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RESUMO

Nakagawa WT. Correlacdo clinico-molecular em pacientes portadores
de cancer pertencente a familias com suspeita de Sindrome de Lynch.

Sao Paulo; 2010. [Tese de Doutorado-Fundacao Antonio Prudente]

Introducéo - A Sindrome de Lynch é uma doenca hereditaria que predispoe
aos tumores colorretais, entre outros tumores, em idade precoce, com
padrao de heranca autossémica dominante, representando a principal causa
de hereditaria de cancer intestinal. Os genes de reparo defeituosos sao
responsaveis pela sindrome e podem ser identificados através dos testes de
sequenciamento dos genes. Os genes MLH1 e MSH2 s&o responsaveis por
mais de 85% das mutagdes germinativas encontradas nestas familias. O
restante sdo causadas por outros genes de menor incidéncia, MSH6 e
PMS2. A correlagao clinico-molecular foi avaliada mais extensivamente em
populacdes norte-americanas, com poucos estudos com a populagdo
brasileira. Objetivos - Este estudo tem como objetivo avaliar a correlagéo
clinico-molecular de dados referentes aos pacientes com suspeita de SL,
assim como de dados de membros da familia com cancer relacionados a
sindrome. Materiais e métodos — foram estudados 43 pacientes probandos
e os familiares selecionados a partir de casuistica do Hospital A.C. Camargo
que preenchiam os critérios clinicos para SL, Amsterdam | ou Il e também
pacientes com critérios de Bethesda que apresentassem mutagdo em
qualquer dos genes de reparo. Todos os pacientes foram submetidos a
pesquisa de mutagdes, por sequenciamento direto, nos genes MLH1 e
MSH2 e nos casos inconclusivos foram avaliados também para os genes
MSH6 e PMS2. As variaveis clinicas, anatomopatolégicas e dados familiares
foram correlacionados com as informacgdes obtidas dos estudos moleculares.
Para a averiguacdo de associagbes entre variaveis foi realizada analise
univariada, através do teste qui-quadrado ou exato de Fisher, e a sobrevida

dos pacientes probandos através do método de Kaplan-Meier. Resultados -



A frequéncia de identificacdo de mutacdo patogénica nos genes de reparo
foi de 60,2%, em 26 probandos. A maioria das mutagcbes ocorreram em
genes MSH2 e MLH1 com 11 em cada gene. Mutagdo em PMS2 e MSH6 foi
encontrado em 2 individuos cada. Correlacionado os fatores clinicos com o
achado de mutacgao os fatores estatisticamente significante foram: tumor de
colon de localizacado proximal, relagdo de numero de individuos com cancer
na familia com numero total de individuos na familia, alteragdo de
imunoistoquimica em proteinas de reparo e alteragao especifica de PMS2.
Apresentaram relagdo inversa com achado de mutacdo a presenca de
tumores de SNC nas familias. A correlagdo especifica com mutacédo em
gene MSH2 mostrou correlagdo com infiltrado linfocitario em CCR do
probando e a presenca de adenomas na familia, além de auséncia de
expressao de proteina MSH2 e MSH6 nos tumores do probando e relacéo
negativa com auséncia de proteina PMS2 e presenca de tumor de mama na
familia. A correlagédo realizada com mutagdo em gene MLH1 observou se
relagdo com CCR de localizagdo proximal, idade < 50 anos em familiar com
CCR, densidade de tumor na familia e auséncia de expressao de proteina
PMS2 no tumor. Apresentou relagdo negativa com a expressdo das
proteinas MSH2 e MLH1. Concluséo: Foram identificados variaveis clinicas
que diferenciam as familias com mutac¢ao (Sindrome de Lynch) das que nao
apresentam a mutacgdo (Sindrome X). ldentificou-se diferengas clinicas em
relagdo a mutacdo nos genes MLH1 e MSH2 podendo indicar uma

correlagao genotipo-fenétipo na SL em familias brasileiras.



SUMMARY

Nakagawa WT. [Clinical-molecular correlation in patients with cancer
related to a Lynch Syndrome suspected families]. Sdo Paulo; 2010 [Tese

de Doutorado-Fundag¢ao Antonio Prudente]

Introduction: Lynch Syndrome (LS) is an inherited disease with high-risk for
colorectal cancer (CRC), as well as other tumors, onset in an early age, in an
autosomal dominant pattern and represent the most common hereditary
cause of CRC. The mismatch repairs (MMR) genes deficiency are
responsible for the syndrome, and the genes sequencing tests can identify it.
The MSH2 and MLH1 genes are responsible for more than 85% of known
germiline mutations in these families. Other low incidence genes, MSH6 and
PMS2, cause the rest of disease. The clinical-molecular correlation has been
studied more extensively in North America and Europe populations, and
there is only a few series including Brazilian population. Objectives: The aim
of this study is making a clinic-molecular correlation of LS suspect patients
and their families’ data and the results of genes mutations analyses. Material
and methods: 43 fulfilled Amsterdam | or |l criteria patients and Bethesda
criteria with MMR genes mutation patients were selected for the study. All the
patients were submitted to MMR genes mutations analysis by direct
sequencing in MLH1 and MSH2 genes. When it was lack of mutation in that
genes it was tested for MSH6 and PMS2. Clinical, pathological and families
variables were correlated with genes mutations or not in a univariated
analysis, using qui-square test or Fisher exact Test, and the proband survival
was analyzed with Kaplan-Meier method. Results: A pathogenic MMR genes
mutations identification frequency was 60,5%, in 26 proband patients. The
majority of mutations were found in MSH2 and MLH1 genes, eleven
mutations in each gene. PMS2 and MSH6 were found in 2 probando each. A
correlation of clinic a mutation finds we detect statistically significant

difference in: proximal location of CRC, tumor density in a family (number of



kindred with cancer in a family and total number of family members)
immunohistochemistry of MMR proteins alterations in PMS2. There were
inverse relations with central nervous system tumors in a family. A specific
MSH2 gene mutation was studied in a correlation and we find lymphocyte
infiltrating in the proband CRC, adenomatous polyps in the family, and
negative expression of MSH2 and MSH6 proteins in the proband tumor. We
find a negative relation with lack of PMS2 protein and presence of breast
cancer in the family. Mutations in MLH1 genes were correlated with proximal
location of colon cancer, early age under 50 years old in family CRC, density
of tumor in family and negative expression of the PMS2 protein in the tumor.
We find a negative correlation with expression of MSH2 and MSHG6 proteins.
Conclusion: we identify differences in the HNPCC families with and without
MMR genes mutation. We find some clinical differences between MSH2 and
MLH1 genes mutations, showing the correlation of genotype-phenotype in

Brazilian LS.
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1  INTRODUCAO

O cancer é considerado uma doencga genética, resultado de acumulo
de defeitos sucessivos no genoma que promovem uma vantagem seletiva do
tecido neoplasico frente ao normal, e se caracteriza por um comportamento
agressivo. A grande maioria dos céanceres tem origem esporadica,
determinada por mutagdes somaticas, ou seja, adquiridas ao longo da vida,
e menos de 10% sao hereditarias. Nestas, as alteracbes sado transmitidas
hereditariamente determinadas por mutagbes em genes especificos e
resultam em elevado risco de desenvolvimento de céncer e transmisséo de

geragao a outra.

1.1 CANCER COLORRETAL

O cancer colorretal (CCR) é o quarto tumor mais comum em
incidéncia no mundo, apds os de mama, prostata e pulmdao com uma
incidéncia estimada em 2008 de mais de 1.200.000 casos novos
(GLOBOCAN 2008). O adenocarcinoma colorretal representa mais de 90%
dos tumores malignos que acometem o intestino grosso. No Brasil, segundo
o Instituto Nacional do Cancer, a estimativa para o ano de 2010 é de 29.110
casos novos de CCR, sendo 13.310 em homens e 14.800 em mulheres
(Ministério da Saude 2009). Nas regides mais desenvolvidas do pais, sul

(incidéncia de 20/100.000) e sudeste (incidéncia de 19/100.000), chegam a



apresentar uma incidéncia estimada de até 5 vezes a das menos
desenvolvidas, nordeste (incidéncia de 5/100.000) e no norte (incidéncia de
4/100.000). Nas areas mais desenvolvidas do Brasil representam o terceiro
tumor mais freqiente no homem e o segundo na mulher (Ministério da
Saude 2009).

Apesar dos indiscutiveis avangos nas praticas clinicas e cirurgicas no
tratamento do CCR, a taxa de mortalidade pouco se alterou nos ultimos 40
anos e a sobrevida global apés 5 anos se mantém em cerca de 50%
(GLOBOCAN 2008). A melhoria nos métodos de rastreamento e de
deteccgao precoce surtem melhores efeitos com a deteccdo dos tumores em
estadios mais precoces e neste sentido a identificagdo de familias de
elevado risco para tumores, como no caso de tumores hereditarios, € uma
pratica eficaz na reducdo na mortalidade por cancer.

Os tumores colorretais podem ser classificados de acordo com o
historico familiar em: esporadicos, familial e hereditario. A forma esporadica
da doenca, naquela em que nao se verifica predisposicdo hereditaria ou
familial, representa cerca de 75% a 80% dos casos de cancer colorretal, com
idade de diagndstico em torno de 65 anos. Nestes casos, 0os danos ao DNA
sao supostamente causados pela interacdo com o0 meio ambiente, em
especial fatores dietéticos ou pelos efeitos do envelhecimento tecidual,
sendo as alteragdes genéticas de origem somatica. Com uma incidéncia de
15 a 20% encontra-se o grupo de tumores denominados de familial, no qual
se observa um aumento no numero de individuos com CCR dentro da

familia, mas sem critérios para estabelecer como doencga hereditaria



reconhecida. Estes podem ser determinados por fatores hereditarios por
genes de baixa penetrancia ainda desconhecidos, compartiihamento de
fatores ambientais comuns na familia ou genes que aumentam a
suscetibilidade ao cancer, como alguns polimorfismos. O restante de cerca
de 5% a 10% dos tumores colorretais representam os tumores de origem
hereditarias conhecida, determinado por genes de transmissdo em sua

maioria autossdmica dominante, de elevada penetrancia.

1.2 SINDROME DE LYNCH

Em torno de 6% dos pacientes com cancer colorretal apresentam
predisposi¢cao hereditaria (FEARNHEAD et al. 2002), sendo que as
principais sindromes hereditarias relacionadas ao aparecimento de tumores
colorretais sao a Polipose Adenomatosa Familiar (FAP), caracterizada por
um grande numero de polipos adenomatosos ao longo do intestino grosso, e
o Cancer Colorretal Hereditario sem Polipose (HNPCC), também conhecido
como Sindrome de Lynch (SL), que é caracterizada pela presenga de um
reduzido numero de polipos e aparecimento de tumores colorretais em idade
precoce. A FAP ¢é responsavel por cerca de 1% dos casos de cancer
colorretal e a SL entre 3% e 5% (LYNCH et al. 1999, 2003; DE LA
CHAPELLE 2005; MECKLIN 2008). Estima-se uma incidéncia de 1/2.000 a
1/660, embora acredite-se que estes numeros sejam subestimados pela falta
de acuracia no diagnostico e pela penetrancia incompleta da doencga (DE LA

CHAPELLE 2005).



Nao existem dados sobre a incidéncia de HNPCC no Brasil, porém, se
considerarmos uma incidéncia de 5% dos CCR, teremos cerca de 1.450
casos novos, pertencentes a familias de HNPCC estimado para o ano de
2010 no pais, levando se em conta os dados do Ministério da Saude (2009).

Apesar do uso sem distincdo dos termos HNPCC e SL, existe
atualmente a tendéncia a utilizacdo do termo SL para as familias com
confirmacado molecular desta condicdo, enquanto que o termo HNPCC tem
um sentido menos especifico, definido por critérios clinicos, como por
exemplo os de Amsterdam. Pode-se ainda denominar este ultimo grupo em
familias com estudo molecular, mas sem detecgdao de mutacdo em genes de
reparo como Sindrome X (LINDOR et al. 2005).

O conhecimento das bases moleculares do HNPCC obteve um
grande avango nas Uultimas 2 décadas, com a descoberta dos genes
responsaveis. Hoje sabemos que se trata de uma doencga hereditaria,
autossbmica dominante, com uma penetrdncia de cerca de 80%,
caracterizada por um pequeno numero de polipos, e por tumores localizados
predominantemente no lado direito do colon. Embora, as pessoas
acometidas por esta sindrome apresentem um numero reduzido de polipos,
estes, geralmente, apresentam uma elevada taxa e velocidade de
transformacao e progressao para o cancer (RIJCKEN et al. 2002).

Esta sindrome esta associada a mutagdes germinativas em um grupo
de genes responsaveis pelo reparo do DNA durante o processo de divisao
celular: MSH2 (human mutS homolog 2), localizado no cromossomo 2p16

(FISHEL et al. 1993; LEACH et al. 1993); MLH1 (human mutL homolog 1),



no 3p21 (BRONNER et al. 1994 PAPADOPOULOS et al. 1994); PMS1
(human postmeiotic segregation 1), no 2931-33 (NICOLAIDES et al. 1994);
PMS2 (human postmeiotic segregation 2), no 7p22 (NICOLAIDES et al.
1994) e MSH6/GTBP (human mutS homolog 6), no 2p16 (DRUMMOND et
al. 1994; PALOMBO et al. 1995).

Células com o mecanismo de reparo defeituoso tém uma
probabilidade cerca de 1.000 vezes maior de acumular mutacoes,
acelerando, consequentemente, o processo de multiplos passos da
carcinogénese dos tumores colorretais (BHATTACHARYYA et al. 1994,
SHIBATA et al. 1994).

Embora grandes avangos na compreensao das bases moleculares da
SL tenham ocorrido nas décadas anteriores, o diagndstico ainda continua
eminentemente clinico. Além disto como ndo existem sinais ou
manifestagdes que identifiquem os pacientes portadores da doenga (com a
mutagcdo genética) antes do aparecimento do cancer, de maneira que os
dados clinicos do paciente e de sua histéria familiar adquirem importancia
fundamental (CHIALINA et al. 2006). Em 1991, o Grupo Colaborativo
Internacional (ICG/HNPCC) publicou os chamados Critérios de Amsterdam |
(VASEN et al. 1991), com a intengcdo de promover uma padronizagao

internacional no diagnéstico clinico do HNPCC. (Quadro 1)



Quadro 1 - Critérios de Amsterdam |.

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

- um dos membros parente em primeiro grau dos outros dois;

- pelo menos duas geracdes acometidas;

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

- exclusao de polipose adenomatosa familiar (FAP).

Os Critérios de Amsterdam | tiveram aceitacao internacional e séo de
extrema valia para a padronizagéo do diagnéstico clinico de HNPCC, porém,
foram criticados por serem muito restritivos, com baixa sensibilidade, e por
nao considerarem os tumores extracolonicos. Por isso, em 1999, 0 mesmo
ICG/HNPCC acrescentou aos critérios de 1991 novos itens para o
diagndstico clinico, criando desta forma os Critérios de Amsterdam Il

(VASEN et al. 1999) (Quadro 2).

Quadro 2 - Critérios de Amsterdam IlI.

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

- um dos membros parente em primeiro grau dos outros dois;

- pelo menos duas gerag¢des acometidas;

- pelo menos um dos membros com CCR e idade menor que 50 anos;
- exclusao de polipose adenomatosa familiar (FAP);

- adenocarcinoma de endomeétrio;

- adenocarcinoma de intestino delgado;

- carcinoma de células transicionais de vias excretoras renais (pelve renal e ureter).

O espectro de diagndstico da SL foi ampliado com os Critérios de
Amsterdam Il, entretanto, ainda existem criticas, principalmente devido a
dificuldade de diagnostico clinico em familias pequenas, com poucos

membros, fato este comum em paises do primeiro mundo.




O uso dos critérios de Amsterdam alcangou o0 seu propdsito original
de identificar familias com HNPCC, mas a sua baixa sensibilidade restringe
0 numero de pacientes que deveriam ser avaliados através de testes
moleculares (UMAR et al. 2004).

Em 1996, apdés um simpdsio internacional sobre HNPCC foi proposta
uma série de recomendacgdes, conhecidas como Critérios de Bethesda
(Quadro 3), para a identificagao de individuos com forte suspeita de SL que
deveriam ser submetidos a avaliacdo de instabilidade de microssatélites e/ou

teste genético (RODRIGUEZ-BIGAS et al. 1997).

Quadro 3 - Critérios de Bethesda.

- Individuos que preenchem os Critérios de Amsterdam;

- Individuos com dois tumores relacionados a sindrome, incluindo CCR sincrénico e
metacrdénico ou associado a tumores extracolénicos;

- tumores extracoldnico relacionado a sindrome e/ou adenoma colorretal; um dos
tumores diagnosticados antes dos 45 anos, e 0 adenoma diagnosticado antes dos
40 anos;

- Individuos com CCR ou cancer endometrial diagnosticado antes de 45 anos;
(solido/cribiforme) antes dos 45 anos;

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

- Individuos com adenomas diagnosticados antes dos 40

anos.

Posteriormente, em 2004, os Critérios de Bethesda foram revisados
em workshop do National Cancer Institute, conforme apresentado no Quadro

4 (URSO et al. 2008).



Quadro 4 - Critério de Bethesda revisado

- CCR diagnosticado em paciente com menos de 50 anos;

- Presenga de CCR sincrénico ou metacrénico ou outro tumor extracolénico
associado a sindrome, independente da idade;

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

- CCR diagnosticado em um ou mais parentes de primeiro grau com tumor
relacionado a sindrome, com um dos tumores tendo sido diagnosticado antes dos 50
anos;

- CCR diagnosticado em um ou mais parente de primeiro ou segundo graus com

tumores relacionados a sindrome, independente da idade.

* A histologia MSI-H representa a presenga de linfdcitos infiltrando o tumor, reacéao
linfocitica
Crohn-like, diferenciacdo mucinosa ou em anel se sinete ou padr&o de crescimento
medular.

Pacientes com diagnostico suspeito de HNPCC, segundo os Critérios
de Bethesda, tém indicacdo de pesquisa de instabilidade de microssatélites
em tecido tumoral, uma vez que este achado € um indicador fenotipico de
defeitos no sistema de reparo do DNA (BOLAND et al. 1998). O fato de mais
de 90% dos cénceres relacionados a SL exibirem instabilidade de
microssatélites sugere que esta técnica possa ser uma arma eficiente no
rastreamento e identificagcdo de individuos com elevada chances de serem
portadores de defeitos no sistema de reparo do DNA e, portanto, se alterado,
com recomendagdo de se submeterem ao teste genético através do
sequenciamento (AALTONEN et al. 1998; WIJNEN et al. 1998; LAMBERTI
et al. 1999; SALOVAARA et al. 2000; SAMOWITZ et al. 2001). Entretanto
uma parcela de 10 a 15% dos pacientes com tumores colorretais
esporadicos também apresentam este achado como resultado de alteracéo
epigenética, por metilagdo no promotor do gene MLH1 (CUNNINGHAM et al.

1998; LINDOR et al. 2006; LOUGHREY et al. 2007). Os tumores
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esporadicos com MSI-H tem sido associado com mutagdo somatica de gene
BRAF (mutacao especifica V600), mas nao € encontrada nos pacientes com
HNPCC, podendo servir como método de identificacdo dos pacientes sem
mutacao germinativa em gene de reparo. Para tanto realiza-se a avaliagao
de mutacao especifica de BRAF (V600E) (LOUGHREY et al. 2007; BESSA
et al. 2008).

