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ESTRUTURA

Apods os itens INTRODUCAO e OBJETIVOS esta dissertacio apresenta trés
artigos cientificos. Um desses artigos ja foi submetido e os outros dois estdo em fase final
de preparagdo. Os artigos estdo organizados em capitulos no item ARTIGOS
CIENTIFICOS. Material e Métodos, Resultados e Discussdo encontram-se nos proprios
artigos. As referéncias bibliograficas de cada artigo aparecem no formato de cada um dos
periddicos a que foram ou serdo submetidos.

O item DISCUSSAO contém interpretacdes e comentarios gerais sobre todos os
artigos cientificos apresentados e sobre o conjunto deste trabalho. O item CONCLUSOES
contém as conclusdes gerais da dissertacéo.

O item REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS refere-se somente as citagdes que
aparecem no texto da dissertacdo e ndo nos artigos.

Em ANEXO encontra-se um artigo de revisdo ja submetido e dados adicionais do
trabalho.
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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro tumor em freqiiéncia e o segundo em
mortalidade nos paises desenvolvidos. No Brasil, estd entre as seis neoplasias malignas
mais encontradas e é a terceira em mortalidade. Dentre todos os casos de CCR, cerca de
85% sdo esporadicos. A avaliagdo de prognostico se baseia atualmente apenas em
parametros clinico-patoldgicos e morfoldgicos, uma vez que o valor de marcadores
moleculares para o prognostico ainda precisa ser melhor esclarecido. Mutagdes em genes
de reparo de malpareamento de DNA (MMR) estdo associadas principalmente com CCR
hereditario, em especial na Sindrome do Céancer Colorretal Hereditario Nao-Polipomatoso
(HNPCC), podendo também ser observadas em alguns casos de CCR esporadico. Essas
mutacdes em genes MMR (hMSH2 e hMLH1, principalmente) resultam em falha na
correcdo dos erros de replicacdo, que como conseqiiéncia geram instabilidade de
microssatélites (IMS). A frequéncia de IMS é maior que 90% no HNPCC e cerca de 15%
em CCRs esporadicos. Tumores com IMS tendem a apresentar melhor progndstico.
MutagOes no oncogene K-ras estdo presentes em alta freqiiéncia em CCRs e desempenham
um papel importante na patogénese da doenca, tendo também sido associadas ao
progndstico. Este trabalho avalia a prevaléncia e o valor prognostico de um painel de cinco
marcadores para analise de instabilidade de microssatélites e de mutacdes no cdédon 12 do
gene K-ras em tumores de reto. Além disso, também faz uma andlise populacional
descritiva do perfil dos microssatélites BAT-25 e BAT-26 em duas amostras do Rio
Grande do Sul: uma de individuos com ascendéncia africana e outra de doadores de sangue
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). A frequéncia de IMS-H nos tumores de
reto foi de 7.3%, e a de IMS-L foi de 51.2%. A frequiéncia de mutacdo no codon 12 do
gene K-ras foi de 26.8%. Estes resultados estdo de acordo com o descrito na literatura para
tumores colorretais esporadicos. Ndo houve correlacdo significativa entre os achados
moleculares, e os dados clinicos e histopatoldgicos. Mutag¢bes no codon 12 do gene K-ras
apresentaram associagdo com 0 aspecto da cromatina nuclear e com a circularidade do
nucleo. Pacientes com tumores com alto grau de instabilidade (IMS-H) mostraram uma
melhor sobrevida. Muta¢Ges no cédon 12 do gene K-ras ndo apresentaram correlacdo
significativa com o prognéstico. Os locos BAT-25 e BAT-26 sdo polimorficos na
populacdo do Rio Grande do Sul, o que torna necesséria a andlise comparativa entre tecido
normal e tecido tumoral para deteccdo de IMS. Nossos resultados descrevem o perfil destes
dois marcadores moleculares em carcinomas de reto na populacdo do Rio Grande do Sul.
Além de sugerirem tendéncias importantes do seu possivel valor progndstico.
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ABSTRACT

Colorectal cancer is the third tumor in frequency and the second in mortality in
developed countries. In Brazil, it is one of the six most common cancers and the third in
mortality. Prognostic evaluation is currently based only on clinicopathological and
morphological parameters, since the prognostic value of molecular markers requires
further elucidation. Microsatellite instability (MSI), which is caused by mutations in
mismatch repair genes, are found in more than 90% of tumors of HNPCC and in about
15% of sporadic CRC. Mutations in the oncogene K-ras are present in a high frequency in
CRCs and play an important role in pathogenesis of the disease. In this study we evaluate
the prevalence and prognostic value of mutations in codon 12 of K-ras gene and of a panel
of five markers for MSI analysis in sporadic colorectal tumors. Besides we made a
descriptive populational analysis of the BAT-25 and BAT-26 microsatellites profile in two
samples from Rio Grande do Sul. We found a high-level instability (MSI-H) frequency of
7.3%. Low-level instability and stability were found in 51.2% and 41.5% of patients,
respectively. MSI-H showed significant association with better overall survival. We found
a frequency of K-ras codon 12 mutations of 26.8%. There was not significant association
of K-ras mutation with clinicopathological variables. K-ras mutation showed significant
association with two morphological features: aspect and roundness. BAT-25 and BAT-26
showed polymorphism in the studied samples, what requires the comparative analysis
between normal and tumoral tissue to assess IMS status. Our results have described the
profile of these two molecular markers in rectal carcinomas in our population.
Furthermore, they suggest important tendencies of their possible prognostic value that need
to be well elucidated in a larger sample.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer Colorretal e Adenocarcinoma de Reto

O cancer colorretal (CCR) € o terceiro tumor em freqiiéncia e o segundo em
mortalidade nos paises desenvolvidos. No Brasil, esta entre as seis neoplasias malignas
mais encontradas e é a terceira em mortalidade. Dentre todos os casos de CCR, cerca de
85% sdo esporadicos. A sobrevida média de pacientes com CCR é de 60% em cinco anos
(wwwe.inca.org.br).

Cerca de 39% dos tumores malignos colorretais situam-se no reto (Marcello &
Schoetz, 1997). O adenocarcinoma, gerado a partir do epitélio glandular, é o tumor
maligno mais frequiente do intestino grosso, corresponde a 95% dos carcinomas colorretais,
sendo 10% do tipo mucoprodutor (Shepherd, 1997). Predomina em idosos, ocorre em
ambos 0s sexos e tem um pico de incidéncia na sétima década. Em relagdo aos tumores de
intestino grosso, a propor¢do dos adenocarcinomas de reto tem sido decrescente nas
ultimas duas décadas, com aumento de casos no célon proximal. A mortalidade pela
doenca teve um leve declinio a partir de 1985, mormente em mulheres (Gordon, 1999).

O céancer do colon e do reto € apresentado na literatura, no conjunto abrangente
denominado cancer colorretal no que concerne a epidemiologia, etiologia, fatores de risco
e patologia. As diferencas entre os tumores de colon e reto se ddo em relagdo as
caracteristicas da regido anatdbmica de cada um, o que proporciona variagdes quanto as
modalidades de tratamentos. Apesar de alguns autores acharem que possam ter fatores
etioldgicos distintos (Beart et al., 1983), os canceres do colon e do reto permanecem
unidos, sendo separados apenas para facilitar a abordagem terapéutica (Gordon, 1999).

A etiologia do CCR é desconhecida, embora mdltiplos fatores ambientais e
genéticos estejam implicados (Jass, 1995). A carcinogénese colorretal € um processo
complexo, consistindo de uma série de influéncias de ordem genética, interligadas e
influenciadas por fatores ambientais.

O processo da carcinogénese do CCR destacou-se dentre os estudos dos tumores
malignos pelos avangos de conhecimentos dos fatores envolvidos, principalmente com a
publicacdo do modelo genético proposto por Fearon e Vogelstein (Fearon & Vogelstein,

1990) na seqiiéncia adenoma-carcinoma (figura 1), a qual é responsavel pela maioria dos



casos de CCR esporéadico e da polipose adenomatosa familiar (Wilmink, 1997). O acimulo
de mutacdes ou de alteragdes geneéticas no processo da carcinogénese colorretal tem um
papel importante, muito provavelmente maior que cada evento mutacional isoladamente
(Fearon & Vogelstein, 1990; Pinho & Rossi., 1999).
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Figura 1. Sequiéncia Adenoma-Carcinoma (adaptado de www.kimmelcancercenter.org)

1.2 Fatores Prognosticos no CCR

Fator progndstico € uma caracteristica ou marcador que pode ajudar a predizer ou
mapear 0 curso ou o término de uma doenca ou processo patoldgico (Lee et al., 2000).

Os fatores de prognostico do CCR sdo dependentes de mdltiplas varidveis que
refletem o estado clinico da doenca nos pacientes acometidos pelo tumor. Atualmente, o
prognostico para adenocarcinoma de reto esta baseado em parametros clinicos e
patologicos. Os principais fatores que apresentam valor progndéstico incluem o estagio de
Dukes ao diagnostico (Dukes, 1932) e os aspectos macroscépicos do tumor (tamanho,
localizagdo, forma, obstrucdo e perfuracdo), dentre outros. A avaliacdo microscépica de
cortes histologicos e dos esfregacos celulares é baseada na experiéncia diagnostica do
patologista e prové diagnosticos adequados na maioria das situagdes. Porém, tem
limitagdes e € passivel de diferencas de interpretacfes (Schlemper et al., 1998; Rex et al.,
1999).



O estudo do prognostico do cancer colorretal é de fundamental importancia para se
esperar resultados mais eficientes em relacdo a sua abordagem terapéutica. Porém, até o
momento, o prognostico do carcinoma do célon e do reto continua sendo avaliado quase
gue unicamente por aspectos histopatoldgicos.

Ha& que se ter em conta, para a decisdo de tratamento adjuvante, as caracteristicas
proprias do tumor dependentes de sua biologia molecular, que podem influir de maneira
dindmica na evolucdo da doenca, frustrando os indices de sobrevida esperados em
determinados casos, baseados somente em pardmetros estaticos clinico-patolégicos. No
momento do diagndstico cerca de 25% dos pacientes tém metéstases a distancia e 50% ja
tém comprometimento linfonodal regional. Da mesma forma, 50% a 65% desenvolvem
metastases metacronicas e 3% a 32% desenvolvem recidiva locorregional (Nicholls, 1997;
Gordon, 1999). Portanto, ha necessidade de se buscar parametros progndsticos mais
precisos, preferencialmente na fase pré-operatéria. O estudo das alteragdes genéticas e o
mecanismo de controle do ciclo celular, indices de proliferacdo celular anormal ou
expressao de determinados oncogenes ou genes supressores de tumor em varios tipos de
neoplasias humanas, inclusive no carcinoma colorretal, tem sido realizado. Porém, o papel
exato destes eventos moleculares oncogénicos e o valor de sua utilizagdo clinica como
fator de progndstico do cancer de reto, ainda esta por ser totalmente definido (Lopes et al.,
1999; Ferreira & Haddad, 1999).

1.2.1 Fatores clinicos

Dentre os fatores clinicos, a idade, o sexo e a presenca de sintomas nao se
mostraram relevantes quanto ao progndstico do cancer de reto na maioria dos trabalhos da
extensa revisao realizada por Ratto e colaboradores (Ratto et al., 1998) reunindo estudos
que utilizavam analise estatistica univariada e multivariada. No entanto, Ratto e cols.,
assim como Rawet (Rawet, 1998), encontraram melhor prognoéstico entre as mulheres
estudadas, mas ndo encontraram associacdo entre a idade e o prognostico. A presenca de
sintomas seria mais relacionada a expressdo clinica do estadiamento do tumor, refletindo

uma maior disseminacdo (Ratto et al., 1998).



1.2.2 Fatores proprios do tumor

Dentre os fatores de prognostico dependentes das caracteristicas do préprio tumor,
seriam relacionados: 0s macroscopicos tais como tamanho, localizacao, aspecto ou forma
do tumor, obstrucdo e perfuracdo. E os histopatoldgicos ou microscopicos como extensdo
da penetracdo na parede do reto, invasdo da gordura perirretal, comprometimento
linfonodal, vinculados ao estadiamento patolégico de Dukes (Dukes, 1932), grau de
diferenciacdo histoldgica, invasdo venosa, invasdo perineural, invasdo de 6rgaos adjacentes
e metastases distantes.

Os fatores histopatologicos da peca operatoria, relacionados ao estadiamento
baseados na classificagdo de Dukes (Dukes, 1932), sdo os fatores prognosticos de maior
importancia (Ratto et al., 1998) e tem-se repetidamente provado sua correlagdo com a
sobrevida dos pacientes (Deans et al., 1992). Sédo os principais critérios utilizados para a
indicacdo de tratamentos complementares adjuvantes ou neo-adjuvantes.

Tumores operados no estagio A de Dukes (Dukes, 1932), confinados a parede retal
e sem metastases linfaticas, usualmente tém um bom progndstico, com sobrevida em 5
anos de 90% a 100%. No estagio B, entretanto, com tumores estendendo-se além da parede
retal e sem metastases linfaticas, a sobrevida esperada em 5 anos € de 75% a 85%. No
estagio C, em que aparecem metastases linfaticas, a sobrevida mediana esperada em 5 anos
fica entre 30% e 40%. Pacientes com metastases distantes, no estagio D de Dukes-Turnbull
(Turnbull et al., 1967), tém sobrevida mediana esperada em 5 anos de somente 5%. A

sobrevida mediana esperada em 5 anos € de 51% (Hardy et al., 2001).

1.2.3 Fatores laboratoriais e outros

Outras maneiras de se tentar prognosticar o cancer de reto, com intencdo de melhor
selecionar os pacientes que poderiam se beneficiar com tratamentos complementares
adjuvantes radio-quimioterapicos para obtencdo de resultados mais favoraveis, foram
testadas. A dosagem sérica pré-operatéria do antigeno carcinoembriénico (CEA) foi
avaliada para esta finalidade. Altos valores de referéncia do CEA podem estar relacionados
com possibilidades de recorréncia da doenga (Wanebo et al., 1978) ou com doenca oculta
ndo detectada (Wiggers et al., 1988; Wiratkapun et al., 2001). No entanto, os valores pre-
operatorios parecem estar mais diretamente relacionados em refletir o estadiamento

clinico-patologico de extensdo da doenca, sendo seu valor prognéstico pré-operatorio



independente contestado (Moertel et al., 1986). Esta relacdo do CEA pré-operatorio e 0
estagio de disseminacdo do CCR foram encontrados por Gus e colaboradores (Gus et al.,
1984) tendo seus niveis proporcionalmente elevados de acordo com os estagios de Dukes-
Turnbull (Turnbull et al., 1967).

Novos fatores estdo sendo estudados quanto ao seu poder prognostico no CCR, com
resultados ainda incertos no momento, mostrando mais tendéncias do que certezas e
oferecendo perspectivas futuras promissoras. Incluem-se: a medicdo da atividade
proliferativa e indices de apoptose de células tumorais; deteccdo de antigenos de
membrana celular e ativadores e inibidores do plasminogénio. Também ha interesse na
busca de fatores interligados as anormalidades moleculares genéticas, como deteccdo de
oncogenes, genes supressores de tumor e genes reguladores da estabilidade gendmica
(Ratto et al., 1998).

As alteracOes genéticas tém sido reconhecidas em muitos tumores malignos e tém
um modelo proposto para 0 CCR (Fearon & Vogelstein, 1990), com algumas mutacdes
identificadas (Chen et al., 1997). Algumas alteracbes numéricas de cromossomos
determinam mudancgas no conteido do DNA celular e podem ser reconhecidas com o
auxilio da citometria de imagem. A citometria de imagem do DNA tem mostrado
associacdo com a agressividade biologica das metastases hepaticas colorretais e de
utilidade como fator de progndstico apés sua resseccdo (Riesener et al., 1999). O estudo do
grau de ploidia e outros parametros citométricos de imagem do DNA mostraram utilidade
no prognostico do CCR (Sampedro et al., 1996; Azla et al., 1999).

A morfometria nuclear associou a alteracdo da forma e tamanho dos nucleos de



primeiro caso o individuo herda um alelo (de um gene supressor de tumor) mutado de um
dos pais e um alelo normal do outro, tornando-se mais predisposto, ja que basta ocorrer
uma mutacdo que inative o alelo ainda normal em um determinado tecido para que o
cancer se desenvolva no local. No cancer ndo-hereditario, para que a doencga se desenvolva
é necessario que ambos os alelos (normais) sejam mutacionalmente ou epigenéticamente
inativados em uma mesma célula somatica, o que é mais dificil, uma vez que as mutacoes
sdo eventos raros. Apesar de haver genes que atuam de forma critica para a ocorréncia do
cancer, sabe-se que, via de regra, a formagdo de um tumor é resultado de um acumulo de
mutacdes, ndo podendo ser atribuido exclusivamente a uma Unica alteracdo em um
determinado gene (Huang et al., 1997).

Ha dois tipos principais de mutacdo que estdo diretamente envolvidos no
desenvolvimento do cancer. Um tipo altera proteinas codificadas pelos genes que regulam
a entrada da célula no ciclo de divisdo celular, os proto-oncogenes (normal). A ativacdo
destes em oncogenes (“genes do cancer”) determina a divisdo continua e desregrada da
célula e constitui uma mutacdo dominante. O outro tipo é determinante da maioria dos
canceres hereditarios e consiste na inativacao de genes supressores de tumor, apresentando
carater recessivo (Alberts et al., 2002). Além destes, mutacdes em genes de reparo do

DNA também tém importante contribuicdo na etiologia de determinados tipos de cancer.

1.4 Genetica do Céancer Colorretal

A genética molecular dos carcinomas colorretais € a melhor compreendida dentre
as neoplasias humanas (Fujiwara et al., 1998). Os modelos atuais de carcinogénese sdo
baseados em evidéncias experimentais de que o acimulo de mutacdes leva a alteracdo de
genes especificos (oncogenes, genes supressores de tumor e outros genes envolvidos na
regulacéo da proliferacdo e crescimento celular), resultando em expanséo clonal neoplésica
(Fearon & Vogelstein, 1990; Cravo et al., 1999).

O cancer colorretal se desenvolve através de um processo com estagios sequenciais
reconhecidos ao nivel histopatolégico pela progressdo da mucosa normal para um
carcinoma invasivo (sequéncia adenoma-carcinoma). Na maioria dos carcinomas
colorretais, a inativacdo do gene APC (“adenomatous polyposis coli”) inicia 0 processo
levando a uma displasia, em geral na forma de adenoma. A partir dai, a medida que

mutagdes adicionais se acumulam em oncogenes, incluindo ras e genes supressores de



tumor nos cromossomos 18q (DCC, SMAD2, SMAD4) e 17q (p53) ocorre progressdo de
adenoma inicial para adenoma intermediario e por fim, para o carcinoma. Estas alteragdes
sdo encontradas em varias combinacgdes diferentes em canceres colorretais (Fujiwara et al.,
1998).

No entanto, o numero de modificacBes em oncogenes e genes supressores de tumor
é muito elevado para ser atribuido apenas a taxa de mutacdo espontanea. Desta forma,
acredita-se que um fenotipo geneticamente instavel, que leve ao aumento da taxa de
mutacao espontanea, seja necessario para o processo de desenvolvimento do tumor (Loeb,
1991; Cravo et al., 1999; Markowitz, 1999).

