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RESUMO

Isabela IP. Caracterizacido de lesdes precursoras em pacientes de alto risco para
cancer colorretal. Sao Paulo; 2010. [Dissertagdo de Mestrado-Fundagdo Anténio
Prudente].

Introduc¢do: A Sindrome de Lynch ou Cancer Colorretal Hereditario sem Polipose
(HNPCC) ¢ uma das principais sindromes hereditarias relacionadas ao cancer
colorretal. Possui um padrdao de heranca autossomica dominante, causada por
muta¢do germinativa em um dos genes responsaveis pelo sistema de reparo do DNA:
MSH2, MLH1, PMS2, MSH6. A colonoscopia ¢, atualmente, o mais importante
recurso, util ndo apenas para o diagnostico, como também para o estadiamento,
tratamento e preven¢do do cancer colorretal (CCR). Possui elevada sensibilidade e
especificidade, além de permitir a execu¢ao de bidpsias e remocdo de lesdes,
reduzindo significativamente a incidéncia e a mortalidade do CCR. A colonoscopia
com Narrow Band Imaging (NBI) aumenta a sensibilidade ¢ a especificidade do
exame convencional podendo apresentar um impacto positivo na prevengdo de
cancer colorretal em pacientes de alto risco. Objetivos: 1- Verificar a freqiiéncia das
lesdes precursoras de cancer colorretal em pacientes considerados de alto risco para
CCR, por meio de colonoscopia com NBI. 2- Descrever as caracteristicas clinicas,
anatomopatologicas e moleculares das lesdes precursoras de CCR, em pacientes de
alto risco. 3-Verificar a associa¢do entre as caracteristicas clinicas, moleculares e
anatomopatologicas. Pacientes e métodos: Foram incluidos no estudo 67 individuos
pertencentes ao Registro de Cancer Colorretal Hereditario do Hospital A.C.
Camargo, que preenchem os Critérios de Amsterdam, Cancer Colorretal Familiar ou
Bethesda. Foi realizada colonoscopia com NBI nestes pacientes e encontradas 58
lesdes que foram ressecadas ou biopsiadas. Neste material foi realizado exame
anatomopatologico, estudo imunoistoquimico das proteinas MLH1, MSH2, MSHS6,
PMS2, p53, COX-2 e B-catenina, e avaliagdo do perfil de mutagdo dos genes KRAS e
BRAF. Resultados: A colonoscopia com NBI apresentou uma taxa de detecgdo de
lesdes de 0,87 por paciente, uma sensibilidade de 93% e uma especificidade de 83%
na diferenciacdo entre lesdes neopléasicas e ndo neoplésicas. Dos 25 pacientes que
apresentaram lesdes, seis (24%) apresentaram auséncia de expressdo protéica para

pelo menos uma das proteinas de reparo do DNA. Das 23 lesdes nas quais foi



possivel a realizagdo do pirossequenciamento, foram identificadas mutagdes de
KRAS em 39% e em BRAF em 35%. Conclusées: A colonoscopia com NBI tem
uma boa taxa de detec¢do de lesdes e boa acuracia na diferenciagdo de lesdes in vivo.
Desta maneira ¢ um excelente método para rastreamento e vigilancia de CCR em
pacientes de alto risco. E possivel a realizagdo de imunoistoquimica das proteinas de
reparo do DNA, p53, COX-2 e B-catenina, ¢ do pirossequenciamento dos genes
KRAS e BRAF em adenomas, quando este ¢ o unico tecido neoplésico disponivel
para testes na busca do diagnodstico da Sindrome de Lynch. Entretanto, nio foi

possivel verificar o status de metilagdo do gene MLH1 pela escassez de DNA.



SUMMARY

Isabela IP. [Characterization of precursor lesions in high risk patients for
colorectal cancer]. Sao Paulo; 2010. [Dissertagdo de Mestrado-Fundagao Antdnio

Prudente].

Background: Lynch syndrome or Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer
(HNPCC) is the most prevalent hereditary colorectal cancer syndrome. It has an
autosomal dominant mode of inheritance and it is caused by a germline mutation in
one of the DNA mismatch repair genes: MSH2, MLH1, PMS2 or MSHG6.
Colonoscopy surveillance in Lynch syndrome patients dramatically reduces
colorectal cancer incidence and mortality. Narrow band imaging (NBI) technology is
based on modifying the center wavelength and bandwidth of an endoscope’s light
into narrow band illumination. NBI provides visualization of the mucosal vascular
network and surface structure. Utilization of NBI enhances the sensitivity and
specificity of conventional colonoscopy and may represents a significant
improvement in the effectiveness of colorectal cancer surveillance, in high risk
patients. Aims: 1- To verify the frequency of colorectal cancer precursor lesions in
high risk patients with NBI colonoscopy. 2- Characterize these lesions clinically,
morphologically and molecularly. 3- To verify the association between the clinical,
morphological and molecular features of these lesions. Methods: Sixty-seven
individuals that fulfill the Amsterdam, Familial Colorectal Cancer or one of the
Bethesda’s criteria, with colonoscopies performed for the purpose of screening or
surveillance, were prospective selected for this study. Fifty-eight lesions were
detected and resected or biopsied. Results: NBI colonoscopy had an overall mean
lesion detection rate of 0.87 per patient. NBI had a sensitivity of 93% and a
specificity of 83% in differentiating between neoplastic from nonneoplastic lesions.
Of the 25 patients that had lesions diagnosed on their colonoscopies, six (24%) had
loss of expression of at least one of the mismatch repair proteins. Thirty-nine percent
of the lesion had KRAS mutation and 35% had BRAF mutation. Conclusions: NBI

has a good adenoma detection rate and good accuracy in differentiating colorectal



polyps in vivo. Therefore, NBI magnification is a very effective method for
screening and surveillance of high risk patients. It is possible to perform
immunohistochemistry of mismatch repair proteins, p53, COX-2 and B-catenin, and
pyrosequencing of KRAS e BRAF genes in adenomas, when this is the only
neoplastic tissue available for testing, in high risk individuals for Lynch syndrome.
Nevertheless, it was not possible verifying the methylation status of MLH1 because

of DNA paucity.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER COLORRETAL

O cancer colorretal (CCR) ¢ um problema de ordem mundial com uma
incidéncia anual de mais de um milhdo de casos (IARC 2002). O risco acumulado de
desenvolvimento de CCR ao longo da vida ¢ de 6% (FRANCO-DUARTE e
FRANCO 2005). Nos Estados Unidos da América, em 2009 o CCR ocupou o
terceiro lugar tanto em incidéncia quanto em mortalidade por cancer, em ambos 0s
sexos, com um numero estimado de 106.000 novos casos (52.000 homens e 54.000
mulheres) (JEMAL et al. 2009). No Brasil, o CCR ¢ o quarto tipo de cancer mais
comum em homens (superado pelos canceres de pulmdo, estdmago e prostata) € o
terceiro em mulheres (superado pelos canceres de mama e colo de utero), sem
considerar os tumores de pele ndo melanoma. Entretanto, na regido sudeste do pais, o
CCR ¢ o terceiro cancer mais comum em homens ¢ o segundo mais comum em
mulheres. O nimero de casos novos de cancer de cédlon e reto estimados pelo
Instituto Nacional do Cancer para o Brasil, no ano de 2008, ¢ de 12.490 casos em
homens e de 14.500 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado
de 13 casos novos para cada 100 mil homens e de 15 para cada 100 mil mulheres
(Ministério da Saude 2007). Mundialmente, a maior incidéncia ocorre na faixa etaria
entre 50 e 70 anos, mas o risco aumenta a partir dos 40 anos (PARKIN et al. 2001).

Estima-se que cerca de 15% dos CCR tenham um componente familiar e

outros 10% sejam hereditarios (LYNCH et al. 2006). As principais sindromes



hereditarias de predisposi¢ao relacionadas ao CCR sdo a Polipose Adenomatosa
Familiar (FAP) e a Sindrome de Lynch (SL) também chamada de Cancer Colorretal
Hereditario sem Polipose (HNPCC — Hereditary NonPolyposis Colorectal Cancer)
(CHURCH e FAZIO 2005; DOUGLAS e BURN 2005; ROSSI et al. 2005). A FAP ¢
responsavel por cerca de 1% e a SL por 2% a 6% dos casos de CCR (MULLER et al.

2001; JONG et al. 2004; BOLAND 2005).

1.2 SINDROME DE LYNCH

A Sindrome de Lynch ¢ uma doenga hereditaria autossomica dominante de
alta penetrancia, responsavel por 2% a 6% dos casos de CCR (MULLER et al. 2001;
JONG et al. 2004; BOLAND 2005). Esta sindrome ¢ caracterizada pelo
aparecimento precoce de tumores malignos, predilecdo ao coélon direito, multiplos
canceres colorretais, carcinogénese acelerada, auséncia de polipose e pela ocorréncia
de tumores extra-colonicos. O risco cumulativo de desenvolvimento de CCR nos
Estados Unidos ¢ de aproximadamente 6% (HENDRIKS et al. 2006). Os pacientes
com SL possuem 60% a 80% de risco de desenvolver CCR durante a vida (GOECKE
et al. 2006). A idade média do diagnostico do CCR sintomatico ¢ de 46 anos nos
portadores da sindrome. Além do CCR, os canceres de endométrio, intestino
delgado, estdmago, pelve renal e ureter, ovarios, pancreas, cérebro e tumores
sebaceos também estdo associados a sindrome. Na SL a progressdo de um adenoma
para carcinoma pode levar menos de trés anos comparada com 10 a 15 anos nos
casos esporadicos. Microscopicamente, os tumores colorretais sdo caracterizados por

padrdo de crescimento cribriforme sélido, infiltracdo linfocitaria, reacdo linfocitica



peritumoral tipo doenga de Crohn (Crohn-like), componente mucinoso exuberante,
pobre diferenciagdo e presenga de células em anel de sinete. Varios estudos
demonstram que pacientes portadores de CCR e SL apresentam maior sobrevida que
os casos esporadicos de mesmo estadio clinico (VASEN 2005). A sindrome ¢
causada por mutacdo germinativa em um dos genes responsaveis pelo sistema de
reparo do DNA (LYNCH e SMYRK 1996): hMSH2 (human mutS homolog 2), no
cromossomo 2p16 (FISHEL et al. 1993; LEACH et al. 1993); hMLH1 (human mutL
homolog 1), no 3p21 (BRONNER et al. 1994; PAPADOPOULOS et al. 1994);
hPMS1 (human postmeiotic segregation 1), no 2q31-33 (NICOLAIDES et al. 1994);
hPMS2 (human postmeiotic segregation 2), no 7p22 (NICOLAIDES et al. 1994);
hMSH6/GTBP (human mutS homolog 6), no 2pl6, a 0,5 megabase do hMSH2
(DRUMMOND et al. 1994; PALOMBO et al. 1995). Mais recentemente, relatos de
novos genes de reparo envolvidos t€m sido descritos como o hMLH3 e o hMSH3,
entretanto a relevancia bioldgica de mutacdes nestes genes ainda ndo foi esclarecida.
(JIRICNY e NYSTROM-LAHTI 2000; LIPKIN et al. 2000; LYNCH et al. 2005).

O primeiro relato na literatura de uma familia com caracteristicas clinicas da
SL data do inicio do século XX, quando Aldred Warthin, um patologista da
Universidade de Michingan, descreveu a familia G. Esta familia possuia uma
linhagem classica de varios casos de cancer, sendo que a maioria deles se localizava
no colon, estdbmago ou utero. Em 1966 Henry Lynch descreveu as familias N e M
(devido a sua procedéncia de Nebraska e Michingan), com linhagens de cancer
semelhantes a familia G. James French, médico sucessor de Warthin na Universidade
de Michingan, reconheceu a similaridade entre as familias N, M e G e entregou a

Lynch todos os documentos de Warthin sobre a patologia, a clinica e a genealogia da



Familia G. Lynch, em colaboragdo com Ann Krush, uma assistente social da area
médica, reuniu mais de 600 descendentes da familia G e catalogou a inequivoca
heranca autossomica dominante, presente por mais de seis geragdes desta familia
(BOLAND 2005; LYNCH et al. 2005).

No final dos anos 70, familias como as descritas por Lynch eram
denominadas “fraternidades cancerosas” ou portadoras de “cancer colonico
hereditario sitio-especifico” ou “sindrome do cancer familiar”. Em 1984, o termo
Sindrome de Lynch foi proposto, em homenagem a pessoa que, com seus estudos,
preencheu o enorme intervalo entre a primeira descri¢do da sindrome em 1913 e a
descoberta dos genes responsaveis por ela em 1993. O termo Sindrome de Lynch I
descreveria familias portadoras apenas de CCR, e Sindrome de Lynch II descreveria
familias com CCR e tumores extra-colonicos. Em 1985, Lynch introduziu o termo
HNPCC — Cancer Colorretal Hereditario sem Polipose (Hereditary Non-Polyposis
Colorectal Cancer) para distinguir esta sindrome da Polipose Adenomatosa Familiar
— FAP, porém focalizou apenas o cancer colorretal. Atualmente, é consenso que
HNPCC, apesar de ser o nome mais usado, ndo ¢ o termo ideal, pois a predisposi¢do
ao cancer ndo é confinada ao colon. Além disto, ndo é mais necessario referenciar
negativamente a FAP, ja que esta e a SL possuem fenotipos clinico, patoldgico e
molecular distintos € bem definidos atualmente. Desta forma, na conferéncia
internacional (International Collaborative Group on Hereditary Nonpolyposis
Colorectal Cancer — ICG/HNPCC) organizada pelo Instituto Nacional do Cancer dos
Estados Unidos (National Cancer Institute — NCI) em Bethesda em 2002, foi
proposto que o termo Sindrome de Lynch seria o mais apropriado para designar a

forma especifica de predisposi¢do hereditaria ao cancer causada por mutagdo



germinativa em um dos genes do sistema de reparo do DNA. (UMAR et al. 2004;
BOLAND 2005; JASS 2006). Mais recentemente, alguns autores sugerem que o
termo “Sindrome de Lynch” seja aplicado apenas aqueles pacientes com deficiéncia
do mecanismo de reparo do DNA documentada; e o termo “HNPCC clinico” deva
ser atribuido a familias com agregagdo de cancer, consistente com os critérios de
Amsterdam, nas quais nao se identifique mutagdes germinativas ou deficiéncia no
mecanismo de reparo do DNA (PONZ DE LEON et al. 2007). LINDOR et al. (2005)
demonstraram que os pacientes que preenchem os critérios de Amsterdam, mas nao
exibem mutacgdo nos genes de reparo, apresentam um padrdo de incidéncia de cancer
diferente daqueles que possuem a mutagdo: o cancer colorretal aparece em idade
mais avangada e a ocorréncia de um segundo tumor primario e o risco de tumores
extracolonicos sdo menores. Para estes pacientes os autores sugerem que seja usado
o termo “cancer colorretal familiar tipo X” até que a etiologia seja esclarecida.

Em 1991, antes da descoberta da deficiéncia dos genes de reparo como causa
da SL, o ICG-HNPCC publicou os chamados Critérios de Amsterdam I, com a
intengdo de promover uma padroniza¢do internacional no diagnodstico clinico da

sindrome (VASEN et al. 1991) (Quadro 1).

Quadro 1 - Critérios de Amsterdam 1.

- Pelo menos trés membros de uma mesma familia com CCR;

- Um dos membros parente em primeiro grau dos outros 2;

- Pelo menos duas geragdes acometidas;

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

- Exclusdo de polipose adenomatosa familiar (FAP).




Os Critérios de Amsterdam I tiveram aceita¢do internacional e foram de
extrema valia para a padronizagdo do diagndstico clinico da SL, porém foram
criticados por serem muito restritivos e nao considerarem os tumores extra-colonicos.
Em 1999, o mesmo ICG-HNPCC reconheceu a importancia dos tumores extra-
coldnicos nesta sindrome e revisaram os critérios anteriormente estabelecidos,

criando os Critérios de Amsterdam II (VASEN et al. 1999) (Quadro 2).

Quadro 2 - Critérios de Amsterdam II.

- Pelo menos trés membros de uma mesma familia com CCR ou tumor extra-coldnico: cincer de

endométrio, intestino delgado, pelve renal ou ureter.

- Um dos membros parente em primeiro grau dos outros 2;

- Pelo menos duas geragdes acometidas;

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

- Exclus@o de polipose adenomatosa familiar (FAP);

O espectro de diagnostico da Sindrome de Lynch foi ampliado com os novos
Critérios de Amsterdam II, entretanto, permaneceram criticas, principalmente devido
a dificuldade de diagnostico clinico em familias pequenas. O uso dos Critérios de
Amsterdam alcangou o seu propdsito original, mais especifico do que sensivel, de
selecionar as familias portadoras de SL para estudos multicéntricos, promovendo
uniformidade na literatura, antes da era da biologia molecular. Entretanto, muitas
familias portadoras de mutacdes nos genes de reparo seriam excluidas se estes
critérios fossem utilizados como diagndstico de SL.

O espectro de mutagdes nos genes do sistema de reparo do DNA que podem
causar a SL ¢ amplo e heterogéneo. Desta forma, o rastreamento das mutacdes ¢

demorado e caro. Estas dificuldades tornam necessaria uma pré-selecao de pacientes




de alto risco para os testes genéticos. Visando aprimorar o rastreamento de pacientes
com SL, em 1996, foram propostas algumas recomendacdes pelo ICG-HNPCC,
conhecidas como Critérios de Bethesda. Estes critérios tém o intuito de identificar
individuos cujos tumores deveriam ser submetidos ao teste de instabilidade de
microssatélites (MSI — Microsatellite Instability), seguido de andlise de mutagdes
naqueles com alta instabilidade de microssatélites (MSI-high ou MSI-H) (BOLAND

et al. 1998) (Quadro 3).

Quadro 3 - Critérios de Bethesda.

- Individuos com céancer que preenchem os Critérios de Amsterdam;

- Individuos com dois tumores relacionados a sindrome, incluindo CCR sincrénico € metacronico ou

associado a tumores extracolonicos;

- Individuos, e um parente de primeiro grau, com CCR e/ou tumor extracolonico relacionado a
sindrome e/ou adenoma colorretal; um dos tumores diagnosticados antes dos 45 anos, ¢ 0 adenoma

diagnosticado antes dos 40 anos;

- Individuos com CCR ou cancer endometrial diagnosticado antes de 45 anos;

- Individuos com CCRs no célon direito com padrdo histologico indiferenciado (sélido/cribiforme)

antes dos 45 anos;

- Individuos com CCR com células em anel de sinete diagnosticado antes dos 45 anos;

- Individuos com adenomas diagnosticados antes dos 40 anos.

Posteriormente em 2004, os Critérios de Bethesda foram revisados, conforme

Quadro 4 (UMAR et al. 2004).




Quadro 4 - Critérios de Bethesda Revisados.

- CCR diagnosticado em paciente com menos de 50 anos;

- Presen¢a de CCR sincronico ou metacronico ou outro tumor extracolonico associado a sindrome,

independente da idade;

- CCR com histologia MSI-H* diagnosticado em paciente com menos de 60 anos;

- Individuo com CCR e um ou mais parentes de primeiro grau com tumor relacionado a sindrome,

com um dos tumores tendo sido diagnosticado antes dos 50 anos;

- Individuo com CCR e dois ou mais parentes de primeiro ou segundo grau com tumores

relacionados a sindrome, independente da idade.

* A histologia MSI-H representa a presenga de linfocitos infiltrando o tumor, reacdo linfocitica
Crohn-like, diferenciagdo mucinosa ou em anel de sinete ou padrao de crescimento medular.

Estudos demonstram que a presen¢a de mutacao (valor preditivo positivo) em
pacientes que preenchem os critérios de Amsterdam € cerca de 50%, e naqueles que
preenchem os critérios de Bethesda ¢ em torno de 10 a 20% (WIJNEN et al. 1998). A
sensibilidade dos critérios de Amsterdam para a detec¢do de mutagao ¢ de 40%, e
dos critérios de Bethesda aproximadamente 90% (VASEN et al. 2007). Isto significa
que, mesmo usando os critérios menos restritivos, ainda assim, cerca de 10% dos
portadores de mutagdo nao seriam diagnosticados. Entretanto, devido ao alto custo de
se realizar MSI em todos os casos de CCR, os critérios de Bethesda se tornam uma
ferramenta apropriada na selecdo de individuos para os testes genéticos. Por outro
lado, a MSI nem sempre reflete uma mutacdo germinativa em um gene de reparo.
Aproximadamente 15% dos casos de CCR esporddico apresentam MSI devido ao
silenciamento adquirido de MLH1, como discutiremos mais adiante.

Os genes de reparo envolvidos na SL sdao: MLH1, MSH2, PMS2 ¢ MSH6. Ja
foram descritas mais de 500 mutagdes germinativas patogénicas diferentes nestes
genes: 50% relacionadas ao MLH1, 40% ao MSH2 e 10% distribuidas entre os outros

genes de reparo (DA SILVA et al. 2009).




O sistema de reparo do DNA consiste em varias proteinas nucleares que agem
em conjunto na detecgdo e no reparo de erros de pareamento das seqiiéncias de DNA
que ocorrem durante sua replicacdo, na fase S do ciclo celular, em razdo do
deslizamento da DNA-polimerase. Uma mutagdo que inativa algum desses genes
leva a um acimulo de mutagdes em uma variedade de outros genes na célula, a cada
divisdo celular, resultando na transformag¢do maligna (BLANES e DIAZ-CANO
2006). As proteinas de reparo formam complexos de heterodimeros. O complexo
MutS ¢ responsavel pelo reconhecimento do erro de pareamento e pelo recrutamento
do complexo MutL para o local de ocorréncia do erro, iniciando assim a cascata de
reparo. O heterodimero MutSa ¢ formado pelo complexo MSH2-MSH6, o MutSf
por MSH2-MSH3, o MutLa por MLH1-PMS2, o MutLf por MLH1-PMSI e o
MutLy MLH1-MLH3. MutLa € o mais ativo destes complexos e ¢é responsavel pelo
reparo iniciado pelo complexo MutS (DA SILVA et al. 2009).