Por outro lado, a grande maioria das mutagcdes nos genes MLH1 e
MSH2 resultam em expressdo anormal das respectivas proteinas nos
tecidos tumorais (THIBODEAU et al. 1996, 1998; CUNNINGHAM et al.
2001), portanto, uma outra arma diagndstica importante € a realizagdo de
testes por imunoistoquimica da expressao das proteinas de reparo. A
pesquisa de alteragdes nas proteinas MLH1 e MSH2, através da
imunoistoquimica, no tecido tumoral de pacientes suspeitos de HNPCC tem
se mostrado eficaz como exame de rastreamento para posterior indicacéo
do sequenciamento dos genes. As outras proteinas de reparo, PMS2 e o
MSH6 também sao utilizados com 0 mesmo propdsito. Uma outra vantagem
do método é o direcionamento da pesquisa um gene especifico por
seqiienciamento conforme os achados de imunoistoquimica. PINOL et al.
(2005) analisaram 287 pacientes da populacdo espanhola que preenchiam
os critérios de Bethesda e sugerem que tanto a analise de microssatélites
quanto o teste por imunoistoquimica possuem uma alta acuracia em
identificar dentre os pacientes com suspeita de HNPCC os portadores de

alteragbes nos genes MLH1 e MSH2.
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Nos casos positivos para instabilidade de microssatélites ou
alteracdes na imunoistoquimica é indicada a realizacdo do seqlienciamento
dos genes de reparo MLH1 e MSH2, estes responsaveis por até 60% dos
casos de HNPCC (PELTOMAKI et al. 1997; JIRICNY e NYSTROM-LAHTI
2000). Esses numeros tém uma alta variabilidade na literatura, mas acredita-
se que esses dois genes sejam os principais causadores da sindrome. Além
disto cerca de 2% a 10% das familias com SL apresentam mutagdées no
gene MSH6 (KOLODNER et al. 1999), portanto, caso o resultado do
sequenciamento dos genes MLH1 e MSH2 sejam normais em uma dada
familia com suspeita clinica de SL, o sequenciamento do gene MSH6 deve
ser considerado. O gene PMS2 é descrito como mutado esporadicamente
nas familias com HNPCC (PAPADOPOULOS et al. 1994) podendo ser
responsavel por cerca de 2 a 5% dos casos de HNPCC, podendo também
ser estudado na sequéncia.

Uma vez identificado, através do sequienciamento, o defeito genético
em um individuo indice, pertencente a familia que preenche os critérios
clinicos para HNPCC a pesquisa dessa mesma mutag¢ao pode ser estendida
para os demais membros e identificar, entre os individuos assintomaticos,
aqueles que sao portadores da predisposicdo ao cancer. Com isso, a
indicacdo dos exames habituais de rastreamento, como a colonoscopia, fica
restrita aos individuos portadores da predisposicdo e os demais membros da
familia, com teste negativo, sem detecgédo da predisposi¢cao genética, ficam
liberados do seguimento. Outro ponto de extrema importancia para a

realizacdo do teste de predisposicdo € o planejamento familiar, pois a
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probabilidade de transmissdo do defeito genético é de 50% nos casos em
que um dos pais seja portador da mutagdo. Quando nao ha a caracterizagao
molecular da alteragcdo genética, ndo se pode rastrear na familia os
membros assintomaticos portadores da predisposi¢cao e, nessa situagao,
todos os familiares continuam sob suspeita de possuir a predisposicdo ao
cancer, e, consequentemente, devem prosseguir com todos os exames de
prevencao. Nesta situacdo o teste molecular € denominado de inconclusivo,
pois podem existir outros genes envolvidos (ainda desconhecidos) ou haver
alteracbes nao detectadas pelos métodos utilizados. No caso do
sequenciamento alguns tipos de alteragbes nao sdo detectadas como € o
caso das grandes delegdes, rearranjos gendmicos e das duplicagbes de

DNA, sendo que sao todos considerados raros na SL.

1.3 ASPECTOS CLINICOS NA SL

1.3.1 TUMORES COLORRETAIS

Os pacientes com a SL apresentam risco aumentado de tumores
colorretais com uma taxa que varia de 50 a 80% ao longo da vida. Os
tumores séo de localizag&o preferencial em colon direito, proximal ao &ngulo
esplénico, isto ocorrendo em 70% dos pacientes com SL, enquanto que no
caso de tumores esporadicos isto ocorre em 49% (LYNCH e DE LA
CHAPELLE 1999). Ha uma tendéncia aos tumores multiplos no intestino
grosso podendo ocorrer de forma sincrénica em 18,1% comparado com a

taxa de 1% para os esporadicos. Os tumores colorretais multiplos
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metacronicos ocorre em 24,2% na SL, comparados com 5% nos tumores
esporadicos, podendo chegar a 40% em seguimento de 10 anos. A média de
idade de acometimento por CCR na SL é de 45 a 46 anos (FITZGIBBONS et
al. 1987). Observa-se uma menor taxa de tumores mais distais, em sigmoéide
e reto na SL de 23,3% versus 60% nos esporadicos (FITZGIBBONS et al.
1987).

Mesmo com conhecimento das caracteristicas clinicas dos CCR na
SL o reconhecimento da sindrome pode nao ser facil, em especial quando
ndo ha um histérico na familia tdo exuberante. Além disto existe a
possibilidade da mutacao de novo (STULP et al. 2006), ainda ndo muito bem
estabelecida a frequéncia na literatura para SL, em que o caso indice pode
ser a uma mutagao nova, que tenha dado origem dentro da familia, sem um
historico prévio na familia.

Uma outra caracteristica apontada na maioria dos estudos para a SL
€ a melhor sobrevivéncia dos pacientes com CCR. Isto € observado mesmo
ajustando os tumores com idade e estadio ao diagnéstico (WATSON et al.
1998; ELSAKOV e KURTINAITIS 2006). Tem se observado menor de
incidéncia de metastases hematogénicas e de comprometimento linfonodal
relacionados aos CCR na SL (JASS et al. 1994). SANKILA et al. (1996)
comparando CCR na SL com os esporadicos mostrou sobrevida em 5 anos
respectivamente de 65% contra 44%. Por outro lado, as caracteristicas
histopatolégicas dos tumores relacionado a SL sao contraditoriamente
relacionados com pior prognéstico, como por exemplo, a maior frequéncia de

tumores indiferenciados, mucinosos e em anel de sinete (DRESCHER et al.
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2010). As hipoteses para esta melhor sobrevivéncia os pacientes com SL,
também em comum com os tumores esporadicos com instabilidade de
microssatélites, esta relacionado com aumento de infiltragdo por células T
possivelmente por mecanismos inflamatérios e imunoldgicos (FISK et al.
1997; BENNETT et al. 1998; DOLCETTI et al. 1999; DRESCHER et al.
2009), reducgao da viabilidade das células tumorais devido a instabilidade
gendmica que determinaria o acumulo de mutagdes que tornaria a sobrevida
das células tumorais incompativeis (SANKILA et al. 1996; RHYU 1996) e a
natureza dipléide dos tumores relacionados a SL (KOURI et al. 1990; FREI
1992). SAMOWITZ et al. (2001) demonstraram o valor prognéstico da
condicdo do tumor com MSI-H estavam associados com presenga de
linfocitos citotoxicos ativos em tecido tumoral. Este fato deu suporte a
hipétese de que estes tumores podem continuamente produzir novos
epitopos imunogénicos como consequéncia de instabilidade do genoma
causado por defeito no sistema de reparo. A resposta imunolégica mais
ativada determinaria uma melhor resposta do hospedeiro frente ao tumor.

Estudos retrospectivos e prospectivos comparando os pacientes com
MSI-H com a utilizacdo de quimioterapia com 5-Fluorouracil (5-FU) com os
sem esta droga indicaram que os pacientes MSS com estadio clinico Il e I
se beneficiam da QT, enquanto que os MSI-H nao se beneficiaram (RIBIC et
al. 2003). O sistema de reparo intacto € necessario para a incorporagao do
5FU no DNA celular e determinar a morte celular (CARETHERS 2006).

As manifestacbes na forma de CCR nos pacientes com SL

apresentam também influéncia de fatores ambientais como a dieta,
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tabagismo e o estilo de vida. Pacientes com aumento de consumo de frutas
apresentam um reducao do risco e o habito de tabagismo na SL apresenta
um aumento no risco de desenvolvimento de tumores (BRAND et al. 2006;
DIERGAARDE et al. 2007; PANDE et al. 2010). Paciente com aumento de
indice de massa corporea apresentam um risco maior de adenomas

colorretais em especial no homem (BOTMA et al. 2010).

1.3.2 Tumores extracoldnicos

Os tumores extracoldnicos associados com a SL sao:
adenocarcinoma de endométrio, ovario, intestino delgado, estémago,
pancreas, trato hepatobiliar, carcinoma de células transicionais de pelve
renal e ureter e tumores do sistema nervoso central (SNC). A sindrome de
Muir Torre foi inicialmente descrita na década de 1960, que constitui em
lesdo de pele do tipo adenoma sebaceo, epiteliomas, carcinomas sebaceos
ou queratoacantoma associado com uma malignidade interna é atualmente
considerada uma variante da SL (COHEN et al. 1991; CHEN et al. 2003). Os
tumores de endométrio sdo considerados o segundo mais freqlente na SL,
ap6s o CCR, com um risco de desenvolvimento que varia de 50 a 60% ao
longo da vida de uma mulher. Em algumas situacbes o cancer de
endomeétrio é a primeira manifestacdo da SL, antes do aparecimento do CCR
em até 35% das mulheres (WATSON et al. 1994; AARNIO et al. 1995),
podendo em algumas familias suplantar a incidéncia de CCR. O risco para
tumores de ovarios € de 10% em mulheres com SL (AARNIO et al. 1995).

Os demais tumores do espectro da SL devem apresentar uma incidéncia de
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menos de 15% (WATSON e LYNCH 1993; AARNIO et al. 1999). Podem
ocorrer variagdes regionais na incidéncia dos tumores relacionados com a
SL, como ocorre por exemplo com os tumores gastricos, que sdo mais
prevalentes em regides de elevada incidéncia destes tumores como na
China (CAI et al. 2003; ZHANG et al. 2005; WANG et al. 2006), Coréia
(PARK et al. 2000) e Argentina (VACCARO et al. 2007).

Outros tumores nao relacionados como ligados a SL estdo séao
descritos isoladamente associado com alteragbes sugestivas como a
instabilidade de microssatélites e auséncia de expressao de proteinas de
reparo, como por exemplo linfoma n&do Hodgkin (PINEDA et al. 2008),
sarcoma (HIRATA et al. 2006) mama (WESTENEND et al. 2006; WALSH et
al. 2010; JENSEN et al. 2010). Alguns tumores surgem como acima do
esperado para a populagdo em questdo como por exemplo tumores de

tiredide e prostata (MAUL et al. 2006; GRINDEDAL et al. 2009).

1.3.3 Diagnostico diferencial

O diagnéstico diferencial deve ser realizado com outras sindromes
hereditarias relacionadas com aumento de risco para CCR, em particular
com a polipose adenomatosa familiar atenuada (AFAP) e a polipose
recessiva (relacionado ao gene MYH). A primeira apresenta um numero
reduzido de pdlipos no cdélon e risco aumentado de CCR, em especial em
célon direito como na SL. E causada por mutacdo em gene supressor de
tumor, o APC, em sitios distintos da FAP classica. A polipose recessiva

também se caracteriza por um numero reduzido de pdlipos distribuidos no
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intestino grosso com risco aumentado de tumores de coélon e reto. Sao
causados por mutagdo no gene MYH. A presenca de mais do que 10 a 15
adenomas em um individuo com SL € pouco usual e pode sugerir sindromes
relacionadas com a polipose como a AFAP ou relacionado ao gene MYH

(LYNCH et al. 1995; CAQ et al. 2002).

1.4 ASPECTOS ANATOMOPATOLOGICOS

O CCR relacionado com a SL apresentam maior frequéncia de tumor
mucinoso, em anel de sinete, pouco diferenciado, com infiltragcao linfocitaria,
reacao linfocitica semelhante a doenga de Chron (Chron’s like) e padrdo de
crescimento medular ou cribiforme (JASS et al. 1994). O infiltrado linfocitario
intra-epitelial parece ser o fator mais sensivel e pode ser avaliado através de
estudo em HE (hematoxilina-eosina) de rotina (SMYRK et al. 2001; JENKINS
et al. 2007). As caracteristicas histopatoldgicas citadas sdo comuns também
aos tumores esporadicos que apresentam instabilidade de microssatélites.

Os adenomas colorretais ocorrem em uma idade inferior ao
observado na populagdo geral, porém, com maior risco e velocidade de
transformacao para carcinoma (LANSPA et al. 1994; JASS et al. 2002). O
tempo estimado para a progressdo de um adenoma para carcinoma no caso
de tumores esporadicos € de 5 a 10 anos. No caso da SL esse tempo pode
ser abreviado para menos de 2 anos. A razao da transformagao do adenoma
para carcinoma na SL é de praticamente 1:1 enquanto que na populagao

geral é de 1:30 (FISHEL 2001). Ha& também uma tendéncia na SL de
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apresentar adenomas mais agressivos na SL com maior grau de displasia e
maior tendéncia a apresentacdo do componente viloso em detrimento do
tubular nos adenomas. Conforme estudo realizado por SANKILA et al.
(1996) ficou claro que a realizagdo de colonoscopia em pacientes de risco
para SL permite a prevencao de 1 CCR para cada 2,8 pdlipos adenomatosos
removidos. A realizagdo de colonoscopia em intervalos inferiores a 2 anos
para prevengao é recomendavel para pacientes suspeitos para HNPCC, nao
sendo raros, mesmo com este cuidado, a deteccao de lesbes transformadas
em intervalos de até 1 ano, geralmente tumores iniciais, denominadas de
cancer de intervalo (DE JONG et al. 2006a; DOVE-EDWIN et al. 2006a e b).
A taxa de prevencgado na populagao geral € de 1 CCR para cada 41 a 119
polipectomias realizadas (WINAWER et al. 1993). A andlise de adenomas
relacionados com a SL tem mostrado elevada incidéncia de deficiéncia de
proteinas de reparo por técnicas de imunoistoquimica, variando de 60 a 90%
(WATANABE et al. 1996; IINO et al. 2000; RIJCKEN et al. 2002; DE JONG
et al. 2004; GIUFFRE et al. 2005; HALVARSSON et al. 2005). Um outro
aspecto observado em relagdo aos adenomas em SL é o fato de
apresentarem uma elevada frequéncia de instabilidade de microssatélites e
perda de expressdo de proteinas de reparo (MULLER et al. 2006b). Um
outro aspecto em comum com os CCR nos adenomas colorretais da SL é o

aumento de infiltrado linfocitario em comparagao com os polipos esporadicos
(MEIJER et al. 2009).

A realizagcdo de colonoscopia com cromoscopia ou com sistema de

NBI para melhorar a deteccdo de lesdes pequenas e planas aumentam
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significativamente os achados de lesbes adenomatosas na SL

(HURLSTONE et al. 2005).

1.5 ASPECTOS MOLECULARES E GENETICOS

Os primeiros conhecimentos relativos ao aspectos moleculares da SL
sugiram no inicio da década de 1990, com a identificagdo de um provavel
locus no cromossomo 2p através de andlise de ligagdo (PELTOMAKI et al.
1997). Um segundo sitio foi localizado no cromossomo 3p na mesma época
(LINDBLOM et al. 1993). Foi observado que nos tumores de pacientes com
SL apresentavam uma caracteristica ja observada em alguns tumores
esporadicos, denominados de fendtipo de erros de replicagdo (RER),
conhecido também como instabilidade de microssatélites (MSI). A correlagao
destes achados como causados por defeitos no sistema de reparo de DNA
levou a descoberta dos dois genes mais importantes relacionados a SL, o
MSH2 e MLH1 respectivamente nos loci 2p22 e 3p22. Os dois genes
respondem por 85 a 90% das mutagdes relacionadas com a SL (GOECKE et
al. 2006). Na sequéncia foram identificados outros genes envolvidos no
sistema de reparo do DNA que podem estar associados: loci 2931-33 do
gene PMS1; 7p22 do gene PMS2; e o loci 2p16 do gene MSH6 (PALOMBO
et al. 1995; DRUMMOND et al. 1994). Outros genes relacionados como o
MLH3 e o EXO1 descritos, ndo tém a sua relevancia esclarecida até o
momento (LAGERSTEDT et al. 2007; BACKES et al. 2009). A frequéncia de

mutagdes relacionadas com mutagédo no gene MSH6 tem variado conforme
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o estudo de 2 a 16%, sendo que em média tem respondido por 10% casos
de SL (DOVRAT et al. 2005).

Os genes de reparo de DNA apresentam um comportamento
semelhante aos genes supressores de tumor em que ha necessidade de
inativagdo somatica do segundo alelo (selvagem) para que ocorra inativagéo
de sua funcédo, conforme a teoria de KNUDSON (1971). Os individuos
afetados herdam a mutacado defeituosa de um dos pais com a doenca,
recebendo um alelo defeituoso que estara presente em todas as células do
organismo. Entretanto, a manifestagcdo da doenga nao se faz ao nascimento
e nem na infancia, o que significa que o alelo normal (selvagem) é capaz de
manter a funcionalidade do sistema de reparo de DNA. Para que ocorra a
perda dessa fungéo reparadora exercido pelo alelo selvagem deve ocorrer a
sua inativacdo. Esta inativacdo somatica (conhecida como second hit) pode
ocorrer por diferentes mecanismos: deleg¢ao (perda da heterogozidade LHO)
(HEMMINKI et al 1994; PAPADOPOULOS et al. 1994; PARSONS et al.
1995; OLLIKAINEN et al. 2007), por mutacao (LIU et al. 1994), ou metilagao
de ilhas de CpGs no promotor de gene MLH1 (KUISMANEN et al. 1999,
2000). Esta perda de fungdo do segundo alelo ocorre ao longo da vida do
individuo, explicando a ocorréncia dos tumores em idade de adulto jovem,
em idade inferior ao que ocorre para os tumores esporadicos. A perda da
funcdo da proteina de reparo é visualizada na maioria das vezes nos
tumores dos individuos com a SL, através das alteracbes na
imunoistoquimica, sendo um reflexo dessa perda ou alteracdo da proteina

reparadora. Um outro aspecto que também é visualizado no tecido tumoral e
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nao em tecidos normais € a instabilidade de microssatélites, que é um
fendbmeno que se sucede, em consequéncia da perda do segundo alelo
funcionante e que da mesma forma é o determinante do desenvolvimento do
tumor. Estas mudangas ocorridas causam o fendtipo mutador (RER) que
permite 0 acumulo de novas mutagdes e aumento na chance de
desenvolvimento do cancer (LYNCH e SMYRK 1996).

