do paciente SL-060 foi de 39 anos.
O Paciente SL-088 teve um linfoma aos 33 anos e um adenoma com
displasia de alto grau com a mesma idade. Essa alteragao foi descrita 40
vezes no banco de dados LOVD e sua associagao com a SL ainda nao esta
bem esclarecida, com resultados conflitantes na literatura (CYR e HEINEN
2008).Nesse estudo, essa alteragao foi classificada como inconclusiva.

Mutacgbes germinativas relacionadas com a sindrome de Lynch sao,
na grande maioria dos casos, mutagdes truncadas que causam perda da
expressao protéica, porém para o gene MSH6, mutag¢des do tipo missense
sdo bastante comuns (PELTOMAKI e VASEN 2004). Mutagdes missense
nem sempre sao claras, como podemos ilustrar o caso da alteragao

¢.2633T>C detectada em duas familias desse estudo, onde varios estudos
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reportam a mutacdo como patogénica e outros como uma variante sem
significancia clinica (WIJNEN et al. 1999; CHARAMES et al. 2000;
BERENDS et al. 2002; PETERLONGO et al. 2003; CALDES et al. 2004;
PLASCHKE et al. 2004). A patogenicidade de algumas alteragées missense
no gene MSHG6 ja foi testada através de analises funcionais, sugerindo
algumas como patogénicas, porém, deixando muitas outras nao resolvidas
(KOLODNER et al. 1999b; KARIOLA et al. 2002; KARIOLA et al. 2003).
Algumas alteragbes missense sao descritas segregando em familias
suspeitas para a SL (KARIOLA et al. 2004) e algumas sao relatadas como
patogénicas baseadas na presenca de instabilidade de microssatélites e
perda isolada da proteina MSH6. Os critérios mais importantes para suportar
a patogenicidade, no contexto da sindrome de Lynch, s&o: a conservagao
evolucionaria do aminoacido envolvido, a mudanca na polaridade, a
auséncia da variante na populagdo normal, a sua segregag¢ao com a familia
e associagao com instabilidade de microssatélites e a falta de expresséao
protéica no tecido tumoral (NIESSEN et al. 2004; PAGENSTECHER et al.
2006).

Em nossa casuistica, todos os pacientes com alteragdes do tipo
missense n&o tinham historico familiar de céncer, dificultando o estudo de
segregacao da alteracdo na familia. A analise das alteragdes novas, no que
diz respeito ao tipo de troca de aminoacido e sua conservacdo, foram
realizadas por programas in silico que determinam um valor especifico para
as mutagcdes com grande potencial patogénico. Dessa forma, as alteracdes

caracterizadas como patogénicas nos dois programas in silico foram
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classificadas como deletérias. Porém, mais estudos sdo necessarios para
possibilitar uma real compreensao do efeito da alteracdo no tumor.

Acredita-se que as mutacbes em MSH6 sao preferencialmente,
porém, nao exclusivamente, encontradas em familias com a SL atipica, com
o inicio tardio da doencga, com menos incidéncia de cancer colorretal, alta
incidéncia de cancer de endométrio e tumores com um padrdo bastante
variavel de microssatélites, variando de estaveis a altamente instaveis
(MIYAKI et al. 1997; KOLODNER et al. 1999b; WIJNEN et al. 1999;
WAGNER et al. 2001; BERENDS et al. 2002; BUTTIN et al. 2004;
CEDERQUIST et al. 2004; HENDRIKS et al 2004; PLASCHKE et al. 2004).

Devido a nossa baixa casuistica e apenas uma unica familia
preenchendo os critérios de Amsterdam, nao foi possivel avaliar, tanto a
idade média de acometimento do primeiro tumor, como também a
penetrancia nas familias.

Neste estudo, detectamos trés novas alteragdes patogénicas, uma
nova alteragao de resultado inconclusivo, além de outras duas alteragdes, ja

descritas, apresentando resultados conflitantes na literatura.

5.2.2 Gene PMS1

Apesar do fato das mutacbes no gene PMS1 serem bastante
escassas na literatura, com poucos relatos ao longo de mais de 15 anos
apos a descoberta deste gene (NICOLAIDES et al 1994; LIU et al 1996), um

dos objetivos do projeto foi fazer uma caracterizagdo completa de todos os
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genes de reparo de DNA em nossas familias brasileiras com a sindrome de
Lynch.

Nesta série, dos 68 individuos avaliados, foram detectadas trés novas
alteracodes, todas do tipo missense, na qual uma delas, através da analise in
silico, revelou ser potencialmente significativa para a doenga (Tabela 4). No
entanto, ndo foi possivel extender a andlise para avaliar a segregagao da

variante nos familiares.

Tabela 4 - Caracteristicas clinicas e analise in silico das alteragdes
detectadas no gene PMSL1.

PMS1 Alteracao Cancer Critério SIFT POLYPHEN Classificagao
(idade) clinico

Familia

SL-23 p.Met539Val Reto (34) BG Tol. Possiv. Inconclusiva

SL-91 p.Leu329Val  Cdlon (48) BG Tol. Ben. N&o Patogénica

SL-2-7  p.Thr806Ser  Cédlon (37) BG Tol. Ben. Nao Patogénica

5.2.3 Gene PMS2

Da analise dos 68 pacientes restantes, foram detectadas seis novas
alteragdes nao descritas nos bancos de dados da SL (Tabela 5). Dentre as
oito alteragdes detectadas, sete foram do tipo missense e uma do tipo
frameshift, na qual ocorreu uma duplicagdo de uma base nitrogenada

Adenina.