Sendo assim, duas vias aparentemente distintas de instabilidade gendmica podem
ser identificadas. A primeira e mais comum, é caracterizada pela inativacdo sequencial de
genes supressores de tumor (APC, p53, DCC, SMAD2 e SMAD4). Os tumores gerados
através desta via “supressora” apresentam instabilidade cromossdémica (CIN) com
freqlientes anormalidades citogenéticas e perdas alélicas. O mecanismo preciso que
direciona o processo de CIN ndo estd bem esclarecido (Goel et al., 2003). Enquanto
mutacdes em oncogenes sdo geralmente eventos Unicos dominantes, a inativacdo de genes
supressores de tumor é dependente da perda funcional de ambas as cOpias dos genes
relevantes. Enquanto a primeira das duas perdas ocorre mais freqientemente por mutacoes
génicas, a segunda delas é mais freqiientemente um evento cromossémico, geralmente uma
delecdo. Como a delecdo geralmente envolve a perda simultanea de loci génicos préximos
ao supressor de tumor — e ocasionalmente perda de todo o cromossomo ou de um brago
cromossémico — estes eventos sdo fortemente associados com a perda de heterozigosidade
(Loss of Heterozigosity - LOH) em polimorfismos hipervariaveis (minissatélites e
microssatélites) localizados na regido deletada (Fuzikawa et al., 1997).

Uma segunda via é caracteristica de tumores em pacientes com cancer colorretal
hereditario ndo-polipomatoso (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer - HNPCC),
que é uma condicdo autossémica dominante que contribui para 2 a 3% de todos os
carcinomas colorretais (Vide ANEXO I). A caracteristica desta via “mutante” alternativa é
a instabilidade de microssatélites (IMS) difundida pelo genoma. Estudos recentes indicam
que a inativacdo de hMLHL1 por hipermetilagcdo de seu promotor também produz o fenoétipo
de alta instabilidade em CCRs esporadicos e é responsavel pela maioria, sendo todos, 0s

casos de CCRs esporédicos com este fenotipo (Goel et al., 2003).



Carcinomas colorretais originados pela via ‘supressora’ e pela via ‘mutante’ (figura
2) diferem em varias caracteristicas patoldgicas. Tumores com alta instabilidade de
microssatélites (microsatellite instability high (MSI-H) — IMS-H), tanto esporadico como
associado a HNPCC, desenvolvem-se mais em colon proximal, demonstram pouca
diferenciacdo celular, s&o mucoprodutores e apresentam mais infiltracdo linfocitaria do que

tumores com baixa instabilidade (microsatellite instability low (MSI-L) — IMS-L)
ou estaveis (microsatellite stability — MSS). Além disso, pacientes com tumores IMS-H
apresentam uma sobrevida mais favoravel do que pacientes com CCR IMS-L/MSS (Goel
et al., 2003; Raut et al., 2004; Popat et al., 2005).
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Figura 2. Vias de Carcinogénese: Via Supressora e Via Mutante

Embora estes dois mecanismos de instabilidade gendmica possam ser distinguidos
por suas caracteristicas moleculares, evidéncias sugerem que possa haver algum grau de
sobreposicao entre eles. Por exemplo, a LOH foi descrita como um mecanismo ocasional

de inativacao do alelo selvagem de hMLH1 em alguns tumores IMS-H. Também é possivel



que tumores colorretais sejam iniciados por mecanismos que ndo envolvam IMS ou CIN
persistente. Por exemplo, ha evidéncias que indicam que a modificacdo epigenética pela
hipermetilacdo de regiGes promotoras de genes supressores de tumor chave pode
desempenhar papel crucial na evolucdo e progressédo de muitos tumores colorretais. Estes
dados sugerem que tumores originados pela metilagdo de promotor ndo podem progredir
independentemente pela via IMS ou CIN. Estes achados também sugerem que a IMS e a
CIN podem ndo representar vias de carcinogénese completamente distintas e que multiplos
mecanismos etioldgicos podem coexistir em alguns tumores, desde que as combinagGes
propiciem vantagens adicionais de crescimento (Goel et al., 2003).

Em estados normais, a taxa de mutacdo cromossdmica € maior que a génica.
Portanto, esperam-se encontrar freqlientes delegdes cromossémicas em tumores com um
sistema de reparo intacto, seguindo a via classica (supressora) de tumorigénese. Na via
“mutante”, as taxas de mutacdo génica estdo aumentadas em 100 ou 1000 vezes, sendo
assim mais provavel de ocorrer do que alteragcbes cromossdmicas que levem a LOH.
Entretanto, ndo ha razdo para que ambas, IMS e LOH, ndo possam ocorrer

simultaneamente (Fuzikawa et al., 1997).

1.4.1 Oncogenes e Genes Supressores de Tumor envolvidos no CCR

Duas classes de genes sao criticas para o desenvolvimento do cancer: 0s oncogenes
e 0S genes supressores de tumor. Os primeiros séo genes envolvidos na regulacdo positiva
da proliferacdo celular e pertencem a familias de genes envolvidos em transducdo de
sinais, fatores de transcri¢do, genes anti-apoptdticos entre outros. MutacGes de ganho de
funcdo em oncogenes levam a proliferacdo celular indiscriminada, mesmo na auséncia de
estimulo. Estas muta¢Ges sdo dominantes, ou seja, a mutacdo em apenas um dos alelos é
suficiente para levar ao descontrole da proliferacdo celular (Alberts et al., 2002).

Os genes supressores de tumor séo reguladores negativos da proliferacdo celular e
incluem genes pro-apoptoticos, fatores de transcricdo entre outros. Mutagdes de perda de
funcdo nestes genes levam ao descontrole do crescimento celular devido a auséncia de
inibicdo da proliferacdo celular. Estas mutagdes sdo recessivas, ou seja, € necessario que
ambos os alelos estejam mutados para que haja o descontrole do crescimento celular
(Grady & Markowitz, 2002).



As etapas de progressao tumoral podem ser correlacionadas com mutacgdes
ativadoras de oncogenes e inativadoras de genes supressores de tumor especificos.
CombinacGes de diferentes mutacdes em diferentes genes sdo encontradas em varios tipos
de cancer e mesmo em pacientes com o0 mesmo tipo de cancer, o que reflete a forma
aleatoria em que as muta¢des ocorrem (Alberts et al., 2002; Grady & Markowitz, 2002).

No caso do cancer colorretal especificamente, a seqiiéncia de eventos mutacionais
que ocorre durante a carcinogénese estd bem estabelecida. Na maioria dos CCR a
inativacdo do gene APC (“adenomatous polyposis coli”; localizado no brago longo do
cromossomo 5, 5q) inicia o processo levando a uma displasia, em geral na forma de
adenoma. A partir dai, a medida que mutagdes adicionais se acumulam em oncogenes,
incluindo genes da familia ras e genes supressores de tumor localizados nos cromossomos
18q (DCC, Smad2, Smad4) e 17q (Tp53) ocorre a progressdo de adenoma inicial para
adenoma intermediério e por fim, para o carcinoma. Estas alteracGes sdo encontradas em
varias combinacdes diferentes em tumores colorretais (Fujiwara et al., 1998). A figura 1

demonstra a cascata de eventos mutacionais envolvidos na carcinogénese colorretal.

1.4.2 Genes de Reparo do DNA envolvidos no CCR

O sistema de reparo de malpareamento (MMR) consiste em um complexo de
proteinas que reconhecem e reparam o malpareamento de bases que ocorre durante a
replicacdo do DNA. A instabilidade de microssatélites (IMS) ocorre como consequéncia da
inativacdo deste sistema de reparo e é reconhecida por mutagdes de quadro de leitura em
repeticdes microssatélites localizadas ao longo do genoma. A inativagdo do sistema MMR
devido a defeitos genéticos germinativos € a causa do Cancer Colorretal Hereditario Nao-
Polipomatoso (HNPCC) (Peltomaki, 2001; Grady & Markowitz, 2002; de la Chapelle,
2004).

Além disso, a inativagdo somética do sistema MMR é responsavel por
aproximadamente 15% dos canceres colorretais (CCR) esporadicos. Em ambos 0s casos 0
tumor resultante apresenta o fendtipo IMS (Peltoméki, 2001; Grady & Markowitz, 2002;
Ishikubo et al., 2004).

Alteracdes em pelo menos 6 genes que codificam proteinas envolvidas no sistema
MMR tém sido identificadas em tumores colorretais esporadicos e HNPCC. Estes genes
incluem hMSH2, hMSH3, hMSH6, hMLH1, hPMS1 e hPMS2. Estima-se que CCRs
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associados ao HNPCC constituem cerca de 3% a 6% de todos os CCRs e mutacgdes
germinativas em hMSH2 e hMLH1 tém sido encontradas em 45%-70% das familias que
apresentam critérios clinicos de HNPCC. Como a inativacdo de ambos os alelos de hMSH2
ou hMLH1 é necessaria para gerar IMS, os tumores que surgem nas familias com HNPCC
frequentemente apresentam LOH nos loci destes genes. Alternativamente, estes tumores
podem apresentar mutacdo somatica do alelo selvagem (Grady & Markowitz, 2002).

Estudos dos 15% de CCR esporadicos que apresentam IMS demonstram que estes
tumores surgem como resultado de inativacdo somatica de genes MMR e ndo € devido a
mutacdes germinativas de baixa penetrancia em genes MMR. Embora mutacfes somaticas
ocasionais de hMSH2 e hMLH1 sejam detectadas, o mecanismo predominante de
inativacdo do sistema MMR é o silenciamento epigenético do promotor de hMLH1 devido
a metilagdo anormal do mesmo (Grady & Markowitz, 2002; Goel et al.,2003; Ishikubo et
al., 2004).

No processo de replicacédo, os reconhecimentos de malpareamento base-base e alcas
de insercdo/delecao sdo realizados por um heterodimero formado por h(MSH2 e hMSH6 ou
hMSH2 e hMSH3 (figura 3). O heterodimero hMSH2-hMSH3 reconhece
preferencialmente alcas de insercdo/delecdo e, portanto, ndo € capaz de compensar a perda
de hMSH6. Consequentemente, tumores que surgem pela perda de funcdo de hMSH6
apresentam IMS apenas em repeticdes mononucleotidicas. As proteinas h(MLH1, hPMS2 e
hPMS1 parecem atuar primariamente no reparo de malpareamentos base-base e alcas de
insercdo/delecéo. O heterodimero hMLH1-hPMS2 atua como um “facilitador molecular” e
esta envolvido no reparo de malpareamento em conjunto com a DNA polimerase 0, fatores
de transcricdo (PCNA, RPA, RFC), exo/endonucleases 5°-3° EXO1l e FENI1, uma
exonuclease 3’-5’ indefinida e helicases (Alberts et al., 2002; Grady & Markowitz, 2002).
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Figura 3. Sistema de Reparo de Malpareamento (MMR) (adaptado de www.kimmelcancercenter.org).
Heterodimero formado por hMSH2 e hMSH6 desliza sobre a fita de DNA corrigindo erros de pareamento.
Em condicBes normais, se o reparo ndo é bem sucedido, a célula sofre apoptose.

A IMS, que resulta da perda de atividade do sistema MMR, afeta
predominantemente microssatélites mono-, di- e trinucleotidicos. Entretanto, linhagens
celulares destes tumores também apresentam um aumento de mais de 1000 vezes na taxa
de mutacdo em sequéncias de gene codificantes. Genes que possuem tais repeticoes
microssatélites em regido codificadora parecem ser alvos relevantes para carcinogénese.
De fato, frequentemente, muitos genes que contém repeticdes tipo microssatélites estdo
mutadas em CCRs IMS+ (Grady & Markowitz, 2002; Goel et al., 2003).

Tumores que apresentam multiplos genes com mutacBes de insercdo/delecdo em
microssatélites ttm um fendtipo microssatélite mutante. Esta via de carcinogénese parece
ser distinta da via observada em tumores estaveis. O gene mais frequentemente mutado
nesta via € o gene supressor tumoral TGFBR2 (receptor de TGF-f tipo II). Outros genes
menos freqientemente afetados incluem o receptor de IGF2; BAX e caspase 5, proteinas
que regulam a apoptose; E2F4 e TCF4, fatores de transcricdo; MSH3 e MSH6, proteinas
de reparo de malpareamento do DNA; RIZ, gene que codifica uma proteina com motivo
dedo de zinco que interage com a proteina do retinoblastoma; e CDX2, um fator homeobox
intestinal (Fuzikawa et al., 1997; Grady & Markowitz, 2002; Goel et al., 2003; Fernandez-
Peralta et al., 2005).
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A IMS e as subsequientes mutacGes em genes alvo parecem ocorrer no decorrer da
progressao adenoma-carcinoma. Estudos preliminares tém mostrado que estes eventos
ocorrem em fases distintas da progressdao tumoral. Portanto, a IMS cria um estado
favoravel para o acimulo de mutacfes em genes vulneraveis que controlam o crescimento
e a morte celular e estas alteracdes levam por fim ao desenvolvimento do CCR (Grady &
Markowitz, 2002).

1.4.3 Instabilidade de Microssateélites (IMS)

Um mecanismo de instabilidade genética, que tem sido encontrado em neoplasias
de diferentes orgdos, consiste em alteracdes no comprimento de seqiiéncias repetitivas
(microssatélites mono- e dinucleotidicos) existentes ao longo de todo o genoma (Aaltonen
et al., 1998). Estas alteracbes de comprimento sdo devidas a inser¢cdes ou delecdes de
unidades de repeticdo em microssatélites no tumor, quando comparado com o tecido
normal (Lawes et al., 2003).

Este tipo de instabilidade, chamada instabilidade de microssatélites (IMS), é
consequiéncia caracteristica de mutacfes em genes de reparo de malpareamento de DNA
(hMSH2 e hMLH1, principalmente) (figura 4), que resultam em falha na corre¢do dos erros
de replicacdo (RER) (revisto em Percesepe et al., 1998; Wright et al., 2000; Colombino et
al., 2002).
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Figura 4. Instabilidade de microssatélites (adaptado de Strachan & Read, 2004). O deslizamento da
fita que esta sendo sintetizada leva a um aumento do nimero de repeti¢des (no caso, CAG) na “fita-
filha”. Se o deslizamento ocorre na fita molde, a “fita-filha” apresentard um ndmero menor de
repeticoes.

A IMS pode aparecer em trés situacOes diferentes resultando em um tumor com
fenotipo IMS+. A primeira compreende tumores colorretais esporadicos, ou seja, que
acometem pacientes sem histéria familiar significativa de CCR. Este tipo de CCR
esporadico (IMS™) geralmente ocorre no colon ascendente, proximo ao angulo hepatico,
apresenta um prognostico mais favoravel do que os tumores IMS e tende a ser dipldide, ou
seja, ndo apresenta aneuploidia (Liu et al., 1995; Wright et al., 2000; Colombino et al.,
2002).

A segunda situacdo em que tumores podem ser IMS+ é a de tumores (colon,

endométrio, ovario entre outros) que constituem a sindrome do céancer colorretal
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hereditario ndo-polipomatoso (HNPCC). Assim como no CCR esporadico, os individuos
afetados por HNPCC, também apresentam uma tendéncia para o desenvolvimento de
tumores em colon ascendente e estes tumores geralmente sdo diploides e IMS+ (Peltoméki,
2001; de la Chapelle, 2004).

J& o terceiro grupo, inclui varios tipos de tumores como de pulméo, de mama e de
pancreas. Desses trés grupos, o segundo (HNPCC) é onde se encontra a maior magnitude e
prevaléncia de IMS, que estd em torno de 90%, enquanto no CCR esporadico a IMS é
observada em cerca de 20% dos casos (Liu et al., 1995; Colombino et al., 2002). No
terceiro grupo a prevaléncia de IMS é variada, sendo de 0 a 30% para cancer de mama,
68% em alguns tipos de cancer de pulméo e 67% para o cancer pancreatico (Lawes et al.,
2003).

Embora a IMS tenha sido identificada em uma variedade de tumores humanos, é
dificil comparar sua prevaléncia. Até recentemente, ndo havia nenhuma defini¢do padréo
para tumores IMS positivos. Devido ao grande numero de regides microssatelites no
genoma humano, a incidéncia de IMS varia dependendo de que loci estdo sendo
investigados. Vérias combinagfes de repeticdes mono-, di-, tri-, tetra- e pentanucleotidicas
utilizadas para determinacdo de IMS influenciam os resultados obtidos. Também existe
confusdo a cerca do numero ideal de loci que deve ser investigado e qual proporcéo deles
deve apresentar instabilidade para se classificar um tumor como IMS positivo. De 1% a
3% dos tumores gastricos e colorretais apresentam algum grau de IMS quando mais de 100
loci sdo analisados. Por outro lado, a IMS pode ser identificada em um Gnico locus em
33% dos CCR com um sistema MMR funcional. A restricdo da classificacdo de IMS
positivo aqueles com IMS em mais de 15% dos loci investigados reduz a chance de
classificacdo errénea para 1 em 1000 (Lawes et al., 2003).

Com a descoberta de tumores colorretais com instabilidade de microssatélites e da
hipdtese de que estes pudessem ter um prognostico diferente dos tumores IMS-, muitos
microssatélites comecaram a serem estudados através de diferentes protocolos. No entanto,
em 1998, em um “workshop” do Instituto Nacional do Cancer (NCI), que contou com a
participacdo de pesquisadores de todo o mundo, em especial da Europa e dos EUA,
desenvolveu-se um critério internacional para determinacdo de instabilidade de
microssatélites em canceres colorretais (Boland et al., 1998). Dentre estes critérios,

estabeleceu-se um painel minimo de 5 marcadores para diagnosticar o fenétipo IMS+:
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BAT25, BAT-26 (repeticbes mononucleotidicas), D5S346, D2S123 e D17S250 (repeticbes
dinucleotidicas) (tabela 1). Utilizando este painel de referéncia, tumores com alto nivel de
instabilidade (IMS-H) séo definidos pela presenca de dois ou mais marcadores instaveis,
enguanto tumores com baixo nivel de instabilidade (IMS-L) sdo definidos pela ocorréncia
de instabilidade em apenas um dos marcadores. Tumores estaveis (MSS) ndo apresentam
instabilidade em nenhum dos marcadores analisados. Os protocolos adotados como padréo
neste “workshop”, para deteccdo de instabilidade, sdo os descritos por Dietmeier et al.
(1997). Além do painel de referéncia que inclui os 5 marcadores, hd marcadores
alternativos sugeridos pelo ICG-HNPCC (grupo colaborativo internacional em HNPCC),
que incluem BAT-40, MYC, BAT34C4, TGFB-RIl e ACTC.

Tabela 1. Caracteristicas dos marcadores do painel de referéncia para deteccdo de
instabilidade de microssatélites (Dietmeier et al., 1997).

Nome (locus) Localizagdo Cromossomica Motivo de Repetigédo
Bat 25 (c-kit) 4q12 TTTT.T.TTTT(T),.A(T),s
Bat 26 (hMSH?2) 2p (M5 (A
D2S123 (AFM093xh3) 2pl6 (CA);3TA(CA)5(TIGA),
D5S346 (APC) 5q21/22 (CA)4
D17S250 (Mfd15CA) 17q11.2-q12 (TA) 7, (CA),,

AbreviacGes: T - timina; C — citosina; A — adenina; G - guanina; os pontos representam o ndmero de bases
nitrogenadas varidveis entre as repeti¢des; 0s nimeros subescritos representam o nimero de repeticoes.

A identificacdo de IMS-L pode esclarecer a verdadeira natureza destes tumores.
Bioldgica e histologicamente eles sdo similares aos tumores MSS, entretanto, apresentam
uma prevaléncia diferente de algumas mutacGes geneticas, como em K-ras e pode
constituir um subgrupo de tumores completamente diferente (Lawes et al., 2003).