Na mesma linha de raciocinio podemos em situagdes mais raras ter a
mutacado bialélica em genes de reparo. Ha casos descritos que podem
resultar de casamentos consanguineos de familias de SL, tendo como
resultado a ocorréncia de mutagéo nos 2 alelos, que determina o surgimento
de neoplasias em idade ainda mais precoce, geralmente na infancia.
Observa-se algumas caracteristicas distintas com a SL classica, como o tipo
de tumor observado, sendo os mais comuns os tumores do SNC e
hematolégicos (leucemia e linfoma), além de apresentarem algumas
caracteristicas que lembram a neurofibromatose como manchas tipo café
com leite na pele. Estas alteragdes descritas podem resultar de mutacao
herdadas de ambos os pais portadores em um mesmo gene, sem que
necessariamente seja a mesma mutagdo. Quando esta mutacao é diferente
em cada alelo de um gene de reparo € denominada como mutagao
heterozigética bilalélica, e quando se trata de uma mesma mutagéo
causando a inativacdo dos dois alelos é denominada de mutacao
homozigética bilalélica. E uma condicdo rara, tendo sido descritos um
numero restrito de casos na literatura, mas € uma condicdo que deve estar

presente no diagndstico diferencial de pacientes com neoplasia na faixa
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pediatrica associado a sinais de neurofibromatose (BANDIPALLIAM 2005;
MULLER et al. 2006a; POLEY et al. 2007; FELTON et al. 2007; JACKSON et

al. 2008; KRUGER et al. 2008).

1.6 INSTABILIDADE DE MICROSSATELITES

A mutacdo no sistema de reparo causam frequentemente alteracdes
nos microssatélites em cerca de 90% dos tumores estudados de pacientes
com SL (DE LA CHAPELLE 2005). Os microssatélites sdo sequéncias
repetitivas de bases nucleotidicas, distribuidas pelo genoma de células
eucarioticas, cuja fungao néo esta bem estabelecida, mas permite denunciar
alteracdes no sistema de reparo através da deteccao de sua instabilidade.
Os microssatélites sdo portanto, seqléncias de bases de localizagdo
intergénicas com repeticbes de um a cinco pares de bases podendo chegar
a 200 pares de bases de extensao total (ALBERTS et al. 1999). Quando ha
repeticdo de uma Uunica base sido denominados de microssatélites
mononucleotidicas, quando ha duas bases sdao denominadas de
dinucleotidicas e assim por diante até um conjunto de seis bases
denominadas de hexanucleotidicas. A repeticdo de duas bases, CA, é a
forma mais comumente encontrada, representando 0,5% do genoma. As
repeticdbes mononucleotidicas A e T representam 0,3% do genoma e as
dinucleotidicas GT e AG representam 0,2%. Sao altamente polimérfica na
populacdo humana porém elas se mantém estaveis durante toda a vida de

um individuo normal, que nao apresente alteragdes nos genes de reparo
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(SAKURAI et al. 2007). Os microssatélites sado regides do genoma
particularmente propensos a deslizes da DNA polimerase e desalinhamentos
da dupla fita durante a replicagcdo. Se estes danos nao reparados nesta
ocasiao, causados por defeito no sistema de reparo, ha perpetuagao do erro,
configurando uma mutagdo nas células resultantes que pode ser uma a
insercdo ou a delecdo de uma ou mais repeticdes a cada replicagao
havendo a modificagdo em comparacdo com o padrao normal do individuo
(IMAl e YAMAMOTO 2008).

As alteracbes nos microssatélites sao classificadas conforme a
padronizacao definida pelo National Cancer Institute (NCI) utilizando um
painel de 5 marcadores: dois mononucleotidios (BAT25 e BAT 26) e trés
dinucleotidios (D2S123, D5S346, D17S250). Quando ha mais de 30% de
marcadores alterados, sdo denominados de instabilidade de alta frequéncia
(ou alto indice de instabilidade de microssatélites — MSI-H, na sigla em
inglés), e quando menos de 30% estd alterado sdo chamados de
instabilidade de baixa frequéncia ( ou baixo indice de instabilidade de
microssatélites — MSI-L). Sdo denominados de estavel quando todos os
marcadores se encontram normais (BOLAND et al. 1998; RANGEL et al.
2008). Considerando-se todos os tumores colorretais com MSI-H somente
20 a 25% apresentam mutagcédo germinativa de genes de reparo. O restante,
a grande maioria, esta associada a tumores esporadicos como resultado de
hipermetilagdo de promotor do gene MLH1 em que sao observados em 15%
de todos os CCR esporadicos. Por outro lado em tumores relacionados com

SL a alteragado esta presente em 90% dos casos. Embora seja um teste
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sensivel para SL, ela pode nao estar presente em 5 a 10% dos pacientes
com mutagcdo em gene de reparo. A sensibilidade do MSI é particularmente
menor para mutagées em MSH6 (sensibilidade de 86%) (HENDRIKS et al.

2004).

1.7 EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA

Os tumores relacionados a SL apresentam auséncia de atividade da
proteina de reparo correspondente a mutacdo herdada e perda da fungao
adquirida por mutagdo somatica do segundo alelo, determinando na
imunoistoquimica a auséncia da expressao protéica no tumor. O estudo por
imunoistoquimica pode significar também uma importante ferramenta de
diagnostico, como comentado  anteriormente.  Alteracdes de
imunoistoquimica serve de rastreamento da existéncia de mutagdo e de sua
localizagdo mais provavel, e pode assim determinar o direcionamento do
sequenciamento para gene especifico, conforme a alteragdo encontrada
(BAUDHUIN et al. 2005; LAGERSTEDT et al. 2007).

As manifestagdes imunoistoquimicas, frente as mutagdes em genes
de reparo, estdo associado a funcionamento como heterodimeros e
respeitam em geral a padrao apresentado na Tabela 1 (HENDRIKS et al.
2006b). As proteinas de reparo maiores, MSH2 e MLH1, sao estabilizados
pelos correspondentes menores que incluem o MSH6 e PMS2. Os genes
menores dependem de sua ligagcdo com seus pares para apresentar

expressao da proteina. Com isso em tumores que perdem a expressao de
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MSH2, ha uma perda concomitante de MSH6. Similarmente ocorre com a
perda de MLH1 e perda associada de PMS2. Quando ha mutagao especifica
de MSH6 e PMS2 ocorre perdas de expressdo isolada das proteinas

correspondentes (BOLAND et al. 2008).

Tabela 1 - Manifestacdo imunoistoquimica de proteinas de reparo
relacionado com gene mutado.

Gene Proteina de reparo

Mutacé&o MSH2 MLH1 MSH6 PMS2
MSH2 ) (+) (+) )
MLH1 (+) ) (+) )
HSH6 (+) (+) (- (+)
PMS2 (+) (+) (+) )

Fonte: Adaptado de HENDRIKS et al. (2006b)

1.8 SEQUENCIAMENTO DOS GENES DE REPARO

O sequenciamento dos genes de reparo de DNA é considerado como
método padrdao ouro com maior sensibilidade para diagnéstico de mutagdes
germinativas (YUAN et al. 2006). O sequenciamento do DNA consiste em
meétodos bioquimicos com a finalidade de determinar a sequéncia exata das
bases nitrogenadas adenina (A), timina (T), guanina (G) e citosina (C) da
molécula de DNA. O método original foi proposto inicialmente por Frederick
Sanger na década de 1970 (SANGER 1981). O método foi amplamente
utilizado e atualmente o sequenciamento é realizado de forma automatizada
em aparelhos sequienciadores. O sequenciamento é realizado a partir de
material bioldgico de um individuo que sabidamente é portador da sindrome,

que apresente tumor caracteristico, de preferéncia aquele mais jovem dentro
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da familia, onde a probabilidade de encontrar a mutagao seja maior (LYNCH

e SMYRK 1996).

1.9 GENES DE REPARO DE DNA

Os genes de reparo de DNA apresentam importante papel na
manutencgao da integridade do genoma, corrigindo erros na sintese de DNA,
garantindo assim a fidelidade da replicagcdo genética, assim como de
participar dos passos iniciais de resposta apoptética quando os danos do
DNA nao séao passiveis de reparagao (DA SILVA et al. 2009). Os principais
genes que participam da SL sdo: MSH2, MLH1, MSH6 e o0 PMS2.

O gene MLH1 esta localizado no cromossomo 3p22.3, apresenta 19
exons com um total de 2.524 PB e uma proteina de 756 aminoacidos. O
gene MSH2 esta localizado no cromossomo 2p22-21 com 16 exons com
3.145 PB e uma proteina de 934 aminoacidos. O gene MSH6 localizado no
cromossomo 2p16 com 10 exons e 1360 aminoacidos .

As principais alteragdes encontradas nos genes MLH1 sdo missense
(24% a 30%), nonsense (7%), splicing (13%) silenciosa (9%), pequenas
insercbes e delegdes (22%) todas passiveis de detecgcao através do
sequenciamento (OU et al. 2007; MMR 2009). Os principais tipos de
alteragbes encontradas no gene MSH2 s&o: missense (17%), nonsense
(10%), splicing (6%), silenciosas (9%) e as pequenas insergdes e delegdes

(25%) (MMR 2009). As grandes delegdes sao mais comuns no gene MSH2
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representando 33% e menos freqiente no MLH1 (22%) e muito raras no
MSH6 (2%) (MMR 2009).
Embora o gene PMS2 seja crucial no seu papel no reparo do DNA,

raramente tem sido relacionado com a SL (HENDRIKS et al. 2006a).

1.10 CORRELACAO GENOTIPO-FENOTIPO

Com os achados de mutagdes em diferentes genes responsaveis pelo
reparo de DNA tem se procurado detectar uma correlagcdo com as
manifestagcdes fenotipica do paciente e da familia. As mutagbes nos genes
MSH2 predispbe mais aos tumores extracolénicos em comparagao ao gene
MLH1. As mutacbes no gene MSH2 apresentam maior risco de tumores de
endométrio em relacdo ao MLH1. As mutagbes em gene MSH6 aumentam a
predisposi¢ao aos tumores de endométrio (LYNCH et al. 2007; DEVLIN et al.
2008). O risco para mulheres com mutagdo em gene MSH6 chega a ser a de
duas vezes ao observado para os genes MSH2 e MLH1 (BARROW et al.
2006). Este mesmo estudo mostrou aumento de tumores de SNC
relacionado com mutagdo em gene MSH2. Nos pacientes com mutagdo em
MSH6 o primeiro CCR tende a ser com idade mais avangada, com média de
idade de 59 anos em comparagédo aos demais, MSH2 e MLH1 de 45 anos
(GEARY et al. 2008). Neste estudo realizou a comparagao de 130 pacientes
com mutagao identificada com um grupo controle de 723 pacientes com
tumores na populacéo geral. O RR para cancer de endométrio foi de 55 em

mutagcdo para MSH2, 37 para MSH6 e 27 MLH1 com uma tendéncia
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agrupamento em determinadas familias, sendo comuns familias com 3 ou
mais casos. Havia na casuistica 13 casos de tumor de ureter todos
relacionados com mutagdo em MSH2, RR para tumor de estémago foi de 12
com uma incidéncia de 5% dos pacientes com mutacédo distribuidos nos
genes MSH2 e MLH1. O RR para tumores do intestino delgado foi de 22 e
também distribuido entre MSH2 e MLH1. Em tumores de ovario 70% esteve
relacionado com o gene MSH2 (GEARY et al 2008). VAN DER POST et al.
(2010) também relacionou os tumores uroteliais ao gene MSH2 com maior
frequéncia, 15/19 casos, ocorrendo em 90% dos casos em homens.

Em estudo amplo envolvendo 189 familias com mutagdo em genes de
reparo para avaliagdo de correlagao com tumor de intestino delgado nao se
mostrou diferente quanto ao local de mutagdo em MLH1 ou MSH2 (TEN-

KATE et al. 2007).

1.11 O SISTEMA DE REPARO DO DNA

O mecanismo de reparo do DNA tem um importante papel na
estabilidade do genoma, corrigindo erros que eventualmente ocorram
durante a replicacao.

Os genes de reparo foram inicialmente estudados em Escherichia coli
(E. coli) sendo um processo altamente conservado entre os seres vivos
desde as bactérias até os mamiferos. Os homodimeros responsaveis pelo
reparo nesta bactéria sdo denominados de MutS e MutL. O modelo proposto

para a correcao dos erros constitui em trés passos basicos; reconhecimento
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do erro e formagao do reparossomo, degradacao da fita de DNA contendo
erro, e finalmente, realizacdo do reparo. MutS é responsavel pelo
reconhecimento dos erros de pareamento e recruta o MutL para o local
comecando a atividade de reparo.

As células de eucariotos apresentam trés complexos homodlogos a
MutL de E. coli: MLH1-PMS2 (MutLa), MLH1-PMS1 (MutLp) e MLH1-MLH3
(MutLy). O heterodimero MLH1 e PMS2 intermedia o reconhecimento do erro
e o0 seu reparo. Na falta de PMS2 a proteina MLH3 é a que substitui
formando o heterodimero com MLH1. O MutLy é o complexo mais ativo nos
seres humanos e realiza o reparo iniciado pelo complexo MutS.

As células eucaritticas possuem atividade através de dois homodlogos
a MutS que atuam como heterodimeros, a MutSa que é formado pelo
complexo MSH2-MSH6 e o MutSp pelo complexo MSH2-MSH3. O complexo
MSH2-MSHG6 representa aproximadamente 80 a 90% de todos os niveis
celulares de MSH2 e sua fungao é reconhecer erros de pareamento de uma
ou duas bases, insergdes, delegbes, assim como de grandes insergdes ou
delegdes. O MSH6 € uma subunidade responsavel por reconhecer os erros
de pareamento. O complexo MSH2-MSH3 €& responsavel pelo
reconhecimento dos erros e correcdo de inser¢coes e delegcdes de 2 a 9
bases na auséncia de MSH6.

O passo seguinte nesse processo é desempenhado pela atividade da
enzima ATPase, codificada NE metade carboxi-terminal dos homodlogos
mutS (FISHEL e WILSON 1997). O ganho de fosfato (ADP>ATP) no

heterodimero hMutSa causa uma mudanga conformacional no mesmo,
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transformando-o em uma espécie de bragadeira que corre sobre a dupla fita
de DNA a ser reparada (sliding clamp) desempenhando assim sua fungao

(BLACKWELL et al. 1998; GRADIA et al. 1999; IACCARINO et al. 2000).

1.12 SEGUIMENTO DO PACIENTES DE RISCO

O seguimento de individuos com suspeita de SL em que o teste foi
inconclusivo, ou de familias em que o teste ndo pode ser realizado ou sem
teste genético deve ser com base nas seguintes orientacbes (LYNCH e
SMYRK 1996; LINDOR et al. 2006):

o Colonoscopia a cada 1 a 2 anos com inicio entre os 20 a 25 anos;

o US transvaginal a cada 1 a 2 com inicio com 25 a 35 anos para
detecgao de tumor de endométrio; além disto recomenda-se a biopsia
aspirativa de endométrio;

o US de abdbmen e pélvis a cada 1 a 2 anos iniciando aos 25 a 35
anos em paciente com antecedente de tumores de pelve renal e
ureter e exame de urina | e citologia urinaria;

o EDA a cada 1 a 3 anos com inicio aos 25 a 35 anos em familias com
antecedente de tumores gastricos;

o CA-125 anual com inicio aos 25 a 35 anos

o Exames preventivos para tumores de intestino delgado devem ser
avaliado conforme o historico familiar. A indicacdo de realizagdo de
exames deve ser considerado se houver sintomas como anemia

ferropriva e dor abdominal. Os exames para prevengao seriam a
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enteroscopia de duplo baldo ou a capsula endoscopica (TEN KATE et
al. 2007).

Pode-se propor a pacientes com risco elevado para tumores
ginecoldgicos, em especial para mutagdo em gene MSH6 ou com
forte histérico na familia para tumores dessa localizacdo a
histerectomia total e salpingo-ooforectomia bilateral, como medida
profilatica para tumores de endométrio e ovarios. Essa conduta deve
ser cogitada durante o tratamento de tumor colorretal, em pacientes
com prole constituida e em pacientes pés menopausadas (LINDOR et
al. 2006). Esta conduta reduz sobremaneira o risco de tumores
ginecologicos, em especial os de ovario em que rastreamento a mais
dificil, no entanto existem descricdo de 2 casos de tumor primario de
peritbnio apds anexectomia bilateral profilatica (SCHMELER et al
2010).

A realizacdo de exames de prevencao e rastreamento de individuos

sob risco de tumores na SL ha redugao de risco para morte relacionada ao

cancer para todos os tumores, exceto para os de SNC (DE JONG et al.

2006b).

1.13

TRATAMENTO DE INDIVIDUOS COM CANCER E SL

O tratamento de pacientes com CCR e SL apresenta alguns pontos

divergentes em relagdo aos CCR esporadicos. Os pacientes com tumores de

colon

com SL devem ser submetidos a colectomia total e
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ileorretoanastomose, independente da localizagdo do tumor no cdélon. Esta
conduta esta indicada devido a elevada probabilidade de desenvolvimento
de novas lesdes intestinais metacrénicas no decorrer da sua vida. Mesmo
assim estes individuos devem ser seguidos com retoscopia a cada 1 a 3
anos pelo risco de cancer do reto remanescente. Em pacientes com tumores
de reto associado a SL devem ser submetidos a proctocolectomia total com
preservacao esfincteriana, utilizando a bolsa ileal em “J”, quando possivel
(tumores de reto médio e alto). Em tumores de reto distal a cirurgia indicada
deve ser a proctocolectomia total com amputacdo do reto e ileostomia
definitiva (SAKURAI e SILVA 2005).

Nos casos de tumores extracolbnicos a cirurgia deve seguir os

padrdes de tratamento oncoldgico classico para cada 6rgao acometido.

1.14 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A definicdo molecular da SL é bem estabelecida (IONOV et al. 1993;
HEMMINKI et al. 1994; PAPADOPOULOS et al. 1994; LIU et al. 1996),
portanto, a identificacdo de portadores de alteracbes nos genes de reparo
torna-se um ponto critico para o manejo clinico dessas familias (UMAR et al.
2004).

Embora existam alguns estudos isolados sobre a SL em pacientes
sul-americanos (ROSSI et al. 2002; SARROCA et al. 2005; GIRALDO et al.
2005; BELLOLIO et al. 2006; VACCARO et al. 2007) a grande maioria das

publicacbes avalia populacdes norte-americanas e européias. Como as
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caracteristicas da populacgao brasileira séo distintas, com grande diversidade
de etnias e miscigenagao atestam a importancia da sua caracterizagao.

Outra questao refere-se as familias que preenchem critérios clinicos
para HNPCC e nao apresentam defeitos no sistema de reparo (cerca de
metade a 1/3 dos casos) (LYNCH e DE LA CHAPELLE 2003), classificadas
como portadoras de sindrome X por LINDOR et al. (2005), cujo
comportamento clinico ainda esta para ser definido.

Nao existem estudos com pacientes brasileiros com e suspeita de
HNPCC, avaliando possiveis correlagdes de variaveis clinicas com os

resultados de estudos moleculares de mutagédo em genes de reparo.

v
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo é avaliar em pacientes com diagndstico
de HNPCC por critérios clinicos ou moleculares, a correlagdo de fatores
clinicos, anatomopatoldgicos e dados familiares com as mutagdes em genes

de reparo MLH1, MSH2, PMS2 e MSH6.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Avaliar existéncia de fatores clinicos, anatomopatolégicos ou de
dados familiares que diferencie os portadores de mutagdo nos genes de
reparo (MLH1, MSH2, MSH2 e PMS2) e nos pacientes sem mutacdo em
genes de reparo (Sindrome X).