70

Tabela 5 - Caracteristicas clinicas e analise in silico das alteracoes
detectadas no gene PMS2.

PMS2 Alteragao Cancer Critério  SIFT  POLYPHEN Classificagao
(idade) clinico
Familia
SL-2-7 p.Gly382Arg Célon (37) BG Tol. Possiv. Inconclusiva
SL-050 p.lle679Thr Célon (50) BG Afeta Possiv. Patogénica
SL-060 p.lle755Thr Célon (39) BG Afeta Possiv. Patogénica
SL-061 p.Pro404Arg Célon (56) AC-| Tol. Provav. Inconclusiva
SL-067 p.Thr511Met Célon (46) BG Tol. Ben. Nao Patogénica
SL-083 p.Asp414ArgfsX45 Codlon (37) AC-I - - Patogénica
SL-013 p.Met622lle Reto (29) BG Tol. Possiv. Inconclusiva
SL-062 p.Arg563Leu Célon (65) BG Tol. Ben. Nao Patogénica
o AlteracOes patogénicas no gene PMS2

Paciente SL-083

O paciente SL-083 apresentou uma duplicacdo de base Unica
(c.1239Dup), criando uma um codon de parada a 45 aminoacidos depois da
alteracdo. Esse paciente vem de uma familia com longo histérico de cancer

colorretal.

Paciente SL-060

O paciente SL-060 apresentou a mutagao ¢.2264T>C (éxon 13) que
levou a troca de uma isoleucina por uma treonina. Este paciente foi
diagnosticado com um tumor de célon aos 39 anos, sem historico familiar de
cancer relacionado a SL. Os resultados dos dois algoritmos utilizados nas
analises in silico foram concordantes em afirmar que essa variante é

patogénica.
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Interessantemente, esse paciente ja havia apresentado uma alteragao
missense no gene MSH6. Diferentemente de mutagdes que causam cddons
de parada prematuros (stop codon), alteragcbes missense nao
necessariamente causam danos severos a proteina, de forma que é possivel
detectar uma marcagao protéica positiva no tumor. Embora mutacdes
compostas sejam raras. Recentemente MARTINEZ e KOLODNER (2010),
trabalhando com leveduras, criaram um sistema para estudar o efeito da
soma de mais de uma alteracdo missense nas taxas de mutacdes. Os
resultados mostraram que embora uma unica alteracdo nao fosse capaz de
causar qualquer dano no sistema de reparo, quando os duplos mutantes
eram analisados em conjunto, o sistema de reparo se tornava
completamente defeituoso. Dessa forma, ficou claro que um alelo fraco é
capaz de interagir com outro alelo fraco para criar um poderoso efeito

poligénico do sistema de reparo de DNA.

Paciente SL-050

O paciente SL-050 apresentou a mutacdo ¢.2036T>C que levou a
troca de um aminoacido de isoleucina para uma treonina. Os resultados dos
dois algoritmos utilizados nas analises in silico foram concordantes em
afirmar que essa variante é patogénica. Este paciente foi diagnosticado com
um tumor de célon aos 50 anos, preenchendo os critérios de Bethesda,
porém com duas primas com diagnostico de cancer de mama aos 45 e 50
anos de idade e duas tias com tumor de pancreas aos 65 e 50 anos de

idade.
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o Alteracdes de significado desconhecido no gene PMS2

Paciente SL-061

Dos quatro pacientes com alteragdes possivelmente patogénicas, trés
tinham informagdes de imunoistoquimica dos genes de reparo, exceto o
paciente SL-2-7. Desse grupo, somente o paciente SL-061 apresentou perda
dos dimeros MLH1-PMS2, levantando assim, a real possibilidade da
alteracdo encontrada estar relacionada com a perda de expressao protéica
Existe a possibilidade dessa alteracdo estar relacionada a outros eventos,
tais como grande delegbes ou metilagdo do gene MLH1, porém por ser uma
familia que preenche os critérios de Amsterdam, uma futura analise de
segregacao na familia € uma o6tima opgao para determinar o papel dessa
alteracao na tumorigénese da sindrome. Pela analise in silico essa variante

foi classificada como inconclusiva.

Paciente SL-2-7

O paciente SL-2-7 é um caso bastante interessante, pois sua
alteracao no gene PMS2 (c.1144G>C) esta situada no ultimo nucleotideo do
éxon 10, ao lado do sitio aceptor de splicing. Embora a analise in silico seja
inconclusiva, estudos mostram que algumas alteracbes nesta posigao
podem alterar o processamento da molécula de RNA, criando novos sitios
de splicing ou retendo introns, os quais alteram a sequéncia da proteina,
formando proteinas truncadas, nao funcionais. Neste caso, a avaliacdo da

molécula de RNA pode ajudar a eliminar a possibilidade de um splicing
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aberrante nesse paciente, antes de partir para uma analise funcional da

proteina.

o Alteracfes ja descritas no gene PMS2

Paciente SL-013

O paciente SL-013 apresentou a alteragao ¢.1866G>A no éxon 11.
YUAN et al. (2002) através de estudos funcionais, verificaram que embora
essa alteragdo n&o esteja no dominio de interagdo com a proteina MLH1, ela
compromete essa interacdo resultando na perda do dimero MLH1-PMS2.
Esse paciente teve um tumor colorretal aos 29 anos sem historico de cancer

familiar.

