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RESUMO

Rossi BM. Estudo de mutacdes nos genes hMLH1 e hMSH2 em familias
brasileiras com suspeita de cancer colorretal hereditario sem
polipose. Sao Paulo; 2000. [Tese de Doutorado — Fundag¢ao Antonio

Prudente].

O objetivo deste estudo € pesquisar mutacoes nos genes de reparo hMLH1
e hMSH?2 através de seqiienciamento direto, em 25 pacientes de diferentes
familias brasileiras com suspeita de cancer colorretal hereditario sem
polipose (HNPCC). Os casos foram consecutivamente incluidos no estudo
de janeiro de 1995 a julho de 1999, e agrupados de acordo com o0s
seguintes critérios: classicos Critérios de Amsterdam I ou II para
diagnostico clinico de HNPCC; cancer colorretal (CCR) familiar, sem
preenchimento dos Critérios de Amsterdam I ou II; idade precoce do
diagnostico de CCR, sem historia familiar; idade precoce do diagnostico de
CCR com um ou dois parentes portadores de CCR ou cancer relacionado
ao HNPCC (endométrio, vias excretoras renais, intestino delgado,
estdmago), sem preenchimento dos Critérios de Amsterdam I ou II; um
caso apresentava CCR, multiplos adenomas colorretais matacrénicos e
tumor renal. Todos os casos foram estudados com extracao de DNA de
linfocitos de sangue periférico, amplificacdo com o uso da reacao de

polimerase em cadeia (PCR) e sequenciamento direto dos genes de reparo
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hMLH1 e hMSHZ2. Dez mutagoes foram detectadas nos 25 pacientes
estudados (40% ou 10/25), sendo 7 novas. Dois pacientes de diferentes
familias apresentaram a mesma mutacao. As caracteristicas genéticas €
clinicas das diferentes familias foram analisadas. Entre as 10 mutagoes
germinativas (9 diferentes) encontradas nos 25 casos, hMLH1 teve maior
indice de deteccdo que hMSH?2 (8/25 ou 32% vs. 2/25 ou 8%). Apenas 3
entre as 10 familias com mutacdes detectadas preenchiam os critérios
classicos de Amsterdam I ou II para diagnostico de HNPCC (3/10 ou 30%).
Nas outras 3 familias com os Critérios de Amsterdam [ nédo foram
encontradas mutacoes nos genes de reparo hMLH]1 e hMSH2. A média de
idéde do diagnéstico de CCR no grupo com mutacgoes detectadas foi de
45,7 anos € no grupo sem mutacoes detectadas de 46,5. Dois
polimorfismos distintos foram detectados no gene hMLH1, um deles
encontrado em 7 pacientes diferentes (7/25 ou 28%). Quatro
polimorfismos distintos foram detectados no gene hMSH2 em 4 pacientes
diferentes, com indice de deteccao de 1/25 para cada um. Em concluséo, o
gene hMLH1 teve um indice de deteccao maior que o gene hMSHZ2 nas
familias brasileiras analisadas. Além disso, 7 familias com mutacoes
detectadas nao tinham o diagnéstico clinico estabelecido de HNPCC pelos
Critérios de Amsterdam I ou II, assim sendo, o médico que trata pacientes
com CCR precisa ter sempre em mente a possibilidade de hereditariedade,
nao apenas nos casos com preenchimento dos Critérios de Amsterdam I ou

II, mas também quando houver diagnostico de cancer em idade precoce,



ou historia ndo tipica de cancer familiar, incluindo o cancer gastrico € 0s

tumores relacionados ao HNPCC.



SUMMARY

Rossi BM. Estudo de mutacées nos genes hMLHI e hMSH2 em familias
brasileiras com suspeita de cancer colorretal hereditario sem
polipose. [WMLHI and hMSHZ2 gene mutations in Brazilian families with
suspected hereditary nonpolyposis colorectal cancer]. Sao Paulo (BR);

2000. [Tese de Doutorado — Fundacéao Antonio Prudente].

The aim of this study is to search for mutations in the hMSH2 and
hMLH]1 genes in 25 unrelated patients from Brazilian kindreds with
suspected hereditary nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC), by means of
direct sequencing. Clinical and molecular findings will be compared. The
cases were consecutively enrolled from January/ 1995 to July/ 1999, and
grouped according to the following clinical criteria: former Amsterdam
Criteria I or II; familial colorectal cancer (CRC); an early age of onset of
CRC only; and an early age of onset of CRC with at least one or two
relatives who have CRC or HNPCC related cancers; one case had multiple
metachronous colon adenomas and renal cell carcinoma. All patients were
studied with the use of Polymerase Chain Reaction (PCR) and direct
sequencing of the hMSH2 and hMLH1 mismatch repair (MMR) genes. Ten
mutations were detected out of 25 patients screened (detection rate: 40%
or 10/25), of 9 different mutation, 7 were novel. Two unrelated cases

presented the same mutation of the hMLH1 gene. The genetic



characteristics of the CRC kindreds fulfilling the different criteria were
analyzed: among the 10 germline mutations (9 different) found in the 25
cases, hMLH1 had a higher mutation detection rate than hMSH?2 (8 /25 or
32% vs. 2/25 or 8%), and only 3 of these families fulfilled the former
Amsterdam criteria I or II (3/10 or 30%). In the other 3 families that
fulfilled the Amsterdam | criteria, no mutations were detected in the
hMLH]1 and hMSH2 MMR genes. The mean age of the CRC diagnosis in the
positive mutation group was 45.7 and in the group without detected
mutations was 46.5. Two different polymorphisms were detected in hMLH1
gene, one of them found in 7 different patients (7 /25 or 28%). Four
different polymorphisms were detected in the hMSH?2 gene in 4 different
cases, with a detection rate of 1/25 each. The hMLH1 gene had a higher
mutation detection rate than hMSH2 in the Brazilian kindreds analyzed.
The physician who deals with CRC must take into consideration the
heredity issue with patients who present an early age of onset of the
disease, or familial history of CRC or HNPCC related cancers, including
gastric cancer, even without fulfilling the former Amsterdam I or Il criteria,

used for HNPCC clinical characterization.
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1. INTRODUCAO



1.1 Incidéncia e objetivos

O cancer colorretal (CCR) é o sexto em incidéncia no Brasil. Se
considerarmos apenas a regiao Sudeste, € o0 segundo mais frequiente no
homem, atras do cancer de préstata, e o terceiro na mulher, atras do
cancer de mama ¢ do colo de Gtero. Se ndo considerarmos o sexo, o CCR €
o segundo mais incidente na regiao Sudeste, atras apenas do cancer de
mama, com estimativa de 9.400 casos novos por ano (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE 1999). Nos Estados Unidos a estimativa é de
130.200 novos casos anuais de CCR (GREENLEE ET AL. 2000).

Nao existem dados sobre a incidéncia de cancer colorretal
hereditario sem polipose (HNPCC) no Brasil. Porém, se considerarmos a
literatura internacional, esse numero esta entre 3% e 12% de todos os
casos de CCR (LYNCH e SMYRK 1996; ROSSI e PINHO 1999). Assim, se
usarmos um valor médio de 8%, teremos cerca de 752 novos casos de CCR
por ano no Brasil pertencentes a familias de HNPCC. Nos Estados Unidos
esse numero chega a 10.416. Portanto, trata-se de um problema real e que
precisa ser estudado, principalmente quando se considera uma populacao
como a brasileira e suas caracteristicas genéticas peculiares, com
influéncias africanas, indigenas e européias.

O objetivo deste estudo € avaliar os principais genes responsaveis
pelo HNPCC, hMLH1 e hMSH2, e suas principais mutacoes em familias

brasileiras. Devido a auséncia de publicacgoes relativas ao assunto no



Brasil, este trabalho tem também o objetivo de estimular o estudo do
HNPCC em nosso meio e divulgar as caracteristicas clinicas e genéticas da
doenca entre todos que lidam com CCR. Somente desta maneira, 0
diagnostico correto sera realizado, possibilitando, por conseguinte, melhor
planejamento terapéutico para os pacientes e orientacao correta para suas

familias.



1.2 Historico

O conhecimento das bases genéticas do HNPCC teve um
desenvolvimento muito grande nos ultimos 10 anos. Hoje sabemos que €
uma doenca hereditaria autossomica dominante, causada por mutacao
germinativa, em um dos genes responsaveis pelo reparo do DNA, durante a
divisdo celular. Se uma segunda mutacido somatica ocorrer no alelo normal
correspondente ao defeito herdado, a célula afetada podera acumular
novas mutacoes rapidamente, aumentando a chance de aparecimento de
cancer (LYNCH e SMYRK 1996).

Alfred Warthin, em 1895, observou uma familia que chamou de “G”,
onde havia uma alta incidéncia de cancer gastrico, de endométrio e
colorretal (WARTHIN 1913). Ele estava diante de uma familia hoje
clinicamente caracterizada como HNPCC. Porém, somente na década de
1960, com a descricao de duas grandes familias caracterizadas como
portadoras de “Sindrome do Cancer Familiar”, € que se valorizou a
descricao de Warthin, feita quase 70 anos antes (LYNCH et al. 1966).
Varios relatos de familias com caracteristicas semelhantes foram entao
feitos na literatura internacional. Porém, foi um grupo finlandés, com seu
registro de CCR muito bem organizado, que demonstrou que a sindrome,
agora chamada internacionalmente de HNPCC, por alguns autores
chamada de Sindrome de Lynch, nao era rara em seu pais (MECKLIN

1987). Esse fato demonstra a importancia da organizacao do registro e da
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coleta de dados referentes a pacientes com cancer. Hoje, varios grupos
colaborativos e instituicoes em todo o mundo dedicam-se ao estudo do

HNPCC.



1.3 Os genes, as proteinas e suas funcoes

O HNPCC € causado pela ocorréncia de uma mutag¢ao germinativa
transmitida de forma autossomica dominante em um dos genes de reparo
do DNA: 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 2p16, ha 0.5 megabase do
hMSH2 (DRUMMOND et al. 1994; PALOMBO et al. 1995). Mais
recentemente, relatos de novos genes de reparo envolvidos tém sido
descritos, como 0 hMLH3 e 0 hMSH3 (JIRICNY e NYSTROM-LAHTI 2000;
LIPKIN et al. 2000).

Os genes de reparo agem como controladores de qualidade,
mantendo a fidelidade do DNA na divisao celular, por meio de mecanismos
que identificam, retiram e corrigem 0s erros nas sequéncias de bases.
Esses erros podem ocorrer por pareamento errado entre as bases ou por
falha da enzima DNA polimerase, causando alcas de insercao/delecao de
bases (IDLs). As IDLs ocorrem por deslizamento erréneo da enzima na fita
molde de DNA, geralmente em de sequéncias de bases repetitivas, como,
por exemplo, os microssatélites. Por isso, cerca de 90% dos pacientes com

CCR em familias de HNPCC apresentam instabilidade de microssatélites



(MSI), ou seja, alteragdes genéticas nessas seqliéncias repetitivas, em seus
tumores (AALTONEN et al. 1993; PELTOMAKI et al. 1993; STRAND et al.
1993).

Dois grupos principais de proteinas estao envolvidos no processo de
reparo em humanos: mutSh e mutLh. O modelo postulado para a correcao
dos erros consiste de trés passos basicos: reconhecimento do erro e
formacao do reparossomo, degradacao da fita de DNA contendo o erro, €
finalmente, realizacdo do reparo. Um primeiro heterodimero chamado de
hMutSa, formado por proteinas do grupo de homoélogos de mutS (MSH),
hMSH2 e hMSH6, tem sua a¢ao principalmente nos erros de pareamento
entre as bases. Um segundo heterodimero chamado de hMutSp, formado
por hMSH2 e hMSH3, também pode iniciar o processo; porém, com agao
principalmente nas IDLs. Por isso, os mecanismos de agao desses dois
heterodimeros sao complementares (JIRICNY 1998). O passo seguinte
nesse processo € desempenhado pela atividade da enzima ATPase,
codificada na metade carboxi-terminal dos homoélogos mutS (FISHEL e
WILSON 1997). O ganho de um fosfato (ADP > ATP) no heterodimero
hMutSa causa uma mudanca conformacional no mesmo, transformando-o
em uma espécie de bracadeira que corre sobre a dupla fita de DNA a ser
reparada (“sliding clamp”) desempenhando assim sua funcdo (BLACKWELL
et al. 1998; GRADIA et al. 1999; IACCARINO et al. 2000). A proteina
hMSH6 parece ter papel fundamental nessa fase, que ainda nao € bem

conhecida. Outras proteinas parecem também ser parte do processo nessa



fase, como as provenientes dos homologos mutL (MLH) e dos PMS
(postmeiotic segregation), além dos antigenos nucleares de proliferacao
celular (PCNA) RPA e RFC, e das exo/endonucleases EXO1 e FEN1
(JIRICNY 1998; KOLODNER e MARSISCHKY 1999). Outro heterodimero
chamado hMutLa, formado pelas proteinas hMLH1 e hPMS2, também
parece estar envolvido com o mecanismo de reparo, assim como o hMutLj
(proteinas hMLH1 e hPMS1); porém, ainda com mecanismos de acao
pouco esclarecidos em humanos (RASCHLE et al. 1999; LIPKIN et al.
2000!). Caso os mecanismos de reparo nao sejam suficientes para corrigir
os erros de replicacdo do DNA, a maquinaria de apoptose € ativada,
levando a célula a morte (FISHEL 1999).