Avaliar diferencas nas variaveis clinicas e anatomopatologicas nos
probandos e familiares quanto a mutacdo especifica em cada um dos

genes MLH1 ou MSH2 isoladamente.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram incluidos 43 pacientes considerados como probandos de
familias nado relacionadas com diagndstico clinico de HNPCC, que
satisfaziam os critérios de Amsterdam | ou Il, 37 pacientes (35 pacientes
Amsterdam | e 2 pacientes Amsterdam Il), e somado a 6 pacientes com
suspeita clinica através dos critérios de Bethesda com confirmacdo do
diagndstico de SL através do diagndstico molecular. Todos os pacientes
probandos sao pertencentes a casuistica do Hospital A C Camargo com
seguimento clinico e/ou tratamento realizado nesta instituicdo. Os pacientes
foram selecionados inicialmente a partir de estudo mais amplo que incluia 90
pacientes estudados com sequenciamento das proteinas de reparo (MSH2,
MLH1, MSH6 e PMS2) de familias de alto risco para HNPCC. Foram
excluidos os pacientes do grupo com critérios de Bethesda sem identificacao
de mutacdo nos genes de reparo. A distribuicdo conforme os critérios, dos

43 pacientes incluidos, estao na Tabela 2 e na Figura 1.
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b pacientes
commutagao (+)

53 pacientes (incluidos)

Bethesda 47 pacientes

mutagdo (-)

90 pacientes

luid
suspeita de HNPCC (excluidos)

: 37 pacientes
37 pacientes Amsterdam

Amsterdam (incluidos)

Figura 1 - Classificagdo das familias incluidas no estudos conforme os
critérios clinicos de Amsterdam e os de Bethesda somente com confirmacao

molecular de diagndstico de SL por achado de mutagdo em genes de reparo.

Tabela 2 - Distribuicido de acordo com os critérios clinicos das familias.

Critério de classificagdo da familia n. %
Amsterdam | 35 81,4
Amsterdam Il 2 4,7
Bethesda 6 14,0

Total 43 100,0
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CRITERIOS DE INCLUSAO

Os critérios para inclusao dos pacientes foram:

Diagndstico de cancer colorretal ou outros tumores relacionados a SL;
Pertencer a familias com suspeita clinica de SL, que preencham os
critérios de Amsterdam

Pertencer a familias com suspeita de SL através dos critérios de
Bethesda que tenham confirmagdo do diagndstico através de
diagndstico molecular

Disponibilidade e prévio consentimento para participagdo no estudo
de pesquisa, referente a deteccdo de mutacdo em genes de reparo
em material biolégico, instabilidade de microssatélites e estudo de
imunoistoquimica nos tumores;

Acompanhamento, ou registro da familia no Hospital A.C. Camargo e

registro no Registro de Cancer Colorretal Hereditario.

REGISTRO E CANCER COLORRETAL HEREDITARIO

O Registro de Cancer Colorretal Hereditario (RCCH) iniciou suas

atividades em 1992 e contava em 2005 com 243 familias registradas, na

época do inicio do recrutamento de pacientes. A missdao do RCCH do

Hospital do Cancer é contribuir para a reducdo da morbidade e mortalidade

do cancer, através da educacao de familias sobre os riscos e implicacdes do

cancer colorretal hereditario e dos tumores associados; coordenar as
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atividades de seguimento dessa populacao e gerar subsidios para pesquisas
que possam contribuir com o melhor entendimento sobre a hereditariedade
associada ao cancer. Os objetivos do registro sdo: identificar, através da
historia familiar, individuos de alto risco para o desenvolvimento de cancer
colorretal e de tumores associados; estabelecer estratégias de seguimento e
diagndstico precoce; educar profissionais e familias sobre o cancer colorretal
hereditario; realizar pesquisas sobre o cancer colorretal hereditario. A Tabela
3 demonstra o numero de familias registradas no RCCH até dezembro de

2005, época que se deu inicio o recrutamento dos pacientes.

Tabela 3 - Distribuicdo das familias registradas no RCCH (até dezembro de
2005).

CLASSIFICACAO N %
FAP (Polipose Adenomatosa Familiar) 13 54
QOutras poliposes 8 3,3
HNPCC (Céancer Colorretal Hereditario sem Polipose) 37 15,2
CCB (Critério de Bethesda) 99 40,7
CCF (Cancer colorretal familiar) 35 14,4
AFC (Agregacéo familiar de cancer) 51 21,0
Total 243 100

3.3 PROCEDIMENTOS

Os pacientes selecionados na fase de recrutamento receberam uma
carta-convite, relacionado a parte de coleta de material biolégico e seu
estudo. Os pacientes tiveram os dados clinicos relativos aos pacientes
probandos, ao respectivo tumor de colon ou reto, ou outro tumor primario,

seus antecedentes hereditarios coletados a partir de informacdes contidas
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no prontuario médico e em informagdes armazenadas no banco de dados do
Registro de Cancer Colorretal Hereditario (RCCH), em ficha de coleta de
dados elaborada para o estudo (Anexo). Os dados sobre a histéria familiar

foram coletados em ficha propria, elaborada para o estudo (Anexo 1).

3.4 DADOS MOLECULARES

O estudo molecular fez parte de outro projeto de pesquisa mais amplo
envolvendo o trabalho de trés outros pesquisadores, realizado no
Laboratério de Pesquisa do Hospital A.C. Camargo, envolvendo a mesma

casuistica.

3.4.1 Sequenciamento dos genes de reparo

Esta fase do estudo foi realizada por dois outros investigadores,
incluindo a coleta de material biolégico e o seu processamento, dentro do
laboratorio de pesquisa do Hospital A.C. Camargo. Os dados moleculares
obtidos foram utilizados para correlagdo: mutagbes nos genes MLH1 e
MSH2 (sequenciamento direto) em tecido normal. Nos pacientes com
resultados negativos para os genes MLH1 e MSH2 foram testados para os
genes MSH6 e PMS2, nesta ordem.

O material bioldgico utilizado foi o sangue periférico obtido por coleta
direta apds concessdo do paciente e armazenado em tubo com EDTA,
encaminhado para o laboratoério para purificacdo de acidos nucléicos onde

foram mantidos a 4°C até o momento da purificacdo do DNA. Realizado a
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separacgao dos leucdcitos da amostra por meio do Tris-EDTA-TE pH 8,0 até
a obtencado de um buffy coat ou pellet. O pellet foi armazenado a - 80°C até
o momento da extragdo do DNA. O DNA gendémico foi extraido utilizando o
Puregene Blood Kit DNA Isolation conforme a especificagbes da empresa a
partir do buffy coat armazenado. O DNA foi quantificado através NanoDrop
ND-1000 e avaliado quanto a sua pureza através da determinacdo de OD
260 e 280. A avaliacéao da integridade do DNA foi realizada em gel de
agarose a 0,8% em uma corrida durante 60 minutos na voltagem de 100mV,
sendo que a sua qualidade foi atestada conforme os parametros utilizados
na instituicao.

Os iniciadores para os genes estudados foram desenhados a partir do
banco NCBIINucleotide (NM_000249.2, NM_000251.1, NM_000179.2 e
NM_000535) para o MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 respectivamente. As
sequéncias acima foram utilizadas como base para desenho dos iniciadores
nas regides intrénicas a cerca de 70b do limite exon-intron para cada um dos
exons de cada gene estudado (tanto para Forward quanto para o Reverse).

Os iniciadores produzidos foram utilizados para as reagoes de PCR. A
reacdo de PCR foi realizada no PCR Master Mix (Promega, USA) para
reacao de sequenciamento direto no aparelho ABI 3130 (Applied Biosystens,
SP, Brasil). Foi realizado inicialmente a andlise de uma amostra referéncia
obtida de um individuo normal sem historico de cancer, para servir de
padrao normal e comparar com as amostras dos pacientes estudados. O
sequenciamento das amostras de cada um dos pacientes foram analisadas

em equipamento ABIPrismi 3130 (Applied Biosystens, SP, Brasil). Os
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resultados obtidos foram confirmados através da repeticdo do
sequenciamento em uma segunda amostra separada.

Para a interpretagdo e determinacédo da significancia patogénica das
mutagdes encontradas foram consultados as bases de dados existentes:

o InSIGHT- International Society for Gastrointestinal Hereditary Tumors

(http://www.insight-group.org/)

o MMR Gene Unclassified Variants Database (http://www. mmruv.inf)

o Mismatch  Repair Genes variants database  (http://www.
med.mun.ca/mmrvariants/)

o The Human Gene Database at the Institute of Medical Genetics in

Cardiff (http://www.hgmd. cf. ac. uk/ac/index.php)

As mutagbes nao descritas previamente foram determinadas como
patogénicas ou n&o conforme o tipo de mutagao encontrada correlacionando
com as definicbes nas bases de dados existentes. As mutagdes do tipo
nonsense e frameshift foram interpretadas como patogénicas uma vez que
ocasionam interrupgdo precoce da proteina no primeiro (determinagéo de
stop codon) ou a mudanga na fase de leitura dos cédons distais a alteragao
ocorrida, no segundo caso, causando mudanga dos aminoacidos na
tradugdo do RNA mensageiro, e determinando geralmente um stop codon
adiante com interrupgdo prematura da tradugdo da proteina (proteina
truncada). Ambas causam grande mudanga consequente na sua estrutura
com implicagcdes na funcdo. As mutagcdes que afetam os sitios doadores ou

receptores de splicing, também foram consideradas como patogénicas uma
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vez que afetam o processo de splicing do RNAm, afetando a estrutura da
proteina de forma mais grave.

As mutacdes do tipo missense em que ocorre modificacdo de um
unico nucleotideos e consequente troca de um aminoacido por outro, sem
alteracdo da extensao da proteina, e poucas alteragdes na estrutura. Nestes
a definicdo de patogenicidade nao é tao simples. As formas de definicdo da
patogenicidade estd da avaliagdo da segregagdo da mutagdo encontrada
dentro da familia entre os individuos com tumor caracteristico da sindrome,
relacionando o gene mutado com familiares com a doenga e o ndo mutado
com individuos sem a doenca. Outro método para esta avaliacdo € através
dos testes de funcionalidade da proteina de reparo realizada in vitro,
utilizando fungos ou virus (SHIMODAIRA et al. 1998; CLARK et al. 1999;
DROTSCHMANN et al. 1999; JICNY e NYSTROM-LAHTI 2000). Uma
terceira forma de identificacdo de presuncédo de patogenicidade é a
aplicagao da proteina mutada em modelos de predi¢éo de patogenicidade.

Para as muta¢des do tipo missense, ndo descritos previamente nas
bases de dados e na literatura, foram utilizados dois algoritmos
complementares para a predicdo de sua patogenicidade, neste estudo.
Foram utilizados os algoritmos:

e Polyphen-PolymorphismPhenotyping http://genetcs.bwh.harvard.edu/pph/)
e SIFT-Sorting Intolerant from Tolerant (http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html)

Os valores de Polyphen séo de 0 a 3.37, os escores >2.0 foram

considerados como “possivelmente prejudiciais”, enquanto que valores de

escores de 1.50 a 1.99 indicaram que a variante poderia ser “eventualmente
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prejudicial” e os escores de 0 a 1.49 como “benignos”, seguindo as
recomendagdes do programa.
Os valores do SIFT sao de 0 a 1 e escores <0.05 foram consideradas

como “tolerante”, conforme as recomendagdes do programa.

3.4.2 Imunoistoquimica para as proteinas de reparo

A imunoistoquimica para as proteinas MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2
foi realizado em cortes parafinados tecido tumoral do probando utilizando-se
0s seguintes anticorpos:

- MLH1- clone 168-728-BD PharMingen — diluicao 1/600;

- MSH2- clone FE11-BD Carbiochem- diluicao 1/1000;

- MSH6 — clone 44-BD Pharmingen- diluigdo 1/40;

- PMS2 - clone A16-4-BD Pharmingen — diluicado 1/500

O material parafinado foi submetido a desparafinizacao, recuperacao
antigénica, bloqueio da peroxidase enddgena, bloqueio de proteinas
endégenas, bloqueio de proteinas inespecificas, incubagdo com anticorpo
primario, amplificagao (sistema polimero), coloragdo (DAB), montagem das

laminas e leitura.

3.4.3 Instabilidade de microssatélites

Instabilidade de microssatélites foi analisada através de uma painel de
10 marcadores incluindo quatro mononucleotidicos (BAT-25, BAT-26,
BAT34c4 e BAT40) e cinco dinucleotidicos (D10S197, D17S250, D18S55,

D5S246 e ACTC) e um de composigao variavel, sendo mononucleotidico
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flanqueado por repeticdes tetra ou pentanucleotidicas (MYCL), através de
uma reagdo de PCR fluorescente. Os oligonucleotidios dos marcadores
foram confeccionados pela empresa ABI. A instabilidade de microssatélite foi
pesquisado em material tumoral parafinado. A reacao de PCR foi obtida e
submetida a analise no equipamento ABlI PRISM3130 Automated Genetic
Analyser. A analise foi realizada comparando com tecido normal do paciente.
A classificagao foi realizada de acordo com a freqliéncia de instabilidade dos
marcadores, sendo considerada alta quando mais de 30% dos marcadores
forem instaveis (MSI-H), baixa quando menos de 30% forem instaveis,
conforme a sugestdo do NCI. Em funcdo das dificuldades técnicas de
utilizacdo de material parafinado do arquivo do hospital que se encontrava
degradado, os estudos de instabilidade prosseguiram sendo realizados
somente em material obtido de Banco de Tumores com material tumoral
congelado, em pacientes que dispunham desse material no momento do

estudo.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram referente a cada um dos pacientes coletados em
formulario elaborado foram transferidas em arquivo de banco de dados do
programa SPSS Statistics versdo 17.0. Para avaliar a associagao das
variaveis independentes com o achado de mutagdo em qualquer dos genes
de reparo identificado foi utilizado o teste qui-quadrado ou exato de Fisher

(quando a frequéncia observada for inferior a 5). Diferengcas p<0,05 foram
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consideradas estatisticamente significantes. O mesmo processo foi utilizado
para avaliagdo de correlagao dos fatores clinicos, anatomopatolégicos e de
dados familiares com a mutacdo de MSH2 assim como para a mutagao de
MLH1 isoladamente.

Para a obtencdo de curva de sobrevida dos pacientes probandos foi

utilizado o método de KAPLAN e MEIER (1958).

3.6 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi conduzido de acordo com a Resolugcdo 196/96 que
regulamenta a pesquisa em seres humanos; e a resolugdo 340/04 que
regulamenta a pesquisa em genética humana. O projeto de pesquisa foi
aprovado em Comité de Etica em Pesquisa do Hospital A.C. Camargo com
a identificagao 796/06 e 831/06.

Todos os sujeitos de pesquisa assinaram o termo de consentimento

livre e esclarecido antes de participar do estudo.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO CLINICA

4.1.1 Pacientes probandos

Foram analisados 43 pacientes nao relacionados que preencheram os
critérios de inclusao.

A casuistica considerando os probandos das familias incluidos no

estudo estao representada na Tabela 4.

Tabela 4 - Variavel demografica dos probandos conforme o género.

Variavel categoria freqiiéncia
Género Masculino 18 (41,9%)
Feminino 25 (58,1%)

Foram avaliados as caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas do
CCR encontrado em 43 probandos, considerando o primeiro tumor em
pacientes que apresentaram outros tumores metacronicos, e no caso de
CCR sincrbnicos consideramos o tumor mais avangado. Em 3 pacientes
probandos nao apresentavam tumor colorretal e ndo foram incluidos nesta
tabela (foram incluidos no estudo por apresentarem outros tumores —
diferente de CCR relacionado a SL). A idade ao diagnéstico foi categorizada
com corte em 50 anos em razéo dos critérios de Amsterdam que tem esse

como limite de idade. A divisdo dos tumores colénico conforme a sua
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localizacdo, proximal ou distal, foi categorizada tendo como limite o angulo
esplénico, incluindo os tumores proximais a essa localizacdo como de colon
proximal e os distais (descendente, sigmdide e reto) como distais. O item
colon como primeiro tumor foi definido como sendo quando o CCR foi
considerado o primeiro tumor na cronologia de aparecimento e diagnéstico,
em casos em que havia no mesmo probando um ou mais tumores
extracolénicos além do CCR. Os dados anatomopatolégicos do CCR,
incluindo os de estadiamento TNM, grau, e os demais itens foram obtidos a
partir do exame anatomopatolégico quando o paciente havia sido tratado
cirurgicamente no Hospital A.C. Camargo. No caso de pacientes tratados em
outros servigos foram considerados os laudos dos hospitais de origem e/ou
uma revisdo no Hospital A.C. Camargo. A histologia SL se refere a qualquer
dos itens que sao sugestivas de SL em que foram incluidas as
caracteristicas: Chron’s like, cribiforme e aspecto mucinoso quando presente
qualquer uma delas isolada ou em associacdo foi considerado como
positivo. As variaveis clinicas e anatomopatolégica dos CCR dos probandos

e suas frequéncia estao apresentadas na Tabela 5.



51

Tabela 5 - Variaveis clinicas e anatomopatologicas do CCR dos probandos.

Variavel categoria freqiiéncia
CCR Sim 40 (93,0%)
Néo 3 (7,0%)
CCR Unico 29 (67,4%)
Mdltiplo 11 (25,6%)
s/ CCR 3 (7,0%)
Idade de diagndstico Mediana 43 anos
de CCR Média 44,3 anos
Idade de diagnostico CCR < 50 anos 27 (67,5%)
> 50 anos 13 (32,5%)
Localizagdo do CCR Proximal 18 (45,0%)
Distal 15 (37,5%)
Sincroénico 7 (17,5%)
Colon como primeiro tumor Sim 13 (76,5%)
(em tumores multiplos) Néo 4 (23,5%)
Estadiamento T T1-T2 14 (40,0%)
T3-T4 21 (60,0%)
Estadiamento N NO 30 (81,1%)
N(+) 7 (18,9%)
Estadiamento M MO 38 (95,0%)
M(+) 2 (5,0%)
Grau de diferenciagdo CCR Baixo grau 9 (29,0%)
Alto grau 22 (71,0%)
Infiltrado linfocitario Sim 17 (42,5%)
Néo 23 (57,5%)
Invasédo sanguinea Sim 4 (10,0%)
Néo 36 (90,0%)
Invaséo linfatica Sim 5 (12,5%)
Néo 35 (87,5%)
Invaséo perineural Sim 4 (10,0%)
Néo 36 (90,0%)
Componente mucinoso Sim 11 (29,7%)
Néo 26 (70,3%)
Tumor cribiforme Sim 2 (5,0%)
Néo 38 (95,0%)
“Chron like” Sim 1 (2,5%)
Néo 39 (97,5%)
Reagdo desmoplasica Sim 7 (17,5%)
Néo 33 (82,5%)
Histologia SL Sim 14 (35,0%)

Nao 26 (65,0%)
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Quanto ao item adenoma colorretal foi considerado o histérico de
exame de colonoscopia realizado pelo probando com achado de adenoma
Nnos exames assim como na pecga operatdria de ressecgdao de segmentos
intestinais (para tratamento do CCR). A idade de diagndstico considerada
em relacdo ao adenoma foi a idade do primeiro adenoma no probando. A
idade de corte para o diagndstico de primeiro adenoma foi de 40 anos em
decorréncia dos critérios de Bethesda que define esta como idade limite.

Estes dados estéo representados na Tabela 6.