Os critérios do NCI estdo especificamente focados na identificacdo de CCR com
mutagdes em hMLH1 ou hMSH2, que constituem mais de 90% dos tumores IMS positivos
e podem ser menos eficazes na detec¢do de tumores com mutagGes em outros genes de
reparo de malpareamento. Mutacdes no gene hMSH6 podem levar ao desenvolvimento de

tumores com IMS-L e ndo sdo consideradas nos critérios do NCI (Lawes et al., 2003).
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IMS-H é observada em mais de 90% de HNPCC e em 15% de CCR esporadico.
Devido a prevaléncia dos tumores colorretais esporadicos, a maioria dos tumores IMS
positivos ndo é de pacientes com HNPCC. Os tumores IMS positivos, tanto HNPCC como
esporadicos, apresentam caracteristicas histoldgicas e bioldgicas similares. Eles ocorrem
em idade mais precoce do que os tumores IMS-L ou MSS e tém menor “incidéncia de
doenga nodal” ou metéstase a distancia. Os tumores IMS-H ocorrem mais freqlientemente
no célon ascendente com 2/3 de HNPCC e mais de 90% esporadicos ocorrendo nas
proximidades do é&ngulo esplénico. Eles s&o pouco diferenciados, mucinosos ou
apresentam células em anel de sinete, além de frequentemente exibirem extensa infiltracdo
linfocitaria, predominantemente de células T-citotoxicas e acumulo de células B e T ao
redor do tumor, semelhante ao que ocorre na doenca de Crohn (Lawes et al., 2003).

Muitas teorias tém sido criadas para explicar o fato de que alguns tumores IMS
positivos apresentam um melhor prognéstico, a despeito de suas caracteristicas
histoldgicas “ruins”. Uma teoria sugere que a perda de genes como DCC/18q, 17p/p53 e K-
ras confere um pior progndstico. Como os tumores IMS positivos raramente demonstram
perda de material genético (LOH), estes genes sdo raramente afetados e pode ser a
presenca normal destes genes, mais do que a instabilidade, que est& relacionada com um
melhor prognostico. Outra teoria sugere que o acUmulo de alteragbes genéticas nos
tumores IMS positivos levam a expressdo de proteinas aberrantes. Estas proteinas séo
reconhecidas pelo sistema imunoldgico do paciente, levando & destruicdo das células
tumorais. Entretanto, outros autores demonstraram que celulas com IMS n&o expressam [3;
microglobulina, um componente vital na citotoxicidade mediada por célula T HLA classe
I, sugerindo que células IMS positivas podem escapar da destruicdo mediada pelo sistema
imune. Uma terceira teoria se baseia diretamente no sistema MMR defeituoso. Como as
mutacdes ndo sdo reparadas quando o DNA é replicado, a carga mutacional na célula
aumenta a cada divisdo celular. Isto resulta no acumulo massivo de muta¢fes que torna a
célula incapaz de realizar suas fungfes basicas, necessarias para a manutencdo da célula, o
que leva diretamente a sua morte, ou seja, essas células se dividem até causarem sua

propria morte (Lawes et al., 2003).
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Instabilidade de microssatélites em outros tipos de cancer

A incidéncia de IMS em cancer de endométrio em pacientes sem mutagédo
germinativa em genes MMR varia de 9% a 45%. A incidéncia de IMS descrita para
carcinoma de ovario € de 3% a 53%, dependendo do tipo e do nimero de microssatélites
analisados (Lawes et al., 2003).

Tumores gastricos na populacdo japonesa apresentam uma incidéncia de IMS-L que
varia de 16% a 39%, caindo para 5% para tumores IMS-H, o que é similar ao descrito para
populagbes ocidentais que apresentam 24% a 84% de IMS-L e 2% a 15% de IMS-H
(Lawes et al., 2003).

Em cancer de prostata, a incidéncia de IMS varia de 2% a 65% e em cancer de
bexiga, de 0% a 8%. IMS-L ocorre em 2 % dos carcinomas escamosos do esdfago e em
22% dos adenocarcinomas, bem como em 7% daqueles com eséfago de Barrett sem
carcinoma. Isto sugere que a IMS é um evento genético precoce na carcinogénese
esofagica e pode ser Gtil na identificacdo de pacientes em risco (Lawes et al., 2003).

A incidéncia de IMS em tumores pancreaticos pode ser maior que 67% embora
menos de 4% apresente IMS-H. Ja a incidéncia em tumores de cabeca e pescogo varia de
2% a 30%. A IMS é encontrada em mais de 15% das lesdes displasicas de cabeca e
pescoco, sugerindo que esta pode ser um marcador Util para detectar pacientes em risco
(Lawes et al., 2003).

A informacéo sobre IMS em cancer de mama é confusa, mas a incidéncia descrita é
de 0% a 30%, com menos de 10% apresentando IMS-H. A IMS néo é observada em
carcinomas de pequenas células do pulmdo, mas é observada em mais de 68% dos
carcinomas ndo de pequenas células do pulméao (Lawes et al., 2003).

Existem poucos estudos na investigagdo de IMS em sarcomas e geralmente
consistem de tipos de tumores similares. Em um estudo com 39 pacientes japoneses apenas
3 apresentaram IMS-L. Embora a IMS em um ou mais loci tenha sido identificada em 44%
dos pacientes, a IMS-H € incomum. Isto sugere que a IMS ndo tem um papel importante na
patogénese de sarcomas e pode representar um fenémeno secundario (Lawes et al., 2003).

A incidéncia de IMS descrita para melanomas é de 20% a 25%, com um estudo
demonstrando IMS-H em apenas 5%. Alguns autores descrevem uma incidéncia similar de

IMS-L em melanoma maligno, nevo displasico e nevo comum, e sugerem que a IMS pode
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ser um fator preditivo util de progressdo maligna. N&o existem evidéncias que sugiram
uma correlacéo entre a IMS e o prognoéstico ou a espessura do melanoma.

A IMS foi observada em 89% dos tumores de pacientes que desenvolveram
maultiplos tumores, comparado com 11% daqueles que desenvolveram apenas um tumor,
embora tumores IMS-L tenham sido incluidos. Alguns autores sugerem que carcinomas
IMS-H do colon descendente (esquerdo) predizem fortemente o desenvolvimento de

doenca metacronica (Lawes et al., 2003).

1.4.4 Mutacg6es em genes da familia ras

Além da instabilidade genética, mutacdes em genes supressores de tumor e
oncogenes também sdo eventos cruciais no processo de carcinogénese. Dentre estes genes,
0 oncogene c-K-ras 2 apresenta-se mutado em alta porcentagem em carcinomas colorretais
e apresenta importante papel na patogénese da doenca (Albanese et al., 1997).

Os genes da familia ras codificam proteinas monoméricas de 21 kDa (figura 5) que
sdo capazes de se ligar a moléculas de GTP e hidrolisa-las, agindo como mediadoras na
transducdo de sinais extracelulares para o citoplasma e nucleo e controlando assim, vérias
rotas moleculares que afetam crescimento celular, diferenciacéo celular e apoptose (Ellis &
Clark, 2000; Alberts et al., 2002).

Proteina Ras

Figura 5. Estrutura tridimensional da proteina ras (www.ks.uiuc.edu/research/vmd/gallery).

Os trés diferentes tipos de proteinas (K-ras, H-ras e N-ras) dessa familia
apresentam cerca de 90% de homologia e cada uma € preferencialmente expressa em
tecidos especificos. MutacGes ativadoras dos genes da familia ras, que levam a formacéo
de proteinas constitutivamente ativas, disparando a transducédo de sinais proliferativos e/ou
de diferenciagdo mesmo na auséncia de sinais extracelulares, podem ser observadas em

30% dos tumores humanos em geral e mutagdes especificamente em K-ras estdo presentes
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em 40% dos CCR. As mutacdes em genes da familia ras, in vivo, ndo sdo igualmente
distribuidas entre as suas isoformas, ao contrario, a vasta maioria das mutacdes
encontradas em tumores humanos ocorrem em K-ras, sendo raras as muta¢es em H-ras.
As razfes para esta especificidade das mutacdes em genes da familia ras ainda ndo foram
bem esclarecidas (Bos et al., 1987; Bos, 1988; Fearon & Vogelstein, 1990; Olschwang et
al., 1997; Ellis & Clark, 2000).

A grande maioria das muta¢fes em K-ras é encontrada nos codons 12 e 13 do
gene. Estas mutagOes sdo quase todas mutagdes de ponto e aparecem precocemente no
processo de carcinogénese, principalmente entre os estagios de adenoma inicial e
intermediario, mas mantendo-se constante em adenomas tardios e em carcinomas.
Diferentes mutacdes podem conferir caracteristicas distintas quanto a atividade
proliferativa, independéncia de estimulos externos e estabilidade do genoma das células
tumorais. Algumas mutacGes especificas dentre aquelas que ocorrem nos cédons 12 e 13
parecem ter importante valor prognostico no CCR (Albanese et al., 1997; Russo et al.,
1998; Bazan et al., 2002).

Mais de 80 mutacdes j& foram identificadas, sendo 57% delas encontradas no cddon
12 e 43% no cdodon 13. A mutacdo mais frequente no cddon 12, encontrada em 37% dos
casos, é uma transicdo G—A, que leva a substituicdo do cédon GGT pelo GAT. No cddon
13, a mutacdo mais freqliente observada em 94% dos casos, também é uma transicao
G—A, que resulta na substituicdo do cédon GGC pelo GAC. Andlises da relacdo entre
estes indicadores biomoleculares e dados clinicos, indicam que as mutagdes no codon 12
mostram-se associadas apenas com o histotipo produtor de muco, enquanto as mutacdes do
cdédon 13 apresentam associagdo significativa com alguns dados clinicos, como
estadiamento da doenca e ocorréncia de metastase para linfonodos. Assim, sugere-se que,
principalmente as mutacdes no codon 13, parecem apresentar um potencial valor
prognostico no CCR (Bazan et al., 2002). Neste trabalho, nds decidimos analisar as
mutacdes do codon 12 por serem mais frequentes e por terem seu valor progndstico menos

esclarecido.
1.5 Assinatura Nuclear Digital

Fatores com valor progndstico sdo de grande importancia para o acompanhamento

e manejo dos pacientes, bem como para o direcionamento de tratamentos mais eficazes.
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Atualmente, os principais fatores progndésticos utilizados se baseiam em achados clinicos.
No entanto, alteracbes morfométricas e densitomeétricas do tumor também tém sido
correlacionadas com seu prognostico. Entre estas, destaca-se a assinatura nuclear digital,
um histograma representativo das caracteristicas de textura da cromatina nuclear obtido
por imagem computadorizada (Bartels et al., 1999).

A assinatura digital € um conjunto de caracteristicas densitométricas baseadas na
distribuicdo da cromatina nuclear (Nowell, 1976), descritos em padrbes de caracteristicas
numéricas definidas, das quais algumas sdo mais representativas (Wied et al., 1968)
(figuras 6, 7, 8, 9 e 10).

A analise de imagem digital permite mensurar caracteristicas celulares e teciduais,
como a forma e tamanho do nucleo, distribuicdo da cromatina e centenas de outras
caracteristicas. A quantificacdo em patologia acrescenta objetividade na avaliagdo de casos
e utiliza métodos capazes de aumentar a capacidade diagnostica, prognostica e
possivelmente terapéutica (Bartels, 1994).

Rosito et al. (2003), na analise de tumores de reto, descreveram 11 caracteristicas
nucleares da textura da cromatina nuclear mais relevantes: 1. Area do Nucleo; 2. Aspecto;
3. Densidade Média; 4. Circularidade Nuclear; 5. Densidade Optica Total; 6. Dimensdo
Fractal; 7. Densidade Minima; 8. Densidade Maxima; 9. Marginacdo ou Condensacao; 10.
Heterogeneidade de Densidade Optica; 11. Granularidade Nuclear ou Compactacdo. Uma
dentre as 11 caracteristicas analisadas mostrou maior poder prognostico — a densidade Otica
total (DOT). Isto significa que pacientes no mesmo estagio da doenca e com resultados
diferentes da DOT podem ter um curso diferente daquele esperado e daquele que
atualmente mais se utiliza como preditor da sobrevida. Nestas situacdes, a assinatura
digital poderé ter importancia para a indicacdo de tratamentos adjuvantes complementares
ao cirdrgico em pacientes que hoje nao seriam candidatos a este tipo de tratamento. Desta
maneira, pacientes com fator de risco aumentado para pior prognostico a assinatura digital,
poderiam ser incluidos nos esquemas de tratamentos complementares, que hoje ndo o0s

contemplam.
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Figura 6. Imagem digital de adenocarcinoma de reto Figura 7. Imagem digital de reto normal
Adaptado de Rosito et al., 2003 Adaptado de Rosito et al., 2003

Figura 8. Eletromicrografia de nucleo de reto humano Figura 9. Eletromicrografia de nucleo de adenocarcinoma
normal; de reto humano;

Aumento: aproximadamente 21.420X Aumento: aproximadamente 21.420X

E= Eucromatina; P= Poro nuclear; H= Heterocromating; E= Eucromatina; P= Poro nuclear; H= Heterocromatina;
L= Lisossomo; nl = Nucléolo L= Lisossomo; nl = Nucléolo

Adaptado de Rosito et al., 2003 Adaptado de Rosito et al., 2003
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Figura 10. Histograma - Assinatura nuclear (pacientes com CR)
Adaptado deRosito et al., 2003
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1.6 Marcadores Moleculares e Valor Prognostico em Tumores Colorretais

Além de parametros clinicos e morfométricos, os marcadores moleculares
associados ao processo de carcinogénese colorretal como IMS e mutacgdes (cédons 12 e 13)
do gene K-ras (mutK-ras), tém sido associados ao prognostico (resposta terapéutica e
sobrevida em geral) do CCR (Bazan et al., 2002; Colombino et al., 2002).

Apesar do critério internacional para avaliacdo de IMS ser o estudo de um painel de
5 marcadores (Boland et al., 1998; Gonzalez-Garcia et al., 2000), alguns trabalhos
sugerem o uso de apenas um deles, o BAT-26 (Hoang et al., 1997; Cravo et al., 1999).
Este marcador é quasi-monomérfico, apresentando uma pequena variagdo de apenas 2 pb
para mais ou para menos, e constitui uma repeticdo poli (A) especifica localizada em um
intron do gene hMSH2 e, segundo alguns investigadores, a analise isolada de BAT-26 é
suficiente para definir IMS no CCR com eficécia superior a 99% (Cravo et al., 1999).

Embora alguns estudos concentrem-se na identificacdo de marcadores progndsticos
para 0 CCR individualmente, ndo ha relato de um estudo comparativo entre parametros
clinicos, morfologicos e moleculares de progndéstico neste tipo de tumor. A padronizacdo
de todas as técnicas de identificacdo destes marcadores, bem como a criagdo de um painel
minimo de marcadores progndsticos significativos seria de grande utilidade para direcionar
melhor o tratamento e acompanhamento de pacientes com cancer colorretal.

Com este estudo esperam-se padronizar as técnicas de deteccdo de IMS (multiplos
marcadores, incluindo BAT-26) e de mutacbes no cdédon 12 do gene K-ras no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, Rio Grande do Sul. A técnica de deteccdo de IMS podera ter
varias aplicacOes clinicas posteriores, como por exemplo, rastreamento de individuos com
suspeita de cancer colorretal ndo-polipomatoso hereditario (HNPCC ou sindrome de
Lynch) e direcionamento da terapéutica no CCR em geral e em outros tumores (Andrew &
Peters, 2001; Oda et al., 2002).

Se o0s marcadores analisados tiverem efetivamente um valor prognostico
significativo, a analise conjunta da assinatura nuclear digital, de IMS e de mutK-ras em
tumores de reto se constituird em um painel de progndstico acessivel e de simples
execucdo. Uma vez estabelecido nos tumores de reto, este mesmo painel podera também
ser aplicado e testado em neoplasias de outras localizages no célon e neoplasias extra-

coldnicas.
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Relatos de marcadores moleculares de prognostico de ampla aplicabilidade e facil
identificacdo sdo escassos. Com o presente estudo, pretende-se testar a associacdo de
parametros clinicos, morfoldgicos e moleculares em um painel de avaliagbes de baixo
custo e complexidade capaz de caracterizar prognosticamente tumores colorretais. A
identificagcdo de um painel de marcadores moleculares de prognostico poderia racionalizar
0 tratamento e acompanhamento em longo prazo de pacientes com CCR e, possivelmente,
outras neoplasias.

Vale ressaltar que a maioria dos tumores em geral é esporadica. E dentre os
tumores de reto em particular, a grande maioria ndo é hereditaria. Além disso, a incidéncia
de IMS parece decrescer a medida que a origem do carcinoma se afasta do colon
proximal/transverso em direcdo ao colon distal e ao reto, onde a frequéncia de IMS esta
descrita em torno de 10%. Assim, espera-se que esta amostra, sendo composta
primordialmente por tumores de reto, seja constituida por tumores primariamente

esporadicos e, portanto, com baixa incidéncia de IMS.
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2. OBJETIVOS DO ESTUDO

2.1 Objetivo Geral:

Estudar dois marcadores moleculares: instabilidade de microssatélites (IMS) e
mutacdes no codon 12 de K-ras em uma amostra de tumores retais quanto a sua freqiiéncia
e correlacionar a sua presenca com marcadores clinicos, cirargicos e morfologicos

(assinatura nuclear) quanto ao valor prognostico.

2.2 Objetivos Especificos:

a) Determinar a frequéncia de IMS comparando-a com aquela descrita na literatura para
tumores colorretais esporadicos;

b) Determinar a frequéncia de muta¢des no cédon 12 do gene K-ras comparando-a com
aquela descrita na literatura para tumores colorretais esporadicos;

c) Correlacionar os achados dos estudos moleculares com a assinatura nuclear e dados
clinicos de seguimento de cada paciente;

d) Determinar se a caracterizacdo de estabilidade em microssatélites e/ou mutacdes no
cddon 12 do gene K-ras podem ter influéncia sobre o prognostico determinado por

variaveis clinicas e de textura da cromatina.
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3.1 CAPITULO |

An alternative protocol of DNA extraction from formalin-fixed and paraffin-

embedded tissue.
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Background: DNA extraction from PET requires special protocols, and most described
methods report an amplification success of 60-80%.

Aims: To propose a simple and inexpensive protocol which consists of xylene-ethanol
deparaffinisation, followed by a kit-based extraction.

Method: Xylene-ethanol deparaffinisation was followed by a long rehydration step and a
kit-based DNA extraction.

Results: With this method we obtained a 100% amplification success of fragments of 121
to 227 bp for tamponated formalin-fixed PET.

Conclusion: These results suggest that this protocol, cost-effective and not laborious, can
be useful to successfully extract DNA from tamponated formalin-fixed PET and should
facilitate the molecular analysis of a large number of archival specimens in retrospective

studies.

Tissues removed from the human body for diagnostic or treatment purposes can be fixed,
paraffin-embedded, and stored for years. These specimens are an endless source of
material for research. There are several protocols described for DNA extraction from fresh
tissue, blood and cells in culture, but extraction from paraffin-embedded tissue (PET)
requires special protocols'”.

Obtaining good quality PCR products from DNA extracted from PET is a difficult
task, since this material is in general scarce, degraded and often contains remnants of
certain substances, such as formalin, that inhibit the amplification reaction?, and xylene
that inhibits proteinase K used in the extraction procedure.

In this work we sought an alternative procedure that is simpler and cheaper than the
usually described methods, and that shows great amplification success (AS) with good
quality amplification products from little amounts of tamponated formalin-fixed PET.

Materials and Methods

DNA was extracted from a total of 79 PET derived from the Pathology Service of Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Brazil, and from 3 private laboratories. Samples from
HCPA consisted of 42 surgical specimens of rectal carcinoma, which were fixed in 4%
tamponated formalin for 24 hours and then submitted to 95% ethanol and xylene washes

before being embedded in paraffin. The archival material had a mean of 11.83 years of
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storage (8 to 16 years). Samples from one of the private laboratories consisted of 15
surgical specimens fixed and paraffin-embedded like HCPA ones. The 22 samples from

the other two laboratories were fixed in non-tamponated formalin.

* One 20 um slice of PET was collected and manually microdissected with sterile scalpels
under an inverted optical microscope to separate normal from tumoral tissue.