A perda do mecanismo de reparo em individuos com uma mutacao
germinativa herdada, ou seja, com um alelo defeituoso, ocorre quando o
alelo normal ou selvagem também perde sua funcao por perda de
heterozigose (LOH) (PAPADOPOULOS et al. 1994; PARSONS et al. 1995).
Processo semelhante ocorre com os genes supressores de tumor. Células
sem o mecanismo de reparo funcionante tém uma probabilidade cerca de
1000 vezes maior de acumular mutacoes, acelerando, consequentemente,
o processo de multiplos passos da carcinogénese (BHATTACHARYYA et al.
1994; SHIBATA et al. 1994).

Muitas vezes é dificil diferenciar uma mutacao com potencial
patogénico de um polimorfismo, ou seja, uma variacao individual sem

efeito fenotipico deletério. Para melhor entendermos essa diferenciacéo,



alguns conceitos devem ser explicitados. Quando a mutacao no DNA € do
tipo “frameshift’, ou seja, existe uma insercao ou delecao de um ou mais
nucleotideos na fita de DNA, existe uma mudanca da fase de leitura dos
codons localizados ap0s a alteracao, causando mudanca dos aminoacidos
na traducdo do RNA mensageiro, € geralmente uma parada, codificada por
codon especifico, com producao de uma proteina menor que o tamanho
original, chamada de proteina truncada. No caso da simples troca de um
nucleotideo, podemos ter duas possibilidades. A primeira € que essa troca
resulte em um coédon especifico para a parada da traducao do RNA
mensageiro, causando também uma proteina truncada, de tamanho
menor. Essa mutacao € chamada de “nonsense”. A segunda possibilidade €
de que a simples troca de um nucleotideo cause apenas a mudanca de um
aminoacido por outro, nao alterando o restante da codificacao da proteina
e formando consegiientemente uma proteina de tamanho normal. Essa
mutacao é chamada de “missense” (CAMARGO et al. 1999).

Quando detectamos uma mutacao tipo “frameshift’ ou “nonsense”
nos genes de reparo em uma familia com HNPCC, a chance de elas serem
patogénicas, causadoras de alteracoes fenotipicas predisponentes ao
cancer, € muito grande, pois a proteina codificada é truncada e muito
alterada. Ja no caso das mutacoes “missense”, a proteina tem o tamanho
normal, com a troca de um unico aminoacido, podendo nao haver
alteracao de sua funcgao. Por isso, nessa situacao, pode ser dificil

diferenciar entre uma mutacao patogénica e um polimorfismo.
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Nesses casos, 0 mais indicado é correlacionar portadores da
alteracdao “missense” detectada com o diagnéstico de cancer dentro da
familia em questdo. Assim, saberemos se existe ou nao o potencial
patogénico da mutacao em estudo.

Outra possibilidade de diferenciacao é realizar testes de biologia
molecular em laboratério. Entre esses testes, temos o que se baseia na
superexpressao da proteina humana no reparo de DNA em leveduras
normais. Proteinas humanas normais e variantes nao patogénicas
interferem com o sistema de reparo da levedura, causando um fenotipo
alterado, enquanto mutagoes patogénicas humanas néao interferem com o
sistema de reparo (SHIMODAIRA et al. 1998; CLARK et al. 1999).

Outro teste também usa a levedura, mas, nesse caso, 0S genes
humanos em estudo sao introduzidos nas respectivas posicoes do S.
cerevisiae e verifica-se o fenotipo produzido. A limitacdo desse método €
que apenas genes conservados entre a levedura e o homem podem ser
testados (DROTSCHMANN et al. 1999; SHCHERBAKOVA e KUNKEL 1999).

Um terceiro teste analisa o heterodimero hMutLa expresso em virus,
confirmando mutacao em hMLH1 quando ha alteracao da interagao com
hPMS2. Algumas mutacoes em hMLH1 também podem alterar sua
interacdo com o heterodimero hMutSa, 0 que causa um sistema de reparo
nao funcionante in vitro (JIRICNY e NYSTROM-LAHTI 2000).

Um ultimo teste estuda proteinas hMSH2 e hMLH1 traduzidas in

vitro e suas interacoes. Mutacoes em hMSH2 nao alteram sua interacao
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com hMSH6 e hMSH3, sugerindo que outras funcoes, como a atividade da
enzima ATPase, foram alteradas. Mutacgdées amino-terminais em hMLH1

tém comportamento semelhante, mas mutagoes carboxi-terminais causam
perda de interacdo com hPMS2 (GUERRETE et al. 1998; GUERRETE et al.

1999).
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1.4 Aspectos clinicos e diagnostico

O diagnostico do HNPCC é clinico. Por isso, os médicos que lidam
com pacientes portadores de CCR e tumores relacionados ao HNPCC
devem conhecer as caracteristicas clinicas da doenca.

As principais caracteristicas do HNPCC sao (BAYLEY-WILSON et al.
1986; LYNCH e SMYRK 1996):
>Diagnéstico de cancer em idade precoce, em torno dos 47 anos de idade;
>CCR com predominancia pelo lado direito do célon, em torno de 70% dos
casos;
>Associacao com CCR metacronico, em torno de 45% em 10 anos, se
houver colon remanescente apds a primeira cirurgia;
>Associacao com tumores extracolonicos, incluindo adenocarcinoma de
endométrio, intestino delgado, estdmago e ovario, e, carcinoma de células
transicionais de vias excretoras renais.

Além das caracteristicas clinicas descritas, alguns achados
anatomopatologicos do CCR em HNPCC sao comuns, tais como: c€lulas em
anel de sinete, componente mucinoso € predominio de lesoes
indiferenciadas.

Em 1991, com a intencao de padronizacao internacional do
diagnostico clinico de HNPCC, o Grupo Colaborativo Internacional
(ICG/HNPCC) publicou os chamados Critérios de Amsterdam (VASEN et al.

1991), que consistem dos seguintes topicos:




>Pelo menos 3 membros de uma mesma familia com CCR,;

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

>Pelo menos 2 geracoes acometidas;

>Pelo menos 1 dos membros com CCR e idade menor que 50 anos;
>Excluséo de polipose adenomatosa familiar.

Os Critérios de Amsterdam tiveram aceitacdo internacional e sao de
extrema valia para a padronizag¢ao do diagnoéstico clinico de HNPCC.
Porém, também foram criticados pelas exclusao dos tumores
extracolonicos. Por isso, em 1999, o mesmo ICG/HNPCC publicou novos
critérios para o diagnéstico clinico do HNPCC (VASEN et al. 1999),
acrescentando aos critérios de 1991, a possibilidade dos seguintes
tumores, além do CCR:
>Adenocarcinoma de endométrio;
>Adenocarcinoma de intestino delgado;
>Carcinoma de células transicionais de vias excretoras renais.

Tumores de estomago e ovario nao foram incluidos, segundo os
autores, por sua baixa incidéncia dentro da sindrome. E interessante notar
que nao ha mengao sobre a necessidade do diagnostico de CCR dentro de
uma familia para o diagnoéstico do HNPCC, bastando o preenchimento dos
Critérios de Amsterdam com tumores extracolonicos.

Claro que o espectro de diagnostico do HNPCC foi ampliado com os
novos Critérios de Amsterdam; porém, ainda existem algumas criticas,

sendo a principal delas relativa a dificuldade de diagnéstico clinico
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principalmente em familias pequenas, com poucos descendentes, fato
comum na Europa, por exemplo. Nesses casos, para o diagnostico clinico
ser realizado, teriamos que esperar muito tempo, retardando portanto a
orientacao € o acompanhamento familiar.

Dentro desse enfoque, o Instituto Nacional de Cancer dos Estados
Unidos (NCI) ja havia publicado em 1997 os Critérios de Bethesda
(RODRIGUEZ-BIGAS et al. 1997), nao com o intuito de caracterizar o
diagnéstico clinico de HNPCC, mas sim de indicar a pesquisa molecular da
sindrome, por meio de MSI, em pacientes com suspeita de pertencerem a
familias de HNPCC. A pesquisa de MSI serve como um teste de
rastreamento, para posterior sequenciamento dos principais genes de
reparo (MMR) nas familias onde estiver presente, pois a instabilidade,
como ja vimos, ocorre na grande maioria dos casos de HNPCC. Os Critérios
de Bethesda, para indicacao de pesquisa de MSI, apoiam-se basicamente
nos seguintes pontos, além dos Critérios de Amsterdam:
>Pacientes portadores de CCR e com 1 tumor extracolonico relacionado ao
HNPCC, e idade menor que 45 anos, ou com adenomas colorretais, e idade
menor que 40 anos;
>Pacientes com CCR e idade menor que 45 anos, com atencdo para os
tumores indiferenciados ou com células em anel de sinete;
>Pacientes com adenocarcinoma de endométrio e idade menor que 45
anos;

>Pacientes com adenomas colorretais, antes dos 40 anos de idade.
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Diante das possibilidades criadas pelos Critérios de Bethesda, mais
uma vez fica reforcada a proposta da disseminacdo desses conhecimentos
entre todos os médicos que tratam pacientes com CCR ou tumores
extracolonicos relacionados ao HNPCC, uma vez que a suspeita clinica de
estarmos diante de um paciente pertencente & uma familia com HNPCC
vem de uma histéria familiar bem feita e detalhada, e das caracteristicas
da sindrome, mesmo sem o preenchimento dos Critérios de Amsterdam.

Apesar de os pacientes com HNPCC néao apresentarem um quadro
tipico de multiplos polipos adenomatosos no coélon precedendo o
aparecimento do cancer, como na polipose adenomatosa familiar, essas
lesdes representam a principal causa precursora do CCR nessas familias.
Existem descricoes na literatura de pacientes que apresentaram evolucéao
rapida e agressiva para CCR, a partir de pdlipos adenomatosos (JASS e
STEWART 1992; LANSPA et al. 1994). Um estudo realizado na Finlandia
comparou a incidéncia de CCR e as taxas de 0bito, estudando 2 grupos de
pacientes com HNPCC, o primeiro submetido a colonoscopias
regularmente, e o segundo formado por pacientes que se recusavam a
realizar o exame. Ficou demonstrado que 1 CCR foi prevenido para cada
2,8 polipos ressecados em pacientes com HNPCC (SANKILA et al. 1996).
Na populacao em geral, 1 CCR é prevenido para cada 41 a 119
polipectomias realizadas (WINAWER et al. 1993).

A Sindrome de Muir-Torre, descrita em meados da década de 1960

(MUIR et al. 1966; TORRE 1968), € caracterizada pela associacao de lesoes
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cutaneas a tumores relacionados hoje ao HNPCC. Essas lesoes cutaneas
sao geralmente adenomas sebaceos, carcinomas sebaceos ou
queratoacantomas. Hoje, sabemos que essas lesoes, apesar de raras,
podem fazer parte do HNPCC, sendo causadas também por falha dos genes

de reparo (HALL et al. 1994).
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1.5 Diagnostico diferencial e sobrevida

Uma das maiores dificuldades no diagnostico dos pacientes com
CCR e HNPCC ¢ a diferenciacdo com os casos esporadicos de CCR. As
vezes, é muito dificil estabelecermos a correlacdo com a hereditariedade,
mesmo usando todos os critérios ja expostos. Além disso, existe a
possibilidade, ainda nao bem estabelecida quantitativamente na literatura,
de estarmos diante de um caso com uma mutacao “de novo”, ou seja, a
primeira mutacao germinativa dentro de uma familia.

Outro diagnostico, que as vezes pode dificultar a diferenciacao com o
HNPCC, € o da polipose adenomatosa familiar atenuada (AFAP). Nesses
casos, podem ocorrer poucos polipos no célon, e, além disso, o tipo de
heranca é o mesmo: autossdomica dominante. Nessas situacoes, os testes
genéticos podem redimir a davida. O seqiienciamento pode evidenciar
mutacoes no inicio do gene APC, caracteristica da AFAP (SPIRIO et al.
1993; LYNCH et al. 1995).