Para que ocorra o cancer na SL deve ocorrer a inativagao bialélica em um dos
genes de reparo, conforme a teoria dos dois eventos (two-hit theory) proposta por
KNUDSON em 1971, para o retinoblastoma. Segundo esta teoria, na forma
hereditaria do céancer, a mutacdo em um dos alelos estd presente no DNA
germinativo, e € herdada desta forma, criando um estado de predisposi¢do, mas nao o
cancer em si. Um segundo evento de inativagdo adquirida do alelo selvagem
remanescente ainda ¢ necessario para produzir o fendtipo do cancer. Em
contrapartida, nas formas esporadicas de cancer, os dois eventos, que inativam os
dois alelos, devem ser adquiridos somaticamente. Isto explica a ocorréncia precoce ¢
multipla de cancer na SL, assim como em outras sindromes hereditarias de

predisposi¢do ao cancer (LYNCH et al. 2005). Na SL a inativacao do alelo selvagem
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remanescente pode ocorrer através de perda de heterozigose (LOH), mutagao
somatica ou metilagdo do promotor, sendo o primeiro mecanismo o mais freqiiente

(IMAI e YAMAMOTO 2008).

1.3 IMUNOISTOQUIMICA DAS PROTEINAS DE REPARO DO

DNA

A imunoistoquimica ¢ utilizada para detectar a presenca de antigeno nos
cortes histolégicos de tecidos pelo uso de anticorpo especifico para aquele antigeno,
ligado a uma enzima. A enzima converte um substrato incolor em uma substancia
insoluvel colorida que se precipita no sitio do corte do tecido onde estd o anticorpo e
também, o antigeno, observado posteriormente por microscopia de luz convencional
(OLIVEIRA 2008). Esta técnica esta disponivel como parte do arsenal rotineiro em
laboratdrios de patologia.

A grande maioria das mutacdes nos genes de reparo resulta em expressao
imunoistoquimica anormal de suas respectivas proteinas (KIRK 2006; BOLAND
2005). Através da imunoistoquimica, a presenca ou auséncia das proteinas MLH]1,
MSH2, MSH6 e PMS2 pode ser visualizada usando-se anticorpos especificos.
Portanto, uma ferramenta diagnostica importante nos pacientes suspeitos para a SL €
a andlise da expressdo imunoistoquimica dessas proteinas, o que tem se mostrado
eficaz como exame de rastreamento para indicagdo do sequenciamento do respectivo
gene (BAUDHUIN 2005; MULLER et al. 2001).

Devido ao fato das proteinas de reparo formarem complexos de

heterodimeros, padrdes distintos de imunoistoquimica podem ser observados. MSH2



11

dimeriza com MSH6, e MLH1 com PMS2. As proteinas MSH2 e MLHI1 sao as
parceiras obrigatorias de seu respectivo heterodimero. A anormalidade nestas
proteinas resulta em degradagdo proteolitica do dimero e consequentemente a perda
da proteina obrigatoria e da secundaria. Entretanto, quando a altera¢do ocorre na
proteina secundaria (MSH6 e PMS2) n3o ha perda concomitante da proteina
obrigatoria (MSH2 e MLH1). Isto ocorre porque a fungdo das proteinas secundarias
pode ser compensada por outras proteinas, como MSH3, MLH3 ¢ PMS1 (SHIA
2008). Portanto, na presenga de mutagdo germinativa de MSH2 a auséncia da
respectiva proteina ¢ usualmente vista em conjunto com a auséncia de expressao de
MSH6. Da mesma forma quando h4d mutagdo germinativa de MLH1 a
imunoistoquimica evidenciard perda de expressao de MLH1 e também de PMS2. Ja
os tumores com mutagdo de PMS2 ou MSH6 mostram perda de expressdo isolada de
suas respectivas proteinas na imunoistoquimica. Desta forma, os individuos podem
ser selecionados para a analise de muta¢do no gene indicado pela imunoistoquimica.
(BOLAND et al. 2008).

De acordo com HALVARSSON et al. (2006), a imunoistoquimica utilizando
os anticorpos contra as proteinas MLH1, MSH2, MSH6 ¢ PMS2 permite identificar
deficiéncias no reparo do DNA com uma sensibilidade de 95%.

As proteinas do sistema de reparo atuam no nucleo das células reparando o
DNA. Desta forma, a marcacdo apresentada pela técnica de imunoistoquimica
utilizando anticorpos contra tais proteinas apresenta padrao de coloracdo nuclear. A
auséncia de coloragdo nuclear em uma célula tumoral ¢ indicativo de deficiéncia no
sistema de reparo do DNA. As células tumorais que apresentem coloragdo

citoplasmatica ao invés de nuclear devem ser consideradas como apresentando um
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padrao anormal de coloragdo, de forma que o resultado deve ser interpretado como

inconclusivo.

1.4 INSTABILIDADE DE MICROSSATELITES

Microssatélites sdo sequéncias curtas e repetitivas de DNA, com uma a seis
bases, distribuidas por todo o genoma humano. Quando o tecido tumoral de pacientes
portadores de SL ¢ analisado encontra-se instabilidade destes microssatélites, o que
caracteriza esses tumores como positivos para erros de replicacdo, ou fendtipo de
erro de replicacdo (RER) (DUNLOP et al. 1997). A instabilidade de microssatélites
(MSI) ¢ causada por uma faléncia do mecanismo de reparo do DNA durante a
replicagdo e € caracterizada por um aciimulo acelerado de mutac¢des de nucleotideos
unicos e por alteracdes na extensdo das seqiiéncias repetitivas por todo o genoma
(BOLAND et al. 1998). A maioria dos erros que ocorre durante a replicagdo do DNA
sdo imediatamente corrigidos pela atividade de exonuclease da DNA polimerase.
Estima-se que 99,9% das mutagdes que escapam a esta corre¢do (deslizamento da
DNA polimerase) sdao reparadas pelo mecanismo de reparo do DNA. As sequéncias
repetitivas sdo mais propensas aos erros de replicacdo que as ndo repetitivas
(ZHANG 2008). Desta forma os tumores provenientes da deficiéncia no mecanismo
de reparo do DNA possuem uma “assinatura genética”: a instabilidade de
microssatélites.

A MSI pode ser analisada comparando-se o padrio eletroforético do DNA do
tumor com o padrao do DNA do tecido normal, amplificados por PCR (OLIVEIRA

2008). O procedimento padrdao para a andlise de instabilidade de microssatélites
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recomendado pelo NCI — ICG/HNPCC - ¢ o estudo de tecido tumoral e de tecido
normal usando-se um painel de referéncia de cinco marcadores. Este painel inclui
dois mononucleotideos (BAT25 e BAT26) e trés dinucleotideos (D2S123, D5S346 ¢
D17S250). O nimero de marcadores que exibe instabilidade define trés grupos
diferentes de tumores: aqueles com dois ou mais (>30-40%) marcadores instaveis sdo
considerados como MSI-H (alta instabilidade de microssatélites), aqueles com
apenas um (<30-40%) marcador instavel s3o considerados MSI-L (baixa
instabilidade de microssatélites) e aqueles sem marcadores instaveis so
considerados MSS (microssatélites estaveis) (UMAR et al. 2004). A probabilidade
de se detectar uma mutagdo germinativa em MSH2 ou MLH1 em pacientes de alto
risco, com tumor MSI-H ¢ maior que 60% (TERDIMAN et al. 2001). O fenétipo
MSI-H requer a inativagao bialélica (teoria dos dois eventos de Knudson) do gene de
reparo responsavel pelo desenvolvimento do tumor.

As recomendagdes propostas pelo ICG-HNPCC para o processo de avaliagao
molecular de pacientes de alto risco para a SL estdo descritas a seguir na Quadro 5

(UMAR et al 2004).
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Quadro 5 - Recomendacgdes para o processo de avaliagdo molecular de pacientes de
alto risco, baseado nos Critérios de Bethesda.

1- A melhor alternativa para a avaliacdo ¢ a instabilidade de microssatélites (MSI) ou a analise
imunoistoquimica (IHQ) de tumores, seguido de testes* dos genes MSH2/MLH1 em pacientes com

tumores MSI-H ou tumores com perda da expressao de um dos genes de reparo™*.

2- Apos identificagdo da mutacdo, parentes sob risco devem ser encaminhados para aconselhamento

genético e testes genéticos se quiserem.

3- Como alternativa, se ndo houver tecido disponivel para testes, pode-se analisar diretamente os

genes MSH2 e MLH1.

4- Se ndo for encontrada mutagdo em um dos genes de reparo em um probando com tumor MSI-H
e/ou diagnostico clinico de HNPCC, o resultado do teste genético sera ndao-informativo. Os pacientes
e os individuos sob risco (familiares) devem ser aconselhados como se HNPCC fosse confirmada e a

vigilancia de alto risco deve ser realizada.

5- E necessario garantir confidencialidade aos pacientes para amenizar o medo relacionado a

discriminacdo baseada no status genético.

* As técnicas padronizadas de detec¢do de mutacdo incluem single-strand conformational
polymorphism, denaturating gradient gel-eletrophoresis analysis e seqiienciamento de DNA.
Técnicas alternativas de detec¢do de mutagdo incluem monoallelic expression analysis, Southern
analysis, e cadeia de reagdo de polimerase quantitativa; estes métodos podem detectar certas mutagdes
como grandes rearranjos genOmicos que podem ndo ser diagnosticados pelos métodos mais
convencionais.

** Para familias com forte suspeita de HNPCC, testes genéticos germinativos devem ser considerados
mesmo se MSI-L, MSS, ou expressdao imunoistoquimica normal. A probabilidade de se encontrar
mutagdo germinativa em MSH2 ¢ MLH1 em pacientes cujos tumores ndo sdo MSI-H é supostamente
baixa; entretanto, esta probabilidade ainda ndo foi extensamente estudada.

1.5 METILACAO DE MLH1 E MUTACAO EM BRAF

A maioria dos CCRs com MSI ndo fazem parte da SL. Um mecanismo mais
freqliente de perda da atividade do sistema de reparo do DNA ¢ a inativacdo de
MLH1 por metilagdo de seu promotor, o que acontece em cerca de 15% dos casos de
CCR esporadicos (BOLAND et al. 2008).

A metilacdo da regido promotora de um gene resulta em seu silenciamento,
um processo que normalmente acompanha o envelhecimento. Trata-se de um evento
epigenético (afeta a funcdo do gene sem alterar a sequéncia de DNA),

potencialmente reversivel, onde a regido promotora dos genes alvos sofrem
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metilagao nas citosinas das ilhas CpGs, o que impede o reconhecimento dos fatores
de transcri¢do, culminando com seu silenciamento. Cerca de metade dos promotores
de genes humanos contém ilhas CpGs e sdo susceptiveis ao silenciamento induzido
por metilagdo, mas certos genes sdo mais frequentemente afetados que outros. O
fenotipo metilador das ilhas CpGs (CIMP) no CCR ¢ caracterizado pela metilagdo de
multiplas ilhas CpGs principalmente em genes supressores de tumor, como o MLH1
(BOLAND et al. 2009).

Recentemente mutagdes somaticas no oncogene BRAF tém sido usadas para
distinguir entre tumores associados & SL e tumores esporddicos que exibem
instabilidade de microssatélites. Aproximadamente 10% dos canceres colorretais
esporadicos possuem mutagoes em BRAF, sendo que a mutacdo ¢ quase sempre a
V600E. Tal mutagao ¢ freqlientemente associada a metilagdo do promotor do gene
MLHL1, e quase nunca encontrada em tumores da SL. (ROBINSON et al. 2007).

BOLAND et al. (2009) analisaram 15 CCRs esporadicos com MSI e
metilacio de MLHI, e 21 CCRs de pacientes portadores de SL. Os autores
encontraram mutagdes somente em BRAF (e nunca em KRAS) em CCRs esporadicos
com MSI, e somente em KRAS (e nunca em BRAF) em CCRs da SL (BOLAND et al.
2009).

DENG et al. (2004) demonstraram que mutagdo no gene BRAF (V600E) nao
estava presente em 4/4 linhagens celulares com mutacdo de MLH1 ou em 20/20
tumores da SL com MSI-H. Em outros estudos a mutagdo do gene BRAF estava
ausente em 18/18 tumores da SL (KAMBARA et al. 2004), em 37/37 tumores da SL
(DOMINGO et al. 2005), em 111/111 tumores da SL e em 45/45 casos com auséncia

de expressdao imunoistoquimica de MSH2 (DOMINGO et al. 2004). Baseado nestes
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estudos, conclui-se que a presenca de mutagdo no gene BRAF exclui a presenca de
mutagdes germinativas nos genes de reparo do DNA em tumores colorretais com
uma especificidade de 100%. Tumores que apresentam mutacdo no gene BRAF e
metilagcdo do promotor do gene MLH1 sdo quase certamente esporadicos.

Assim, a analise de mutagdo no gene BRAF no tecido tumoral é uma
estratégia efetiva e de baixo custo para distinguir entre o evento somatico da
hipermetilacdo e uma possivel muta¢do germinativa no gene MLH1. Se a mutagdo
especifica VO60OE for encontrada no gene BRAF, no DNA tumoral, a analise de
mutagdo no gene MLH1 ndo serd indicada (HENDRIKS et al. 2006). No estudo de
ROBINSON et al. (2007), a presenga da mutagdo V60OE excluiu o diagnostico da SL
em cinco familias de sete que ndo preenchiam os critérios de Amsterdam e que

mostraram auséncia de expressao de MLH1.

1.6 MUTACAO NO GENE KRAS

As proteinas RAS sdo moléculas que regulam as células por ativagdo de
receptores de vias que controlam diversas respostas celulares, incluindo proliferagao,
diferenciacdo e sobrevivéncia. Os genes RAS sdo os alvos mais comuns para
mutagdes somadticas com ganho de funcdo nos canceres humanos. Muitos destes
alelos mutantes codificam proteinas com propriedades funcionais e bioquimicas
aberrantes, que resultam em respostas celulares anormais. As proteinas RAS sdo
pequenas GTPases que ciclam entre a inativagdo com GDP (RAS-GDP) e a ativagao
com GTP (RAS-GTP). A RAS-GTP regula uma complexa rede de sinalizacdo que

modula o comportamento celular por se ligar ou ativar distintas classes de moléculas
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efetoras. A cascata RAF-MEK-ERK ¢ a via alvo de RAS melhor caracterizada
(SCHUBBERT et al. 2007).

De acordo com SCHUBBERT et al. (2007), mutagdes em RAS ocorrem em
aproximadamente 30% dos canceres humanos, e OLIVEIRA et al. (2004)
demonstraram que mutagdes em KRAS sdo identificadas em 33% de todos os CCRs.
Mutagdes ativadoras do gene KRAS representam o tipo mais comum de anormalidade
de um oncogene dominante em cancer humano, com especificidade e tipo de
mutagdo variando de acordo com o tipo de tumor (BOS 1989). A mutacido do gene
KRAS esta dentre as alteragdes criticas que promovem a tumorigénese colorretal e
ocorre precocemente na progressio de adenoma para carcinoma (FEARON e
VOGELSTEIN 1990).

Um estudo demonstrou padrdes distintos de mutacao do gene KRAS em CCRs
de acordo com a deficiéncia germinativa de reparo do DNA e do status de metilagdo
do gene MLH1. A mutagdo do gene KRAS foi observada em 40% dos tumores da SL
e a freqiiéncia da mutagdo variou de acordo com o gene de reparo afetado: 32% em
MLH1, 48% em MSH2, ¢ 83% em MSHG6. A freqiiéncia de mutagdo no gene KRAS ¢
semelhante entre tumores da SL e tumores esporadicos com microssatélites estaveis
(MSS). Entretanto, os casos de CCRs esporadicos com MSI-H e hipermetilagdo do
promotor do gene MLHI1, assim como suas lesdes precursoras, apresentam uma
freqliéncia muito baixa de mutacao do gene KRAS. A maioria destas lesdes apresenta
mutagdo no gene BRAF, enquanto que esta mutagdo ndo ocorre nos tumores da SL
(OLIVEIRA et al. 2004).

As mutagdes pontuais no gene KRAS se localizam no dominio de ligagdo da

guanosina trifosfato (GTP) (cddons 12 e 13) ou no dominio GTPase (c6don 61) e
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levam a substitui¢des especificas de aminoacidos que ativam permanentemente a
proteina RAS p21. Os coédons 12 e 13 sdo preferencialmente afetados, como
demonstrado por OLIVEIRA ¢ et al. (2004) em uma série de 335 casos de CCRs
com mutagcdo do gene KRAS. Nesta série, 98% das mutacdes se localizavam nos
codons 12 e 13. Também foi observado que as mutagdes do cddon 12 sdo mais
comuns em casos esporadicos enquanto as mutagdes do codon 13 predominam na SL

(OLIVEIRA et al. 2004).

1.7 COX-2, B-CATENINA E CCR

A familia das enzimas das cicloxigenases (COX) consiste em duas isoformas,
a cicloxigenase-1 (COX-1), que ¢ expressa constitutivamente e possui fungdes
housekeeping, e a cicloxigenase-2 (COX-2), uma isoforma induzivel que participa de
respostas inflamatdrias. A COX-2 nao ¢ detectada na maioria dos tecidos normais,
mas ¢ rapidamente induzida em resposta a mitdgenos, citocinas e promotores
tumorais, levando a um acimulo crescente de prostandides nos tecidos inflamados e
neoplasicos (EISINGER et al. 2007).

A COX-2 catalisa a conversdo do acido aracdonico em prostaglandina,
envolvida em numerosas fung¢des fisiologicas, mas também com papel importante na
tumorigénese. Dados genéticos e farmacoldgicos suportam a nogdo de que a COX-2
¢ regulada negativamente pela proteina APC (polipose adenomatosa colonica) e que
a perda de fun¢cdo da APC, com subseqiiente desregulacdo da expressao de COX-2,
promova a tumorigénese, incluindo proliferacao celular, motilidade, sobrevivéncia

imune e apoptose (EISINGER et al. 2007).
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A COX-2 ¢ expressa em niveis muito baixos na mucosa normal. Entretanto,
apresenta-se elevada em 50% dos polipos benignos ¢ em 80% a 85% dos
adenocarcinomas (KARNES 2000).

KARNES (2000) demonstrou que o nivel de expressdo protéica de COX-2 ¢
significativamente mais baixo em tumores com MSI do que naqueles MSS. Os
autores sugerem que os tumores com deficiéncia do mecanismo de reparo do DNA se
desenvolvem independentemente da expressdo de COX-2. Este fato pode ter
implicagdes relacionadas a eficacia de inibidores de COX-2 na prevengao do cancer
colorretal em pacientes com deficiéncia no mecanismo de reparo do DNA.

Um estudo demonstrou que a frequéncia e a intensidade de expressdo de
COX-2 ¢ significativamente menor em tumores da SL em comparacdo com o0s
esporadicos. Neste estudo COX-2 foi detectada por imunoistoquimica em 67% dos
CCR de pacientes com SL ¢ em 92% dos casos esporadicos (SINICROPE et al.
1999).

KAWASAKI et al. (2008) demonstraram que a hiperexpressao de COX-2 ¢
infrequente em pdlipos hiperplasicos (4,2% de expressdo intensa a
imunoistoquimica), adenomas sésseis serreados (SSA) e pdlipos mistos (SSA e
adenoma) (0% de expressdo intensa), quando comparados com adenomas ndo
serreados (28% de expressdo intensa). Os adenomas serreados tradicionais e os
adenomas ndo serreados apresentaram frequéncia semelhante de hiperexpressao de
COX-2. A medida que houve progressdo do grau de displasia das lesdes, houve um
aumento da freqiiéncia de hiperexpressao de COX-2, demonstrando a correlagdo

positiva em entre expressdo de COX-2 e grau de displasia em adenomas. A
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frequéncia de hiperexpressao de COX- 2 foi semelhante entre adenocarcinomas
serreados e ndo serreados (65% de expressdo intensa).

O uso regular de aspirina, inibidora da COX-2, diminui o risco de CCR e
adenoma. Evidéncias epidemiologicas demonstram que aspirina previne CCR através
da inibicdo de COX-2. O celecoxib, inibidor seletivo da COX-2, inibe o crescimento
de células de cancer colorretal in vitro. Estudos randomizados demonstraram que
celecoxib diminui o risco de adenomas recorrentes em pacientes de alto risco
(KAWASAKI et al. 2008).

Na auséncia da sinalizagdo Wnt, os niveis intracelulares de B-catenina sdo
regulados por um complexo multiprotéico que compreende quinases como a GSK3f
(glicogénio sintase quinase-3f) e CK1 (caseina quinase 1) e proteinas como APC,
Axinal e Axina2. Este complexo de destrui¢do se liga e fosforila a B-catenina em
residuos de serina e treonina, levando a sua ubiquitinag¢do e degradacao proteolitica.

Na maioria dos casos esporadicos de CCR, o evento iniciador é representado
pela ativacdo da via de sinalizagdo Wnt. Quando a via Wnt estd ativa, ha uma
inibi¢do do complexo de destruicdo da B-catenina, e esta ndo ¢ fosforilada e entdo
ndo ¢ direcionada a degradagdo no proteossoma. Assim, a B-catenina se estabiliza, se
acumula no citoplasma e se transloca ao nucleo onde interage com os fatores de
transcri¢do TCF e LEF, levando a expressdo de genes alvo e induzindo o programa
de proliferagdo celular. (EISINGER et al. 2007; FODDE ¢ BRABLETZ 2007).