* The sections were deparaffinised with two xilene washes (30 minutes at 55 °C each), two
100% ethanol washes, two 70% ethanol washes and two distilled water washes. Each step
was performed for 5 minutes at 55 °C.

» Samples were then rehydrated with TE 1X (Tris-EDTA) for 5 minutes at 55 °C and Tris
(1M, pH 7.5) overnight at 55 °C.

« After rehydration, samples were digested with proteinase K (20mg/ml) at 55 °C for 1 to 3
hours;

* DNA was extracted with the Ultraclean bloodspin kit (MoBio Laboratories, Inc., USA)
and resuspended in TE (200ul).

Amplification of fragments of 121 to 227 bp (microsatellites BAT-25, BAT-26, D25123
and D17S250) was obtained by polymerase chain reaction (PCR) containing 5 pl of DNA
(mean of 84 ng/ul), 50mM KCI, 20mM Tris-HCI pH 8.4, 400uM of each
deoxyribonucleotideotriphosphate, 20pmol of each primer* and, after testing different
concentrations, 5mM MgCl, and 2.5U of Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen,
USA) in a final volume of 25 pl. PCR was performed using a DNA thermal cycler
(MiniCyclerTM MJ Research PTC150) with 35 amplification cycles at annealing
temperatures of 58°C and 60°C (D2S123). PCR products were analyzed by electrophoresis
on 2% agarose gels.

Results and Discussion

Figure 1 depicts a typical agarose gel. The amplification products were suitable for
microsatellite instability determination by SSCP (data not shown).

We had a 100% AS in the range of 121 to 227 bp (Table 1) for the samples fixed in
tamponated formalin, in contrast with 60-88% AS described using other methods.

However, all PET samples fixed in non-tamponated formalin did not amplify and showed
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only a smear which likely corresponds to degraded DNA. A previous study comparing a
few different methods reported better results with the use of a Qiagen extraction kit (AS of
about 60%)°. Another study reported best results with a simple boiling method (88%)
followed by a phenolchloroform extraction method (85%) and by a Qiagen extraction kit
(53%)>2. Further studies report 70 to 88% AS with deparaffinisation only® or
deparaffinisation and protease digestion®’ with the sections or lysates used directly for
PCR. The procedure described here, allows the efficient amplification of DNA extracted
from archival PET fixed in tamponated formalin. The main difference in our protocol is the
long rehydration step, which probably contributed to the better extraction performance.
This simple procedure, cost-effective and not laborious, should facilitate molecular

analysis of a large number of archival specimens in retrospective studies.

The authors thank Drs. Mario Antonello Rosito, Marcia Graudenz and Geraldo Geyer for suppling
the PET samples.
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Table 1 — PCR amplification of different-sized DNA fragments after extraction from

tamponated formalin-fixed paraffin-embedded tissue.

Microsatellite PCR product Total number of PCR Amplification
Marker (fragment size in bp) | samples amplified Success
(One-round PCR)
BAT 25 123 114 100%
BAT 26 121 84 100%
D2S123 227 114 100%
D17S250 162 84 100%

BAT-25 BAT26 0bPP pagi23 p17s2so Nesative
Ladder Control

&

Figure 1 - 2% agarose gel staining with Ethidium bromide,
showing the PCR products of the four markers analyzed.
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3.2 CAPITULOII
Microsatellite Instability and codon 12 K-ras mutation in Rectal Carcinomas:
Prevalence and Prognostic Value
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Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third tumor in frequency and the second in mortality
in developed countries. In Brazil, it is one of the six most common cancers and the third in
mortality (http://www.inca.org.br). Among all cases of CRC, about 85% are sporadic.
Mean survival rate for affected patients in five years is 60%. Prognostic evaluation is
currently based only on clinicopathological and morphological parameters, since the
prognostic value of molecular markers is not well established.

Rectal carcinoma (RC) in particular accounts for approximately 10% of new CRC
cases each year. It occurs in both sexes at nearly the same rate, generally in the age range
from 50 to 80 years, with an age-dependent rise in incidence (Colombino et al., 2002).

Colorectal tumorigenesis is thought to occur by a sequential accumulation of
genetic alterations. Several studies have implicated mutational inactivation of tumor
suppressor genes as well as activation of oncogenes in CRC pathogenesis, in a pathway
known as the suppressor pathway (Fearon & Vogelstein, 1990). K-ras is the only
oncogene reproducibly found mutated in a high percentage of CRC. The most common
mutations found in this gene are point mutations in the first or second positions of codons
12 and 13 or, more rarely, 61, and they seem to occur early in colorectal carcinogenesis,
usually before adenoma formation (Albanese et al., 1997; Bouzourene et al., 2000).
Distinct ras mutations may confer different phenotypes to the tumor cells in terms of
proliferative activity, independence from external stimuli and stability of the genome
(Albanese et al., 1997). Furthermore, some studies indicate that mutations in this gene
correlate with poor prognosis (Bouzourene et al., 2000).

Another molecular mechanism involved in the development and progression of
some human malignancies, including CRC, is represented by defective replication fidelity
(mutator pathway). Mutations that result in a non-functional mismatch repair system
(MMR) lead to a specific type of genomic instability, called microsatellite instability
(MSI). MSI has been defined as an alteration of any length in the genome due to small
insertions or deletions of repeating units within short tandem repeats in a tumor when
compared with the corresponding normal tissue (Aaltonen et al., 1998). MSI is present in
more than 90% of patients with hereditary nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC) and
occurs in 10 to 20% of sporadic CRCs (Lynch & de La Chapelle, 2003).
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The microsatellite stability status of colorectal tumors has been traditionally been
evaluated using five molecular markers at both mono- and dinucleotide microsatellites
(Boland et al., 1998). Tumors that show instability in only one marker are considered MSI
low (MSI-L), those that show instability in two or more markers are considered MSI high
(MSI-H), and those without instability are called microsatellite stable (MSS). HNPCC
tumors are usually classified as MSI-H (Dietmeier et al., 1997).

In rectal carcinomas, MSI has been observed at a very low rate. The incidence of
MSI seems to be dependent of tumor location, being more frequent in carcinomas of the
proximal/transverse colon and less frequent in those of the distal colon and rectum, where
frequency of MSI-H has been found to be less than 10% (Tsao et al., 2000).

A few studies have made a correlation between MSI and tumor prognosis in
colorectal and gastric cancer. Results of these studies have indicated that patients with
MSI-H tumors have a better outcome, but increased survival of patients with MSI-H CRC
has been demonstrated only in those cases with Dukes’ stage B and Dukes’ stage C
disease receiving adjuvant chemotherapy (reviewed in Colombino et al., 2002).

In addition to molecular markers, tumor morphometric and densitometric
alterations have also been correlated with prognosis. These alterations can be analyzed by
digital nuclear signature, which constitutes an assembly of densitometric characteristics
based on the nuclear chromatin distribution and results in a representative histogram of the
nuclear chromatin texture characteristics, obtained by digital image (Bartels et al., 1999).

Reports on the use of molecular markers for prediction of prognosis that have wide
applicability and are easily identifiable in rectal carcinomas, are rare. Thus, the aim of this
study was to investigate further both the prevalence and the prognostic value of K-ras
codon 12 mutations and MSI in rectal carcinoma, as well as characterize the
clinicopathological and chromatin texture features of RC patients with and without MSI
and/or K-ras mutation in search of a specific pattern that might be representative of

distinctive tumor behavior.
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Materials and Methods

We investigated 41 rectal carcinomas for the presence of mutations in codon 12 of
the K-ras gene and MSI. All carcinomas were formalin-fixed paraffin-embedded tumor
specimens obtained from 1988-1996 from surgical specimens at the Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (Rio Grande do Sul, Brazil). Clinical, histopathological and chromatin
texture analysis of the same tumors have been described earlier (Rosito et al. 2003).
Positive control of MSI was kindly supplied by Drs. Otavia Caballero and André Vettori
from the Cancer Hospital AC Camargo (Sao Paulo, Brazil), and positive control of K-ras
mutation by Dr. Marcia Kubrusly from the University of S&o Paulo (S&o Paulo, Brazil).
The DNA extraction was performed according to Coura et al. (in press).

K-ras codon 12 mutations were analyzed by PCR-RFLP as described by Kubrusly
et al. (2002). Microsatellite stability status was determined using a panel of five
microsatellite markers (BAT-25, BAT-26, D2S123, D5S346 and D17S250) as suggested
by the National Cancer Institute workshop (Boland et al., 1998; Umar et al., 2004).
Amplification primer sequences were described by Dietmeier et al. (1997).

PCR conditions for microsatellites amplification were described in a previous work
(Coura et al., in press). For SSCP analysis, the PCR product was denatured into single-
stranded DNA by heating in formamide loading buffer (95%formamide, 10mM EDTA,
0.05% bromophenol blue, 0.05% xylene cyanol) for 5 minutes at 94°C and then separated
on a mini-gel apparatus using non-denaturing 15% acrylamide (60:1,
acrylamide:bisacrylamide) gels containing 5% of glycerol. Gels were run at room
temperature for 2 h at 170V. After silver staining, gels were visualized under fluorescent
light.

Samples classified as MSI-H (instability in at least 2 markers) were submitted to
imunohistochemistry for detection of hMSH2 and hMLH1 gene products and promoter
hypermethylation analysis.

We consider some clinicopathological and histological features, such as sex, age,
Dukes’ stage, cellular differentiation, histotype and therapy, as well as chromatin texture
characteristics, in order to evaluate possible correlations with molecular findings. The
association of the molecular findings with these features was assessed by univariate
analysis using the Fisher’s exact test and the Mann-Whitney test.
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Results

Clinical, surgical and histopathologic features of the patients are presented in table
1. Eleven (26.8%) of the 41 RC patients analyzed were heterozygous for mutations in
codon 12 of the K-ras gene. Results of K-ras codon 12 mutation analysis (figure 1) are
shown in table 2. Univariate analysis did not show significant differences between patients
with and without mutation in relation to the clinical and histopathological variables. In
relation to morphological features, the presence of K-ras mutations was associated with
two features of the nuclear digital signature: aspect and roundness (p<0.05).

Results of the MSI analysis (figure 2) are shown in table 3. Three (7.3%) of the 41
patients exhibited high-level MSI, 21 (51.2%) showed low-level MSI, and 18 (41.5%)
were stable (MSS). All MSI-H patients showed BAT-26 instability, confirming the
previously described positive predictive value of this marker for detection of MSI-H.
Univariate analysis, comparing those patients with MSI-H with the others, showed a
significant association of MSI-H with better overall survival (p=0.001). In addition, 32
(81.6%) patients with MSI-L or MSS did not receive post-surgical adjuvant therapy, which
is significantly different from the MSI-H patients group, where 66.7% received some form

of adjuvant therapy (p<0.05).

Discussion

In this study we performed an analysis of microsatellite stability status and K-ras
mutation status at the codon 12 in an unselected sample of rectal carcinomas to further
investigate the prevalence and the role of these molecular markers in this disease.

Four of the 5 microsatellite markers determined by the NCI were successfully
analyzed, but one of them, D17S5250 showed an amplification pattern of poor quality and a
lot of amplified products were of weak intensity. The quality of the PCR products
hampered the SSCP interpretation. Reamplification of these samples lead to a SSCP
eletrophoretic pattern with a high number of non-specific amplification bands. As a result,
most samples could not be scored accurately and consistently for this marker, and this was
quite different from that observed for the other markers. Nash et al. (2003) have already
reported that, among the five microsatellite markers, D17S250 shows the greatest
frequency of instability, which probably reflects false-positive data. For this reason we

decided not to consider this marker in our analysis.
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As expected from previous reports, we found a low frequency of MSI-H tumors
(7.3%) and a high frequency of MSI-L (51.2%) tumors in our sample of rectal carcinomas.
In contrast with MSI-H tumors, MSI-L tumors do not have loss of hMSH2 and hMLH1
function and recent evidence indicates that they represent a third pathway of colorectal
carcinogenesis (Whitehall et al., 2002; Halford et al., 2003).

Phenotypically, MSI-L tumors seem to be indistinguishable from MSS tumors
(Umar et al., 2004). MSI-L has been described as a frequent characteristic of CRCs.
Halford et al. (2003) found a frequency of 35% of MSI-L in colorectal cancers.

The analysis of MSI-L is difficult because as an increasing number of
microsatellites is investigated, there is also an increase in the MSI-L group of tumors
(Halford et al., 2003). The prevalence of MSI described here, is in agreement with that
reported by other investigators for CRC (Tsao et al., 2000; Fernebro et al., 2002).

Some reports indicate that mononucleotide markers have greater sensitivity and
specificity for MMR deficiency than dinucleotide markers (Perucho et al., 1999; Nash et
al., 2003); our results in part confirm this conclusion, since all of the MSI-H tumors were
BAT-26 unstable.

Many investigators have proposed that the study of BAT-26 alone may be sufficient
to identify MSI-H (Buhard et al., 2004; Brennetot et al., 2005). However, no single marker
is likely to have perfect accuracy for identifying CRCs with deficiency in MMR genes
(Aaltonen et al., 1998; Suraweera et al., 2002). In our sample, 1 of 4 (25%) tumors that
showed instability at the BAT-26 locus was not highly unstable, that is, did not show
instability in any other marker.

When we correlated microsatellite status with prognosis, we found a better overall
survival for patients with MSI-H tumors. This result is in agreement with previous reports
in the literature (Colombino et al., 2002; Raut et al., 2004; Popat et al., 2005). We did not
find a significant association of microsatellite status with other clinicopathological features
neither with chromatin texture ones.

Mutations at codon 12 of the K-ras gene were observed in 11 of 41 (26.8%) rectal
carcinomas. The frequency reported for such mutations in CRCs varies from 20 to 50%
(Fearon & Vogelstein, 1990; Albanese et al., 1997; Russo et al., 1998; Bouzourene et al.,
2000; Bazan et al., 2002). Such a wide range of observed mutation frequency might be due

to several factors such as tumor storage method, the different techniques used for assessing

39



the presence of mutations, tumoral heterogeneity, or the specific features of the patients
included in the study, such as Dukes’ stage at diagnosis, grading, site of the tumor among
others (Slattery et al., 2000). The observed mutation frequency of less than 50% indicates
again that there is likely at least one other alternative pathway in rectal carcinogenesis
(Bazan et al., 2002).

We found no relationship between the presence/absence of K-ras mutations and the
patients’ age or sex, or any of the clinicopathological and biological features of the tumors.
Other investigators have found an association of codon 12 mutations only with mucinous
histotype (Albanese et al., 1997; Bazan et al., 2002). In relation to prognosis, several
studies have reported a reduced survival rate in patients with K-ras mutated tumors
(Bouzourene et al., 2000), while others have found no association with prognosis
(Hirvikoski et al., 1999; Esteller et al., 2001). In fact, some authors have demonstrated a
prognostic value for codon 13 mutations only, and failed to demonstrate it for codon 12
mutations (Russo et al., 1998; Bazan et al., 2002).

The absence of correlation between digital nuclear signature features and MSI is
not unexpected if we consider the different pathways of colorectal carcinogenesis. Mutator
pathway, characterized by MSI, is associated with mutations in the MMR system, and have
not been been associated with chromatin alterations. On the other hand, the suppressor
pathway, that is characterized by CIN, is caused by sequential mutations in tumor
suppressor genes and oncogenes and commonly shows chromatin alterations. This can
explain the association found between codon 12 mutations of K-ras and some
morphometric characteristics of digital nuclear signature — roundness and aspect — that are
indirectaly related with physical distribution of nuclear chromatin.

In conclusion, our data describes the profile of these two molecular markers in
rectal carcinomas in sample of our population and suggest important tendencies of their
possible prognostic value. Further prospective studies on larger patient series must be
performed in order to clarify the possible clinicobiological implications of these
observations and to evaluate the prognostic significance of MSI status and K-ras

alterations in colorectal carcinomas.
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Table 1. Patients Characteristics

Characteristics N° of %
Patients
Total analyzed 41
Males/Females 17/24 41.5/58.5
Age (years)
<55 12 29.3
>55 29 70.7
Average 61.54
Range 37-82
Dukes’
A 9 21.95
B 9 21.95
C 18 43.90
D 5 12.20
Cellular differentiation
Well differentiated 6 14.6
Moderately differentiated 34 83.0
Poorly differentiated 1 2.4
Mucinous histotype 4 9.8
Therapy
Follow-up only 32 78.0
CHT only 2 4.9
RT/RT plus CHT 4/3 9.8/7.3

CHT - chemotherapy; RT - radiotherapy
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Table 2. Results of K-ras mutation analysis. Correlation between number of rectal
carcinoma cases with and without mutation and several clinicopathological features

Characteristics (patients) K-ras K-ras
mutation (+) mutation (-)
n (%) n (%)
Total patients (n =41) 11 (26.8) 30 (73.2)

Males (17)/females (24) 4 (23.5)/7(29.2) 13 (76.5)/ 17 (70.8)
Age (years)

<55(12) 4 (33.3) 8 (66.7)
> 55 (29) 7(24.1) 22 (75.9)
Average 61.6 61.5
Range 40-82 37-81
Dukes’
A (9) 2 (22.2) 7 (77.8)
B (9) 3(33.3) 6 (66.7)
C (18) 5 (27.8) 13 (72.2)
D (5) 1 (20) 4 (80)
Cellular differentiation
Well (6) 3 (50) 3 (50)
Moderately (34) 8 (23.5) 26 (76.5)
Poorly (1) 0(0) 1 (100)
Mucinous histotype (4) 2 (50) 2 (50)
Therapy
Follow-up only (32) 9(28.1) 23 (71.9)
CHT only (2) 0 (0) 2 (100)
RT (4)/RT plus CHT (3) 1(25)/ 1(33.3) 3 (75)/ 2 (66.7)
Medium 5 years-Overall 40.4 43.5

Survival (months)
CHT - chemotherapy; RT - radiotherapy
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Table 3. Results of MSI analysis. Correlation between number of rectal carcinoma
cases with and without MSI-H and several clinicopathological features

Characteristics (patients)  MSI-H (+) MSI-H (-)
n(%0o) n(%o)
Total patients (n =41) 3(7.3) 38 (92.7)

Males (17)/females (24) 2(11.8)/1(4.2) 15(88.2)/ 23 (95.8)
Age (years)

<55 (12) 1(8.3) 11 (91.7)
> 55 (29) 2(6.9) 27 (93.1)
Average 56.7 61.7
Range 41-67 37-82
Dukes’
A (9) 0 (0) 9 (100)
B (9) 1(11.1) 8 (88.9)
C (18) 2(11.1) 16 (88.9)
D (5) 0 (0) 5 (100)
Cellular differentiation
Well (6) 1(16.7) 5 (83.3)
Moderately (34) 2 (5.9) 32 (94.1)
Poorly (1) 0(0) 1 (100)
Mucinous histotype (4) 1(25) 3 (75)
Therapy
Follow-up only (32) 0 (0) 32 (100)
CHT only (2) 0 (0) 2 (100)
RT (4)/RT plus CHT (3) 1(25)/1(33.3) 3(75)/2 (66.7)
Medium 5 years-Overall 57.7 41.5

Survival (months)
CHT - chemotherapy; RT - radiotherapy
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AP  HET HET NOR HET M

Figure 1. Polyacrylamide gel - RFLP analysis of codon 12 of K-ras
AP —amplification product; not enzyme digested

HET — heterozygous; NOR — normal;

M — molecular weight marker

BAT-25 BAT-26 D2S123 D5S346
Figure 2. SSCP gel of the panel of 5 markers

BAT-25, D5S346 and D17S250 — normal;
BAT-26 — MSI; D25123 - LOH

- D175250
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3.3 CAPITULO I
BAT-25 and BAT-26 microsatellite profile in samples of Afro-descendents and Blood

Donors from Rio Grande do Sul, Brazil
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Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third in frequency and the second in mortality in
developed countries. In the USA, CRC is the second type of cancer and its frequency in
African Americans is 1.5-fold higher than in Caucasians [ In Brazil, CRC is one of the six
more common cancers and is the third in mortality ). Currently, the determination of
disease prognosis is mainly based on several clinical, pathological and morphological
parameters.