Tabela 6 - Variaveis relativas aos adenomas nos probandos.

Variavel categoria Freqléncia
Adenoma Sim 27 (62,8%)
Nao 16 (37,2%)
Idade de diagndstico de Mediana 48,0 anos
adenoma colorretal Média 50,3 anos
Idade de diagndstico de adenoma <40 4 (14,8%)
>40 23 (85,2%)

Quanto aos tumores extracoldnicos diagnosticados nos probandos, foi
considerado inicialmente todos os tumores relacionados com a SL. Na
maioria das vezes os probandos apresentaram como primeiro tumor o CCR
e posteriormente desenvolviam um segundo e eventualmente um 3° e 4°
tumor primario. Um dos pacientes probandos apresentou até um 4° tumor
primario, todos independentes. O item tumor extracolénico SL se refere a
presenca de qualquer dos tumores extracolénicos, relacionado com a SL. O
item numero de tumores malignos considerou a quantidade de tumores

malignos (primarios) diferentes e independentes que o paciente tenha
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apresentado, incluindo os de colon multiplos e os outros tumores
extracolbnicos, mesmo que nao estejam relacionados a SL. Este item foi
categorizado em até 1 tumor primario e mais de 1 (2 ou mais). Nos pacientes
com varios tumores de célon em que o numero nao tenha sido registrado foi
considerado como tendo 2 primarios de coélon. As variaveis consideradas em

relagao as familias e sua frequéncia estao representadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Tumores extracolnicos relacionados aos probandos.

Variavel categoria Frequéncia
Tumor de endométrio Sim 6 (14,0%)
Nao 37 (86,0%)
Tumor de estdbmago Sim 2 (4,7%)
Nao 41 (95,3%)
Tumor de intestino delgado Sim 1 (2,3%)
Nao 42 (97,7%)
Pelve renal ou ureter Sim 1 (2,3%)
Nao 42 (97,7%)
Tumor de ovario Sim 0 (0%)
Nao 43 (100%)
Tumor de pancreas Sim 1 (2,3%)
Nao 43 (97,7%)
Tumor de SNC Sim 0 (0%)
Nao 43 (100%)
Tumor sebaceo Sim 0 (0%)
Nao 43 (100%)
Tumor de mama Sim 4 (9,3%)
Nao 39 (90,7%)
Tumor de tiredide Sim 0 (0%)
Nao 43 (100%)
Tumor extracolénico SL Sim 10 (23,3%)
Nao 33 (76,7%)
Numero de tumores malignos 1 23 (54,8%)

>1 19 (45,2%)
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Na Tabela 8 esta demonstrada o numero de tumores por paciente
entre os probandos, com variacdo 0 a 4 tumores primarios independentes
por paciente, incluindo neste os tumores colorretais e os extracolénicos. Um
paciente foi incluido no estudo mesmo nao apresentando tumor de célon ou
tumor extracolbnico por apresentar adenoma de alto grau entre outros
adenomas em colon e por pertencer a familia Amsterdam |. Os adenomas de
alto grau foi considerado como adenoma e ndao como adenocarcinoma,
exceto quando havia infiltracdo do cérion. Foram diagnosticados pelo menos

69 tumores distintos em 43 pacientes probandos.

Tabela 8 - Numero de tumores malignos encontrado em pacientes
probandos, incluindo os CCR e os tumores extracolénicos.

NuUmero de tumores malignos no probando

(incluindo CCR e extracolénicos) n. %
sem tumor maligno 1 2,3

1 23 53,5

2 12 27,9

3 6 14,0

4 1 2,3

Total 43 100,0

Foi considerado para inclusdo na Figura 2, a idade dos pacientes
probandos com CCR e somente para o primeiro tumor diagnosticado. A
distribuicdo foi realizada dividindo por décadas iniciando na faixa dos 10 a
20 anos até 71 a 80 anos. O maior contingente de pacientes encontrava-se

abaixo dos 50 anos (67,5%).
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Faixa etaria do primeiro CCR
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Figura 2 - Distribuicdo de acordo com a faixa etaria do primeiro CCR

diagnosticado no probando.

A Figura 3 mostra a distribuicdo dos CCR dos probandos quanto a
tumores multiplos, sincrénicos ou metacrénicos, unicos e os pacientes sem
CCR. A maioria dos pacientes apresentavam tumores (CCR) unicos, porém
o indice de tumores multiplos na casuistica esta acima do esperado quando

se compara com tumores esporadicos.
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Figura 3 - Grafico mostrando a distribuicdo dos CCR de acordo com o
numero de CCR, se sincrénico, metacronico, unico ou sem tumor de coélon

ou reto no probando.

A Tabela 9 mostra a distribuicdo conforme o estado do probando em
relacdo ao CCR na sua ultima consulta médica. A maioria dos pacientes
permanece vivo sem evidéncia de doenca. Trés pacientes permanecem
vivos, porém com tumor em atividade, sendo um com tumor de mama
avangado com doenga metastatica, um paciente com tumor de pulmao
avangado e um paciente com tumor de reto recidivado, localmente
avancgado. Dois pacientes encontram-se perdidos de vista. A sobrevida
global é de 95,4% com com média de seguimento de 116,5 meses e com
variagdo de seguimento de 20,5 a 305,8 meses. A Figura 4 mostra a curva
de sobrevida atuarial de Kaplan-Meier. Ndo foi possivel uma analise em

funcéo da sobrevida devido a baixa incidéncia de ébitos no grupo.
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Tabela 9 - Estado dos probandos em relagdo ao CCR na ultima avaliagao de
seguimento.

Probandos em relacdo ao cancer n. %
Vivo sem evidéncia de doencga 38 88,4
Vivo com doenga em atividade 3 7,0

Perdido de vista 2 4,7
Total 43 100,0
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Figura 4 - Sobrevida atuarial livre de doenga dos pacientes probandos
tratados de CCR

A Tabela 10 ilustra a sobrevida global dos pacientes probandos e a
Tabela 11 mostra a sobrevida especifica dos pacientes probandos com CCR
classificandos em tempo de sobrevida divididos em menos ou mais de 5

anos de sobrevida.
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Tabela 10 - Sobrevida global dos pacientes probandos tratados de CCR.

Sobrevida global tempo (meses)
média de sobrevida global 109,9
mediana de sobrevida global 84,9
Variagao 29,5 a 305,7

Tabela 11 - Sobrevida especifica para o CCR em probandos.

Sobrevida especifica para CCR n. %
<5 anos 11 31,4

>5 anos 24 68,6

Total 35 100,0

A Tabela 12 mostra o niumero de adenoma encontrado por probandos,

variando de 0 a 4 pdlipos diagnosticados.

Tabela 12 - NiUmero de adenoma por probando.

Numero de adenoma probandos n. %
0 16 37,2

1 16 37,2

2 7 16,3

3 3 7,0

4 1 2,3

Total 43 100,0

Na Figura 5 encontra-se a distribuicdo dos tumores extracolénicos

encontrado nos probandos, segundo a localizagao e a frequéncia.
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Tumores extracolonicos da SL em
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Figura 5 - Frequéncia de tumores extracolbnicos, relacionado com a SL,

encontrados nos probandos.

A distribuicdo de todos os tumores, exceto os colorretais, presente
nos probandos encontra-se demonstrado na Tabela 13, incluindo os tumores

que nao fazem parte da SL:
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Tabela 13 - Tumores extracolénicos encontrados nos probandos, todos

mesmos 0s nhao pertencente a SL, excluido os tumores colorretais

Tumor extracol6nico (todos)

>

%

Endométrio 6 33,3
Mama 4 22,2
Estdbmago 2 11,1
hepatobiliar 1 5,6
intestino delgado 1 5,6
pelve renal e ureter 1 5,6
Pancreas 1 5,6
Pumao 1 5,6
sarcoma de partes moles 1 5,6
Ovario 0 0,0
SNC 0 0,0
tumor sebaceo 0 0,0
Total 18 100,0

Na Figura 6 estao representados todos os tumores extracolonicos

mesmos 0s nao relacionados a SL.

Tumores extracolénicos em probandos
(todos os tumores)

Figura 6 - Todos os tumores extracolénicos descritos nos probandos.
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4.1.2 Familias

O numero de individuos incluidos no heredograma de cada familia e
que fez parte do estudo variou de 3 a 99 individuos por familia com uma
mediana de 28 individuos por familia distribuidos em 2 a 5 geragdes. A
maioria das familias, as informagdes obtidas, foi de mais de 4 geracdes
(83,8%). Foram obtidas informacdes de 1305 individuos entre probandos e
familiares sendo 687 do sexo masculino e 618 do feminino. A Tabela 14

mostra o numero de geragdes por familia estudada.

Tabela 14 - Numero de geragdes estudadas nas familias.

numero de geracdes estudadas n. %
2 2 4,7

3 6 14,0

4 25 58,1

5 10 23,3

Total 43 100,0

As variaveis levantadas a partir dos dados obtidos das familias estao
representados na Tabela 15, incluindo dados em relagcdo aos CCR,
adenomas colorretais, tumores extracolénicos relacionados a SL, o numero
de tumores por familia relacionado a SL, outros tumores extracoldénicos na
familia, a densidade tumoral na familia (relagéo familiar com tumor com total

de familiares na familia) e numero total de tumores na familia.
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Tabela 15 - Variaveis referentes aos familiares em familias com suspeita de

SL.
Variaveis relacionados as familias Categoria frequéncia
Numero de casos de CCR até 4 32 (72,4%)
>5 11 (25,6%)
Individuos com adenoma na familia Sim 24 (55,8%)
Nao 19 (44,2%)
Tumor de endométrio na familia Sim 13 (30,2%)
Nao 30 (69,8%)
Tumor de estdmago na familia Sim 15 (34,9%)
Nao 28 (65,1%)
Tumor de hepatobiliar na familia Sim 2 (4,7%)
Nao 41 (95,3%)
Tumor de delgado na familia Sim 2 (4,7%)
Nao 41 (95,3%)
Tumor de pelve renal e ureter na familia Sim 2 (4,7%)
Nao 41 (95,3%)
Tumor de ovario na familia Sim 3 (7,0%)
Nao 40 (93,0%)
Tumor de pancreas na familia Sim 3 (7,0%)
Nao 40 (93,0%)
Tumor de SNC na familia Sim 6 (14,0%)
Nao 37 (86,0%)
Tumor sebaceo na familia Sim 2 (4,7%)
Nao 41 (95,3%)
Tumor extracoldnico SL na familia Sim 32 (74,4%)
Nao 11 (25,6%)
Numero de tumor SL na familia até 3 12 (27,9%)
>4 31(72,1%)
Tumor de mama na familia Sim 11 (25,6%)
Nao 32 (74,4%)
Relagao familiar com tumor/total <0,25 26 (60,5%)
>0,25 17 (39,5%)
Numero de familiares com tumor (todos Até 5 24 (55,8%)
0s tumores) >6 19 (44,2%)

A Tabela 16 expde o numero de tumores colorretais encontrado por

familia variando de 0 a 11 individuos com tumor colorretal dentro da familia.



Tabela 16 - Numero de CCR encontrado nas familias.
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NUimero de individuos com CCR na familia

>

%

0 1 23
1 1 23
2 16 37,2
3 5 11,6
4 9 20,9
5 3 7,0
6 2 4,7
8 3 7,0
9 1 23
10 1 2,3
11 1 2,3
Total 43 100,0

A Figura 7 mostra o grafico com a representagao da distribuicao

conforme a faixa etaria com intervalos de 10 anos.

Faixa etaria do familiar mais jovem com
CCR na familia
12
10
8
5
3
2 I L
1Ga 20 21a 30 31a40 41a 50 51a 60 6la 70

Figura 7 - Faixa etaria do paciente mais jovem com CCR na familia.
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A Figura 8 com o grafico mostra a frequéncia de tumores encontrado
nas familas consideradas conforme o sitio primario de tumores, incluindo

somento os tumores extracolénicos relacionados a SL.

Tumores extracolonicos SL em familiares
23 23
7
4
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H = = = —
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Figura 8 - Frequéncia de tumores extracolonicos relacionados a SL

encontrados nos familiares.

Na Tabela 17 mostra o numero total de tumores por familia, tendo
sido incluido todos os tumores extracoldonicos relacionados a SL e o CCR.

Foi verificado um total de 244 tumores relacionaos a SL.
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Tabela 17 - Numero de tumores extracolonicos relacionados a SL e CCR
nas familias.

NUmero de tumores extracolénicos SL

e CCR nas familias % total de tumores

=)

2 5 11,6 10
3 7 16,3 21
4 7 16,3 28
5 9 20,9 45
6 6 14,0 36
7 1 2,3 7
9 1 23 9
11 2 4,7 22
12 2 4,7 24
13 1 2,3 13
14 1 23 14
15 1 2,3 15
Total 43 100,0 244

A Tabela 18 ilustra a distribuicdo de tumores de mama encontrado
nas familias, com o numero de individuos por familia acometido por este

tumor.

Tabela 18 - Numero de tumores de mama encontrado por familia.

Numero de tumores de mama por familia n. % total de tumor de mama
1 6 14,0 6
2 4 9,3 8
4 1 2,3 4
total 11 256 18
familias sem tumor de mama 32 74,4
total geral 43 100,0

A Tabela 19 mostra todos os tumores encontrados nas familias, sua

frequéncia em toda a casuistica.



Tabela 19 - Todos os tumores encontrado nas familias.

Tumores extracoldnicos (todos) e CCR familiares n. %
CCR 165 61,1
Endométrio 23 8,5
Estdbmago 23 8,5
Mama 18 6,7
SNC 7 2,6
tumor hematolégico 5 1,9
Hepatobiliar 4 1,5
tumor de prostata 4 1,5
intestino delgado 3 1,1
pelve renal e ureter 3 1,1
Ovirio 3 1,1
Tiredide 3 1,1
tumor de CP 3 1,1
tumor de pulmao 3 1,1
tumor sebaceo 2 0,7
Neuroblastoma 1 0,4
Total 270 100,0
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Na Tabela 20 esta representado a distribuicdo dos valores da

densidade de tumor na familia (relagdo entre o numero de individuos com

tumor por familia com o numero total de individuo na familia) que varia de 0

a 1 sendo distribuido em faixas com intervalos de 0,1.
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Tabela 20 - Relagdo numero de familiares com tumor x total de familiares —
Densidade de tumores na familia.

Relacao total de tumor x total de familiares n. %
0a0,10 6 14,0
0,11a0,20 11 25,6
0,21a0,30 11 25,6
0,31a0,40 8 18,6
0,41a0,50 3 7,0
0,51a0,60 1 2,3
0,61a0,70 2 47
0,71a0,80 1 2,3
0,81a0,90 0 0,0
0,91a 1,00 0 0,0
Total 43 100,0

Na Figura 9 esta a representacao grafica do numero total de tumores
por familia, variando de 2 a 16 tumores em uma familia. A média de tumores

por familia é de 6,6 e a mediana de 5 tumores por familia.

Numero total de tumores por familia

Lo T T N L ¥ = ) < s

Figura 9 - Numero total de tumores por familia.
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O estudo das proteinas de reparo através da imunoistoquimica em
tecido tumoral foi realizada em 28/43 pacientes probandos e a instabilidade
de microssatélites realizado em 10/43 pacientes probandos. Estes estudos
foram realizados nos pacientes que possuiam material tumoral parafinado
arquivado de boa qualidade para o estudo de imunoistoquimica e a
disponibilidade de material tumoral a fresco para a avaliagao de instabilidade
de microssatélites.

Foram estudadas as proteinas de reparo MLH1, MSH2, MSH6 e
PMS2. A frequéncia dos achados esta contida na Tabela 21. A ocorréncia de
auséncia de alguma das 4 proteinas estudas com a imunoistoquimica (em

pelo menos 1 delas) ocorreu em 17/28 (58,6%).

4.2 RESULTADOS MOLECULARES

4.2.1 Imunoistoquimica

Tabela 21 - Frequéncia de alteragcdes em proteinas de reparo estudadas em
tumores dos probandos.

proteina de reparo expresséo IHQ n. %
MLH1 auséncia 4 14,3
presencga 24 85,7

MSH2 auséncia 11 39,3
presencga 17 60,7

MSH6 auséncia 11 39,3
presenca 17 60,7

PMS2 auséncia 8 28,6

presenca 20 71,4
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A combinacao de auséncia de expressao de 2 proteinas de reparo foi
observada conforme a Tabela 22. Em 9 pacientes estudados as proteinas de
reparo se mostraram com expressdo normal, ou seja com positividade para
todas elas. Observamos dessa forma auséncia de alguma proteina de

reparo em 19/28 pacientes estudado (67,9%).

Tabela 22 - Combinagdes encontradas no estudo por IHQ para as proteinas
de reparo nos tumores dos probandos.

Agrupamento n. %
positivos 9 321
MLH1/PMS2 negativos 4 14,3
MSH2/MSH6 negativos 11 39,3
Somente PMS2 negativos 4 14,3
Total 28 100,0

4.2.2 Instabilidade de microssatélites

A instabilidade de microssatélites foi realizada em 10/43 probandos.
Os achados estao representados na Tabela 23 e na Figura 13 sendo que
agrupamento foi considerado MSS (estavel) os estaveis e os MSI-L

conjuntamente:

Tabela 23 - Frequéncia de resultados em pesquisa de microssatélites em
tumores de probandos com suspeita de SL.

MSI n. %
MSS 3 30,0
MSI-High 7 70,0

Total 10 100,0
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O estudo de mutagdes por sequenciamento nos genes de reparo
MSH2, MLH1, MSH2 e PMS2 foram realizados nos pacientes e a frequéncia
de mutagdo patogénica em um dos genes estudados estdo representados

na Tabela 24.

4.2.3 SeqUenciamento de genes de reparo

Tabela 24 - FreqUéncia de mutagédo em genes de reparo.

Genes de reparo n. %
sem mutacgao 17 39,5
mutacao patogénica 26 60,5
Total 43 100,0

A Figura 10 ilustra a frequéncia de mutagao patogénica detectada por

genes de reparo.

PMS2
4,7%

Mutacao em genes de reparo

Figura 10 - Frequéncia de mutagédo em gene de reparo.
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A Figura 11 mostra a participagdo de cada gene nas mutagbes

encontradas sendo que as mutagdes em genes principais somou 84,6%.

Frequéncia de mutagcoes em genes de

reparo

PMS2
MSHE 7.7%

7,7%

Figura 11 - Frequéncia de mutagdes patogénicas nos genes estudados.

Os tipos de mutacdo encontrada e a sua frequéncia estao

representadas na Tabela 25.

Tabela 25 - Frequéncia dos tipos de mutagdes encontradas em genes de
reparo.

Tipo de mutagao n. %
missense 6 23,1
nonsense 6 23,1
frameshift 1M 42,3

sitio splicing 2 7,7
delecéao 1 3,8

Total 26 100,0
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A Tabela 26 ilustra a distribuicdo em exons das mutacgdes patogénicas

encontradas em cada um dos genes estudados.

Tabela 26 - Frequéncia da localizagao (exon) da mutacao.

Gene Exon n. %
MLH1 6 1 9,1
7 2 18,2
9 1 9,1
10 2 18,2
13 1 9,1
17 1 9,1
18 2 18,2
19 1 9,1
MSH2 9 2 18,2
11 1 9,1
12 1 9,1
13 5 45,5
15 1 9,1
16 1 9,1
MSH6 4 1 50,0
9 1 50,0
PMS2 11 2 100,0

Na Figura 12 ilustra a classificacdo das mutagdes segundo as
mutacdes maiores (frameshift ou nonsense) com proteina truncada das

demais formas de mutagdes.
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Mutacao com proteina truncada x
missense e outras menores

Figura 12 - Tipo de mutagéo detectada.