Paciente SL-062

O paciente SL-062 apresentou a alteracdo c.1688G>T ja descrita
anteriormente, na qual foi sugerida como uma mutagao patogénica por estar
localizada no dominio de ligacdo ao ATP (CLENDENNING et al. 2006),
porém ainda nao foram realizados estudos funcionais para essa variante.
Essa alteracao foi classificada com nao patogénica pelos programas SIFT e
POLYPHEN.

A maioria das alteracdes reportadas na literatura é do tipo missense e
infelizmente, se torna muito dificil avaliar a significancia clinica e funcional
dessas alteragdes. Alguns estudos apresentam dados demonstrando a co-

segregagao da variante com a doenca e a auséncia dela em individuos
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controles sem céancer, no entanto esses dados nao distinguem,
definitivamente, a variante patogénica de variantes raras nao patogénicas
(MARTINEZ e KOLODNER 2010). Diante disso, estudos funcionais tem sido
a melhor estratégia para determinar se uma variante missense é capaz de
causar uma perda da funcdo protéica de forma a evidenciar sua
patogenicidade.

De acordo com BOLAND et al. (2008) mutagdes no gene PMS2 levam
a um fendtipo atenuado com familias com pouco histérico de cancer e idade
mais avancada de acometimento. Neste caso, a comunicagcdo entre o
geneticista e o paciente é, em grande parte, dificultada quando se trata de
estimar o risco de cancer, assim como determinar o protocolo ideal de
vigilancia para os portadores de mutagdes no PMS2, visto que sdo poucos
os estudos que incluem pacientes portadores de mutagao no gene PMS2.

Recentemente, SENTER et al. (2008) trabalhando com 39 individuos
com mutagdo em PMS2, verificou que a idade média de diagnédstico de
cancer colorretal foi de 59 anos. O risco de cancer aos 70 anos foi de 20%
em homens e 15% em mulheres. Segundo os autores, portadores de
mutacdo em PMS2 realmente tém menores riscos de desenvolver cancer,
porém uma explicagdo molecular ainda nao esta bem esclarecida e a
hipétese mais descrita € de que a proteina MLH1 por ter a capacidade de
formar dimeros com MLH3 e PMS1 na auséncia PMS2, poderia compensar
sua auséncia durante o processo de reparo. O mesmo aconteceria com o

MSH6, no qual MSH2 poderia formar dimeros com MSH3.
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Nossa casuistica revelou trés novas alteragbes patogénicas, além de
outras trés alteragdes de resultados inconclusivos, na qual uma delas,

através de estudos funcionais, foi descrita como patogénica.

5.2.4 Gene CHEK2

No Brasil, devido a uma colonizacdo bastante diversa, nossa
populagcdo é sabidamente miscigenada. Dessa forma, qualquer variante
descrita na literatura pode ser relevante em nossa populacdo. Porém, na
analise de 68 familias brasileiras, nenhuma das alteragdes, ja descritas
(CHEK2 1100delC, 1157T, IV2+1G>A e del5395), foi encontrada, sugerindo
que essas alteragbes no gene CHEK2 nao sao relevantes na populagao

brasileira.

Paciente SL-074

Curiosamente, o paciente SL-074 apresentou uma nova variante
c.1126A>G (p.Met352Val) no éxon 10, na qual foi classificada como
patogénica pela analise in silico. Este paciente teve um tumor metastatico de
colon aos 40 anos sem histérico de cancer na familia.

CYBULSKI et al. (2004), postula que variantes em CHEK2 podem
aumentar o risco de varios tipos de cancer, incluindo cancer colorretal,
embora haja uma hipdtese consistente de que CHEK2 é um gene de
susceptibilidade ao cancer que atua em sinergia com outros genes ou
fatores para causar o cancer (MEIJERS-HEIUBOER et al. 2002,

FRIEDRICHSEN et al. 2004; The CHEK2 Breast Cancer Consortium 2004).
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Desta forma, uma associacdo dessa nova alteragdo com o cancer de colon
do paciente SL-074 permanece nao esclarecida, no entanto, futuras analises

podem ajudar a esclarecer esse fato.

5.2.5 Gene TP53

Os 65 pacientes sem mutagdes nos genes de reparo de DNA (MLH1,
MSH2, MSH6, PMS1 e PMS2) foram analisados para o gene TP53.

O paciente SL-085 apresentou uma nova alteracdo c.478A>G
(p-Met160Val), predita como possivelmente danosa pelo POLYPHEN e
benigna pelo SIFT. Esse paciente preenchia os critérios de Bethesda e teve
um cancer colorretal aos 38 anos. O tumor deste paciente foi testado para
instabilidade de microssatélites e foi classificado com estavel.