Furthermore, molecular markers have also been associated with prognosis,
especially in relation to therapeutic response and overall survival rates. Among them,
microsatellite instability (MSI) is remarkable. It reflects genomic instability caused by a
deficiency in the DNA mismatch repair system (MMR), which leads to the progressive
accumulation of mutations, especially in mono- and dinucleotide microsatellites. Tumours
that show microsatellite instability (MSI+) tend to be associated with better prognosis B+°!,

In general, microsatellite stability (MS) status analysis is performed by the
comparison between normal and tumoral tissues from the same patient and instability is
characterized by the difference in the amplification profile of specific markers between
these tissues. MS status can be evaluated by a panel of five markers: two mononucleotide
(BAT-25 and BAT-26) and three dinucleotide (D2S123, D5S346 and D17S250) markers
71 The presence of instability in two or more markers defines a tissue as MSI high (MSI-
H), but if just one of them shows instability, the tumour is classified as MSI low (MSI-L);
the absence of instability in all five markers defines a tissue as microsatellite stable (MSS)
)

MSI is present in more than 90% of colorectal tumours from hereditary non-
polyposis colorectal cancer syndrome (HNPCC) patients and in only about 15% of
sporadic colorectal tumours. The majority of tumours from HNPCC are MSI-H, since they
are caused by germinative mutations in MMR genes, specially in hMSH2 and hMLH1 !,

The dinucleotide markers used to define MS status are polymorphic, but the
mononucleotide ones are considered quasi-monomorphic in populations of Caucasian
origin, exhibiting little repeat size variation ™.

Thus, analysis of only tumoral tissue without comparison with the corresponding

normal tissue has been considered sufficient for instability detection in patients at risk for
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HNPCC M. In addition, since small unstable alleles can be easily distinguished from
normal ones by SSCP or sequencing, and BAT-26 is highly sensitive to detect MSI-H
tumors, some investigators have considered that analysis of BAT-26 alone can determine
MS status in CRCs with greater than 99% accuracy Y. Therefore, many published reports
have determined MS status using only tumoral tissue and the two markers BAT-25 and
BAT-26 instead of the pannel of 5 markers originally recommended by the NCI 12 131
However, a populational study with African-american individuals that showed a high
frequency of allelic variation for these two markers ™ raises a question of the frequency
of this type of allelic variation in other populations. Most importantly, this observation
raises a concern regarding accuracy of the analysis when only tumoral tissue is used to
determine MS status. To reinforce these concerns, a previous study that analysed MSI in
endometrial adenocarcinomas, already suggested a possible polymorphic profile of BAT-
25 and BAT-26 °\. Therefore, it is evident that allelic variation of these markers in
specific populations can be an important factor of confusion in MSI studies, and should
therefore be determined before a decision is made on the most reliable protocol for this
type of study.

A few reports of MS status in sporadic and hereditary CRC in Brazilian patients
have been published %\ The Brazilian population is characterized by a high level of
ethnical admixture and has an important percentage of individuals of African descendence.
Therefore, characterization of the profile of these two markers in healthy individuals in the
local population may be relevant to determine the most accurate protocol for the
determination of MS status in order to avoid false-positive results.

The present study reports a descriptive analysis of BAT-25 and BAT-26
microsatellites in two samples of individuals from Rio Grande do Sul, Brazil’s
southernmost state, in order to determine whether these markers are indeed monomorphic

(or quasimonomorphic).

Material and Methods

Two samples of individuals from Rio Grande do Sul were analysed. One of them
consisted of DNA of 100 healthy blood donors from the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. The other group was composed by DNA of 116 Afro-descendent individuals that
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were previously enrolled in genetic studies and was kindly provided by Department of
Genetics from the Federal University of Rio Grande do Sul 7.

Microsatellite sequences at the loci BAT-25 and BAT-26 were amplified using
previously reported primers [). Amplifications were performed in a 25pl reaction mixture
containing 50 mM KCI, 20 mM Tris HCI pH 8.4, 5 mM MgCl;, 400uM of each
deoxyribonucleotideotriphosphate (ANTPs), 20 pmol of each primer, and 2.5 U of Platinum
Taq DNA polymerase (Invitrogen, California, USA). The amplification reaction itself
involved 35 cycles of denaturation at 94 °C for thirty seconds, annealing at 58 °C for thirty
seconds, extension at 72 °C for thirty seconds, preceded by one denaturation cycle at 94 °C
for three minutes. The last cycle was followed by a final extension step for three minutes at
72 °C. PCR products were analyzed by electrophoresis on 2% agarose gels and Ethidium
Bromide staining.

MSI analysis was performed by single-strand conformational polymorphism
(SSCP) as described by lacopetta and Hamelin ™. Briefly, SSCP was carried out with the
addition of 7-9 ul of loading dye (95% formamide, 10mmol/L EDTA, 0.1% bromophenol
blue and 0.1% xylene cyanol) to an equal volume of amplification product. Then, samples
were denatured for 5 minutes at 96 °C and kept on ice until loaded onto a 15%
nondenaturing acrylamide gel (60:1 acrylamide:bisacrylamide) containing 5% of glycerol
on a mini-gel electrophoresis apparatus. Gels were run for 2 h at 170 V at room
temperature and without cooling.

Samples that showed allelic variation were sequenced to allow allele

characterization and allelic size determination.

Results

Figures 1 and 2 depict a SSCP gel, where normal and unstable profiles of BAT-25
and BAT-26 can be seen. All 116 samples of Afro-descendent individuals were
successfully amplified for both markers. We found 6.03% and 6.90% of allelic variation in
BAT-25 and BAT-26, respectively. In the sample of blood donors, DNA samples of 99 and
100 individuals were successfully amplified for BAT-25 and BAT-26, respectively. We
found 8.08% and 5.00% of allelic variation for each marker respectively. None of the

samples presented simultaneous allelic variation at both loci. The comparison between our
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data and those obtained previously for Afro-Americans 4 showed a significant difference
only for BAT-25 (p<0.05).

Discussion

MSI analysis has been an important tool in the study of colorectal tumors.
Therefore, a standard panel of five microsatellite markers to detect MSI in colorectal
tumors was established by the International Collaborative Group in HNPCC and by the
National Cancer Institute (USA). The profile of these microsatellites is currently well
established in Caucasians, Asians and Africans, but little is known about their behavior in
the Brazilian population (57 281,

This panel of five markers established for the analysis of MSI in CRC is composed
by three polimorphic (D2S123, D5S346 and D17S250) and two monomorphic
microsatellite markers, BAT-25 and BAT-26. These latter have been described in the
literature as quasi-monomorphic in Caucasian individuals, but there are studies that
reported the presence of polymorphism in a significant proportion of individuals in African
and African American samples 4. In clinical practice, this panel of microsatellite markers
is used for diagnosis of the hereditary cancer predisposition syndrome HNPCC (hereditary
non-polyposis colon cancer) and BAT-26, in particular, is highly sensitive to detection of
MSI-H colorectal tumors &7 1> 18],

The Brazilian population shows a high level of race admixture that varies in the
proportions of the three main ethnic groups that compose it (Caucasians, Africans and
Native Indians) ™. Thus, the determination of BAT-25 and BAT-26 profiles in this
population is very important, since it might be unique and different from that of the
individual populations which have contributed to its formation.

The International Workshop of Microsatellite Instability and RER phenotypes in
Cancer Detection and Familiar Predisposition recommended that all studies that include
BAT-26 in the analysis of MSI should compare its pattern in normal and tumoral tissue,
since this marker can show a different allelic profile (i.e. constitutional polymorphism)
according to the ethnical background of the population under study © %! Despite this
recommendation, however, the majority of studies that have used BAT-25 and BAT-26 in
CRC, including those performed with Brazilian individuals, consider these two markers

monomorphic and do not compare the amplification profile of tumoral and normal tissue of
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the same individual to determine MSI. Failure to do so may constitute an important
confusion factor if the population studied is indeed polimorphic at these loci, leading to
misclassification the tumor and ultimately to inappropriate management of the patient.

There are several evidences in the literature that suggest that BAT-26 has
considerable allelic variation. Weber and Rodrigues Bigas reported a 10 pb deletion in this
locus Y. In the same way, Perucho has described that 2 to 4% of the population, especially
African Americans, can show a short BAT-26 allele [®Viewed in 6 pyait et al. M in a
populational study with 103 African American individuals, reported allelic variation of
12,6% and 18,4% in BAT-26 and BAT-25, respectively. Allelic variation simultaneously
in both loci was observed in 2,9% of individuals. Finally, Alazzoozi et al. * described
that BAT-26 shows lengths ranging from 21 to 27 adenines in healthy people.

The present study showed that there is allelic variation in the loci BAT-25 and BAT-
26 in healthy individuals, and this constitutional allelic variation could be misclassified as
MSI.

Comparisons between the allelic variation frequencies in both markers of the two
samples did not show significant difference. This result suggests that the Brazilian
population is miscigenated to such a degree that the allelic variation frequency is the same
in a less heterogeneous sample, like that of Afro-descendents, or in a more heterogeneous

one, as that of blood donors, not selected for ethnical group.

With regard to the definition of different ethnic groups, it is necessary to evaluate the
results with great care. In population genetics, race is defined as a group of organisms in a
species that presents more genetic similarities between each other than with other members
of the same species. Therefore, populations that have undergone some degree of genetic
divergence qualify as races *®!" Since almost all local populations are different from others
in at least some allele frequencies, the concept of race does not contain a clear biological
distinction and is dependent on analysis convenience. Because of this, the term is prone to
misunderstanding or misuse %24 Furthermore, in a population such as the Brazilian,
which presents a high level of racial admixture, the ranking of ethnic groups becomes even
more complex. Racial classification based on phenotypic traits, which is commonly used,
is usually subjective and inaccurate and it is not satisfactory to make safe conclusions

about the influence of this factor in the allelic and genotypic distribution of genetic
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polymorphisms. In fact, earlier studies have demonstrated that skin color and other

phenotypic traits can be poor predictors of genomic ancestry

[25,26]

Results described here suggest that BAT-25 and BAT-26 are polymorphic in the

Brazilian population and reinforce the concept that the degree of racial admixture is so

high in most human populations that there is no sense in dividing or classifying them in

races. In addition, the results reported here indicate that a comparison between normal and

tumoral tissue for MSI analysis in tumors of Brazilian patients is imperative to determine

the MS status accurately and avoid false-positive results.
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Figure 1. SSCP gel of BAT-25
Lanes 1, 2, 4,5, 7, 8 and 9: normal pattern
Lanes 3, 6 and 10: allelic variant

Figure 2. SSCP gel of BAT-26
Lane 1 - allelic variant; Lanes 2 to 10 — normal pattern

10
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4. DISCUSSAO
4.1 Anélise populacional do perfil de BAT-25 e BAT-26

A anélise de IMS, que constitui uma importante ferramenta no estudo de tumores
colorretais e alguns outros tipos de tumores, ¢ feita através de um painel de 5 marcadores
definidos pelo ICG-HNPCC (Boland et al., 1998). Dentre estes marcadores, dois (BAT-25
e BAT-26) sdo considerados quasi-monomorficos em populagcfes caucasianas (Dietmeier
et al., 1997; Boland et al., 1998; Loukola et al., 2001; Yu et al., 2003). Por isso, alguns
trabalhos sugerem que ndo é necessario comparar o tecido tumoral com o normal para
detectar IMS, bastando utilizar apenas um controle negativo externo (lacopetta & Hamelin,
1998; Zhou et al., 1998).

No entanto, no inicio do desenvolvimento deste projeto nos deparamos com um
trabalho que relatava a existéncia de polimorfismo em BAT-25 e BAT-26 em uma amostra
da populacdo Afro-Americana (Pyatt et al., 1999). Novos levantamentos nos levaram a
outras evidéncias que sugerem a existéncia de consideravel variacao alélica em BAT-26.
Weber & Rodrigues Bigas (www.nfdht.nl) descreveram uma delecao de 10 pb neste locus.
Do mesmo modo, Perucho descreveu que 2 a 4% da populagéo, principalmente Afro-
Americanos, podem apresentar um alelo menor de BAT-26 (revisado em Boland et al.,
1998). Alazzouzi et al. (2005) descreveu que BAT-26 apresenta uma variagdo no tamanho
de repeticdo de 21 a 27 adeninas em pessoas saudaveis.

Estes achados nos levaram a crer que seria importante avaliar o perfil destes dois
marcadores na populacdo brasileira, tendo em vista 0 seu alto grau de miscigenagao
(Callegari-Jacques et al., 2003). Além disso, sabe-se que estes marcadores apresentam um
perfil alélico diferente dependendo da composicdo étnica da populacdo (Dietmeier et al.,
1997; Boland et al., 1998; Loukola et al., 2001; Yu et al., 2003). Por isso, torna-se muito
importante o conhecimento do perfil destes marcadores em cada populagdo a fim de se
evitar a classificacdo errdbnea do CCR e, em ultima analise, ao manejo inadequado dos
pacientes.

Sendo assim, nds selecionamos duas amostras do Rio Grande do Sul a fim de
avaliar o perfil de BAT-25 e BAT-26 nesta populagdo. Uma das amostras foi de doadores
de sangue do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), os quais ndo foram
selecionadas por nenhum tipo de classificacdo étnica. Esta amostra etnicamente

heterogénea foi escolhida por acreditarmos ser similar a dos pacientes assistidos no HCPA,
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0S quais constituem a amostra estudada nesta dissertacdo. A outra amostra foi de
individuos Afro-descendentes (Bortolini et al., 1992), uma vez que a existéncia de
polimorfismo foi descrita em individuos de origem Africana e que a populacdo brasileira
apresenta importante contribuicdo deste grupo étnico na sua formacdo (Callegari-Jacques
et al., 2003).

Nossos resultados mostraram que existe variacdo alélica nos loci BAT-25 e BAT-
26 em individuos saudaveis da nossa populacdo, que pode ser erroneamente classificada
como IMS. De 116 individuos Afro-descendentes, 6.03% e 6.9% apresentaram varia¢do
alélica em BAT-25 e BAT-26, respectivamente. Em relacdo aos doadores de sangue,
8.08% apresentaram variacdo alélica para BAT-25 e 5.0% para BAT-26. A varia¢do no
tamanho alélico observada sugere que, em nossa populacdo, existe uma variacdo
polimorfica normal nestes loci.

Comparacdes entre as frequéncias de variacdo alélica das duas amostras (Afro-
descendentes e doadores de sangue) ndo mostraram diferenca significativa para ambos os
marcadores. Este resultado sugere que a populacdo Brasileira é tdo miscigenada que a
freqliéncia de variacdo alélica é a mesma tanto em uma amostra menos heterogénea, como
a de Afro-descendentes, como em uma mais heterogénea como a de doadores de sangue,
ndo selecionada para grupo étnico. Ou em uma abordagem diferente: o critério de selecao
da amostra de Afro-descendentes foi fenotipo, esse resultado reforca a teoria de que cor da
pele ndo é um bom indicador e que mesmo a amostra de Afro-descendentes deve ter
contribuicdo importante de diversos grupos étnicos. Por outro lado, comparacfes dos nosso
resultados, para ambas as amostras, com aqueles descritos para Afro-Americanos (Pyatt et
al., 1999) mostraram diferenca significativa apenas para BAT-25.

O sequenciamento das amostras que apresentaram variacdo alélica € bastante
importante para a descri¢do e caracterizagdo molecular dos diferentes alelos. Algumas
tentativas de sequenciamento ja foram realizadas, mas ainda ndo conseguimos padronizar a
reacao, uma vez que o sequenciamento de regides microssatélites apresenta certo grau de
dificuldade (vide eletroferogramas no Anexo Il). A caracterizacdo dos alelos variantes sera
feita por analise de tamanho de fragmento a seguir e, se necessario, seqlienciamento a
posteriori. As alternativas seriam a andalise de tamanho alélico por sequenciador e/ou a

clonagem dos alelos individuais para posterior seqiienciamento.
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Os resultados aqui descritos sugerem que BAT-25 e BAT-26 sdo polimorficos na
amostra estudada, o que provavelmente se estende a populacdo Brasileira, embora mais
estudos sejam necessarios para se confirmar esta hipotese. Nossos dados reforcam a idéia
de que o grau de miscigenagdo das populagdes humanas é tal (Callegari-Jacques et al.,
2003), que ndo ha sentido em sua divisdo racial, fato que fica evidente na populagédo
Brasileira. Além disso, uma vez que detectamos a existéncia de polimorfismo nestes loci,
ao contrario do descrito para Caucasianos, reforcamos a necessidade da analise
comparativa entre tecido normal e tecido tumoral do mesmo individuo para determinar a
presenca de IMS nestes marcadores mononucleotidicos em tumores colorretais, e, assim,

evitar resultados falso-positivos.

4.2 Analise de IMS e mutacGes em K-ras em tumores de reto

Neste estudo nés realizamos a andlise de instabilidade de microssatelites e de
mutacdes no codon 12 do gene K-ras em carcinomas de reto, ndo selecionados para
historia familiar, a fim de investigar a prevaléncia e o papel destes marcadores moleculares
nesta doenca. Os resultados encontrados no estudo populacional reforgaram nossa decisao
de comparar tecido normal e tumoral para todos os marcadores na analise de IMS.

Nosso protocolo alternativo de extracdo de DNA de tecido emblocado em parafina
e fixado em formalina (Coura et al., in press) possibilitou um sucesso de amplificacdo de
100%. Testes em blocos ndo fixados em formalina ndo foram bem sucedidos.

Inicialmente n6s analisamos o painel de 5 marcadores propostos pelo ICG-HNPCC
(Boland et al., 1998) através de SSCP em mini-gel ndo-desnaturante (lacopetta & Hamelin,
1998). Geralmente a analise de IMS é realizada em gel grande e desnaturante, pois ndo é
possivel a deteccdo acurada da mesma em gel ndo-desnaturante. Mesmo o0s géis
desnaturantes apresentam variacdo na capacidade de deteccdo da IMS, dependendo da
presenca ou auséncia de formamida (Santos et al., 1999).

No entanto, lacopetta & Hamelin (1998) descreveram um protocolo mais simples e
rapido de andlise do marcador mononucleotidico BAT-26 por SSCP em mini-gel ndo-
desnaturante. Para os demais marcadores ndo ha relatos de analise de IMS por esta técnica.

Sendo assim, neste trabalho nos padronizamos a técnica descrita por lacopetta &
Hamelin (1998) para a analise dos 5 marcadores. Todas as amostras foram analisadas em

duplicata para todos os marcadores. Ao repetirmos as andlises pela segunda vez,
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observamos que 0s resultados para todos os marcadores eram concordantes, exceto para o
D17S250, para o qual algumas amostras primeiramente classificadas como estaveis
passaram apresentar padrdo instavel e vice-versa. A frequéncia de instabilidade em
D1S250 foi muito mais alta (41.5%) do que aquela observada nos outros marcadores. Por
outro lado, a qualidade da amplificacdo das amostras para este marcador foi muito inferior
se comparada a dos outros marcadores utilizados (Anexo Il — figura 24), com bandas
muito fracas, impossibilitando uma interpretacdo segura do SSCP para este marcador. Ao
reamplificarmos essas amostras no intuito de aumentar a quantidade de material para
viabilizar a anélise, observamos um padrao de bandas ndo muito nitido, com muitas bandas
inespecificas, o que também dificultou uma analise confiavel da presenca de instabilidade
neste locus. NGs tentamos ainda analisar 0 D17S250 em um gel ndo-desnaturante maior,
mas ndo houve diferenca em relacéo a qualidade do mini-gel.