Na maioria dos casos de CCR esporadicos ¢ na FAP, mutac¢des inativadoras
do gene APC iniciam a formac¢do do tumor. A perda da funcdo de APC leva a
estabilizacdo citoplasmatica de B-catenina e sua translocacdo para o nucleo. Em

casos de CCRs sem mutacdo de APC, ocorre mutagdo de B-catenina que a torna
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resistente a degradagdo proteolitica. Em ambos os casos ocorre a desregulacdo na
transcricdo de um amplo espectro de genes alvo. Esta alteragdo no padrio de
expressdo génica induz a proliferacdo e diferenciacdo das células epiteliais
intestinais, levando a uma desorganizacdo da arquitetura do tecido e formagdo de

tumores benignos (FODDE e BRABLETZ 2007).

1.8 GENE TP33 E CCR

O gene TP53, conhecido como o “Guardido do Genoma”, esta localizado no
brago curto do cromossomo 17 (BEGGS e HODGSON 2008). A proteina p53 ¢ um
fator de transcri¢do que regula o ciclo celular ligando-se ao DNA. Participa das vias
que governam a divisdo celular e o balango entre sobrevivéncia e morte celular. No
nivel celular, perdas, delecdes e mutagdes no gene TP53 possuem um papel crucial
na patogénese de varios tumores, incluindo céncer colorretal. Nao existe duvida
sobre o papel das mutacdes no gene TP53 na progressdo dos tumores colorretais. A
proteina p53 ¢ importante na manuten¢do da integridade do material genético. Danos
ao DNA resultam em parada do ciclo celular na fase G1 por p53, seguida de reparo, e
caso o dano seja muito grande, a proteina p53 induz a célula a apoptose. Dessa
maneira, a perda de fun¢do de p53, por mutagdes ou delegdes, permite que a célula
acumule mutacdes pelo genoma, o que resulta em instabilidade cariotipica, prejudica
a interrup¢ao do ciclo celular, e reduz a apoptose. Mutacdes pontuais no gene TP53
ocorrem em mais de 75% dos CCR e geralmente estdo associadas a perda de
heterozigose daquele locus, implicando em perda do alelo selvagem e retencao do
alelo mutante. A proteina p53 selvagem possui uma meia vida intracelular curta de

apenas 15 minutos, enquanto a p53 mutante possui uma meia vida mais longa de
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varias horas. Isto resulta em um aumento na quantidade de proteina intracelular
suficiente para ela ser detectada por métodos imunoistoquimicos. As formas
mutantes de pS3 também podem se ligar a proteina selvagem estabilizando-a e
inativando sua fungdo supressora de tumor por alterar sua conformagdo
(KAKLAMANIS et al. 1993). Desta forma, altos niveis celulares da proteina p53
podem ser interpretados como evidéncia indireta de mutagao no respectivo gene.
Estudos demonstram a superexpressdo de p53 em aproximadamente 60% dos
casos de cancer colorretal (GEORGESCU et al. 2007), enquanto que em adenomas
esta porcentagem ¢ bem menor (8 a 26%) (PURDIE et al. 1991; KAKLAMANIS et
al. 1993). Estudos sugerem que a inativagdo funcional de p53 seja um dos fatores

necessarios para a transicao adenoma-carcinoma no coélon (LESLIE et al. 2002).

1.9 SEGUIMENTO NA SL

Os portadores da SL possuem risco aumentado de desenvolver CCR (60 a
70% aos 70 anos), carcinoma endometrial (30% a 40% aos 70 anos) e, com menores
riscos, carcinomas de intestino delgado, de células transicionais do trato urinario
superior, cancer de ovario, cancer de estobmago, tumores cerebrais (Sindrome de
Turcot), e tumores de glandulas sebaceas (Sindrome de Muir-Torre) (HENDRIKS et
al. 2006). A maioria dos estudos demonstra que a média de idade do diagndstico do
primeiro cancer nestes pacientes ¢ em torno dos 45 anos, sendo que na populagao
geral a média de idade do diagnostico do cancer colorretal € de 64 anos. Dois tercos
dos tumores colorretais nos pacientes com SL sdo localizados no célon proximal. A
ocorréncia de um segundo tumor primdrio ¢ comum na SL: em cerca de 40% dos

pacientes, apos sete anos do diagnostico do primeiro tumor (LINDOR et al. 2006).
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Apropriados testes pré-sintomaticos podem ser oferecidos para reduzir a
mortalidade entre os membros das familias de risco. A identificagdo de uma mutagao
germinativa em um dos genes de reparo do DNA, além de confirmar o diagndstico de
SL em um individuo, identifica também os familiares portadores da mutagdo e que
necessitam seguimento intensivo. E essencial identificar individuos com risco
aumentado para oferecer programas de seguimento adequados e prevenir o
desenvolvimento de tumores ou reconhecé-los em estdgio precoce. Outro grande
beneficio do teste genético ¢ o de excluir aqueles familiares ndo portadores da
mutagdo. A exclusdo de mutacdo evita um seguimento intensivo desnecessario nestes
individuos, reduzindo custos e stress psicologico (LYNCH et al. 2007; HENDRIKS
et al. 2000).

O seguimento de familias com diagndstico clinico e/ou molecular de SL deve
ser feito com base nas seguintes orientacdes (LYNCH e SMYRK 1996):
colonoscopia com 1-2 anos de intervalo e inicio entre os 20-25 anos; ultrassonografia
transvaginal anual, com inicio entre os 25-35 anos; ultrassonografia abdominal e
pélvica anual, com inicio entre os 25-35 anos; exame de urina tipo I e citologia
urinaria anual, com inicio entre os 25-35 anos, principalmente nas familias com
carcinoma de células transicionais de vias excretoras renais; endoscopia digestiva
alta com 1-3 anos de intervalo, com inicio entre os 25-35 anos, principalmente nas
familias com tumores gastricos; dosagem de CA-125 anual, com inicio entre os 25-
35 anos, principalmente nas familias com cancer de ovario (ROSSI et al. 1998).

Para pacientes com SL que ir8o se submeter a ressec¢do cirurgia de um
cancer colorretal, a colectomia subtotal (em oposi¢do a colectomia parcial) ¢ um

alternativa que deve ser considerada. Esta conduta se deve ao alto risco de
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desenvolvimento de um segundo tumor colorretal primario nestes individuos.
Entretanto, a preferéncia do paciente e fatores relacionados a aderéncia as
colonoscopias de seguimento, devem ser levados em conta nesta decisdo. Para as
mulheres que irdo se submeter a ressec¢do coldnica, e que ndo desejam preservar a
fertilidade, devido ao alto risco de desenvolvimento de cancer de endométrio € ao
risco moderadamente aumentado de cancer de ovario, deve ser oferecido a

histerectomia e ooforectomia bilateral profilaticas (LINDOR et al. 2006).

1.10 SEQUENCIA ADENOMA-CARCINOMA

A maioria dos casos de CCR parece seguir o modelo sequencial adenoma-
carcinoma proposto por FEARON e VOGELSTEIN (1990). Estima-se que 10% dos
polipos adenomatosos sofram transformagdo maligna ao longo da vida, se ndo
tratados (KIM e LANCE 1997). Entretanto, em pacientes portadores de SL, acredita-
se que quase todos os poélipos ndo tratados evoluirdo para adenocarcinomas
(DUARTE-FRANCO e FRANCO 2005).

Existem descrigdes na literatura de pacientes que apresentam evolugdo rapida
e agressiva de lesdes minimas para CCR, a partir de polipos adenomatosos (JASS e
STEWART 1992; LANSPA et al. 1994). Um estudo realizado na Finlandia
comparou a incidéncia de CCR e as taxas de obito, analisando dois grupos de
pacientes com SL. O primeiro grupo foi submetido a colonoscopias regularmente, € o
segundo grupo foi formado por pacientes que se recusavam a realizar o exame. Ficou
demonstrado que um CCR foi prevenido para cada 2,8 podlipos ressecados em
pacientes com SL (SANKILA et al. 1996). Na populacao geral, um CCR ¢ prevenido

para cada 41 a 119 polipectomias realizadas (WINAWER et al. 1993). A
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carcinogénese acelerada ¢ caracteristica conhecida da SL, sendo que um adenoma
minimo pode se transformar em CCR em dois a trés anos, enquanto na populagdo
geral esta transicao leva entre oito e dez anos (LYNCH et al 2006). Dai a grande
importancia do diagndstico de lesdes precoces em individuos de alto risco, muitas
vezes somente possivel, através de colonoscopias com o recurso da magnifica¢ao de

imagem e da cromoendoscoscopia (ABDEL-RAHMAN et al. 2006) ou do NBI.

1.11 VIAS DE CARCINOGENESE COLORRETAL

Supunha-se que a grande maioria dos CCRs fazia parte de um grupo
homogéneo a nivel molecular, caracterizado por uma seqiiéncia linear e uniforme de
eventos, com a inativagdo do gene APC iniciando os adenomas, e alteracdes
genéticas adicionais, principalmente mutagdo no gene KRAS e inativagdo do gene
TP53 promovendo o surgimento de subclones celulares progressivamente mais
agressivos. Entretanto, nos tltimos 20 anos, os estudos tém demonstrado que o CCR
desenvolve-se através de multiplas vias de carcinogénese, e que apenas cerca de 10%
dos casos sdo caracterizados por este gendtipo classico (JASS 2007).

Estas vias podem ser definidas com base em dois aspectos moleculares: (1)
instabilidade de microssatélites do DNA (MSI), estratificada em instabilidade alta
(MSI-H), baixa (MSI-L) e estavel (MSS), e (2) fen6tipo metilador de ilhas CpG
(CIMP), estratificado em CIMP alta (CIMP-H), CIMP baixa (CIMP-L) e CIMP
negativa (CIMP-neg). Segundo a classificacdo de JASS (2007), considerando-se
aspectos clinicos, morfoldgicos e moleculares, cinco categorias sao contempladas:
(1) tipo 1 — origem em pdlipos serreados, corresponde a 12% dos CCRs, conhecida

como “MSI-H esporadico” (CIMP-H, metilagdo do gene MLH1, mutagdo no gene
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BRAF, estabilidade cromossomica, MSI-H); (2) tipo 2 — origem em polipos
serreados, corresponde a 8% dos CCRs (CIMP-H, metilagao parcial do gene MLH1,
mutagdo no gene BRAF, estabilidade cromossomica, MSS ou MSI-L); (3) tipo 3 —
origem em adenomas ou pdlipos serreados, corresponde a 20% dos CCRs (CIMP-L,
mutagdo no gene KRAS, metilagio do gene MGMT, instabilidade cromossdmica,
MSS ou MSI-L); (4) tipo 4 — origem em adenomas, corresponde a 57% dos CCRs,
pode ser esporadica, associada a FAP ou Polipose MUTYH (CIMP-neg,
instabilidade cromossomica, maioria MSS); (5) tipo 5 — origem em adenomas,
corresponde a 3%, relacionada a SL (CIMP-neg, muta¢do no gene BRAF negativa,
estabilidade cromossomica, MSI-H). A abordagem desta classificagdo do CCR deve
acelerar o entendimento de suas causas, com impacto no manejo clinico relacionado
a prevencao e tratamento desta doenga.

A aquisi¢do de um fendtipo maligno completo depende da desorganizagdo
combinada de todas as principais vias de sinalizagdo. Entretanto, os CCRs MSI-H
familiares (SL) e esporadicos se originam de diferentes vias de carcinogénese.
Existe, porém uma consideravel sobreposi¢do na expressao génica alterada nos dois
tipos, o que ndo contradiz o conceito de que as vias se diferem em um nivel

fundamental (JASS 2007).

1.12 LESOES NAO-POLIPOIDES

E vastamente aceito que a maioria dos CCR desenvolve-se vagarosamente
através de um crescimento polipdide. Entretanto estudos recentes revelam que lesdes
ndo-polipoides (planas ou deprimidas) compreendem mais de 30% de todas as lesdes

colorretais e que elas possuem um potencial de malignizacdo significativamente mais
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alto que as lesdes polipoéides (MINAMOTO et al. 1993). As lesdes nao-polipoides
aparecem morfologicamente pouco elevadas, completamente planas, ou pouco
deprimidas. Apesar de seu pequeno tamanho, elas apresentam displasia de alto grau
em mais de 40% dos casos (HURLSTONE et al. 2003), mostrando um potencial
maligno maior que o esperado em relagdo ao seu tamanho (MUTO et al. 1985).

Um grande estudo japonés avaliou 14.014 adenomas ou carcinomas precoces
e encontrou uma propor¢ao de 55,5% de lesdes polipdides contra 44,5% de lesdes
nao-polipéides. As lesdes deprimidas correspondiam a 2,3% das neoplasias
colorretais, mas eram responsaveis por 32,4% dos carcinomas diagnosticados. Além
disso, 29,5% das lesdes deprimidas tinham invasdo da submucosa, contra 2,1% dos
polipos e 0,6% das lesdes pouco elevadas superficialmente. Um trabalho americano
estudou 1.000 pacientes que se submeteram a colonoscopia com cromoscopia para
avaliar areas suspeitas de CCR. De 290 adenomas, 63% eram polipoides, 36% planos
e 0,6% deprimidos. Dos 31 adenomas com alto grau de displasia, 15 eram polipdides,
15 eram planos e um era deprimido. E dos seis canceres invasivos iniciais, dois eram
polipdides, dois eram planos e dois eram deprimidos. Assim, o risco de uma lesao
deprimida conter um alto grau de displasia ou cancer invasivo ¢ de 75% quando
comparado com 14,3% e 8,3% nas lesdes planas ou polipoides, respectivamente
(SOETIKNO et al. 2006). O estudo da prevaléncia das lesdes nao-polipdides nos
Estados Unidos feito com 211 pacientes encontrou tais lesdes em 22,7% dos
pacientes com a utilizagdo da colonoscopia com cromoscopia € magnificaciao
(SAITOH et al. 2001).

Estudos demonstram que pequenos carcinomas planos invadem mais

facilmente a submucosa e estdo associados a um risco aumentado de metastases
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linfonodais e vasculares quando comparados a carcinomas com padrao polipoide de
crescimento. Um estudo evidenciou invasdo venosa e linfatica em 32% de
carcinomas polipdides comparado a 77% de invasdo nos carcinomas nao-polipodides.
(SHIMODA et al. 1989).

Os indicios demonstram que as lesdes planas podem representar uma entidade
pré-maligna mais agressiva que as polipdides. As lesdes deprimidas sdo responsaveis
por CCR em propor¢des mais altas do que os outros tipos de lesdes, além disso, sdo
mais avangadas no momento do diagnostico, apesar de menores. Certamente, estas
lesdes sdo responsaveis por grande parte da imperfeicdo da colonoscopia na
prevencao do CCR. Desta forma, o aumento na detec¢ao destas lesdes € crucial para

a melhora da efetividade dos programas de rastreamento colonoscopico de CCR.

1.13 COLONOSCOPIA

A colonoscopia €, atualmente, o mais importante recurso, Util ndo apenas para
o diagnostico, como também para a o estadiamento e tratamento do CCR. Possui
elevada sensibilidade e especificidade, além de permitir a execugdo de bidpsias e
remogao de lesdes precursoras de CCR. A histéria natural do CCR ¢ condizente com
uma prevengao eficaz. Esta doenga, na maioria dos casos, ¢ proveniente de uma lesao
pré-maligna, o adenoma, que pode ser detectado e ressecado através da colonoscopia,
prevenindo sua progressdo para o cancer. As estatisticas dos Estados Unidos da
América demonstram um declinio acentuado na incidéncia de CCR entre 1998 e
2005, o que se deve, em grande parte, ao aumento do rastreamento por colonoscopia,

com detec¢do e remogao das lesdes pré-malignas (JEMAL et al. 2009).
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Um estudo caso-controle com 252 pacientes, durante 15 anos, demonstrou
que a colonoscopia a cada trés anos reduz o risco de CCR e sua mortalidade em mais
de 60% (STRATE e SYNGAL 2005). O prognostico dos pacientes com CCR ¢
estritamente dependente da detec¢do precoce de lesdes, entretanto a colonoscopia
convencional pode deixar de diagnosticar 20% a 30% dos polipos entre 2 mm e 5
mm, e até 5% dos p6lipos maiores ou iguais a 1 cm (OLIVEIRA 2005).

A colonoscopia com Narrow Band Imaging (NBI) e magnifica¢ao possui a
habilidade de identificar lesdes nao-polipdides e diminutas que nao seriam
identificadas com a colonoscopia convencional. Além disto, o NBI tem sido usado
para a distincdo entre lesdes neopldsicas e ndo-neoplasicas tornando possivel a
diminui¢do do nimero de resseccdes desnecessarias enquanto permite a ressecgao
seletiva de lesdes clinicamente significantes. Esta estratégia reduz o nimero de
complicacdes associadas a ressecgOes e evita a sobrecarga dos servigos de
histopatologia. O NBI torna possivel a observacdo do padrido da arquitetura
microvascular da mucosa colorretal. Isto permite evidenciar caracteristicas de
invasdo das lesdes neoplésicas, auxiliando no planejamento terapéutico, como por
exemplo, optar pela resseccdo endoscopica ou apenas pela bidpsia e tatuagem da

lesdo para posterior intervencao cirurgica.

1.14 COLONOSCOPIA COM NBI

A tecnologia do sistema NBI ¢ baseada na modificacdo das caracteristicas
espectrais, através do estreitamento das bandas de transmitancia espectral e do uso de
dois filtros opticos para iluminagdo azul e verde. Desenvolvida no National Cancer

Center Hospital East - Japao, sua utilidade para o exame do trato gastrointestinal foi
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descrita em 2001 por SANO et al. (2001). Em 2004, foi publicado o primeiro estudo
piloto que demonstrou que o NBI permite melhor visualizacdo do padrdo vascular da
mucosa colonica do que a colonoscopia convencional, ¢ que o NBI ¢ a
cromoendoscopia foram similares na diferenciacdo entre lesdes neoplasicas e nao-
neoplasicas (MACHIDA et al. 2004).

A profundidade de penetragdo da luz depende do comprimento de onda e da
largura da banda. A diferencga na profundidade de penetragdo entre filtros de banda
estreita ¢ maior do que entre filtros de banda larga. Na mucosa do trato
gastrointestinal, a luz azul de banda estreita penetra superficialmente, a luz verde de
banda estreita tem uma penetragdo intermedidria e a luz vermelha de banda estreita
penetra profundamente. A luz de onda curta (azul) estd na faixa de pico de absor¢ao
da hemoglobina. Desta forma, o sistema NBI utiliza filtros 6pticos para a iluminagao
azul e verde (ondas curtas) e estreita suas bandas de transmitancia espectral. Estas
caracteristicas da luz permitem que a microvascularizagdo da mucosa colonica,
invisivel a colonoscopia convencional, adquira coloragdio marrom escura,
contrastando com a mucosa adjacente, o que possibilita sua visdo detalhada (GONO

et al. 2003). Figura 1
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LUZ CONVENCIONAL

400 500 600 700 nm
NBI
400 500 600 700 nm

COMPRIMENTO DE ONDA DA LUZ

Figura 1 - Diferenca entre a luz branca e o NBI. O NBI consiste no uso de apenas
dois filtros (azul e verde) de ondas curtas e bandas estreitas (415 + 30 nm e 540 + 30

nm).

Em 2007, HIRATA et al. publicaram um estudo no qual 189 lesdes
colorretais foram analisadas endoscopicamente com NBI/magnificacdo e
classificadas em relacdo as caracteristicas microvasculares de acordo com a
espessura e a regularidade dos microvasos. A espessura dos microvasos foi
classificada em: vasos invisiveis, finos ou grossos. A regularidade dos microvasos foi
classificada em: vasos invisiveis, regulares, pouco irregulares ou muito irregulares.
As imagens endoscoOpicas foram comparadas com os achados histopatoldgicos. A
sensibilidade e a especificidade de vasos invisiveis no diagnostico de polipos

hiperplasicos foram de 90 e 99% respectivamente. Microvasos irregulares ocorreram



32

significativamente mais em carcinomas. A acuracia no diagnostico de invasdo
macica da submucosa em lesdes caracterizadas por microvasos grossos € muito
irregulares foi de 100%. Os autores demonstraram que as caracteristicas dos
microvasos obtidas através do NBI/magnificagdo estdo associadas com o grau
histolégico e com a profundidade de invasdo submucosa das lesdes. Concluindo
entdo, que este recurso endoscopico € util para a decisdo terapéutica em lesdes
colorretais (HIRATA et al. 2007).

A cromoendoscopia pan-colonica é efetiva no aumento de detec¢do de
pequenos adenomas segundo varios autores (BROOKER et al. 2002; HURLSTONE
et al. 2004; LE RHUN et al. 2006; LAPALUS et al. 2006). Entretanto este método ¢
laborioso e demanda tempo excessivo, 0 que o torna pouco pratico para uso rotineiro,
sendo pouco adotado pelos endoscopistas ocidentais.

Com o uso do NBI, os microvasos da mucosa colorretal adquirem uma
coloragdao marrom escura e, desta forma, ha um aumento do contraste entre as lesdes
neoplasicas e a mucosa adjacente, facilitando sua identificagao.

INOUE et al. (2008) compararam as taxas de deteccdo de adenomas em
pacientes submetidos a colonoscopia convencional e a colonoscopia com NBI pan-
coldnico, através de um estudo prospectivo controlado randomizado. O uso do NBI
aumentou significativamente o numero global de adenomas e o nimero de adenomas
diminutos (<5 mm) diagnosticados, sem prolongar o tempo de extubacdo colonica.

EAST et al. (2008a) realizaram um estudo prospectivo com pacientes
portadores de SL para avaliar a taxa de perda de adenomas na colonoscopia
convencional. O estudo demonstrou que uma segunda passagem com NBI no colon
proximal (do ceco até¢ a juncdo descendente-sigmdide) quase dobrou o ntimero de
adenomas detectados. A propor¢do de adenomas planos detectados durante a segunda

passagem com o NBI foi significativamente maior do que na primeira passagem com
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a luz branca. Os autores sugerem que um subtipo morfologico especifico de
adenomas estdo sendo detectados com o uso do NBI, morfologia esta que os torna
mais dificeis de serem detectados com a luz branca.