A Tabela 27 mostra as mutag¢des ainda n&o descritas previamente nas

bases de dados disponiveis.

Tabela 27 - Mutagao novas detectadas.

Genes dereparo

Mutagdo inédita n. %
sim 13 50,0
nao 13 50,0
Total 26 100,0

A Tabela 28 ilustra a forma de definigdo de patogenicidade das

mutagdes detectadas.
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Tabela 28 - Determinacao de patogenicidade.

Defini¢cdo de patogenicidade n. %
literatura 5 19,2

Polyphen 1 3,8

prot truncada 11 42,3

Sift e Polyphen 1 3,8
proteina truncada e literatura 8 30,8
Total 26 100,0

Na Tabela 29 foi realizada a correlagdo entre os resultados de
imunoistoquimica com os de sequénciamento para detecgdo de mutacdo em
genes de reparo. Houve concordancia e coeréncia para os meétodos em
24/28 casos. Nao foi concordante em 4/28, sendo em dois detectada
mutagdo em MSH2 e MLH1 mas ndo houve repercussdo na
imunoistoquimica e em 2 casos com auséncia de proteina nao foi detectado

mutagdo em genes correspondentes.

Tabela 29 - Correlacdo entre os achados de IHQ com os achados de
mutacao em genes de reparo.

IHQ (proteinas de reparo) mutacéao n %
MLH1 e PMS2 MLH1 4 14,3
MSH2 e MSH6 MSH2 9 32,1
PMS2 MLH1 4 14,3
MSH2 e MSH6 () 2 7,1
Positivo MSH2 1 3,6
Positivo MLH1 1 3,6
Positivo ) 7 25,0
Total 28 100,0
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Na Tabela 30 esta representada a correlacdo entre os achados de
instabilidade de microssatélites e o de mutagcdo em genes de reparo. A
instabilidade de microssatélites esteve associado com mutagdo em gene de
reparo em 8/10 casos. Em 1 caso de MSI-S estava relacionado com
mutacdo em gene MLH1 e 1 caso de MSI-S nao foi detectado mutagdo em

gene de reparo.

Tabela 30 - Correlacdo entre os achados de instabilidade de microssatélites
com os de mutagcdo em genes de reparo.

MSiI Mutacéo n %
MSI-H MSH2 5 50,0
MSI-H MLH1 1 10,0
MSI-H PMS2 1 10,0
MSI-L MSH2 1 10,0
MSI-S MLH1 1 10,0
MSI-S s/mutacéo 1 10,0
Total 10 100,0

As Figuras 13 a 17 mostram nos pacientes estudados a cromatografia
segmentar do sequenciamento do gene de reparo com os principais tipos de

mutagdes detectadas.
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c.2224(C-T)

TEACAGAAGAT GGAAATATCC TG TAGCTTGCTAACCTGCCTGATCTATACAAAG
ne Thr Glu Asp Gly Ash lle Leu Stp Leu Ala Ash Leu Pro Asp Leu Tyr Lys W
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EXON 19 MLH1

Figura 13 - llustra uma mutagao encontrada no gene MLH1 no exon 19 do
tipo nonsense com troca de C por T no codon 2224 modificando o
aminoacido Glicina por um Stop codon e uma terminacdo prematura da

proteina.

del{A)

AANTGACTTCT TTAAATGAAGAGTATAGC A
X Stp Lew Lew Stp Met Lys Ser lle Fro

Figura 14 - Mostra exemplo de mutagéo do tipo frameshift com delegéo de A
na posi¢cao de cdédon 1666 havendo troca de leucina desta posigao e stop
codon adiante por troca na fase de leitura (frameshift) e interrupcéo de

leitura e terminagao prematura da proteina.
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c202T(T=C)

AGAAAAGGAATGTTTTGARAGCCCCAGTAAAGAATGCGCTATGTTCTATTCCA
I Glu Lys Glu Cys Phe Glu Ser Pro Ser Lys Glu Cys Ala Met Phe Tyr Ser
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EXON 18 MLH1

Figura 15 - llustra uma mutagdo missense no colon 2027 houve uma troca

de T por C com a troca de um unico aminoacido de leucina por prolina.

c.545+3(A->C

I TATGGGAAAATTTTGGAAGTTGTTGGCAGGTNCAGTCCE
Tyr Gly Lys lle Leu Glu Val Val Gly Arg Xxx Pro

") JP\N\J\ W 'ﬂﬂt

INTRON 6 MLH1

Figura 16 - llustra uma mutagédo em sitio de splicing

Delegao

CNTTCTHNTHGATCGTCTGGTAGAATCAACTTCCTTGAGAAAAGCC
K Xxx Ser Xxx Asp Arg Leu Val Glu Ser Thr Ser Leu Arg Lys Ala

M g

EXON 10 MLH1

ll"Il

Figura 17 - llustra mutagao com delegcao




A relagao das mutagdes encontradas nos genes de reparo, o tipo e
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mutacgao, o gene mutado e a definicdo da patogenicidade da mutacéo estao

representados na Tabela 31.

Tabela 31 - Relagdo das mutacbes encontradas, localizagdo, tipo e a
definicdo da patogenicidade.

Fam. Mutagéo tipo Gene  definicdo de patogenicidade

SL-1 c.545+3(A>G) s. splicing  MLH1 literatura

SL-5 €.2525_2526delAG; p.Glu483X frameshift MSH2  prot truncada

SL-6 c.1447G>T; p.Glu483X nonsense MSH2  prot truncada e literatura

SL-8 €.1667delT; p.Leu556X frameshift MSH2  prot truncada

SL-15  ¢.2187G>T; p.Met7229lle missense MSH2  Sift e Polyphen

SL-20 ¢.2152C>T; p.GIn718X frameshift ~MSH2  prot truncada e literatura

SL-18 ¢.588+G>C missense MLH1 literatura

SL-19  ¢.2224C>T; p.GIn742X nonsense MLH1  prot truncada

SL-25 ¢.2131C>T; p.Arg711X frameshift ~MSH2 prot truncada e literatura

SL-29 c.588+2T>A s.splicing  MLH1  prot truncada

SL-31  ¢.791-6_793del delegéo MLH1  prot truncada

SL-36 ¢.2027T>C;p.Leu676Pro missense MLH1  literatura

SL-38 ¢.2152C>T; pGIn718X frameshift ~MSH2  prot truncada e literatura

SL-39 ¢.1967_1970dup; p.Phe657LeufsX3  frameshift MSH2 prot truncada

SL-40 c.1444>T; p.Arg482X nonsense MSH2  prot truncada

SL-44  c.942+3A>T nonsense MSH2  prot truncada e literatura

SL-47 ¢.2349_2380del; p.Ala794NisfsX9 frameshift ~MSH6  prot truncada
€.1853delAinsTTCTT;

SL-54  p.Lys618llefsX4 frameshift ~MLH1  prot truncada

SL-61 ¢.1211C>G; p.Pro404Arg missense PMS2  Polyphen

SL-72  ¢.2152C>T; p.GIn718X frameshift ~MSH2  prot truncada e literatura

SL-94  c.1459C>T; p.Arg487Xx nonsense MLH1  prot truncada e literatura

SL-92 ¢.1975C>T; p.Arg659Xx nonsense MLH1  prot truncada e literatura

SL-83 ¢.1239Dup; D414Rfs45 frameshift PMS2  prot truncada

SL-93 ¢.2041G>A; p.Ala681Thr missense MLH1 literatura

SL-21  c.779T>G; p.Leu260Arg missense MLH1 literatura

SL-30 ¢.3974_3976delAGA; p.Lys1325del frameshift MSH6  prot truncada
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4.3 CORRELACOES

4.3.1 Correlacdo com mutacdo em genes de reparo

Na Tabela 32 estdo representados a correlagao dos dados clinicos e
patolégicos do CCR do probando, e também dados referentes ao adenoma
colorretal frente a mutagdo ou ndo nos genes de reparo. Foram
considerados como grupo com mutagdo quando esta ocorria em qualquer
dos 4 genes estudados, e quando ndo houve mutagdo encontrada foi
considerado como sem mutagao. Estdo representado a frequéncia e a
percentagem e a analise pelo método de Fisher ou qui-quadrado. Quando a
diferenca encontrada for significativa esta representado o valor de p. Nas
situagbes em que a significancia estatistica for proxima da significancia o

valor de p foi descrita, porém entre parénteses.
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Tabela 32 - Correlacdo de variaveis clinicas e patolégicas do CCR e
adenomas dos probandos com os achados de mutagées em genes de
reparo.

Variavel Categoria Mutacéo Sem p
Mutacao
Género Masculino 11 (61,1%) 7 (38,9%) ns
Feminino 15 (60,0%) 10 (40,0%)
Tumor de cdélon Unico 17 (58,6%) 12 (41,4%) ns
Multiplo 8 (72,7%) 3 (27,3%)
Idade de diagnéstico CCR <50 anos 18 (66,7%) 9 (33,3%) ns
>50 anos 7 (53,8%) 6 (46,2%)
Adenoma Sim 17 (63,0%) 10 (37,0%) ns
Nao 9 (56,3%) 7 (43,8%)
Idade de adenoma <40 anos 3 (75,0%) 1 (25,0%) ns
>40 anos 14 (60,9%) 9 (39,1%)
Tumor de colon proximal x Proximal 15 (83,3%) 3 (16,7%) 0,005
distal Distal 5 (33,3%) 10 (66,7%)
Estadiamento T tumor de T1-T2 8 (57,1%) 6 (42,9%) ns
colon T3-T4 15 (71,4%) 6 (28,6%)
Estadiamento N tumor de NO 20 (66,7%) 10 (33,3%) ns
colon N1-N2 4 (57,1%) 3 (42,9%)
Estadiamento M tumor de MO 24 (63,2%) 14 (36,8%) ns
colon M1 1 (50,0%) 1 (50,0%)
Grau de diferenciagao CCR G1 6 (66,7%) 3 (33,3%) ns
G2-G3 17 (77,3%) 5 (22,7%)
Invasao vascular sanguinea Sim 1 (25,0%) 3 (75,0%) ns
Nao 24 (66,7%) 12 (33,3%)
Invasdo vascular linfatica Sim 1 (20,0%) 4 (80,0%) (0,056)
Nao 24 (68,6%) 11 (31,4%)
Invasao perineural Sim 1 (25,0%) 3 (75,0%) ns
Nao 24 (66,7%) 12 (33,3%)
Componente mucinoso Sim 8 (72,7%) (27,3%) ns
Nao 16 (61,5%) 10 (38,5%)
Tumor cribiforme Sim 2 (100,0%) 0 (0,0%) ns
Nao 23 (60,5%) 15 (37,5%)
“Chron’s like” Sim 0 (0,0%) 1 ns
(100,0%)
Nao 25 (64,1%) 14 (35,9%)
Infiltrado linfocitario Sim 13 (78,5%) 4 (23,5%) ns
Nao 12 (52,2%) 11 (47,8%)
Reagéo desmoplasica Sim 6 (85,7%) 1 (14,3%) ns
Nao 19 (57,6%) 14 (42,4%)
Histologia SL Sim 10 (71,4%) 4 (28,6%) ns
Nao 15 (57,7%) 11 (42,3%)
SLD em pacientes com CCR <5 anos 5 (45,5%) 6 (54,5%) ns
>5 anos 18 (75,0%) 6 (25,0%)




81

A correlagdo mostrada na Tabela 33 foi realizada com os tumores
extracolonicos dos probandos frente a presenca ou ndao de mutagado nos

genes de reparo.

Tabela 33 - Correlagdo de tumores extracolénicos dos probandos com os

achados de mutagdes em genes de reparo.

Variavel Categoria Mutacgao Sem p
Mutacéo

Tumor de endométrio Sim 4 (66,7%) 2 (33,3%) ns
Nao 22 (59,5%) 15 (40,5%)

Tumor de estbmago Sim 1 (50%) 1 (50%) ns
Nao 25 (61,0%) 16 (39,0%)

Tumor de intestino delgado Sim 0 (0%) 1 (100%) ns
Nao 26 (61,9%) 16 (38,1%)

Tumor de pelve renal e ureter Sim 1 (100%) 0 (0%) ns
Nao 25 (59,5%) 17 (40,5%)

Tumor de pancreas Sim 0 (0%) 1 (100%) ns
Nao 25 (59,5%) 17 (40,5%)

Tumor de extracolénico SL Sim 7 (70,0%) 3  (30,0%) ns
Nao 19 (57,6%) 14 (42,4%)

Numero de tumores malignos 1 11 (47,8%) 12 (52,2%) (0,057)
>1 15 (78,9%) 4 (21,1%)

Tumor de mama sim 2 (50,0%) 2  (50,0%) ns
Nao 24 (61,5%) 15 (38,5%)

Na Tabela 34 esta representada a correlagdo com os dados relativos
a familia com a presenga ou ndo de mutagdo patoldgica nos genes de

reparo.
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Tabela 34 - Correlagcédo de variaveis referentes as familias com os achados
de mutagdes em genes de reparo.

Variavel Categoria Mutagao Sem P
Mutacéao

N. de familiares com CCR <4 20 (62,5%) 1 (37,5%) ns
>4 6 (54,5%) 5 (45,5%)

N. de familiares com CCR <4 20 (62,5%) 1 (37,5%) ns
>4 6 (54,5%) 5 (45,5%)

Idade de familiares com CCR <50 anos 20 (69,0%) 9 (31,0%) ns

mais jovem >50 anos 5 (45,5%) 6 (54,5%)

Adenoma na familia Sim 17 (58,6%) 12 (41,4%) ns
Nao 8 (61,5%) 5 (38,5%)

Tumor de endométrio na Sim 9 (69,2%) 4 (30,8%) ns

familia Nao 17 (56,7%) 13 (43,3%)

Tumor de estbmago na Sim 9 (60,0%) 6 (40,0%) ns

familia Néo 17 (60,7%) 11 (39,3%)

Tumor hepatobiliar na familia  Sim 2 (100,0%) O (0,0%) ns
Nao 24 (58,5%) 17 (41,5%)

Tumor de intestino delgado Sim 1 (50,0%) 1 (50,0%) ns

na familia Nao 25 (61,0%) 16 (39,0%)

Tumor ovario Sim 3 (100,0%) O (0,0%) ns
Néo 23 (57,5%) 17 (42,5%)

Tumor de pelve renal e ureter Sim 1  (50,0%) 1  (50,0%) ns
Nao 25 (61,0%) 16 (39,0%)

Tumor de pancreas Sim 2 (66,7%) 1 (33,3%) ns
Nao 24 (60,0%) 16 (40,0%)

Tumor de SNC Sim 1 (16,7%) 5 (83,3%) 0,028
Néo 25 (67,6%) 12 (32,4%)

Tumor sebaceo Sim 2  (100%) 0 (0%) ns
Nao 24 (58,5%) 17 (41,5%)

Tumor extracoldnico SL na Sim 17 (53,1%) 15 (46,9%) ns

familia Nao 9 (81,8%) 2 (18,2%)

N. tumor extracoldénico SLna <3 10 (83,3%) 2 (16,7%) (0,085)

familia >3 16 (51,6%) 15 (48,4%)

Tumor de mama na familia Sim 4 (36,4%) 7 (63,6%) (0,080)
Nao 22 (68,8%) 10 (31,3%)

Densidade de tumor na <0,25 12 (46,2%) 14 (53,8%) 0,026

familia 0,26-1,0 14 (82,4%) 3 (17,6%)

Numero de familiares com <5 16 (66,7%) 8 (33,3%) ns

tumor >5 10 (52,6%) 9  (47,4%)
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Na Tabela 35 notamos correlagdo das mutagdes em genes de reparo
com os achados de alteracdo de proteinas de reparo analisada por
imunoistoquimica nos tumores em probandos, assim como os achados de

instabilidade de microssatélites.

Tabela 35 - Correlacido de variaveis imunoistoquimica e de instabilidade de
microssatélites do CCR com os achados de muta¢gées em genes de reparo.

] ] Sem
Variavel Categoria Mutacéo .
Mutacao
IHQ para MLH1 ausente 4 (100,0%) 0 (0,0%) ns
presente 16 (64,0%) 9 (36,0%)
IHQ para MSH2 ausente 9 (81,8%) 2 (18,2%) ns
presente 11 (61,1%) 7 (38,9%)
IHQ para MSH6 ausente 9 (81,8%) 2 (18,2%) ns
presente 11 (61,1%) 7 (38,9%)
IHQ para PMS2 ausente 8 (100,0%) 0 (0,0%) 0,029
presente 11 (55,0%) 9 (45,0%)
IHQ para proteina de reparo  ausente 17 (89,5%) 2 (10,5%) 0,002
presente 3 (30,0%) 7 (70,0%)

4.3.2 Correlacdo com mutacdo em gene MSH2

A seguir foi realizada as mesma correlagdo das variaveis com
mutacéao isolada para os genes mais frequentes, MSH2 e MLH1. Iniciamos
com o gene MSH2 correlacionando com os dados demograficos, clinicos e

anatomopatolégicos do CCR, e a sobrevida global dos pacientes. Tabela 36.
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Tabela 36 - Correlacdo de dados demograficos, e os relativos ao CCR e
adenoma dos probandos com achados de mutagdo em gene MSH2.

Categoria Mutacéao Sem Mutagdo p
MSH2 MSH2

Género masculino 3 (16,7%) 15 (83,3%) ns
feminino 8 (32,0%) 17 (68,0%)

Tumor de colon unico 6 (20,7%) 23 (79,3%) ns
multiplo 5 (45,5%) 6 (54,5%)

Idade de diagndstico de tumor <50 anos 6 (22,2%) 21 (77,8%) ns

de célon >50 anos 5 (38,5%) 8 (61,5%)

Adenoma sim 7 (25,9%) 20 (74,1%) ns
nao 4 (25,0%) 12 (75,0%)

Idade de adenoma <40 anos 0 (0%) 4 (100%) ns
>40 anos 7 (30,4%) 16 (69,6%)

Tumor de colon proximal x distal ~ proximal 4 (22,2%) 14 (77,8%) ns
distal 3 (20,0%) 12 (80,0%)

Estadiamento T tumor de célon T1-T2 3 (21,4%) 1(78,6%) ns
T3-T4 7 (33,3%) 4 (66,7%)

Estadiamento N tumor de célon NO 9 (30,0%) 21 (70,0%) ns
N1-N2 2 (28,6%) 5 (71,4%)

Estadiamento M tumor de célon MO 11 (28,9%) 27 (77,1%) ns
M1 0 (0%) 2 (100%)

Grau de diferenciagéo tumor de G1 4 (44,4%) 5 (55,6%) ns

colon G2-G3 6 (27,3%) 16 (72,7%)

Invaséo vascular sanguinea sim 0 (0%) 4 (100%) ns
nio 11 (30,6%) 25 (69,4%)

Invasao vascular linfatica sim 0 (0%) 5 (100%) ns
nao 11 (31,4%) 24 (68,6%)

Invasao perineural sim 0 (0%) 4 (100%) ns
nao 11 (30,6%) 25 (69,4%)

Componente mucinoso sim 4 (36,4%) 7 (63,6%) ns
nio 6 (23,1%) 20 (76,9%)

Cribiforme sim 2 (100,0%) 0 (0,0%) (0,071)
nao 9 (23,7%) 29 (76,3%)

“Chron’s like” sim 0 (0,0%) 1 (100,0%) ns
nao 11 (28,2%) 28 (71,8%)

Infiltrado linfocitario sim 8 (47,1%) 9 (52,9%) 0,03
nio 3 (13,0%) 20 (87,0%)

Reagdo desmoplasica sim 8 (47,1%) 9 (52,9%) ns
nao 3 (13,0%) 20 (87,0%)

Histologia SL sim 6 (42,9%) 8 (57,1%) ns
nao 5 (19,2%) 21 (80,8%)

SLD em pacientes com CCR <5 anos 3 (27,3%) 8 (72,7%) ns
>5 anos 8 (33,3%) 16 (66,7%)




A Tabela 37 mostra a corregdo da mutagdo em gene MSH2 com os

tumores extracolénicos dos probandos.
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Tabela 37 - Correlacdo de tumores extracolénicos em probandos com
achados de mutagdo em gene MSH2.