Independente da qualidade da amostra, Nash et al. (2003) ja& haviam mostrado que
dentre os 5 marcadores, 0 D17S250 € o que apresenta a maior freqtiéncia de instabilidade,
0 que provavelmente representa resultados falso-positivos.

Além disso, um padrdo eletroforético de SSCP com bandas inespecificas pode ser
explicado por alguns fatores. Um deles é que estas bandas inespecificas podem ser
resultado de taxas de migracdo diferenciais de formas conformacionalmente diferentes da
mesma molécula de DNA, originadas como consequiéncia de um processo incompleto de
desnaturacdo durante a eletroforese. Outra explicacdo pode ser o deslizamento da
polimerase durante a PCR, que leva a formacédo de bandas de diferentes tamanhos (Santos
et al.,1999).

No nosso caso, porém, a qualidade e a quantidade da amostra talvez explique
melhor este fendmeno. Em amostras controle de DNA obtido de sangue periférico
conseguimos observar um padrdo de bandas bem mais nitido, mas em amostras de
parafina, a escassez de material prejudicou a qualidade de amplificacdo deste marcador e
tornou dificil a vizualizacao das bandas, sendo necessaria a reamplificacdo do material. No
entanto, o excesso de material, tanto em sangue quanto em material reamplificado de
parafina, leva a um padrdo eleroforético dificil de ser analisado, com muitas bandas
inespecificas (vide Anexo Il1).

Segundo Santos et al. (1999), a analise de microssatélites deve ser feita utilizando

condic@es técnicas que permitam a visualizagdo de ndo mais que duas bandas principais na
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analise, correspondendo aos dois alelos normais no tecido normal. Portanto, se a
amplificacdo do microssatélite resulta em multiplas bandas sem uma banda principal
evidente dentro do tamanho alélico esperado, o uso de gel com uréia e formamida pode
ajudar a conseguir uma melhor separacdo do DNA, possibilitando a analise do status
alélico mais facilmente.

Devido a tudo isto, nds excluimos o marcador D17S250 das analises de IMS e
tentamos incluir um outro marcador mononucleotidico, 0 BAT-40, que é indicado pelo
ICG-HNPCC como um marcador alternativo para a analise de IMS. No entanto, apesar do
sucesso na padronizacdo das condi¢Oes de amplificagdo para este marcador e obtencéo de
um bom padréo de amplificacdo em amostras controles de DNA obtido a partir de sangue
periférico, ndo conseguimos reproduzir essa amplificacdo nas nossas amostras de DNA
normal e tumoral que degradaram com o passar do tempo (Anexo Il1). Por isso as analises
de IMS foram feitas considerando-se apenas 0s outros 4 marcadores.

Os tumores com alto grau de instabilidade (IMS-H) geralmente sdo resultado de
mutacdo germinativa em genes MMR, o0 que € caracteristico de tumores hereditarios
(HNPCC) (Lawes et al., 2003). Ja os tumores esporadicos via de regra apresentam um
processo de carcinogénese que envolve a ativacdo de oncogenes e inativacdo de genes
supressores de tumor, ndo sendo comum a IMS-H nestes tumores (Fuzikawa et al., 1997;
Grady & Markowitz, 2002; Goel et al., 2003). No entanto, cerca de 15% desses tumores
podem apresentar instabilidade devido & inativacdo somatica de genes MMR, o que ocorre
geralmente por hipermetilagdo do promotor desses genes (Kuismanen et al., 2000;
Nakagawa et al., 2001; Kamory et al., 2003; Kim et al., 2003; Lawes et al., 2003).

A amostra em estudo é composta de carcinomas de reto, nao-selecionados para
historia familiar, 0 que sugere que a maioria destes tumores sejam casos esporadicos, ja
que os tumores hereditarios sdo menos freqlientes e geralmente ocorrem em colon
ascendente (Aaltonen et al., 1998; Yu et al., 2003). Assim, como esperado, nés
encontramos uma baixa frequéncia de IMS-H (7.3%) e uma alta frequéncia de IMS-L
(51.2%). No entanto, vale lembrar, que a IMS pode estar presente no tumor, mas ndo ser
detectada.

Esta proporcdo de carcinomas de reto IMS-H pode ser explicada por inativacéo
somatica (metilacdo do promotor) de genes MMR, especialmente hMLH1 (Ishikubo et al.,

2004). Existem evidéncias de que fatores genéticos podem predispor a metilacdo do DNA.
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Isto pode resultar num agrupamento familial de CCR IMS-H, em que o0 mecanismo
precursor ¢ a metilacdo de hMLH1 e ndo mutacdes germinativas (Jass, 2004). Este fato
torna a analise molecular ainda mais importante para a diferenciacéo entre HNPCC e CCR
esporadico.

Ao contrario dos tumores IMS-H, os tumores IMS-L ndo apresentam perda de
hMSH2 e hMLHL1 (Lindor et al., 2002) e, recentemente, tém surgido evidéncias de que eles
representam uma terceira via de carcinogénese colorretal (Kolodner et al., 1999; Whitehall
et al., 2001; Kambara et al., 2001; Whitehall et al., 2002; Halford et al., 2003; Pawlik et
al., 2004). Fenotipicamente, os tumores IMS-L parecem néo diferir dos tumores estaveis
(Thibodeau et al., 1998; Umar et al., 2004). A IMS-L tem sido descrita como uma
caracteristica frequente dos CCRs. Laiho et al. (2002) descreveram a IMS-L como um
evento genético comum em CCRs precoces com invasdo limitada & submucosa e Halford
et al. (2003) encontraram uma frequéncia de IMS-L de 35% em tumores colorretais.

Calabrese et al. (2004) e Alazzouzi et al. (2005) sugeriram ainda que a IMS-L pode
caracterizar portadores de HNPCC ainda ndo afetados e que essa instabilidade pode surgir
bem antes do desenvolvimento tumoral. Uma das possiveis explicagcdes para isso seria a
haploinsuficiéncia de genes MMR.

A anélise de IMS-L é dificil porque quanto maior o nimero de microssatélites
analisados maior a freqiiéncia de IMS-L (Laiho et al., 2002; Halford et al., 2003). A
prevaléncia de IMS aqui descrita esta de acordo com o descrito na literatura para tumores
esporédicos (Nilbert et al., 1999; Tsao et al., 2000; Elsaleh et al., 2001; Fernebro et al.,
2002).

Alguns autores indicam que os marcadores mononucleotidicos tém maior
sensibilidade e especificidade para deteccdo de deficiéncia no sistema de reparo MMR do
que os marcadores dinucleotidicos (Bocker et al., 1997; Perucho, 1999; Nash et al., 2003).
Por este motivo, muitos consideram que a analise de BAT-26 somente é suficiente para
identificacdo de IMS-H (Hoang et al., 1997; Loukola et al., 2001; Buhard et al., 2004;
Brennetot et al., 2005). Entretanto, é provavel que nenhum marcador isolado tenha
acurdcia perfeita para identificar CCRs com deficiéncia em genes MMR (Hoang et al.,
1997; Aaltonen et al., 1998; Samowitz et al., 1999; Loukola et al., 2001; Suraweera et al.,

2002). Em nossa amostra, 1 dos 4 (25%) tumores que apresentaram instabilidade em BAT-
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26 ndo foi IMS-H, ou seja, ndo apresentou instabilidade em nenhum outro marcador

(tabela 2); ressalva seja feita que D17S250 néo foi incluido na anélise.

Tabela 2. Discordancia entre BAT-25 e BAT-26

Pacientes BAT-25 BAT-26 D2S123 D5S346 D17S250

1 e i e i I
2 i i e e e
3 e i e e i
4 e i e i i
5 i e e e i
6 i e e e e

Abreviagdes: i, instabilidade; e, estabilidade.

Com relagdo ao valor prognostico da IMS, encontramos uma maior sobrevida
global para os pacientes com tumores IMS-H. Este resultado esta de acordo com a
literatura que indica que a IMS é um indicador independente de melhor prognéstico (Cravo
et al., 1999; Colombino et al., 2002; Mori et al., 2003, Raut et al., 2005; Popat et al.,
2005). No6s ndo encontramos associacdo significativa com outras variaveis clinico-
patoldgicas nem com caracteristicas de textura da cromatina. Apesar de ndo encontrarmos
nehuma associacdo significativa ao comparar os trés grupos de IMS (IMS-H, IMS-L e
MSS) quanto ao valor prognostico e associagdo com varidveis clinico-patologicas, a
avaliacdo das diferencas de progndstico entre estes trés grupos pode ser importante (Clark
et al., 2004).

A perda de heterozigosidade (LOH) foi observada em 33% (1 de 3) dos tumores
IMS-H, 33% (7 de 21) dos tumores IMS-L e 47% (8 de 17) dos tumores MSS. Considera-
se que ocorreu LOH quando a amostra tumoral apresenta auséncia completa ou quase
completa de um dos alelos observados no tecido normal, ao contrério da IMS que €
caracterizada pela presenca de bandas extras no tecido tumoral, que ndo estdo presentes no
tecido normal (Fuzikawa et al., 1997).

A IMS foi menos frequente nos marcadores mononucleotidicos do que nos
dinucleotidicos (15% v 41.5% dos tumores, respectivamente). Duas amostras instaveis para
BAT-25 e uma instavel para BAT-26 apresentaram IMS-L. A presenca de LOH também

foi menos freqliente em tumores com instabilidade nos marcadores mononucleotidicos,
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Ao contrario da IMS, a LOH confere um pior progndstico, estando associada a um
elevado potencial metastatico de tumores colorretais (Chang et al., 2005). Em nossa

amostra nao avaliamos o valor progndstico da LOH.

Tabela 3. Descri¢cdo da Analise de IMS

Frequéncia total
IMS-H (%) IMS-L (%) de instabilidade LOH (%) IMS+LOH (%)

(%)
BAT-25  1(33.3) 2(66.7) 3(7.3) 0 (0) 0 (0)
BAT-26 3 (75) 1 (25) 4(9.8) 0(0) 0(0)
D25123 0 (0) 5 (100) 5 (12.2) 6 (14.6) 0 (0)
D5S346  2(16.7) 10 (83.3) 12 (29.3) 3(7.3) 3(7.3)
D17S250  2(11.8)  10(58.8) 17 (41.5) 1(2.4) 3(7.3)

Estes resultados estdo de acordo com o descrito na literatura para tumores
esporadicos (Fuzikawa et al., 1997; Fernebro et al., 2002; Goel et al., 2003). Fernebro et
al. (2002) observaram que a IMS-H é rara em tumores de reto de inicio precoce, sendo a
via classica, incluindo aneuploidia e mutacdes em oncogenes e genes supressores de tumor,
mais comum nestes casos. Goel et al. (2003) descreveram uma sobreposicdo das duas vias,
mutante e classica, em 3.4 % dos casos. Segundo estes autores, a principal causa de
aquisicdo de mutacdo nos tumores esporaddicos IMS-H ndo esta associada com perdas em
loci MMR e que os raros eventos LOH associados séo causados por uma instabilidade
genbmica geral que é tipica destas neoplasias.

Nossos resultados corroboram a idéia de que tumores de reto, que via de regra sao
esporadicos, ndo apresentam carcinogenénese predominantemente pela via mutante (IMS).
Devido & elevada freqiiéncia de tumores IMS-L, os resultados aqui descritos também
confirmam a hipdtese de que estes tumores podem representar uma terceira via de
carcinogénese que ainda precisa ser esclarecida. Além disso, nossos dados também
confirmam que as diferentes vias carcinogénicas (LOH, IMS-H e IMS-L) podem se
sobrepor.

A disponibilidade de um teste de IMS que seja rapido e preciso na identificacdo da
presenca ou auséncia de deficiéncia em genes MMR em tumores colorretais € crucial para
0 uso bem-sucedido do teste de IMS tanto no ambito clinico como na pesquisa.

As aplicacdes clinicas incluem a triagem de pacientes com CCR de inicio precoce,
com histéria familiar de CCR ou com CCR associado a outros tipos de tumores para
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testagem de mutacao germinativa, a fim de confirmar o diagndstico de HNPCC; bem como
a individualizacdo do progndstico para todos os pacientes com CCR. As aplicacdes de
pesquisa sdo muitas e incluem estudos de sobrevida, quimioprevencdo, progressdo do
cancer, perfil molecular e terapia adjuvante (Nash et al., 2003).

Mutagdes no codon 12 do gene K-ras foram observadas em 11 (26.8%) dos 41
pacientes. Esta freqiiéncia esta de acordo com Samowitz et al. (2001) que descreve uma
maior porcentagem de mutacdo em K-ras em CCR proximal do que em CCR distal, cuja
frequencia foi de 22.1%. A frequéncia de tais mutagOes descrita na literatura varia de 20%
a 50% (Bos et al., 1987; Fearon & Vogelstein, 1990; Albanese et al., 1997; Russo et al.,
1998; Bouzourene et al., 2000; Samowitz et al., 2001; Bazan et al., 2002). Esta ampla
variacdo pode ser devida a varios fatores como: método de armazenamento do tumor,
diferenga nas técnicas utilizadas para detectar a presenca de mutacdo, heterogeneidade
tumoral, ou caracteristicas especificas dos pacientes incluidos no estudo, como
estadiamento de Dukes, localizacdo do tumor entre outros (Breivik et al., 1994; Slattery et
al., 2000). O fato de a taxa de mutacdo em K-ras ndo exceder 50%, sugere a existéncia de
uma via alternativa na carcinogénese colorretal (Bazan et al., 2002).

N&o foi observada relagdo entre a presenca/auséncia de mutacfes em K-ras com
idade ou sexo dos pacientes, ou com caracteristicas clinico-patologicas e bioldgicas dos
tumores. Alguns trabalhos mostram associacdo de mutacfes no cédon 12 apenas com a
producgéo de muco (Laurent-Puig et al., 1991; Albanese et al., 1997; Bazan et al., 2002).
Com relagdo ao progndstico, varios estudos tém descrito uma taxa de sobrevida reduzida
em pacientes com tumores positivos para mutagdo em K-ras (Lee et al., 1996; Ahnen et
al., 1998; Bouzourene et al., 2000; Andreyev et al., 2001), enquanto outros ndo
encontraram associacdo com progndstico (Tortola et al., 1999; Hirvikoski et al., 1999;
Esteller et al., 2001). Na verdade, alguns autores tém demonstrado valor prognostico
apenas para mutagdes no codon 13 do gene, mas ndo para mutacdes do cddon 12 (Russo et
al., 1998; Bazan et al., 2002).

Varios fatores podem ser considerados para explicar estes resultados contraditérios
com relacdo ao valor prognostico de mutagcfes no gene K-ras. A principal dificuldade na
interpretacdo dos dados da literatura € o uso de diferentes sistemas de estadiamento ou o
uso de pequenos grupos de diferentes estagios. Além disso, os detalhes da terapia dos

pacientes frequentemente ndo estdo descritos de forma adequada nos estudos de
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marcadores prognodsticos (McLeod & Murray, 1999). McLeod & Murray (1999)
descreveram que geralmente os estudos restritos a estagios especificos da doenca nédo
encontram associa¢do com o progndstico. Por outro lado, aqueles trabalhos que descrevem
um papel de mutagdes em K-ras no prognostico frequentemente incluem tumores de todos
o0s estagios (Dukes A a D). Além disso, ha uma grande heterogeneidade mutacional de K-
ras nos tumores colorretais (Bouzourene et al., 2000), o que também pode contribuir para a
dificuldade na avaliacdo do valor prognostico deste marcador.

Samowitz et al. (2001) descreveram uma correlacdo inversa entre IMS e mutacao
em K-ras, com uma freqiiéncia maior de mutacdo ocorrendo em tumores estaveis. Oliveira
et al. (2004) mostraram que dependendo do mecanismo genético/epigenético que leva a
IMS-H o resultado em termos de ativacdo de oncogenes pode ser diferente, indicando que
HNPCC, CCR esporadico IMS-H e CCR MSS podem afetar quinases distintas na via
RAS/RAF/MAPK. Nossos resultados apresentam uma tendéncia que se aproxima dos
achados de Samowitz et al. (2001), embora ndo tenhamos encontrado significancia
estatistica. Nenhum dos tumores IMS-H apresentou mutacdo em K-ras e a frequiéncia de
mutacdo em tumores IMS-L e MSS foi de 29% em cada um.

A auséncia de correlacdo entre as caracteristicas da assinatura nuclear digital e a
IMS néo é inesperada se levarmos em consideracdo as diferentes vias de carcinogénese
propostas para o cancer colorretal. A via mutante caracterizada pela IMS esta relacionada
com mutagOes em genes MMR, ndo tendo sido associada com alteracdes da cromatina. Por
outro lado, a via supressora que se caracteriza pelo acimulo de mutacGes sequienciais em
genes supressores de tumor e oncogenes, comumente apresenta alteracdes de cromatina.
Isto pode explicar a associacdo encontrada entre mutacdes no codon 12 do gene K-ras e
algumas caracteristicas morfométricas da assinatura nuclear digital - circularidade e
aspecto - que estdo relacionadas indiretamente com a distribuicdo fisica da cromatina
nuclear.

Nossos dados descrevem o perfil destes dois marcadores moleculares em
carcinomas de reto na nossa populagdo e sugerem tendéncias importantes de seu possivel
valor prognostico. Uma analise futura de mutagBes em outros cédons do gene K-ras,
especialmente o cédon 13, pode ser de grande valia para uma melhor avaliagdo do papel
deste marcador no CCR. Estudos prospectivos adicionais em uma série maior de pacientes

devem ser realizados para esclarecer as possiveis implicagdes clinico-bioldgicas destes
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achados e para melhor avaliar o valor prognostico da IMS e das alteracdes em K-ras nos

carcinomas colorretais.
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5. CONCLUSAO

a) A freqguéncia de IMS-H nos tumores de reto foi de 7.3% e de IMS-L foi de 51.2%.

b)

c)

d)

f)

9)

h)

Esta freqiiéncia esta de acordo com o descrito na literatura para tumores colorretais
esporadicos;

A frequéncia de mutacdo no cédon 12 do gene K-ras foi de 26.8%, 0 que esta de
acordo com os dados da literatura para tumores colorretais esporadicos;

N&o houve correlacéo significativa entre os achados moleculares, tanto IMS gquanto
mutKras, com os dados clinicos e histopatolégicos;

N&o houve correlacdo significativa entre IMS e os dados de textura da cromatina
nuclear;

Mutacdes no codon 12 do gene K-ras apresentaram associacdo com o0 aspecto da
cromatina nuclear, o qual mede a distribuicdo da densidade 6tica do nucleo; e com
a circularidade do ndcleo.

Pacientes com tumores com alto grau de instabilidade (IMS-H) mostraram uma
melhor sobrevida;

Mutagdes no cddon 12 do gene K-ras ndo apresentaram correlacdo significativa
com o prognostico.

Nossos dados sugerem uma correlagdo negativa entre IMS-H e a presenca de
mutacdo no cddon 12 do gene K-ras;

Os loci BAT-25 e BAT-26 séo polimorficos na populacdo do Rio Grande do Sul, o
que torna necessaria a analise comparativa entre tecido normal e tumoral para
deteccdo de IMS;
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6. PERSPECTIVAS:

e Caracterizacdo detalhada dos alelos variantes de BAT-25 e BAT-26 (amostras de
doadores de sangue e de individuos de origem Africana);

e Analise das amostras de cancer de reto IMS-H por imunohistoquimica para
verificar expressdo dos genes hMSH2 e hMLH1 e por avaliacdo de metilacdo de
promotor do gene hMLH1,

e Estudo prospectivo de IMS em casos suspeitos de HNPCC pela histéria familiar e
em controles;

e Ampliacdo do tamanho amostral de tumores retais para expandir as analises de IMS
e mutagdes em K-ras, incluindo analise do cddon 13;

e Preparacdo de artigo sobre a correlacdo entre mutagbes em K-ras e as
caracteristicas da assinatura nuclear digital - analise de discriminantes; analise de
amostras de cancer de pancreas; comparacao entre os achados para cancer de reto e

pancreas.
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RESUMO - O céancer colorretal é o terceiro tumor em freqiiéncia e o segundo em
mortalidade nos paises desenvolvidos. No Brasil, esta entre as seis neoplasias malignas
mais encontradas e é a terceira em mortalidade. Cerca de 20% dos tumores colo-retais tém
etiologia hereditaria. Este trabalho apresenta uma revisdo sobre aspectos genéticos e
clinicos, bem como diagndstico, tratamento e prevencao na Sindrome do Cancer Colo-retal
Hereditario Nao-Polipomatoso (HNPCC), que representa a forma mais freqtiente de cancer
colo-retal hereditario. A importancia dessas abordagens se deve principalmente a
possibilidade de manejo, prevencédo e rastreamento especificos para individuos em risco
para HNPCC que conferem um aumento consideravel na sobrevida desses pacientes e seus
familiares em risco.

DESCRITORES - HNPCC, predisposi¢cdo hereditaria, cancer colo-retal hereditario ndo-

polipomatoso.

O céancer colorretal (CCR) é o terceiro tumor em freqliiéncia e o segundo em
mortalidade nos paises desenvolvidos. No Brasil, esta entre as seis neoplasias malignas
mais comuns e é a terceira em mortalidade em ambos os sexos **. A sobrevida média de

pacientes com CCR é de 60% em cinco anos e os principais fatores pr
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O reconhecimento do carater hereditario da neoplasia intestinal ¢ de grande
importancia, uma vez que se estima que em torno de 20% dos tumores colorretais tenham
etiologia hereditariaeas sindromes de predisposicdo hereditaria ao cancer geralmente
predispdem a ocorréncia de mais de um tipo de cancer em um mesmo individuo. Além
disso, atualmente existem ferramentas disponiveis para se fazer um diagndstico precoce e,
assim, poder direcionar o tratamento de forma a melhorar os indices de sobrevida e
prevenir o desenvolvimento de outros tumores associados as sindromes de cancer colo-
retal hereditario (CCRH) ™52,

A forma mais freqiente de CCRH é o céncer colo-retal hereditario n&o-
polipomatoso (HNPCC), previamente denominado Sindrome de Lyncheque tem uma
prevaléncia de 2-5 individuos em 1000 nos Estados Unidos “®. No Brasil, ndo existem
dados sobre a incidéncia ou prevaléncia de HNPCC “?). Caracteriza-se por uma condicao
autossomica dominante de alta penetrancia (cerca de 80-90%) em que se observa o
desenvolvimento de CCR em idade precoce e ocorréncia de tumores extra-colonicos
(endométrio, ovario, estdmago, intestino delgado entre outros) nas familias afetadas. A
remocdo em tempo habil de tumores benignos e malignos reduz significativamente a

morbidade e a mortalidade da doenca © 5%,

EPIDEMIOLOGIA

Em familias HNPCC tipicas, observam-se maltiplas geracGes afetadas por cancer
colo-retal (CCR) em idade precoce (por volta dos 45 anos) com predominancia de CCR
proximal ao angulo hepéatico (célon ascendente) (=70%). H& um excesso de CCRs
sincronicos e metacronicos © ©. Embora pacientes afetados possam apresentar pélipos,
quando presentes estes geralmente aparecem em numero menor que 50. As caracteristicas
histopatolégicas dos tumores colo-retais no HNPCC sdo frequentemente distinguiveis,
embora ndo sejam patognomonicas. Estas incluem carcinomas mucinosos com pouca
diferenciacdo celular, presenca de células em anel de sinete, infiltracdo linfocitéaria
peritumoral, reacdo Crohn-simile (formacdo de agregados linféides ao redor do tumor) e
infiltragdo de linfécitos no tecido tumoral ¥,

Individuos com HNPCC tém um risco aumentado para ocorréncia de Vvarios
tumores extra-colénicos: endométrio (o mais freqliente depois do CCR), ovario, estdmago,

intestino delgado, pancreas, trato hepatobiliar, cérebro e trato uroepitelial superior. A
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associacdo de CCR com tumores sebaceos benignos ou malignos constitui a sindrome de
Muir-Torreea associacao de cancer colo-retal ndo-polipoide com glioblastoma multiforme
constitui a sindrome de Turcot.

Comparando-se com o CCR esporadico, os tumores no HNPCC sdo mais
freqlientemente localizados no co6lon proximal, sdo mais indiferenciados, com excesso de
muco e células em anel de sinete. Os adenomas no HNPCC tendem a ser vilosos e sdo mais
displasicos ao diagndstico do que os detectados na populacdo em geral, apresentando um
processo de carcinogénese acelerado (“teoria do adenoma agressivo™). Sendo assim, um

pequeno adenoma col6nico pode chegar a um carcinoma em 2 ou 3 anos, enquanto na

83



novas diretrizes. Assim, em 1997 desenvolveu-se a Diretriz de Bethesda, com o objetivo de
determinar quando um individuo que ndo satisfaca os Critérios de Amsterdd deve ser
submetido ao teste genético “Y. Em 2003 os critérios da diretriz de Bethesda também

foram revisados “& 49,

BIOLOGIA MOLECULAR

A genética molecular dos carcinomas colo-retais € a melhor compreendida dentre
as neoplasias humanas ®®. Os modelos atuais de carcinogénese sio baseados em
evidéncias experimentais de que o acumulo de mutacdes leva a alteracdo de genes
especificos (oncogenes, genes supressores de tumor e outros genes envolvidos na
regulacao da proliferacdo e crescimento celular), resultando em expanséo clonal neoplasica
(12, 18).

O céncer colo-retal se desenvolve através de um processo com estagios sequenciais
reconhecidos ao nivel histopatologico pela progressdo da mucosa normal para um
carcinoma invasivo (sequéncia adenoma-carcinoma) (Figura 1). Na maioria dos
carcinomas colo-retais, a inativacdo do gene APC (“adenomatous polyposis coli”;
localizado no brago longo do cromossomo 5, 5q) inicia o processo levando a uma displasia,
em geral na forma de adenoma. A partir dai, a medida que mutagdes adicionais se
acumulam em oncogenes, incluindo genes da familia rasegenes supressores de tumor
localizados nos cromossomos 18q (DCC, Smad2, Smad4) e 17q (Tp53) ocorre a progressao
de adenoma inicial para adenoma intermediario e por fim, para o carcinoma. Estas
alteracBes sdo encontradas em varias combinacdes diferentes em tumores colo-retais 9.

No entanto, o nimero de modificacbes em oncogenes e genes supressores de tumor
€ muito alto para ser atribuido apenas a taxa de mutacdo espontanea. Sendo assim,
acredita-se que um fendtipo geneticamente instavel, que leve ao aumento da taxa de

mutacdo espontanea, seja necessario para o processo de desenvolvimento do tumor ¢% 2%

30)

Sendo assim, duas vias aparentemente distintas de instabilidade gendmica podem
ser identificadas. A primeira e mais comum, é caracterizada pela inativacdo sequencial de
genes supressores de tumor (APC, p53, DCC, SMAD2 e SMAD4). Os tumores gerados
através desta via “supressora” apresentam instabilidade cromossdémica (CIN) com

freglientes anormalidades citogenéticas e perdas alélicas. O mecanismo preciso que dirige
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o processo de CIN ndo é bem entendido ®V. Enquanto mutacdes em oncogenes sio
geralmente eventos Unicos dominantes, a inativacdo de genes supressores de tumor €
dependente da perda funcional de ambas as cdpias dos genes relevantes. Enquanto a
primeira das duas perdas ocorre mais freqlientemente por mutagdes génicas, a segunda
delas € mais freglientemente um evento cromossémico, geralmente uma delecdo. Como a
delecé@o geralmente envolve a perda simultanea de loci génicos proximos ao supressor de
tumor — e ocasionalmente perda de todo o cromossomo ou de um braco cromossémico —
estes eventos sdo fortemente associados com a perda de heterozigosidade (LOH) em
polimorfismos hipervaridveis (minissatélites e microssatélites) localizados na regido
deletada .

Uma segunda via € caracteristica de tumores de pacientes com HNPCC. A
caracteristica desta via “mutante” alternativa € a instabilidade de microssatélites (IMS)
difundida pelo genoma. Estudos recentes indicam que a inativagdo do gene hMLH1 por
hipermetilacdo de seu promotor também produz o fenotipo de alta instabilidade em CCRs
esporadicoseé responsavel pela maioria, sendo todos, os casos de CCRs esporadicos com
este fen6tipo .

Embora estes dois mecanismos de instabilidade gendémica possam ser distinguidos
por suas caracteristicas moleculares, varias evidéncias sugerem que ha algum grau de
sobreposicao entre eles. Por exemplo, a LOH foi descrita como um mecanismo ocasional
de inativacdo do alelo selvagem de hMLH1 em alguns tumores com alta IMS. Também ¢
possivel que tumores colo-retais sejam iniciados por mecanismos que nao envolvam IMS
ou CIN persistente. Por exemplo, ha evidéncias que indicam que esta modificacdo
epigenética caracterizada pela hipermetilacdo de regiGes promotoras de genes supressores
de tumor chave pode desempenhar papel crucial na evolucdo e progressdo de muitos
tumores colo-retais. Estes dados sugerem que tumores originados pela metilacdo de
promotor ndo podem progredir independentemente pela via IMS ou CIN. Estes achados
também sugerem que a IMS e a CIN podem ndo representar mecanismos completamente
distintos e que multiplos mecanismos podem coexistir em alguns tumores, desde que as
combinacdes propiciem vantagens adicionais de crescimento ?V.

Em situacdes normais, a taxa de mutacdo cromossomica é maior que a génica.
Portanto, espera-se encontrar frequentes delecdes cromossdmicas em tumores com um

sistema de reparo intacto, seguindo a via classica (supressora) de tumorigénese. Na via
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“mutante”, as taxas de mutacdo génica estdo aumentadas em 100 ou 1000 vezes, sendo
assim mais provavel de ocorrer do que alteracbes cromossdmicas que levem a LOH.
Entretanto, ndo ha razdo para que ambas, IMS e LOH, ndo possam ocorrer
simultaneamente 2.

A instabilidade de microssatélites (IMS), é uma caracteristica decorrente de
mutacbes em genes de reparo de malpareamento de DNA (hMSH2 e hMLHI,
principalmente), que resultam em falha na correcdo dos erros de replicacdo (RER). No
caso do HNPCC, um alelo de um destes genes de reparo apresenta uma mutagéo
germinativa e o outro alelo é inativado ou perdido por uma mutacdo somatica, levando a
um acumulo de erros na replicacdo do DNA, ao aumento de mutacbes e, por fim, a
aceleracdo do processo de carcinogénese 1 3% 5253)

Cerca de 70% das familias com HNPCC apresentam mutacdo germinativa em um
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DIAGNOSTICO MOLECULAR
Teste Genético

Com a descoberta de tumores colo-retais IMS (+) e com a hipétese de que estes
pudessem ter um progndstico diferente dos tumores IMS (-), muitos microssatélites
comecaram a ser estudados atraves de diferentes protocolos. No entanto, em 1998, em um
“workshop” do Instituto Nacional do Céancer (EUA), desenvolveu-se um critério
internacional para determinacdo de IMS em tumores colo-retais . Dentre estes critérios,
estabeleceu-se um painel minimo de 5 marcadores para diagnosticar o fendtipo IMS+:
BAT25, BAT-26 (repeticbes mononucleotidicas), D5S346, D2S123 e D17S250 (repeticbes
dinucleotidicas). Utilizando este painel de referéncia, tumores com alto nivel de
instabilidade (IMS-H de “high”) sdo definidos pela ocorréncia de instabilidade em dois ou
mais marcadores, enquanto tumores com baixo nivel de instabilidade (IMS-L de “low”)
sdo definidos pela ocorréncia de instabilidade em apenas um dos marcadores. Tumores
estaveis (MSS) ndo apresentam instabilidade em nenhum dos marcadores analisados. Os
protocolos adotados para deteccdo de instabilidade como padrdo neste “workshop” sdo os
descritos por Dietmeier e cols. ™. A analise de IMS é feita através da comparagdo entre as
sequéncias de microssatélites no tecido normal e no tecido tumoral de um mesmo
individuo. A IMS é caracterizada pela diferenca de seqiiéncia entre estes dois tecidos ©2.

A IMS, quando determinada adequadamente, apresenta alta sensibilidade para
tumores mutacdo-positivos em genes MMR. No entanto, a especificidade do teste é mais
baixa, principalmente porque uma grande propor¢éo de todos os tumores IMS+ ¢é causada
por metilacdo do promotor do gene hMLH1 (silenciamento epigenético), que constitui um
evento somatico % *. Em um estudo populacional realizado na Finlandia observou-se que
de 535 individuos com CCR, ndo selecionados para historia familiar, 66 (12%)
apresentavam IMS e 18 (3,4%) apresentavam mutacdo germinativa em hMLH1 ou hMSH2
“5)Qutro estudo, também com individuos afetados com CCR e ndo selecionados para
histdria familiar, mostrou que 15% dos pacientes analisados apresentavam IMS-H &

Ademais, o teste de IMS pode ter resultados falso-negativos, tanto por razdes
técnicas como pela escassez de material dos espécimes analisados. Uma das possiveis
explicacOes para esses resultados falso-negativos é que grandes dele¢bes no gene hMSH2

podem contribuir para mais de 10% de todas as mutacées e ndo estdo associados a IMS ¢
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) Todos estes dados sugerem que ha uma subestimativa da incidéncia de HNPCC, uma
vez que os métodos disponiveis ainda apresentam baixa especificidade, ha mutacGes ainda
ndo conhecidas e alguns casos considerados esporadicos, quando triados adequadamente,
apresentam IMS e mutacdo germinativa detectavel “5) E importante ressaltar que a analise
de IMS é um teste de rastreamento e ndo um teste diagnostico.

Um outro método de deteccdo da expressdo alterada de genes associados com
HNPCC consiste no uso de anticorpos monoclonais produzidos contra os produtos
protéicos destes genes — a imunohistoquimica (IHQ). Estudos preliminares mostraram uma
expressdo diminuida das proteinas codificadas pelos genes hMSH2 e hMLH1 em mais de
90% dos casos com mutagdes germinativas e fenotipo RER+etambém na maioria dos casos
com fendtipo RER+ mas sem mutacdes detectaveis. Ndo ha relatos de decréscimo de
expressdo protéica em casos sem fenotipo RER nem mutacéo. O decréscimo da expressdo
em proteinas codificadas pelo gene hMLH1 também pode ser explicado por metilacdo de
regibes promotoras, ja que pode ocorrer em tumores de colon esporadico com fendtipo
RER, mas sem mutacdes em regides codificadoras ™ 3¥. A maioria dos casos de CCR
esporédico com alta IMS € devida & metilagdo do promotor de hMLH1. Alguns trabalhos
sugerem um papel do gene hMLH6 no processo de carcinogénese colo-retal e apontam
para a importancia da incluséo deste gene nas analises moleculares e imunohistoquimicas
(3845 A IHQ é uma técnica simples e barata que pode ser utilizada para indicar que gene
deve ser rastreado para mutacdo, nos casos em que a proteina correspondente ndo €
expressa no tumor . No entanto, no caso de mutagées que apenas levam & truncagem da
proteina e ndo a sua auséncia, esta técnica ndo € capaz de indicar em que gene esta a

| (0 25,37.43)

alteracdo. Apesar do teste para IMS ainda permanecer sendo fundamenta para

avaliar o fenétipo do tumor quanto a inativacao de genes MMR, a imunohistoquimica, pelo
menos para hMLH1 e hMSH2, é um método sensivel, rapido e custo-eficaz “% 4% |

Além disso, a presenca de mutacbes germinativas em um dos genes de reparo
sabidamente envolvidos na carcinogénese colo-retal pode ser diretamente analisada por
dHPLC (cromatrografia liquida desnaturante de alta performance) e sequenciamento. No
entanto, o rastreamento prévio através da analise de IMS e/ou imunohistoquimica é muito
importante para indicar o provavel gene mutado, direcionando a analise a um gene

especifico e minimizando os custos e o tempo de analise ®®. A metilacdo da regido
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promotora de genes MMR (hMLH1 principalmente) também pode ser investigada, através
de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) especifico.

Os dois problemas principais acerca do diagnostico de HNPCC sdo a deteccao de
grandes delecOes e erros de processamento de RNA mensageiroea interpretacdo de
mutacgdes de troca de sentido, principalmente nos genes hMLH1 e hMSH6. Estas questdes
contribuem mais para a auséncia de diagndstico do que a falta de sensibilidade dos testes
de IMS ou IHQ “®).

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Além do HNPCC, existem varias outras sindromes hereditarias que predispdem ao
CCR. A polipose adenomatosa familiar (FAP) é uma sindrome autossdmica dominante rara
(incidéncia: 1 em 7.000-8.000), caracterizada pela presenca de centenas a milhares, de
polipos colbnicos, que aparecem na infancia/adolescéncia ou no inicio da idade adulta e
que progridem para cancer de colon em virtualmente todos os casos. Se nao for realizada
colectomia profilatica, virtualmente todos os pacientes afetados pela FAP chegam ao 6bito
por volta dos 50 anos, sendo que 37% dos afetados morrem ainda por volta dos 37 anos &
% Outras manifestacdes clinicas em pacientes com FAP incluem pélipos de trato
gastrointestinal (duodeno, papila duodenal e fundo gastrico), osteomas mandibulares ou
maxilares e espessamento cortical dos 0ssos longos. A hipertrofia do epitélio pigmentar da
retina € um achado caracteristico e acomete cerca de 80% dos portadores ja ao nascimento.
Ha ainda variantes dessa sindrome como a FAP atenuada, a sindrome de Gardner e a
sindrome de Turcot, que se caracterizam por sindromes clinicas distintas, cada qual
causada por mutagdes especificas no gene APC (5q21) ©.

Por apresentar caracteristicas histopatoldgicas e clinicas bem definidas, geralmente
o diagnostico de FAP pode ser feito com base apenas nos achados clinicos e esta entidade
geralmente é facilmente distinguivel do HNPCC.

No entanto, existe uma variante da FAP com fendtipo mais leve, a polipose
adenomatosa familiar atenuada (AFAP), caracterizada por poucos adenomas col6nicos (50-
100), a maioria deles localizados no c6lon proximal. Observam-se frequentemente lesGes
no trato gastrointestinal superior, especialmente adenomas duodenais e poélipos nas
glandulas fandicas. A maioria dos pacientes com AFAP desenvolve CCR, mas a idade de

inicio € mais tardia (= 55 anos) se comparada com a FAP (= 39 anos). As mutacdes do
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gene APC associadas com esta sindrome estdo localizadas nas extremidades 5” e 3’ do
gene ®®. Do ponto de vista clinico, o diagnéstico diferencial entre HNPCC e AFAP pode
ndo ser tdo simples. Desta forma, o diagndstico molecular passa a ser de grande
importancia, assim como para outras sindromes de predisposi¢do hereditaria ao CCR como
por exemplo:

a) Sindrome de Peutz-Jeghers (SPJ) é uma sindrome autossémica dominante de
predisposicdo hereditaria ao cancer, caracterizada por pigmentacdo melanica muco-
cutaneaepolipose intestinal (em especial do intestino delgado, mas pode ocorrer no
estdbmago e no intestino grosso). Os pélipos sdo do tipo hamartoma (com componentes de
tecido conjuntivo, muscular e epitelial) . Raramente podem ocorrer tumores extra-
intestinais nos ovarios, cérvice uterina, testiculos, pancreas e mama. O gene responsavel
LKB1 localiza-se no bragco curto do cromossomo 19 (19p13.3). Existe uma definida
tendéncia a malignizacdo do componente epitelial dos hamartomas na SPJ, mas as estapas
da carcinogénese ainda ndo estdo bem definidas.

b) Sindrome de Cowden é uma sindrome autossdmica dominante, com ocorréncia de
maltiplos hamartomas, principalmente muco-cutaneos e gastro-intestinais. Carcinoma de
mama e de tiredide sdo as duas neoplasias malignas mais comumente descritas na
sindrome. Cerca de 80% das familias afetadas tem mutagdes germinativas do gene
PTEN/MMACL.

¢) Sindrome da Polipose Juvenil é uma sindrome autossdmica dominante de cancer
hereditario, caracterizada por multiplos (cerca de 200 a 500) pdlipos juvenis com
localizagdo predominante no intestino grosso. O gene responsavel por alguns casos,
SMAD4, localiza-se no braco longo do cromossomo 18 (18g21.1). Sua histopatologia
apresenta uma bizarra estrutura polilobulada. A ocorréncia de CCR esta descrita em 30-
40% dos casos e o cancer gastrico em 10-15% dos casos de localizagdo géstrica. Na
infancia, pode ocorrer uma forma mais grave, fatal, com quadro clinico de diarréia, anemia

e hipoalbuminemia.
DIRETRIZES DE RASTREAMENTO

As diretrizes de rastreamento e prevencdo para pacientes com HNPCC estdo

detalhadas na tabela 2.
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Segundo o Grupo Colaborativo Internacional em HNPCC, pacientes que preenchem
os critérios de Amsterda ou que sdo portadores de mutacdo germinativa devem iniciar
colonoscopia aos 21 anos ou 5 anos mais cedo do que o caso mais precoce na
familiaerealizar este procedimento a cada 1-2 anos “® *. Preconiza-se uma boa preparaco
para a colonoscopia, a qual deve consistir de exame minucioso de toda a mucosa colo-retal.
Ainda assim, os pacientes devem ser advertidos de que a colonoscopia ndo € um
procedimento de triagem perfeito e devem ser informados sobre a possibilidade de realizar
colectomia profilatica como uma opcao. O risco de mortalidade no caso de colectomia
profilatica € baixo, mas ndo ha evidéncias suficientes de que a cirurgia profilatica seja mais
eficaz do que o rastreamento periddico por colonoscopia em aumentar a sobrevida.
Pacientes colectomizados devem fazer continuamente endoscopia da mucosa retal restante,
pois o risco de desenvolvimento de cancer nesta regido é de cerca de 1% por ano ¥,

Mulheres em risco devem fazer rastreamento para cancer de endométrio e ovario,
que sdo as neoplasias extra-colénicas mais comuns. Os procedimentos sugeridos incluem
aspirado de endométrio, ultra-sonografia pélvica transvaginal para analise de endométrio e
Anexos, exame citopatoldgico cérvico-uterinoeexame pélvico a cada 1-2 anos a partir dos
30 anos ¥ %D Além disso, alguns investigadores sugerem que todos os individuos em
risco para HNPCC, independentemente do sexo, fagam rastreamento para 0s demais
tumores extra-colonicos se houver uma histéria familiar positiva para aquele tipo de tumor.
Para tumores de estdmago e trato biliar, procedimentos como esofagogastroduodenoscopia,
bidpsia gastrica (escovado), ultra-sonografia transabdominal hepatobiliaretestes de fungédo
hepatica sdo indicados a cada 1-2 anos a partir dos 30 anos. Para tumores renais, de uretra
e bexiga, o rastreamento preconizado, também a cada 1-2 anos, inclui ultra-sonografia,
cistoscopia, citologia de urina e exame de urina “" °¥. E importante salientar que ndo ha
um consenso para as diretrizes de prevengdo dos tumores extra-colonicos distintos de
tumores de endométrio e ovario.

Além do rastreamento clinico, os pacientes podem ser rastreados para a presenca de
mutacdes germinativas em genes MMReindividuos afetados por CCR podem ser testados
quanto a IMS (figura 2).
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CONDUTAS DE PREVENCAO

A colectomia abdominal total com anastomose ileo-retal deve ser considerada com
uma opcao para pacientes com HNPCC, os quais deverdo fazer rastreamento anual para
cancer de reto. A justificativa para este procedimento € a alta incidéncia de canceres
metacrénicos (25% a 40%) em pacientes submetidos a colectomia segmentar. A
proctocolectomia também pode ser considerada para pacientes com cancer, dependendo do
estagio em que a doenca ao diagndstico. Pacientes com multiplos p6lipos a colonoscopia
ou que sdo sabidamente portadores de mutacdo podem ser encaminhados para colectomia
profilatica, embora os beneficios desta conduta ainda n&o estejam bem esclarecidos ®®. Em
mulheres com CCR deve-se considerar a histerectomia profilatica e a salpingo-
ooforectomia bilateral no momento da colectomia, especialmente se a mulher ja constituiu
familia e se apresenta historia familiar positiva para pelo menos um destes tumores.

Ha evidéncias in vitro de que a IMS em células de CCR que sdo deficientes em um
dos genes MMR (hMLH1, hMSH2 e hMSH6) é notadamente reduzida apds exposic¢éo a
aspirina ou sulindac ®®. Por interferir em eventos moleculares, a quimioprevencéo pode
inibir ou reverter o desenvolvimento de adenomas ou a progressdo de adenoma para
carcinoma “4" A aspirina e outras drogas antiinflamatérias ndo-esteréides (AINES) s&o 0s
compostos mais atrativos e mais amplamente estudados para a quimioprevencao do CCR.
Eles inibem tanto a ciclo-oxigenase 1 (COX-1) quanto a ciclo-oxigenase 2 (COX-2), que
sdo enzimas cataliticas envolvidas na sintese de prostaglandinas, através de acetilagdo
irreversivel e inibicdo competitiva, respectivamente. Se comparado com tecido normal, a
expressdao de COX-2 encontra-se aumentada em carcinomas colorretais esporadicos e
hereditarioseadenomas. O tratamento de roedores com sulindac, um AINE que inibe COX-
1 e COX-2, mostra reducdo de mais de 90% no numero de adenomas intestinais e mais de
52% no volume total de tumores colorretais. No entanto, a aspirina e outros AINEs podem
atuar através de mecanismos COX-independentes, como pela inibicdo da ativacdo do fator
nuclear kB (NF-kB) ou pela interferéncia na ligacéo do receptor ativado de proliferador de
peroxissomo & (PPARS) ao DNA ® “2  Estas intervencdes tém evidenciado um efeito
protetor em pacientes com FAP (nivel de evidéncia V), mas o impacto do uso profilatico
de AINEs em outras sindromes de predisposicdo hereditaria ao cancer colo-retal (como

HNPCC) ainda precisa ser determinado.
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Além da quimioprevencao, uma abordagem nutricional também tem sido levada em
consideracdo em termos de prevencao para 0 CCR esporadico. Ha indicios de que algumas
substancias como folato, calcio, estrogénios e antioxidantes possam ter um efeito protetor
contra 0 processo de carcinogénese. Por outro lado, vitaminas (com excecdo do &cido
félico) e fibras parecem ndo apresentar efeito protetor contra o desenvolvimento seja de
adenomas ou de carcinomas colo-retais ®®. Estudos adicionais devem ser feitos para
determinar o impacto dessas medidas preventivas sobre o risco de cancer em individuos

com predisposicao hereditéria.

IMPORTANCIA DO DIAGNOSTICO CLINICO E MOLECULAR DE
INDIVIDUOS E FAMILIAS COM HNPCC

A identificacdo de individuos em risco para CCR hereditario é importante por
varias razfes. Primeiro, porque individuos afetados apresentam risco cumulativo vital
muito superior ao da populacdo para varios tipos de cancer. Segundo, porque outros
familiares de um individuo afetado podem estar em risco aumentado para o cancer (como
essa doenca genética segue heranca autossdbmica dominante, 50% dos irmdos e 50% dos
filhos de um afetado podem ser portadores da mesma mutacao). Terceiro, porque medidas
de rastreamento intensivo e intervencdes preventivas se mostraram eficazes em reduzir
significativamente o risco de cancer em portadores de mutacdo. A eficacia do rastreamento
para CCR em familias com HNPCC foi avaliada por Jarvinen e cols.*® em um ensaio
clinico controlado de 15 anos. Este e outros estudos mostraram que o rastreamento diminui
o0 risco de CCR a mais da metade e diminui a mortalidade global em cerca de 65%, atraves
da identificacéo precoce e remocao de pélipos hiperpléasicos e atipicos®®.

A tecnologia atualmente nos permite diagnosticar uma mutacdo genética muito
antes do aparecimento dos sintomas. No caso da predisposi¢do hereditaria ao cancer de
colon, que € uma doenca de inicio na vida adulta, o diagnostico pré-sintomatico e preditivo
de um individuo afetado tem um enorme potencial para reducdo do risco de cancer. Por
outro lado, a identificacdo precisa de um individuo ndo afetado em uma familia de risco,
permite a sua tranquilizacdo e elimina os gastos e complicages de rastreamento e
intervencdes preventivas desnecessarias. Além disso, os testes genéticos possibilitam a

identificacdo de varios individuos em risco ainda assintomaticos na familia. Sendo assim, a
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utilizacdo de testes genéticos pode contribuir tanto para a reducdo da mortalidade quanto
da incidéncia de CCR e tumores extracolénicos em familias com HNPCC.

Fundamental nesse contexto é o encaminhamento de familias e/ou individuos com a
suspeita diagndstica de HNPCC para aconselhamento genético. Durante o processo de
aconselhamento genético, sera confirmada a hipo6tese diagnostica pela analise criteriosa da
historia familiar (heredograma) e serdo discutidas as opg¢fes para confirmagdo desta
hipotese clinica pelas diferentes modalidades de teste genético. E importante antecipar o
significado e as opcdes terapéuticas frente aos possiveis resultados do teste genético, bem
como é importante discutir com o individuo as implicacdes para demais familiares em
risco (filhos, irmaos, etc) ®®. Uma andlise criteriosa dos casos suspeitos de HNPCC e o
correto seguimento das diretrizes diagndsticas e de manejo preventivo tém imenso
potencial de reducdo do risco de cancer ao longo da vida para esses pacientes, resultando

em sobrevida e qualidade de vida muito préximas ao normal.
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Mutacéo Mutacéo Mutacéo Mutacdo .
em APC em K-RAS em DCC em p53 Outras alteracdes?

\ \ " N "

Epitélio Focos de Adenoma Adenoma Adenoma Carcinoma Metastase
Col6nico inicial intermediario tardio
normal displasia
Tecido Normal —» Iniciacdo do tumor —» Progressao do tumor —» Neoplasia
HNPCC Normal Acelerada Risco de 70-80% de
(1-3 anos) desenvolver CCR ao
devido as mutages longo da vida
germinativas em
genes MMRs

Figura 1. Sequéncia adenoma-carcinoma em CCR esporadico e no HNPCC (2¢@tado Fearon & Vogelstein, 1390)
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CCR
Esporadico ou Hereditario?

Anéalise de IMS no tumor

IS + IMS -
Esporadico
MSS IMS-L IMS-H RER -
Fenotipo
RER
LEGENDA
IHQ + = normal
IHQ - = auséncia ou diminuicdo da expressao
Mutagéo Mutacéo MET + = inativacdo do gene por metilagao
Germinativa Somatica MET - = normal
em genes em genes
MMR? MMR?
Imunohistoquimica do . S
tecido tumoral para Analise ?grr,?g:(;lfgao do
identificacdo do gene afetado P
IHQ + IHQ + IHQ - IHQ -
MET - MET + MET + MET -
Esporadico Esporadico Rastreamento de Mutacdes
RER- RER+ na regido codificadora do
+ gene afetado por dHPLC -
Deteccéo de grandes rearranjos
envolvendo os genes de interesse
Seqilienciamento
das variantes de
seqliéncia
Figura 2 - Fluxograma do Diagnéstico Laboratorial
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Tabela 1-Diferentes modelos para diagndstico de HNPCC segundo critérios

clinicos®?.
N° CRITERIOS
MODELO CRITERIOS PARA O S E
DIAGNOSTICO
Familias com trés casos de CCR em que dois dos
Amsterda (*) individuos afetados séo parentes em 10. grau do terceiro; Todos os critérios
Familias com casos de CCR em no minimo duas geragfes; | devem ser 61% | 67 %
Familias com um caso de CCR diagnosticado antes dos 50 | preenchidos para
anos de idade. fazer o diagndstico
(1) Se a familia for muito pequena pode ser considerado
critério a presenca de dois afetados parentes em primeiro
grau; deve haver pelo menos 2 geragdes afetadas e um ou O preenchimento
Amsterda mais casos de CCR devem ter sido diagnosticados antes dos | de todos 0s
Modificado 55 anos de idade OU aspectos de apenas | 72% | 50 %
**) (2) Em familias com dois parentes em primeiro grau um item é
afetados com CCR, a presenca de um terceiro familiar com | suficiente para o
cancer de endométrio ou outra neoplasia de diagnéstico diagnostico
precoce é suficiente.
Trés familiares com neoplasia associada a HNPCC, sendo
um parente em primeiro grau dos outros.dois, envolvendo Todos os critérios
Amsterd 11 p_elo menos 2 geragdes e com um ou mais casos devem ser 78 9% | 61 9%
diagnosticados antes dos 50 anos de idade; :
x L . preenchidos para
Exclusdo do diagndstico de FAP; f o
o . azer o diagndstico
Os tumores devem ser verificados por exame patolégico.
(1) Individuos que preenchem os critérios de Amsterdam;
(2) Individuos com 2 tumores associados a HNPCC
(col6nicos ou extra-coldnicos);
(3) Individuos com CCR e um parente de 10. grau com
tumor col6nico e/ou extra-colénico associado a HNPCC .
. . O preenchimento
e/ou adenoma colo-retal (tumor diagnosticado antes dos 45
Bethesda e adenoma antes dos 40 anos de idade); de todos os
o L - ; aspectos de apenas | 94% | 25%
(**) (4) Individuos com um ou mais casos de CCR ou de um item é
endométrio diagnosticados antes dos 45 anos de idade; suficiente para o
(5) Individuos com CCR proximal e padrao histo- diagnéstico
patoldgico pouco diferenciado (ou tipo “anel de sinete™)
antes dos 45 anos de idade;
(6) Individuos com adenomas diagnosticados antes dos 40
anos de idade.
CCR diagnosticado antes dos 50 anos;
CCRs sincrdénicos ou metacrdnicos ou outro tumor
HNPCC-relacionado independente da idade; O preenchimento
CCR com IMS-H antes dos 60 anos; P
Bethesda indivi - o de todos os
Modificado n |v!duos com CCR e um ou mais parentes em 1° grau aspectos de apenas | 96% | 27%
(%) tambgm afetados com CCR ou outro tumor HNPCC- um item é
relac_lonado, sendo um deles diagnosticado antes dos 50 suficiente para o
ano_s,, ) . diagnéstico
Individuos com CCR e dois ou mais parentes com CCR ou
outro tumor associado a HNPCC independente da idade.
LEGENDA: CCR = céancer colo-retal; FAP = polipose adenomatosa familiar; IMS-H = alta

instabilidade de microssatélite; S=sensibilidade; E=especificidade
(*) Todos critérios devem ser preenchidos para fazer o diagnéstico;
(**) O preenchimento de todos aspectos de um item apenas é suficiente para o diagndstico.
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Tabela 2 - Recomendagdes de rastreamento e prevengdo de cancer em portadores(as)
de mutac&o em genes associados a HNPCC @,

Nivel de o
. n u A Constitui
Tipo de cancer Recomendacéo Intervalo Evidéncia
(1) Consenso
Colonoscopia total | #\Nual oubi-anuala
Scop partir dos 20-25 2-3 Sim
(até o ceco)
anos
Discutir como
Colon Colec_:tpr_ma prqf|Ia><’|a.e/0u ao 3 NEo
profilatica diagnostico de
polipos
Rastreamento Anual apo6s
endoscopico retal colectomia se reto 3 Sim
pos-colectomia (*) preservado
. Anual a partir dos .
Exame pélvico 2535 an0s 5 Sim
Aspirado de Anual a partir dos 5 sim
endomeétrio 25-35 anos
Endométrio Ultra-sonografia Anual a partir dos .
: 5 Sim
transvaginal 25-35 anos
. . Discutir como
Histerectomia N . x
. . opcéo apos 5 Nao
(panhisterectomia) - 1
constituir familia
Ultra-sonografia .
Ovario (**) transvaginal + AnuZaSI_gé) er:;rsdos 5 Néo
CA 125 sérico
Trato urindrio (**) EQU + CJt(_)Iogla Anual a partir dos 5 N
urinaria 25 anos
Estomago (**) Endoscopia Anual ou bi-anual a 5 N

digestiva alta

partir dos 35 anos

(*) O rastreamento endoscépico retal é mandatério em pacientes submetidos a colectomia
profilatica com anastomose ileo-retal devido a alta incidéncia de tumores metacronicos retais pds-

colectomia (25-40%).

(**) Somente em individuos de familias com HNPCC e diagndéstico destes tumores em pelo menos
um familiar (e que possa ser associado a sindrome)
() De acordo com Physician Data Query (PDQ) Screening and Prevention Statement Levels of

Evidence.
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Anexo I1: Dados Sequenciamento
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Figura 11. Eletroferograma BAT-25 com primer forward — amostra classificada como normal pelo SSCP
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Figura 12. Eletroferograma BAT-25 com primer forward — amostra classificada como variante pelo SSCP
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Figura 13. Eletroferograma BAT-26 com primer forward — amostra classificada como normal pelo SSCP

20 30 40 50 &0 70 g0 T
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Figura 14. Eletroferograma BAT-26 com primer forward — amostra classificada como variante pelo SSCP
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Anexo I11: Andlise de Instabilidade Microssatélites
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A B C D

1 23 45 6 7 8 910

E

Figura 15. Gel SSCP - BAT25
Amostras 1, 3, 5, 7 e 9: tecido tumoral
Amostras 2, 4, 6 , 8 ,10: tecido normal

Figura 16. Gel SSCP- BAT 26
Amostras 1, 3, 5 e 7: tecido normal
Amostras 2, 4, 6 e 8: tecido tumoral

Paciente A: instavel; Pacientes B, C, D e E: normais C+: controle positivo; Todos 0s pacientes: normais

Figura 17. Gel SSCP - D2S123
Amostras 1, 3, 5, 7 e 9: tecido normal
Amostras 2, 4, 6 , 8 ,10: tecido tumoral

Figura 18. Gel SSCP - D55346
Amostras 1, 3, 5 e7: tecido normal
Amostras 2, 4, 6 e 8: tecido tumoral

Paciente A: LOH; Paciente D: instavel; Pacientes B, C e Pacientes A e D: LOH; Paciente B:

E: normais

indetectavel; Pacientes C: normal

Figura 19. Gel SSCP - D17S250

Amostras 1, 3, 5, 7 e 9: tecido normal

Amostras 2, 4, 6, 8 ,10: tecido tumoral

Paciente A: indetectavel; Pacientes B, C e D: normais
Paciente E: LOH
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D2S123 D5S346 D17S5250 M

Figura 20. Gel de poliacrilamida de uma mesma amostra (tecidos normal e tumoral) amplificada para os 3
marcadores dinucleotidicos analisados

S S P P S S P P
|
Gel SSCP - BAT 40 Gel SSCP - D17S250
S- sangue; P -parafina S- sangue; P -parafina

Figura 21. Comparagdo entre 0 SSCP de amostras de sangue e parafina para os marcadores BAT40 e
D17S250

107



Figura 22. SSCP D17S250 com material de parafina reamplificado
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