Com relacdo a melhor sobrevida de pacientes com tumores
correlacionados ao HNPCC, nao existe uma explicacao plausivel na
literatura. Talvez seja conseqiiéncia da baixa incidéncia de metastases em
pacientes com a sindrome (JASS et al. 1994) ou do acompanhamento mais
rigoroso desses individuos, pelo conhecido risco elevado de aparecimento
de cancer. Porém, a causa desses achados ainda é desconhecida. Apesar

disso, varios autores demonstraram o fato, como por exemplo, 0 mesmo
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estudo ja citado anteriormente, que concluiu que pacientes portadores de
CCR e HNPCC tém sobrevida de 65% em 5 anos, contra 44% para aqueles

com CCR esporadico (SANKILA et al. 1996).



19

1.6 Indicacao de testes genéticos, orientacido e acompanhamento de

familias com HNPCC

A indicacéao de testes moleculares deve seguir padroes bem definidos
e objetivos. O estabelecimento dessas indicacoes facilita o diagnostico,
diminui a ansiedade do paciente, da familia e da equipe multiprofissional.

Podemos dividir os pacientes com CCR em trés grupos, no que
concerne a hereditariedade, portadores de:
>Tumores esporadicos, ou seja, sem caracteristicas suspeitas de
hereditariedade;
>Tumores hereditarios, ou seja, aqueles que preenchem os Critérios de
Amsterdam para o diagnostico clinico;
>Tumores com suspeita de hereditariedade, seguindo os Critérios de
Bethesda.

Pacientes com CCR esporadico devem ter o acompanhamento pos-
operatorio ja bem estabelecido, sem a preocupacdao com os exames nos
membros da familia, mas, em cada retorno, o médico deve sempre
questionar sobre novas informacoes referentes aos antecedentes
familiares.

Pacientes com diagnéstico suspeito de hereditariedade, segundo os
Critérios de Bethesda, tém indicacao de pesquisa de MSI em tecido
tumoral como primeira op¢ao. Existem algumas controvérsias na

literatura, mas parece que nao € necessaria a realizacao de um painel de
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diferentes microssatélites para o diagnéstico de instabilidade. Trabalhos
recentes demonstram uma acuracia muito boa de diagnéstico feita apenas
com a realizacao da pesquisa de instabilidade de um unico microssatélite,
chamado BAT26 (DE LA CHAPELLE 1999), exame realizado de rotina no
Hospital do Cancer A.C.Camargo. No caso da instabilidade mostrar-se
presente, esta indicada a realizacao do sequenciamento dos genes de
reparo hMLH1 e hMSH2, responsaveis até por 60% e 35%,
respectivamente, das causas de HNPCC (PELTOMAKI e VASEN 1997;
JIRICNY e NYSTROM-LAHTI 2000). KOLODNER et al. (1999) e WIJNEN et
al. (1999), analisando 58 e 278 familias com HNPCC, referem que os dois
genes somados, hMLH1 ou hMSH2, sao causadores da doenca entre 40% e
55% das vezes. Esses numeros tém uma variabilidade na literatura, mas
aceita-se internacionalmente esses dois genes como 0s principais
causadores da doenca.

Como vimos anteriormente, existe uma acado conjunta entre os genes
de reparo para a execucao de sua funcao, e como hMLH1 e hMSH2
participam dos principais heterodimeros no processo, suas inativacoes
resultam em falha do reparo base/base e das IDLs. Se o resultado do
sequenciamento desses dois genes for normal em uma familia com
suspeita clinica de HNPCC, indicamos o seqiienciamento do gene hMSH6.
Apesar de ainda nao haver consenso na literatura sobre essa indicacao, o
numero de familias com mutacoes detectadas em hMSH6 tem aumentado

substancialmente (JIRICNY e NYSTROM-LAHTI 2000). Até o momento,
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entre 1% a 3% das familias com HNPCC apresentam mutacées em hMSH6
(KOLODNER et al. 1999). Os demais genes de reparo, hPMS1 e hPMS2, sao
esporadicamente descritos como mutados e causadores de HNPCC
(PAPADOPOULOS et al. 1994).

Pacientes com preenchimento dos Critérios de Amsterdam para
diagnostico clinico de HNPCC devem ter indicacdo de seqiienciamento dos
genes hMLH1 e hMSHZ2. Se estes forem normais, também devem ter a
indicacao do seqlienciamento de hMSH6.

O primeiro teste dentro de uma familia com diagnostico clinico de
HNPCC deve ser realizado em um individuo com tumor (probando), de
preferéncia o mais jovem da familia. Esse procedimento deve ser realizado
porque, se a familia tem o diagnostico clinico de HNPCC e aquele membro
é portador de cancer, € nele que temos a maior probabilidade de deteccao
da mutacao, ou seja, se a mutacao for detectavel, sera nesse individuo
(LYNCH e SMYRK 1996). Seguindo ainda nesse exemplo, se a mutacao for
detectada nesse individuo, teremos um resultado positivo do teste
genético, com uma familia clinica e molecularmente caracterizada como
HNPCC. Nessa situacao, poderemos pesquisar a mesma mutacao,
caracteristica dessa familia, nos demais membros, e diagnosticar quais os
individuos assintomaticos, mas portadores da predisposi¢cac ao cancer.
Com isso, a indicacao da realizacao dos exames de seguimento fica restrita
aos portadores da predisposi¢ao. Como a penetrancia dos genes

defeituosos de reparo esta em torno de 80%, essa € a probabilidade do
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genotipo transformar-se em fenoétipo tumoral nos individuos portadores
(VASEN et al. 1996). Membros com teste negativo, ou seja, sem a
predisposicao detectada na familia, ficam liberados do seguimento; porém,
recomendamos uma colonoscopia a cada 5 anos para esses individuos,
principalmente apos os 50 anos.

Se imaginarmos essa mesma familia citada como exemplo, mas sem
a deteccao da mutacao nos genes de reparo no probando (primeiro
membro com cancer testado na familia), o teste genético nesse caso, €
chamado de inconclusivo, pois nao tera utilidade para rastrear os
membros portadores da predisposicao e assintomaticos. Nessa situacao, a
familia continua sendo caracterizada clinicamente como HNPCC, mas com
teste genético inconclusivo, ou seja, todos 0s membros passam a ser
suspeitos de possuir a predisposi¢ao ao cancer, e, consequientemente,
devem fazer o seguimento. O que acontece nessas situacoes € que ainda
nao temos conhecimento suficiente sobre todos os genes de reparo e suas
funcgoes para indicarmos exames moleculares mais especificos.

O seguimento dos individuos portadores da mutacao de
predisposi¢ao ao cancer, de familias com teste genético inconclusivo, e de
familias sem condicoes de realizacdo do teste genético deve ser realizado
com base nas seguintes orientacoes (LYNCH e SMYRK 1996):
>Colonoscopia com 1-3 anos de intervalo, com inicio entre os 20-25 anos;

>Ultrassonografia transvaginal anual, com inicio entre os 25-35 anos;



23

>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.
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1.7 Tratamento de individuos com cancer e HNPCC

O ponto mais importante no tratamento de pacientes com CCR e
HNPCC ¢é a conduta diferenciada com relacao a pacientes com CCR
esporadico. Pacientes com cancer de célon e HNPCC devem ser submetidos
a colectomia total e anastomose ileorretal, independentemente da
localizacao do tumor no colon. Essa conduta € indicada devido a alta
probabilidade de o individuo desenvolver nova lesdo colénica no decorrer
de sua vida. Esses individuos devem fazer retoscopias regularmente, com
1-3 anos de intervalo. Pacientes com cancer de reto e HNPCC devem ser
submetidos a proctocolectomia total, se possivel com preservagao
esfincteriana, utilizando-se bolsa ileal e anastomose anal na reconstrucao.
No caso de comprometimento esfincteriano pelo tumor, deve-se realizar a
amputacao abdémino-perineal do reto € anus juntamente com a
colectomia total, e uma ileostomia definitiva, que pode ser continente.

Em casos de tumores extracolonicos, a cirurgia deve obedecer os
padroes classicos da cirurgia oncolégica para o érgao acometido.

Existe controvérsia sobre a cirurgia profilatica, ou seja, remover
cirurgicamente um 6rgao normal de um individuo assintomatico,
sabidamente portador da predisposicao genética ao cancer (com teste
positivo). Em nosso ponto de vista, essa nao deve ser uma cirurgia com
indicacdo rotineira, mas deve ser oferecida como possibilidade aos

individuos assintomaticos com teste genético positivo (RODRIGUES-BIGAS
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1996). Deve-se colocar a probabilidade de desenvolvimento de cancer,
principalmente relacionada a penetrancia do gene mutado, explicar sobre
a possibilidade de outros 6rgaos alvo para o cancer e detalhar sobre as
complicac¢oes possiveis da cirurgia indicada. Feito isso, a decisao deve ser
tomada conjuntamente por paciente e médico. As duas cirurgias
profilaticas que podem ser indicadas atualmente sdo (LYNCH e SMYRK
1996):

>Colectomia total com anastomose ileorretal;

>Histerectomia total com salpingo-ooforectomia bilateral em mulheres pos-

menopausadas ou apos a idade reprodutiva.
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1.8 Suporte ao paciente e aconselhamento de risco

Os testes genéticos sdo apenas uma parte do processo que inclui
diagnostico, tratamento e acompanhamento de pacientes e familias
suspeitas de HNPCC. No Departamento de Cirurgia Pélvica do Hospital do
Cancer A.C.Camargo existe uma rotina de atendimento a esses pacientes.
ApoOs a suspeita clinica de CCR hereditario, o paciente é encaminhado para
a realizacao de uma consulta com a finalidade de levantar detalhadamente
sua historia familiar de cancer. Antes da consulta o paciente € encorajado
a trazer outros membros de sua familia consigo, de preferéncia pessoas
mais idosas, que tenham conhecimento sobre parentes mais velhos ou
distantes, muitas vezes ja falecidos. E orientado também a trazer o maior
numero possivel de informacoes sobre cada membro de sua familia, como
por exemplo:
>Nome,;
>Data de nascimento e de morte;
>Causa da morte;
>Doencas associadas;
>Cirurgias realizadas.

Uma vez que nessa primeira consulta é realizada a construcao do
heredograma, juntamente com preenchimento de uma ficha de dados de
cada membro da familia, e registro em banco de dados Institucional. Caso

se confirme a suspeita clinica de HNPCC, segundo os critérios ja expostos,



é realizada a indicacao de teste genético (MSI ou seqlienciamento dos
genes de reparo) para o probando, sempre com consentimento informado
escrito e assinado. Apés o conhecimento do resultado do teste, este é
entregue em maos ao paciente, com total confidencialidade. Inicia-se entdo
o processo de orientacao familiar, o qual pode ou néo incluir a indicacéao
de testes genéticos para os demais membros da familia, com
acompanhamento clinico e suporte psicologico. As familias séo
classificadas como HNPCC, seguindo os Critérios de Amsterdam para o
diagnostico clinico, ou suspeitas, pelos Critérios de Bethesda. Esquema de
atendimento semelhante foi proposto por Lynch (LYNCH et al. 1999) e

também por outros autores (THOMPSON et al. 1995; BURKE et al. 1997).
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Abstract

BACKGROUND: 25 unrelated patients from Brazilian kindreds with
suspected hereditary colorectal cancer (CRC) were searched for mutations
in the hMSH2 and hMLH1 genes.

METHODS: From January/ 1995 to July/ 1999, the cases were
grouped as follows: Amsterdam Criteria I or II; familial CRC; an early age
of onset of CRC only; and an early age of onset of CRC with at least one or
two relatives who have CRC or HNPCC related cancers; one case had
multiple metachronous colon adenomas and renal cell carcinoma. All
patients were studied with the use of Polymerase Chain Reaction (PCR)
and direct sequencing of the mismatch repair (MMR) genes.

RESULTS: Ten mutations were detected (10/25 - 40%)), 9 different,
7 novel. hMLH1 had a higher mutation detection rate than hMSH2 (8 /25 or
32% vs. 2/25 or 8%). Only 3 of these families fulfilled the Amsterdam
criteria I or II (3/10 or 30%).

CONCLUSION: The physician who deals with CRC must take into
consideration the heredity issue with patients who present an early age of
onset of the disease, or familial history of CRC or HNPCC related cancers,
including gastric cancer, even without fulfilling the former Amsterdam I or

[1 criteria, used for HNPCC clinical characterization.



Mini-abstract

Twenty-five unrelated patients from Brazilian kindreds with
suspected hereditary colorectal cancer were searched for mutations in the
hMSH?2 and hMLH1 genes.
Ten mutations were detected (10/25 — 40%), 9 different , 7 novel. Only 3

of these families fulfilled the Amsterdam criteria [ or II.

" FUNDACAO ANTORNIC

iyl
PRUDERNT:



16

Introduction

Hereditary nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC), or Lynch
Syndrome, is an autosomal dominant cancer syndrome with high
penetrance (80% to 85%). It is characterized by: an early age of onset of
colorectal carcinomas (CRC); proximal predominance of colon cancer;
multiple synchronous and metachronous CRCs; tendency to have multiple
primary tumors, including endometrial carcinoma, small bowel carcinoma,
transitional cell carcinoma of the ureter and the renal pelvis. Other less
common extracolonic cancers can occur, such as carcinoma of the
stomach, ovary and hepatobiliary (1-6).

HNPCC is a common cancer predisposition syndrome and accounts
for around 7% of all CRC (7). The diagnosis is basically clinical, made by
the characteristic family history. In 1991, the Amsterdam clinical criteria
were proposed by the ICG-HNPCC (8), in an attempt to provide uniformity
in the clinical diagnosis of HNPCC in collaborative studies:

-three or more relatives with histologically verified CRC, one of whom is a
first-degree relative of the other two;
-CRC involving at least two successive generations;
-one or more CRC cases diagnosed before the age of S0 years;
-exclude familial adenomatous polyposis.
These were named Amsterdam Criteria [. The ICG former criteria

were widely accepted, however, they have also been criticized, mainly for



excluding extracolonic cancers. Last year, the same group (ICG-HNPCC)
proposed to add to the first criteria, the following extracolonic tumors:
-adenocarcinoma of the endometrium;

-small bowel carcinoma;

-transitional cell carcinoma of the renal pelvis or ureter.

These were named Amsterdam Criteria II. Adenocarcinoma of the
stomach and ovary were excluded because of their low incidence (9).

Occasionally, a family does not have a history of hereditary CRC, or
family history is not available. In such cases, if the proband has a suspect
tumor presentation (right sided, young age, synchronous or metachronous
CRC or extracolonic tumors related to HNPCC), a “de novo” germline
mutation should be considered (10,11).

The only known cause of HNPCC is the occurrence of inherited
mutation in one of the following mismatch repair (MMR) genes: hMSH2
(human mutS homolog 2), in chromossome band 2p16 (12,13); hMLH1
(human mutL homolog 1), in 3p21 (14,15); hPMS1 (human postmeiotic
segregation 1), in 2q31-33 (16); hPMS2 (human postmeiotic homolog 2), in
7p22 (16); hMSH6/ GTBP (human mutS homolog 6), in 2p16 within 0.5
megabase from hMSH2 (17,18) . Among these genes, hMSH2 and hMLH1
account for the great majority of mutations currently known in HNPCC
families worldwide, reaching 90% in some series (19). The involvement of

the other DNA MMR genes is rare (20).



Microsatellite instability (MSI), the widespread and frequent
mutation of short repetitive regions within the genome, occurs in 85% to
95% of HNPCC tumors (21). MSI and clinical phenotypes have been
proposed to be used for identification of potential HNPCC families, even
when the Amsterdam criteria I or II are not fulfilled (11,22).

The aim of the present study is to identify mutations in hMSH2 and
hMLH]1 in 25 probands with suspected HNPCC, from different Brazilian
kindreds, by means of direct sequencing of the coding regions of these

genes.
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Methods

Patients

Twenty-five patients with suspected hereditary CRC, from different
Brazilian families, were consecutively enrolled from January/ 1995 to
July/ 1999 at the Hospital do Cancer A.C.Camargo, Departamento de
Cirurgia Pé€lvica, Sao Paulo, Brazil, and grouped according to the following

criteria:

1)Five families that fulfilled the former Amsterdam I Criteria;

2)One family that fulfilled the former Amsterdam II Criteria;

3)Seven patients were classified as having familial CRC without fulfilling
Amsterdam Criteria I or II. Although the Amsterdam criteria were not
fulfilled, the patients had at least one relative with CRC, or with a HNPCC
related cancer.

4)Eight patients were included because they presented at an early age (less
than 50 years old), although they did not have affected relatives with CRC
or HNPCC related cancers.

5)Three patients were included because they presented an early age (less
than 50 years old), and at least one relative with CRC, or with a HNPCC
related cancer, without fulfilling the Amsterdam Criteria I or II.

6)One patient was included because of rectal cancer, multiple

metachronous colon adenomas and renal cell carcinoma
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All families were registered at the Departamento de Cirurgia Pélvica
Familial CRC Registry. Genetic counseling was given to all families. The
study was approved by the Hospital Ethics Committee. Blood samples were
drawn for genetic tests only after signed informed consent.

All patients were studied by Polymerase Chain Reaction (PCR)
amplification and sequencing of the complete hMSH2 and hMLH1 MMR

genes
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Genetic Tests

Sequencing

DNA was obtained from peripheral blood leukocytes by phenol-
chloroform extraction. PCR amplification of each exon of the hMSH2 and
hMLH1 genes was undertaken that included all splice donor and acceptor
sites (exon-intron boundaries). Sequences, reactions conditions and
specific primers are available from the authors upon request.

The PCR products were directly sequenced on an ABI 377 sequencer
(Perkin Elmer/Applied Biosystems) using Big Dye terminator chemistry on
both strands using reagents obtained from Perkin Elmer/Applied

Biosystems, according to the manufacturer’s specifications.



Results

Table 1 shows the main characteristics of each case, including age of
diagnosis, gender, synchronous or metachronous tumors, family history,
staging and the sequencing results of the hMLHI1 and hMSH2 MMR genes.

Ten mutations were detected amongst the 25 patients examined,
with a detection rate of 40% (10/25). Of nine different mutations, seven
are novel. Patients 7 and 8 presented the same missense mutation in
hMLH]1, exon 19, codon 718, with a change at nucleotide 2152 (C>T,
His>Tyr). Two other novel missense mutations in hMLH1 were found in
patients 1 and 4, respectively: exon 11, codon 338, with a change at
nucleotide 1013 (A>G, Asn>Ser); and exon 16, codon 603, with a change at
nucleotide1808 (C>G, Pro>Arg). The missense mutation detected in case 5
has been previously described (see Table 1). It consists of a change at
nucleotide 1853 (A>C, Lys>Thr), codon 618, exon 16, also in the hMLH1
gene. A novel nonsense mutation of the hMLHI1 was found in patient 6,
who belonged to the only family that fulfilled the Amsterdam II criteria, in
exon 18, codon 666, with a change at nucleotide 1998 (G>A, Trp>Stop).
Case 2 presented a novel in-frame mutation of the hMLH]I gene, exon 13,
codons S00/501 (deletion of TCA at nucleotides 1499-1501). Another new
hMLHI1 mutation was found in intron 13, generating a splice defect (G>T at
nucleotide 1558 +1). Two new hMSH?2 protein truncating mutations were

found in patients 9 and 10, respectively: exon 7, codon 417 (deletion of G



N
(Y]

at nucleotide 1249), causing a stop at codon 437; and exon 11, codon 556
(insertion of A at nucleotide 1667), resulting in a stop at codon 561. Both
cases belonged to families that fulfilled the Amsterdam I criteria. The
mutations found were distributed throughout the coding regions of the
hMLH1 and hMSH2 genes.

The genetic characteristics of the CRC kindreds fulfilling the
different criteria were analyzed and some noteworthy points emerged. For
example, a higher frequency of mutations were detected in hMLH]I than in
hMSH2 (8/25 or 32% vs. 2/25 or 8%); among the 10 kindreds with germ-
line mutations detected, only three fulfilled the Amsterdam criteria I or II
(3/10 or 30%). No mutations were detected in the hMLH1 and hMSH2
MMR genes in the other three families that fulfilled the Amsterdam I
criteria. Furthermore, we found no significant difference between the mean
age of the CRC diagnosis in the groups with and without detected
mutations (45.7 vs. 46.5). Among the group with detected mutations, S0%
of the cases were diagnosed with rectal cancer, all of them with an hMLH1
mutation, and 50% with a right sided colon tumor. Among the group
without a detected mutation the tumor was located in the rectum in six
cases, in left colon in five cases and right colon in four cases.

Table II shows the polymorphisms identified. Two polymorphisms
were detected in hMLH1, one of them was found in 7 different patients
(7/27 or 28%). Four different alterations were detected in hMSH2

(frequency of 1/25 each).
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Discussion

In Brazil, in contrast to Europe, it is very difficult to determine the
exact origin of individual families. There is heterogeneous racial
miscegenation, due to migration of Negroes from Africa as well as the
Indians and to the Europeans themselves, mostly of Portuguese Italian
origin. There are no previous studies of mutations of the hMLHI1 and
hMSH?2 genes in Brazil. The present work, therefore, represents a first
record of such mutations in Brazilian patients under HNPCC.

Lynch et al., in 1999, identified germ-line mutations in hMLH1 or
hMSHZ in 18 of 56 families (18/56 i.e. 32.1%) clinically characterized as
having HNPCC (23), slightly less than the proportion in the present study.
Pensotti et al., in 1997, identified germ-line mutations in hMLHI or hMSH2
in 8 of 16 families Italian descent with a clinical diagnosis of HNPCC (8/16
or 50%) (24).

Among the nine mutations detected in the 10 families in the present
study, two have been previously described (patients 3 and 5), one by Han
et al. in 1995 (25), and the other in Italy (unpublished: site ICG - HNPCC).
However, the remaining seven were detected by us for the first time,
although we have already published one in 1999 (26). Although patients 7
and 8 are unrelated, they presented the same missense alteration

(His>Tyr, at nt 2152, hMLH]1). Indeed, three of the new missense



mutations (patients 1, 4 and 7/8) should be studied in other members of
the families to determine if they segregate with cancer, since missence
mutations cannot be distinguished with precision from rare
polymorphisms. Furthermore, the frequency of occurrence must be
evaluated in normal individuals . The fourth missense mutation has been
previously described by Han et al. in 1995 (25).

With regard to the proportion of mutations in hMLH1 and hMSH2,
Han et al. (27), in 1996, reported similar results in Korean families. Of 13
mutations identified, only one was in hMSH2, while 12 were in hMLH1.
Among Japanese families, however, Bait et al. (11), in 1999, showed an
inverse proportion, with a greater number of germ-line mutations in
hMSH2 than in hMLH1 (11/1). All the families studied fulfilled the
Amsterdam Criteria or the Japanese Criteria, and mutations were found in
12/37 (32.4%), close to the results of the present study. Peltomaki et al.
(21), in 1997, also found a greater number of mutations in hMLH1 as well
as higher proportion of frameshift mutations in hMSH2. In the present
study both mutations found in hMSHZ2 resulted in protein truncation.

In the study described here, only 20% (5/25) of the families fulfill the
Amsterdam I Criteria (8), of these, two (2/5 or 40%) showed germ-line
mutations, both in hMSH2 (patients 9 and 10). Only one family (patient 6)
was characterized as Amsterdam II (9), with a germ-line mutation found in
hMLH]1 (nonsense). Seven out of the 10 mutations (7/10 or 70%) found

were in patients from families that did not fulfill the Amsterdam Criteria I



or II. These findings indicate that physicians attending patients who have
CRC should not restrict themselves to the Amsterdam Criteria when
considering an heredity diagnosis. On the other hand, we also insist on the
clinical characteristics of HNPCC that follows the Amsterdam Criteria I or
II. Therefore, if there is risk of heredity in a family, but without fulfilling
the Amsterdam Criteria, the physician must be cautious when diagnosing
heredity clinically until the molecular confirmation of the syndrome
through genetic tests to identify the specific germ-line mutation. In 1997,
the Bethesda Criteria (28) were published not to represent a clinical
diagnosis, but rather to indicate those individuals eligible for genetic
testing (microsatellite instability) due to risk of HNPCC.

Of the 8 patients indicated for genetic testing due to early CRC only,
three presented mutations in hMLH1 or hMSH2 (3/8 or 37.5%), a result
similar to that was obtained in patients of families that fulfilled the
Amsterdam I or II Criteria. Therefore, the early age of CRC diagnosis must
alert the physician, mainly in small families or those difficult to
characterize that HNPCC is a possibility (24). Our results did not show
meaningful differences in the age of diagnosis between the group with
detected germ-line mutations and those without (45.7 vs 46.5). Fitzgibbons
et al. (29) found that the mean age of the CRC diagnosis in patients with
HNPCC to be 45.6 years. We cannot rule out the possibility of “de novo”
germ-line mutations, i.e., the first mutation occurrence within a family,

which could explain isolated cases of CRC in young patients, with no



previous occurrence in the family but positive genetic tests. In such
isolated cases with identified germ-line mutations, the same mutation
should be searched for in the parents (if negative, “de novo” mutation is
confirmed) and in the family members for the diagnosis of carriers.

Of three patients with early CRC, but without a typical HNPCC
family history, mutations were found in one individual (1/3 or 33.3%)),
which reinforces the possibility of heredity in cases of early CRC. Likewise,
of seven patients whose family background did not fulfill the Amsterdam
Criteria and CRC diagnosis was after SOyears of age, three showed
mutations in hMLH1 or hMSH?2 (3/7 or 42.9%). Even in these situations,
HNPCC should be taken into consideration.

Although the diagnosis of gastric cancer is not in the Amsterdam
Criteria, it is part of the syndrome. Of 10 families that had germ-line
mutations, two presented with individuals with gastric tumors (2/10 or
20%). One family presented an in frame-type delection and the other a
missense mutation.

Rectal cancer was diagnosed in five of ten patients who had germ-
line mutations (5/10 or 50%), all of them in hMLH]1 (5/8 or 62.5% of the
hMLH1 mutations). There is no precedence for this finding in the
literature, so could be a population feature, to be confirmed through gene
segregation with the rectal tumor in the other members of the families that
suffer from this disease. The other five patients with detected germ-line

mutations presented right sided colon tumors (5/10 or 50%).
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Of ten patients with germ-line mutations, six presented with CRC
stage I or II (T1-3NONO) and only one with stage III (N1-2) (30). In three
cases, staging could not be defined because of previous surgeries. Early
CRC stage could be associated with HNPCC and carries the better
Prognosis.

One way of screening CRC patients who might have HNPCC is to
research the microsatellite instability (MSI) in the tumor tissue (31), based
on the Bethesda Criteria (28). Most cases of CRC with germ-line mutations
present MSI (85% to 95%) (22). However, MSI also occurs in patients who
have speradic CRC. Nevertheless, the use of simple approaches such as
testing for mutations in patients who have suspected HNPCC (eg. MSI -
BAT 26) is clearly now indicated as a standard procedure. Patients with
MSI should be considered candidates for mutation detection. If a patient
with CRC belongs to a typical HNPCC family according to the Amsterdam
Criteria, the sequencing of hMLHI and hMSH2 should be considered as a
first option for the molecular diagnosis. In those cases, when hMLHI1 and
hMSH2 are normal, the mutation research in hMSH6 (also called GTBP
must be taken into consideration (19). Some mutations in hMSH6 are
related to cancer accumulation (CRC, gastric, endometrial, pancreatic) (32-
34).

The polymorphism “Ile>Val”’, exon 8, codon 219 of hMLH]1 is
reported with a frequency of 13% to 34% (35,36). We found 28% (7/25) of

our samples with this alteration, showing that it is common in Brazilian



families. A polymorphism in hMSH]1 intron 13 was previously described by
Tannergard et al. (36), but we require a population study to define its
frequency in Brazil. In the hMSH2 gene four polymorphisms were found,
one described by Borresen et al. in 1995 (37) and the other by Liu et al. in
1998 (38), and two new ones, each showing an incidence of 1/25 in our
samples.

Genetic tests are only one part of the process of our management of
patients and families with hereditary CRC. After clinical suspicion of
hereditary CRC, the patient is questioned as to detailed family history.
Preferably together with other older family member who may provide
supplementary information about distant members of the family, or about
those who may have already died. As much data as possible is collected
including names, dates of birth and death, causes of death, associated
diseases, and surgeries. In this first consultation the pedigree background
is established and recorded in the Institutional Data Bank. Following this
consultation genetic testing consisting of MSI or sequencing of hMLH1 and
hMSH?2 can be indicated following signed inform consent. After the results
of the tests are released, they are handed to the patient confidentially, and
a process of the family orientation, clinical attendance and psychological
support is provided. Lynch et al. (23) and other authors (39,40) proposes a
similar support to these families. It is important to call to attention that
the risk of cancer predisposition is based in clinical data and family

history, and the absence of mutation detected in a family clinically



featured as HNPCC by Amsterdam Criteria does not reduce or eliminate
the risk of having the disease. However, the germ-line mutation detection
helps the support of the carriers.

In summary, we have found a greater prevalence of germ-line
mutations detected in hMLH1 gene than in hMSH2 in the Brazilian
families. In addition to the Amsterdam Criteria I and II, that define the
clinical diagnosis of HNPCC, the physician in Brazil should also consider
HNPCC when a patient is young and has CRC, or a patient has CRC and
family history of HNPCC, even if it is non-typical, with specific attention

being given to gastric tumors.
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__mutation

(7) doubt: endometrium or cervis

id age/ CRC other family CRC staging ) B - .
e sex | location _tumors. __ history ~_TNM-97 | MMR gene exon codon | nucleotide change consequence references
38/F rectum no father:lymphoma T3N2MOGH hMLH1 " 338 A>G atnt 1013 Asn>Ser (missense) new
uncle;CRC
2 60/F | right colon no sister: breast unknown hMLH1 13 500/ del TCA at nt 1499- In-frame " new
3 nephews: 501 1501
2 gastric,
1 pancreas —— .
3 42/F right colon no no vilous hMLH1 intron 13 G>T at nt 1558 +1 splice defect Italy (unpubiished)
T1NOMOG1 site: ICG-HNPCC
left colon vilous
T1NOMOG1 o . B
4 70/M rectum no sister. colon T2NOMOG2 hMLH1 16 603 C>G atnt 1808 Pro>Arg (missense) new
2 nephews: gastric i
5 42/F rectum no no T2NOMOG2 hMLH1 16 | 618 _A>C at nt 1853 Lys>Thr (missense) (25)
6 42/M | rightcolon | no Amsterdan Il unknown _ hMLH1 18 | 666 G>A atnt 1998 Trp>Stop (nonsense) new
7 27/M rectum no adopted unknown hMLH1 19 718 C>T at nt 2152 His>Tyr (missense) new
8 55/M rectum no grandmother: T2NOMOGH1 hMLH1 19 718 C>T at nt 2152 His>Tyr (missense) new
N colon at 45y R can M e
9 41/F | right « ulon no Amsterdam | mucous hMSH2 7 417 del G at nt 1249 frameshift (26)
e o . o T3NOMOG1 _ ORI | | N stop at codon 437 R
10 40/F right colon colon adenoma Amsterdam | mucous hMSH2 1 556 ins A at nt 1667 frameshift new
bladder carcinoma T3NOMOG1 stop at codon 561 i
1 52/M rectum melanoma father: colon T2NOMOG1 no
sister: rectum
| . sister: ovary ] o -
12 42/IM left colon multiple colon Amsterdam | mucous no
adenomas T3NOMOG1
skin adenomas e -
13 63/F left colon no Amsterdam | T3NOMOG2 no
14 S5/F left colon no uncle: colon TIN1MOG2 no
uncle: uterus(?) o o
15 | 45/M | right colon no no T4NOMOGX no
16 | 65/M [ rectum no. Amsterdam | T3N1MOG2 no | . _
17 33/F rectum no one generation: T1NOMOG1 no
S brother:CRC
. 1 sister.uterus . o
18 | 36/M | right colon no mother: uterus(?) T3NOMOGx no S
19 64/M rectum No two 1st degree: TINOMOG1 no
CRC o
20 | 29/M | right colon no he T2NOMOG2 e
21 | 28/M | right colon no no T3NOMOG2 b .
22 | 45/M rectum no uncle: rectum T4NOMOG2 no
23 | 69/M rectum multiple colon unknown T2NOMOG1 no
adenomas
renal carcinoma o - -
24 18/F left colon no _no T3NOMOG2 no I . o - o
25 | 53IM left colon no father: gastric T3NOM1GX no
sister: uterus(?) (M: liver) o I o —

N




Table 2 - h(MLH1 and hMSH2 polymorphisms in Brazilian probands with suspected HNPCC.

l

exon gene nucleotide change frequency references
hMLH1
8 codon 219 ATC>GTC at 655 7125 (28%) (36, 37)
(lle>Val)
intron 13 +14 of 3' exon 13 g>a at 1558 +14 1/25 (37)
hMSH2
2 codon 113 AAG=>AAA at 339 1/25 (39)
(Lys>Lys)
5 codon 273 GTA>GTG at 819 1125 new
(Val>Val)
intron 1 +8 of 3' exon 1 g>c at 211 +8 1/25 new
intron 9 -9 of 5' exon 10 t=aat 1511 -9 1/25 (38)
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A novel germline mutation at exon 7 of the MSH2 gene (1249delG) in a
large HNPCC Brazilian kindred.

publicado: Human Mutation, 13: 506-8, 1999,
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Comments

Hereditary nonpolyposis coloretal cancer (HNPCC) is an autosomal dominant cancer
predisposition syndrome that has been associated with germline mutations in five DNA mismatch repair
(MMR) genes: MSH2, MLHI, PMSI. PMS2 and MSH6 (Marra and Boland, 1995; Miyaki et al., 1997).
Recently, a missense mutation was described in the TGF-B type 11 receptor (TGFBR2) gene in an HNPCC
kindred without microsatellite instability (Lu et al.. 1998). Here, we report a novel germline mutation in
the MSH2 gene in a member of a large Brazilian kindred that fulfil the Amsterdam criteria for HNPCC
(Vasen et al., 1991) and with seven cases of colorectal cancer in two generations. The proband is a
caucasian female with colorectal cancer diagnosed at 40 years of age and has two first-degree relatives
(father and one brother) with colon cancer. The SSCP analysis of the exon 7 of the MSH2 gene showed an
extra single-stranded band present in the DNA sample from the affected individual. Direct sequencing of
PCR products of exon 7 demonstrated a G deletion at codon 417 (1249delG) that results in a MSH2
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ARTIGO DE REVISAO

TUMORES COLORRETAIS HEREDITARIOS
HEREDITARY COLORECTAL TUMORS
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RESUMO: Cerca de 4% a 15% dos tumores colorretais sdo hereditdrios e divididos em dois grupos: polipose adenomatosa
familiar (FAP) e cincer colorretal hereditdrio sem polipose (HNPCC). Ambas s@o doengas autossdmicas dominantes, com
transmissdo vertical, geracdo apés geragdo, sem preferéncia por sexo. A FAP tem penetrincia praticamente completa, carac-
terizada por mais de cem pé6lipos adenomatosos no intestino grosso, que aparecem em geral apds a puberdade ¢ se transformam
em cincer em todos os casos nio tratados, levando o paciente ao ébito em torno dos 45 anos de idade. Manifestag¢oes
extracolonicas sdo comuns, tais como: pélipos em estémago e duodeno. sarcomas abdominais, pigmentagdo de retina,
osteomas, entre outras. A FAP ¢ causada por mutagio no gene APC, que estd localizado no cromossomo 5q. Seu tratamento
¢ basicamente cirtrgico, com retirada do intestino grosso, podendo-se preservar o reto, se este nio apresentar muitos pélipos.
O HNPCC tem penetrincia em torno de 80% e ndo apresenta os polipos benignos como na FAP. que permitem identificar
pacientes com o fenétipo da doenga. Geralmente, o diagndstico da lesdo coldnica € realizado j4 na fase maligna, em torno
dos 45 anos de idade, com preferéncia para o lado direito do célon. Pode haver associacdo com tumores de endométrio na
mulher, estdbmago, pancreas, entre outros. E causada por mutacdo em genes de reparo do DNA (hAMSH2, hMLHI, hPMSI,
hPMS2, hMSHG6/GTBP). A colectomia total deve ser realizada em pacientes com cancer de c6lon e HNPCC. Se o tumor estiver
localizado no reto, a proctocolectomia total pode ser uma opgao. Em individuos portadores do defeito genético predisponente
ao HNPCC, porém, assintomadticos, a indicagao de cirurgias profildticas € controversa. Atualmente, podem-se identificar
individuos portadores de defeito genético herdado tanto na FAP como no HNPCC. Esses testes baseiam-se no estudo direto
dos genes responsaveis pela respectiva doenga ou pela proteina produto dos mesmos. E de suma importincia uma abordagem
multidisciplinar de pacientes portadores de FAP ou HNPCC, pois existe uma preocupagao ética muito grande na realizagdo dos
testes genéticos de predisposi¢do, considerando suas conseqiiéncias psicol6gicas e sociais.

Unitermos: Polipose adenomatosa familiar; FAP; Adenoma; Céncer colorretal hereditdrio sem polipose; HNPCC; Testes
genéticos.

INTRODUGCAO

O organismo humano é composto por células somaticas
e germinativas. As células somadticas dividem-se por mitose,
constituindo a maior parte dos tecidos humanos. No intestino
grosso, o objetivo maior das mitoses € a reposigao das células
da mucosa que morrem naturalmente de forma programada,

processo chamado de apoptose. As células germinativas divi-
dem-se por meiose, sendo representadas pelos gametas, liga-
dos areproducdo e transmissio de caracteristicas hereditérias,
inclusive defeitos genéticos predisponentes para tumores
colorretais.

A carcinogénese colorretal é complexa, multicausal e
composta de vdrias fases. Entre os possiveis agentes causais
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estdo os fatores extrinsecos, principalmente relacionados a
dieta rica em gorduras animais e pobre em fibras vegetais,
que podem levar as células colnicas a mutagdes genéticas
adquiridas, também chamadas de somadticas. Mutagdes herda-
das, ou germinativas também podem ser consideradas como
fatores causais iniciais importantes no aparecimento do cancer
colorretal (CCR), pois individuos que jd nascem com esses
defeitos genéticos tém os primeiros passos da carcinogénese
completos, aumentando a chance e diminuindo o tempo para
o aparecimento do tumor.'

Nio houve alteracdo significativa na taxa de cura do
CCR nas dltimas décadas, porém, com 0s avangos no campo
da genética molecular enfocando principalmente a progressio
tumoral, o entendimento dos mecanismos de carcinogénesc
torna-sc dia a dia mais proximo. Alguns estudos demonstram
claramente que o cincer € uma doenga genética. ou seja. rela-
cionada a mutagdes nos genes que comandam o equilibrio da
divisio celular?Esse equilibrio é dado basicamente pelo fun-
cionamento harménico de dois tipos de genes: os oncogenes
¢ 0s genes supressores de numor. O primeiro grupo estimulando
¢ o segundo freiando a divisao celular.

O CCR quase sempre tem inicio em pélipos adenomiiu-
s0s.' ¢ entender o processo de transformacio dessas lesdes
niio ¢ fungdo apenas de biélogos moleculares, pois todos os
profissionais envolvidos no tratamento dos pacientes devem
estar afeitos a essa fisiopatologia. Além das alteragdes gendé-
ticas predisponentes ao CCR estarem relacionadas ao prog-
nostico de sobrevida, seu conhecimento abre novos caminhos
para o diagnéstico pré-clinico da doenga, possibilitando a
identificagdo, acompanhamento e tratamento precoce dos pa-
cicntes.

TUMORES COLORRETAIS HEREDITARIOS

A incidéncia de CCR no Brasil em 1996 foi de 17 mil
casos novos, com uma discreta predilecio pelo sexo femini-
no.* Esse numero demonstra que € o quinto tumor mais fre-
qliente. ficando atrds do cincer de mama, estdmago, pulmio
¢ colo uterino.” Atualmente, existe controvérsia sobre a inci-
déncia do CCR hereditdrio, com variagio na literatura entre
6% e 15%.* Assim sendo. se considerarmos a incidéncia global
de CCR no Brasil em 1996 somariamos um total absoluto entre
[.020 ¢ 2.550 casos de tumores hereditdrios por ano.

Os CCR hereditdrios podem scr divididos em dois gru-
pos: a polipose adenomatosa familiar (FAP), que representa
cerca de 1%, e o cincer colorretal hereditirio sem polipose
(HNPCC}. que representaentre 5% ¢ 14% das causas de cancer
no intestino grosso.'®!?

Essa variagdo de incidéncia esta na dependéncia do
critério usado para caracterizagio do HNPCC. alguns mais
rigidos. outros mais maledveis. E de suma importancia que
critérios padronizados internacionalmente scjam estabele-
cidos e seguidos, pois 6 assim saberemos a verdadeira inci-
déncia da doenga.

Polipose adenomatosa familiar (FAP)

A FAP ¢ uma doenga autossomica dominante, com pene-
trancia proxima de 100%, e se caracteriza pela presenca de
mais de cem poélipos adenomatosos no intestino grosso, po-
dendo esse nimero chegar até a milhares.® (Figura 1).

Figura | - Peca ciriirgica de proctocolectomia total demonstrando
polipose adenomatosa familiar com drea de transformagao
carcinomzatosa em reto alto

Geralmente, os pélipos comegam a crescer apos a puber-
dade, com manifestagdes clinicas entre a terceira e quarta
décadas de vida, sendo que a transformagdo maligna ocorre
em todos os casos nio tratados (Figura 1), levando ao dbito,
em média. em torno dos 435 anos de idade.’ Porém, existe des-
crigiio de crianga abaixo de 10 anos de idade com FAP esta-
belecidz. apresentando delegdo de cinco pares de base no
codon 1309 do gene APC.*

Podem ocorrer, com incidéncia varidvel, outras manifes-
tagdes clinicas associadas em pacientes portadores de FAP.
Pdlipos em outras localizagdes do trato gastrointestinal, prin-
cipalmente no duodeno e regido da papila duodenal, sdo extre-
mameni2 comuns, com incidéncia em torno de 70% dos paci-
entes ¢om FAP, Apds o diagndstico endoscdpico. esses
pacien:es devem ser seguidos rigorosamente e submetidos a

como p2.0 crescimento rapido, pois elas apresentam potencial
de maiigmizagdo.”

Osteomas também podem ocorrer, geralmente em mandi-
bula ou maxiia, como demonstrado na figura 2; porem, espes-
samen:.s corticais de ossos longos sdo os achados mais
comuns > algumas séries, podendo sera Gnica manifestagao
extrace.inica da FAP.
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Figura 2 - Paciente portador de FAP com osteoma de mandibula e
radiografia simples correspondente

Lesdes pigmentadas de retina sdo comuns, chegando a
acometer cerca de 80% dos casos de FAP ao nascimento, po-
dendo servir como um bom marcador clinico congénito para o
diagndéstico da doenga, principaimente nos casos onde as muta-
¢des ocorrem na porcao proximal do exon 15 do gene APC.*

Lesdes de pele, geralmente descritas como cistos sebd-
ceos, também sao relatadas como mais comuns na face, pesco-
¢o e bragos, porém, podem ocorrer em qualquer parte do corpo
e com incidéncia varidvel.

Os fibrossarcomas de baixo grau de malignidade, tam-
bém chamados na literatura de tumores desmaides, ocorrem
em cerca de 10% dos pacientes com FAP, Geralmente sio
intra-abdominais (mesentéricos ou de parede abdominal) ¢
conslituem importante causa de morte em casos tratados dos
p6lipos coldnicos.” O dnico tratamento efetivo para os tumo-
res desmdides, apesar das altas taxas de recidiva, € o cirdrgico,
através de uma ressecgiio adequada dentro dos padroes da
cirurgia oncolégica. O uso de medicagdes, tais como antiinfla-
matdrios ndo hormonais, agentes antiestrogénicos ¢ esterdi-
des, tem sido indicado em casos irresseciveis, porém, com resul-
tados desanimadores a longo prazo na maioria dos casos.'

TUMORES COLORRETAIS HEREDITARIOS

Tumores do sistema nervoso central também sio descri-
tos em associagao com FAP (Brain Tumor Polyposis — BTP
sindrome tipo 2), onde ocorrem mutagdes germinativas no
gene APC. Outra sindrome, chamadaBTP tipo 1, é descrita em
pacientes portadores de gliomas e adenomas colorretais, mas
sem a presenca de polipose. Nestes casos ndo sao encon-
tradas mutacoes no gene APC, mas sim em genes de reparo,
levando a erros de replicagdo no DNA, o que poderia sugerir
associagdo com HNPCC."

Tumores de supra-renal tém sido descritos como mais
incidentes em pacientes com FAP, mas esses achados podem
ser devidos arealizagio rotineira de exames de imagem aumen-
tando o nimero de casos diagnosticados involuntariamente.'?

A associagdo daFAP com carcinoma papilifero de tiredide
¢ rara, com descrigdo de menos de cingiienta casos na litera-
tura, mas deve ser lembrada."

A FAP é transmitida verticalmente, gera¢iio apds geracgdo,
sem preferéncia por sexo, sendo que cada filho de um casal
com um cdnjuge portador da doenca tem 50% de chance de
desenvolver pélipos.® E uma das doencas hereditdrias mais
estudadas atualmente, causada por alteragdes no gene su-
pressor de tumores APC (Adenomatous Polyposis Coli),
localizado no brago longo do cromossomo 5 (5g)."* O gene
APC possui 8.538 nucleotideos que codificam a proteina APC,
com 2.843 aminodcidos e peso molecular de 311,8 kDa.”
Apesar das mutagdes herdadas que inativam o gene APC
serem raras, como no caso da FAP (1% dos CCR), mutagdes
somdticas ou adquiridas na mucosa colnica sio comuns
nesse gene em pacientes portadores de CCR esporddico. Essas
muta¢des adquiridas do cromossomo 5q geralmente ocorrem
as custas de perda de heterozigosidade (LOH), ou também
chamada de perda alélica."'s Explicando melhor, quando anali-
samos o gene, apesar de apenas um dos alelos herdados
estar aletado grosseiramente na célula tumoral (perda de alclo,
por exemplo), a cépia remanescente do gene supressor no
outro alelo. aparentemente normal, apresenta alteragcdes mais
sutis, tals como mutagOes pontuais, pequenas inser¢des ou
delecdes, levando a sua inativagdo.'” Cerca de 50% dos CCR
esporddicos apresentam LOH para o cromossomo 5q, regido
em que estd localizado o gene supressor APC,"'7 de forma
muito semelhante as muta¢des encontradas nas familias porta-
doras de FAP. Pequenos adenomas e cerca de dois tergos de
todos os CCR apresentam mutagdes no gene APC. "7 Estudos
preliminares parecem mostrar que o gene supressor APC tem
uma agdo na regulacdo da expressiio do oncogene c-myc, ¢
uma perda dessa regulaciio scria responsdvel pela hiperex-
pressio de ¢-mye no CCR.M¥

Na FAP, as alteragOes mais comuns que oCorrem no gene
APC sdo insercdes ou mutagdes pontuais, geralmente no exon
15, que na maioria dos casos levam a producio de uma pro-
teina APC truncada, sem a fungiio da proteina selvagem ou
original.™

Uma das familas registradas no Hospital do Cincer A.C.
Camargo. Sio Paulo, apresenta uma mutacio tipo insergio
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no cédon 1291, exon 15G, do gene APC, 0 que causa uma
mudanca na fase de leitura na fita de DNA, levando a um
“stop codon” alguns nucleotideos adiante, como demons-
trado na Figura 3.*Isso faz com que a proteina produzida ndo
esteja completa (proteina truncada) e, consegiientemente, sem
sua fun¢do normal. No caso desta familia houve manifesta-
cdo de um fendtipo agressivo no intestino grosso, com varios
casos de malignizagdo de pdélipos em idade precoce, e de
vdrias manifestacdes extracoldnicas (Figura 4).

Amostra Exon Codon
SGO4 15G 1291

Insergio de "T"
AAT CAG ACG 3 AATCTA GAC

Proteina
Selvagem

>AAT CAG ACG ACA CAG GAA GCA GAT TCT GCT AAT >
Asn Gin Thr  Thr G Giu Ala Asp Ser Ala Asn

=
Proteina > AAT CTA GAC GAC ACA GGA AGC AGA TTC TGC TAA
Mutada  Asn  Leu Ala  Aia Thr  Gly Ser Arg Phe Cys Stop

Figura 3 — Mutac@o no eene APC levando a wma proteina nuncada
em familia com FAP

Gragas ao desenvolvimento de testes que analisam pro-
teinas sintetisadas in vitre (IVSP) ou lestes de proteina trun-
cada (PTT), hoje € possivel detectar uma proteina defeituosa
produto do gene APC alterado.'* Na andlise IVSP, o DNA do
individuo a ser testado € extraido de linfécitos do sangue
periférico, amplificado e transcrito em RNA, o qual € traduzido
na respectiva proteina, que por sua vez € estudada através de
eletroforese em gel. Uma pessoa sem FAP, ou seja, com dois
alelos normais, produz apenas uma banda no gel (os dois
alelos produzem a mesma proteina APC normal); porém, um
paciente portador de FAP, com mutagdo que leva a uma pro-
teina truncada, produz duas bandas, uma conseqliente a pro-
teina normal e outra a proteina truncada.”

Pacientes com fendtipo de FAP, mas sem manisfestagoes
extra-intestinais, podem nao apresentar proteina APC trun-
cada, ao passo que mutagdes nos cddons 1465, 1546 e 2621
estdo associadas a multiplicidade das manifestagoes extracold-
nicas.?!

Uma mutagio comumente encontrada em FAP estd loca-
lizada no cédon 1309, no exon 15G do gene APC, associada
com um fendtipo agressivo aparecimento mais precoce da
doenga e geralmente com necessidade de cirurgias mais am-
plas incluindo a retirada do reto.™

Além desse teste, outra maneira de se realizar o teste
cenético para identificac@io de portadores de FAP € através
do seqilienciamento direto do gene APC. Apos a extragdo do
DNA de linfécitos do sangue periférico, € realizada amplifi-
cacdo do segmento especifico que contém o gene APC utilizan-
do-se iniciadores de reacdo também especificos, através da
técnica de PCR (polymerase chain reaction). Assim, utilizan-
do-se seqiienciador automadtico computadorizado, teremos o
gene APC de ponta a ponta, com todos os nucleotideos, possi-

X

com CCR

>}

0 m—oO

SGO7 SGO1 SG02
com CCR
SGO6 SGOs5 SGO4 SGO3
apenas polipose com CCR com CCR com CCR

Figura 4 — Heredograma de familia portadora de FAP com vdrios
casos de CCR

bilitando a identificagdo de alteracdes sutis como a demons-
trada na figura 3.

E de suma importancia lembrar que o primeiro teste gené-
tico dentro de uma nova familia de FAP deve ser realizado
em um individuo sabidamente portador do fendtipo da doenga.
No caso de individuos sem o fendtipo da doenga, poderiamos
encontrar um resultado negativo para o teste € nao saberiamos
dizer se aquela familia ndo possui a doenca hereditdria ou se
aquele membro especifico ndo herdou o defeito genético.

TratamentodaFAP

O tratamento de pacientes com FAP € basicamente cirtir-
gico, com a retirada do intestino grosso. Em pacientes com
poucos pélipos no reto, este pode ser preservado, reconstru-
indo-se o trinsito intestinal com uma anastomose ileo-retal
(colectomia total).”? Pacientes submetidos a esse tipo de cirur-
gia devem ser acompanhados rigorosamente devido ao risco
de transformacdo maligna dos pdlipos adenomatosos retais
remanescentes. Se durante o acompanhamento houver sus-
peita de transformagdo ou aumento dos pélipos retais, o pa-
ciente deve ser reoperado para retirada do reto, preferencial-
mente com preservacio da fun¢io esfincteriana e da inerva-
¢do pélvica.

No caso de muitos polipos no reto. existe a necessidade
de suarcurada de inicio. A cirurgia indicada € a proctocolec-
tomia total com preservacio da fungio esfincteriana e da iner-
vagdo pélvica, sendo que a reconstrugdo do trinsito intestinal
¢ realizada através de anastomose ileo-anal.

A realizagdo de um reservatdrio ileai, usualmente em
forma de “J”, com a finalidade de aumentar a capacidade do
paciente para reter as fezes® se faz necessiria, como demons-
trado na figura 5.
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Figura 5 — Radiografia contrastada demonstrando reservatdrio

ileal em "J" utilizado para reconstrugdo do transito intestinal apés
nroctocolectomia total em paciente portador de FAP

O reservatdrio ileal e as anastomoses podem ser realiza-
ias através de suturas manuais ou mecinicas. No caso da
nastomose mecdnica, esta € realizada pela técnica do duplo
zrampeamento, que ndo permite a retirada do anel mucoso
:ntre a linha pectinea e a linha de secgdo do reto. Acreditava-
je que essa mucosa remanescente mantinha os riscos de malig-
1izagdo, porém, com o passar do tempo observou-se que este
‘ato ndo ocorre na pratica, consagrando a técnica do duplo
srampeamento como sendo a de primeira escolha, exceto em
:asos onde o canal anal acarpetado de pélipos ndo permita
;ua realizacdo. Nestes pacientes, a mucosectomia do canal
inal (entre a linha pectinea e linha de sec¢io do reto) deve
ier realizada, tomando-se cuidado para ndo causar lesdio do
ssfincter interno do anus, reconstruindo-se o transito intestinal
itravés de uma anastomose coloanal transanal manual, como
| proposta por Parks.

Atualmente, existe uma tendéncia na indicac¢io da proc-
ocolectomia total, pois a morbidade cirtirgica € relativamente
yaixa, com falha da bolsa ileal em torno de 7,7%, geralmente
yor sepse pélvica.”® Essa cirurgia evita que o paciente sofra
utura intervengdo para retirada do reto, jd que a chance de
ransformag@o maligna deste é de cerca de 25% em até 13
inos.2Em casos de FAP onde jd existe a transformagao malig-
1a dos pélipos adenomatosos, a cirurgia deve seguir 0s pa-
Irdes cldssicos da cirurgia oncoldgica, no que diz respeito as
nargens, linfadencctomias regionais ¢ resseccdo fechada do
NesorreLo.

Existem medicamentos que visam causar a regressio dos
¥6lipos do intestino grosso em pacientes com FAP. O mais
onhecido é o sulindac, um antiinflamatdrio nio-hormonal.
)s resultados de tratamento utilizando-se essa droga sio

ontroversos, sendo que alguns estudos mostram respostas
arciais nos pélipos localizados no coto retal apés colectomia
otal. A mesma droga nio tem agdo na regressio de pélipos
uodenais.”’

TUMORES COLORRETAIS HEREDITARIOS

Com a evolucio e a padronizagio do tratamento cirtir-
gico daFAP no que diz respeito ao intestino grosso, as causas
de dbito desses pacientes t€ém mudado nos tltimos anos,
deixando de ser por CCR e passando a ser geralmente devido
as manifestacdes extracoldnicas, principalmente os sarcomas
abdominais.*

Por se tratar de uma doenca hereditdria, como jd vimos,
causada por defeito genético especifico, acreditamos que
qualquer tratamento clinico que ndo tenha agé@o diretamente
na célula, no sentido de corrigir a falha do DNA, terd no maximo
um efeito transitério.

Cancer colorretal hereditario sem polipose (HNPCC)

Descrita pela primeira vez hd um século por Aldred
Warthin, através da “Familia G”, o HNPCC € uma doenca
autossomica dominante. com penetrancia entre 80% e 90%,
transmissdo vertical e sem preferéncia por sexo.?” Os pacientes
ndo apresentam as centenas de pdlipos adenomatosos como
na FAP, o que dificulta a identificagao clinica de portadores
da doenga; assim sendo. o diagnéstico geralmente é realizado

Jd na presenca de CCR.

Alguns estudos demonstram que a evoluc¢io do adenoma
para o adenccarcinoma ocorre de forma mais rdpida compara-
tivamente as lesdes esporadicas.® Muto et al*® sugerem que
na populacio essa transformagio demore entre 10 e 15 anos
para ocorrer. Porém, em pacientes com HNPCC esse processo
seria mais acelerado pela falta de eficiéncia nos processos
naturais da célula no reparo do DNA,* o que tornaria os ade-
nomas mais agressivos.”> Apesar disso, relatos de transfor-
magio maligna em intervalo menor que dois anos sdo raros.

Quando comparamos HNPCC com CCR esporddico, no-
tamos predilegao para acometimento do célon direito (68%
versus 49%), maior incidéncia de CCR sincrénico (7% versus
1%), maior incidéncia de CCR matacrdonico em dez anos (29%
versus 5%), manisfestacdo mais precoce da doenca, geral-
mente entre 40 e 45 anos de idade, além de melhores resultados
de sobrevida em cinco anos, talvez explicados pelo maior
nimero de diagnésticos precoces nestas familias.** Pode haver
associaciio com tumores de estdmago, pincreas, pelve renal,
intestino delgado e de endométrio na mulher.’* Muitas vezes,
o aparecimento de tumores extracoldnicos em outros membros
da mesma familia podem indicar a presenga da doenca, apesar
dos critérios de Amsterdam nfo incluirem essas leses.

Segundo os critérios de Amsterdam, o diagnéstico cli-
nico do HNPCC deve ser realizado baseado nas seguintes
caracteristicas da familia: trés membros com CCR em duas
geracdes diferentes, sendo que um deles deve ser parente em
primeiro grau dos outros dois e um deles com menos de 50
anos de idade. Atualmente, existe controvérsia quanto a ne-
cessidade de cumprimento integral desses critérios para a
caracterizagcdo daHNPCC, pois poderiamos deixar de realizar
o diagndstico em muitas familias onde existem evidéncias de
CCR hereditdrio, principalmente quando pacientes jovens sdo
acometidos.™ Além disso, estarfamos excluindo os casos de
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Tabela 1
Critérios de Bethesda para indicagdo de teste genético para
instabilidade de microssatélites em pacientes portadores de tumores
relacionados aoc HNPCC.“

1. Individuos com cincer que preenchem os critérios de Amsterdamn.

2. Individuos com dois tumores relacionados a0 HNPCC. incluindo
CCR sincrénico e metacrénico, ou tumores extracolonicos (endométrio,
oviro, estomago, hepatobiliar, intestino delgado, células transicionais
de pelve renal e ureter).

3. Individuos portadores de CCR e um parente em primeiro grau com
CCR e/ou wwmores extracoldnicos relacionados ac HNPCC e/ou
adenomas colorretais. Um dos tumores diagnosticados antes do 45
anos e 0s adenomas antes dos 40 anos de idade.

4. Individuos com CCR ou cancer de endoméirio diagnosticado antes
dos 43 anos de 1dade.

3. Individuos com CCR em célon direito com padrio histologico
indiferenciado diagnosticado antes dos 45 anos de idade (padrio sélido/
cribriforme *)

e 5% no hPMS2. A fungdo desses genes € produzir proteinas
que reconhecem e reparam o DNA apds possiveis erros de
replicagio, por isso sdo chamados de genes de reparo (mis-
match repair genes).

Os genes de reparo desempenham papel de extrema im-
portéincia na célula, funcionando como verdadeiros controla-
dores de qualidade, reconhecendo e reparando falhas, manten-
do a fidelidade do DNA durante a replicagdo. Essas falhas
podem ocorrer por pareamento incorreto das bases ou por
deslizamento do enzima DNA polimerase na fita molde durante
a divisdo.™

A figura 6 demonstra mutacdo no gene AMSH?2 diagnos-
ticada em familia registrada no Hospital do Cancer A.C. Camar-
0, Siio Paulo, portadora de HNPCC, que preenche os critérios
de Amsterdam. Houve deleciio da base G nocddon 417, exon
7, mudando a fase de leitura doDNA e levando a uma proteina
truncada alguns nucleotideos adiante. O heredograma da
mesma familia ¢ demonstrado na figura 7.

| 6. Individuos com CCR com padrio histolégico em ane! de sincte
| tmais de 30%) diagnosticado antes dos 45 anos de idade.

7. Individuos com adenomas colorretars diagnosucados antes do 4u
anos de dade.

* Definido coma pouce diferenciado ou indiferenciado: carcinoma
camposio por células eosinofilicas grandes. irregulares e silidus, contendo
peguenos espagos simulando glandulas.

tumores extracoldnicos ndo previstos, por isso, novos critérios
1&m sido estudados. ™" A tabela 1 demonstra em linhas gerais
as caracteristicas dos pacientes com maior risco de serem
portadores de HNPCC, candidatos aos testes genéticos de diag-
néstico molecular.™

Familias com forte evidéncia clinica de HNPCC, mas sem
preenchimento completo dos critérios de Amsterdam, podem
ter mutacOes germinativas encontradas em cerca de 60% das
vezes.™ Por outro lado, outros estudos demonstram que a
taxa de positividade para muta¢des nos mesmos gencs em
familias com fenétipo tipico de HNPCC pode cstarentre 23%
¢ 30%." Esses resultados controversos indicam a necessidade
de maior conhecimento das causas genéticas da doenga.

Atualmente, conhecemos os principais genes de reparo
que, se mutados, predispdem ao HNPCC ¢ suas respectivas
localizacdes no genoma: gene AIMSH2 (human mutS homolog
2)—brago curto do cromossomo 2 (2p): genc AMLH] (human
mutL homolog 1) - brago curto do cromossomo 3 (3p); gene
11°A18/ (human postmeiotic scgregation 1) — braco iongo do
sromossomo 2 (2q); gene 1PMS2 (human postmeiotic homolog
2) — brago curto do cromossomo 7 (7p). Além dzsses genes,
-ecentemente foi descrito o gene AMSHG6/GTBP. que também
sredispde ao HNPCC, porém, ainda pouco cstudado.™ ™
Apesar da controvérsia nos niimeros, parece que metade dos
:asos diagnosticados de HNPCC pode apresentar mutagocs
10 gene iMSH2, cerca de 30% no gene hMLH T, 5% no hiPMS ]

-

> CCT AAT GTT ATA CAG GCT >

417

Tipo selvagem

> CCT AAT TTA TAC AGG CTC >
o A T S

Mutado

Figura 6 - Magdo diagnosticada no gene hMSH2 em familia
poriadora de HNPCC

O risco de um paciente do sexo masculino portador de
mutacio herdada predisponente a0 HNPCC desenvolver CCR
¢ de 74%, ao passo que as mulheres 1ém um risco menor, em
torno de 30%, porém, com o risco de cancer de endométrio
de cercade 42%, o que reforga a necessidade de acompanha-
mento ginecolégico.?! Estudos correlacionando o fendtipo
com o gendtipo de familias portadoras de HNPCC indicam
que mutagdes no gene MSH?2 estao relacionadas com maior
numero de casos de cincer de endométrio associado ao CCR,
enquanto mutagdes no gene NMLHI mais relacionadas ao
CCR isolado.

Quando tecido tumoral de pacientes portadores de HNPCC
¢ analisado. encontra-se instabilidade genética em seqiiéncias
repetitivas de bases no DNA, também chamadas de micros-
satélites. cuja funcio ainda é desconhecida. Essa instabilidade
ocorre devido a deficiéncia dos genes de reparo, o que carac-
leriza esses lumores como positivos para erros de replicagio,
ou RER+. ou ainda fendtipo RER.* Porém, entre 12% ¢ 15%
dos pacientes com CCR esporddico. sem historia familiar, tam-
bém podem apresentar testes positivos para RER niio cau-
sados por mutagdes somdticas nos genes responsdveis pelo
HNPCC, o que indica outro mecanismo de carcinogénesc ainda
desconhecido. Sdo individuos geraimente jovens, quasc
sempre abaixo de 40 anos, ¢ com melhor prognéstico de sobre-
vida quando comparados com aqucles sem fendtipo RER (68%
versus 32 em cinco anos).*
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Figura 7 — Heredograma da mesma familia portadora de HNPCC
citada na figura 6

Os testes genéticos usados atualmente para identificagio
de HNPCC podem ser realizados por andlise de IVSP/PTT, da
mesma forma como na FAP, ou através de segiienciamento
direto dos quatro genes de reparo mais conhecidos ja citados,
responsdveis por cerca de 90% dos casos. Importante lembrar
que, pelo mesmo motivo exposto para a FAP, o primeiro teste
genético em uma familia suspeita de HNPCC deve ser feito em
um individuo portador de CCR.

Qutra maneira de se realizar o teste genético € pesquisar
o fenétipo RER no tecido tumoral de pacientes suspeitos de
HNPCC, mesmo sabendo da possibilidade de resultado falso-
positivo em cerca de 15% dos casos, como jd comentamos.
Nos casos RER+ existe a necessidade de confirmacdao do resul-
tado do teste através de seqiienciamento direto dos genes de
reparo e localizagdo do defeito genético especifico.™

Tratamento do HNPCC

A indicagio de tratamento no HNPCC é mais complexo
do que naFAP, pois ndo existem as centenas de pélipos adeno-
matosos benignos que podem se desenvolver até por anos
antes da transformacdo maligna, permitindo uma cirurgia pla-
nejada. O aparecimento do CCR em pacientes portadores de
HNPCC pode advir de p6lipos adenomatosos isolados ou de

TUMORES COLORRETAIS HEREDITARIOS

carcinomas de novo, que, como j4 vimos, se comportam de
forma agressiva.

Para podermos planejar a orientagéo de pacientes porta-
dores de HNPCC antes do aparecimento do cancer, temos que
dividir esses pacientes assintomdticos em trés grupos: 1) sabi-
damente portadores de defeito genético herdado; 2) sabida-
mente nio portadores de defeito genético herdado; 3) sem
condic@es de realizar o teste genético de predisposigao.

No primeiro grupo existe controvérsia na realizacao ou
nio de uma colectomia total profildtica, com anastomose ileor-
retal, pois como a penetrancia do gene que causa a doenca
estd entre 80% e 90%, estariamos operando um grupo de pa-
cientes desnecessariamente. Além disso, apesar de pequena,
existe a morbi/mortalidade do tratamento cinirgico e achance
de aparecimento de tumores em outros 6rgaos ja citados, in-
clusive no reto remanescente apés colectomia total, que apre-
senta risco de cincer de 12% em 12 anos.*

Como a mutagao no HNPCC € herdada ou germinativa, o
defeito genético estd em todas as células do paciente ¢ ndo
haveria sentido em realizar ressec¢des maltiplas profildticas
de todos os orgios alvo, baseando-se no provdvel fendtipo
da doenca. inclusive histerectomias.*® Entretanto. a contro-
vérsia sobre as cirurgias profildticas existe, mas com uma
tendéncia mundial em ndo realizd-las como procedimentos
padrio em individuos assintomadticos portadores do defeito
genético predisponente ao HNPCC. A conduta mais aceita é
0 seguimento rigoroso com colonoscopia anual ou bianual,
iniciando-se com a idade de 25 anos, endoscopia digestiva
alta e exames de imagem abdominal e pélvico (ultra-sono-
grafia, tomogralia computadorizada ou ressonancia nuclear
magnética). Ao nosso ver, atualmente, a melhor conduta € o
esclarecimento total do paciente e de sua familia sobre a do-
enca e todos os riscos de aparecimento de cincer. Assim,
uma decisdo consciente do paciente em conjunto com 0 mé-
dico e a equipe multidisciplinar deve ser tomada. Alguns auto-
res indicam rotineiramente a colectomia total, referindo tratar-
se de um procedimento de baixa morbi/mortalidade, e, que,
além de oferecer boa qualidade de vida aos individuos a ela
submetidos. evitaria o aparecimento do CCR em cerca de 80%
dos casos onde o gene teria sua penetrancia ativa.*

No segundo grupo de pacientes, ndo hd controvérsia,
pois como os individuos nao sao portadores do defeito gené-
tico, eles 1€m o mesmo risco da populagdo em geral paradesen-
volver CCR. Assim sendo, seu seguimento deve ser feito
somente em casos com sintomas clinicos especificos.

No tereeiro grupo — dos individuos assintomdticos que
nio sabem sc sio ou nio portadores dec defeito genético
herdado - ndo deve haver indicagao de cirurgias profildticas,
mas sim de seguimento rigoroso com exames periddicos. co-
mo se todos fossem portadores do HNPCC (primeiro grupo).
Esse seguimento ¢ feito apesar de sabermos que metade dos
individuos de uma mesma familia nio apresenta o defeito
genético. de acordo com a heranca mendeliana cldssica para
doenca yencética autossdmica dominante, com um dos pais
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heterozigoto. Por isso, sempre que possivel, devemos realizar
testes genéticos para identificar os portadores de mutagdes
predisponentes ao HNPCC, pois estariamos excluindo 50%
dos casos do acompanhamento ¢ dos exames, diminuindo
expressivamente custos financeiros e nao causando estresse
emocional desnecessério.

Nos pacientes que jd se apresentam com cancer no célon,
a cirurgia estd indicada e deve ser a colectomia total com
fleorreto anastomose, pois sabemos do risco aumentado de
CCR sincrénico e metacrénico. Mesmo os pacientes subme-
tidos a colectomia total devem realizar retoscopias anuais,
devido ao risco elevado de cincer retal. No caso do tumor
estar localizado primariamente no reto, existe controvérsia,
mas a tendéncia € que a cirurgia indicada seja a mesma utilizada
cm pacientes com FAP e comprometimento retal, ou seja, a
proctocolectomia total com bolsa ileal em “J” ¢ anastomose
coloanal através da técnica de duplo grampeamento, seguindo
todos os principios da cirurgia oncoldgica cldssica.

Orientacao genética

O estabelecimento de uma rotina de atendimento das
familias portadoras de CCR hereditdrio ¢ muito importante,
principalmente para a organizacio do registro, coleta de mate-
rial biolégico para os testes genéticos e acompanhamento
através de tratamento multidisciplinar.*

Quando um paciente tem suspeita clinica de CCR here-
ditdrio, este deve ser orientado detalhadamente sobre sua do-
enca. As decisdes de conduta, tanto para a FAP como para o
HNPCC, devem ser tomadas em conjunto com o paciente,
que deve estar consciente do potencial de transmissdo para
os filhos, permitindo um planejamento familiar, ¢ de acordo
com todos os prés e contras dos métodos diagndsticos ¢ tera-
péuticos propostos.

O teste genético deve ser muito bem esclarecido, prin-
cipalmente com relagdo as suas limitagdes e sua confiden-
cialidade, que deve ser absoluta, evitando-se assim estressc
excessivo do paciente e possiveis problemas de discriminagdo
das empresas de satide ou de empregadores.

A coleta do material para estudo genético deve ser rea-
lizada preferencialmente em individuos maiores que 18 anos,
com consentimento escrito informado e assinado pelo paciente
ou responsdvel, onde devem estar relacionadas ¢ explicadas

as condi¢ces em que o teste é realizado. Porém, existem relatos
de testes realizados em menores de idade com consentimento
dos pais, inclusive com 6timos resultados na esfera psico-
l6gica.®®

Nos Estados Unidos e Europa existem intimeros servi-
¢os especializados no atendimento de familias portadoras de
tumores com cardter hereditdrio. Segundo relato do Instituto
Nacional de Cancer dos Estados Unidos (NCI), em 1995 exis-
tiam 41 centros de atendimento para familias com tumores
hereditdrios no pars.*’

Alguns modelos de atendimento sdo propostos por dife-
rentes autores. Lynch et al ** propdem um modelo de avalia-
¢do genética para cancer hereditdrio, que inclui um questio-
ndrio, apoio clinico, reunido de familia e educagio da familia.
Qutra proposta recomenda histéria familiar completa, exame
fisico, exames de laboratdrio, teste psicol6gico, orientagdo
genética e psicolégica, além de um programa de suporte a
longo prazo.* Mulvihill* afirma que o cuidado com familias
portadoras de tumores hereditdrios deve ser total, com orien-
tacio genética formal desde o diagnéstico, tratamento e acom-
panhamento dos pacientes, colocando os riscos da doenga e
sua transmissdo para cada membro da familia.

No Departamento de Cirurgia Pélvica do Hospital do
Cancer A.C.Camargo, em Sio Paulo, contamos com um servico
multidisciplinar de alendimento a pacientes e familias de porta-
dores de CCR hereditdrios. incluindo cirurgido, clinico, gene-
licista, psiquiatra, assistente social e bidlogo molecular. Atual-
mente estao registradas 35 familias portadoras de CCR here-
ditdrio, atendidas com suporte global desde o diagndstico
clinico até o molecular, passando pela orientagao genética e
psicoldgica.

Um ponto de extrema importancia para a oncologia em
geral é adisseminag@o de informacgdes sobre o assunto, tanto
para os médicos, desde a formagao académica, como para a
populacao. Somente através da educagao da populagao e da
formacdo adequada de novas geragdes de médicos é que
mais diagnésticos de adenomas, de CCR precoces e de familias
portadoras de tumores hereditdrios, ndo apenas colorretais,
serdo realizados, com encaminhamento, entio, para institui-
coes de atendimento tercidrio ou especializado, dando inicio
ao processo do tratamento ainda em fase adequada, evitando-
se assim 6bitos pela doenca.

ABSTRACT

About 15% of the colorectal nunors are hereditary. There are two main groups: the familiar adenomatous polyposis (FAP)
and the non-polyposis colorectal cancer (tHNPCC), both antosomal donunant diseases. Parients with FAP present hundreds
to thousands of adenomas in colorectum, usually afier puberity. The cause of FAP is mutation of the adenomatons polyposis
coli (APC) gene, located on long arm of chromosome 5 (5q). Patients who have not uncergone to colectomy, the only
treatment avaiable, will develop colorectal cancer and die at the age of 45 vears. Extracolonic manifestations can occur:
gastric and small bowel adenomas, soft tissue nunors, retinal pigmentation, osteomas. Patients with HNPCC do not present
hundreds of benign polyps, but already a solitary colorectal cancer. This discase is caused by multations in one of the several
mismatch repair genes (NnMSH2, hMLH 1, hPMS1, hPMS2, hPMS6/GTBP). The average age of the diagnosis, is 45 vears and

278 — Revista do Colégio Brasileiro de Cirurgides — Vol. XXV —n®4



TUMORES COLORRETAIS HEREDITARIOS

usually the disease produces cancer in the right colon. Other carcinomnas can occur: endometrial, stomach, pancreas and
others. Prophylactic surgery in asymptomatic gene carriers are controversial. Nowadays it is possible to identify asymptomatic
genes carriers of FAP and HNPCC by genetic testing. The analysis can be done by direct gene sequencing or by in vitro
synthesized protein assay (IVSP), which finds defective truncate proteins. Genetic testing for hereditary forms of colorectal
cancer requires not only an appropriate laboratory, but genetic counseling with an ethical multidisciplinary approach

considering the psychological and social consequences.

Key Words: Familial adenomatous polyposis; FAP; Adenoma; Hereditary non-polyposis colorectal cancer; HNPCC; Genetic

rests.
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37

A taxa de deteccdo de mutacoes, encontrada nas familias suspeitas

de HNPCC que participaram deste estudo foi de 10/25 ou 40%;

A taxa de deteccdo de mutagoes foi maior no gene hMLH1 (8/25 ou

32%) em relacdao ao gene hMSH2 (2/25 ou 8%);

Das nove diferentes mutacgoes detectadas, sete ainda ndo haviam

sido descritas na literatura (7/9 ou 77,8%);

Apenas 30% das familias com mutacoes detectadas preenchiam os

Critérios de Amsterdam para diagnostico clinico de HNPCC;

A suspeita clinica de HNPCC, baseada nos Critérios de Bethesda, €
fundamental, devendo ser indicativa para testes moleculares de

rastreamento da doenca.
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