Categoria Mutacéao Sem p

MSH2 Mutacéao
MSH2

Tumor de endométrio sim 2 (33,3%) 4 (66,7%) ns
nao 9 (24,3%) 28 (75,7%)

Tumor de estdmago sim 0 (0%) 2 (100%) ns
nao 11 (26,8%) 30 (73,2%)

Tumor de figado sim 0 (0%) 1 (100%) ns
nao 11 (26,2%) 31 (73,8%)

Tumor de intestino delgado sim 0 (0%) 1 (100%) ns
nao 11 (26,2%) 31 (73,8%)

Tumor de pelve renal e ureter sim 1 (100%) 0 (0%) ns
nao 10 (23,8%) 32(76,2%)

Tumor de pancreas sim 0 (0%) 1 (100%) ns
nao 11 (26,2%) 31 (73,8%)

Tumor de extracolénico SL sim 3 (30,0%) 7 (70,0%) ns
nao 8 (24,2%) 25 (75,8%)

Tumor de mama sim 0 (0%) 4 (100%) ns
néao 11(28,2%) 28 (71,8%)

Numero de tumores malignos <1 4 (17,4%) 19(82,6%) ns
>1 7 (36,8%) 12 (63,2%)

A Tabela 38 correlaciona os dados relativos a familia com achados de

mutacao em gene MSH2.
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Tabela 38 - Correlacdo de dados relativos as familias com achados de
mutagao em gene MSH2.

Categoria Mutacéao Sem P
MSH2 Mutagéo
MSH2
N. de familiares com CCR <4 8 (25,0%) 24 (75,0%) ns
>4 3 (27,3%) 8 (72,7%)
N. de familiares com CCR <4 8 (25,0%) 24 (75,0%) ns
>4 3 (27,3%) 8 (72,7%)
Idade familiares com CCR <50 anos 7 (24,1%) 22 (75,9%) ns
>50 anos 4 (36,4%) 7 (63,6%)
Adenomas na familia sim 3 (12,5%) 21 (87,5%) 0,038
nao 8 (42,1%) 11 (57,9%)
Tumor de endométrio na sim 4 (30,8%) 9 (69,2%) ns
familia nao 7 (23,3%) 23 (76,7%)
Tumor de estbmago na sim 6 (40,0%) 9 (60,0%) ns
familia nao 5 (17,9%) 23 (82,1%)
Tumor hepatobiliar na familia  sim 0 (0,0%) 2 (100,0%) ns
nao 11 (26,8%) 30 (73,2%)
Tumor de intestino delgado sim 1 (50,0%) 1 (50,0%) ns
na familia nao 10 (24,4%) 31 (75,6%)
Tumor de pelve renal e ureter sim 1 (50,0%) 1 (50,0%) ns
na familia nao 10 (24,4%) 31 (75,6%)
Tumor de ovario na familia sim 1 (33,3%) 2 (66,6%) ns
nao 10 (25,0%) 30 (75,0%)
Tumor de pancreas na sim 1 (33,3%) 2 (66,6%) ns
familia nao 10 (25,0%) 30 (75,0%)
Tumor de SNC na familia sim 0 (0%) 6 (100%) ns
nao 11 (29,7%) 26 (70,3%)
Tumor sebaceo sim 2 (100,0%) 0O (0,0%) (0,061)
nao 9 (22,0%) 32 (78,0%)
Tumor extracoldnico SL na sim 9 (28,1%) 23 (71,9%) ns
familia nao 2 (18,2%) 9 (81,8%)
Tumor extracoldnico SL na <3 4 (33,3%) 8 (66,7%) ns
familia >3 7 (22,6%) 24 (77,4%)
Tumor de mama na familia sim 0 (0%) 11 (100%) 0,041
nao 11 (34,4%) 21 (65,6%)
Densidade de tumor na <0,25 8 (30,8%) 18 (69,2%) ns
familia 0,26-1,0 3 (17,6%) 14 (82,4%)
Numero de familiares com <5 8 (33,3%) 16 (66,7%) ns
tumor >5 3 (15,8%) 16 (84,2%)
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A Tabela 39 mostra a correlacdo das mutagdes em genes de reparo
MSH2 com alteracbes em proteinas de reparo em estudo imunoistoquimico
em tumores colorretais de probandos. Foi realizado também a correlagao

com instabilidade de microssatélites.

Tabela 39 - Correlacdo de dados relativos a imunoistoquimica e
instabilidade de microssatélites do CCR os com achados de mutacdo em
gene MSH2.

Variavel Categoria Mutagao Sem p
MSH2 Mutacéao
MSH2
IHQ para MLH1 ausente 0 (0,0%) 4 (100,0%) ns
presente 10 (40,0%) 15 (60,0%)
IHQ para MSH2 ausente 9 (81,8%) 2 (18,2%) <0,001
presente 1 (5,6%) 17 (94,4%)
IHQ para MSH6 ausente 9 (81,8%) 2 (18,2%) <0,001
presente 1 (5,6%) 17 (94,4%)
IHQ para PMS2 ausente 0 (0,0%) 8 (100,0%) 0,025
presente 10 (50,0%) 10 (50,0%)
IHQ para proteina de reparo  ausente 9 (47,4%) 10 (52,6%) (0,098)
presente 1 (11,1%) 8 (88,9%)
Instabilidade de MSS MSI-L 1 (33,3%) 2 (66,6%) ns
microssatélites MSI-H 5 (71,4%) 2 (28,6%)

4.3.3 Correlagdo com mutacdo em gene MLH1
A Tabela 40 realizou a correlagdo da mutacdo no gene MLH1 com
fatores clinicos e patolégicos do probando, seu CCR e adenoma colorretal

além da sobrevida livre de doenca em relagédo com CCR.
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Tabela 40 - Correlagao de dados clinicos e patolégicos do CCR e adenoma
dos probandos com mutagdo em gene MLH1.

Variavel Categoria Mutagao Sem p
MLH1 Mutacgéo
MLH1

Género masculino 5 (27,8%) 13 (72,2%) ns
feminino 6 (24,0%) 19 (76,0%)

Tumor de colon unico 8 (27,6%) 21 (72,4%) ns
multiplo 3 (27,3%) 6 (72,7%)

Idade de diagnéstico de tumor de <50 anos 10 (27,0%) 17 (63,0%) (0,068)

coélon >50 anos 1 (7,7%) 12 (92,3%)

Adenoma sim 8 (29,6%) 19 (70,4%) ns
néo 3 (18,8%) 13 (81,3%)

Idade de adenoma <40 anos 3 (75,0%) 1 (25,0%) (0,065)
>40 anos 5 (21,7%) 18 (78,3%)

Tumor de colon proximal x distal proximal 9 (50,0%) 9 (50,0%) 0,009
distal 1 (6,7%) 14 (93,3%)

Estadiamento T tumor de célon T1-T2 5 (35,7%) 9 (64,3%) ns
T3-T4 6 (28,6%) 15 (71,4%)

Estadiamento N tumor de célon NO 9 (30,0%) 21 (70,0%) ns
N1-N2 2 (28,6%) 5 (71,4%)

Estadiamento M tumor de cdlon MO 11 (28,9%) 27 (71,1%) ns
M1 0 (0%) 2 (100%)

Grau de diferenciagao tumor de G1 2 (22,2%) 7 (77,8%) ns

colon G2-G3 9 (40,9%) 13 (59,1%)

Invasdo vascular sanguinea Sim 1 (25,0%) 3 (75,0%) ns
Nao 10 (27,8%) 26 (72,2%)

Invaséo vascular linfatica Sim 1 (20,0%) 4 (80,0%) ns
Nao 10 (28,6%) 25 (71,4%)

Invaséo perineural Sim 0 (0,0%) 4 (100,0%) ns
Nao 11 (30,6%) 25 (69,4%)

Componente mucinoso Sim 4 (36,4%) 7 (63,6%) ns
Nao 7 (26,9%) 19 (73,1%)

Tumor cribiforme Sim 0 (0,0%) 2 (100,0%) ns
Nao 11 (28,9%) 27 (71,1%)

“Chron’s like” Sim 0 (0,0%) 1 (100,0%) ns
Nao 11 (28,2%) 28 (71,8%)

Infiltrado linfocitario Sim 4 (23,5%) 13 (76,5%) ns
Nao 7 (30,4%) 16 (69,6%)

Reagao desmoplasica Sim 2 (28,6%) 5 (71,4%) ns
Nao 9 (27,3%) 24 (72,7%)

Histologia SL Sim 4 (28,6%) 0(71,4%) ns
Nao 7 (26,9%) 9 (73,1%)

SLD para CCR no probando <5 anos 1 (9,1%) 10 (90,9%) ns
>5 anos 9 (37,5%) 5 (62,5%)




A Tabela 41 correlaciona mutacdo em gene MLH1 com dados de

tumores extracolénicos em probandos.
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Tabela 41 - Correlacdo dos tumores extracolonicos dos probandos com

mutacdo em gene MLH1.

Variavel Categoria  Mutacgao Sem p
MLH1 Mutacéao
MLH1
Tumor de endométrio sim 1 (16,7%) 5 (83,3%) ns
nao 10 (27,0%) 27 (73,0%)
Tumor de estbmago sim 1 (50,0%) 1 (50,0%) ns
nao 10 (24,4%) 31 (75,6%)
Tumor hepatobiliar sim 1 (100,0%) O (0,0%) ns
nao 10 (23,8%) 32 (76,2%)
Tumor de intestino delgado sim 0 (0%) 1 (100%) ns
nao 11 (26,2%) 31 (73,8%)
Tumor de pelve renal e ureter sim 0 (0%) 1 (100%) ns
nao 11 (26,2%) 31 (73,8%)
Tumor de pancreas sim 0 (0%) 1 (100%) ns
nao 11 (26,2%) 31 (73,8%)
Tumor de extracoldnico SL sim 3 (30,0%) 7 (70,0%) ns
nao 8 (24,2%) 25 (75,8%)
Tumor de mama sim 1 (25,0%) 3 (75,0%) ns
nao 10 (25,6%) 29 (74,4%)
Numero de tumores malignos 1 5 (21,7%) 18 (78,3%) ns
>1 6 (31,6%) 13 (68,4%)

A Tabela 42 mostra a correlacdo da mutacdo em gene de reparo

MLH1 com os dados relativos a familia.



Tabela 42 - Correlagao de dados familiares com mutagdo em gene MLHL1.
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N Sem
., ) Mutacao -
Variavel Categoria Mutacgéo p
MLH1
MLH1
N. de familiares com CCR <4 8 (25,0%) 24 (75,0%) ns
>4 3 (27,3%) 8 (72,7%)
Idade familiares com CCR <50 anos 11 (37,9%) 18 (62,1%) 0,019
>50 anos 0 (0,0%) 11 (100,0%)
Adenomas na familia Sim 8 (27,6%) 21(72,4%) ns
Nao 3 (23,1%) 10 (76,9%)
Tumor de endométrio na familia  Sim 4 (30,8%) 9 (69,2%) ns
Nao 7 (23,3%) 23 (76,7%)
Tumor de estdmago na familia Sim 3 (20,0%) 12 (80,0%) ns
Nao 8 (28,6%) 20 (71,4%)
Tumor hepatobiliar na familia Sim 1 (50,0%) 1 (50,0%) ns
Nao 10 (24,4%) 31 (75,6%)
Tumor de intestino delgado na Sim 0 (0%) 2 (100%) ns
familia Nao 11 (26,8%) 30 (73,2%)
Tumor de pelve renal e ureter Sim 0 (0%) 2 (100%) ns
na familia Nao 11 (26,8%) 30 (73,2%)
Tumor de ovario na familia Sim 1 (33,3%) 2 (66,7%) ns
Nao 10 (25,0%) 30 (75,0%)
Tumor de pancreas na familia Sim 0 (0,0%) 3 (100,0%) ns
Nao 11 (27,5%) 29 (72,5%)
Tumor de SNC na familia Sim 1 (16,7%) 5 (83,3%) ns
Nao 10 (27,0%) 27 (73,0%)
Tumor sebaceo Sim 0 (0%) 2 (100%) ns
nao 11 (26,8%) 30 (73,2%)
Tumor extracoldnico SL na sim 6 (18,8%) 26 (81,3%) ns
familia nao 5 (45,5%) 6 (54,5%)
Numero de tumor extracolénico <4 3 (25,0%) 9 (75,0%) ns
SL na familia >4 8 (25,8%) 23 (74,2%)
Tumor de mama na familia sim 2 (18,2%) 9 (81,8%) ns
nao 9 (28,1%) 23 (71,9%)
Densidade de tumor na familia  <0,25 3 (11,5%) 23 (88,5%) 0,014
0,26-1,0 8 (47,1%) 9 (52,9%)
Numero total de tumores na <5 6 (25,0%) 18 (75,0%) ns
familia >5 5 (26,3%) 14 (73,7%)
SLD para CCR no probando < 5 anos 1 (9,1%) 10 (90,9%) ns
>5 anos 9 (37,5%) 15 (62,5%)




Realizou-se na

imunoistoquimica para proteina de reparo e instabilidade de microssatélites

Tabela

com mutagdo em gene MLH1

Tabela 43 - Correlacdo de dados imunoistoquimica e de instabilidade de

43

a

correlagao

microssatélites com mutacdo em gene MLH1.

dos

dados

Variavel Categoria Mutacéo Sem p
MLH1 Mutacéao
MLH1

IHQ para MLH1 ausente 3 (75,0%) 1 (25,0%) (0,058)
presente 5 (20,8%) 19 (79,2%)

IHQ para MSH2 ausente 0 (0,0%) 11 (100,0%) 0,01
presente 8 (47,1%) 9 (52,9%)

IHQ para MSH6 ausente 0 (0,0%) 11 (100,0%) 0,01
presente 8 (47,1%) 9 (52,9%)

IHQ para PMS2 ausente 7 (87,5%) 1 (12,5%) <0,001
presente 1 (5,0%) 19 (95,0%)

IHQ para proteina de reparo ausente 7 (36,8%) 12 (63,2%) ns
presente 1 (11,1%) 8 (88,9%)

Instabilidade de microssatélites MSSMSI-L 1 (33,3%) 2 (66,7%) ns
MSI-H 1 (14,3%) 6 (85,7%)




DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

Foram incluidos 37 pacientes definidos por meio dos critérios clinicos
de Amsterdam para HNPCC somados a 6 pacientes com diagnéstico de SL
confirmado por estudo molecular a partir de um grupo suspeito, definido
pelos critérios de Bethesda, totalizando 43 probandos. O objetivo de incluir
somente os pacientes com diagnéstico clinico ou molecular tem a finalidade
de definir um grupo de pacientes com elevado risco de desenvolvimento de
tumores e uma alta probabilidade de deteccdo de mutagdo em genes de
reparo. Todos os probandos foram estudados quanto aos genes de reparo
com sequenciamento sendo definido um grupo com identificacdo de
mutacdo e outro sem identificacdo. Conforme nomenclatura atual, este
ultimo grupo é denominado de sindrome X, ou seja, pacientes com critérios
clinicos para HNPCC porém sem mutagao identificada e o grupo com
mutacéao identificada como SL (LINDOR et al. 2005). O estudo caracterizou
do ponto de vista clinico, anatomopatolégico e de histérico na familia cada
um dos grupos realizando uma comparagao destes fatores quanto a
mutacdo em genes de reparo, cada um dos genes mais importantes genes
estudados (MSH2 e MLHL1). Considerando o grupo inicial de estudo pelos
critérios de Bethesda havia 53 probandos destes foram detectados de
mutacdo em 6 deles revelando uma sensibilidade de 11,3% (considerando

os 4 genes estudados).
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A maioria dos probandos, como esperado, se apresentaram com
tumores colorretais (40/43), e alguns com manifestacdo de outros tumores
colorretais ou extracolonicos, podendo ser sincrénicos ou metacrénicos,
chegando até um numero total de 4 tumores primarios distintos em um
mesmo individuo. A incidéncia de tumores multiplos neste grupo foi de
26,5% considerando somente os CCR e de 45,2% incluindo os tumores
extracolbnicos. Na populagdo geral esse indice de tumores multiplos
colorretais é de no maximo 5%, revelando-se neste grupo com elevado risco
de novos tumores ao longo da vida.

Considerando somente os tumores colorretais a idade de surgimento
do primeiro tumor nos probandos ocorreu em idade antes dos 50 anos em
67,5% da casuistica, sendo esta uma das principais caracteristicas da
doenca. Estes dois fatores apontados sao dados que habitualmente chamam
a atencao do clinico que assiste ao paciente para a suspeita de sindrome
hereditaria, ou seja a idade precoce e a existéncia de tumores multiplos em
um mesmo individuo.

A localizagédo dos tumores de colon em porgdes proximais ao angulo
esplénico ocorreu em 44,4% dos pacientes, sendo esta também uma das
caracteristicas da SL. Nesta casuistica, considerando somente os probandos
a frequéncia de tumores colorretais a incidéncia de tumores sincrénicos foi
de 19,4% também acima do esperado para a populagdo geral em tumores
esporadicos.