RASTOGTI et al. (2008) diagnosticaram 40% de adenomas adicionais com
uma reavaliacdo segmentar da mucosa com o NBI apds uma primeira passagem com
a luz branca.

Um estudo publicado recentemente mostrou que o NBI detectou mais
adenomas em comparagdo com a luz branca. Porém, quando analisaram subgrupos
consecutivos de 100 pacientes houve um aumento continuo na taxa de detec¢ao de
adenomas de oito para 26.5% no grupo de pacientes examinados com luz branca,
enquanto esta taxa permaneceu inalterada no grupo de pacientes examinados com
NBI. Os autores especularam um potencial efeito de aprendizagem resultante do uso
do NBI, aumentando a habilidade dos examinadores em diagnosticar lesdes com a
luz branca (ADLER et al. 2008).

Como ja mencionado, a seqiiéncia adenoma-carcinoma ¢ mais acelerada na
SL. VASEN et al. (2007) identificaram cinco canceres de intervalo em 3,5 anos apos
uma colonoscopia normal em um estudo prospectivo de rastreamento em pacientes
com SL. Entretanto, além da carcinogénese acelerada, outra razdo que pode explicar
estes achados seria a ndo identificacdo de lesdes durante a colonoscopia, mesmo por
profissionais experientes. Como o NBI pode aumentar a detec¢do de lesdes
diminutas, planas e deprimidas, esta técnica pode ser de grande valia na vigilancia de
pacientes com SL, pois apesar de pequenas, estas lesdes possuem grande risco de
progressdo para o cancer. Desta forma, o NBI tem o potencial de melhorar a

eficiéncia da colonoscopia no seguimento de pacientes de alto risco.
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OBJETIVOS

Verificar a freqiiéncia de lesdes precursoras de cancer colorretal em pacientes
considerados de alto risco para CCR e seus familiares de primeiro grau, por
meio de colonoscopia com NBI.

Verificar as caracteristicas histopalogicas e moleculares (a expressao
imunoistoquimica das proteinas MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, p53, COX-2 ¢
B-catenina, o perfil de mutacdo dos genes KRAS e BRAF ¢ o status de
metilagdo do gene MLHI1) das lesdes colonicas ressecadas durante o exame
colonoscopico destes pacientes.

Verificar a associacdo entre as caracteristicas clinicas, histopalogicas e

moleculares.
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3 PACIENTES

3.1 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi conduzido de acordo com a Resolugdo 196/96 que regulamenta a
pesquisa em seres humanos; e a resolucdo 340/04 que regulamenta a pesquisa em
genética humana. Todos os pacientes que aceitaram participar da pesquisa assinaram
o termo de consentimento livre e esclarecido. Os resultados dos testes sdo
confidenciais e divulgados apenas ao paciente, se assim o desejar. O projeto foi
submetido ao Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do Hospital A.C. Camargo e obteve
parecer favoravel em 01 de novembro de 2007 sob todos os aspectos analisados

sendo, portanto, aprovado com a identificagao 994/07.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

o Individuos com ou sem cancer, maiores de 18 anos, pertencentes a familias
do Registro de Cancer Colorretal Hereditario do Hospital A.C. Camargo que
preencham os critérios de Amsterdam, Bethesda ou Cancer Colorretal

Familiar (Quadro 6).
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Quadro 6 — Classifica¢ao da histéria de CCR.

Categoria

Critérios

Sindrome de Lynch

Amsterdam |

A familia deve preencher todos os critérios de Amsterdam I

(descritos anteriormente).

Sindrome de Lynch

Amsterdam 11

A familia deve preencher todos os critérios de Amsterdam II

(descritos anteriormente).

Cancer Colorretal Familiar

Familias que preenchem quatro dos cinco critérios de Amsterdam I

ou II.

Critérios de Bethesda

Um individuo da familia deve preencher um dos critérios de

Bethesda (descritos anteriormente).

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

o] Individuos submetidos a proctocolectomia total;

0] Individuos pertencentes a familias com sindromes hereditarias de cancer

colorretal polipdides (polipose adenomatosa familiar, polipose adenomatosa

familiar atenuada, Sindrome de Peutz-Jeghers, polipose juvenil, polipose

hiperplasica).

3.4 SELECAO DE INDIVIDUOS

Os sujeitos de pesquisa foram selecionados através do Registro de Cancer

Colorretal Hereditario do Hospital A.C. Camargo (RCCH).

O RCCH iniciou suas atividades em 1992, e tem como missao “contribuir

para a redu¢do da morbidade e mortalidade do céncer, através da educagdo de

familias sobre os riscos e implica¢des do cancer colorretal hereditario e dos tumores
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associados; coordenar as atividades de seguimento desta populacdo e gerar subsidios
para pesquisas que possam contribuir com o melhor entendimento sobre a
hereditariedade associada ao cancer”.

Dentre as atividades do registro estd a identificagdo de individuos com alto
risco para desenvolver CCR através da historia familiar e a orientagdo quanto as
medidas de preven¢ao primaria e secundaria do cancer colorretal.

Apods a classificacdo do risco de cancer colorretal, os individuos sao
orientados a realizar colonoscopias, cuja idade de inicio e freqiiéncia varia de acordo

com a classificacdo de risco apresentada no Quadro 7.

Quadro 7 — Recomendagdes para prevencdo de CCR em individuos de alto risco
para desenvolver CCR de acordo com a classifica¢do da historia familiar.

Classificacao Recomendacoes

Sindrome de  Lynch  — | Colonoscopia anual com inicio entre os 20 e 25 anos de idade

Amsterdam I e IT*

Cancer Colorretal Familiar Colonoscopia anual com inicio 10 anos antes da idade de

diagnostico de céancer colorretal mais jovem na familia

Critérios de Bethesda Colonoscopia anual com inicio 10 anos antes da idade de

diagnostico de cancer colorretal mais jovem na familia

* Recomendag@o para individuos com diagndstico clinico da sindrome ou diagnostico molecular de
mutagdo em genes de reparo de DNA.

Serdo identificados os probandos com teste genético realizado nos projetos:
0] “Avaliacdo de freqiiéncia de mutagdes nos genes do sistema de reparo de
DNA em pacientes com suspeita de cancer colorretal hereditdrio sem

polipose: estudo colaborativo sul-americano”, projeto n°781/06, aprovado
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pelo CEP e CONEP em 25 de julho de 2006 ¢ com financiamento pela

FAPESP;

o] “Predisposi¢@o hereditaria ao cancer colorretal e ao cancer de mama: manejo
de pacientes de alto risco e suas familias — diagndstico clinico e molecular,
aconselhamento genético e implantacio de um sistema de registro e
gerenciamento de dados oncogenéticos”, projeto n°870/06, aprovado pelo
CEP e com financiamento do CNPq.

A partir da identificagdo dos probandos, que foram incluidos no presente
estudo, foram também selecionados seus familiares de primeiro grau (pais, irmaos
e/ou filhos), que sdo considerados como portadores presumidos, ou seja, uma vez que
o probando tenha mutacao identificada, presume-se que estes familiares tenham 50%
de probabilidade de possuirem a mesma mutagao.

Os individuos que preenchem os critérios de inclusdo e com colonoscopia de
seguimento programada foram convidados a participar do estudo. Apds a orientagdo
quanto aos procedimentos e objetivos do estudo, todos os individuos assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1).

Dessa maneira, foram incluidos no projeto 72 pacientes do Registro de
Cancer Colorretal Hereditario, Departamento de Cirurgia Pélvica, Hospital A.C.

Camargo — Sao Paulo, Brasil.

3.5 DADOS CLINICOS

Foram levantados os dados clinicos dos pacientes. Foram incluidos na ficha

0s seguintes itens:



Idade;

Género;

Histoéria pessoal de cancer/polipos;

Classificacao familiar do risco de cancer colorretal;

Mutacdo identificada na familia — gene mutado, tipo de mutagao, local da

mutacao.

39
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4 MATERIAL E METODOS

41 EXAME COLONOSCOPICO

Antes da colonoscopia foi preenchida a ficha de caracteristicas clinicas do
paciente (Anexo 2) e durante a colonoscopia foi preenchida a ficha de descricao do
exame ¢ de seus achados (Anexo 3).

Os exames colonoscopicos foram realizados utilizando-se o colonoscopio CF-
HI180AI/L e o video-processador Evis Exera II CV-180 (Olympus, Japdo). Este
colonoscopio possui um campo de visdo de 170°, maior que os aparelhos
convencionais. O video-processador usa uma lampada de xen6nio como fonte de luz
e um CCD (charge-coupled device) que produz uma imagem em alta definigao (1080
linhas horizontais de resolu¢do) usada com um monitor de alta resolugao (HDTV). O
filtro de banda dupla de NBI (415 nm e 540 nm + 30 nm) ¢ acionado por meio de um
botdo na manopla do colonoscopio e ¢ desativado pelo mesmo botdo. A mudanga da
imagem convencional para a do NBI no monitor leva aproximadamente 1-2
segundos. O video-processador também ¢ equipado com um recurso de magnificagdo
eletronica de 1,2 ou 1,5 vezes, que ¢ ativado por meio de outro botdo no
colonoscopio e proporciona uma magnificagdo total de até 70 vezes. Apds a
intubagdo do polo cecal ou do ileo terminal ¢ realizada a extubagdo coldnica com
exame minucioso da mucosa colorretal. A cada 10 cm realiza-se o exame com a
visdo convencional e em seguida com o NBI. As lesdes encontradas sdo identificadas

quanto a: (1) localizagdo: colon proximal (ceco, ascendente e transverso) e colon
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distal (descendente, sigmoide e reto); (2) tamanho: at¢ 5 mm, de 6 a 10 mm e maior
ou igual a 11 mm e (3) conformacdo macroscépica segundo a classificagdo da
Sociedade Japonesa de Pesquisa de Cancer Colorretal (JRSCCR 1983): Ip, Isp, Is,
Ila, Ia+Ilc, IIb, Ilc, Ilc+Ila, ou tumoral (Quadro 8). E realizada a magnificacdo das
lesdes sob o NBI, que sdo entdo, classificadas de acordo com a arquitetura vascular
proposta por HIRATA et al. (2007), levando-se em conta a: (1) regularidade dos
vasos: invisiveis, regulares, pouco irregulares, muito irregulares; e (2) espessura dos
vasos: invisiveis, finos, grossos (Quadro 9).

Todas as lesdes identificadas sdo biopsiadas, ressecadas por polipectomia ou
mucosectomia, ou encaminhadas para resseccao cirirgica, de acordo com a indicag¢ao
mais adequada. As lesdes e bidpsias obtidas sdo fixadas em solugdo de formol
diluido a 10% em agua tratada com DEPC (dietil pirocarbonato), um eficiente
inibidor de DNAse/RNAse. Em seguida, o material é encaminhado para exame
anatomopatoldgico e pesquisa molecular, que foram realizados pelos pesquisadores

do estudo.
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Quadro 8 - Classificagdo de lesdes colorretais da Sociedade Japonesa de Pesquisa
em Cancer Colorretal.

Tipo Classificacao Conformacao
Elevado Ip Pediculado
Isp Subpediculado
Is Séssil
Superficialmente elevado ITa Elevacao plana
ITa+IIc Elevagdo plana com depressao
Plano IIb Plano
Deprimido Ilc Levemente deprimido
Ilc+Ia Deprimido com bordos elevados

Quadro 9 - Classificacdo dos microvasos da mucosa colonica de lesdes colorretais
para o NBI segundo Hirata.

Tipo Classificacio

Espessura Invisivel

Fino

Grosso

Regularidade Invisivel

Regular

pouco irregular

muito irregular

4.2 EXAME ANATOMOPATOLOGICO

Foi realizado o exame anatomopatologico das laminas confeccionadas a partir
das lesdes coletadas utilizando-se a classificagdo da World Health Organization

(WHO), internacionalmente aceita. As lesdes foram classificadas em: podlipo
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hiperpléasico, adenoma tubular, adenoma viloso, adenoma tibulo-viloso, adenoma
serreado e adenocarcinoma. Foi também caracterizado o grau de displasia glandular

dos adenomas em baixo grau ou alto grau (HAMILTON et al. 2000).

4.3 IMUNOISTOQUIMICA DAS PROTEINAS MLH1, MSH2, MSH6,

PMS2, COX-2, B-CATENINA E P53

A imunoistoquimica ¢ a técnica que envolve o uso de anticorpos de espécies
pré-definidas, com sistema de alta sensibilidade de deteccdo, o que resulta em uma
reacdo com um produto colorido quando observado ao microscopio. O poder desta
técnica € a observacao simultanea da morfologia do tecido, permitindo a integragao

da morfologia e das informagdes imunoistoquimicas da area de interesse.

4.3.1 Anticorpos

A andlise imunoistoquimica das proteinas de reparo (MLH1, MSH2, MSH6 ¢
PMS2) e de p53, COX-2 e B-catenina foi realizada em cortes parafinados, pela
técnica de polimero sem biotina, utilizando-se os anticorpos conforme o Quadro 10 e

seguindo o protocolo conforme o Anexo 4.
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Quadro 10 - Anticorpos utilizados para analise imunoistoquimica.

Anticorpos | Clones Titulos | Fabricantes

pS3 DO-7 1:100 DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca, cod # M7001

p-catenina | 14 1:800 BD Transduction, EUA, cod # 610154

COX-2 4H12 1:6000 Novocastra, New Castle, Reino Unido, cod # NCL-COX2

MLH1 G168-728 1:1000 BD Biosciences Pharmigen cat#51-1327GR, San Jose, CA,
EUA

MSH2 G219-1129 1:1000 | BD Pharmingen cat # 556349

MSH6 44/MSH6 1:100 BD Pharmingen cat # 610919

PMS2 Al6-4 1:500 BD Pharmingen, cat # 556415

4.3.2 Analise imunoistoquimica

Foram analisados sete anticorpos, levando-se em consideragdo a localizacao
(nucleo, citoplasma, membrana, matriz extracelular), a extensdo e a intensidade da
marcagdo. As reagdes foram acompanhadas de controle positivo, em tecido
sabidamente positivo para o anticorpo testado, e controle negativo, realizado com a
omissdo do anticorpo primario. A leitura das laminas foi realizada em microscopio
optico comum.

Os cortes histologicos das lesdes foram examinados, e foi considerado perda
do gene de reparo quando ocorreu negatividade nuclear na coloragdo
imunoistoquimica para MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2, porém com presenga de
expressao protéica em mucosa colonica normal adjacente e/ou células do estroma.

Para as proteinas p53, COX-2 e B-catenina a extensdo da positividade foi
estabelecida em uma escala de 0 a 4; 0, representando negatividade da proteina; 1, de
1% a 25% das células positivas; 2, mais de 25% e até 50%; 3, mais de 50% e até
75%; e 4, quando a positividade foi presente em mais de 75% das células. Para
viabilizar os calculos estatisticos, foi necessario agrupar as categorias. Para p53 e [3-

catenina as categorias 0, 1 e 2 foram considerados como pouco expressiva e negativa
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e agrupadas na categoria 1; e as categorias 3 e 4 foram consideradas como expressao
intermediaria e intensa e agrupadas na categoria 2.

Para a proteina COX-2, avaliamos também a intensidade da expressdo, que
foi medida de 0 a 3+, onde 0 representa a ndo expressdo da proteina, 1+ pouca
intensidade, 2+ moderada intensidade e 3+ grande intensidade. A medida final foi
obtida multiplicando-se as duas variaveis (extensdo e intensidade), com as medidas
variando de 0 a 12. Quando o resultado variou de 0 a 4 foi considerado como pouco
expressivo, de 5 a 8 como uma expressao intermediaria ¢ de 9 a 12 como uma
expressdo intensa. Para viabilizar os célculos estatisticos, foi necessario agrupar as
categorias. Foi considerado pouco expressiva e negativo de 0 a 4 (categoria 1) e
expressao intermedidria e intensa de 5 a 12 (categoria 2).

Na avaliagdo da expressdo de B-catenina também foi discriminada sua sub-
localizagdo na célula (membrana, citoplasma e nicleo).

Para a proteina COX-2 foi avaliada sua localizacdo no citoplasma das células
epiteliais e estromais.

As expressdes protéicas foram correlacionadas com as varidveis clinicas e
anatomopatologicas como a classificagdo familiar de risco de CCR, localizacdo,

tamanho e histopatologia das lesdes.

44 AVALIACAO DO PERFIL DE MUTACAO DOS GENES KRAS E

BRAF

Para a avaliacdo de mutacdo nos genes KRAS e BRAF foi utilizada a técnica

de pirossequenciamento. No entanto, para uma confirmagdo diagnoéstica destes
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resultados foi também realizada a técnica de sequenciamento de Sanger, ja que esta
tem sido considerada padrio ouro na avaliagdo da mutacdo destes genes. O
sequenciamento direto foi realizado a partir de nova extragdo das amostras de

interesse ¢ processado no laboratorio Fleury.

4.4.1 Extraciao do DNA

As lesdes ressecadas durante a colonoscopia, fixadas em solugdo de formol
diluido a 10% em agua tratada com DEPC (dietil pirocarbonato), foram processadas
em processador automatico, passando por banhos de alcoois para desidratacdo e
xilois para diafanizagdo celular, incluidas em blocos de parafina e cortadas em
micrétomo (micrétomo manual Leica), para a confec¢ao de oito ldminas histoldgicas
de cada bloco, com espessura tecidual de 5y cada, que foram armazenadas em
freezer a -80°C. Uma lamina de cada bloco foi corada com hematoxilina e eosina
(HE) e avaliada pelo patologista responséavel pelo estudo (R.A.C.), com demarcagao
da area de interesse. As demais ldminas foram utilizadas para a obtencdo de células
para a extracdo do DNA, através da raspagem (scrape) do tecido, utilizando-se a
lamina de HE marcada como molde. Quando ndo foi possivel obter uma area na
lamina de HE com mais de 70% de células de interesse a amostra foi encaminhada
para o método de Microdissecgdo e Captura a Laser (LCM). Entretanto, como novos
cortes tiveram que ser feitos para a realizagdo da LCM, e como as lesdes eram
diminutas, o material se esgotou e ndo foi possivel a microdissec¢do e a extragdo de
DNA destas lesdes.

As laminas selecionadas foram desparafinizadas em estufa a 60° C por 30

minutos, posteriormente com dois banhos de xilol 5 minutos cada, dois banhos em
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alcool absoluto 5 minutos cada. Com um bisturi as células foram raspadas das
laminas ¢ o DNA genomico extraido usando-se o QIAamp® DNA Micro Kit
(Qiagen, Valencia, CA) seguindo o protocolo descrito no Anexo 5.

O DNA extraido foi quantificado utilizando-se 1pul de DNA no
espectofotdometro Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE)
em comprimento de onda 260/280 e 260/230 e a qualidade do DNA foi checada em

gel de agarose.

4.4.2 Amplificacao por PCR

Apos a extracdo do DNA foi realizada a reagdo de PCR (polymerase chain
reaction) para amplificar a regido de interesse. Cada reacdo de PCR contém a
mistura (Mix-PCR) descrita no Quadro 11 com um volume total de 50 pl. Os ciclos
foram realizados em uma maquina de PCR Eppendorf Mastercycler Gradient
(Brinkman Instruments, Westbury, NY) utilizando o programa de ciclagem descrito
na tabela 12. A amplificagdo da regido especifica foi verificada pela vizualizagdo do
amplicon em um gel de agarose a 2% contendo brometo de etideo. A purificacdo da
fita simples de DNA utilizada como molde na reagdo de sequenciamento foi
realizada em uma placa de 96 pocos (Eppendorf). Vinte ul do produto biotinilado
foram purificados utilizando esferas de sefarose marcadas com estreptoavidina
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) e processados utilizando-se o kit
PSQ 96 Sample Preparation Kit (Pyrosequencing AB, Westborough, MA). A reagdo
de sintese por sequenciamento da fita complementar foi realizada automaticamente
por pirossequenciamento pelo aparelho PyroMark ID (Biotage) em temperatura

ambiente usando reagentes PyroGold (Biotage).
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Quadro 11 — Mix-PCR.

10 x Buffer (-MgCl,) 5,0 ul
MgCl, 1,5mM 1,5 ul
DNTP 10mM 1,0 ul
PRIMER - F (oligonucleotideo iniciador senso) 10mM 1,0 ul
PRIMER - R (oligonucleotideo iniciador antisenso) 10mM 1,0 ul
TAQ PLATINO 0,25 pl
DNA 10ng/pl 1,0 pl
H,O (ddW) 39,25 ul
Volume final 50,0 pl

Quadro 12 — Programa de ciclagem utilizado para o PCR.

Lid = 105°C

Tubo = 0,2ml

Vol =50 ul

T =95°C — 15min.

T =95°C — 20seg.

T = 58°C — 20seg.

T = 72°C — 20seg.

GOTO —-2Rep44

T =72°C — 5min.

HOLD -4°C

4.4.3 Pirossequenciamento

Foram avaliadas mutagdes no cédon 600 do gene BRAF e cddons 12 e 13 do
gene KRAS pela técnica de pirossequenciamento, que foi realizada conforme o
protocolo para utilizacdo da estacdo de vacuo e do pirossequenciador (PyroMark ID
— Biotage) descrito no Anexo 6. O pirossequenciamento ¢ uma tecnologia acurada de
analise de grande quantidade de sequéncias curtas e médias de DNA. Nesta técnica,

um iniciador de sequenciamento ¢ hibridizado ao DNA de fita simples amplificado
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por PCR e incubado com as enzimas DNA polimerase, ATP sulfurilase, luciferase e
apirase, € com os substratos adenosina 5’fosfossulfato (APS) e luciferina. Em
seguida, o primeiro dos quatro desoxiribonucleotideos trifosfato (dNTP) ¢
adicionado a reacdo. A DNA polimerase catalisa a incorporacdo do dNTP a fita de
DNA caso ele seja complementar a base da fita molde. Cada evento de incorporagao
¢ acompanhado pela liberacdo de pirofosfato (PPi) em uma quantidade equimolar a
do nucleotideo incorporado. A ATP sulfurilase converte quantitativamente o PPi em
ATP na presenca de adenosina 5 fosfossulfato (APS). Este ATP induz a conversao
mediada pela luciferase da luciferina em oxiluciferina. Esta reacdo gera uma
quantidade de luz visivel proporcional a quantidade de ATP. A luz produzida na
reagao catalisada pela luciferase é detectada por uma camera de CCD (charge
coupled device) e ¢ vista como um pico, construindo-se assim um “pirograma”. A
altura de cada pico (sinal de luz) é proporcional ao numero de nucleotideos
incorporados. A apirase ¢ uma enzima de degradacdo de nucleotideos e degrada
continuamente o ATP ¢ os ANTPs que ndo foram incorporados. Isto para a emissdo
de luz e regenera a solucdo de reagdo. O proximo dNTP ¢ entdo adicionado. Cada
dNTP ¢ adicionado separadamente. Enquanto o processo continua a fita
complementar de DNA ¢ formada e a sequéncia de nucleotideos ¢ determinada pelos

sinais de pico no “pirograma”.

4.5 AVALIACAO DO STATUS DE METILACAO DO GENE MLH1

Seria avaliado o status de metilagio no gene MLH1 pela técnica de

pirossequenciamento. Entretanto, ndo foi possivel realizar esta técnica, pois ndo
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obtivemos quantidade suficiente de DNA para tal. Isto ocorreu devido ao pequeno

tamanho dos poélipos e a grande quantidade de DNA necessaria para o procedimento.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa de computador
SPSS for Windows, versdo 16.0, SPSS Inc.

As variaveis foram descritas sob a forma de freqiiéncia, média e mediana.
Para verificar a associacdo entre as caracteristicas clinicas, anatomopatologicas e
moleculares das lesdes identificadas foram utilizados os testes do qui-quadrado e
exato de Fisher.

Para viabilizar alguns célculos estatisticos, foi necessario agrupar algumas
categorias, como ocorreu no caso das expressoes protéicas, em que as expressoes
negativas e baixas foram categorizadas em grupo I e as expressdes médias e altas em
grupo II.

Em todos os testes estatisticos foi admitido o nivel de significancia em 5%.
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5 RESULTADOS

51 EXAME COLONOSCOPICO E ANATOMOPATOLOGICO

Foram realizados 71 exames colonoscopicos completos e um exame
incompleto, que foi excluido do estudo. Quarenta e dois exames ndo evidenciaram
lesdes (59%). Dos 29 pacientes nos quais foram diagnosticadas lesdes colorretais,
quatro foram excluidos do estudo, pois dois deles foram posteriormente
diagnosticados como portadores da Sindrome de Li-Fraumeni, com mutagdo
documentada do gene TP53, e dois deles como portadores de Polipose Adenomatosa
Familiar. Do total de 67 pacientes incluidos no estudo, a maioria era mulher (57%),
com uma média de idade de 42 anos (desvio-padrdo 12,5), tendo 18 anos o paciente
mais jovem e 72 anos o paciente mais idoso. Nos 25 pacientes incluidos no estudo
que apresentaram lesdes, foram diagnosticadas e ressecadas 58 lesdes (média de 0,87
lesdo por paciente), variando de uma a 16 lesdes por paciente. Do total de pacientes,
29 (43,3%) pertenciam a familias que preenchiam os Critérios de Amsterdam.
Daqueles pacientes que apresentaram lesdes, 11 (44%) pertenciam a familias que
preenchiam os Critérios para Cancer Colorretal Familiar, ou seja, preenchiam apenas
quatro dos cinco Critérios de Amsterdam (Tabelas 1 e 2). Nao foi possivel obter a

historia familiar de trés pacientes.
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Tabela 1 - Classificacdo de todos os pacientes segundo a historia familiar.

N %
Amsterdam I 26 38,8
Amsterdam II 3 4.5
Cancer Colorretal Familiar 16 23,9
Critérios de Bethesda 19 28,4
Desconhecido 3 4.5
Total 67 100

Tabela 2 — Classificagdo dos pacientes com lesdes segundo a historia familiar.

N %
Amsterdam I 8 32
Amsterdam II 0 0
Cancer Colorretal Familiar 11 44
Critérios de Bethesda 6 24
Total 25 100

Dos 67 pacientes incluidos no estudo, 11 (16%) eram probandos e ja tinham
sido submetidos a ressec¢ao colorretal parcial prévia devido a CCR. Os demais
pacientes eram familiares de primeiro grau de probandos (ndo necessariamente
incluidos no estudo) (Tabela 3). Dos 25 pacientes que apresentaram lesdes, oito
(32%) ja tinham resseccao colorretal prévia, sete (28%) eram probandos e 18 (72%)

eram familiares de primeiro grau de probandos.

Tabela 3 - Freqiiéncia de probandos e familiares da amostra total e dos pacientes que
apresentavam lesdes.

Amostra total Pacientes com lesdes
Probando 11 (16,4%) 7 (28%)
Familiar de primeiro grau 53 (79,1%) 18 (72%)
Desconhecido 3 4,5%) 0 (0%)

Total 67 (100%) 25 (100%)
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A Tabela 4 mostra a classificacdo da historia familiar dos pacientes em

relacdo a presenga de lesdes nos exames colonoscopicos. Nesta analise avaliamos

apenas 64 pacientes, pois excluimos aqueles trés pacientes cuja historia familiar é

desconhecida.

Tabela 4 — Classificagdo da histéria familiar dos pacientes em relagdo a presenca de

lesdes.

Presenca de lesoes Auséncia de lesoes
Amsterdam I e II 8 (27,5%) 21 (72,4%)
Cancer Colorretal Familiar 11 (69%) 5 (31%)
Critérios de Bethesda 6 (31,5%) 13 (68,5%)
Total 25 (39%) 39 (61%)

A Tabela 5 mostra a localizagao, a classificagdo da JRSCCR e o tamanho das

lesdes encontradas nos exames colonoscopicos. A Tabela 6 mostra a classificagdo de

Hirata para as lesdes. O tamanho das lesdes variou de 3 a 80 mm, com uma mediana

de 5 mm e um desvio-padrao de 12,5.

Tabela 5 — Caracteristicas das lesoes colorretais.

N %

Localizacao

Proximal 29 50

Distal 29 50
Classificacao JRSCCR*

IIa 4 6,9

Ip 3 5,2

Is 35 60,3

Isp 13 22,4

tumoral 3 5,2
Tamanho

<S5Smm 39 67

De 6 a 10 mm 10 17

>11 mm 9 16

* Sociedade Japonesa de Pesquisa em Cancer Colorretal
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Tabela 6 — Classificacao das lesdes segundo Hirata.

Invisiveis Regulares Pouco Muito
irregulares irregulares
Invisiveis 21 0 0 0
Finos 0 31 3 0
Grossos 0 0 0 3

A Figura 2 representa a fotografia de um adenoma diagnosticado a
colonoscopia com NBI, demonstrando a presenca de vasos finos, com distribui¢do

regular, destacados pela coloragdo marrom escura.

Figura 2 — Fotografia de um adenoma a colonoscopia com NBI.

A Tabela 7 mostra as -caracteristicas anatomopatologicas das lesdes

encontradas na colonoscopia.
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Tabela 7 — Classificacdo anatomopatologica dos achados encontrados ao exame
colonoscdpico.

N %
Pélipo hiperplasico 11 19
Pélipo inflamatério 2 34
Adenoma tubular 35 60,3
Adenoma tubulo-viloso 4 6,9
Adenoma viloso 0 0
Adenocarcinoma 3 5,2
Mucosa normal 2 34
Mucosa colonica com intensos artefatos 1 1,7
de fulguracio
Total 58 100

A Tabela 8 mostra o grau de displasia dos adenomas encontrados na

colonoscopia.

Tabela 8 — Grau de displasia dos adenomas colorretais.

Displasia N %
Baixo grau 38 97,4
Alto grau 1 2,6
Total 39 100

Neste estudo o NBI apresentou uma sensibilidade de 93%, uma
especificidade de 83%, com valor preditivo positivo de 97% e valor preditivo
negativo de 67% na diferencia¢do entre lesdes neoplasicas e ndo neoplasicas. Isto
significa que o NBI apresentou uma taxa de classificacdo correta de 86%.
Apresentou também uma acuracia de 100% no diagndstico de adenocarcinomas.

As Tabelas 9 e 10 mostram a sensibilidade, a especificidade, o valor preditivo

positivo e o valor preditivo negativo do NBI na diferenciacdo entre lesoes
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neoplasicas e nao neoplasicas das 57 lesdes encontradas nos exames colonoscopicos,
excluindo-se aquela que apresentou intensos artefatos de fulguracdo, devido a
ressecgdo com alca diatérmica e, portanto ndo pdde ser avaliada ao exame

anatomopatoldgico.

Tabela 9 - Sensibilidade e especificidade do NBI na diferenciacdo entre lesdes
neoplasicas e ndo neoplasicas.

Histopatologia Histopatologia

nio neoplasia neoplasia Total
NBI nio neoplasia 14 (93%) 7 (17%) 21 (37%)
NBI neoplasia 1 (7%) 35 (83%) 36 (63%)
Total 15 (100%) 42 (100%) 57 (100%)

Tabela 10 - Valor preditivo positivo e o valor preditivo negativo do NBI na
diferenciagdo entre lesdes neoplésicas € ndo neoplasicas.

Histopatologia Histopatologia

nio neoplasia neoplasia Total
NBI nao neoplasia 14 (67%) 7 (33%) 21 (100%)
NBI neoplasia 1 (3%) 35(97%) 36 (100%)
Total 15 (26%) 42 (74%) 57 (100%)

5.2 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Foi realizada anélise imunoistoquimica das proteinas de reparo do DNA
(MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2) no material obtido dos 25 pacientes que
apresentaram lesdes. Destes, seis pacientes (24%) apresentaram auséncia de
expressao protéica do dimero MSH2/MSH6. Nenhum caso apresentou auséncia de

expressao de MLHI1 e/ou PMS2. Dois casos apresentaram resultados inconclusivos,
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mesmo apos a repeticao do procedimento. Um dos casos apresentou-se inconclusivo

para o dimero MLH1/PMS2 e outro isoladamente para MSH2.

Tabela 11 — Avaliagdo da expressao das proteinas de reparo do DNA.

Expressao protéica N %
Presente 17 68
Ausente 06 24
Inconclusivo 02 08
Total 25 100

A Tabela 12 mostra os achados de auséncia protéica (na tabela relatado como

negatividade) para as proteinas de reparo individualmente, ou em dimeros, para os 25

pacientes analisados.

Tabela 12 — Discriminagdo da expressdo protéica por imunoistoquimica nos 25

pacientes que apresentaram lesdes a colonoscopia.

Imunoistoquimica N %
Positivos 17 68
MSH2/MSH6 negativos 6 24
MLH1/PMS?2 inconclusivos 1 4
MSH2 inconclusivo 1 4
Total 25 100

A Figura 3 representa um dos casos (adenoma tubular de 3 mm) em que

houve perda da expressio do heterodimero MSH2/MSH6, com positividade do

heterodimero MLH1/PMS2.
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Legenda: (-) indica auséncia de expressdo. (+) indica presenga de expressao.

Figura 3 - Fotomicrografia demonstrando um caso de um poélipo de 3 mm com

auséncia de expressao protéica do dimero MSH2/MSH6 a imunoistoquimica.

A Tabela 13 mostra os achados da imunoistoquimica das proteinas de reparo
do DNA em relagdo a classificagdo das familias dos individuos analisados. Nesta

tabela excluimos os dois pacientes que apresentaram testes inconclusivos.
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Tabela 13 — Classificagado clinica das familias dos pacientes em relagdo as alteracdes
encontradas na imunoistoquimica das proteinas de reparo.

Classificaciao Sem alteracdo THQ Com alteracao THQ Total
Amsterdam N 5 2 7

% 71 29 30
CCF* N 8 3 11

% 73 27 48
Bethesda N 4 1 5

% 80 20 22
Total N 17 6 23

% 74 26 100

p = 1,0 (Teste exato de Fisher)
*CCF = Cancer Colorretal Familiar (pacientes que preenchem pelo menos 4 dos critérios de
Amsterdam)

O resultado mostra que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre a classificagdo da histéria familiar e a alteracdo na imunoistoquimica.

Dos 25 pacientes que apresentaram lesdes neste estudo, 18 foram submetidos
ao sequenciamento dos genes de reparo do DNA ou possuiam algum parente de
primeiro grau que foi submetido ao sequenciamento, através de outro estudo
realizado no Hospital A.C. Camargo. A Tabela 14 mostra a relagdo entre os achados
da imunoistoquimica e os achados do sequenciamento genético nestes pacientes.
Nesta tabela excluimos os dois pacientes que apresentaram resultado inconclusivo a

imunoistoquimica.
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Tabela 14 - Resultado do sequenciamento dos genes de reparo do DNA em relagdo
as alteracOes encontradas na imunoistoquimica das proteinas de reparo.

Sequenciamento Sem alteracio THQ Com alteraciao IHQ Total
Auséncia de mutacdo N 7 0 7

% 100 0 44
Presenca de mutacao N 4 5 9

% 44 56 56
Total N 11 5 16

% 69 31 100

p = 0,029 (Teste exato de Fisher)

O resultado mostra que houve diferenca estatisticamente significativa entre a
presenga de mutagdo no sequenciamento genético dos genes de reparo do DNA ¢ a
alteragdo na imunoistoquimica. Pode-se observar que todos os pacientes que
apresentaram alteracao imunoistoquimica também apresentaram mutagao em um dos
genes de reparo do DNA ao sequenciamento genético. Além disto, o gene mutado ao
sequenciamento coincidiu em 100% dos casos com o gene ndo expresso a
imunoistoquimica.

Nas analises seguintes consideramos as lesdes ressecadas € ndo os pacientes,
podendo haver mais de uma lesdao por paciente. Foram excluidos destas andlises dois
polipos inflamatdorios, um material com intensos artefatos de fulguragdo, e dois
polipos que foram identificados durante o exame colonoscépico, porém o exame
anatomopatolégico demonstrou se tratar de mucosa colonica normal. Foram
analisadas, portanto 53 lesdes.

A Tabela 15 mostra os achados da imunoistoquimica das proteinas de reparo

do DNA em relagao a histopatologia das lesdes encontrados.



61

Tabela 15 - Histopatologia das lesdes em relagdo as alteragdes encontradas na
imunoistoquimica das proteinas de reparo.

Histopatologia Sem alteracio IHQ  Com alteracio IHQ  Total
Adenoma baixo grau N 33 5 38
% 87 13 71
Adenoma alto grau N 1 0 1
% 100 0 2
Poélipo hiperplasico N 11 0 11
% 100 0 21
Adenocarcinoma N 1 2 3
% 33 67 6
Total N 46 7 53
% 87 13 100

Para a andlise estatistica agrupamos as lesdes em neoplésicas (adenoma de
baixo e alto grau e adenocarcinoma) e nado-neoplasicas (p6lipos hiperplasicos),

conforme a Tabela 16.

Tabela 16 — Histopatologia (agrupada) das lesdes em relagdo as alteragdes
encontradas na imunoistoquimica das proteinas de reparo.

Histopatologia Sem alteracio IHQ  Com alteracio IHQ  Total
Neoplasia N 35 7 42

% 83 17 79
Nao-neoplasia N 11 0 11

% 100 0 21
Total N 46 7 53

% 87 13 100

p = 0,146 (Teste do Qui-quadrado)

Pode-se notar na tabela que nenhum po6lipo hiperplasico demonstrou auséncia
de expressao das proteinas de reparo a imunoistoquimica, porém nao houve diferenca

estatisticamente significativa entre a histopatologia e a alteracdo imunoistoquimica.
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A Tabela 17 mostra os achados da imunoistoquimica das proteinas de reparo

do DNA em relagdo ao tamanho das lesdes analisadas.

Tabela 17 — Tamanho das lesdes em relacdo as alteracOes encontradas na

imunoistoquimica das proteinas de reparo.

Tamanho Sem alteracao IHQ Com alteracdo IHQ  Total
<5 mm N 32 2 34

% 94 6 64
6210 mm N 9 2 11

% 81 19 21
=11 mm N 5 3 8

% 62,5 37,5 15
Total N 46 7 53

% 87 13 100

p=0,11 (Teste exato de Fisher)

O resultado mostra que nao houve diferenga estatisticamente significativa

entre o tamanho das lesdes e a presenca de alteragdo na imunoistoquimica. Neste

estudo obtivemos auséncia de expressao protéica em poOlipos diminutos, medindo 3

mm o menor deles.

A Tabela 18 mostra os achados da imunoistoquimica das proteinas de reparo

do DNA em relacao a localizacao das lesdes analisados.

Tabela 18 — Localizacdo das lesdes em relacdo as alteracdes encontradas na
imunoistoquimica das proteinas de reparo do DNA.

Localizacio Sem alteracio IHQ Com alteragio IHQ Total
proximal N 22 5 27

% 81 19 51
distal N 24 2 26

% 92 8 49
Total N 46 7 53

% 87 13 100

p = 0,42 (Teste exato de Fisher)
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O resultado mostra que nao houve diferenga estatisticamente significativa

entre a localizagdo das lesdes e a presenga de alteragdo na imunoistoquimica.

Foi realizada também a andlise da expressdo imunoistoquimica das proteinas

p53, COX2 e B-catenina das 53 lesdes incluidas neste estudo.

A Tabela 19 mostra os resultados da expressao protéica de p53, COX2 e B-

catenina avaliadas por imunoistoquimica.

Tabela 19 — Nivel de expressao das proteinas pS3, COX-2 e B-catenina avaliada por

imunoistoquimica.
Proteina Expressao

Negativa/Fraca Moderada/Intensa
p53 15 (28%) 38 (72%)
COX-2 epitélio 3 (6%) 50 (94%)
COX-2 estroma 50 (94%) 3 (6%)
p-catenina membrana 2 (4%) 51 (96%)
p-catenina citoplasma 21 (40%) 32 (60%)
p-catenina nticleo 50 (94%) 3 (6%)

As tabelas seguintes mostram os achados da imunoistoquimica das proteinas

p53, COX-2 e P-catenina em relagdo as variaveis clinicas e anatomopatoldgicas

estudadas.
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Tabela 20 - Analise da associacdo entre a proteina p53 nuclear e as variaveis clinicas
e anatomopatologicas das lesdes.

Expressao da proteina p53

Varidveis Negativa/Fraca Moderada/intensa Valor de p
Classificacao familiar 0,006*
Amsterdam 4 (13%) 26 (87%)
CCF*** 5 (36%) 9 (64%)
Bethesda 6 (67%) 3 (33%)
Localizacio 0,005%*
Proximal 3 (11%) 24 (89%)
Distal 12 (46%) 14 (54%)
Tamanho 0,748*
<5mm 11 (32%) 23 (68%)
6 a 10 mm 2 (18%) 9 (82%)
>11 mm 2 (25%) 6 (75%)
Histopatologia <0,001*
adenocarcinoma 1 (33%) 2 (67%)
Adenoma 3 (8%) 36 (92%)
polipo hiperplasico 11 (100%) 0 (0%)

* Teste Exato de Fisher
** Teste do Qui-quadrado
*** Cancer Colorretal Familiar

O resultado mostra que ndo houve diferenga estatisticamente significativa
entre a expressdo da proteina p53 nuclear e o tamanho das lesdes. Entretanto houve
diferenga estatisticamente significativa entre a expressao desta proteina e as demais
variaveis clinicas e anatomopatoldgicas das lesdes. A maioria dos pacientes que
preenchiam Critérios de Amsterdam ou para Cancer Colorretal Familiar (87 e 64%
respectivamente) apresentou expressao imunoistoquimica moderada a intensa de p53.
Enquanto 67% dos pacientes que preenchiam os Critérios de Bethesda apresentaram
expressao fraca ou negativa desta proteina. Em relagao a localizagao, 89% das lesdes
situadas no colon proximal e 54% das lesdes situadas no coélon distal apresentaram

expressao moderada a intensa de p53. Em relacdo a histopatologia, a maioria dos



65

adenomas e adenocarcinomas (92 e 67% respectivamente) apresentaram expressao
moderada a intensa de p53. Entretanto 100% dos pdlipos hiperpléasicos apresentaram
expressao negativa desta proteina na area de diferenciagdo/maturagdo (nestes polipos
houve expressao de p53 apenas na area proliferativa, o que é considerado como

expressao normal).

Tabela 21 — Andlise da associag@o entre a proteina COX-2 epitelial e as variaveis
clinicas e anatomopatologicas das lesoes.

Expressao da proteina COX-2 epitelial

Varidveis Negativa/Fraca Moderada/intensa Valordep
Classificacao familiar 0,019*
Amsterdam 0 (0%) 30 (100%)
CCF** 3 (21%) 11 (79%)
Bethesda 0 (0%) 9 (100%)
Localizacao 0,610*
Proximal 1 (4%) 26 (96%)
Distal 2 (8%) 24 (92%)
Tamanho 0,023*
<5mm 0 (0%) 34 (100%)
6a 10 mm 1 (9%) 10 (91%)
> 11 mm 2 (25%) 6 (75%)
Histopatologia 0,262*
adenocarcinoma 1 (33%) 2 (67%)
Adenoma 2 (5%) 37 (98%)
polipo hiperplésico 0 (0%) 11 (100%)

* Teste Exato de Fisher
** Cancer Colorretal Familiar

O resultado mostra que nao houve diferenga estatisticamente significativa
entre a expressdo da proteina COX-2 no citoplasma das células do epitélio e a
localizagao e histopatologia das lesdes. Entretanto houve diferenca estatisticamente

significativa entre a expressao desta proteina e a classifica¢do da histdria familiar e o
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tamanho das lesdes. Dos pacientes que preenchiam Critérios de Amsterdam e
Bethesda, 100% apresentaram expressdo moderada e intensa de COX-2 epitelial, e
79% dos pacientes que preenchiam Critérios para Cancer Colorretal Familiar
apresentaram esta expressdo. Pode-se notar através da tabela que houve uma
diminui¢do progressiva da porcentagem de lesdes que apresentaram expressao

moderada e intensa de COX-2 epitelial a medida que o tamanho delas aumentou.

Tabela 22 - Analise da associacdo entre a proteina COX-2 estromal e variaveis
clinicas e anatomopatologicas das lesoes.

Expressao da proteina COX-2 estromal

Varidveis Negativa/Fraca Moderada/intensa Valor de p
Classificacao familiar 0,567*
Amsterdam 28 (93%) 2 (7%)
CCF** 14 (100%) 0 (0%)
Bethesda 8 (89%) 1 (11%)
Localizacao 0,610*
Proximal 26 (96%) 1 (4%)
Distal 24 (92%) 2 (8%)
Tamanho 0,737*
<5mm 31 (91%) 3 (9%)
6 a 10 mm 11 (100%) 0 (0%)
>11 mm 8 (100%) 0 (0%)
Histopatologia 1,000*
adenocarcinoma 3 (100%) 0 (0%)
Adenoma 36 (92%) 3 (8%)
polipo hiperplasico 11 (100%) 0 (0%)

* Teste Exato de Fisher
** Cancer Colorretal Familiar

O resultado mostra que nao houve diferenga estatisticamente significativa
entre a expressao da proteina COX-2 no citoplasma das células do estroma e as

variaveis clinicas e anatomopatologicas das lesdes.
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Tabela 23 — Andlise da associagdo entre a proteina B-catenina nuclear e variaveis
clinicas e anatomopatologicas das lesoes.

Expressao da proteina p-catenina nuclear

Varidveis Negativa/Fraca Moderada/intensa Valor de p
Classificacao familiar 0,238*
Amsterdam 29 (97%) 1 (3%)
CCF** 12 (86%) 2 (14%)
Bethesda 9 (100%) 0 (0%)
Localizacio 1,000*
Proximal 25 (93%) 2 (7%)
Distal 25 (96%) 1 (4%)
Tamanho 0,481*
<5mm 32 (94%) 2 (6%)
6 a 10 mm 11 (100%) 0 (0%)
>11 mm 7 (88%) 1 (12%)
Histopatologia 0,262*
adenocarcinoma 2 (67%) 1 (33%)
Adenoma 37 (95%) 2 (5%)
polipo hiperplasico 11 (100%) 0 (0%)

* Teste Exato de Fisher
** Cancer Colorretal Familiar

O resultado mostra que nao houve diferenga estatisticamente significativa
entre a expressao da proteina [-catenina nuclear e as varidveis clinicas e
anatomopatologicas das lesdes. Entretanto pode-se observar que 100% dos polipos
hiperplasicos apresentaram expressdo negativa de P-catenina nuclear e quase a
totalidade dos adenomas (95%) também apresentaram expressdo negativa e fraca
desta proteina. Contudo, um ter¢o dos adenocarcinomas apresentou expressao

moderada a intensa de B-catenina no nucleo celular.
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Tabela 24 - Analise da associacdo entre a proteina B-catenina citoplasmatica e as
variaveis clinicas e anatomopatologicas das lesdes.

Expressao da proteina -catenina citoplasmatica

Varidveis Negativa/Fraca Moderada/intensa Valor de p
Classificacao familiar 0,189%**
Amsterdam 10 (33%) 20 (67%)
CCF*** 5 (36%) 9 (64%)
Bethesda 6 (67%) 3 (33%)
Localizacao 0,340%*
Proximal 9 (33%) 18 (67%)
Distal 12 (46%) 14 (54%)
Tamanho 0,664*
<5mm 15 (44%) 19 (56%)
6 a 10 mm 4 (36%) 7 (64%)
>11 mm 2 (25%) 6 (75%)
Histopatologia <0,001*
adenocarcinoma 1 (33%) 2 (67%)
Adenoma 9 (23%) 30 (77%)
Polipo hiperplasico 11 (100%) 0 (0%)

* Teste Exato de Fisher
** Teste do Qui-quadrado
*** Cancer Colorretal Familiar

O resultado mostra que ndo houve diferenga estatisticamente significativa
entre a expressdo da proteina B-catenina citoplasmatica e as variaveis clinicas e
anatomopatoldgicas das lesdes, exceto pela histopatologia. Todos os pdlipos
hiperplasicos apresentaram expressao negativa ou fraca de B-catenina citoplasmatica
enquanto que, a maioria dos adenomas (77%) e dos adenocarcinomas (67%)

apresentou expressao moderada ou intensa desta proteina.
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Tabela 25 — Analise da associacdo entre a proteina f-catenina na membrana e as
variaveis clinicas e anatomopatologicas das lesdes.

Expressao da proteina -catenina na membrana

Varidveis Negativa/Fraca Moderada/intensa Valor de p
Classificacao familiar 0,684*
Amsterdam 1 (3%) 29 (97%)
CCF** 1 (7%) 13 (93%)
Bethesda 0 (0%) 9 (100%)
Localizacao 0,491*
Proximal 2 (7%) 25 (93%)
Distal 0 (0%) 26 (100%)
Tamanho 1,000*
<5mm 2 (6%) 32 (94%)
6 a 10 mm 0 (0%) 11 (100%)
>11 mm 0 (0%) 8 (100%)
Histopatologia 1,000*
adenocarcinoma 0 (0%) 3 (100%)
Adenoma 2 (5%) 37 (95%)
Hiperplasico 0 (0%) 11 (100%)

* Teste Exato de Fisher
** Cancer Colorretal Familiar

O resultado mostra que nao houve diferenga estatisticamente significativa
entre a expressao da proteina B-catenina na membrana celular e as variaveis clinicas
e anatomopatoldgicas das lesoes.

A Figura 4 representa casos em que houve expressdo intensa de p53 e P-

catenina.
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Legenda: A — Adenocarcinoma com positividade para p53, aumento de 20X. B — Adenoma com
positividade para p53, aumento de 20X. C — Adenoma com positividade citoplasmatica e nuclear para
[B-catenina, aumento de 20X. D — Adenoma com positividade em membrana para -catenina, aumento

de 20X.
Figura 4 - Fotomicrografia demonstrando casos com expressdao protéica intensa de

p53 e B-catenina a imunoistoquimica.

5.3 PIROSSEQUENCIAMENTO DE KRAS E BRAF

Foram avaliadas mutagdes no cédon 600 do gene BRAF e cddons 12 e 13 do
gene KRAS pela técnica de pirossequenciamento. Conseguimos DNA em quantidade
e qualidade suficientes para o pirossequenciamento somente de 23 lesdes. As

analises seguintes se referem entdo, a estas 23 lesdes.
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A Tabela 26 mostra a freqliéncia de mutacdes do gene KRAS identificadas

através do pirosequenciamento.

Tabela 26 — Freqiiéncia de mutacdes do gene KRAS identificadas através do
pirossequenciamento.

N %
Nio mutado 14 61
Mutado 9 39
Total 23 100

A Tabela 27 mostra a freqiiéncia de mutacdes dos codons 12 e 13 do gene

KRAS identificadas através do pirossequenciamento.

Tabela 27 — Freqiiéncia de mutacdes do gene KRAS identificadas através do
pirossequenciamento.

N %
Cédon 12 6 67
Cédon 13 2 22
Coédon 12 e 13 1 11
Total 9 100

A Tabela 28 mostra a freqiiéncia de mutagcdes do gene BRAF identificadas

através do pirossequenciamento.
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Tabela 28 — Freqiiéncia de mutacdes do gene BRAF identificadas através do
pirossequenciamento.

N %
Nio mutado 15 65
Mutado 8 35
Total 23 100

Ao analisar os dados nota-se que, por excecdo de um caso em que O
pirossequenciamento demonstrou mutagdo em ambos os genes KRAS e BRAF, em
todos os outros casos as mutacdes foram excludentes entre si. Isto €, quando houve
mutagdo de um dos genes o outro ndo se mostrou mutado. O mesmo caso que
apresentou mutag¢do dos dois genes apresentou também mutacao nos dois codons (12
e 13) do gene KRAS.

A Tabela 29 mostra a associacdo entre a mutacdo do gene KRAS e as

variaveis clinicas e anatomopatologicas das lesdes.
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Tabela 29 — Analise da associacdo entre a mutagdo do gene KRAS e as variaveis
clinicas e anatomopatologicas das lesoes.

Pirossequenciamento do gene KRAS

Variaveis Nio Mutado Mutado Valor de p
Classificacao familiar 0,556*
Amsterdam 8 (67%) 3 (33%)
CCF** 4 (57%) 3 (43%)
Bethesda 2 (40%) 3 (60%)
Localizacio 0,179*
Proximal 3 (38%) 5 (62%)
Distal 11 (73%) 4 (27%)
Tamanho 0,556*
<5mm 8 (73%) 3 (27%)
6 a 10 mm 3 (43%) 4 (57%)
>11 mm 3 (60%) 2 (40%)
Histopatologia 1,000*
adenocarcinoma 1 (50%) 1 (50%)
Adenoma 8 (62%) 5 (38%)
Polipo hiperplasico 5(63%) 3 (37%)
IHQ proteinas de reparo 1,000*
sem alteragdo 12 (60%) 8 (40%)
com alteragdo 2 (67%) 1 (33%)

* Teste Exato de Fisher
** Cancer Colorretal Familiar

O resultado mostra que ndo houve diferenga estatisticamente significativa
entre a presenca de mutagdo do gene KRAS e as varidveis clinicas e
anatomopatologicas das lesdes. Ao analisar separadamente as mutagdes nos cédons
12 e 13 do gene KRAS também ndo houve nenhuma associagdo estatisticamente
significativa com as variaveis estudadas.

A Tabela 30 mostra a associacdo entre a mutagdo do gene BRAF e as

variaveis clinicas e anatomopatologicas das lesdes.
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Tabela 30 — Analise da associagdo entre a mutacao do gene BRAF e as variaveis
clinicas e anatomopatologicas das lesoes.

Pirossequenciamento do gene BRAF

Variaveis Nio Mutado Mutado Valor de p
Classificacao familiar 0,283*
Amsterdam 9 (75%) 3 (15%)
CCF ** 4 (57%) 3 (43%)
Bethesda 2 (40%) 3 (60%)
Localizacio 0,176*
Proximal 7 (88%) 1 (2%)
Distal 8 (53%) 7 (47%)
Tamanho 0,203*
<5mm 5 (45%) 6 (55%)
6 a 10 mm 6 (86%) 1 (14%)
>11 mm 4 (80%) 1 (20%)
Histopatologia 0,014*
adenocarcinoma 2 (100%) 0 (0%)
Adenoma 11 (89%) 2 (11%)
polipo hiperplasico 2 (20%) 6 (80%)
IHQ proteinas de reparo 0,526*
sem alteragdo 12 (63%) 8 (37%)
com alteracdo 3 (100%) 0 (0%)

* Teste Exato de Fisher
** Cancer Colorretal Familiar

O resultado mostra que ndo houve diferenga estatisticamente significativa
entre a presenca de mutagdo no gene BRAF e as varidveis clinicas e
anatomopatologicas das lesdes, com excecdo da histopatologia. Analisando-se os
resultados observamos que nenhum paciente que apresentou perda de expressao das
proteinas de reparo do DNA a imunoistoquimica apresentou mutag¢ao no gene BRAF.
Todos os adenocarcinomas e a maioria dos adenomas (89%) ndo apresentaram
mutacdo no gene BRAF, entretanto 80% dos pdlipos hiperplasicos apresentaram

mutagdo neste gene.
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Para confirmagdo dos resultados do pirossequenciamento a Dra Renata
Coudry gentilmente, realizou o sequenciamento de Sanger dos genes KRAS e BRAF
nas lesdes no laboratério Fleury. Das 23 lesdes avaliadas, quatro demonstraram
resultados divergentes entre o pirossequenciamento ¢ o sequenciamento direto. Um
caso nao mostrou mutagdo do gene BRAF no pirossequenciamento, mas mostrou
mutagdo no sequenciamento direto. Dois casos apresentaram mutagao do gene KRAS
no pirossequenciamento, porém ndao mostraram mutacao ao sequenciamento direto.
Um caso ndo mostrou mutagao do gene KRAS no pirossequenciamento, mas mostrou
mutagdo ao sequenciamento direto. Para a analise estatistica foram utilizados os

resultados do pirossequenciamento.
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6 DISCUSSAO

HIRATA et al. (2007) demonstraram que microvasos invisiveis ao NBI
correspondem a lesdes hiperpldsicas e microvasos finos e regulares correspondem a
adenomas. Demonstraram também que microvasos grossos € muito irregulares ao
NBI correspondem a adenocarcinomas com invasao maci¢a da submucosa com uma
acuracia de 100%.

Em 2008a, EAST et al. publicaram uma metanalise de 11 estudos que
compararam o diagnéstico de neoplasias baseado no NBI com a histopatologia,
considerada padrao-ouro. Esta metandlise englobou 582 pacientes e 1108 lesdes. Os
autores demonstraram uma sensibilidade global do NBI de 94% e uma especificidade
de 83%, concluindo que este ¢ um método acurado e de alta precisdo para o
diagnostico de neoplasia in vivo (EAST et al. 2008b). No nosso estudo a
colonoscopia com NBI apresentou uma sensibilidade de 93%, uma especificidade de
83%, valores muito semelhantes aos obtidos nesta metanalise.

A colonoscopia convencional ¢ considerada padrdo-ouro para a deteccdo de
polipos adenomatosos. Entretanto, uma revisdo sistematica de estudos publicados
com colonoscopias back-to-back, isto ¢, pacientes submetidos a duas colonoscopias
seguidas, demonstrou uma taxa de perda de adenomas de 22% (VAN RIJN et al.
2006).

Estudos demonstraram que a cromoendoscopia pan-colonica com indigo
carmim aumentou significativamente a detec¢do de adenomas em pacientes com SL,

e que esta técnica pode ser util na preven¢do de CCR em pacientes com risco elevado
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(HURLSTONE et al. 2005; LECOMTE et al. 2005). Entretanto este ¢ um método
laborioso e demorado, o que o torna pouco pratico para uso rotineiro, sendo pouco
adotado nos paises ocidentais.

EAST et al. (2008a) realizaram colonoscopia com NBI no seguimento de 62
pacientes com SL (critérios de Amsterdam ou diagnostico genético) e demonstraram
que o uso do NBI no colon proximal aumentou significativamente a deteccdo de
lesdes, principalmente daquelas com morfologia plana. No presente estudo o NBI
apresentou uma taxa de detec¢do de lesdes de 0,87 por paciente. Este resultado foi
idéntico ao do estudo de East, onde os colonoscopistas eram todos experientes.

A transi¢do adenoma-carcinoma ¢ acelerada na SL. Estudos observacionais
tém demonstrado a identificacdo de cancer, em pacientes portadores de SL, em
intervalos menores que dois anos ap6s uma colonoscopia sem lesdes pré-neoplasicas
(cancer de intervalo) (VASEN et al. 1995; VASEN et al. 2010). Estes canceres de
intervalo se devem, em grande parte, a adenomas ndo identificados (perdidos)
durante a colonoscopia. Desta forma, se o0 NBI pode facilitar a identificagdo de lesdes
planas e diminutas, diminuindo a taxa de perda de lesdes na colonoscopia, sugerimos
que ele também possa melhorar a efetividade deste exame na prevengdo do cancer na
vigilancia de pacientes com SL. A Figura 5 representa duas fotografias de um mesmo
adenoma de 3 mm, com visdo a luz branca e com visdo ao NBI, demonstrando como

o NBI facilita a identifica¢ao de lesdes diminutas durante o exame colonoscopico.
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Legenda: A — Visdo com luz branca. B — Visdo com NBI.

Figura 5 - Fotografias de um adenoma de 3 mm a colonoscopia.

Estd bem documentada a predilecdo dos tumores da SL pelo colon direito.
Entretanto a literatura ndo € consistente quanto a localizagcdo preferencial dos
adenomas no colon direito na sindrome, variando de 27 a 70% (RIJCKEN et al.
2002). No nosso estudo os adenomas apresentaram distribuicdo uniforme entre o
co6lon proximal e distal.

Sessenta por cento das lesdes encontradas no presente estudo eram adenomas
tubulares com displasia de baixo grau e 67% eram menores ou iguais a 5 mm. As
caracteristicas das lesdes encontradas no nosso estudo contradizem os dados da
literatura que demonstram que os adenomas da SL s3o maiores, apresentam
arquitetura vilosa e alto grau de displasia (DE JONG et al. 2004a). Entretanto um
estudo que comparou 100 polipos de portadores de SL com 152 pdlipos esporadicos
demonstrou que aqueles da SL eram menores e mais frequentemente tubulares que os
esporadicos, mas que possuiam grau de displasia semelhante. Este estudo também
demonstrou que apesar da distribui¢do uniforme dos adenomas na SL (50%
localizados no célon proximal), aqueles com alto grau de displasia se localizavam

mais frequentemente no colon proximal (55%) do que os esporadicos (15%). Os
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adenomas do colon proximal eram menores na SL, entretanto mais frequentemente
com alto grau de displasia que os esporadicos (36% versus 13%). Baseados nestes
resultados, os autores sugerem que os adenomas da SL localizados no c6lon proximal
sd0 mais propensos a transformagdo maligna que aqueles localizados no célon distal
(RIJCKEN et al. 2002). Uma possivel explicacdo para nossos achados ¢ que todos os
pacientes foram submetidos a colonoscopias para rastreamento/seguimento e,
portanto eram assintomaticos. Contudo, ndo podemos excluir a hipotese que nossos
exames tenham sido realizados com atengao especial pelo fato dos pacientes serem
de alto risco. Desta forma estes exames podem ter identificado lesdes mais precoces.

Em individuos com cancer e suspeitos de serem portadores de SL, a pesquisa
de MSI e/ou imunoistoquimica das proteinas de reparo deve ser realizada em tecido
tumoral, ¢ em casos positivos, prosseguir com o sequenciamento genético.
Idealmente, o diagnostico da SL deveria ser feito antes da ocorréncia de tumores
invasivos. Desta forma, o paciente pode ser inserido em um programa rigoroso de
vigilancia, prevenindo-se o cancer. Como o reconhecimento da SL vem aumentando,
varios individuos sob risco e pré-sintomaticos procuram aconselhamento genético.
Em familias com mutacdo identificada, o sequenciamento genético permite a
identificagdo de portadores e ndo portadores. Entretanto, frequentemente nos
deparamos com adenomas sendo o Unico tecido neoplasico disponivel para testes em
familias com mutag¢do ainda ndo identificada. Desta forma, a analise destes polipos é
uma alternativa interessante para o diagnostico molecular da SL.

Nos critérios de Bethesda originais recomendava-se a pesquisa de MSI em
adenomas identificados em pacientes com menos de 40 anos, independente de outros

fatores de risco, na expectativa de que a adogao desta recomendacdo pudesse levar ao
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diagnostico de SL, antes da ocorréncia do cancer. Em sua ultima revisao, este item
foi removido dos critérios de Bethesda, provavelmente pela escassez de informagdes
sobre o valor e a utilidade desta recomendagdo como ferramenta para identificar
novos casos de SL. Entretanto, pesquisas nesta area foram propostas como prioridade
pelo comité que revisou os critérios (UMAR et al. 2004).

Nos tumores colorretais da SL, a freqiiéncia de MSI ¢ de 80 a 95%, enquanto
que nos CCR esporadicos ¢ de 10 a 15%. Os adenomas de pacientes com SL
frequentemente apresentam MSI. AALTONEN et al. (1994) encontraram MSI em
57% dos adenomas de pacientes portadores de SL. LOUKOLA et al. (1999)
encontraram mutagdo germinativa em um dos genes de reparo do DNA em cinco de
seis pacientes (83%) que apresentavam MSI em adenomas, demonstrando assim alta
especificidade deste teste em adenomas. FERREIRA et al. (2008) encontraram MSI
em adenomas de sete pacientes jovens que preenchiam os critérios de Amsterdam,
sendo que seis (86%) destes pacientes eram portadores de mutagdo germinativa em
um dos genes de reparo do DNA. IINO et al. (2000) demonstraram que 80% dos
adenomas de pacientes com diagnostico clinico ou genético de SL apresentaram
MSI-H (67%) ou MSI-L (33%). Entretanto, apenas 0 a 3% dos adenomas
esporadicos apresentam MSI. O MSI é um evento precoce na SL e usualmente tardio
nos casos esporadicos (AALTONEN et al. 1994; KONISHI et al. 1996; SAMOWITZ
e SLATTERY 1997).

DE JONG et al. (2004a) demonstraram que a deficiéncia do mecanismo de
reparo do DNA estd envolvida no desenvolvimento inicial dos adenomas na SL,
através da imunoistoquimica das proteinas de reparo, sugerindo que a inativagdo

bialélica dos genes de reparo ¢ um evento precoce no processo tumorigénico da SL.
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Dos 31 adenomas diagnosticados em 22 individuos sabidamente portadores de
mutag¢do germinativa em um dos genes de reparo do DNA, 23 (74%) apresentaram
perda da expressdo de pelo menos uma das proteinas de reparo a imunoistoquimica.
Neste estudo, adenomas grandes (> 7 mm) e com alto grau de displasia apresentaram
auséncia de expressao protéica com maior frequéncia do que adenomas pequenos (<
7 mm) e com baixo grau de displasia. Os autores sugerem que a imunoistoquimica
seja realizada em adenomas grandes e com alto grau de displasia, identificados em
pacientes jovens, no auxilio a identifica¢do de pacientes com SL.

MULLER et al. (2006) demonstraram que 82% dos adenomas de pacientes
com diagnostico de SL apresentaram MSI-H e/ou perda de expressdao de pelo menos
uma proteina de reparo do DNA. Dos 71 adenomas estudados, todos aqueles que
eram contiguos ou se localizavam a menos de 5 cm de distancia de um
adenocarcinoma possuiam MSI-H e/ou perda de expressdo protéica. Entretanto,
daqueles que se localizavam a mais de 5 cm de um adenocarcinoma ou eram
metacronicos, apenas 77% apresentaram MSI-H e/ou perda de expressdo protéica.
Estes achados indicam que a deficiéncia do mecanismo de reparo do DNA ¢ um
evento precoce na carcinogénese de tumores da SL, porém a expressdo de todas as
proteinas de reparo ou a auséncia de MSI em adenomas de pacientes com suspeita
clinica de SL nao deve exclui-lo de um programa de vigilancia intensivo.

Recentemente, PINO et al. (2009) estudaram 40 adenomas em 15 pacientes
portadores de mutacdo germinativa em um dos genes de reparo do DNA.
Demonstraram que MSI, auséncia de expressdo imunoistoquimica das proteinas de
reparo, ou ambos, se correlacionaram com a presenca de mutagdo em 58, 70 ¢ 73%

respectivamente. Neste estudo a sensibilidade da imunoistoquimica foi superior a
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analise de MSI, sugerindo que a deficiéncia protéica pode ocorrer antes do
desenvolvimento de MSI, que requer multiplas divisdes celulares para se manifestar.
A imunoistoquimica identificou 100% das mutacdes de MLH1 e apenas 57% das
mutagdes em MSH2, consistente com o fendtipo atenuado observado em familias
portadoras de mutacdo em MSH2. A perda de expressdo protéica ¢ MSI ocorreram
em maior freqiiéncia em adenomas maiores que 5 mm. Os autores também estudaram
cinco polipos hiperplasicos encontrados nestes pacientes e nenhum deles apresentou
perda de expressdao protéica ou MSI, demonstrando que estes polipos ndo possuem
um papel significativo na patogénese de tumores na SL.

HALVARSSON et al. (2005) estudaram 35 adenomas de 26 pacientes com
SL (diagndstico clinico ou genético) e encontraram perda de expressdo de proteinas
de reparo do DNA em 66% dos adenomas. Quando agrupados por tamanho houve
perda de expressdo em 88% dos adenomas maiores que 5 mm e em 47% daqueles
que mediam at¢ 5 mm. Dos adenomas proximais, 87% apresentaram perda de
expressdo comparado com apenas 50% dos adenomas distais. Todos os pdlipos
hiperplasicos estudados (12) apresentaram expressao protéica preservada. Os autores
concluiram que a imunoistoquimica para as proteinas de reparo do DNA em
adenomas tem alta especificidade e pode direcionar o sequenciamento do gene
afetado.

IINO et al. (2000) demonstraram perda de expressao protéica de MLH1 ou
MSH2 em 75% de 24 adenomas de pacientes com diagnoéstico clinico ou genético de
SL.

No presente estudo, 24% dos pacientes avaliados apresentaram perda de

expressdo de proteinas de reparo do DNA a imunoistoquimica. Todas as perdas de
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expressao protéica se referiam ao dimero MSH2/MSH6. Todos os pacientes com
perda de expressdo protéica, ou um de seus parentes de primeiro grau, possuiam
mutagdo germinativa em um dos genes de reparo do DNA. A perda de expressdo do
dimero MSH2/MSHS6 coincidiu em todos os casos com mutagdo germinativa do gene
MSH2. Nenhum poélipo hiperplésico apresentou perda de expressdo das proteinas de
reparo a imunoistoquimica, corroborando com estudos que sugerem que estas lesdes
nao tém um papel significativo na patogénese do cancer colorretal na SL. RIJICKEN
et al. (2003) estudaram 90 pdlipos hiperplasicos de pacientes com suspeita de SL e
nenhum deles apresentou perda de expressao imunoistoquimica das proteinas de
reparo do DNA.

No presente estudo, 71% das lesdes que apresentaram perda de expressao de
proteinas de reparo se localizavam no célon proximal. Entretanto, ndo houve
associagdo estatisticamente significativa entre a localizacdo das lesdes e a presenca
de alteracdo imunoistoquimica. Este resultado se deve provavelmente, ao pequeno
tamanho da amostra. Contudo, sugerimos que apesar da predilecdo dos tumores da
SL pelo colon proximal, os adenomas localizados no célon distal também possuem
potencial de malignizagao.

Neste estudo, as lesdes com perda de expressao de proteinas de reparo se
distribuiram uniformemente em relagdo ao tamanho: duas pequenas (< 5 mm), duas
médias (de 6 a 10 mm) e trés grandes (> 10 mm). Entretanto, em revisdo de
literatura, alguns estudos dividiram os pdlipos em apenas duas categorias: pequenos
(£ 5 mm ou <7 mm) e grandes ( > 5 mm ou > 7 mm) e nestes casos obtiveram
associagdo estatisticamente significativa entre o tamanho do polipo e a auséncia de

expressao protéica. Se no nosso estudo, agruparmos os polipos médios e grandes em
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apenas uma categoria, obteremos entao, uma associagdo significativa (p = 0,049)
entre tamanho e alteragdo imunoistoquimica. Concluimos assim que, quanto mais
avancados os polipos, maiores as chances de encontrarmos alteragdes a
imunoistoquimica, entretanto a perda de expressao protéica pode ocorrer em polipos
diminutos e estes ndo devem ser descartados da analise no rastreamento da SL.

Sugerimos algumas explica¢des para a imperfeicdo da imunoistoquimica em
demonstrar a deficiéncia do mecanismo de reparo do DNA nos adenomas:

1- Nos pacientes portadores de mutacdo podem ocorrer adenomas devido a
deficiéncia do mecanismo de reparo do DNA assim como adenomas esporadicos que
nao exibem MSI ou perda de expressao das proteinas de reparo.

2- A mutagdo no gene de reparo causadora da sindrome (mutagdes missense
ou inser¢do/delegdo in-frame) pode resultar em expressdo de uma proteina ndo
funcionante, mas antigenicamente intacta, que ainda pode ser detectada pelo
anticorpo usado na imunoistoquimica. Estes tipos de muta¢des sdo comuns no gene
MLHL1, entretanto a imunoistoquimica teremos a presenga de expressao de MLHI,
com auséncia de expressao de PMS2. DE JONG et al. (2004b) realizaram um estudo
onde a auséncia de expressao de PMS2 detectou 23% dos tumores com mutagdo no
gene MLH1 que ndo foram detectadas pela imunoistoquimica de MLHI.

3- Os adenomas que expressam as proteinas poderiam apresentar sua
auséncia mais tardiamente com a sua progressao (aumento de tamanho e do grau de
displasia).

4- A deficiéncia de reparo do DNA nao seria responsavel pela iniciacdo do

adenoma, mas determinaria a progressao subsequente da lesdo. Esta deficiéncia ndo
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¢ o primeiro evento a ocorrer, mas certamente ¢ precoce na tumorigénese das lesdes
da SL, e leva a progressao para displasia de alto grau.

A MSI pode identificar tumores com deficiéncia no mecanismo de reparo do
DNA, mas que possuem expressdo protéica preservada devido a mutagdes missense
ou mutagdes em outros genes de reparo ndo incluidos no painel imunoistoquimico ou
ainda nao conhecidos.

MSI pode ocorrer em 10 a 15 % dos tumores esporadicos devido a
hipermetilacdo de MLH1, portanto ndo ¢ especifico de tumores da SL. Entretanto
vimos anteriormente que a MSI ¢ um evento mais precoce, € ocorre mais
frequentemente nos adenomas da SL do que nos adenomas esporadicos. Por outro
lado, a imunoistoquimica também nao tem a capacidade de diferenciar entre a
auséncia de expressdo protéica de MLH1 por mutacdo germinativa ou por
hipermetilacdo do promotor deste gene. Neste caso, outros testes como pesquisa de
mutag¢do no gene BRAF e determinagdo do status de metilagdo do gene MLH1 sdo
necessarios para evitar o sequenciamento desnecessario de MLH1, que ¢ caro e
demorado.

Tumores com mutacdo germinativa no gene MSH6 podem ndo apresentar
MSI-H devido a redundancia da func¢dao das proteinas MSH6 e MSH3. O
heterodimero MSH2/MSH6 (MutSa) reconhece erros de pareamento base-base ¢ de
inser¢do-delegdo de loops, enquanto MSH2/MSH3 (MutSPB) reconhece
principalmente erros de inser¢do-delecdo maiores que um nucleotideo. Portanto,
quando MSH6 estd mutado, e o dimero MSH2/MSH3 esta funcionante, a
instabilidade pode estar restrita a repeticdes de mononucleotideos e assim os testes

resultarem em MSI-L ou MSS. Entretanto, MSH6 também pode apresentar mutagdes
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missense, com antigenicidade protéica preservada e expressa a imunoistoquimica
(ZHANG 2008).

Concluimos que a MSI e a imunoistoquimica sdo complementares entre si no
rastreamento de pacientes com SL. Ambos os testes podem ndo identificar casos que
sdo identificados pelo outro, e a imunoistoquimica pode direcionar o sequenciamento
especifico do gene afetado. O uso dos dois testes aumenta a sensibilidade na
deteccio da SL. E importante o reconhecimento das vantagens e limitagdes de cada
técnica para uma interpretacdo adequada dos resultados.

Por muitas décadas acreditou-se que o CCR fosse uma entidade homogénea.
Porém, tem sido demonstrado que ele se origina de multiplas vias de carcinogénese.
Estas vias moleculares sdo determinadas em um estagio precoce e sdo
completamente estabelecidas em lesdes pré-malignas (JASS 2007) (vide item 1.11).
No presente estudo avaliamos a expressdo imunoistoquimica de p53, COX-2 e B-
catenina nas lesdes ressecadas durante o exame colonoscopico de pacientes com
diagnéstico ou suspeita de SL. Estas proteinas estdo relacionadas com a via classica
de carcinogénese adenoma-carcinoma (tipo 4). No entanto, os tumores da SL se
originam de uma via molecular distinta (tipo 5). Desta forma, procuramos avaliar a
contribui¢cdo destes marcadores na carcinogénese da SL.

SHANMUGAM et al. (2008) avaliaram o acimulo nuclear de p53 através de
sua expressao imunoistoquimica em 90 tumores colorretais e seus componentes
adenomatosos contiguos. Os autores demonstraram que a expressdo de p53 estava
significativamente aumentada em tumores (39%) e adenomas contiguos aos tumores
(14%) quando comparados a mucosa normal (0). Todos os casos de adenomas

contiguos a tumores que expressaram pS3 também expressavam a proteina em seus
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tumores. Este achado sugere que um adenoma que exibe p53 ¢ mais propenso a
transformagdo maligna. Os pacientes que expressaram p53 em seus tumores e
adenomas contiguos aos tumores apresentaram sobrevida mediana significativamente
menor que aqueles que ndo expressavam esta proteina (35.9 X 80.5 meses). Este
achado esta em concordancia com outros estudos que demonstram que a expressao
imunoistoquimica anormal de p53 € marcador de progndstico desfavoravel do CCR.

KAKLAMANIS et al. (1993) demonstraram a expressao protéica de p53 em
19 (26%) do total de 72 adenomas colorretais esporadicos avaliados por
imunoistoquimica, e na maioria dos casos o foco de positividade ocorreu nas areas
mais displasicas, porém também ocorreu em glandulas histologicamente normais. Os
autores sugerem que a expressdo de p53 pode ser um método para a detecgdo de
células com uma vantagem de crescimento durante o processo neoplasico em
adenomas.

LESLIE et al. (2006) demonstraram mutagdes em p53 em apenas 4% dos 78
adenomas estudados por sequenciamento direto.

Em nosso estudo a maioria dos adenomas ¢ adenocarcinomas (92 ¢ 67%
respectivamente) apresentaram expressdo moderada a intensa de p53, enquanto que
100% dos poélipos hiperplasicos apresentou expressao negativa desta proteina na area
de diferenciacdo/maturagdo (nestes polipos houve expressdo de p53 apenas na area
proliferativa, o que € considerado como expressao normal).

No nosso estudo houve uma associagdo estatisticamente significativa e
inversa entre a expressdo de COX-2 e o tamanho das lesdes colorretais. Além disto,
67% dos adenocarcinomas, 98% dos adenomas ¢ 100% dos poélipos hiperplésicos

apresentaram expressdo moderada a intensa de COX-2 no epitélio. Esta diferenca
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ndo alcancou significado estatistico, porém estes resultados foram o inverso dos
encontrados em outros estudos, ¢ ndo encontramos na literatura uma explicagao para
este resultado. MCLEAN et al. (2008) avaliaram a expressao de COX-2 em 64
adenomas esporadicos ¢ em 40 poélipos hiperplasicos. Os autores observaram um
aumento da expressdo de COX-2 com o aumento do tamanho e do grau de displasia
dos adenomas. Dos pdlipos hiperplésicos estudados, 55% apresentaram expressao de
COX-2. KAWASAKI et al. (2008) demonstraram que a hiperexpressao de COX-2 ¢é
infrequente em pdlipos hiperplasicos (4,2% de expressdo intensa a
imunoistoquimica), quando comparados com adenomas (28% de expressao intensa) e
adenocarcinomas (65% de expressdo intensa). A medida que houve progressdo do
grau de displasia das lesdes, houve um aumento da freqii€ncia de hiperexpressao de
COX-2, demonstrando uma correlagdo positiva entre expressao de COX-2 e grau de
displasia em adenomas. PISANO et al. (2005) demonstraram que, tanto a expressao
epitelial quanto a expressdo estromal de COX-2 foi maior em poélipos grandes (>4
mm) do que em pdlipos pequenos (< ou =4 mm).Outro estudo demonstrou um
aumento acentuado nos niveis de RNA mensageiro de COX-2 (Northern blot
analysis) em 86% dos adenocarcinomas e 50% dos adenomas colorretais comparados
com a mucosa normal (EBERHART et al. 1994).

Na maioria dos CCR esporadicos, o evento iniciador do cancer é representado
por mutacdes inativadoras do gene APC. A perda da funcdo de APC leva a
estabilizacdo citoplasmatica de B-catenina e sua translocagdo para o nucleo, onde ela
se liga a fatores de transcri¢ao promovendo a proliferacdo e diferenciagao celular.

No presente estudo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre a

expressdo da proteina B-catenina nuclear e as variaveis clinicas e anatomopatologicas
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das lesOes. Entretanto pode-se observar que 100% dos polipos hiperplasicos
apresentaram expressdo negativa de B-catenina nuclear e quase a totalidade dos
adenomas (95%) também apresentaram expressdo negativa e fraca desta proteina.
Contudo, um ter¢o dos adenocarcinomas apresentou expressao moderada a intensa de
B-catenina no nucleo celular. Esta baixa expressdo de p-catenina no nucleo dos
adenomas sugere que alteragdes na via Wnt ndo ocorram tdo precocemente na SL
como ocorre nos CCRs esporadicos.

Todos os poélipos hiperplésicos apresentaram expressao negativa ou fraca de
B-catenina citoplasmatica enquanto que, a maioria dos adenomas (77%) e dos
adenocarcinomas (67%) apresentou expressao moderada ou intensa desta proteina no
citoplasma celular. Nosso resultado mostra que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre a expressdo da proteina P-catenina na membrana celular e as
variaveis clinicas e anatomopatologicas das lesdes.

Alteragdes em outros componentes da via Wnt, principalmente a mutagao
ativadora do gene CTNNB1 (codifica para B-catenina), podem substituir as mutagdes
do gene APC. O gene CTNNBL1 esta algumas vezes mutado em CCRs MSI-H. Na
maioria das vezes, esta mutacao esta limitada a tumores da SL ¢ raramente detectada
em tumores MSI-H esporadicos (JASS 2007). Nosso estudo demonstrou expressao
moderada/intensa de B-catenina no nicleo de um ter¢o dos adenocarcinomas, € no
citoplasma da maioria dos adenomas e adenocarcinomas. Nos tumores MSI-H
esporadicos, a B-catenina apresenta um padriao de distribui¢do normal ao longo das
membranas celulares laterais & imunoistoquimica, enquanto a translocacdo aberrante
para o nucleo ¢ infreqiiente (JASS 2007). Um estudo japonés demonstrou que

mutagdes do gene CTNNBL1 foi negativamente associado @ mutagdo no gene BRAF e
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a metilacao do gene MLH1, que sdo as alteracdes genéticas caracteristicas dos CCRs
MSI-H esporadicos (KOINUMA et al. 2004).

Cerca de 15% dos CCRs esporadicos se originam de poélipos serreados,
através da via de carcinogénese serreada, onde ha inativacdo do gene MLH1 por
metilacdo de seu promotor, MSI-H e mutacao no gene BRAF (BOLAND et al. 2008).
Recentemente, um estudo avaliou 17 poélipos esporadicos e demonstrou que
mutagdes nos genes KRAS ¢ BRAF sao excludentes entre si € ocorrem na maioria
(64%) destas lesdes pré-malignas. Mutagdes no gene KRAS (codons 12 e 13)
ocorreram em 35% e no gene BRAF (V600E) em 29% dos polipos. Todos os pdlipos
com mutagdo no gene BRAF apresentaram arquitetura serreada, sustentando a idéia
que a ativacdo do gene BRAF ¢ o eixo da via de carcinogénese serreada. Nenhum
polipo demonstrou MSI ou metilagdo do gene MLH1, demonstrando que a mutacao
no gene BRAF precede estas alteragdes (VELHO et al. 2008).

LESLIE et al. (2006) demonstraram mutac¢des no gene KRAS em 27% dos 78
adenomas esporadicos estudados por sequenciamento direto. OLIVEIRA et al.
(2004) encontraram mutacdao no gene KRAS em 40% dos 158 tumores de pacientes
com SL estudados (portadores de mutagdo germinativa em um dos genes de reparo
do DNA).

No presente estudo foram encontradas mutagdes no gene KRAS em 39% dos
casos ¢ no gene BRAF em 35% dos casos avaliados. Em todos os casos as mutagdes
foram excludentes entre si, com exce¢do de um caso em que o pirossequenciamento
demonstrou mutagdo em ambos os genes. Este mesmo caso foi o Unico que

apresentou muta¢do nos dois cédons avaliados do gene KRAS (12 e 13).
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Foi observado que as mutagdes no cddon 12 sdo mais comuns em casos
esporadicos enquanto as mutagdes no cédon 13 predominam na SL (OLIVEIRA et
al. 2004). Entretanto, no nosso estudo, das mutagdes encontradas no gene KRAS,
67% se localizavam no codon 12, 22 % no codon 13 e em um caso foram
encontradas mutagdes em ambos os cddons. Apenas um paciente com perda de
expressao protéica @ imunoistoquimica apresentou mutagdo no gene KRAS ¢ esta se
localizava no cédon 12.

Em nosso estudo, podemos observar que nenhum paciente que apresentou
perda de expressdo protéica a imunoistoquimica apresentou mutacao no gene BRAF.
Este resultado estd de acordo com a literatura que demonstra que mutagdes no gene
BRAF nunca acontecem na SL e, portanto a pesquisa da mutagdo V60OE neste gene ¢é
um método efetivo e de baixo custo para simplificar o diagnéstico genético da SL
(DENG et al. 2004; DOMINGO et al. 2004, 2005; ROBINSON et al. 2007;
BOLAND et al. 2009). Portanto, apesar de pequena a nossa amostra, pudemos
demonstrar que esta estratégia também ¢ factivel de ser realizada em adenomas,
quando este ¢ o unico tecido neoplasico disponivel em pacientes suspeitos, sendo 1til
no diagnostico diferencial entre a SL e os casos esporadicos com MSI-H e metilagdo
do promotor do gene MLH1.

Das 23 lesodes avaliadas, quatro demonstraram resultados divergentes entre o
pirossequenciamento e o sequenciamento de Sanger. Um caso ndo mostrou muta¢ao
do gene BRAF no pirossequenciamento, mas mostrou mutagao no sequenciamento de
Sanger. Dois casos apresentaram mutacdo do gene KRAS no pirossequenciamento,

porém nao mostraram mutagdo ao sequenciamento de Sanger. Um caso nao mostrou
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mutacdo do gene KRAS no pirossequenciamento, mas mostrou mutagdo ao
sequenciamento de Sanger.

Os tumores malignos e benignos representam um tecido heterogéneo que
contem cé¢lulas tumorais e células ndo neoplasicas (mesenquimais, endoteliais e
inflamatorias). O rastreamento ¢ a identificagdo de mutagdes genéticas nestes tecidos
sdo geralmente realizados por amplificagdo por PCR seguida de sequenciamento de
DNA. O sequenciamento ¢ considerado padrio-ouro para confirmar e determinar a
identidade de mutagdes especificas. Entretanto, ele pode ndo detectar uma minoria de
sequéncias de DNA mutantes presente em meio a sequéncias selvagens abundantes.
A identificagdo de mutacdes ativadoras em oncogenes, como o KRAS, representa um
desafio em particular. Cada célula ndo-neoplasica no tecido tumoral pode contribuir
com dois alelos selvagens, e cada célula tumoral pode conter uma copia de um alelo
selvagem. Este problema ¢ particularmente importante em tumores com
determinadas caracteristicas, como por exemplo, a presenca abundante de células
inflamatorias em CCRs MSI-H, e a exigua quantidade de células malignas em
tumores submetidos a radio e quimioterapia, dentre outras (OGINO et al. 2005).

O pirossequenciador ¢ um sequenciador de nucleotideos em tempo real, ndo
eletroforético, com habilidade de determinar a quantidade relativa do alelo mutante
com alta acuracia. OGINO et al. (2005) demonstraram que esta técnica possui uma
sensibilidade analitica mais alta para a deteccdo de DNA mutante misturado com
DNA selvagem, quando comparado com o sequenciamento (BigDie Terminator). O
limite de deteccdo no pirossequenciamento do gene KRAS foi aproximadamente 3 a
5% de alelo mutante. Os autores apontaram como uma das vantagens do

pirossequenciamento a sua capacidade de quantificar cada alelo com acurécia.
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No presente estudo, ndo foi possivel a avaliacdo do status de metilacao do
gene MLH1, por meio do pirossequenciamento, nas lesdes obtidas. Para a realizacdo
desta técnica ¢ necessario um grande quantidade de DNA, e como a maioria das
lesdes consistiam em pequeninos polipos, o material se esgotou na realizagdo dos
outros procedimentos do estudo.

Nos ultimos 15 anos, houve uma grande evolucao nos conhecimentos sobre a
SL, sobre os genes de reparo do DNA e suas fungdes na susceptibilidade hereditaria
ao cancer. A aplicabilidade clinica destes conhecimentos ja faz parte do arsenal
disponivel na atualidade. Entretanto, o custo elevado desta tecnologia ndo permite
que todas as pessoas tenham acesso a ela em nosso pais e apenas centros
especializados detém este privilégio. Esforcos devem ser dirigidos para

disponibilizar as ferramentas diagnosticas para a populagao.
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CONCLUSAO

O presente estudo verificou a frequéncia de lesdes colorretais em pacientes
com diagnoéstico ou suspeita de SL, por meio de colonoscopia com NBI. Este
estudo comprovou que o NBI ¢ um método acurado para o diagnéstico in vivo
da histopatologia das lesdes colorretais e possui uma boa taxa de detec¢ao de
lesdes.

Este estudo demonstrou ser possivel a realizagdo de imunoistoquimica das
proteinas de reparo do DNA, p53, COX-2 e B-catenina e a pesquisa de
mutacao nos genes KRAS e BRAF em polipos coldnicos.

Neste estudo nao foi possivel a determinacao do status de metilagdo do gene
MLH1 em polipos devido a escassez de DNA.

Algumas associa¢des importantes foram verificadas:

* Todos os pacientes com perda de expressao imunoistoquimica do dimero
MSH2/MSH6 possuiam mutagdo documenta no gene MSH2 e nenhum deles
apresentou mutagao no gene BRAF ao pirossequenciamento.

* As mutagdes dos genes KRAS e BRAF foram excludentes entre si, com

exce¢ao de um caso.
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Anexo 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

(Obrigatorio para Pesquisa Clinica em Seres Humanos — Resolugdo N. 196/96 e resolucdo

CNS 252/97 do Ministério da Satude)

PROJETO: Caracterizacao da Mucosa do Colon e de Lesoes Precursoras em Pacientes

de Alto Risco para Cancer Colorretal

I. DADOS DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL
NOME DO PACIENTE:
Sexo: [Imasculing feminino Data de nascimento:  /  /
Documento de identidade n.:
Enderego:
Numero: Complemento:

Cidade: Estado:
CEP: TEL:

RESPONSAVEL:

Sexo: [Imasculing feminino Data de nascimento:  / /=
Documento de identidade n.:

Endereco:

Numero: Complemento:

Cidade: Estado:

CEP: TEL:

II. OBJETIVOS DO ESTUDO

Vocé foi convidado a participar deste estudo, pois sua familia tem risco aumentado
para desenvolver cancer colorretal. Em algumas pessoas que t€m historia familia de cancer
de intestino grosso ¢ possivel ver alteragdes genéticas (mudanga no coédigo que comanda as
células do intestino) que podem dar origem ao céncer.

Este estudo tem por objetivo verificar a quantidade, forma e caracteristicas de
alteragdes na mucosa (parte interna) do intestino grosso identificadas pela colonoscopia, e

também verificar alteragcdes genéticas.




A colonoscopia ¢ a passagem de um tubo por todo o intestino grosso. Com a
colonoscopia é possivel identificar o cancer de intestino grosso em uma fase inicial e
também alteragdes que ndo sdo canceres, mas se nao retiradas, podem com o tempo se
transformar em um tumor maligno. Na colonoscopia serdo usadas duas técnicas: a
cromoscopia e a magnificagdo. A cromoscopia € a aplicacdo de um corante na mucosa do
intestino. Com este corante ¢ possivel identificar alteragdes na mucosa intestinal que ndo
seria possivel sem a realizacdo da coloragdo. A magnificagdo € o uso de uma espécie de lente
de aumento no colonoscopio que permite a identificacdo de alteragdes pequenas que ndo

podem ser vistas com o colonoscopio comum.

I1I. PROCEDIMENTOS

O seu seguimento/tratamento ndo serd alterado. ApoOs a assinatura deste
consentimento (autorizag¢ao para o estudo) vocé devera agendar a sua colonoscopia de rotina.
O preparo para o exame ¢ 0 mesmo para a colonoscopia sem cromoscopia € magnificagdo.
Durante a colonoscopia, o médico ira aplicar direto na mucosa do seu intestino grosso um
corante que ndo tem propriedades toxicas, o que tornara mais facil a visualizagdo de
alteragdes. No exame, o médico preenchera uma ficha com as caracteristicas do exame. O
médico retirara pequenos fragmentos do intestino que apresentarem alteracdes e também
fragmentos de intestino normal, e depois encaminhard este material para um exame de
patologia. Neste exame, um médico patologista ira verificar as caracteristicas das células em
um microscopio e dard um resultado de lesdo benigna ou maligna. Neste material também
serdo estudadas possiveis alteracdes genéticas que podem ocorrer em pessoas que fazem
parte de familias com cancer intestinal familiar.

O resultado da colonoscopia ¢ do exame da patologia serdo comparados com as
caracteristicas da sua historia familiar e também com o resultado do teste genético que foi

realizado em seu familiar.

IV. BENEFICIOS

O uso do corante pode melhorar a identificagdo de alteragcdes no intestino grosso; no
entanto, a participag¢ao estudo pode ndo trazer beneficios para vocé ou para os membros de
sua familia, mas pode ajudar-nos a compreender como lesdes benignas e o cancer do

intestino grosso se desenvolvem.



V. RISCOS
Os riscos sdo os mesmos de uma colonoscopia convencional: cdlicas intestinais,

sangramento, ¢ muito raramente, perfuragao do intestino.

VI. ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado por um Comité de Etica. A confidencialidade das suas
informagdes serd mantida, ou seja, apenas as pessoas envolvidas diretamente nesse estudo
terdo acesso aos resultados do seu exame. Seu nome e informagdes pessoais nao serdo
incluidos em nenhuma divulgagdo dos resultados deste estudo.

A sua participagdo neste estudo ¢ voluntaria, e vocé tem o direito de retirar-se do
estudo a qualquer momento. Sua recusa ou desisténcia ndo ira prejudicar seu
acompanhamento e tratamento.

Qualquer duvida sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com a enfermeira
Erika Maria Monteiro Santos ou com o pesquisador principal Dr. Fabio de Oliveira Ferreira
no telefone 2189 5000 ramal 2304 no departamento de cirurgia pélvica do Hospital A.C.
Camargo. Se o pesquisador principal ndo fornecer as informagdes/esclarecimentos
suficientes, por favor, entre em contato com o Coordenador do Comité de Etica do Hospital
do Céancer — 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 ao meu acompanhamento/tratamento;

e que ndo havera remuneragdo financeira para este estudo;

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

todas as informag¢des em carater confidencial.
Concordo em participar deste estudo.

Sao Paulo, de de

Assinatura do paciente ou responsavel/representante local

Nome da pessoa que explicou este consentimento

Assinatura do pesquisador ou representante



Anexo 2 — Caracteristicas clinicas dos pacientes

Iniciais do probando: RGH:
Nome do individuo: RGH:

Classificacio da historia familiar
1 ( ) HNPCC — Critério de Amsterdam I 2 () Critério de Amsterdam II
3()CCF 4 () Critério Bethesda

Se critérios de Bethesda preenchido, determinar qual(is) o(s) critério(s) utilizado(s):

1 () Cancer colorretal diagnosticado em um paciente com menos de 50 anos de idade.

2 () Presenga de tumor colorretal sincrénico, metacrénico, ou tumores associados ao HNPCC (tumor
de endométrio, estomago, ovario, pancreas, ureter, pelve renal, trato biliar, cérebro, adenoma de
glandula sebacea, ceratoacantomas, tumor intestino delgado) independente da idade

3 () Cancer colorretal com histologia MSI-H (tumor com infiltrado linfocitario, reacdo linfocitica
Crohn-like, diferenciago anel de sinete/mucinosa, crescimento de padrdo medular) em individuo com
menos de 60 anos

4 () Cancer colorretal diagnosticado em um ou mais parentes de primeiro grau com tumor associado
ao HNPCC, com um dos tumores diagnosticados antes dos 50 anos

5 () Cancer colorretal diagnosticado em dois ou mais parentes de primeiro ou segundo graus com

tumores associados a0 HNPCC, independente da idade

Histéria pessoal de pdélipos/cincer

0 ( ) sem cancer ou poélipos 1 ( ) Polipos hiperplasicos

2 ( )Adenoma 3( )CCR

4 () Tumores relacionados ao HNPCC 5 () Outros tumores

Idade de diagnostico:
Pdlipos hiperplésicos: Adenoma:
CCR: Tumores relacionados ao HNPCC:

Outros tumores:

Historia familiar de polipos/cancer

0 ( ) sem cancer ou poélipos 1 ( ) Pdlipos hiperplasicos
2( )Adenoma 3( )CCR

4 () Tumores relacionados ao HNPCC 5 () Outros tumores



Idade de diagnostico:
Pélipos hiperplasicos: Adenoma:
CCR: Tumores relacionados ao HNPCC:

Outros tumores:

Investigacdo molecular

0( )nao 1( )sim

Seqiienciamento

hMSH2 0 ( ) sem mutag@o 1 ( ) polimorfismo 2 () mutagdo 9( ) ign/ndo realizado
hMLH]1 0 () sem mutagdo 1 () polimorfismo 2 () mutagdo 9( ) ign/ndo realizado
hMSH6 0 ( ) sem mutagdo 1 ( ) polimorfismo 2 () mutagdo 9( ) ign/ndo realizado
PMS2 0 ( ) sem mutagao 1 ( ) polimorfismo 2 () mutagdo 9( ) ign/ndo realizado
CHEK2 0 ( ) sem mutagdo 1 ( ) polimorfismo 2 () mutagdo 9( ) ign/ndo realizado
TP53 0 () sem mutagdo 1 () polimorfismo 2 () mutagdo 9( ) ign/ndo realizado

Tipo de mutagdo :

Descri¢ao da mutagao:




Anexo 3 — Ficha de Colonoscopia

Nome do individuo:

RGH:

Data: Realizada por:

Lesoes identificadas
0( )nao 1( )sim

Caracteristicas das lesoes

Numero da lesdo | Local

Classificaciao
JRSCCR / Kudo

Tamanho

Remocao




Anexo 4 - Protocolo utilizado para imunoistoquimica

Os cortes histoldgicos presentes nas laminas foram submetidos ao seguinte

protocolo para todos os anticorpos:

1)

o o P

&

=

2)

Desparafinizacdo das laminas:

Desparafinizacdo dos cortes de 3 um de espessura, do material incluido em
parafina, em laminas previamente tratadas e deixadas por 24 horas em estufa
60°C:
Xilol a 60°C por 20 minutos
Xilol a temperatura ambiente por 20 minutos
Etanol 100% 30segundos
Etanol 95% 30 segundos
Etanol 70% 30 segundos

Lavar as laminas em agua corrente e destilada.

Recuperacio antigénica

p53, COX-2, B-catenina, MLH1, MSH2 e MSH6

Panela de Pressdo e Tampao citrato pH 6,0

Ferver a solugdo tampao citrato 10 mM pH 6.0 em panela de pressao
(Eterna®,  Nigro) destampada.

Mergulhar as laminas e lacrar a panela com a valvula de seguranca aberta.
Ap6s a saida do vapor saturado, abaixar a valvula de seguranca e aguardar a
pressurizagado total. Contar 4 minutos apos esse sinal.

Deixar a panela fechada sob dgua corrente até a despressurizagao total.
Destampar a panela e lavar as laminas em agua corrente e destilada

PMS2

Banho-maria e Tampao EDTA + Tris pH 9,0

Ferver a solugdo tampao Tris EDTA 1 mM pH 9.0 em panela de pressao
(Eterna®, Nigro) destampada.

Mergulhar as laminas e lacrar a panela com a véalvula de seguranga aberta.



4)

5)

ApoOs a saida do vapor saturado, abaixar a valvula de seguranga e aguardar a
pressurizagao total. Contar 4 minutos apos esse sinal.
Deixar a panela fechada sob dgua corrente até a despressurizagao total.

Destampar a panela e lavar as laminas em 4gua corrente e destilada.

Bloqueio da peroxidase endbégena

Incubar as amostras em H>O, 3% (4gua oxigenada 10 vol) por 4 trocas de 5
minutos cada.

Lavar em agua corrente e destilada.

Lavar com solugdo salina tamponada com fosfatos (PBS-phosphate buffered
saline) 10mM pH 7.4 por 5 minutos.

Incubar as laminas com o anticorpo primario diluido em titulo pré-
estabelecido, conforme tabela 10, em tampao PBS contendo albumina bovina
(BSA) 1% (Sigma, A9647, EUA) e azida sodica (NaN3) 0,1%, por 18 horas a
4°C em camara Gimida.

Lavar em tampao PBS com 3 trocas de 3 minutos cada.

Sistemas de amplificacdo

Incubar por 30 min a 37° C com Post Primary Block (NovoLink Max
Polymer cod # RE7260-k, Reino Unido).

Lavar com tampao PBS com 3 trocas de 3 min cada.

Incubar com o NovoLink Polymer por 30 min a 37° C.

Lavar em tampao PBS com 3 trocas de 3 minutos cada.

Revelacdo com cromdgeno

Incubar as 1aminas em solucdo substrato: 100 mg% 3, 3> Diaminobenzidine
Tetrahydrochloride (DAB) (Sigma, D-5637, EUA); 1 mL de Dimetilsulfoxido
(DMSO); 1 mL de H,0O, 6% (4gua oxigenada 20 vol); 100 mL de PBS; por 5
minutos a 37°C, ao abrigo da luz.

Observar ao microscopio, nas laminas controles, o desenvolvimento de
precipitado castanho dourado, como produto final da reagao.

Lavar em agua corrente e agua destilada por 3 minutos.



6)

IS

o

Contra coloracdo

Contracorar com Hematoxilina de Harris por 1 minuto.
Lavar bem em dgua corrente e destilada
Imergir 2 vezes em agua amoniacal (solu¢do de hidroxido de amonio 0,5%),

lavando em seguida em agua corrente e destilada.

Desidratacdo e montagem das ldminas
Etanol 80%, 30 segundos
Etanol 95%, 30 segundos

Etanol 100% 2 vezes, 30 segundos cada
Xilol 4 vezes, 30 segundos cada

Montagem das laminas em Entellan neu (Merck, 1.07961, Alemanha)

Solucdes utilizadas para imunoistoquimica

1)

IS

&

IS

o

Tampao citrato 10 mM pH 6.0

12,6 g de acido citrico
agua destilada q.s.p. 6,0 L
corrigir o pH com NaOH 2N

Tampao Tris-EDTA pH 9.0
0,372 gde EDTA
1,21 g de Tris

agua destilada g.s.p. 1,0 L
corrigir o pH com NaOH 2N

Tampdo PBS 0.01 M pH 7.4 20X (concentrado)
160 g de NaCl
27,31 g de fosfato de sodio dibasico

4,86 g de fosfato de sd6dio monobasico

agua destilada q.s.p. 1,0 L



Anexo 5 - Protocolo de isolamento de DNA gendomico de tecidos

QIAamp® DNA extration kit

Procedimentos:

1° dia

a.

2° dia

Transferir o tecido desparafinado (scrape) para um tubo de micro centrifuga
de 1,5 ml.

Imediatamente adicionar 180ul do Buffer ATL (estabilizar a temperatura
ambiente 15° a 25°C antes do uso).

Adicionar 20ul de Proteinase K e misturar por pulso vortex por 15 segundos.

Colocar o tudo de 1,5ml no termomixer ¢ incubar a 56°C overnight.

Adicionar 200ul do Buffer AL, fechar a tampa do tubo e dar um pulso vortex
de 15 segundos. Se for necessario o uso de carregador de RNA , realizar nesta
fase, adicionando 1pl antes de realizar o vortex.
Adicionar 110ul de etanol absoluto (96-100%), fechar o tubo, e misturar por
pulso vortex por 15 segundos.
Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente (15 a 25°C).

Rapidamente centrifugar os tubos de 1,5 ml para remover gotas que
estejam na tampa.
Transferir o material para uma coluna especifica (QlAamp MinElute
Collumn), sem molhar a borda, fechar o tubo e centrifugar a 6000 xg (ou
8000 rpm) por 1 minuto.
Retirar a coluna ¢ coloca-la em um tubo de 2 ml (collection tube). Descartar o
tubo anterior contendo o residuo de centrifugacao.
Abrir a coluna ¢ adicionar 500ul de Buffer AW1 sem molhar a borda. Fechar
o tubo e centrifuguear a 6000 xg (ou 8000 rpm) por 1 minuto.
Retirar a coluna ¢ coloca-la em um tubo de 2 ml (collection tube). Descartar o

tubo anterior contendo o residuo de centrifugacao.



Abrir a coluna ¢ adicionar 500ul de Buffer AW2 sem molhar a borda. Fechar
o tubo e centrifuguar a 6000 xg (ou 8000 rpm) por 1 minuto.

Retirar a coluna e coloca-la em um tubo de 2 ml (collection tube). Descarte o
tubo anterior contendo o residuo de centrifugacao.

Centrifuguar na velocidade méaxima (20.00xg ou 14.000 rpm) por 3 minutos
para secar a membrana completamente.

Colocar a coluna especifica (QlAamp MinElute Collumn) em um tubo de
micro centrifuga de 1,5 ml. Descarte o tubo de colecdo com o residuo de
centrifugacao.

Abrir a tampa da coluna ¢ aplicar 20 a 100ul de Buffer AE ou de agua
destilada no centro da membrana e fechar a tampa.

Incubar em temperatura ambiente (15 a 25°C) por 1 minuto.

Centrifugar por 1 minuto em velocidade maxima (20.00 xg ou 14.000 rpm).

Retirar a coluna e quantificar o DNA extraido no Nanodrop.



Anexo 6 - Protocolo para utilizagdo da estacdo de vacuo e do pirosequenciador

(PyroMark ID — Biotage)

. Ligar o aparelho de Pyromark ID pelo menos 30 minutos antes de iniciar a
corrida.

. Preparar a corrida no software. Ver protocolo do software.

. Colocar as solugdes (solu¢do de denaturagdo, EtOH 70%, agua destilada e

washing buffer) nos respectivos recipientes na estagdo de vacuo.
. Transferir 25ul. das amostras amplificadas para uma placa de 96 pogos
Eppendorf. ¢« Preparar a mistura contendo as esferas (beads) de sefarose conforme

protocolo descrito na tabela 1.

Tabela 1 — Mistura de esferas de sefarose.

Reagente Volume para uma amostra

Beads de sefarose 3uL

Binding buffer 40uL

Agua (ddW) 15ulL

. Adicionar 55uL da mistura de esferas de sefarose as amostras amplificadas. O

volume final sera de 80uL.
. Agitar a placa por 15 minutos a 1350 rpm.
. Preparar a mistura com os iniciadores de sequenciamento conforme protocolo

descrito na Tabela 2.

Tabela 2 — Mistura de iniciadores de sequenciamento

Reagente Volume para uma amostra

Primer 100uM 0,2uL

Annealing buffer 39,8uL




Distribuir na placa de pirossequenciamento (Biotage), 40ul da mistura
contendo o iniciador de sequenciamento em cada well.
Colocar as placas nos locais corretos da estagao de vacuo.
Ligar a bomba de véacuo e a estacdo de vacuo.
Lavar o aparato de filtros no primeiro recipiente de agua destilada, por
aproximadamente 30 segundos.
Posicionar o aparato de filtros dentro da placa contendo a mistura de esferas e
o produto do PCR. Esta placa ndo deve ficar mais de 3 minutos sem
manipulacdo ap6s a agitagdo para evitar a precipitacdo das esferas.
Esperar 1 minuto para que todo o volume dos wells seja absorvido. As
amostras presas as esferas ficam retidas na ponta dos filtros.
Lavar as amostras em EtOH 70%.
Colocar o aparato de filtros no recipiente de EtOH 70% e, assim que a
solug@o comegar ser absorvida, incubar por 5 segundos.
Denaturar as amostras.
Colocar o aparato de filtros no recipiente de solugdo de denaturacdo e, assim
que a solugdo comegar ser absorvida, incubar por 5 segundos.
Lavar as amostras.
Colocar o aparato de filtros no recipiente de buffer de lavagem e, assim que a
solugdo comecar ser absorvida, incubar por 5 segundos.
Posicionar o aparato de filtros sobre a placa de iniciadores de
sequenciamento.
Desligar o vacuo, na estagao de vacuo.
Colocar os filtros em contato com a mistura de iniciadores de
sequenciamento. Agitar o aparato de filtros e incubar por 1 minuto.
Incubar a placa com a mistura de iniciadores de sequenciamento a 80°C por 2
minutos.
Retirar a placa com a bandeja e deixar por 5 minutos a temperatura ambiente.
Retirar a placa da bandeja e deixar a temperatura ambiente por 5 minutos. A
solu¢do dentro dos wells deve adquirir coloragdo leitosa devido a presenca
das esferas.

Preencher o cartucho. Posicionar o cartucho com a etiqueta voltada para vocé.



Preencher o cartucho com a enzima, o substrato e os nucleotideos.

Bater o cartucho levemente na bancada para que possiveis bolhas sejam
eliminadas.

Colocar a placa de sequencimento no aparelho. Em seguida, colocar o
cartucho.

Iniciar o pirosequenciamento.