A sindrome de Li-Fraumeni (SLF) é caracterizada por mutacdes
germinativas no gene TP53. A sindrome Li-Fraumeni-Like possui um critério
menos estringente que a classica (BIRCH et al. 1994; CHOMPRET et al.
2002; OLIVIER et al. 2003), e nesse contexto, permite uma sobreposi¢cao de
sindromes, incluindo o cancer de mama-ovario hereditario, a sindrome de
Lynch e o cancer de mama-célon hereditario, visto que cancer de mama € o
principal tipo de tumor do espectro da SLF e o cancer colorretal tem sido
encontrado em excesso em familias com a SLF (WONG et al. 2006). Além
disso, a analise das familias com a sindrome de Lynch mostrou que o tumor
de mama foi a manifestagao extracolénica mais comumente encontrada,

justificando uma possivel ligacdo entre TP53 em a Sindrome de Lynch.
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Porém, neste estudo, ndo foram encontradas mutagdes no gene TP53,
exceto o paciente SL-085 que apresentou a alteracdo c.478A>G
(p-Met160Val) ainda ndo descrita em células germinativas (ja reportada em
tumores associados a Sindrome de Li-Fraumeni). KATO et al. (2003) através
de estudos funcionais concluiram que essa alteracdo nao teria efeito na
proteina e, juntamente com os dados obtidos com a analise in silico, levam a

crer que essa alteragdo nao seja causadora do tumor.
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6  CONSIDERACOES FINAIS

Varios estudos tém lancado mao do uso dos programas SIFT e
POLYPHEN para avaliar a fungdo de polimorfismos n&o-sinbnimos em
genes candidatos. Estes dois algoritmos tém grande potencial para o
rastreamento de polimorfismos potencialmente patogénicos em genes
associados com risco de cancer, levando em conta a conservagao evolutiva
em relagao a polimorfismos neutros ou deletérios. Esses programas podem
predizer o quanto uma variante pode ser deletéria, usando um grupo de
regras empiricas baseadas na sequéncia, filogenética e informacéao
estrutural da variante.

Aparentemente nossa metodologia de PCR de longo alcance é capaz
de evitar a amplificagdo de pseudogenes possibilitando sua inclusdo na
pratica clinica e aumentar a taxa de detec¢gao de mutagcdes em familias com
sindrome de Lynch.

Estudos recentes estimam que de 40% dos individuos preenchendo
os critérios de Amsterdam ndo apresentam mutagdes nos genes de reparo
de DNA e, quando pacientes com os critérios de Bethesda s&o incluidos,
esse numero pode chegar a 70% (KERBER et al. 2005, LINDOR et al. 2005,
MUELLER-KOCH et al. 2005). Dessa forma, para melhorarmos as taxas de
deteccdo de mutacgdes, teremos que lancar mao dos avangos obtidos com
as novas tecnologias de sequenciamento de nova geragéo, que tém como

caracteristica comum, o poder de gerar informagao muitas vezes maior que
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0 sequenciamento capilar (realizado nesse estudo), com uma grande
economia de tempo e custo por base sequenciada. Atualmente, ja é possivel
sequenciar todo o genoma desses pacientes, o que possibilitara aumentar
ao maximo os indices de deteccado de mutacdes na SL, além de abrir espaco
para a descoberta de novas sindromes relacionadas ao cancer colorretal.

Embora nem todas as alteragdes detectadas nesse estudo possam
ser associadas a doencga, as oito alteragdes potencialmente patogénicas
(inconclusivas) encontradas deverao ser confirmadas por estudos funcionais
que ja estdo em andamento pelo nosso grupo de pesquisa. Em breve, com o
auxilio desses estudos, o percentual de mutagdes patogénicas podera
chegar a préximo de 50%.

Nao ha duvidas de que esse tipo de estudo pode proporcionar uma
melhor caracterizagado dessas familias e vai continuar a nos ajudar nesta era
em que a etiologia molecular da sindrome familiar de cancer vem se
tornando a principal ferramenta para determinar o risco de cancer e

elaboragao de programas de prevengao.
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CONCLUSOES

Este estudo nos mostra a consolidacdo de alguns resultados
importantes no espectro de tumores extracolénicos no Brasil, no qual
relata uma alta incidéncia de cancer de mama com redu¢ao de quase
20 anos na idade de acometimento, quando comparada com a
populacao geral. Além disso, a sua relacdo com a SL ainda é apoiada
por estudos anteriores, mostram que eles podem surgir através de
defeitos no sistema de reparo DNA.

Foram detectadas seis mutagdes nos trés genes de reparo avaliados
(MSH6, PMS1 e PMS2), além de outras oito alteragdes classificadas
como inconclusivas pelos programas de analise in silico. A inclusao
do rastreamento de MSH6, PMS2 e PMS1 aumentou em 6% (6/101) a
deteccdo de pacientes diagnosticados com a SL. Dessa forma, o
percentual de familias diagnosticadas com a SL chegou a 41%
quando incluidos os genes MLH1 e MSH2.

Neste estudo, foi descrita uma nova alteragao no gene CHEK2, porém
o real efeito dessa alteracdo no cancer colorretal ainda é incerto e
estudos adicionais serao necessarios para melhor elucidar essa
possivel relagdo com a SL. Mutagbdes germinativas no gene TP53 nao

foram detectadas nos 71 individuos suspeitos de SL.
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ANEXOS



Anexo 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Individuos com

Cancer Colorretal com Sequenciamento de hMLH1 e hMSH2 Inconclusivo

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO
(Obrigatoério para Pesquisa Clinica em Seres Humanos — Resolugdo N.
196/96 e resolugao CNS 252/97 do Ministério da Saude)

PROJETO: Predisposicao Hereditaria ao Cancer Colorretal e ao Cancer
de Mama: Manejo de Pacientes de Alto Risco e Suas Familias
Diagnodstico Clinico e Molecular, Aconselhamento de Risco e
Implantagdo de um Sistema de Registro e Gerenciamento de Dados

Oncogenéticos

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL
NOME DO PACIENTE:

Sexo: Umasculing feminino Data de nascimento:_ /  /

Documento de identidade n.:

Endereco:

Numero: Complemento:
Cidade: Estado:

CEP: TEL:
RESPONSAVEL:

Sexo: [lmasculino feminino Data de nascimento:. / [/

Documento de identidade n.:

Endereco:
Numero: Complemento:
Cidade: Estado:

CEP: TEL:




OBJETIVOS DO ESTUDO

Vocé foi convidado a participar deste estudo, pois sua familia pode ser
portadora de uma sindrome hereditaria que aumenta o risco de cancer e nao foi
identificada mutacdo nos genes hMLH1 e hMSH2. Este risco aumentado pode ser
consequéncia de alteracédo nos genes.

Este estudo tem por objetivos:

e Verificar se individuos que pertencem a familias com elevado numero de
casos de cancer do intestino grosso ou mama sem alteragées nos genes
hMLH1 e hMSH2 tém alteragbes em um dos seguintes genes: MSH6,
PMS2, CHEK2 ou TP53.

e Verificar se os tumores dos individuos com altera¢gdes em um desses genes

tém caracteristicas clinicas diferentes (local, tamanho, tipo de tumor).

O cancer é uma doenga genética, ou seja, € causada por alteragcdes nos
genes. Mas a maioria dos tumores malignos € esporadica, ou seja, as alteragdes
genéticas ndo sdo passadas de pai para filho (ndo sdo hereditarias).

A maioria dos tumores de intestino grosso é esporadica. Porém, entre 5% a
10% dos casos (ou um em cada 10 tumores do intestino grosso), sdo chamados
hereditarios, pois s&o causados por alteragdes nos genes chamadas mutagdes que
podem ser transmitidas de geracéo para geragao.

Os genes sao cadigos dentro das células que funcionam como programas
que determinam como as células do organismo devem funcionar. Quando ocorrem
as alteragdes chamadas mutagdes, os genes podem nao funcionar direito e enviar
sinais errados para o funcionamento das células. Quando as mutagbes ocorrem em
genes que atuam no crescimento das células, isto pode levar ao desenvolvimento
de tumores.

Existem diversas doencas hereditarias que aumentam o risco de cancer do
intestino grosso, dentre elas estd o HNPCC (céncer colorretal hereditario sem
polipose) e a sindrome mama-coélon. Para o diagndstico da doenga HNPCC ha um
critério clinico (caracteristicas baseadas na histéria familiar) e o diagndstico
molecular (feito através de um exame de sangue especifico). Em 60% dos casos é
possivel identificar muta¢gdes nos genes hMLH1 e hMSH2, hMSH6 e hPMS2 no
entanto nos outros 40% n&o é possivel identificar estas mutacdes, ou porque a
técnica utilizada no laboratério ndo conseguiu identificar estas alteragdes, ou

porque existem outros genes alterados. Também ha a sindrome mama-célon, na



qual, em algumas familias € observado um elevado niumero de casos de cancer de
mama e cancer de intestino grosso. Esta sindrome pode estar associada a

alteragdes em um gene chamado CHEK2.

PROCEDIMENTOS

Apoés a assinatura deste consentimento (autorizacdo para o estudo), vocé
realizara uma entrevista com a enfermeira que ira explicar todos os procedimentos.
A histéria de cancer da sua familia sera revisada. Ao terminar esta entrevista, vocé
sera encaminhado ao laboratério para a retirada da amostra de sangue. No
laboratério serao retirados 20ml de sangue (aproximadamente duas colheres de
sopa) através de uma agulha colocada no seu brago. O sangue sera colocado em
dois tubos, identificado e enviado ao laboratério para analise. No laboratério, o
sangue passara por uma maquina que ira verificar se os genes hMSH6, hPMS2,
CHEK2 e TP53 tém alguma alteragao. Essas alteracdes sdo chamadas mutacoes.

Além de avaliar o seu sangue, iremos avaliar um pedago do tumor que foi
retirado na sua cirurgia e estad guardado no arquivo do hospital. E possivel que
algumas das alteragbes observadas nos genes retirados do seu sangue possam
estar presentes no tumor. Estas alteracbes sdo chamadas de instabilidade de
microssatélites.

Uma vez que os testes estiverem prontos, vocé sera comunicado por
telefone e devera marcar uma consulta com o médico que solicitou o exame.

Quando o resultado estiver pronto, vocé recebera um contato por telefone
para agendar uma consulta de retorno. Nesta consulta sera divulgado o resultado, e
serdo discutidas as implicagdes do teste sobre o risco de céncer do intestino
grosso. Vocé pode se recusar a receber o resultado. Sera oferecido apoio de uma
psicéloga caso deseje.

Existem trés possibilidades de resultados:

1 — vocé pode ter a alteragdo nos genes hMSH6, hPMS2, CHEK2 e TP53 que
esta associada a um maior risco de cancer de intestino grosso; € o que chamamos
de resultado positivo; se vocé tem a alteragdo no gene, tem 50% de chance de
passar a alteragao para os seus filhos. O fato de ter alteragcdo nao significa que a
pessoa ira ter cancer. Um individuo com alteracdo em um dos genes examinados
tem entre 20 a 80% de risco de desenvolver cancer do intestino grosso durante
toda a vida. Algumas pessoas com a alteragdo genética ndo tém cancer. Uma

pessoa que tem a alteragao pode realizar acompanhamento para detectar o cancer.



Este acompanhamento consiste de colonoscopia, endoscopia, ultrassonografia do
abdome e exame de urina anuais;

2 — o exame nao identificou alteragdes nos genes hMSH6, hPMS2, CHEK2 e
TP53. Isto é chamado de resultado inconclusivo. Isto pode ocorrer em duas
situagdes: vocé tem alteragdes em outros genes que nao foram estudados, ou o
teste de laboratério utilizado ndo conseguiu encontrar a alteragdo; os individuos
com teste inconclusivo devem prosseguir com os exames de seguimento;

3 — 0 exame encontrou uma alteragdo que néo é possivel determinar se ela esta
associada a um risco maior de cancer.

O resultado sera divulgado apenas para vocé. Vocé pode optar, em qualquer
momento do estudo, a ndo saber do resultado dos exames. A decisdo de contar
aos seus familiares é sua. Os seus familiares podem se beneficiar com esta
informacao, pois podem programar com que freqiiéncia os exames de seguimento

podem ser realizados. O seu teste nao tera custo.

BENEFICIOS

A participacdo estudo pode nado trazer beneficios para vocé ou para os
membros de sua familia; mas pode ajudar os médicos a compreender como o
cancer se desenvolve. Se o teste mostrar que vocé tem alteragdo no gene, isto
pode auxiliar o médico nas orientagcdes que serdo fornecidas sobre os exames

preventivos.

RISCOS

Os riscos associados com sua participagao nesse estudo sdo dor ou
queimagado no local da retirada da amostra de sangue para o exame. Nao ha
previsdo de indenizagéo para eventuais danos.

Além disso, o teste pode causar alteragdes psicologicas. Ao saber sobre o
seu risco de cancer devido alteragbes nos genes vocé poder sentir aumento na
ansiedade, ou raiva, ou medo do futuro. Sera oferecido apoio de uma psicologa

caso deseje, sem custo a vocé.

REEMBOLSO AO PACIENTE
Vocé nao recebera nenhum tipo de remuneragao financeira pela sua
participacdo neste estudo. Entretanto, vocé sera reembolsado pelas despesas

decorrentes da sua participacao, tais como transporte e alimentagao, se necessario.



ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital A.C.
Camargo e também pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa, 6rgdo do
Ministério da Saude.

A confidencialidade das suas informacgdes sera mantida. Apenas as pessoas
envolvidas diretamente nesse estudo poderdo inspecionar as informacdes se
necessario. Cada familia e cada individuo inserido na familia tera& um numero
identificador para manter a privacidade. Esse niumero sera o meio pelo qual vocé
sera identificado. Seu nome e informagbes pessoais nao serdo incluidos em
nenhum estudo de pesquisa que possa fazer uso de seu sangue e/ou de pedago de
tecido, nem seréo incluidos divulgacao dos resultados em revistas cientificas.

O material para este estudo permanecera armazenado durante 2 anos, que
€ o periodo de execucao do projeto e ndo sera utilizado para nenhum outro estudo
sem O seu sua aprovagao.

A sua participacao neste estudo é voluntaria, portanto, vocé tem o direito de
retirar-se do estudo a qualquer momento. Sua recusa ou desisténcia nao ira
prejudicar o seu tratamento ou seguimento tratamento.

A pesquisa pode ser suspensa ou encerrada a qualquer momento pelo
Hospital A.C. Camargo, ou pelo responséavel do estudo, ou pelo Comité de Etica em
Pesquisa, ou pelos 6rgaos de fiscalizagao, caso seja verificada que o estudo possa
oferecer prejuizo aos sujeitos de pesquisa. Isto podera acontecer sem aviso prévio,
no entanto o paciente sera notificado por contato telefénico a ser realizado por um
dos pesquisadores do estudo.

Qualquer duvida sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com a
enfermeira Erika no telefone 2189 5000 ramal 2304 ou com o pesquisador
responsavel Ricardo Renzo Brentani, no telefone 2189 5090. Se os pesquisadores
nao fornecerem as informagdes ou esclarecimentos suficientes, por favor, entre em
contato com o Coordenador do Comité de Etica do Hospital do Cancer — SP, pelo
telefone 2189.5020.

Declaro que fui esclarecido:
e sobre os procedimentos, riscos e beneficios sobre este estudo;
e que tenho liberdade em retirar o meu consentimento a qualquer momento,
sem que isto traga prejuizo a continuidade do meu tratamento;

e que nao havera remuneracgao financeira para este estudo;



e sobre a seguranca de que minha identidade sera preservada, mantendo-se

todas as informacdes em carater confidencial.

Concordo em participar deste estudo.

Sao Paulo, de de

Assinatura do paciente ou responsavel/representante local

Nome do pesquisador ou representante que explicou este consentimento

Assinatura do pesquisador ou representante



Anexo 2 - Purificacdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido usando o Puregene® Blood Kit DNA
Isolation (Life Sciences, SP, Brasil) seguindo as especificacbes da empresa.
De forma resumida, a extracdo de DNA foi realizada a partir de um dos tubos
contendo o buffy coat de cada paciente. O buffy coat foi transferido para um
microtubo contendo 600 pl de Solucdo de Lise Celular; submetido a vortex
em alta velocidade e levado ao banho maria a 55°C por 1 hora. Em seguida
foi adicionado 140 pl de Solugcdo de Precipitacdo de Proteina e de novo
submetido a vortex; centrifugado a 2000g por 5 minutos a temperatura
ambiente; e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo 600
Ml de Isopropanol 100%. O tubo contendo a mistura foi invertido 50 vezes
para homogeneizagao e submetido a centrifugacao a 2000g por 3 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado. O precipitado foi
lavado com 1 ml de Etanol 75% por inversao e submetido a centrifugagao a
2000g por 1 minuto a 4°C. O sobrenadante foi retirado com cuidado e o tubo
foi invertido e deixado a temperatura ambiente para secagem completa do
precipitado. Em seguida, foi adicionado 30 ul de Solugdo de Hidratagdo de
DNA ao precipitado. Finalmente, a mistura foi deixada overnight a
temperatura ambiente para completa eluicio do DNA e, em seguida

acondicionada a -20°C.



Anexo 3 - Hibridacdo Genémica Comparativa (CGH-ARRAY)

Este experimento foi conduzido somente para um paciente (SL-030)
da amostra rastreada para mutagcdes nos genes MSH6, PMS1, PMS2, TP53
e CHEK2.

Os perfis de variagao no numero de cépias do paciente SL-030 foram
analisados pela metodologia de CGH-array, utilizando-se a plataforma de
4x180K (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Esta é uma
plataforma de oligonucleotideos com aproximadamente 170.000 sondas de
60pb que mapeiam genes particularmente envolvidos em cancer e outras
sequéncias codificadoras e ndo-codificadoras (http://www.chem.agilent.com),
presentes no banco de dados gendmicos UCSC Hg18 (NCBI Build 36,
March 2006).

Para a analise da variagdo do numero de copias (CNVs) foi utilizado
DNA gendmico (gDNA) obtido a partir de leucdcitos do sangue periférico do
paciente. Como referéncia, foi usado gDNA comercial normal (Promega,
Mannheim, Germany) pareado de acordo com o sexo.

Tanto o DNA gendmico teste quanto o comercial foram digeridos
pelas enzimas de restricdo Alu | e Rsa | (Promega, Madison, WI). Em
seguida, as amostras foram marcadas diferencialmente por random priming
usando Cy3- ou Cy5-dCTP (kit de marcacdo fluorescente Agilent
Technologies). As amostras marcadas foram purificadas para a remogao das
cianinas, nao incorporadas ao ¢gDNA, utilizando as colunas lllustra
ProbeQuant G-50 Micro Columns, GE. O procedimento de hibridacdo e
lavagem foi realizado de acordo com os protocolos da Agilent (Agilent
Technologies). Os dados foram extraidos utilizando o software Feature
Extraction e analisados no software DNA Analytics, versdo Genomic
Worchbench 5.0 (Agilent Technologies).

O algoritmo estatistico utilizado na analise foi ADM-2. Além disso,
foram utilizadas as corre¢des para Centralization e Fuzzy Zero, os quais sao

usados para remover pequenas variagdes nas razdes de log,. Essas



corregcbes também sao aplicadas para fornecer informagdes sobre a
qualidade de cada sonda analisada. Para este estudo, foi criado um filtro
especifico como parametro para detecgao inicial de alteragdes gendmicas:
log ratio error de 0,5, limiar de sensibilidade de 6,7 e presenga de no minimo
trés sondas consecutivas com valores -0,3<log>=0,3 para considerar um
determinado segmento como possivel regido de perda ou ganho.

As regides identificadas como alteradas foram comparadas com o
banco publico de dados Database of Genomic Variants (DGV -
http://projects.tcag.cal/variation/). Os experimentos de CNVs foram

realizados pela Dra. Ana Krepischi.



Anexo 4 - MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification)

Este experimento foi conduzido somente para um paciente (SL-030)
da amostra rastreada para mutagcdes nos genes MSH6, PMS1, PMS2, TP53
e CHEK2.

O MLPA foi realizado apartir do DNA genémico isolado dos leucécitos
do sangue periférico. Os Rearranjos gendmicos nos genes MLH1 e MSH2
foram avaliados pelo kit PO03 (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands)
e realizada de acordo com o protocolo fornecido. O kit de teste para
MLH1/MSH2 contém 16 sondas para MSH2, 19 sondas para MLH1 e 7
sondas de controle especifico de sequéncias de DNA fora desses genes.

500 ng de DNA foi desnaturado em 5 ul de agua ultra pura a 98 °C
por 10 minutos e incubadas com a mistura de sondas por 16 horas a 60 °C.
Apoés a hibridizagdo da sonda, a ligagao se procedeu por 15 min a 54 °C.
Entdo, produtos de ligagdo foram amplificados pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando um primer FAM marcado e um primer nao
marcado. Os produtos da PCR foram analisados no sequenciador ABI 3130
utiizando o GeneMapper software (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA). Os picos especificos correspondentes a cada éxon foram identificados
de acordo com suas migragcdes em relagdo aos padrées de tamanho. As
alturas de pico de cada fragmento, foram comparados com os das amostras
controle e a suspeita de delegcdes ocorreram quando a altura maxima diferiu

em mais de 30%.



Anexo 5 - Extracdo das Células Brancas do Sangue

Para realizar da extracdo das células brancas a partir do sangue

periférico dos 71 individuos selecionados, seguiu-se o seguinte protocolo:

1. O tubo vacuum tainer foi centrifugado por 10-30 minutos a 1000 rcf a
temperatura ambiente;

2. Transferiu-se o sangue do vacuum tainer para um tubo de 50mL e
completou-se com TE (pH 8,0) até 40mL;

3. Foi vortexado por 2 minutos (ou até ficar homogéneo) e centrifugado
a 2500 rpm por 7 minutos;

4. Aspirou-se 35mL e deixar 5mL no tubo, vortexou o restante e
adicionou 15mL TE até completar 20mL no tubo de 50mL;

5. Vortexou-se por 2 minutos (ou até ficar homogéneo) e centrifugou a
2000 rpm por 7 minutos;

6. Passos 4 e 5 foram repetidos;
Aspirou-se 15mL do lisado, vortexou os 5 mL restantes e distribuiu em
1 a 4 tubos de 1,5mL (x 1mL para cada tubo);

8. Foi centrifugado por 2 minutos full speed (1500rpm) e o sobrenadante
desprezado;

9. Foi acondicionado em freezer -80°C.



Anexo 6 - Caracteristicas clinicas dos individuos, descricdo e resultados das analises in silico das alteragbes detectadas nos

genes MSH6, PMS1, PMS2, CHEKZ2 e TP53

Familia Exon Alteracao Consequéncia Criterio SIFT POLYPHEN Classificacao
clinico

MSH6
SL-2-13 6 c.3487G>T p.Glu1163X BG - - Patogénica
SL-030 9 c.3974_3976del p.Lys1325del BG - - Patogénica
SL-047 4 €.2379_2380del p.Ala794HisfsX9 ACII - - Patogénica
SL-069 1 c.124C>T p.Pro42Ser BG Tolerada Benigna Nao patogénica
SL-069 4 c.1338A>T p.Glu446Asp Tolerada Possivelmente Inconclusiva
SL-069 4 €.1932G>C p.Arg644Ser Tolerada Benigna Nao patogénica
SL-078 9 c.3911G>A p.Arg1304Lys BG Tolerada Benigna N&o patogénica
SL-061 2 c.431G>T p.Ser144lle ACI Tolerada Possivelmente Inconclusiva
SL-060 4 €.2633T>C p.Val878Ala BG Tolerada Possivelmente Inconclusiva
SL-088 4 €.2633T>C p.Val878Ala BG Tolerada Possivelmente Inconclusiva
PMS1
SL-023 9 c.1625A>G p.Met539Val BG Tolerada Possivelmente Inconclusiva
SL-091 9 €.985C>G p.Leu329Val BG Tolerada Benigna N&o patogénica
SL-2-7 11 c.2417C>G p.Thr806Ser BG Tolerada Benigna N&o patogénica
PMS2
SL-2-7 10 c.1144G>C p.Gly382Arg BG Tolerada Possivelmente Inconclusiva
SL-050 12 c.2036T>C p.lle679Thr BG Afeta Proteina Possivelmente Patogénica
SL-060 13 €.2264T>C p.lle755Thr BG Afeta Proteina Possivelmente Patogénica
SL-061 11 c.1211C>G p.Pro404Arg AC-I| Tolerada Provavelmente Inconclusiva
SL-067 11 c.1532C>T p.Thr511Met BG Tolerada Benigna Nao patogénica
SL-083 11 ¢.1239Dup p.Asp414ArgfsX45 AC-I - - Patogénica
SL-013 11 c.1866G>A p-Met622lle BG Tolerada Possivelmente Inconclusiva
SL-062 11 c.1688G>T p.Arg563Leu BG Tolerada Benigna N&o patogénica
CHEK2
SL-074 10 c.1126A>G p-Met352Val BG Afeta Proteina Provavelmente Patogénica
TP53
SL-085 5 c.478A>G p.Met160Val BG Tolerada Possivelmente Nao patogénica




Anexo 7 - Heredograma das familias com Alteracao identificada

LEGENDA

Mulher afetada por cancer

Homem afetado por cancer

Homem falecddo

Y

Relato werbal

R Relato medico

3

Tratado no hospital ACCamargo

Ca Cancer
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