O estadiamento dos tumores colorretais dos probandos de cada

familia, observa-se que apresentam uma extensao local avangada, ou seja
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tumores T3 e T4, em uma proporgao elevada, de 60,0%, no entanto
observa-se uma baixa incidéncia comprometimento linfonodal e de doenca
metastatica respectivamente 18,9% e 5,0%, indicando tumores localmente
extensos com baixa disseminagéo linfatica e hematogénica o que condiz
com as caracteristicas dos tumores relacionados a SL (LYNCH et al 1999;
BUCKOWITZ et al 2005; VASEN 2005; DRESCHER et al. 2010). Um outro
aspecto que também chama a atencdo é em relacdo a incidéncia de
infiltrado  linfocitario peritumoral que ocorreu em 42,5%, indicando
possivelmente uma maior reagao imunoldgica-inflamatdria peritumoral o que
vai de encontro com a tendéncia dos tumores relacionados a SL que
relacionam este aspecto com aumento de reagao inflamatéria e melhora na
sobrevida (BENNETT et al. 1998; DOLCETTI et al. 1999; OKADA et al.
2000; SMYRK et al. 2001; OKANO et al. 2003; DRESCHER et al. 2009). Na
pratica observa-se tumores de grande volume, com achados indicando
lesdes muito infiltrativas, podendo determinar cirurgias extensas com
resseccao de multiplos 6rgaos, por uma tendéncia a comprometimento de
estruturas vizinhas. Apesar disto ha um menor risco de comprometimento
linfonodal e de disseminacdo a distdncia. Sabe-se também que estes
pacientes apresentam um melhor prognéstico em relagédo aos tumores nao
hereditarios, sendo que nesta casuistica a sobrevida livre de doenca atuarial
referentes aos tumores colorretais, foi de mais de 90%, a despeito de
muitos casos apresentarem também CCR multiplos, entre outros tumores
extracolénicos. Os pacientes que evoluiram com doenga maligna em

atividade ou doenca incuravel, ndo estava em sua maioria relacionados ao
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CCR e sim a tumores extracolénicos (um paciente com tumor de pulméo e
outro com de mama e um paciente com tumor de reto avangado). A
propor¢gdo tumores de alto grau foi de 67,9%, elevado é também
relacionados a caracteristica da sindrome, que paradoxalmente apresenta
caracteristica de mal progndstico assim como tumores em anel de sinete e
com presenga de mucina, fato este parcialmente explicado pelo tipo de
mucina presente nos tumores da SL com menor expressdao de MUC1 (YOU
et al. 2006; LUGLI et al. 2007). Por outro lado a invasao vascular linfatica,
sanguinea e perineural ndo se mostraram elevados variando de 10,0 a
12,5%. Este dado corrobora com os achados de baixo comprometimento
linfonodal nestes pacientes. O componente mucinoso nos tumores foi
observado em 29,4%, este juntamente com infiltrado linfocitario semelhante
a doencga de Crohn (“Chron’s like”) e o aspecto de tumor tipo cribiforme sao
caracteristicas histolégicas que podem sugerir a sindrome hereditaria, no
entanto estes dois ultimos aspectos foi pouco observado neste grupo.

Dentre os probandos ainda o indice de tumores extracolénicos
encontrado foi de 25%, considerando que a maioria apresentava ja um tumor
de célon, este tumor participava como um segundo tumor primario, sendo o
de endométrio na mulher o tumor mais prevalente. Em 46,2% dos pacientes
considerando todos os tumores malignos, apresentavam pelo menos 2
tumores distintos. A existéncia de 2 tumores ocorreu em 27,5%, 3 tumores
em 15,0% e em um paciente (2,5%) houve a detecgéo de 4 tumores.

Observou-se nesta série um numero elevado de tumores mama, que

nao faz parte dos tumores relacionados a SL. Ela figura como o terceiro
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tumor mais freqlente entre os probandos, apds os tumores colorretais e o de
endométrio. Além disso os tumores que fazem parte dos tumores
extracolonicos da SL tiveram uma contribuicdo menor do que os tumores
de mama como os tumores de estdbmago, pancreas, SNC, pelve renal ou
ureter e o intestino delgado entre os probandos. Sao todos considerados de
incidéncia inferior a 10% na SL.

Como ocorreu com os probandos, dentro das familias, o tumor
colorretal foi o mais incidente com uma variagdo de 0 a 10 individuos na
familia com CCR. O tumor de endométrio assume o0 segundo tumor mais
freqUente na familia, seguido de estbmago e mama como ocorreu com 0s
probandos. Os outros tumores relacionados a SL se mostraram com uma
incidéncia inferior. A média na familia foi de 6,6 tumores por familia, tendo
uma variagcdo de 2 tumores a 16 tumores por familia. Os tumores de
estbmago figura normalmente na terceira posicdo entre os tumores
relacionados a SL (GOECKE et al. 2006).

Apenas uma parcela dos pacientes tiveram os tumores estudados por
imunoistoquimica para as proteinas de reparo por dificuldade em obtengao
de tecido tumoral adequado para isto. Foram estudados as proteinas de
reparo em 26 pacientes, probandos, com resultado normal para todas as
proteinas encontrada em 9 e anormalidades de alguma das quatro
proteinas em 17. As combinagdes de auséncia de expressao de 2 das
proteinas ocorreu com a associacao de auséncia de MSH2 com MSH6 e o

MLH1 com PMS2 como é descrito. Esta situacdo ocorreu em 2 casos com
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associacao e auséncia de expressao de MLH1 e PMS2 e em 11 casos de
auséncia de expressao para o conjunto MSH2 e MSH6.

Os achados de imunoistoquimica apresentaram uma correspondéncia
e coeréncia com os de estudo de mutacgao. A correspondéncia maior foi com
0 MSH2 com as mutagdo em genes correspondente no tecido tumoral. A
auséncia de expressio da proteina MSH2 foi observada em 11 com e que
foram os mesmos pacientes que apresentaram auséncia concomitante para
a proteina MSH6 destes 9 apresentaram mutagdo em gene MSH2. Em 2
pacientes nao foi detectado mutagdo em gene de reparo pelos método de
sequenciamento utilizado. A auséncia da proteina de reparo indica possivel
defeito na proteina que nao foi identificado no sequenciamento, havendo a
possibilidade de grandes dele¢des que n&o sao detectados por este método.
Os genes de reparo maiores, MSH2 e MLH1, sido estabilizados pelos
correspondentes menores que incluem o MSH6 e PMS2. Os genes
menores dependem de sua ligacdo com seus pares para apresentar
expressao da proteina. Com isso em tumores que perdem a expressao de
MSH2, ha uma perda correspondente de MSH6. Similarmente ocorre com a
perda de MLH1 e perda concomitante de PMS2. Quando ha mutagao
especifica de MSH6 e PMS2 ocorre perdas de expressao isolada destas
proteinas (BOLAND et al. 2008). A perda de expressado da proteina ocorre
mais relacionado com a mutagdo em gene MSH2 do que no MLH1, como
observamos nesta casuistica, sendo que este fato esta relacionado com
maior incidéncia de mutacdes missense no MLH1 (PELTOMAKI 2005). No

caso da proteina PMS2 esteve associados a auséncia concomitante da
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proteina MLH1 em 4 casos em todos eles houve correspondéncia com
achado de mutagdo em gene MLH1. A auséncia isolada de PMS2 ocorreu
em 4 casos e associado com mutagao em gene MLH1 em 3 deles, um caso
de auséncia de PMS2 nao foi encontrado mutagaéo nos genes de reparo. A
ocorréncia de perda de expressdo de PMS2 isoladamente em mutagao para
MLH1 é mais rara (HALVARSSON et al. 2006). Em 9 casos houve
positividade para todas as proteinas de reparo, indicando auséncia de
mutacdo nos genes de reparo. No entanto em 2 pacientes foi detectado
mutacdo em gene de reparo, um com mutagao missense em MSH2 e outro
com mutagao nonsense de MLH1. No primeiro caso, a explicacao estaria na
menor interferéncia na estrutura da molécula nas mutagcdes missense e que
nao interfere na expressdo imunoistoquimica. No seguindo caso a
associacdo presenca de proteina no tumor e mutagdo nonsense, que
determina uma proteina truncada estaria relacionado com tumor sem perda
de segundo alelo, com o alelo selvagem funcionante e o tumor nao seria
relacionado com defeito de reparo, ou entdo a mutagdo com proteina
truncada, seja numa localizagado que nao afete significativamente os lI6cus de
antigénicos da proteina.

A instabilidade de microssatélites foi estudada em 10 pacientes em
somente, por dificuldade de material adequando para o estudo, ndao tendo
sido possivel a realizagcdo em tecido tumoral parafinado do arquivo, foi
realizado somente naqueles que dispunham de material fresco (congelado).
Estes pacientes 3 foram considerados estaveis e instaveis em 7 pacientes.

Observou-se correspondéncia de achado de mutacbes em todos os 7
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pacientes com MSI-H sendo 5 correspondentes as mutagcbes em gene
MSH2, 1 MLH1 e 1 para PMS2.

As mutacbes patogénicas nos genes estudados foram encontrados
em 60,5% dos pacientes para MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2, conforme se
observa na maioria das casuisticas (KURZAWSKI et al. 2006; SOUSA et al.
2007; OVERBEEK et al. 2007; MARTINEZ-BOUZAS et al. 2009). A maioria
das mutagbes foram encontrada nos 2 principais genes representando
25,6% gene MLH1 (11 mutacdes) e 25,6% para MSH2 (11 mutagdes) na
casuistica total o que significa 84,6% das mutagcbes encontrada. A maioria
das mutacbes encontradas foram do tipo frameshift e nonsense que
determinam um stop codon precoce e uma proteina truncada em 65% dos
casos. Em 23% a mutacdo detectada foi do tipo missense em que ha a
insercdo ou delecdo pontual em um cdédon levando a modificagdo em um
unico aminoacido na proteina de reparo, por isto necessita de melhor
avaliagao de definicdo de patogenicidade, ou seja se o dano na proteina é
suficiente para provocar deficiéncia na sua funcdo. Para mutagdes
previamente estudadas e descritas como patogénicas na literatura foi
considerado como patogénico. Das 7 mutagcbes do tipo missense havia
correspondéncia na literatura como patogénica em 5 delas. Nas 2 restantes
foram avaliadas através de Poliphen e do Sift que define probabilidade de
patogenicidade. Estas 2 mutagdes missenses devem ainda sofrer analise de
secregacao na familia além de testes de funcionalidade da proteina para

confirmar a sua patogenicidade.
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Na analise de correlagao inicialmente com a presengca ou nao de
mutagcdes em qualquer dos 4 genes estudados com os dados demografico
do probando e os relativos ao CCR observou-se relacdo com localizacao
proximal do CCR em 83,3% versus de localizagao distal com 33,3% que foi
estatisticamente significante (p=0,005) e uma tendéncia, sem atingir
significancia estatistica, a tumores com menor frequiéncia de invasao
vascular linfatica 68,6% contra 20,0% (0,056) e maior numero de tumores
malignos 78,9% versus 47,8% (p=0,057) em comparagdo com o0 grupo sem
mutacdo. Essa tendéncia auséncia de invasao vascular linfatica, vai de
encontro com o menor risco de comprometimento linfonodal e melhora da
sobrevida, que esta relacionado com a SL. LLOR et al. (2005) analisando em
pacientes HNPCC com critérios de Amsterdam observou diferencas nos
pacientes com expressao imunoistoquimica de proteinas de reparo e MSS,
normalmente apresentam maior freqlUéncia de tumores distais, menor
infiltrado linfocitario tumoral, e menor niumero de familiares afetados. Em se
tratando de grupos de elevada incidéncia de CCR n&o houve diferenca
significativa nos dois grupo para a maioria dos fatores demograficos e
patolégicos estudados. Tumores de localizagdo proximal € uma das
caracteristicas importantes dos tumores relacionados com a sindrome de
Lynch. Trata-se de fator que superou outros que se consideram também
importante como a existéncia de outros tumores associados, idade de
aparecimento de tumores e fatores anatomopatologicos. O numero de
tumores malignos se apresentou marginalmente significativo, com maior

numero de tumores no grupo com mutagao, sendo um indicativo de que o
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grupo sem mutacdo, a sindrome X, apresenta semelhangcas com o grupo
com mutacao.

Considerando os aspectos familiares os fatores relacionados com
mutacdo em genes de reparo foram a auséncia de tumor de SNC, 67,6%
contra 32,4% com tumor (p=0,028) e a densidade de tumor na familia
(relacdo de numero de tumores na familia com numero de familiares)
quando acima de 0,25 a freqiéncia de mutagao foi de 82,4%, contra 46,2%
(p=0,026). Os tumores de SNC foi um fator negativo para mutagéo, podendo
indicar como causa a existéncia de mutagcdo em outros genes néao
relacionados com a SL.

Os tumores de SNC podem estar relacionado com o HNPCC através
da Sindrome de Turcot, que representa a associagao os tumores de SNC
com tumores colorretais. Acredita-se que possa haver relacdo da sindrome
de Turcot tanto com a FAP quanto com HNPCC, porém dados mais recente
o relacionam com caracteristicas hereditarias distintas destas duas
sindrome, tendo um padrao de transmissdo autossémica recessiva. Uma
outra possibilidade é de que a Sindrome X tenha maior relagcdo com os
tumores de SNC em relagdo a SL. Em relagdo a familia o numero de
tumores relacionados a SL aumentado (maior do que 3) e a auséncia de
tumores de mama apresentaram uma significancia estatistica marginal
(respectivamente p=0,085 e 0,080). Essa tendéncia a maior numero de
tumores como mama e tumores de SNC que se mostraram negativos para
mutacdo nos genes de reparo, provavelmente levaram uma tendéncia na

familia a reduzir as chances de deteccdo de mutacdo em relagdo ao numero
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aumentado de tumores. Em relagcdo aos tumores de mama possivelmente é
um indicativo de que nao fazem parte da SL, apesar da um numero elevado
deste tipo de tumores em casuistica brasileira a maioria das familias em que
este tipo de tumor estava presente eram familias sem a deteccdo de
mutacdo em gene de reparo, possivel relagdo com a sindrome X. Alguns
estudos mostram incidéncia elevada de tumores de mama e prostata nas
casuisticas de HNPCC, mas a sua associagao € controversa (BOYD et al.
1999; VASEN et al. 2001; FREDRIKSSON et al. 2006). Em relagado a
pesquisa de expressdo da proteina de reparo somente a auséncia de
expressao da proteina PMS2 apresentou correlacdo com a mutagdo em
genes de reparo de forma significativa. Além disto a alteragdo de pelo menos
uma das proteinas também apresentou correlacdo com diferenca
significativa. As alteragdes especificas para as proteinas de reparo no
estudo imunoistoquimico passam a apresentar significancia no estudo
especifico para mutagao em gene MLH1 ou MSH2 com sera visto adiante.

Considerando-se a mutagdo somente de MSH2 isoladamente,
encontramos correlagdo estatisticamente significante com maior frequéncia
de infiltrado linfocitario peritumoral (47,1% contra 13,0%) e p=0,03.

Em relacdo aos dados familiares observamos que a existéncia de
maior frequiéncia de adenomas na familia foi um fator negativo para mutagéo
em gene MSH2 (42,1% contra 12,5% - p=0,038), indicando a menor relagcao
com adenomas colorretais para mutagdo neste gene. O tumor de mama
também apresentou na sua presenca na familia a uma menor chance de

deteccdo de mutagdo em gene MSH2 (34,4% versus 0,0%) com significancia
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estatistica (p=0,041). Os tumores de mama apresentam uma correlagao com
a SL ainda controversa, com uma tendéncia a relagéo negativa ou baixo em
relagdo aos outros tumores relacionados com a sindrome. Estudo realizado
por GEARY et al. (2008), comparando tumores em pacientes com mutagao
conhecida com controle na populagdo geral mostrou um RR de 1,7 para
tumor de mama. Os tumores CCR com caracteristica cribiforme e os tumores
sebaceos apresentaram uma significancia marginal de mutacéo para o gene
MSH2 que séao fatores encontrados raramente mesmo dentro da SL, porém
com tendéncia a indicar a presenga de mutagao neste gene.

Considerando a mutagdo do gene MLH1 observamos a correlagao
com tumor de localizagdo cdélon proximal no probando, idade de CCR na
familia em idade mais precoce, abaixo de 50 anos 37,9% versus 0,0%
(p=0,019) e densidade de tumor na familia (relagdo numero de individuos
com tumor com total de individuos na familia) com indice acima de 0,25 com
maior risco de mutacao neste gene (47,1% versus 11,5% - p=0,014). Estudo
realizado por GOECKE et al. (2007) mostrou um idade inferior para o CCR
na mutacédo para MLH1 em comparagdo com MSH2 (41 versus 44 anos). A
idade de CCR no probando e a idade de adenoma também no probando
respectivamente menor do que 50 anos (27,0% versus 7,7% p=0,068) e 40
anos (75,0% versus 27,7% - p=0,065), tiveram significAncia marginal para
mutacdo em gene MLH1. Ha uma relagédo entre os adenomas colorretais na
SL e surgimento de CCR, com prevengao de aparecimento de CCR com a
remog¢do dos mesmos e da mesma forma que os tumores apresentam uma

maior frequéncia de localizacdo proximal, e eventualmente lesbes
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transformadas (MECKLIN et al 2007; KALADY et al. 2010). Em relacao as
proteinas de reparo observou-se associacdo com a presenca de proteinas
MSH2 e MSH6 e para auséncia de PMS2. Em relacao a auséncia de MLH1
apresentou significancia marginal. Os achados sao coerentes com o

esperado para as mutagdes nos genes MLH1
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6 CONCLUSAO

O indices de deteccdao de mutagdo em genes de reparo neste grupo
selecionado para os 4 genes mais importante através da técnica de
sequenciamento foi de 60,5%. Os tumores proximais em coélon, densidade
de tumores na familia e a auséncia de tumores de SNC apresentaram
correlagdo com os pacientes portadores de mutacdo em genes de reparo.
Para os pacientes com mutagcdo em MLH1 encontramos os tumores de
localizacédo proximal, idade precoce em familiares para CCR e densidade de
tumor nas familias apresentaram correlagdo positiva enquanto que para o
gene MSH2 houve correlagdo com significAncia estatistica para infiltrado
linfocitario peritumoral e uma correlagcdo negativa para presenca de

adenoma e presenca de tumores de mama na familia.
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ANEXO




Anexo 1 — Historia familiar e resultado de mutagao

Avaliacdo da Fregiiéncia de Mutaces nos Genes do Sistema de Reparo de
DNA em Pacientes com Suspeita de Cancer Colorretal Hereditario sem

Polipose:

Iniciais do probando: RGH:
Numero de registro no estudo:
Centro:

Tumor(es) do probando: Idade de diagndstico:

Classificagdo da histéria familiar
1 ( ) HNPCC — Critério de Amsterdam |
2 () Critério de Amsterdam Il

3 () Critério Bethesda

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

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

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

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

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

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

tumores associados ao HNPCC, independente da idade



Historia familiar

Geragao

11 v

VI

Total

Individuos

Individuos
investigados

Idv ndo
afetados

Tumores

Geracéo

[\ Total

N Idade
média

N Idade N

média

Idade
média

N Idade

média

CCR

Ca endométrio

Ca estébmago

Ca ovario

Ca pancreas

Ca ureter

Ca pelve renal

Ca trato biliar

Tu SNC

Tu intestino
delgado

Keratocantomas

Adenoma
gléndula sebacea

Ca mama

Ca prostata

Outros tumores

Analise de Micross

atélites

BAT-25

0 () estavel

) instavel

) ign/néo realizado

BAT-26

0 () estavel

) instavel

) ign/néo realizado

MONO-29

0 ( ) estavel

) instavel

) ign/néo realizado

NR-21

0 ( ) estavel

) instavel

) ign/nao realizado

NR

) estavel

) instavel

) ign/néo realizado

Penta C

) estavel

) instavel

) ign/néo realizado

Penta D

) estavel

Alalalalalala
I~ I~~~ |~~~

) instavel

) ign/nao realizado

Imunohistoquimica

hMSH2

) com expressao

() sem expresséo

) ign/néo realizado

hMLH1

1
) com expressao 1(

) sem expressao

) ign/nao realizado

Seqlienciamento

hMSH2

0 ( )normal

1 ( ) polimorfismo

2()

mutacao

9( )ign/ndo
realizado

hMLH1

0( )normal

1

) polimorfismo

2( )

mutacéo

9( )ign/ndo
realizado

Tipo de mutagéo :

Descrigdo da mutagao:




