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“—FEl mundo es eso —revel6—. Un montén de gente, un mar de fueguitos.
Cada persona brilla con luz propia entre todas las demas.
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que no se puede mirarlos sin parpadear, y quien se acerca, se enciende”

Eduardo Galeano
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RESUMO

A sindrome de Lynch, também chamada HNPCC (Hereditary Non-Polyposis Colorectal
Cancer), € uma doenga com padrao de heranga autossémica dominante onde se
observam multiplas geragbes afetadas por cancer colorretal (CCR) em idade precoce
(por volta dos 45 anos). Alem disso, pacientes com sindrome de Lynch possuem um
risco aumentado de desenvolver multiplos tumores sincrénicos ou metacronicos. O
segundo tipo de cancer mais frequente na sindrome de Lynch é o cancer de
endométrio (CE), que também é o tumor mais freqiente em mulheres acometidas pela
sindrome. Sabe-se que a causa do desenvolvimento da sindrome é um defeito
(mutagédo germinativa) em qualquer um dos genes do sistema MMR (mismatch) de
reparo do DNA (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2). Os genes mais frequentemente
alterados sao MLH1 e MSH2, e mutagdes germinativas nesses genes sao encontradas
em 90% das familias Lynch com mutagéo identificada. Mutagbes germinativas nos
genes MSH6 e PMS2 sao menos frequentes e estdo associadas com um fendtipo
atipico da Sindrome de Lynch (idade mais avangada ao diagnéstico de cancer e maior
incidéncia de cancer de endométrio). A perda do sistema MMR de reparo do DNA leva
ao acumulo de erros de replicagdo e instabilidade genética em sequéncias curtas
repetidas no genoma chamadas microssatélites, e o efeito cumulativo destas
alteragbes em genes relacionados ao controle do ciclo celular levam ao
desenvolvimento do tumor. A perda do sistema de reparo também pode ser devida a
alteracdes epigenéticas, como a ocasionada por metilagdo da regido promotora de um
dos genes MMR. Outro tipo de alteragdo que também pode levar ao desenvolvimento
da sindrome de Lynch é a presenga de rearranjos génicos nesses genes MMR. O
diagnéstico de individuos com sindrome de Lynch tem uma grande importancia clinica
para a identificagcao precoce desta sindrome, para redugédo de sua morbi-mortalidade,
e por possibilitar o aumento da sobrevida e da melhora da qualidade de vida desses
pacientes e seus familiares. Os objetivos deste trabalho incluiram o desenvolvimento
da metodologia laboratorial para rastreamento de pacientes com suspeita da sindrome
de Lynch e a sua caracterizagao histo-molecular. Neste contexto, foram padronizadas
as técnicas de Instabilidade de Microssatélies (PCR Multiplex e SSCP - Single Strand
Conformation Polymorphism), Imunohistoquimica (IHQ), Analise de Metilagdo (MS-
MLPA, Methylation Specific Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) e
Andlise de Rearranjos Génicos (MLPA, Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification), feita analise de custo das diferentes metodologias e caracterizadas
amostras de pacientes com tumores de endométrio e caracteristicas sugestivas de

Sindrome de Lynch bem como familias preenchendo os critérios de Amsterdam para a
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sindrome. De um total de 30 tumores de endométrio analisados de pacientes em risco
para sindrome de Lynch, 12 (40%) casos mostraram deficiéncia no sistema MMR por
algum dos métodos utilizados (analise de Instabilidade de Microssatélites e/ou IHQ).
De um total de 17 pacientes ndo relacionados com critérios clinicos para sindrome de
Lynch analisados pela técnica de MLPA para detecg¢ao de rearranjos génicos, um caso
(5.9%) apresentou a presenga de uma delegédo na regidao promotora do gene MSH6.
Os resultados obtidos indicam a importancia da utilizacao de técnicas de rastreamento
de alteragbes no sistema MMR (analise por Imunohistoquimica e Instabilidade de
Microssatélites) de pacientes em risco para sindrome de Lynch, assim como a
aplicabilidade da técnica de MLPA como primeira abordagem nos individuos com

sindrome de Lynch.
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No Brasil, a taxa de cancer colorretal € de 13,23 casos por cada 100.000,00
homens e 14,88 por cada 100.000,00 mulheres. No Rio Grande do Sul, a taxa
aumenta para 26,35 e 28,22 por cada 100.000,00 homens/mulheres, respectivamente
(INCa, fev/2009). Cerca de 5% de todos os casos de cancer colorretal (CCR) séo de
carater hereditario e sdo causados por mutagdes em genes de alta penetrancia.
(Abdel-Rahman et al., 2008).

A sindrome de Lynch, doenca de heranga autossdbmica dominante,
caracterizada pelo desenvolvimento principalmente de CCR, cancer de endométrio
(segundo tumor mais frequente) e outros tipos de tumores extracoldénicos (ovario,
estbmago, trato urinario, pancreas, intestino delgado, trato hepatobiliar e/ou cérebro)
numa idade jovem (~45 anos). Sabe-se que mutagbes germinativas em um dos
principais genes do sistema MMR (mismatch repair) de reparo do DNA (MLH1, MSH?2,
MSH6 e PMS2) causam a sindrome de Lynch, com penetrancia de aproximadamente
80% para CCR, 60% para cancer de endométrio e até 20% para os outros tipos de
tumores (Abdel-Rahman et al., 2008; Balaguer et al., 2007; de la Chapelle, 2004;
Vasen, 2005; Arnold et al., 2005; Buttin et al., 2004; Hadley et al., 2008). Mais de 50%
das pacientes com diagndstico de sindrome de Lynch desenvolverdo algum tipo de
cancer ginecolégico, e a maioria desses, sera cancer de endométrio.
Aproximadamente 11% dos casos de cancer de endométrio diagnosticados antes dos
50 anos de idade apresentam mutagéo associada a sindrome de Lynch (Matthews et
al., 2008).

Nos pacientes com diagnédstico de sindrome Lynch, o risco de desenvolver
cancer ao longo da vida depende do sexo e do gene afetado (Vasen, 2005; Lu et al.
2007; Lu et al., 2005)

Em 1990 o Grupo Internacional Colaborativo de HNPCC, atualmente chamado
Sociedade Internacional de Tumores Gastrointestinais Hereditarios (InSiGHT,
International Society of Gastrointestinal Hereditary Tumors) propds uma série de
critérios clinicos para definir a sindrome de Lynch, chamados Critérios de Amsterdam.
Esses critérios, porém, eram pouco sensiveis em casos onde a familia era pequena ou
a histdria familiar ndo era conhecida. Para o auxilio no diagndstico de casos como
esses, portanto, foram propostas em 1996 as Diretrizes de Bethesda (Vasen, 2005).
Em 1999 o InSiGHT propés uma nova série de critérios (critérios de Amsterdam
Modificados, ou critérios de Amsterdam Il), reconhecendo a importancia dos tumores
extracoldnicos para o diagndstico da sindrome.

Ao longo destes ultimos anos, técnicas de rastreamento de mutagbes nos
genes MMR tém sido otimizadas. Entre as técnicas de rastreamento utilizadas para

diagnéstico da sindrome de Lynch, a analise de Instabilidade de Microssatélites (IMS)
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e a Imunohistoquimica (IHQ) das principais proteinas MMR s&o as recomendadas e as
mais utilizadas. Porém, em pacientes sem mutagdo identificada nos genes mais
comumente afetados (MLH1 e MSH2), a presenga de rearranjos génicos pode explicar
a causa da sindrome. (Abdel-Rahman et al., 2008). Dentre as ferramentas de
rastreamento de pacientes em risco, como histéria familiar, caracteristicas patolégicas
do tumor, analise de IMS e deteccdo de expressdo de proteinas MMR por IHQ, a
utilidade da IMS e IHQ tem sido amplamente estudada (Ainsworth et al., 2004;
Matthews ef al., 2008; Modica et al., 2007; Lagerstedt Robinson et al., 2007; Muller et
al., 2004; Halvarsson et al., 2004; Shia et al., 2005; Balaguer et al., 2007). Como uma
alternativa para deteccdo de rearranjos génicos, incluindo pequenas e grandes
delecdes ou duplicagbes de varios genes na sindrome de Lynch, tem sido proposta a
técnica de MLPA (Baudhuin et al., 2005; Pistorius et al., 2007).

Identificar pacientes e familiares portadores de mutagdes associadas a
sindrome de Lynch é importante para o manejo desses individuos no que diz respeito

a prevencao e a reducao das taxas de morbi-mortalidade.
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2.1. Sindrome de Lynch

Cerca de 5% de todos os casos de cancer colorretal (CCR), sdo causados por
mutagcbes em genes de alta penetrancia que causam sindromes hereditarias que sao
transmitidas de uma maneira autossémica dominante. A maioria destes casos
pertence a Sindrome de Lynch. A etiologia do CCR nestes casos € devida a uma
combinagéao de fatores genéticos e ambientais, mas os fatores genéticos tém um papel
dominante (Abdel-Rahman et al., 2008; Vasen, 2005).

2.1.1. Aspectos Gerais da Sindrome

A sindrome de Lynch, também conhecida como Céancer Colorretal Hereditario
Nao Polipomatoso (HNPCC, do inglés Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer),
se caracteriza pelo desenvolvimento de CCR, cancer de endométrio e varios outros
tumores em pacientes com idade jovem (por volta dos 45 anos de idade). Trata-se de
uma doenca com padrao de heranga autossbmica dominante, na qual é possivel
identificar individuos afetados por cancer (principalmente CCR) em mais da metade
dos membros da familia nas sucessivas geragcdes. Na sindrome de Lynch,
aproximadamente dois tergos dos casos de CCR se localizam no célon proximal, e
presenga de outros tumores sincrénicos ou metacrénicos também é uma caracteristica
tipica da sindrome (Vasen, 2005; Lagerstedt Robinson et al., 2007; Arnold et al., 2005;
de la Chapelle, 2004; Abdel-Rahman et al., 2008)

A sindrome de Lynch é causada por mutagdes germinativas em um dos
principais genes do sistema MMR (mismatch repair) de reparo do DNA (MLH1, MSH?2,
MSH6 e PMS2), com uma penetrancia de aproximadamente 80% para CCR, 60% para
cancer de endométrio e até 20% para os outros tipos de tumores. Alteragdes genéticas
nestes genes causam instabilidade genémica em seqiéncias curtas repetidas do
genoma (chamadas microssatélites) e o efeito cumulativo destas alteragbes em genes
relacionados ao controle do ciclo celular levam ao desenvolvimento do tumor (Vasen,
2005; Arnold et al., 2005; de la Chapelle, 2004; Hadley et al., 2008; Shia, 2008;
Baudhuin et al., 2005; Watson et al., 2005; Nagorni, 2002; Abdel-Rahman et al., 2008;
Balaguer et al., 2007).

2.2. Descrigao Clinica da Sindrome de Lynch

2.2.1. Espectro de Tumores
Um amplo espectro de tumores é encontrado na sindrome de Lynch. Na
primeira familia descrita por Warthin no inicio do século 20 (1913), o cancer gastrico e

o cancer de endométrio foram os tipos tumorais mais comuns; porém, nas seguintes
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geragdes da mesma familia descritas por Lynch em 1971, o CCR foi o tipo de tumor
mais frequente. A variagao no padrao de tipos de cancer ao longo dos anos reflete na
incidéncia de cancer na populacao através de certo periodo de tempo, e esta variacao
é distinta entre as familias com sindrome de Lynch nas diferentes populagbes. Estas
observagdes sugerem que, mesmo na sindrome de Lynch, os fatores ambientais té€m
um papel importante no processo carcinogénico (Vasen, 2005).

Além do alto risco de desenvolver CCR, os individuos afetados podem
desenvolver outros tipos de tumores extracoldnicos, como cancer de endométrio
(segundo tumor mais comum), ovario, estdbmago, trato urinario, pancreas, intestino
delgado, trato hepatobiliar e/ou cérebro. Outra das caracteristicas da sindrome de
Lynch é a ocorréncia de multiplos tumores nos pacientes afetados. Estima-se que
aproximadamente 18% dos pacientes com sindrome de Lynch desenvolvem um
segundo tumor primario sincrénico ou metacrénico. Vasen, 2005; Arold et al., 2005;
de la Chapelle, 2004; Balaguer et al., 2007; Lagerstedt Robinson et al., 2007; Watson
et al., 2005; Abdel-Rahman et al., 2008; Hadley et al., 2008)

2.2.2. Primeiro Tumor mais Freqliente: Cancer Colorretal (CCR)

Pacientes com mutagbes em genes MMR desenvolvem adenomas colbnicos
mais frequentemente que pacientes sem este tipo de alteragdes. Estes adenomas sao
maiores e uma grande proporgado deles mostra caracteristicas histologicas sugestivas
de degeneracdo maligna tais como alto grau de displasia e presenca de arquitetura
vilosa extensa. Os adenomas e carcinomas nos pacientes com sindrome de Lynch
estdo predominantemente localizados no célon proximal. Além da sua localizagéo, os
tumores do espectro Lynch apresentam caracteristicas patoldgicas especificas, como
infiltrado linfocitario, carater mucinoso e pouca diferenciagdo histo-citolégica. Na
sindrome de Lynch, a sequéncia adenoma-carcinoma ocorre mais rapidamente que
nos casos de CCR esporadico. Em média, os pacientes afetados desenvolvem
adenomas com 43 anos de idade, e o diagndstico do carcinoma ocorre aos 46 anos de
idade. Estas observacbes, em combinacido com a relativamente alta proporgcao de
pacientes com desenvolvimento de CCR em trés anos logo apds a realizagdo de uma
colonoscopia sem alteragdes, sugerem que a seqUéncia adenoma-carcinoma estaria
acelerada e que a progressdo do adenoma ao carcinoma levaria menos de 3 anos,
comparado com CCR esporadico, no qual este processo poderia levar de 10 a 15
anos (Vasen, 2005; Arnold et al., 2005; Abdel-Rahman et al., 2008)
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2.2.3. Segundo Tumor mais Freqiiente: Cancer de Endométrio

O cancer de endométrio associado a sindrome de Lynch é diagnosticado
aproximadamente 10 anos antes do que na populagdo geral, a idade media ao
diagnostico é aos 48 anos de idade. A maioria dos casos de cancer de endométrio é
de tipo endometridide com diverso grau de estadiamento. Nestes tumores sdo comuns
certas caracteristicas histopatologicas tais como diferenciagdo mucinosa, padrdo de
crescimento solido, alto grau de estadiamento e possivel necrose (Vasen, 2005;
Broaddus et al., 2006) Tradicionalmente, tem se dado mais atencdo ao risco de
desenvolvimento de CCR nos pacientes com sindrome de Lynch do que ao risco de
desenvolver outros tipos de tumores. Entretanto, nas pacientes com sindrome de
Lynch, o risco de desenvolver cancer de endométrio e igual ou maior que o risco de
desenvolver CCR. Estima-se que mais de 50% das pacientes com diagndstico de
sindrome de Lynch desenvolverdo algum tipo de cancer ginecolégico e a maioria
desses sera cancer de endométrio. Aproximadamente 11% dos casos de cancer de
endométrio diagnosticados antes dos 50 anos de idade apresentam mutacao
associada a sindrome de Lynch. Mesmo diante deste quadro, atualmente ndo existem
recomendagdes de rastreamento ou realizagdo de teste genético especificos para
cancer de endométrio (Matthews et al., 2008; Vasen, 2005; Abdel-Rahman et al., 2008
Hadley et al., 2008; Lu et al., 2005; Hewitt et al., 2006; Lagerstedt Robinson et al.,
2007; Meyer et al., 2009; Broaddus et al., 2006)

Portanto, é crucial a atengdo que os médicos devem ter ao diagnosticar e tratar
mulheres com cancer de endométrio diagnosticado antes dos 50 anos de idade, pois
existe a possibilidade de estas pacientes serem portadoras da sindrome de Lynch (Lu
et al., 2007).

2.3. Estimativas de Risco

Nos pacientes com diagnéstico de sindrome de Lynch, o risco de desenvolver
cancer ao longo da vida é dependente do sexo e do gene afetado. O risco de
desenvolver CCR em pacientes com mutagdo em genes MMR varia de 30-85%, o
risco de desenvolver cancer de endométrio varia de 30-60%, e o risco de desenvolver
outros tipos de tumores do espectro Lynch € menor que 10% (Vasen, 2005; Lu et al.,
2007; Lu et al., 2005). Alguns trabalhos tém sugerido que a ocorréncia de tumores
extracolénicos é mais freqliente em familias com mutagéo germinativa no gene MSH2,
do que em familias com mutagdo germinativa em MLH1. Familias com mutagao
germinativa no gene MSH6 se caracterizam por desenvolver CCR numa idade mais

avangada e por apresentar maior risco de desenvolver cancer de endométrio (Vasen,
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2005; Arnold et al., 2005; Peltomaki, 2005; Warren et al., 2007; Watson et al., 2005;
Oliveira Ferreira et al., 2004; Geary et al., 2008).

Varios estudos analisaram o risco de desenvolvimento de tumores associados a
sindrome de Lynch em portadores de mutacdo em MLH1 separadamente de
portadores de mutagdo em MSH2. Foi relatada a existéncia de um risco de 35-40%
para portadores de mutagdo em MSH2 e um risco de 25% para portadores de
mutacdo em MLH1. Também foi relatado que o risco de desenvolver CCR
independente da localizagdo da mutagao (MLH1 ou MSH2) é de 50-60%. Os dados de
todos estes estudos foram obtidos a partir de familias com diagnéstico de sindrome de
Lynch com mutacao identificada (Lu et al., 2007; Lu et al., 2005; Hewitt et al., 2006;
Peltomaki, 2005).

Em mulheres com diagndstico de sindrome de Lynch, o risco de desenvolver
cancer de endométrio é de 40-60%, e o risco de desenvolver CCR é de 50-60%. Como
mencionado anteriormente, o risco de desenvolver cancer de endométrio nestas
pacientes iguala ou excede o risco de desenvolver CCR (Lu et al., 2007; Lu et al.,
2005).

2.4. Critérios Clinicos da Sindrome de Lynch

Nos primeiros estudos sobre a sindrome de Lynch que tiveram como objetivo a
definigdo das caracteristicas clinicas da sindrome, o Grupo Internacional Colaborativo
de HNPCC, atualmente chamado Sociedade Internacional de Tumores
Gastrointestinais Hereditarios (InSiGHT, International Society of Gastrointestinal
Hereditary Tumors) propbs uma serie de critérios clinicos para a sindrome de Lynch

em 1990, chamados Critérios de Amsterdam:

Critérios de Amsterdam (1)

Pelo menos 3 membros da familia afetados por CCR:
» Um dos afetados deve ser parente em primeiro grau dos outros dois.
» Pelo menos duas geragdes sucessivas devem ser afetadas.
= Pelo menos um tumor deve ser diagnosticado antes dos 50 anos de
idade.
» O diagndstico de Polipose Adenomatosa Familiar deve ser excluido.

= Os tumores devem ser verificados através de exame histopatolégico.

O objetivo da definicdo desses critérios foi o de permitir estudos colaborativos
internacionais. Embora os critérios de Amsterdam tenham sido inicialmente propostos

sem o conhecimento das bases genéticas que causariam a sindrome de Lynch, esses
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foram amplamente utilizados. Entretanto, alguns investigadores notaram que algumas
familias classicas eram excluidas por apresentarem tumores extracolbnicos nao
incluidos nos critérios clinicos inicialmente propostos. A fim de solucionar esses
problemas, em 1999 o InSiGHT prop6s uma nova série de critérios (critérios de
Amsterdam Modificados, ou critérios de Amsterdam Il), incluindo tumores

extracolénicos associados a sindrome de Lynch:

Critérios de Amsterdam modificados (1)

Pelo menos 3 membros da familia afetados por CCR ou tumor associado a S.
Lynch: cancer de endométrio, intestino delgado, ureter ou pélvis renal.
*» Um dos afetados deve ser parente em primeiro grau dos outros dois.
» Pelo menos duas geragdes sucessivas devem ser afetadas.
= Pelo menos um tumor deve ser diagnosticado antes dos 50 anos de
idade.
» O diagndstico de Polipose Adenomatosa Familiar deve ser excluido.

= Os tumores devem ser verificados através de exame histopatoldgico.

Os critérios de Amsterdam modificados reconheceram a importancia dos
tumores extracolénicos para o diagnéstico da sindrome. Porém, esses critérios
poderiam ser pouco sensiveis em casos onde a familia &€ pequena ou a histéria familiar
nao € conhecida. Para o auxilio no diagnostico de casos como estes, portanto, foram
propostas os Critérios de Bethesda, em 1996 (Boland et al., 1998). Estes critérios
descrevem, praticamente, todas as condi¢des clinicas suspeitas da sindrome de
Lynch.

Critérios Bethesda

a) Individuos com dois tumores do espectro Lynch incluindo: CCR sincronico ou
metacrénico, ou cancer extracolonico (endométrio, intestino delgado, de células
transicionais de pélvis renal ou ureter).

b) Individuos com CCR e um parente em primeiro grau com CCR e/ou cancer
extracolénico do espectro Lynch e/ou adenoma colorretal; um dos casos de
céancer diagnosticado antes dos 45 anos de idade, e o adenoma diagnosticado
antes dos 40 anos de idade.

¢) Individuos com CCR ou CE diagnosticado antes dos 45 anos de idade.

d) Individuos com CCR no cdlon direito com padrao histopatolégico indiferenciado

diagnosticado antes dos 45 anos de idade.
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e) Individuos com CCR e tipo celular em anéis de sinete, diagnosticado antes dos
45 anos de idade.

f) Individuos com adenoma diagnosticados antes dos 45 anos de idade.
Em dezembro de 2002, o Instituto Nacional de Cancer (NCI, National Cancer
Institute, USA) realizou um workshop sobre estes critérios Bethesda propondo uma

atualizacao (Vasen, 2005; Umar et al., 2004).

Critérios Bethesda modificados

a) Individuos com diagndstico de CCR antes dos 50 anos de idade.

b) Presenga de tumores sincrénicos ou metacrénicos colorretais ou do espectro
Lynch (endométrio, estdbmago, ovarios, pancreas, ureter, pélvis renal, trato
biliar, tumores cerebrais, adenomas das glandulas sebaceas, ceratoacantomas
da Sindrome Muir-Torre e carcinoma do intestino delgado), independente da
idade ao diagnéstico.

c) Individuos com CCR com histologia MSI-H diagnosticado antes dos 60 anos de
idade.

d) Individuos com CCR com um ou mais parentes em primeiro grau com tumor do
espectro Lynch, sendo um dos casos diagnosticado antes dos 50 anos de
idade.

e) Individuos com CCR e dois ou mais parentes em primeiro ou segundo grau

com tumor do espectro Lynch, independente da idade.

A realizacdo de estudos moleculares e genéticos adicionais, como analise de
Instabilidade de Microssatélites (IMS) no tumor e Imunohistoquimica (IHQ) das
principais proteinas MMR, s&o indicados para pacientes que apresentem algum destes
critérios citados acima. (Vasen, 2005; Lagerstedt Robinson et al., 2007; Lu et al., 2007;
Umar et al., 2004; Abdel-Rahman et al., 2008)

2.5. Papel do Diagnéstico Clinico na Sindrome de Lynch

Mutacdes nos genes MMR tém sido identificadas em mais de 90% das familias
que preenchem os critérios de Amsterdam (Lagerstedt Robinson et al., 2007). Embora
os critérios modificados de Amsterdam sejam muito especificos, apenas 13-36% dos
pacientes com CCR associado a sindrome de Lynch, confirmado por diagndstico
molecular, preenchem estes critérios (Kauff et al., 2007). Por outro lado, critérios
menos estritos como os critérios de Bethesda, resultam em uma menor sensibilidade

mais uma maior especificidade (Lagerstedt Robinson et al., 2007; Kauff et al., 2007).
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Os critérios revisados de Bethesda ndo apresentam protocolos de conduta
(guidelines) para pacientes com tumores de endométrio, mesmo quando o risco ao
longo da vida de desenvolver cancer de endométrio seja elevado. Estudos realizados
com pacientes jovens (menos de 50 anos de idade) sem histéria familiar sugestiva de
sindrome de Lynch mostraram que muitos dos pacientes afetados apresentavam
mutag¢des germinativas em algum gene MMR. Desta maneira, a utilizacdo da “idade
jovem ao diagnostico de cancer’ como critério de selecdo para a realizacdo do teste
genético tem sido muito importante para a identificacao de familias com sindrome de
Lynch (Lagerstedt Robinson et al., 2007; Kauff et al., 2007; Matthews et al., 2008).

2.6. Aspectos Moleculares

2.6.1. Sistema MMR de Reparo do DNA

A sindrome de Lynch é causada por mutagbes germinativas em qualquer um
dos genes do sistema MMR de reparo do DNA. A fungao principal do sistema MMR é
manter a estabilidade gendmica corrigindo erros de pareamento gerados durante a
replicacgdo do DNA (Figura 1) (Peltomaki, 2005; Abdel-Rahman et al., 2008). As
proteinas desse sistema de reparo tém sido conservadas ao longo da evolugao.
Dentre as nove proteinas humanas identificadas (tabela 1), mutagbes em trés delas
(produtos dos genes hMLH1, hMSH2, hMSHG6) séo responsaveis por mais do 95% das
mutacgdes associadas a sindrome de Lynch. Esses genes também estdo envolvidos na
apoptose induzida por sinalizacdo em resposta ao dano, e sua inativacdo nao so6
acrescenta a ocorréncia de mutagcdes, mas também confere vantagens no crescimento

seletivo das células, resultando na formagao do tumor (Peltomaki, 2005).
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Tabela 1. Genes do sistema MMR de reparo do DNA em bactérias, leveduras e na espécie
humana, e a principal conexdo entre a sindrome de Lynch e os genes MMR humanos.
Traduzido e modificado de (Peltomaki, 2005).

E. Coli | S. Cerevisiae | H. Sapiens Papel na predisposicao a sindrome
Msh2 MSH2 Sindrome de Lynch tipico, S. Muir-Torre
Msh6 MSH6 Sindrome de Lynch tipico ou atipico
Msh3 MSH3 Mutacao agsomada a predisposicao
desconhecida
Nao
MutS Mshf identificado |
Msh4 MSH4 Mutacao agsomada a predisposicao
desconhecida
Msh5 MSH5 Mutacao agsomada a predisposicao
desconhecida
Mlh1 MLH1 Sindrome de Lynch tipico
Pms1 PMS2 CCR em idade jovem, Sindrome Turcot,
MutL Mih2 PMS1 Mutacao agsomada a predisposicao
desconhecida
MIh3 MLH3 Sindrome de Lynch atipico?

Entende-se por “Lynch tipico” pacientes que preenchem os critérios clinicos de Amsterdam; e
“Lynch atipico” aqueles que preenchem critérios de Bethesda.

O sistema MMR de reparo é formado por dois complexos moleculares: o
complexo MutS (msh2/msh6) e o complexo MutL (mlh1/pms2). Ambos complexos
protéicos atuam no reconhecimento e no reparo de erros de pareamento incorreto
entre as duas fitas do DNA e loops de inser¢des e/ou delegbes que podem se formar

durante o processo de replicagdo (Peltomaki, 2005; O'Brien et al., 2006).
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Figura 1. Sistema MMR de reparo do DNA.
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2.6.1.1. Complexo MutS

A fungéo principal do complexo MutS é o reconhecimento do erro de
pareamento incorreto entre as duas fitas de DNA. Este complexo pode estar formado
pelos produtos protéicos dos genes MSH2 e MSH6 (heterodimero mhs2/msh6,
chamado MutSa), ou por MSH2 e MSH3 (heterodimero msh2/msh3, chamado MutSp)
(O'Brien et al., 2006). O gene MSH2 esta localizado no cromossomo 2, na posigao
2p22-p21, e esta composto por 16 éxons. O gene MSH6 esta localizado no
cromossomo 2, na posicao 2p16, e esta composto por 10 éxons (http://ncbi.nih.gov/).

O gene MSH2 é o segundo gene mais frequientemente mutado em familias
com sindrome de Lynch, com aproximadamente 200 mutag¢des patogénicas diferentes
responsaveis por 40% de todos os casos de sindrome de Lynch associados a
mutagdes germinativas (Peltomaki, 2005). O produto protéico do gene MSH6 foi
originalmente identificado como uma proteina de unido as bases guanina (G) e timina
(T) (GTBP, GT Binding Protein). De fato, msh6 parece ser a subunidade responsavel
pela unidao ao pareamento incorreto de bases do complexo msh2/msh6 (Peltomaki,
2005). Os produtos protéicos dos genes MSH6 e MSH3 parecem ter fungéo
redundante. O complexo MutSa parece ser responsavel pela correcdo de pareamento
incorreto base-base e algas (loops) de inser¢des ou delegbes de 1 pb; ja o complexo
MutSp é responsavel por corrigir loops de inser¢des ou delegdes de 2 - 8 pb. Os genes
MSH4 e MSH5 nao tém fungao conhecida no sistema MMR e n&o tém sido associados
a predisposicdo para sindrome de Lynch (Peltomaki, 2005; Warren et al., 2007;
O'Brien et al,. 2006).

2.6.1.2. Complexo MutL

O complexo MutL também é um heterodimero e esta formado pelos produtos
protéicos dos genes MLH1 e PMS2. A presenga deste complexo é fundamental para o
sistema MMR, porem ainda ndo se conhece exatamente o seu funcionamento. Sabe
se que o papel de mlh1 no sistema MMR envolve a conexao entre o reconhecimento
do pareamento incorreto e 0os passos posteriores para a corregéo do erro (Peltomaki,
2005; Warren et al., 2007; O'Brien et al,. 2006). O gene MLH1 esta localizado no
cromossomo 3, na posi¢ao 3p21.3, e esta composto por 19 éxons. O gene PMS2 esta
localizado no cromossomo 7, na posicdo 7p22.2, e estda composto por 15 éxons
(http://ncbi.nih.gov/).

Atualmente, cerca de 250 mutag¢des germinativas diferentes em MLH1 sao
conhecidas e 50% delas estdo associadas a sindrome de Lynch. MLH7 € o gene de
susceptibilidade mais importante para a sindrome de Lynch (Peltomaki, 2005; Warren

et al., 2007). Mutagbes germinativas em PMS2 poderiam aumentar a predisposigéo de
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desenvolver CCR aparentemente esporadico numa idade jovem. O gene PMS2
também tem um papel no processo de apoptose, independente de MLH1, fato que
enfatiza a importancia de PMS2 como um gene de susceptibilidade ao céancer
(Peltomaki, 2005; Arnold et al., 2005).

2.6.2. Mutagées Germinativas nos Genes MMR Associadas a Sindrome de Lynch

As anadlises de mutagdes das familias com sindrome de Lynch mostram que
mutagdes em MLH1 ou MSH2 estdo associadas com a forma tipica da sindrome
definida pelos critérios de Amsterdam I, enquanto que mutagcdes em MSH6 e PMS2
nao mostram essa associagdo. Tanto as mutagcbes em MSH2 como em MLH1 sao
consideradas de alta penetrincia e freqlentemente associadas a ocorréncia de
tumores extracoldnicos, com uma maior ocorréncia de tumores extracolénicos em
portadores de mutagdes em MSH2. Familias com mutagdes em MSH6 tém maior risco
de desenvolver cancer de endométrio, 64-71% comparado com 40-50% em pacientes
com mutagdo em MSH2 ou MLH1. Mutagbes em MSH6 resultam em uma deficiéncia
parcial do complexo MutSa e mostram uma forma atenuada da sindrome de Lynch
caracterizada por um aumento na idade ao diagnéstico de CCR e uma penetrancia um
pouco menor até os 70 anos de idade, quando comparada com portadores de
mutagdo em MSH2 ou MLH1. Existe também um aumento do risco de desenvolver
cancer de endométrio em pacientes com mutagédo em MSH6. A base bioldgica destas
diferencas gene-especificas nas manifestagdes fenotipicas € pouco compreendida
(Peltomaki, 2005; Arnold et al., 2005; Warren et al., 2007).

A tabela 2 resume a frequéncia de detecgdo de mutagbes germinativas nos

genes MMR encontradas de acordo com o método de deteccdo utilizado.
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Tabela 2. — Frequéncia de detecgdo de mutagdo germinativa em genes MMR de acordo com a
metodologia diagndstica utilizada (adaptado de Genereviews: http://www.gentests.org ).

Freqgiiéncia de detecgcao de mutacdo com diferentes métodos

Gene Rastreamento de Seqilienciamento Anadlise de rearranjos
mutagoes (*) génico completo (Southern Blot, MLPA)
hMLH1 60%-69% 90%-95% 5%-10%
hMSH?2 50%-69% 50%-80% 17%-50%
hMSHG6 Nao disponivel Nao disponivel Raro

(*) Métodos incluem: IVSP (in vitro synthesized protein assay), SSCP (single-strand
conformational polymorphism assay), DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis), DHPLC
(denaturing high performance liquid chromatography).

2.6.3. Sistema MMR e Instabilidade Genémica

Uma falha ou deficiéncia no sistema MMR de reparo leva a uma substituicao de
bases na seqliéncia de DNA ou pode causar insergoes ou delecbes em seqliéncias
curtas repetidas do genoma chamadas microssatélites, ocasionando a uma perda ou
ganho de unidades de repeticdo nestas regides. Este fendbmeno de alteragdo no
numero de repeticdes nessas regides especificas do genoma, € chamado de
instabilidade de microssatélite (IMS) (Abdel-Rahman et al., 2008)

Os genes MMR se comportam como genes supressores de tumor, onde é
necessaria a inativagdo somatica do alelo selvagem (por delegdo, mutagéo de ponto
ou metilagdo do promotor do gene) para o desenvolvimento do tumor. A taxa de
mutagao das células (em replicagao) com um sistema MMR deficiente aumenta de 100
a 1000 vezes comparadas com células (em replicagdo) normais. O acumulo de
mutacbes acelera o processo carcinogénico e poderia explicar por que a maioria
(~90%) dos pacientes com sindrome de Lynch desenvolve cancer ao longo da vida,
comparado com apenas 5% da populagao geral. Mutagdes derivadas de um sistema
MMR deficiente poderiam afetar genes importantes para a regulagdo do crescimento
celular, em especial aqueles que possuem sequéncias repetidas (microssatélites)
(Arnold et al., 2005; de la Chapelle, 2004; Abdel-Rahman et al., 2008).

2.7. Diagnéstico Molecular

Ao longo destes ultimos anos, técnicas de rastreamento de mutagbes nos
genes MMR tém sido otimizadas. Dentre as técnicas de rastreamento utilizadas para
diagnostico da sindrome de Lynch, a analise de Instabilidade de Microssatélite (IMS) e
a Imunohistoquimica (IHQ) das principais proteinas MMR, s&o as recomendadas e s&o

as mais utilizadas. Porém, em pacientes sem mutagéo de ponto identificada nos genes
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mais comumente afetados (MLH1 e MSH2), a presenga de rearranjos génicos pode
explicar a causa da sindrome. Nestes casos, a técnica de MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification) pode auxiliar no rastreamento de alteragbes genéticas
(Abdel-Rahman et al., 2008).

2.7.1. Instabilidade de Microssatélites (IMS)

A instabilidade de microssatélites pode ser demonstrada em cerca de 90% dos
tumores associados a sindrome de Lynch. Porém, a presenga de IMS no tecido
tumoral, considerada caracteristica tipica da sindrome de Lynch, é observada também
em aproximadamente 15% dos casos de CCR esporadico (Lagerstedt Robinson et al.,
2007; Arnold et al., 2005).

A presenga de IMS em tumores colorretais e em outros tumores de pacientes
com sindrome de Lynch foi importante para associar a sindrome com o funcionamento
incorreto do sistema MMR. O nivel de instabilidade é definido utilizando-se um painel
de cinco marcadores moleculares definido pelo Instituto Nacional do Céncer (National
Cancer Institute) em 1998 (Boland et al., 1998). Considera-se alta instabilidade de
microssatélites (IMS-H: high, alta) quando dois ou mais dos 5 marcadores moleculares
estabelecidos apresentam instabilidade (alteragdo no numero de repetigbes) e baixa
instabilidade (IMS-L: low, baixa) quando um dos 5 marcadores apresenta uma
alteracdo; se nenhum dos marcadores apresentar alteragéo, o fenétipo é chamado de
estabilidade de microssatélites (MSS, Microsatellite Stable) (Arnold et al., 2005; Boland
et al., 1998).

Devido ao fato de que MSH2 e MLH1 sao componentes obrigatérios do sistema
MMR, mutagbes nestes genes provocam um alto grau de IMS (Peltomaki, 2005).
Tumores com mutagdo em MSH2 ou MLH1 apresentam alta instabilidade de
microssatélites (IMS-H) (Arnold et al., 2005). Tumores com mutacdo germinativa em
MSH6 nao apresentam alta instabilidade, pelo contrario, tendem a apresentar baixos
niveis de IMS. Isto pode ser explicado como conseqliéncia da funcédo redundante entre
MSH6 e MSH3 (Shia, 2008).

A IMS pode ser demonstrada em 40-75% dos tumores de endométrio
associados a sindrome de Lynch, mas também é observada em aproximadamente
25% dos casos de cancer de endométrio esporadico. Nos casos esporadicos, o
silenciamento dos genes MMR pode ocorrer devido a alteracdes epigenéticas e, na
maioria dos casos, devido a uma metilagdo (adicao de grupos metil nas regides ricas
em CpG presente nos promotores de alguns genes) no promotor do gene MLH1. O
fenbmeno de metilagdo também tem sido observado no tecido endometrial normal

adjacente ao tecido tumoral, o que pode ser considerado como um fator que
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desencadearia o processo tumorigénico. Estas alteracdes epigenéticas ocorrem
também na maioria dos casos de CCR esporadico que apresentam IMS (Arnold et al.,
2005; Zhang, 2008).

A técnica de analise de IMS oferece as seguintes vantagens: i) pode ser
realizada em qualquer laboratério de biologia molecular: ii) o padrao de instabilidade
(comparando sempre tecido normal com tecido tumoral) pode ser facilmente
reconhecido e reprodutivel; iii) ndo requer patologistas experientes para a
interpretacdo dos resultados; iv) € possivel identificar defeitos no sistema MMR
mesmo quando a alteragéo é devida a mutagdes missense (Shia, 2008).

Uma das desvantagens da técnica de IMS é a nao especificidade para a sindrome de
Lynch, pois como mencionado anteriormente, 10-15% dos casos de CCR e ate 25%
dos casos de cancer de endométrio esporadico apresentam IMS (Arnold et al., 2005;
Zhang, 2008, Shia, 2008). Outra limitacdo desta técnica consiste na quantidade de
DNA de células tumorais requerido para uma correta amplificagdo dos marcadores
moleculares analisados. Para uma analise correta de IMS, pelo menos 70% do DNA
deve ser proveniente de células tumorais. Esta € uma percentagem alta em casos
onde se tem pouco tecido tumoral (bidépsias ou curetagem) e onde € necessaria uma

microdissecgao minuciosa (Miiller et al., 2004).

2.7.2. Imunohistoquimica (IHQ)

A analise por imunohistoquimica das principais proteinas MMR (mlh1, msh2,

msh6 e pms2), pode auxiliar no diagnéstico de tumores associados a sindrome de
Lynch (Lagerstedt Robinson et al., 2007; Halvarsson et al., 2004).
A partir de 1996, anticorpos monoclonais contra as proteinas MMR comecaram a ser
utilizados. Com o reconhecimento da importancia da detecgao de mutagdo em genes
MMR na sindrome de Lynch, varios pesquisadores tém se dedicado ao estudo da
aplicabilidade da utilizagéo da IHQ na avaliagao dos produtos protéicos destes genes,
auxiliando o diagndstico da sindrome (Arnold et al., 2005; Peltomaki, 2005; Matthews
et al.,, 2008). Geralmente, mutagbes patogénicas levam a perda de expressao da
proteina no tecido tumoral. Porém, em alguns casos, dependendo do tipo de mutagao
existente (por exemplo, mutagbes missense) o produto protéico do gene mutado
resulta na formacao de uma proteina defeituosa que pode ser visivel no tecido tumoral
ocasionando um resultado falso positivo, mas sendo considerado como “resultado
normal”. (Arnold et al., 2005; Ainsworth et al., 2004).

A técnica de IHQ utilizada somente para as proteinas mlh1 e msh2 tem uma
menor sensibilidade comparada com o teste de IMS. Porém, a inclusdo das proteinas

msh6 e pms2 ao painel de IHQ incrementa consideravelmente a sensibilidade da
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técnica, resultando em um valor preditivo equivalente ao teste de IMS (Peltomaki,
2005; Ainsworth et al., 2004).

Uma das limitagdes da técnica de IHQ seria a qualidade da coloracdo. Trés
padroes de coloragao tém causado duvidas na interpretagao: i) coloragdo focal (com
intensidade fraca ou sem); ii) auséncia de controle interno positivo; e iii) coloragao
citoplasmatica. Em geral, a presenca de coloragdo nuclear nas ceélulas tumorais,
mesmo quando fraca e focal, € uma evidéncia da expressdo da proteina. Outra
limitacdo da IHQ é a aplicabilidade da técnica em pequenas fragbes de tecido
biopsiado. A auséncia da coloracdo em pequenas amostras pode nao ser
representativa do tumor levando a uma interpretagao incorreta (Ainsworth et al., 2004).

A pesar de algumas desvantagens, a IHQ, portanto representa uma técnica de
rastreamento de facil execugdo e menor custo no auxilio da identificagdo da sindrome
de Lynch (de la Chapelle, 2005; Halvarsson et al., 2004; Arnold et al., 2005; Matthews
et al., 2008).

2.7.3. IMS versus IHQ

Dentre as ferramentas de rastreamento de pacientes em risco, como histdria
familiar, caracteristicas patolégicas do tumor, analise de IMS e deteccao de expressao
de proteinas MMR por IHQ, a utilidade da IMS e IHQ tem sido amplamente estudada
(Ainsworth et al., 2004; Matthews et al, 2008; Modica et al., 2007; Lagerstedt
Robinson et al., 2007; Abdel-Rahman et al., 2008; Muller et al., 2004; Halvarsson et
al., 2004; Shia et al., 2005; Balaguer et al., 2007).

A concordancia entre estes dois métodos de rastreamento ndo € completa. Isto
se deve ao fato de que a IMS pode néo identificar casos que sdo detectados por IHQ e
vice-versa. Especificamente, a analise de IMS pode detectar casos de anormalidades
nos genes MMR que ndo sao contemplados no painel de IHQ; por outro lado, a IHQ
pode detectar casos de mutagdes em MSH6, casos nos quais nem sempre sio
observados IMS, ou a IMS ocorre em uma freqiiéncia muito baixa, levando a um
resultado de IMS negativo. A IHQ é uma ferramenta muito util nos casos de
degradacdo protéica ou na presenca de proteinas truncadas. Porem, ndo € de
utilidade nos casos onde a proteina alterada é o resultado de uma mutagado missense
ou a auséncia da proteina é devida a metilagdo do promotor do gene (Ainsworth et al.,
2004).

A pesar das desvantagens acima citadas, tanto a IMS como a IHQ demonstram
ser técnicas altamente efetivas para rastreamento de mutagdes em pacientes em risco

para sindrome de Lynch. Ambas técnicas sdo complementares e deveriam ser
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utilizadas como ferramenta no auxilio ao diagndstico da sindrome (Shia, 2008,
Ainsworth et al., 2004, Arnold et al., 2005; Zhang, 2008).

2.7.4. Rearranjos Génicos

As técnicas de detecgédo de mutagdes germinativas, como SSCP (Single Strand
Conformation Polymorphism, polimorfismo conformacional de fita simples) e
sequenciamento direto ndo detectam grandes delecdes, duplicagdes ou rearranjos
génicos encontrados freqlientemente em pacientes com sindrome de Lynch (Baudhuin
et al., 2005).

Varios estudos tém demonstrado que os rearranjos génicos sdo responsaveis
por 15 a 55% das mutagdes identificadas nos genes MMR em pacientes com esta
sindrome, dependendo da populagcdo estudada. Considerando estes estudos em
conjunto, estima-se que pelo menos 10-20% dos casos sejam explicados por
rearranjos génicos nos genes MHS2 e MLH1 (de la Chapelle, 2004; Pistorius et al.,
2007; Charbonnier et al., 2002; Plaschke et al. 2003; Zhang et al., 2006 ; Bunyan et
al., 2004; Abdel-Rahman et al., 2008).

A abordagem para submeter um paciente com sindrome de Lynch a analise de
rearranjos génicos em genes MMR tem sido variavel, embora geralmente esta
abordagem tenha sido realizada somente apds obtencédo de resultado negativo do
seqienciamento dos genes MLH1 e MSH2 (pacientes sem mutagdes de ponto
identificaveis nos genes mais comumente afetados). Poucos estudos tém avaliado a
validade de rastreamento inicial de casos suspeitos por esta técnica que tem custo
inferior ao sequenciamento e poderia ser justificada pela relativa frequéncia de
rearranjos em pacientes com sindrome de Lynch (Baudhuin et al., 2005; Charbonnier
et al., 2002; Plaschke et al. 2003; Zhang et al., 2006).

Varios estudos sugerem que a técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification, amplificagdo em multiplex de sondas dependentes de ligagéao) &
uma técnica de alta resolugdo, que oferece uma série de vantagens em relagéo a
outras técnicas para deteccao de este tipo de mutagdes na populacdo em risco para
sindromes de predisposigao hereditaria ao cancer (Baudhuin et al., 2005; Taylor et al.,
2003; Abdel-Rahman et al., 2008).

Rotineiramente, dele¢cdes e duplicagbes de um gene em particular (ou uma
parte dele) ndo séo detectadas por sequenciamento se existir uma copia (alelo) normal
na amostra que esta sendo analisada. A técnica do Southemn Blot é capaz de detectar
grandes rearranjos génicos, mas nem sempre detecta pequenas delegbes ou
duplicagdes. Além disso, ndo é considerada como técnica de facil aplicabilidade

devido a sua complexidade e necessidade de utilizacdo de radioatividade na maioria
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dos protocolos. A técnica do PCR (Polymerase Chain Reaction) pode detectar
mutacdes bem caracterizadas, porém na maioria das situacdes clinicas causadas por
rearranjos génicos, o sitio exato da localizagdo do rearranjo é desconhecido, sendo
necessaria uma abordagem de rastreamento do gene como um todo para identificar as
alteracbes de forma independente de uma caracterizacdo prévia. A técnica de MLPA
pode ser utilizada como uma alternativa para detecgdo de rearranjos génicos,
incluindo pequenas e grandes delecdes ou duplicagdes de varios genes na sindrome
de Lynch (Baudhuin et al., 2005; Pistorius et al., 2007; Shia, 2008).

2.8. Incidéncia

Como o tamanho familiar vem diminuindo, a definicho de uma sindrome
baseada na histéria familiar ficara menos relevante com o passar dos anos. A
incidéncia da sindrome de Lynch no mundo varia de 0.3-5.8%, ou seja, possui uma
ampla variagdo. Para entender esta diferenga deve ser levado em consideragao: 1)
diferenca na incidéncia de mutagbes nos genes MMR nas diferentes populagbes; 2)
diferengas no registro de dados nos diferentes paises; 3) diferengas no método de
calculo de incidéncia; 5) presencga de vieses. Todos estes fatores podem influenciar no
calculo da incidéncia da sindrome Lynch nos diferentes paises e ou regides
geograficas (de la Chapelle 2005; Bonis et al., 2007).

A proporgdo de mutagbes deletéreas identificadas por métodos moleculares
nas familias com diagnostico clinico da S. Lynch (com critérios de Amsterdam), é
muito variavel, sendo a freqiiéncia mais baixa de 30% e a mais alta de 90%.
Certamente, ndo é de se esperar um 100% de concordancia devido as seguintes
consideragdes: (a) possibilidade de encontrar trés pessoas afetadas na mesma familia
devido a ocorréncia de cancer esporadico; (b) ocorréncia de mutagdes em outros
genes de alta penetrancia que nao sédo os genes MMR; (c) presencga de alelos de
baixa penetrancia; (d) os métodos imprecisos de deteccdo de mutagbes (de la
Chapelle, 2005; Bonis et al., 2007).

E importante salientar que a maioria dos estudos populacionais sobre
incidéncia da sindrome, disponiveis na literatura, pertencem a populagdes ocidentais,
predominantemente branca e de paises industrializados. Portanto, € provavel que a
incidéncia desta sindrome seja distinta em paises em desenvolvimento ou em
populagdes ndo-brancas dos paises industrializados (de la Chapelle, 2005).

A proporgao estimada de CCR causados pela sindrome de Lynch depende de
como esta sindrome ¢é definida. Se a definigao tradicional (baseada na histéria familiar
e idade jovem ao diagndstico) é utilizada, aproximadamente 5% de todos os casos de

CCR séao associados a sindrome de Lynch. Deste 5%, 50% ou menos tem mutagao
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identificada nos genes MMR. Uma provavel explicagao para este fato seria a limitagao
nas técnicas de detecgdo de mutagédo, mais do que a possibilidade de genes afetados
desconhecidos (de la Chapelle, 2004).

2.9. Conclusoes

Identificar os pacientes portadores de mutagdes € importante para o manejo do
paciente e de seus familiares. As praticas de prevencao e rastreamento de pacientes
em risco tém considerado principalmente o risco de desenvolvimento de CCR ao
recomendar a realizagcdo de colonoscopia periodicamente. O rastreamento dos outros
tipos de cancer associados a sindrome, por outro lado, ndo tem sido considerado em
sua totalidade. A énfase sobre o CCR na literatura e o nome alternativo da sindrome
como HNPCC provavelmente diminuiria a importancia do risco de ocorréncia de outros
tumores associados a sindrome de Lynch reduzindo assim o rastreamento de
pacientes em risco (de la Chapelle, 2004; Shia et al., 2005).

Homens e mulheres portadores de mutacao tém diferentes riscos de desenvolver
CCR ao longo da vida. Dois estudos demonstraram um risco de desenvolver CCR ao
longo da vida de 74% e 82% nos homens versus 30 e 54% nas mulheres. Estes
estudos demonstraram também um risco de desenvolver CE ao longo da vida de 42%
e 60% nas mulheres (valores que excedem o risco de CCR) e um risco de 12% de
desenvolver outros tumores (Shia et al., 2005; Buttin et al., 2004; Lu et al., 2005;
Modica et al., 2007; Lancaster et al., 2007). O estudo realizado por Donald W. Hadley
e colaboradores (JCO, 2008) (Hadley et al., 2008) propde duas questdes importantes:
(1) alerta insuficiente do risco de desenvolver tumores extracolénicos, em especial
cancer de endométrio, em pacientes portadores de mutagéo para sindrome e (2)
rastreamento insuficiente de cancer de endométrio (comparado com rastreamento de
CCR por colonoscopia) nos pacientes em risco.

Devido ao alto risco de cancer ginecoldgico, especialmente de endométrio, nas
pacientes com sindrome de Lynch, um esforgo adicional deve ser considerado para
que a informagao sobre o risco de cancer e recomendagdes sobre rastreamento e
prevengao atinja um maior numero de familias e de profissionais da saude (Shia et al.,
2005).
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Capitulo 3: JUSTIFICATIVA
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Ao longo destes ultimos anos, técnicas de rastreamento de mutagbes nos
genes MMR tém sido otimizadas. Dentre as técnicas de rastreamento utilizadas para
diagnéstico da sindrome de Lynch, a analise de Instabilidade de Microssatélites (IMS)
e a Imunohistoquimica (IHQ) das principais proteinas MMR s&o as recomendadas e as
mais utilizadas. Porém, em pacientes sem mutagdo identificada nos genes mais
comumente afetados (MLH1 e MSH2), a presenga de rearranjos génicos pode explicar
a causa da sindrome. Nestes casos, a técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification) pode auxiliar no rastreamento de alteragdes genéticas. A
padronizagdo dessas técnicas para o diagnostico molecular da sindrome de Lynch é
de grande utilidade para direcionar o tratamento e o0 acompanhamento de pacientes

com esta sindrome.

Com este estudo, portanto, espera-se desenvolver e padronizar as técnicas de
analise molecular para rastreamento e diagndstico molecular de pacientes em risco
para sindrome de Lynch em nosso meio (Rio Grande do Sul), bem como caracterizar

clinica e molecularmente esses pacientes.
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Capitulo 4: OBJETIVOS
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Objetivo Geral

Desenvolver metodologias de analise laboratorial para o rastreamento e
diagndstico molecular de pacientes em risco para a Sindrome de Lynch e caracteriza-los,

do ponto de vista histo-molecular.

Objetivos especificos

(1) Padronizar a técnica para deteccdo de Instabilidade de Microssatélites,
mediante anadlise comparativa do perfii de um painel de 5 marcadores
moleculares (BAT-25, BAT-26, MONO27, NR21 e NR24) em tecido tumoral e

tecido normal adjacente de pacientes em risco para a Sindrome de Lynch.

(2) Padronizar a técnica para detecgdo da expressao de proteinas do sistema
MMR (mlh1, msh2, msh6 e pms2) por imunohistoquimica em pacientes em

risco para a Sindrome de Lynch.

(3) Padronizar a técnica de analise de metilagdo dos promotores de genes MMR
(MLH1, MSH2 e MSH6) por MS-MLPA em pacientes em risco para a Sindrome
de Lynch.

(4) Padronizar a técnica de MLPA para anadlise de rearranjos génicos nos
principais genes MMR (MLH1, MSH2 e MSH6) associados a sindrome de

Lynch em pacientes com diagnéstico clinico da mesma.

(5) Estudar pacientes em risco para a Sindrome de Lynch (mulheres com cancer
de endométrio em idade precoce e/ou com histdria familiar positiva de tumores
do espectro da Sindrome de Lynch) através da analise de instabilidade de
microssatélites, metilagdo da regido promotora dos genes MLH1, MSH2 e
MSH6 e expressao das proteinas mlh1, msh2, msh6 e pms2 nos tumores de

endométrio por imunohistoquimica.
(6) Estimar a frequéncia de rearranjos génicos nos genes MLH1, MSH2 e MSH6

utilizando a técnica de MLPA em pacientes com diagnéstico clinico da

sindrome de Lynch.
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Abstract

Introduction: Lynch syndrome is an autosomal dominant cancer predisposition
syndrome caused by germline mutations in one of the genes involved in mismatch
repair (MMR): MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2. Clinically, Lynch syndrome is
characterized by early onset (average age 45 years) of colorectal cancer, as well as
extra-colonic cancer, including endometrial, ovarian, gastric, small bowel, pancreas,
hepatobiliary and brain tumors. Male and female carriers of Lynch syndrome-
associated germline mutations have different lifetime risks for CRC and in women
endometrial cancer may be the most common tumor. In contrast to colorectal tumors,
the utility of immunohistochemistry in detecting the MMR deficient phenotype in
endometrial carcinoma has not been well evaluated. Whenever Amsterdam criteria are
not fulfiled, the currently recommended laboratory screening strategies involve
microsatellite instability testing and immunohistochemistry staining of the tumor for the
major MMR proteins.

Objectives: The aim of this study was to estimate the frequency of MMR deficiencies
in women diagnosed with endometrial cancer who are at-risk for Lynch syndrome.
Patients and Methods: Thirty women diagnosed with endometrial cancer under the
age of 50 years with or without a family history and/or women with endometrial cancer
and a first degree relative diagnosed with a Lynch syndrome-associated tumor were
included. To assess MMR deficiencies four methods were used: multiplex PCR, Single
Strand Conformation Polymorphism, Immunohistochemistry and Methylation Specific —
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification.

Results: Twelve (40%) patients with endometrial cancer fulfilling one of the inclusion
criteria that included, but were not limited to Amsterdam and Bethesda criteria, had
results indicative of MMR deficiency.

Conclusion: The identification of 5/10 (50%) women diagnosed EC under the age of
50 years that did not fulfill either Amsterdam nor Bethesda criteria and who showed
clear evidence of MMR deficiency by either IHC or RER phenotype analysis, reinforces
previous suggestions by some authors that these women should be considered at risk

and always screened for Lynch syndrome, at least by IHC.
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INTRODUCTION

Lynch syndrome is an autosomal dominant cancer predisposition syndrome associated
with the development of tumors of the colon, endometrium, ovary, small intestine,
hepatobiliary tract, renal pelvis/ureter, stomach and/or brain at an early age (mean age
at cancer diagnosis is 45 years). Germline mutations in four mismatch repair (MMR)
genes (MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2) have been associated with the Lynch
syndrome phenotype. Loss of DNA mismatch repair in mutation carriers leads to
accumulation of replication errors and genetic instability at short tandem repeat
sequences known as microsatellites. This molecular phenotype, called microsatellite
instability (MSI), is found in the majority (approximately 90%) of Lynch syndrome
associated cancers. Mutation carriers have a lifetime risk of up to 90% of developing at
least one of the tumors of the spectrum. Furthermore, disease penetrance increases
with age and varies according to the type of tumor, reaching 80% for colorectal cancer
(CRC), 60% for endometrial cancer (EC) and not more than 20% for the other cancers

() The clinical diagnosis of Lynch syndrome is made when a family fulfills the

®  Less strict criteria of Bethesda have been used to identify

Amsterdam criteria
individuals at risk for the syndrome due to suggestive family history, early age at CRC
onset or characteristic tumor histologies ©.

Considerable attention has been directed to the risks for CRC development in Lynch
syndrome, as well as CRC screening and prevention strategies in affected families.
However, several studies have shown that male and female carriers of Lynch
syndrome-associated germline mutations have different lifetime risks for CRC and in

women, EC may be the most common tumor (%%

. Furthermore, the mortality
associated with some tumors specific to women (i.e. ovarian cancer) clearly exceeds
that of CRC. For these reasons, current guidelines for female carriers of germline
mutations in the MMR genes include screening strategies to ensure early diagnosis of
gynecologic tumors. The impact of such interventions on cancer incidence and
mortality rates, however, has not been determined *'>'  Approximately 11% of
patients under the age of 50 years diagnosed with EC, regardless of cancer family
history, will have a mutation consistent with Lynch syndrome. Currently, there is no
consensus regarding genetic screening and/or testing in women with early onset EC ©.
Most germline mutations in MLH1 and MSH2, the genes most commonly mutated in
Lynch syndrome, are associated with the typical phenotype and affected families fulfill
Amsterdam Criteria; Mutations in the MSH6 and PMS2 genes are less frequently
associated with the classical phenotype. MSH6 germline mutations have been

described in families with an “atypical” Lynch syndrome phenotype, with the frequent
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occurrence of late onset EC and/or low degree MSI in tumor tissue '®'. The mean
age at CRC diagnosis is 43-46 years in MLH1 or MSH2 mutation carriers vs. 51-57
years in MSH6 mutation carriers. The same trend of later onset of cancer in
MLH1/MSH2 vs. MSH6 mutation carriers is seen for EC, which is generally diagnosed
approximately 5 years later than CRC, Overall, families with germline MSH6 mutations
have the highest risk of developing EC (64-71% compared to 40-50% in MLH1 or
MSH2 carriers) "% 22) gand in these families, mean age at EC diagnosis could be
intermediate between the age at diagnosis in MLH1 or MSH2 mutation carriers (47
years) and those with sporadic EC (62 years) 2.

Whenever Amsterdam criteria are not fulfilled, the currently recommended laboratory
screening strategies for Lynch syndrome involve microsatellite instability (MSI) testing
and immunohistochemistry (IHC) staining of the tumor for the major MMR proteins ),
Both methods are highly effective screening strategies and usually identify correctly the
patients that should be referred to mutation testing ®*. Neither of these methods has
been considered sufficient as single approach for screening in suspicious cases for
several reasons. Although MSI is the phenotypic hallmark of Lynch syndrome-related
tumors, it has also been identified in sporadic cancers: approximately 15% and 17-
23% of nonfamilial CRC and EC, respectively, show MSI, mainly caused by
transcriptional silencing of the MLH7 gene secondary to promoter methylation as a
somatic event and not due to presence of a germline mutation. In these situations,
methylation analysis is useful to identify the somatic event and to determine which
patients should be referred to germline mutation testing. In contrast to colorectal
tumors, the utility of IHC in detecting the MMR deficient phenotype in endometrial
carcinoma has not been well evaluated. Given that endometrial carcinoma is the most
common extracolonic tumor in Lynch syndrome and that MSI endometrial tumors may
also bear prognostic relevance, application of IHC detection of MMR protein
abnormality in these tumors is highly desirable %1022,

The purpose of this study was to estimate the frequency of mismatch repair
deficiencies detected by microsatellite instability, immunohistochemistry and
methylation analysis in women diagnosed with endometrial cancer who are at-risk for

Lynch syndrome.
PATIENTS AND METHODS

Patient recruitment. Women diagnosed with endometrial cancer under the age of 50
years with or without a family history of EC or other Lynch syndrome-associated

tumors, or women with EC and a first degree relative diagnosed with a Lynch
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syndrome-associated tumor were recruited from the gynecology and pelvic surgery
departments of three public hospitals in the city of Porto Alegre, Southern Brazil,
between September 2005 and May 2008. Of a total of 71 women identified as potential
candidates for this study, 30 were effectively included and provided clinical data and
biological samples after informed consent. The study was approved by the local ethics
committee. All patients included in the study provided a blood sample and signed an
authorization for retrieval of paraffin-embedded tumor samples for genotyping. For 8 of
the 30 patients included in the study, only endometrial biopsy samples of the
endometrial tumor were available. Clinical data were obtained from review of medical
records and from patient interviews by a clinical geneticist. Medical and family histories
(FH) were recorded in detailed pedigrees with information traced as far backwards and
laterally as possible, extending to paternal lines and including a minimum of three
generations. Confirmation of the cancer FH was attempted in all cases and pathology
reports, medical records and/or death certificates were obtained whenever possible for
relatives. Detailed information on tumor type, diagnosis and treatment were obtained

for all index cases. Pedigrees were studied by two clinical geneticists.

Genotyping DNA was extracted from paraffin-embedded tumor sections using the
MagneSil Genomic Fixed Tissue System kit (Promega). Normal control DNA was
obtained by either normal tissue microdisected from paraffin-embedded sections under
an inverted microscope or from peripheral blood. DNA obtained from peripheral blood

was extracted using the llustra blood genomicPrep Mini Spin kit (GE Healthcare).

Microsatellite Instability (MSI) and replication error phenotype screening

To assess replication error (RER) status, two methods were used: multiplex PCR and
SSCP. The multiplex PCR assay used was the Promega MSI Analysis System V1.1,
(Promega, Madison, WI, USA) consisting in a panel of five mononucleotide markers
(BAT-25, BAT-26, MONO-27, NR-21, NR-24) incorporated into a multiplex
fluorescence assay with two additional pentanucleotide repeat markers (Penta-C and
Penta-D) to ensure that the tumor and matching normal specimen are from the same
individual. Capillary electrophoresis was performed with an ABI PRISM 3130XL
Genetic Analyser and results were analysed using the GeneMapper ID 3.2 Analysis
Software. The Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) strategy used
involved analysis of BAT-26 mononucleotide repeats by a nonisotopic PCR-SSCP
assay as described by lacopetta et al. *). Tumors were classified replication error
phenotype positive (RER+) when they showed MSI for two or more markers using the

Promega kit or whenever there was a deletion within the hMSH2 polyadenine tract
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BAT-26 identifiable by SSCP. All patients included in this study were initially submited
to MSI analysis using the Promega MSI Analysis System V1.1 method, the SSCP
analysis was performed as a screening technique whenever the first approach yielded

uninterpretable results. All analyses were performed in duplicates.

Assessment of DNA amplificability

To verify the presence of PCR inhibitors in the DNA extracted from paraffin-embedded
tissue, and indirectly, its integrity and amplificability, a Real Time PCR assay using the
Plexor HY System (Bio-Rad IQTM5 Real Time PCR Detection System and Plexor

V15.4.16 Software, Promega) was performed as described by manufacturer.

Immunohistochemistry (IHC)

IHC analysis for mih1, msh2, msh6é and pms2 proteins was performed on formalin-
fixed, paraffin-embedded tissue using commercially available monoclonal antibodies
against MLH1 (Mouse Anti-MLH1 Clone 14, Zymed), MSH2 (Mouse Anti-Msh2 Clone
FE11, Zymed), MSH6 (Purified Mouse Anti-MSH6 Clone 44, Zymed) and PMS2
(Mouse Anti-PMS2 Monoclonal Antibody Clone A16-4, BD Pharmingen) proteins.
Briefly, 3-4um thick formaline-fixed paraffin-embedded tissue sections underwent a
process of deparaffination, rehydration and washing in xylene, graded alcohols and
distilled water, respectively. Blockage of endogenous peroxide activity was preformed
after incubation with 3% H;O,. A TRIS-EDTA buffer at pH 9 with subsequent
microwave antigen retrieval procedure was performed. Antigen-antibody reaction was
visualized using the PicTure™-MAX Polymer Detection Kit (Zymed) and
diaminobenzidine (DAB) as the chromogen. Slides were counterstained with
hematoxylin. Normal tissue adjacent to the tumor was used as positive normal control.
Positive nuclear staining was defined as follows: (i) Pattern 1: <56% of nuclear staining;
(if) Pattern 2: 25% <10% of nuclear staining; (iii) Pattern 3: >10% of nuclear staining.
Negative protein expression was defined as complete absence of nuclear staining
within tumor cells (Pattern 4, also called “Lost’). IHC stains were reviewed
independently by two pathologists who were blinded for results on RER status by either
MSI analysis or PCR-SSCP.

Methylation Analysis

Methylation Specific - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MS-MLPA)
was used to analyse the methylation status in tumor DNA of MLH1, MSH2, MSH6
promoter regions using the SALSA MEO11 kit and protocols provided by the
manufacturer (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands). PCR products obtained
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with the SALSA MEO11 kit were separated by capillary gel electrophoresis in an ABI
PRISM 3130XL Genetic Analyser and analysed using GeneMapper ID V3.2 Software.
Information on both methylation status (10-100% methylated) and copy number
(number of methylated alleles) was obtained by comparing results of undigested and
Hhal digested samples using the Coffalyser V9.4 Software (MRC-Holland,

http://www.mrc-holland.com/). All analyses were performed in duplicates.

Statistical Analysis

SPSS version 15.0 was used for data handling and statistical analyses. For descriptive
analysis, categorical variables were described by their absolute and/or relative
frequencies and quantitative variables were expressed as mean and standard deviation
(SD).

RESULTS

Patients and Tumor Samples

Clinical data on the 30 patients included in this study are summarized in table 1. Eleven
patients were diagnosed with multiple synchronous or metachronous tumors with
colorectal cancer being the most frequent malignancy in these situations (CRC, breast
cancer and ovarian cancer in 6, 3 and 2 patients, respectively). Twenty patients
reported diagnosis of a Lynch syndrome malignancy in a first degree relative; the two
most commonly reported tumors were CRC and EC (data not shown).

Tumors were grouped by histopathological type as endometrioid (n=23, 76.7%) and
non-endometrioid (n=7, 23.3%) cancers. Only the endometrioid tumors were graded
acording to the International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) criteria
(table 2).

RER status analysis

Of the 30 endometrial tumors analysed for MSI by multiplex PCR, interpretable results
were obtained on a first analysis with the Promega MSI Analysis System V1.1 for 11
cases. For the remaining 19 cases with inconclusive results, we evaluated integrity and
amplificability of the DNA samples using an assay to verify PCR inhibitors as described
before. Results from this evaluation demonstrated that for most of the samples with
inconclusive results, the DNA available was of poor quality, likely related to excessive
DNA fragmentation resulting from inadequate tissue fixation protocols (data not
shown). In the remaining 19 samples, RER status was screened by SSCP. The SSCP

RER status analysis was performed as a screening technique whenever the first
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approach vyielded uninterpretable results. In seven cases, RER status could not be
verified by neither of these methods. Overall, of the 23 cases that had interpretable

results seven (30.4%) cases were RER+ (tables 3 and 4).

Methylation Anaysis

Of the 30 tumors analysed for MMR gene methylation, 26 (86.7%) showed normal
methylation patterns (unmethylated promoter region of the MLH1, MSH2 and MSH6
genes), in 2 (6.7%) cases MS-MLPA showed a 50 % reduction of the peaksignal
suggesting an hemimethylated promoter region (hemimethylation of MLH1/MSH6 and
hemimethylation of MLH17). In two cases methylation results were inconclusive (table
4). Overall, complete methylation of one of the MMR gene promoters was not seen in

any case.

Immunohistochemistry (IHC)

IHC results are showed in table 4 and representative cases are depicted in Figure 1.
Of the 30 tumors analysed, negative nuclear staining (loss of nuclear protein
expression) was observed in 2 cases (6.6%) for mlh1, one case (3.3%) for msh2, 5
cases (16.7%) for msh6 and 2 cases (6.7%) for pms2. Loss of protein expression for
two genes was observed in two cases (msh2/msh6 and mlh1/msh6). Absent
expression of at least one MMR protein was observed in 8 (26.7%) cases (table 4). Of
these eight tumors, 3 (37.5%) were RER+ by MSI multiplex PCR analysis or SSCP.

DISCUSSION

In families meeting the Amsterdam criteria, who very likely carry a MMR gene germline
mutation, the initial genetic testing approach is sequencing of the most commonly
affected loci, hMLH1 and hMSH2 ). When this initial testing is negative, a germline
mutation may still be present in hMSH6 or more rarely, PMS2. Many authors have
suggested that IHC analysis should be done initially, not only because it will point out
the candidate gene and thus render mutation testing more cost effective, but also,
because it will indicate RER+ status in those cases where full gene sequencing of
MMR genes fails to identify a mutation (e.g.. when the germline mutation is a

8,18,26)

rearrangement) In highly suspicious cases with normal IHC, MSI analysis

provides additional evidence to determine if a tumor has the RER+ phenotype ('®.
In families fullfilling the Modified Bethesda criteria, IHC and/or MSI analysis screening
followed by genetic testing to detect germline mutations associated with Lynch

syndrome is recommended ®'®. Although the Bethesda guidelines include as a single
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criterion, for screening CRC diagnosed under the age of 50 years, there is no
consensus whether women with endometrial cancer at an early age should be tested.
This is particularly important since EC may be the most common Lynch syndrome-
associated tumor in women and because at least 11% of early onset ECs, regardless
of family history, will be related to a germline MMR mutation ®.

In our study, 12 (40%) patients with endometrial cancer fulfilling one of the inclusion
criteria that included, but were not limited to Amsterdam and Bethesda criteria, had
results indicative of RER+ status, either absent expression of MMR proteins, RER+
phenotype by DNA analysis of mononucleotide markers or both. The major limitation of
our study was the considerable number of tumors that could not be conclusively
analysed for one of the methods, and this was particularly true for MSI analysis using a
PCR-based multiplex reaction for mononucleotide markers that have been validated for
this purpose. Several pre-analytic variables may influence the quality and
interpretability of molecular tests, especially those that require high quality DNA
samples. Recommendations that could improve the performance of archived tumor
samples in molecular diagnosis include compliance to sample collection and
processing (including fixation and paraffination of tissues) and require that health
institutions invest in and adhere to the highest standards for biobanking of human
biological materials. Although interpretability of IHC results may also be affected by
poor quality samples "), we were able to obtain interpretable results for all of the
tumors in this series, including biopsy samples. In addition, IHC is unexpensive,
relatively easy to interpret and is a commonly used technique in pathology laboratories
worldwide “"#). Thus, we suggest that IHC for the four most commonly affected MMR
gene products be considered as the first MMR screening approach whenever there is a
suspicion of Lynch syndrome. MSI analysis and promoter methylation analysis should
be used as additional screening methods in two situations: when the expression of all
four MMR proteins appears to be normal by IHC (MSI, to confirm/exclude MMR
deficiency) and when there is absent expression of mlh1 with immunohistochemistry
(methylation analysis, to exclude somatic methylation of the MLH7 promoter). In poor
quality archival samples, such as those in our series, methylation analysis using more
traditional methods such as bisulfite sequencing that require a significant amount of
DNA, are largely unnefficient. The approach used here, of MS-MLPA is an alternative
which requires small amounts of DNA (20ng) and assesses the methylation status of
promoter regions ©®**". The identification of 5/10 (50%) women diagnosed EC under
the age of 50 years that did not fulfill either Amsterdam nor Bethesda criteria and who
showed clear evidence of MMR deficiency by either IHC or RER phenotype analysis,

reinforces previous suggestions by some authors that these women should be
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considered at risk and always screened for Lynch syndrome, at least by IHC. These
findings should be further tested in a larger series of early-onset endometrial cancer
patients.
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Table 1. Clinical data of the 30 patients included in the study.

Criteria
EC +
affected
Amsterdam Bethesda EC =50 FDR Total
n=4 (13.3%) n=12 (40%) n=12 (40%) n=2 (6.7%) 30
50.25 51.25 45.67 55.5 - Mean
Age Dx EC 7.09 9.83 3.08 0.71 - +SD .
44-59 32-70 41-50 55-56 - Range (min-
max)
2* 7** 2%+ 0 11
42.5 52.86 44.50 - - Mean
Age Dx 2nd 17.67 13.37 4.95 - - £SD
tumor A
30-55 40-78 41-48 ; ; et il
max)
4 9 5 2 20
4.25 1.44 1.80 2.00 - Mean
Number of 3.4 0.73 0.45 0.00 - +SD
affected FDR in
1-9 1-3 1-2 ) ) Range (min:
max)

EC: endometrial cancer. Age Dx EC: age at diagnosis of endometrial cancer; Age Dx 2nd tumor: age of
diagnosis of a synchronous or metachronous tumor; FDR: first degree relatives; Mean: mean value; SD:
standard deviation; Range: minimum and maximum value; (*): two cases of colorectal cancer; (**): four
cases of colorectal cancer, two cases of ovary cancer and one case of breast cancer; (***): two cases of

breast cancer.

Table 2. Characterization of endometrial tumors.

Criteria
Amsterdam Bethesda EC =50 EC +
- affected FDR
n=4 n=12 n=12 n=2
Endometrioid 3 9 9 2
Tumor type Nonendometrioid 1 3 3 0
Grade | 2 8 7 2
FIGO Grade |l 1 1 1 0
FDR: first degree relative
Table 3. RER status results grouped by criteria.
Criteria
EC + affected
Amsterdam Bethesda EC <50 FDR TOTAL
n=4 n=12 n=12 n=2 n=30
RER + 1 3 2 1 7
RER - 3 4 8 1 16
NA 0 5 2 0 7

FDR: first degree relative; RER: replication error phenotype; NA: not avaliable and/or inconclusive.
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Table 4. Histomolecular results

Immunohistochemistry RER status

Criteria ngg:t mlh1 | msh2 | msh6 | pms2 Mu:\tl:ﬁ:ex* SSCP** M ethhclsa;?ghpgtatus
1 EO08 +++ +++ ++ +++ - @ unmet
1 E25 +++ +++ +H+ ++ NA + unmet
1 E26 +++ +++ - +++ NA - unmet
1 E29 +++ +++ +++ +++ - (%] unmet
2 EO2 +++ - - +++ - %] unmet
2 EO03 - +++ +++ ++ NA + NA
2 E04 ++ ++ - ++ NA NA unmet
2 E09 +++ +++ +++ - NA + NA
2 E12 +++ +++ +++ +++ - @ unmet
2 E16 e+ e+ e+ + - %] unmet
2 E17 +H+ +H+ +H+ +4+ NA NA unmet
2 E18 4+ 4+ 4+ e+ NA + unmet
2 E19 4+ 4+ 4+ +++ NA NA unmet
2 E20 4+ 4+ 4+ e+ NA - unmet
2 E21 +H+ +H+ +H+ +4+ NA NA unmet
2 E27 +++ +++ +++ +++ NA NA unmet
3 EO1 +++ +++ +++ +++ - @ unmet
3 EO5 ++ 4 ++ ++ - %] unmet
3 E06 +H+ +H+ - + NA NA unmet
3 EO7 - + - 4 NA + unmet
3 E13 4+ 4+ 4+ 4+ - 0] unmet
3 E14 +++ +++ +++ +++ - %) hemiMet MLH1
3 E15 4+ 4+ 4+ +++ NA - unmet
3 E22 +++ + +++ +++ NA - unmet
3 E23 +++ +++ +++ +++ - @ unmet
3 E24 o o NA + unmet
3 E28 +++ +++ +++ +++ - @ unmet
3 E30 ++ +++ +++ +++ NA NA unmet
4 E10 +++ +++ ++ - NA - hemiMet MLH1/MSH6
4 E11 +++ +++ +++ +++ NA + unmet

1: Amsterdam Criteria; 2: Bethesda Criteria; 3: Endometrial cancer <50 years old; 4: Endometrial cancer
and an affected first degree relative; +: <5% positive nuclear staining; ++: >5%<10% positive nuclear
staining; +++: 210% positive nuclear staining; -: negative nuclear staining (lost); NA: not available; @: not
done; (*) RER+ status was called when 2 or more markers were unstable using the muliplex PCR
analysis, (**) RER+ status was called when BAT-26 profile was comparatively distinct of normal tissue
from corresponding patient by SSCP; unmet: unmethylation; hemiMet: 50% of methylation by MS-MLPA.
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msh2 positive nuclear staining (400X) msh2 negative nuclear staining (400X)

msh6 positive nuclear staining (400X) msh6 negative nuclear staining (400X)

pms2 positive nuclear staining (400X) pms2 negative nuclear staining (400X)
Figure 1. Representative cases of positive and negative nuclear staining for the mih1, msh2,
msh6 and pms2 proteins.
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Abstract

Introduction: Lynch syndrome is an autosomal dominant cancer predisposition
syndrome associated with the development of tumors of the colon, endometrium,
ovary, small intestine, hepatobiliary tract, renal pelvis/ureter, stomach and/or brain at
an early age. Germline mutations in four mismatch repair genes (MLH1, MSH2, MSH6
and PMS2) have been associated with the Lynch syndrome phenotype. Conventional
molecular screening of point mutations in coding regions of the MMR genes, such as
sequencing, fails to detect pathogenic mutations in 14-51% of families meeting the
Amsterdam criteria. Genomic rearrangements account for between 17-55% of
pathogenic mutations in MLH1 and MSH2 in Lynch syndrome families, depending of
the population analised. Limited data about molecular and epidemiologic of large
genomic rearrangements is available from South America.

Objectives: The aim of this study was to estimate large gene rearrangement in MMR
genes by MLPA in Lynch syndrome families fulfilling Amsterdam criteria from Southern
Brazil.

Patients and Methods: A total of 17 unrelated probands fulfilling the Amsterdam
Criteria were included and screening for gene rearrangements in MLH1, MSH2 and
MSH6 was performed by Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)
analysis.

Results: In the 17 probands analysed, no rearrangements in MLH1 and MSH2 were
identified, and one patient showed a deletion in the promoter region of the MSH6 gene.
Conclusion: The identification of one MSH6 rearrangement in a family of our limited

series of patients implies that further studies on larger series should be performed.
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INTRODUCTION

Lynch syndrome is an autosomal dominant cancer predisposition syndrome caused by
germline mutations in one of the genes involved in mismatch repair (MMR): MLH1,
MSH2, MSH6 and PMS2. It is the most common hereditary colorectal cancer (CRC)
syndrome accounting for approximately 3-5% of all CRC diagnoses. Clinically, Lynch
syndrome is characterized by early onset (average age 45 years) of CRC
(predominantly right-sided and mucinous) as well as extra-colonic cancer, including
endometrial, ovarian, gastric, small bowel, pancreas, hepatobiliary and brain tumors -
®. The first formally established guidelines for the diagnosis of Lynch syndrome, the
Amsterdam criteria |, are based on presence of: (i) three or more relatives with CRC,
one of whom being the first-degree relative of the other two; (i) CRC in at least two
generations of the same family and (iii) at least one CRC diagnosed before the age of
50. These criteria evolved to a modified version, the Amsterdam Il criteria, which
incorporated extra-colonic malignancies. It is important to mention that as many as
39% of the families that carry germline MMR gene mutations have a phenotype that
does not fulfill the Amsterdam | criteria. Thus, a different set of criteria, called Bethesda
were developed to help identify individuals who should be considered for further
evaluation for germline mutations in the main mismatch repair genes (MMR genes) if
Amsterdam criteria are not fulfilled "®. MLH1 and MSH2 germline mutations account
for the majority of known mutations in Lynch syndrome families *" and are found in
50-90% of mutation-positive Lynch syndrome families, depending on the population
studied ©®% MSH6 germline mutations are less prevalent and are responsible for
approximately 10% of the mutations encountered in Lynch syndrome families .
Conventional molecular screening of point mutations in coding regions of the MMR
genes, such as sequencing, fails to detect pathogenic mutations in 14-51% of families
meeting the Amsterdam criteria and the reported mutation-negative fractions vary
between 30-92% in families with suspected Lynch syndrome not meeting these criteria
(191 " Large genomic rearrangements, deletions and/or duplications of one or more
consecutive exons are not detectable by sequencing methodology due to the non-
quantitative nature of these techniques. Genomic rearrangements account for between
17-55% of pathogenic mutations in MLH1 and MSHZ2 in Lynch syndrome families,
depending of the population analised. Limited data about molecular and epidemiologic
of large genomic rearrangements is available from South America '2.

In this study we describe the findings of large gene rearrangement screening of MMR
genes by MLPA as the first diagnostic approach in Lynch syndrome families fulfilling

Amsterdam criteria from Southern Brazil.
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PATIENTS AND METHODS

Patient recruitment

Patients fulfilling Amsterdam criteria for Lynch syndrome were recruited from outpatient
clinics of the colorectal surgery, oncology and genetic departments of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, a public University Hospital in Southern Brazil, between
September 2005 and May 2008. The study was approved by the local ethics
committee. A total of 17 unrelated probands were included, and probands provided
clinical data and biological samples after genetic counseling and informed consent.
Additional clinical data (i.e. historical medical information) was obtained and confirmed
by review of the patient’s medical records. Medical and family histories (FH) were
recorded in detailed pedigrees with information traced as far backwards and laterally as
possible, extending to paternal lines and including a minimum of three generations
when possible. Confirmation of the cancer FH was attempted in all cases and
pathology reports, medical records and/or death certificates were obtained whenever
possible for relatives. Pedigrees were studied by two clinical geneticists independently,

who provided confirmation of fulfillment of the Amsterdam | or Il criteria in all families.

DNA extraction
Genomic DNA was obtained from peripheral blood using the llustra blood genomicPrep

Mini Spin kit (GE Healthcare) as described by the manufacturer.

Screening for Gene Rearrangements

Screening for gene rearrangements in MLH71 and MSH2 was performed by Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) analysis using the SALSA MLPA kit
P0O03 (MRC-Holland). For MSH6 rearrangement screening by MLPA, the SALSA MLPA
kit PO72 MSH6 (MRC-Holland) was used. The procedure conditions were performed as
recommended by the manufacturer (MRC-Holland, http://www.mrc-holland.com/).
Multiplex-PCR-amplified products obtained with both SALSA MLPA P003 and P072
MHS6 kits, were separated by capillary gel electrophoresis in an ABI PRISM 3130XL
Genetic Analyser and analysed using GeneMapper ID V3.2 Software. Information on
copy number was extracted with the Coffalyser V9.4 Software (MRC-Holland,

http://www.mrc-holland.com/). All analyses were performed in duplicates.
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RESULTS

Clinical data on the 17 unrelated probands included in this study are summarized in
Table 1. The mean age at diagnosis of the first Lynch syndrome-associated tumor was
41.5 years and the most frequent tumor was colorectal cancer (n=15); endometrial and
ovarian cancer were diagnosed each in only one proband. Off probands included, 14
(82.3%) were diagnosed with their first primary tumor before the age of 50 years.
Among cancer-affected relatives the most frequent tumor type was also CRC, followed
by endometrial cancer, gastric cancer and less frequently ovarian, breast and central
nervous system cancers (data not shown). Four probands had multiple synchronous or
metacrhonous Lynch-associated tumors (three with two primaries and one patient with
four primaries). Thirteen and four probands fulfilled the Amsterdam | and Il criteria,
respectively.

In the 17 probands analysed, no rearrangements in MLH1 and MSHZ2 were identified,
and only one patient showed a deletion in the promoter region of the MSH6 gene,
corresponding to the 317 nucleotides before the ATG initiation site of the gene (Figure
1). The pedigree of the family identified with the MSH6 gene deletion is depicted in
Figure 2.

DISCUSSION

New technical advances, such as conversion technology, semiquantitative multiplex
PCR, in addition to the more traditional Southern blot hybridization, have led to the
identification of large genomic rearrangements, primarily deletions, in a variable
proportion of Lynch syndrome families who are point mutation-negative %2,

In 2002, a new methodology called Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA) was developed. MLPA allows the detection of deletions and duplications in
about 40 genomic DNA sequences in a simultaneous multiplex PCR reaction '?. A
major advantage of this technique is the low concentration of DNA that is required, 20-
200 ng compared to 5-10 ug required in conventional Southern blotting.

Current data indicate that genomic rearrangements account for 17-55% of pathogenic
mutations in MLH1 and MSH2 in Lynch syndrome families, depending on the
population analised and the phenotype of the families studied 721121422 The
prevalence of genomic rearrangements in MSH6 is less well studied, but has been
estimated at 10-20% of all mutations in the MSH6 gene. The studies that identified
MSH6 genomic rearrangements so far have been particulary large Lynch syndrome

cohorts, or endometrial cancer cohorts pre-selected by MSI. Even after pre-screening
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with MSI, the prevalence of genomic rearrangements encountered for MSH6 in relation
o all MMR gene mutations in these series is less than 1%. Devlin et al., (2008)®
conclude that, unlike the other more common MMR genes, genomic rearrangements
do not contribute to a large proportion of mutations in MSH6.

In this study, we found no genomic rearrangements in MLH1 or MSH2 genes.
However, one of the patients showed a deletion in the promoter region of the MSH6
gene, corresponding to the 317 nucleotides before the ATG initiation site of the gene
(P072-B1 MSH6-v06 1208 protocol description ®¥). Although the precise limits of this
deletion in the 5°region of the gene needs to be further defined by sequencing, to our
knowledge this is the first description of a deletion in the promoter region of MSH6.
Large promoter region deletions have been previously identified in MSH2. In the study
of Charbonnier et al. (2002)"", screening for MLH1, MSH2 and MSH6 gene
rearrangements in 61 families meeting the Amsterdam criteria and/or including patients
with multiple Lynch syndrome-related cancers, resulted in the identification of 13
different rearrangements in MSH2 only, and 8 of these involved the MSHZ2 promoter
region.

Furthermore, the finding in this study that the only abnormality found on screening of
17 Amsterdam criteria-positive Brazilian families is in a gene that has been rarely
described as the site of gene rearrangements, is notable. The only two studies
published on the frequency of MMR gene rearrangements in South America are from
Argentina. In the first study (Vaccaro et al., 2007)”), 43 Lynch syndrome families with
Amsterdam | or Il criteria were screened for mutations in MLH1, MSH2 and MSHS6,
including gene rearrangement screening with MLPA, and no large deletions or
duplications were identified. In the second study (Gomez et al., 2008)!"?, among 17
families fulfiling Amsterdam Il or Bethesda criteria, gene rearrangement screening with
MLPA in MLH1 and MSH2 was performed and resulted in the identification of a point
mutation within the hybridization site of one of the MLPA probes, but in no major gene
deletion or duplication.

Although the exact prevalence of MMR gene rearrangements in Lynch-syndrome
families from Brazil and Latin America is still a matter of debate due to the small
number of families studied, the identification of one MSH6 rearrangement in a family of
our limited series of patients implies that further studies on larger series should be
performed. The availability of relatively unexpensive and technically straightforward
rearrangement screening methods, greatly simplifies screening for such mutations and

recently, founder rearrangements have been found in specific populations . |

n
populations where highly prevalent founder rearrangements exist, rearrangement

screening as the first approach for pathogenic mutations may be a cost-effective
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strategy, and has been suggested for some BRCA1 rearrangements described in the
hereditary breast and ovarian cancer syndrome %%,

The exact prevalence of specific MMR gene rearrangements in a given population
should be known before definitive recommendations regarding the routine testing for

large deletions and duplications in these genes is made.
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Table 1. Clinical data of the 17 patients included in this study.

Mean +SD Range (min-max)
41.0 7.6 29-52

Age at diagnosis of the
first cancer (proband)
Number of cancer

affected FDR of the 1.9 1.1 1-5
proband (*)
Mean Age at cancer
diagnosis in the family
Average number of

cancer affected 2.8 0.5 2-4
generations/family

44.8 4.0 36 — 55

FDR: first degree relatives; Mean: mean value; SD: standard deviation; Range: minimum and maximum
value. (*) Amsterdam criteria refer to the family as a whole; proband may have less than two affected first
degree relatives.
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Figure 1. MLPA analysis results from patient GGC1112. (A) Electropherograms of negative
control sample (top panel) and patient GGC1112 (lower panel). Red arrow: deleted probe. (B)
Coffalyser V9.4 Software results from SALSA MLPA kit P072 MSH6 showing the deletion (red
box) in the promoter region of the MSH6 gene of patient GGC1112.
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Figure 2. Pedigree from patient GGC1112, who showed a deletion in the promoter region of
the MSH6 gene. The proband is indicated by an arrowhead. Solid symbols indicate cancer-
affected individuals. CRC = colorectal cancer; EC = endometrial cancer; y = years; double lines
indicate consanguinity between the proband’s parents.
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Capitulo 8: CONSIDERAGOES FINAIS
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As conclusdes deste estudo serdo apresentadas de acordo com os objetivos

inicialmente propostos.

Em relagdo ao objetivo geral “Desenvolver metodologias de analise laboratorial
para o rastreamento e diagnostico molecular de pacientes em risco para a Sindrome
de Lynch e caracteriza-los, do ponto de vista histo-molecular’ conclui-se que ao final
do periodo de doutoramento, foram padronizadas quatro técnicas propostas de
diagndéstico molecular utilizadas no rastreamento de pacientes em risco para sindrome
de Lynch, resultando em dois artigos cientificos. A caracterizagdo histo-molecular foi
realizada em dois grupos distintos de pacientes com diagnéstico clinico e/ou em risco
para Sindrome de Lynch: individuos de familias preenchendo os critérios de
Amsterdam para a Sindrome e mulheres com cancer de endométrio diagnosticado em
idade jovem e/ou com histéria familiar sugestiva da sindrome. As consideragdes finais
(1), (2), (3) e (4) referem-se ao estudo no grupo de mulheres com cancer de
endométrio e relacionam-se com os objetivos especificos 1,2,3 e 5. As consideragdes
finais (5) e (6) referem-se ao estudo de pacientes com historias familiares
preenchendo os critérios de Amsterdam e relacionam-se aos objetivos especificos 4 e
6.

(1) A técnica de deteccdo de Instabilidade de Microssatélites foi padronizada
para analise em DNA extraido a partir de tecido emblocado em parafina. O painel de
cinco marcadores mononucleotidicos incluidos no kit MS/ Analysis System, V1.1
(Promega) (comercialmente disponivel) para analise de instabilidade em DNA
proveniente de tecido parafinado demonstrou ser superior quando comparada com a
técnica de SSCP, no sentido de obtengdo de melhores resultados (menor
subjetividade na interpretagéo) e melhor relagéo custo-beneficio. Porém, em 63,3%
das amostras de cancer de endométrio, ndo foram obtidos resultados interpretaveis.
Demonstramos que o principal motivo para falha desta técnica nas amostras
estudadas foi a qualidade do DNA obtido a partir da extracdo de tecido emblocado em
parafina. Testes de amplificabilidade gendémica (por gqPCR) demonstraram que nos
casos de falha da técnica, o material nao tinha qualidade adequada para amplificacao,
0 que decorre, provavelmente de variaveis pré-analiticas como por exemplo, o
processo de fixacdo do material (tempo de espera até processamento, tempo de
manutencdo do tecido em processo de fixagcdo , uso de formalina ndo-tamponada,
temperatura e qualidade da parafina utilizada, etc). Concluimos entao, que qualidade

do processamento e preparo de amostras parafinadas em todas as etapas até
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inclusao em parafina (inclusive) € um ponto critico para garantir a interpretabilidade
dos resultados de instabilidade de mircossatélites, e que melhorando os protocolos de
fixagdo e a qualidade dos reagentes utilizados para esse processo, a taxa de sucesso

desta técnica certamente seria maior.

(2) A técnica de imunohistoquimica para as quatro proteinas principais do
sistema MMR de reparo (mlh1, msh2, msh6 e pms2) foi padronizada. Esta técnica
demonstrou ser um método eficaz para estudo do sistema MMR na amostra estudada,
tendo sido atingidos resultados interpretaveis em todas analises realizadas. Ademais,
€ uma técnica de facil realizacdo e baixo custo que pode ser utilizada como uma
primeira abordagem no rastreamento de pacientes em risco para sindrome de Lynch
para detectar deficiéncias no sistema MMR nestes pacientes. No entanto, em alguns
casos com instabilidade de microssatélites ou até mesmo mutagdes germinativas em
genes MMR, a imunohistoquimica ndo evidencia alteragbes de expressdo protéica e
por esse motivo ndo deve ser utilizada como unica técnica para rastreamento em

todos os casos suspeitos de Sindrome de Lynch.

(3) A técnica MS-MLPA foi padronizada para sua analise de DNA extraido a
partir de tecido emblocado em parafina. O estudo de metilagdo da regido promotora
dos genes MLH1, MSH2 e MSH6 utilizando esta técnica, pode complementar a analise
por imunohistoquimica na identificacao de deficiéncias no sistema MMR em tumores
de pacientes em risco para sindrome de Lynch. Com a técnica de MS-MLPA foi
possivel analisar o estado de metilagdo da regido promotora dos principais genes
MMR em amostras de tecido tumoral com baixa concentragao de DNA (concentragao
média de 15 ng/ul) com uma taxa de sucesso de 93,3%, que dificilmente seria possivel
com outras técnicas de analise de metilagdo como, por exemplo, sequenciamento

apos modificacdo com bissulfito.

(4) Em uma amostra total de 30 tumores de endométrio estudados, 12 (40%)
apresentaram deficiéncia no sistema MMR por algum dos métodos de analise
laboratorial utilizados (Avaliagdo de instabilidade de microssatélites e/ou IHQ, a
analise de metilagdo dos promotores de genes MMR nestes casos confirmou que nao
se tratava de alteragdes somaticas). Destes 12 tumores, cinco (41,7%) haviam sido
diagnosticados em mulheres sem critérios clinicos para sindrome de Lynch (nem
Amsterdam, nem Bethesda). Diante desses resultados e considerando fatores como
custo, tempo de realizacdo e aplicabilidade no sistema de saude, sugere-se que a

técnica de imunohistoquimica utilizando um painel de quatro proteinas MMR (msh1,

74



msh2, msh6 e pms2) seja aplicada como ferramenta de rastreamento de deficiéncias
no sistema MMR em pacientes em risco para sindrome de Lynch, incluindo mulheres
diagnosticadas com cancer de endométrio antes dos 50 anos de idade, independente
da histéria familiar. A utilizagdo das demais técnicas descritas neste estudo deve ser

utilizada de forma a complementar e auxiliar na definicdo diagndstica de cada caso.

(5) Foi padronizada a técnica de MLPA para analise de rearranjos génicos nos
principais genes MMR. Esta técnica demonstrou ser um método de facil realizagao e
relativo baixo custo quando comparada com outras técnicas de analise de mutagbes
como, por exemplo, sequienciamento. Em relagao a outras técnicas para rastreamento
de rearranjos génicos tais como Southern blot ela oferece adicionalmente a facilidade
do método que nado envolve o uso de radioatividade. O MLPA permite a analise
simultadnea de varios genes em uma uUnica reacao de PCR, diminuindo o custo e o

tempo de analise para o rastreamento deste tipo de altera¢des genéticas.

(6) Utilizando a técnica de MLPA para analise de rearranjos génicos nos
principais genes MMR (MLH1, MSH2 e MSH6) foi identificada uma delegéao na regiao
promotora do gene MSH6 em uma de 17 familias n&o-relacionadas com
heredogramas compativeis com os critérios de Amsterdam, correspondendo a uma
frequéncia de 5,9%. Nos demais casos, ndo foram detectados rearranjos génicos nos
genes analisados. Entretanto, estudos adicionais de rastreamento de rearranjos nos
genes MMR, em séries maiores de casos, poderdo complementar esta estimativa e
definir a validade e aplicabilidade do rastreamento de rearranjos por MLPA como
primeira abordagem nos individuos e familias com diagnéstico clinico de sindrome de
Lynch.

O diagndstico molecular da sindrome de Lynch é complexo e requer a analise
de varios genes associados a sindrome. Pacientes com critérios clinicos de
Amsterdam tem indicagéo de teste genético para identificagdo de mutagdes pontuais
nos principais genes MMR. Em pacientes com critérios de Bethesda, existem diretrizes
que podem ser aplicadas para a identificagdo de mutagdes nestes genes. Entretanto,
ndo existem condutas de rastreamento para outros tumores do espectro Lynch,
principalmente cancer de endométrio, que € o segundo tumor primario mais freqiente
da sindrome, e possivelmente, o tumor mais frequente entre as mulheres afetadas.
Identificar os pacientes portadores de mutagdes associadas a sindrome de Lynch é
fundamental para o aconselhamento genético e manejo adequado do paciente e de

seus familiares.
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Atualmente, ndo ha no Brasil nenhum servigo hospitalar ou ambulatorial do
SUS que oferega rastreamento e/ou diagndstico histo-molecular completo para
sindrome de Lynch. Em um estudo paralelo (anexo 9.1.2, artigo cientifico em preparo
para publicagdo) foi realizada uma analise detalhada de custo das diferentes
metodologias e etapas sugeridas da avaliagdo de pacientes em risco para sindrome
de Lynch, visando a implementagdo de técnicas moleculares (analise de instabilidade
de microssatélites, imunohistoquimica e analise de metilagdo) no SUS (os valores
estimados estédo indicados no fluxograma de avaliagéo sugerido pelos investigadores
na Figura 1 do anexo 9.1.3). Esta informagdo podera sera util para guiar a
implementagdo destas avaliagdes no SUS. Nesse ambito, as técnicas padronizadas
neste trabalho (analise de instabilidade de microssatélites, imunohistoquimica e
analise de metilagdo de genes MMR) poderiam ser implementadas no atendimento
clinico rotineiro de pacientes com suspeita de sindrome de Lynch e em pacientes com

diagnostico de cancer de endométrio antes dos 50 anos de idade.
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9.1. Producéo cientifica no periodo

9.1.1. Polymorphic Variation of Mononucleotide Microsatellites in Healthy
Humans and its Implication for Microsatellite Instability Screening

Cossio SL, Coura Rdos S, Bortolini MC, Giugliani R, Ashton-Prolla P, Prolla JC.
Polymorphic variation of mononucleotide microsatellites in healthy humans and its
implication for microsatellite instability screening. Arq Gastroenterol. 2007 Jan-
Mar;44(1):64-7.
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9.1.2. Microsatellite Instability Testing in Genetically Heterogeneus Populations

Cossio SL, Ashton-Prolla P, Bortolini MC, Coura RS, Giugliani R, Prolla JC.
Microsatellite instability testing in genetically heterogeneous populations. J Clin Oncol.

2007 Mar 1;25(7):913-4; author reply 914-5.
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9.1.3. Anadlise de Custo de Protocolo de Rastreamento Histo-Molecular em
Pacientes com Suspeita Clinica de Sindrome de Lynch

Schlatter, RP; Ashton-Prolla, P; Cossio, SL; Koehler-Santos, P. Analise de Custo de
Protocolo de Rastreamento Histo-Molecular em Pacientes com Suspeita Clinica de
Sindrome de Lynch. Rev HCPA 2008; 28(Supl)

24 Spmang Cresnfon ds Harpivad de Cliwicas de Poria Alegre

Administracio

IMENTIFICAGAD DO CUSTO DETESTE MOLE-
CULAR PARA DETECCAD DE MUTACOES EM
BRCA | E 1 POR DHFLC E SEQUENCLAMENTO

ROZANE FARIAD BCHLATTER. PATRICIA ASHTON-
PROLLA, EDENIE IMEZ PALMERCD, FATRICIA KOE-
HLER-ZANTOS

Intreducio: T ssbalscmmezto do custo das difemmies
tecmicas de biclog: maolecular empragadas s Lybora-
irins de peeqmsa & fundameztal par: o gesweciamesto
adequade do lzborestmio, pots parmiie 3 escolbe des
mezodalogies de melhor custo-bemaficio, = idemtifica-
7dp de despendicios e 2 defsomizagdo do prego des
seovipos. Ohjetivo: O objesivo de oabalie fod defizir o
oo do tests molecular para mesireemncoro de muta-
plas parmrinesives nos gemes BECA 1 e BRCAL por
DHPLL segmdo de saquesciamszio dor Sagmezios
ideztifzados comse variaztes Matodo: A metodalogia
utilizada foi ds estudo da case. O procssse foi dasen-
wvolvide so rquniles quizzesais pelo paniede da seis
messs & pela pozfocpio de mbelas de expezsas. Pam
radz wizpa do teste fol vedficade a técmica vilrzada o
calzalade o custo. Ma etapa de 2zalise od realizade wm
lenaotamezto de prepe jumo 2os laborasorios que
ofarscen: a5 eMAme & foram realizadas comperacies
pom o cowln obdido Deste estado pama 2 vetficacie da
competrividads do costo. Resulades: & rerolizdo do
trakalbo foi 2 defimiclo do cuses da RE 3EE4 M para o
tests molaczlar da rastreameste do pretapies goomi=a-
tivas nos peoas BRCA [ « BRCAY por DHFLC sogm-
do de seqoencizmenio dos fagmemios idenoficados
co=od Tariamies, mm valor compatitivo para parcicipa-
fdo do bospital =o mmrcado. Adicic %%, Ldemtifi-
poez-ie gua & posstral trabalher cops margans de Lzcrs
ez torme de 10 2 1%, possibiliomds o ofeecimesto
do exeme pama presindorzs de sandipos. Conclosie: A
dedarminaclo do custo real do emame poswbilita o
geozcizmazto adequads do laboraterio afrawar dx
definicia do preco de vende dos ssrvigos com walor
competitive no dmbito do mercade camnds potsncial
de emplizclo da oferta do oxmmem. Apoio PP-
GAUTRGS « HCPAL

AWALISE DE CUSTO DE PROTOCOLD DE RAS-
TREANMENTO HISTO-MOLECULAR EM PACTEN-
TES COM SUSPEITA CLINMICA DE SINDROME DE
LYNCH

ROSANE FADXAD SCHLATTER, PATREICIA ASHTON-
PROLLA, SILVIA LILLAMA COSSID PATRETLS BOE-
HLER-S3ANTS

Infredngio: O ssmbalecimento do cusoo das difuremie:
tecnices de biologi: molecolar empragedas sm Iabora-
tarios de peeqmsa & findamezeal para o gessociamezto
adequade do lzboszidmo, pois parmdie a escolhe das

[

mesadologizs da malber costo-benaficte o a desarmina-
clo do prego des servicos. Ohietvor Definir o cusos
des diferemiss mabedologias smpregadas am profoccio
ds rastreamants histe-malecular not casos saspation de
sindroess de Ly=ch, mebomds inse=chiznquimics pare
protainss do siskme bR, ecendo de metilagio dox
genet do sivema BMME ¢ meabilidade da sriceossateli-
e wiliramdo cinpo mercadomes mencmclseddicos
Miroder A mastodolomz uolizada foi de estudo da casc
O proceszo foi desenvolvide sm rsuntdes qaimeemat
pabo parindo de dozs mwses & pala confaocdo de tabales
da expsosas. Para made stapa do tesis foi verficeda &
técmice unlizada & calculado o cuato. Ka etapa de anadi-
t2 foi realirade ue levamtzsanto de preges oo 2o
lzbomatmon que ofececem este axamos & Soram mealiza-
dax conparagiias com o cowio chodo neats esbndo pary
 verificepin dr competishvidads do cosip Jevaniada
Basnltzdes: O remultado do rabalbe f2d 3 defmigio do
custo da BS 76,08 RS 6984 RS 2EE.%6 @ RS 277
perz sximacio de DA & woido emblocado wm parati-
n¢ 9 SiEgue periférico; imunohissogqeimics (3 antScoor-
pos). sstzdo de mettlapio por MLPA @ izstebilidadu de
microssabalines nsrnde § mzrcadores, respectvamemns
Clearvon-se que o custe seticads ol competiive amz
ralacio 2o prafcado por oamos labosztorios comnartials
o Bmasil paoa of exames de momohistogquintica & ms-
tebdlidade de zoiczossatelites. D eshude de meolacis
oo & ofrscido sm oumos lahenabones Bosileacs
Conchozdo: A demrmminacio do custo rezl de axame
possihilSta o gampcizmsoie adsquado do Izborasomo
amevis dr definicio do preco de vands dos warvipes
con: welor infarior mo praccado pelo marcado wazemdo
potezcial para 2 ampliacio da oferta do exams. Apete
PRGAUFRES o HCPA

Z0HA AMBULATORIAL DF PESQUISA: IDEWTI-
FICACAD DOS PRINCIPALS USUARIOS

ROZAME PAIMAC SCHLATTER, INDARS O 3ACCT-
LOTTO ROSA LUCIA VIEIEA MAIDAMA, FEHKIFER B
ZALRFEIRD

Intreducho: A idezmBcacio das sspecialidades que
utiltzem 2 Zoza Ambolytorial de Pecqmica (ZAF] cons-
tibzi-i0 =0 Uma importams forements que servin pary
hebizr 25 aples gersocias volimdas 4 melboma mo
angndicemio aos mjeites & peeqasz @ 20 malbor apro-
veitanamio da arx Suica axistante comwideramde as
necassidedes dos cliwmes. Objedve: JdenfiScar =
sspaciabidade: modicas guo pis whlizeram 2 Fonw
Ambralatomial de Pesquis no e de 2007 MMétodo: &
trakalbo foi realizado amesds de pesgatez Do bamce de
dades dos sictemas corparatvos Informeagias Garanri-
ws (M3 & Aplicafive pera Gosio Hospiolar (AGED
qu& peremiirzm o levantmesto dos dedos efuranies zo
mimsco de cozsulizs mensais por projeic de pesqusa &
2 sdantficacis da erpecialidads par projate. Kezolea-
doz= Em refaglo 3o mimero tomal de comsalag, fiorams
idezsificadas cinco ssperialbdades como mnanoses 15~
mas: sudocrinologiz (3743), Fzecologia (2446), Uro-

B HCPA Z00E 25 Sapl)



|

DiagnasHcn clinica de
HMFCC

Gual gene MR
mitada?

Seqlenciamentas
gena(s) MR
selecientidals)

1: Hée metlade

| Critédes de Bethesda J

et o i RS 111,02
[ e e RS &3
Exprasefia enormil

RS 277 98
Paosifivo

Quol gana MR
alferodo?

|

Metilocdo Enceomar

nveSgacfio

wetiade | T

R: 27894

Expres o normel |

Figura 1. Fluxograma proposto para rastreamento histo-molecular

84




9.1.4. Genomic Rearrangements in BRCA1 and BRCA2: Literature Review (in
press)

Artigo aceito pela revista Genetics and Molecular Biology

Genomic Rearrangements in BRCA1 and BRCA2: Literature Review.
Ingrid Petroni Ewald ", Patricia Lisboa Izetti Ribeiro ", Edenir Inéz Palmero ",
Silvia Liliana Cossio'®, Roberto Giugliani #°, Patricia Ashton-Prolla’#*®
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do Sul, Brazil
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Running Title: Rearrangements in BRCA genes
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ABSTRACT

Women with mutations in BRCA1 or BRCA2 have an increased lifetime risk of
developing breast, ovarian and other BRCA-associated cancers. However, the number
of detected germline mutations in families with the hereditary breast and ovarian
cancer (HBOC) syndrome has been lower than expected based upon genetic linkage
data. Undetected deleterious mutations in the BRCA genes in some high-risk families
are due to the presence of intragenic rearrangements such as deletions, duplications or
insertions spanning whole exons. This article reviews the molecular aspects of BRCA1
and BRCAZ2 rearrangements and their frequency reported among different populations.
An overview of the techniques used to screen for BRCA1 and BRCA2 large
rearrangements is also presented. The detection of rearrangements in BRCA genes,
especially BRCA1, offers a promising outlook for mutation screening in clinical practice,
particularly in HBOC families who test negative for a germline mutation using traditional
methods.
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9.2. Resultados Artigo 1
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Figura 2. Eletroferogramas de uma amostra RER- obtidos com o Software GeneMapper ID
V3.2
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Figura 2. Continuagao.
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9.2.2. Eletroferogramas RER+
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Figura 3. Eletroferogramas de uma amostra RER+ obtidos com o Software GeneMapper ID
V3.2
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9.2.3. Eletroferogramas MS-MLPA
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Figura 4. Eletroferogramas da amostra E10 obtidos com o Software GeneMapper ID V3.2.
Painel superiror: amostra de tecido tumoral ndo digerida com a enzima Hhal; painel inferior:
amostra de tecido tumoral digerida com a enzima Hhal; C: sonda controle (sem sitio de
restricdo para a enzima Hhal - sensivel a metilagéo); setas vermelhas: amplificagdo de sondas
referente aos genes MLH1 e MSH6.
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Figura 5. Eletroferogramas da amostra E14 obtidos com o Software GeneMapper ID V3.2.
Painel superiror: amostra de tecido tumoral ndo digerida com a enzima Hhal; painel inferior:
amostra de tecido tumoral digerida com a enzima Hhal; C: sonda controle (sem sitio de
restricdo para a enzima Hhal - sensivel a metilagédo); setas vermelhas: amplificagdo de sondas
referente ao genes MLH1.
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9.2.4. Resultados MS-MLPA

Tabela 1. Resultados obtidos com o Software Coffalyser V9.4

Nome da

amostra EO1 E02 EO03* EO04 EO05 E06 E07 E08 EO09** E10***
VEITED G Localizagao da sonda Ratio* Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio
sonda (nt)

184 02-047.5 MSH2 1 0 0 0,08 0 0 0 0,05 0,08 033 0,06
400 02-047.5 MSH2 2 0,1 0 0,04 0,11 0,1 0,1 0,16 014 016 0,05
274 02-047.5 MSH2 3 0 0 0,12 0,07 0 0,04 0,06 0,01 0,04 0,03
246 02-047.5 MSH2 4 077 088 168 294 075 1,39 0,8 0,58 1,6 1,33
301 02-047.9 MSH6 5 0,3 0 0,2 023 014 0,18 0,3 0,15 056 0,36
209 02-047.9 MSH6 6 0,24 0 0,11 0,12 0 0,09 008 002 012 047
160 02-047.9 MSH6 7 0,14 0,11 0,22 0,2 0,2 0,14 0,4 0,38 0,61 0,5
237 03-037.0 MLH1 8 0,2 0,09 047 045 0,1 012 046 015 032 043
148 03-037.0 MLH1 9 087 08 078 156 102 082 0,97 1 1,26 1,01
265 03-037.0 MLH1 10 0 0 0,03 0 0 0,37 0,01 0 0,48
198 03-037.0 MLH1 11 0 0 042 O 0 0 019 003 - 0,45
166 03-037.0 MLH1 12 0,06 0 042 018 0,05 0,1 0,35 0,19 0,39
292 03-037.0 MLH1 13 0,12 0 0,27 0,23 0 019 029 008 017 042
220 05-080.1 MSH3 14 0,13 0,13 0,2 0,34 0,1 013 018 012 1,02 0,18
346 05-080.1 MSH3 15 0 0 0,11 0,07 0 0 0,11 0,05 0,3 0,13
283 05-080.1 MSH3 16 0,47 0,4 075 055 069 073 048 067 158 1,1

328 07-006.0 PMS2 17 0,21 0 0,18 016 011 0,21 014 015 034 0,25
142 07-006.0 PMS2 18 0,07 0 0,06 0,02 0,06 0,21 023 027 049 0,65
154 07-006.0 PMS2 19 087 086 078 156 102 082 097 0,06 0,51 0,37
373 10-131.3 MGMT 20 0,36 0 034 028 026 039 039 034 056 045
193 10-131.3 MGMT 21 0,2 0,13 0,38 0,2 0,1 0,2 0,32 0,23 0,4 0,3
319 10-131.3 MGMT 22 0,1 0 0,1 0,12 0 0 0,07 0,06 0 0,05
355 14-074.6 MLH3 23 0 0 0,09 0,09 0 0,11 0,13 0,11 0,25 0,09
202 14-074.6 MLH3 24 1,29 1,06 2,08 1,08 143 1,01 1,14 2,01 1,34 1

310 c 25 0,8 1,03 095 127 1,07 099 1,04 0,92 0,7 0,92
136 ® 26 098 089 075 0,88 1,1 1,05 0,82 0,87 1 1,1

364 c 27 1,02 1,14 1,3 018 095 1,19 1,18 143 264 143
382 c 28 0,75 097 0,71 2,07 095 0,76 096 1,11 0,73 0,83
175 c 29 068 087 106 115 098 1,01 1,15 0,8 0,99 0,86
229 c 30 1,97 1,07 2,8 075 1,02 135 087 1,04 452 123
337 c 31 165 097 077 078 098 096 1,08 0,96 1 0,91
256 c 32 1,72 106 109 156 108 097 095 153 1,96 1,2

Amostras 1 a 10; (*): Ratio 20.7: 100% metilagdo; Ratio 0.3-0.55: 50% metilacdo; Ratio <0.3: 0%
metilagdo ou provavel mistura de células normais e tumorais; (**):Nas amostras EO3 e E09 n&o foi
possivel realizar uma segunda andlise para confirmagéo de resultados por falta de qualidade/quantidade
de DNA extraido, considerando-as como resultado ndo conclusivo; (***): amostra E10 mostrando valores

de 50% de metilagdo nas sondas referentes aos genes MSH6 e MLH1; linhas em cinza, sondas controle.
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Tabela 1. Continuacgéo.

Nome da

amostra E11 E12 E13 E14* E15 E16 E17 E18 E19 E20
VEITED G Localizagao da sonda Ratio* Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio
sonda (nt)
184 02-047.5 MSH2 1 0 0,05 0 0 0 0 0 0 0 0
400 02-047.5 MSH2 2 0,09 0,06 0,1 0,17 0,1 0 0,11 0,12 0 0
274 02-047.5 MSH2 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
246 02-047.5 MSH2 4 0,82 0,86 1 1,07 0,81 1,06 094 074 091 0,93
301 02-047.9 MSH6 5 0,1 0,23 0,1 0,21 0 0 0,12 016 0,16 0
209 02-047.9 MSH6 6 0 0,08 0 0,06 0 0 0 0 0 0
160 02-047.9 MSH6 7 0,11 0,28 0,1 019 014 0,16 0,18 0,2 0,27 0,28
237 03-037.0 MLH1 8 0,08 0,09 0,2 043 012 009 0,17 0,2 0,3 0,18
148 03-037.0 MLH1 9 0,82 0,83 0,9 1,04 109 085 087 075 1,06 0,7
265 03-037.0 MLH1 10 0 0 0 0,48 0 0 0 0 0 0
198 03-037.0 MLH1 11 0 0 0 0,63 0 0 0 0 0 0
166 03-037.0 MLH1 12 0,05 0,04 0 0,51 0,04 0 0,07 0,08 0 0
292 03-037.0 MLH1 13 0,05 0,09 0 0,32 0 0 0,08 0,12 0 0
220 05-080.1 MSH3 14 0,09 0,12 0,1 024 011 024 015 0,17 0,32 0
346 05-080.1 MSH3 15 0 0,13 0 0,1 0 0 0 0 0 0
283 05-080.1 MSH3 16 048 049 0,4 063 055 052 064 0,51 0,77 0,64
328 07-006.0 PMS2 17 0,08 0,1 0,2 019 012 0,11 0,14 014 0,15 0
142 07-006.0 PMS2 18 0,07 0,19 0,1 0,1 0,1 0,08 0,1 0,07 0,09 0,18
154 07-006.0 PMS2 19 0,82 0,83 0,9 1,04 109 085 087 075 1,06 0,7
373 10-131.3 MGMT 20 0,15 0,28 0,5 056 015 0,19 0,29 0,41 0,26 0
193 10-131.3 MGMT 21 0,13 0,13 0,1 043 013 017 024 022 032 0,22
319 10-131.3 MGMT 22 0,03 0,05 0 0,17 0 0 0 0,05 0 0
355 14-074.6 MLH3 23 0 0,06 0,1 0 0 0 0 0 0 0
202 14-074.6 MLH3 24 1,85 0,96 1,2 129 114 158 102 086 117 0,88
310 © 25 0,87 1 1,1 1 0,95 0,91 098 09 088 0,95
136 © 26 0,95 0,86 1 0,89 1,05 1 086 075 1,09 1,05
364 © 27 1,36 1 1 087 109 088 1,02 1,05 1,2 1,15
382 © 28 1,07 1,13 0,9 1,03 0,93 1 1,04 097 084 0,75
175 © 29 0,97 0,98 0,9 0,98 1 0,74 078 078 1,07 0,92
229 © 30 0,99 0,89 1,2 1 093 113 09 103 108 0,77
337 © 31 1,01 1,03 1 1,26 1 1,01 1,07 1,03 094 1,06
256 © 32 1,13 1,09 1,2 1,1 1,03 127 118 1,07 083 1,07

Amostras 11 a 20; (*): Ratio 20.7: 100% metilacdo; Ratio 0.3-0.55: 50% metilacdo; Ratio <0.3: 0%
metilagcdo ou provavel mistura de células normais e tumorais; (**): amostra E14 mostrando valores de 50%
de metilagdo nas sondas referentes ao gene MLH1; linhas em cinza, sondas controle.
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Tabela 1. Continuacgéo.

Nome da

amostra E21 E22 E23 E24 E25 E26 E27 E28 E29 E30
VEITED G Localizagao da sonda Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio Ratio
sonda (nt)
184 02-047.5 MSH2 1 0 0 0 0 0,04 002 005 006 004 0,03
400 02-047.5 MSH2 2 0,11 0 0,1 0,12 0,11 0,1 0,08 005 0,11 0,14
274 02-047.5 MSH2 3 0 0 0 0 0 0 0,01 0,01 0,01 0,02
246 02-047.5 MSH2 4 1,13 1,15 0,71 1,08 076 072 085 089 078 1,09
301 02-047.9 MSH6 5 0 0 0,2 029 017 026 008 0,5 0,11 0,04
209 02-047.9 MSH6 6 0 0 0 0 0,02 0,02 0,01 0 0,02 0,01
160 02-047.9 MSH6 7 0 0 0,2 019 026 0,17 0,2 0,17 017 025
237 03-037.0 MLH1 8 0 0 0,1 026 015 0,19 0,11 019 015 0,16
148 03-037.0 MLH1 9 085 1,13 0,9 0,97 1,01 1,31 0,81 088 055 0,77
265 03-037.0 MLH1 10 0 0 0 0 0,01 0 0,01 0,04 0,01 0,02
198 03-037.0 MLH1 11 0 0 0 0 0,04 0 0,01 0 0 0
166 03-037.0 MLH1 12 0 0 0,1 0 0,17 0,16 0,1 0,07 0,05 0,1
292 03-037.0 MLH1 13 0 0 0,1 0 0,06 008 005 006 007 0,05
220 05-080.1 MSH3 14 0 0 0,1 0,2 0,18 0,04 006 0,09 0,11 0,12
346 05-080.1 MSH3 15 0 0 0,1 0 0,06 0,17 004 003 0,06 0,08
283 05-080.1 MSH3 16 0,45 0,7 0,6 0,76 0,56 0,7 043 043 053 0,4
328 07-006.0 PMS2 17 0 0 0,1 0,16 0,08 0,76 0,11 0,11 0,16 0,12
142 07-006.0 PMS2 18 0 0 0,1 0,09 008 009 008 008 008 0,17
154 07-006.0 PMS2 19 085 1,13 0 0,97 0,04 0,1 0,02 0,03 004 0,12
373 10-131.3 MGMT 20 0 0 0,5 024 042 048 033 029 0,31 0,28
193 10-131.3 MGMT 21 0 0 0,1 0,3 021 015 0,13 0,13 0,2 0,24
319 10-131.3 MGMT 22 0 0 0 0 0,09 007 005 005 005 0,04
355 14-074.6 MLH3 23 0 0 0 0,09 7,05 0,8 0,51 0 0,71 0
202 14-074.6 MLH3 24 1,64 1,27 1,7 1,04 197 158 226 191 1,89 1,73
310 © 25 0,87 1 0,9 103 088 067 086 089 091 0,86
136 © 26 1,03 0,93 1,2 097 098 162 109 112 075 1,08
364 ® 27 1,28 1,2 1,2 1,1 1,21 1,7 1,01 082 1,05 149
382 © 28 0,99 1 1 083 124 107 093 079 1,04 1,17
175 © 29 0,83 0,92 1 0,87 0,96 0,7 086 115 0,79 0,63
229 © 30 1,01 0,99 0,9 126 102 079 122 138 096 084
337 © 31 1,1 1 1 0,91 0,81 1,09 099 1,02 1,2 0,99
256 © 32 0,75 1,07 1,2 1,4 1,26 094 112 098 1,04 1,01

Amostras 21 a 30; (*): Ratio 20.7: 100% metilacdo; Ratio 0.3-0.55: 50% metilacdo; Ratio <0.3: 0%
metilagdo ou provavel mistura de células normais e tumorais; linhas em cinza, sondas controle.
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9.2.5. Heredogramas de pacientes com fenétipo RER+

GGC 855
110272009

. ARecied? = aim

Figura 6. Heredograma paciente EQ2.
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Figura 7. Heredograma paciente EO3.

(24)

(22)

ne

passoGo figasa
dx 46 dx 83

95



ES.D
11/02/2009

|

Figura 8. Heredograma paciente E04.
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Figura 9. Heredograma paciente EO6.
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Figura 10. Heredograma paciente EQ7.
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Figura 11. Heredograma paciente E10.
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Figura 14. Heredograma paciente E24.

99



GGC 1109
D6/02/2009

. ANected? = gim

-

puimio

CCR
dx 30
| ‘ l
; [ ] } |

CCR leucemia CCR CCR mama esthmago

dx 56 dx < 50 dx 50 ox 42 dx 60

utero

dx 59

it 62

"

ccR b | CCR
dx 28 dx 30
thito 38 endomtio
dx 45
l (4B}
——

0 R { \‘|
- - NS

Figura 15. Heredograma paciente E25.
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Figura 16. Heredograma paciente E26.
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9.3. Resultados do Artigo 2

9.3.1. Eletroferogramas
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DELECAO SONDA 301 pb (éxon 1A, gene MSHE)

Figura 17. Eletroferogramas obtidos com o Software GeneMapper ID V3.2 do produto amplificado
com o kit SALSA MLPA P072 MSHG6. Painel superiror: amostra controle normal; painel inferior:
amostra GGC1112; seta: delegao da sonda referente a regido promotora do gene MSH6.
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9.3.2. Resultados MLPA

Tabela 2. Resultados das analises do kit SALSA MLPA P072 MSH6 utilizando o Software

Coffalyser V9.4

Nome

da 1085 1112 1117 876 877

amostra

Tamanho
da sonda Localizagao da sonda Ratio* Ratio Ratio Ratio Ratio

(nt)
402 01-045.6 MUTYH Exon 02 1 Normal (1) Normal (1,03) Normal (0,93) Normal (1,09) Normal (0,97)
419 01-045.6 MUTYH Exon 03 2 Normal (0,98) Normal (1,01) Normal (0,89) Normal (0,96) Normal (0,82)
292 01-045.6 MUTYH Exon 16 3 Normal (0,94) Normal (0,96) Normal (0,99) Normal (0,98) Normal (0,91)
136 02-047.5 TACSTD1 4 Normal (1,12) Normal (1,03) Normal (1,12) Normal (1,1) Normal (1,09)
190 02-047.5 TACSTD1 5 Normal (1,07) Normal (1,03) Normal (1,16) Normal (1) Normal (1,02)
202 02-047.5 MSH2 6 Normal (0,93) Normal (0,94) Normal (1,08) Normal (0,94) Normal (1,13)
353 02-047.5 MSH2 7 Normal (0,99) Normal (0,95) Normal (0,88) Normal (1,02) Normal (1)
336 02-047.6 KCNK12 8 Normal (1) Normal (1,09 Normal (1,04) Normal (0,99) Normal (0,9)
301 02-047.9 MSH6 Exon 01A 9 Normal (0,87) ﬁ Normal (0,91) Normal (1,07) Normal (1,01)
209 02-047.9 MSH6 Exon 01B 10 Normal (1,05) Normal (0,98) Normal (1,16) Normal (1,01) Normal (0,97)
328 02-047.9 MSH6 Exon 01C 11 Normal (0,89) Normal (0,86) Normal (0,83) Normal (1) Normal (0,86)
265 02-047.9 MSH6 Exon 02A 12 Normal (0,99) Normal (0,98) Normal (0,93) Normal (1,08) Normal (0,99)
346 02-047.9 MSH6 Exon 02B 13 Normal (1,13) Normal (0,98) Normal (0,88) Normal (1,01) Normal (1,03)
427 02-047.9 MSH6 Exon 03A 14 Normal (1,03) Normal (0,95) Normal (0,88) Normal (1,07) Normal (1,01)
222 02-047.9 MSH6 Exon 03B 15 Normal (1,22) Normal (1,01) Normal (1) Normal (1,06) Normal (1,02)
364 02-047.9 MSH6 Exon 04 16 Normal (0,89) Normal (0,97) Normal (0,85) Normal (0,98) Normal (0,97)
238 02-047.9 MSH6 Exon 04 17 Normal (0,94) Normal (1,04) Normal (0,99) Normal (0,93) Normal (0,95)
247 02-047.9 MSH6 Exon 05 18 Normal (1,21) Normal (1,06) Normal (1,1) Normal (1,26) Normal (1,29)
274 02-047.9 MSH6 Exon 06 19 Normal (1,06) Normal (1,04) Normal (0,94) Normal (1,02) Normal (1,03)
383 02-047.9 MSH6 Exon 07 20 Normal (1,08) Normal (1,1) Normal (0,96) Normal (1,13) Normal (1,09)
142 02-047.9 MSH6 Exon 08 21 Normal (1,07) Normal (1,15) Normal (1,2) Normal (0,97) Normal (1,02)
160 02-047.9 MSH6 Exon 09 22 Normal (0,91) Normal (0,97) Normal (1,15) Normal (0,9) Normal (0,91)
174 02-047.9 MSH6 Exon 10A 23 Normal (0,9) Normal (1,05) Normal (1,1) Normal (0,9) Normal (0,92)
196 02-047.9 MSH6 Exon 10B 24 Normal (1) Normal (0,99) Normal (1,05) Normal (0,89) Normal (0,95)
318 03-037.0 MLH1 Exon 01A 25 Normal (1,06) Normal (1,06) Normal (1,09) Normal (1,02) Normal (1,11)
148 03-037.0 MLH1 Exon 01B 26 Normal (0,95) Normal (0,95) Normal (1,07) Normal (0,88) Normal (0,9)
166 03-037.0 MLH1 Exon 01C 27 Normal (0,83) Normal (0,93) Normal (1,08) Normal (0,88) Normal (0,77)
256 C 28 Normal (1) Normal (1) Normal (0,98) Normal (0,91) Normal (0,97)
154 C 29 Normal (0,88) Normal (0,97) Normal (1,03) Normal (0,93) Normal (0,99)
130 C 30 Normal (0,95) Normal (1,06) Normal (1,16) Normal (1,01) Normal (0,96)
282 C 31 Normal (1,01) Normal (0,94) Normal (0,92) Normal (0,97) Normal (1,02)
229 C 32 Normal (1,1) Normal (1,07) Normal (1,13) Normal (0,99) Normal (1,12)
436 C 33 Normal (1,02) Normal (1,15) Normal (0,97) Normal (1,17) Normal (1,03)
373 C 34 Normal (1,04) Normal (0,95) Normal (0,82) Normal (1,05) Normal (1,04)
184 © 35 Normal (1,06) Normal (1,02) Normal (1,09) Normal (0,99) Normal (1,02)

(*)Ratio 20.7<1.3: normal , Ratio <0.7: delegdo, Ratio >1.3: duplicagado; linhas em cinza: sondas controle;
(**)Caixa: delegédo da sonda referente a regido promotora do gene MSH6 na amostra 1112.
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9.3.3. Heredograma do paciente com alteragdo detectada por MLPA
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Figura 18. Heredograma do paciente GGC 1112.
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9.4. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
9.4.1. TCLE Projeto 05-383 aplicado ao grupo de pacientes incluidos no Artigo 1
—

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
i

| *
“TRIAGEM MOLECULAR DE TUMORES DE ENDOMETRIO PARA IDENTIFICACAOQ
DE CASOS HEREDITARIOS ASSOCIADOS A DEFEITOS NO SISTEMA MMR-
DE REPARO DO DNA”, i
Silvia Liliana Cossio, Jofio Carlos Prolla, Patricia Ashton-Prolla, Renata Coura,
Mirio Antonello Rosito, Maria Isabel Edelweiss, Luise Meurer, Heleusa Ménego

Os Servigos de Genética Médica, Ginecologia, Colo-Proctologia ¢ Patologia do
" Hospital de Clinicas de Porto Alegre, estéio realizando um estudo sobre fatores genéticds
no cancer de endométrio (Gtero). Em uma fase inicial, estamos tentando identificar
marcadores genéticos em tumores de endométrio de mulheres que tenham tido esse tumor
antes dos 50 anos, que tenham tido esse e outro tumor ou que tenham um familiar de
prime:+o grau (um do pais, um dos irméos ou irmés ou um dos filhos ou filhas) com certos
tipos de cAncer. Serdio estudados alguns marcadores genéticos nos tumores que sdo
chamados de “instabilidade de microssatélites”, “expressdo de proteinas de genes MMR
por imunohistoquimica”, “metilagio de promotor”. A presenga de instabilidade de
microssatélites em um tumor de endométrio parece indicar, com maior fregiiéncia que este’
tumor possa ter sido causado por uma predisposi¢éo hereditaria. Além disso, estes tumores
responds -+ melhor a certos tipos d- “aamento. As analises de imunohistoquimica e
metilacas: e promotor, podem ajud - ~ esclarecer a causa da docngar Efn suma, 0s
resultado: deste estudo poderdio trazer mais informagSes sobre influéneia de fatores
genéticos ::¢ causa, tratamento e progressdo de tumores de endométrio.
Vool estd sendo convidada a participar deste estudo que envolve uma consulta com
médico(a) geneticista. Nesta consulta, cle(a) vai ihe fazer perguntas sobre a sua histéria
pessoal ¢ familiar e registrar todos casos de familiares que tiveram céncer, o tipo e a idade
de diagnostico. Se houver uma possibilidade de ter, na sua familia, uma predisposigéo
hereditiria ao cincer, ele(a) vai lhe explicar o que isso significa, como este diagndstico
pode ser confirmado, ¢ que implicagGes teria para vocé e sua familia. Se vocé preencher os
critérios ja estabelecidos de ingresso no estudo e desejar participar, fard leitura ¢ assinatura
deste termo de consentimento. Estaremos entdo, fazendo a coleta-de’ SmL de sangue e
estyidando uma amostra de seu tumor.de endométrio paraverificar: a.presen¢a dos i - -
marcadores moleculares. Nesta etapa do estudo estaremos estudando ‘o tuinor, através.de;
blocos de parafina que ficaram guardados no laboratério de patologia desde a sua cirurgia '
e/ou do material cirtirgico fresco. Se os resultados deste estudo inicial mostrarem um risco. .
maior para uma tendéncia hereditdria, vocé e possivelmente’ seus familiares . serdo .. -
convidados para uma avaliagio genética no Hospital de Clinicas-de Porto Alegre em uma®.i
etapa posterior. o oL
Vocé pode escolher se quer ou nfio participar do estuda, Se vocg decidir que nfio.
quer participar, isso nfo vai afetar de maneira nenhuma o seu atendimento. Se vocé quiser’” -
participar, uma pessoa da equipe de pesquisa estard & sua’disposi¢do para esclarecer -
dividas. O zesultado desse estudo serd importante para que possamos entender melhor ..
como se comportam os tumores de endométrio hereditérios. Essa informag&o poderd nos © -~
ajudar a acompanhar e tratar melhor as pessoas em risco para este tipo.de clncer. ‘
Se vocé quer participar do estudo, por favor assine este documento. As informagdes
dessa pesquisa serdio utilizadas somente pela equipe de saide. Em caso de publicagHo, os .
dados desse estudo serfio utilizados de forma andnima. Muite obrigada por sua atengdo.
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DOGCUMENTACAO DE CONSENTIMENTO:

1. Declaro ter sido esclarecido sobre a garantia de receber resposta a qualquief pergunta ou’

esclarecimento sobre procedimentos, riscos, beneficios ligados & pesquisa e ao tratamento

e que serei informado quanto ao desenvolvimento de novos exames relacionados. [t
SIM NAO o '

2 Declaro estar ciente de meu direito de retirar meu consentimento a qualquer momento,
sem que isso traga prejuizo a continuidade de meu tratamento.
SIM NAO

3. Declaro ter sido esclarecido que néo receberei nenhum tipo de remuneraggo financeira.
SIM NAO A

4. Declaro ter sido esclarecido sobre a seguranca de que minha identidade seré preservada
e que todas as informagdes por mim fornecidas serdo confidenciais.
SIM NAO

5. Declaro estar ciente de que nfio hd prazo exato ou estipulado para receber resposta do
rasultado desta pesquisa, mas que este serd informado assim que disponivel.

SIM NAO . - (L
6. Declaro estar ciente de que poderei optar por no saber o resultado do teste quando este

estiver disponivel.
SIM ‘ NAO

7. Em caso de impossibilidade de receber o resultado pessoalmente, autorizo
arecebé-lo. :
L
8. Consentimento: Eu expliquei a ] os objetivos €
procedimentos necessarios para este teste genético e os possiveis riscos e beneficios na -
minha melhor capacidade. ' T

Assinatura do entrevistador Nome por extenso ‘ Local e Data,y .

Eu li e recebi uma copia deste formulério de consentimento. Eu concordo_em realizar|a
andlise genética e aceito os riscos. Eu entendo a informagdo fornecida por este documento
e eu tive a oportunidade de fazer perguntas e esclarecer dividas que eu tinha sobre 0 teste,
o procedimento, os riscos associados ¢ as alternativas. - - S

Nome e assinatura do participante LocaleData :- Data de nascimento .

Testemunha Local e Data
Pesquisadores responsaveis: Drs. Jodio Carlos Prolla e Patricia Ashten-Prolla - tel.: 2101-

8011/8844

HCFA / Cops
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9.4.2. TCLE Projeto 05-257 aplicado ao grupo de pacientes incluidos no Artigo 2

“CARACTERIZACAQ CLINICA E MOLECULAR DE PACIENTES COM CANCER
COLORRETAL HEREDITARIO NAO-POLIPOMATOSO (HNPCC)”?
Patricia Ashton-Prolla, Mario Antonello Rosito, Luise Meurer, Suzana Pessini, Heleusa Monego, Maria Isabel

Edelweiss, Silvia Liliana Cossio, Hector Yuri C. Wanderley, Patricia K dos Santos, Jodo Carlos Prolia.

Os Servigos de Genética Médica, Colo-Proctologia e Patologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, em colaboragdo com o Departamento de Genética da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, estdo realizando um estudo sobre fatores genéticos no cancer de célon (intestino). Em
uma fase inicial, estamos tentando identificar marcadores genéticos em tumores de intestino de
pessoas que, além de terem tido céncer de intestino, apresentam pelo menos mais algum familiar
com este diagnostico, tenham sido diagnosticados antes dos 45 anos de idade ou tenham algum dado
sugestivo de uma tendéncia hereditdria ao cdncer. Serdo estudades alguns marcadores genéticos nos
tumores de intestino que sdo chamados de “instabilidade de microssatélites”, “mutagdes no gene K-
ras”, “imunohistoquimica”, “metilagdo de promotor”, “rearranjos gendmicos”, “mutagSes em genes
de reparo” e “andlise de antigenos expressos em tumores”. A presenca de instabilidade de
microssatélites em um tumor de intestino parece indicar, com maior freqiiéncia que este tumor possa
ter sido causado por uma predisposicdo hereditaria. As mutagbes no gene K-ras, quando presentes
parecem indicar doen¢a pode evoluir de forma mais grave e pode ter uma influéncia sobre a
agressividade do tratamento que serd escothido. As anélises de imunohistoquimica, metilagio de
promotor, rearranjos gendmicos ¢ mutagdes em genes de reparo podem ajudar a esclarecer a causa da
doenga. Em suma, os resultados deste estudo poderfio trazer mais informagdes sobre a influéncia de

fatores genéticos no tratamento de tumores de intestino.

Vocé estd sendo convidado a participar deste estudo e isso envolve consultar com médico
geneticista. Na ocasifio ele vai lhe fazer perguntas sobre a sua histéria médica e familiar. Se vocé
desejar participar, fard leitura e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, serd
submetido a uma coleta de sangue para extragfio e andlise de DNA (seu material genético) e
responderd a alguns questiondrios. Além disso, vocé vai fornecer uma autorizagio para que
possamos estudar uma amostra de seu tumor de intestino, que seré retirada de blocos de parafina e/ou
do material cirlrgico fresco que ficaram guardados no laboratério de patologia desde a sua cirurgia
do intestino. Se porventura os resultados deste estudo inicial mostrarem um risco maior para céncer
hereditério de intestino, vocé e possivelmente seus familiares serfio convidados para uma nova
consulta de aconselhamento genético em que os resultados da pesquisa the serfio fornecidos e lhe
serfio transmitidas informagGes sobre recomendagtes de cuidados médicos e de prevengio.

Vocé pode escolher se quer ou nfo participar do estudo. Se vocé decidir que nio quer

participar, isso ndo vai afetar de maneira nenhuma o seu atendimento futuro. Se vocé quiser

< participar, uma pessoa da equipe de pesquisa estaré a sua disposigdo para esclarecer dividas. O

resultado desse estudo sera importante para que possamos entender melhor como se comportam os

tumores de intestino hereditdrios. Essa informagfio poderd nos ajudar a acompanhar e tratar melthor
as pessoas em risco para este tipo de cancer.

Se vocé quer participar do estudo, por favor assine este documento. As informacdes dessa
pesquisa serdo utilizadas somente pela equipe de salide. Em caso de publicagfio, os dados desse
estudo serio utilizados de forma andnima. Muito obrigada por sua atengdo.

G P P G- Recebido
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DOCUMENTACAO DE CONSENTIMENTO:

1. Declaro ter sido esclarecido sobre a garantia de receber resposta a qualquer pergunta sobre
procedimentos, riscos, beneficios ligados & pesquisa e que serei informado quanto ao

desenvolvimento de novos exames relacionados.
SIM NAO

9. Declaro estar ciente de meu direito de retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que

{sso traga prejuizo a continuidade de meu tratamento.
SIM NAO

3. Declaro ter sido esclarecido que néio receberei nenhuma remuneragdo financeira.
SIM NAO

4. Declaro ter sido esclarecido sobre a seguranga de que minha identidade serd preservada e que

todas as informagdes por mim fornecidas serdo confidenciais.
SIM NAO

5. Autorizo o armazenamento da amostra de meu DNA, obtido nesse projeto de pesquisa, para

utilizagdo futura. ;
SIM NAO

6. Autorizo a utilizagio de minha amostra de DNA caso surjam novos estudos sobre marcadores

genéticos do cancer de intestino no futuro.
SIM NAO

7. Declaro estar ciente de que nfio ha prazo exato ou estipulado para receber resposta do resultado

desta pesquisa, mas que este sera informado assim que dispontivel.
SIM NAO

8. Estou ciente de que posso optar por néo saber o resultado do teste quando este estiver disponivel.
SIM NAO

9. Em caso de impossibilidade de receber o resultado pessoalmente, autorizo meu/minha familiar,
Sr./Sra. a recebé-lo.

10. Eu expliquei a os objetivos, riscos, beneficios e procedimentos
necessérios para esta pesquisa, na minha melhor capacidade.

Assinatura do entrevistador Nome por extenso Local e Data
HCPA | GPPG 2 TCLE casos
yrRSAQ APROVADA Versio 05/12/2005
W Oszs5T
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Eu li e recebi uma copia deste formulério de consentimento. Eu concordo em realizar a anilise
genética e aceito os riscos. Eu entendo a informagdo fornecida por este documento e eu tive a

oportunidade de fazer perguntas e esclarecer dividas que eu tinha sobre o teste, o procedimento, os

riscos associados e as alternativas.

Nome e assinatura do participante Local e Data Data de nascimento

Testemunha Local e Data

Pesquisadores responsaveis: Dra. Patricia Ashton-Prolla e Dr. Jo&o Carlos Prolla -

tel.: 2101-8011/8329

A qu A ) T'CLE casos
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9.5. Ficha Clinica

FICHA CLINICA CANCER DE COLON HEREDITARIO

IDENTIFICACAO
1.Data___ /__ [/ ___ 2. Familia No.
3. Nome completo:
4. No. Prontuario: 5. Instit.:
6. Nome de familia materno: 7. Nome de familia paterno:
8. Endereco: 9. Telefone:
10. Municipio: 11. Estado:
12. CEP: 13. Contato (tel):
14. Data de nascimento: __ / [/ 15. Idade: anos
16. Sexo: 1. Masc 2. Fem
17. Etnia: 18. Peso: kg 19. Altura: cm
20. Naturalidade: 21. Estado:
22. Escolaridade: 1. Analfabeto 2. Prim. incompl
3. Prim. Completo 4. Secund. incompl
5. Secund completo 6. Sup incompleto
7. Sup completo
23. Ocupacao: A B.
24, Estado civil:1. Solteiro(a) 2. Casado(a) 3. Vilvo(a)

4. Separado(a)

25 Encaminado(a) por: Dr.(a)

5. Outro:

26. Local de origem: 1. Amb risco HSR
3. Amb Cir HSR
5. Outro:

2. Amb Onco HSR
4. Outro Hospital
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DIAGNOSTICO

27 Caso: 1. Portador de ca. de colon 2. Portador de ca. de ovario

3. Portador de ca. endométrio 4. Familiar com ca de coélon

5. Familiar com ca de ovario 6. Familiar com ca de endométrio
28. Médico e /ou instituicao onde foi feito o] diagnéstico:
29. Data do diagnéstico: /[ 30. Localizagao:
31. Idade do diagnéstico: anos 32. Tipo histologico:
33. Estagio: T N M
34. ACOMPANHANTES: 1. Sim 2. Nao
35.Quem ? 1.Mae 2.Pai 3. Irmao/lrma 4. Tioltia

5. Conjuge 6. Amigo(a) 7. Outro

36.HDA:
37.HMP:
38.HCP:

RASTREAMENTO PARA CANCER: Realiza atualmente:

39. Sangue oculto nas fezes 1. Sim 2. Nao 40. Periodicidade:

41. EGD 1. Sim 2. Nao 42. Periodicidade:

43. Colonoscopia 1. Sim 2. Nao 44. Periodicidade:

45. Retossigmoidoscopia 1. Sim 2. Néo 46. Periodicidade:

47. Exame clinico 1. Sim 2. Néo

48. Periodicidade: 1. Semanal 2. Mensal 3. Semestral 5. Anual
6. Bi-anual 7. Outro
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REVISAO DE SISTEMAS:

49.Constitucional

56.Pele

50.0lhos

57 .Musculo-esquel.

51.0RL

58.Neurolégico

52.Respiratério

59.Psiquiatrico

53.Cardiovascular

60.Endocrinolégico

54.Gastrointestinal

61.Hematologico

55.Genito-urinario

62.Imunoldgico

FATORES DE RISCO PARA CANCER DE COLON

63.Historia familiar de CCR 1. Sim
64.Doenga inflamatodria intestinal 1. Sim
65.Dieta rica em gorduras e pobre em fibras 1. Sim
66.Historia pessoal de adenomas ou CCR 1. Sim
67. CONSUMO DE ALCOOL: 1. Sim 2. N&o
68. Tipo: 1. Cerveja 2. Vinho 3. Destilados
69. Volume: copos/doses

70. Frequéncia: 1. Diério 2. Semanal 3. Mensal
71. EUMO: 1. Sim 2. Nao 73. Ha:

72. No. cigarros/dia:

73. HEREDOGRAMA

2. Nao

2. Nao

2. Nao

2. Nao

4. Anual

anos
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74. DADOS RESUMIDOS DA HISTORIA FAMILIAR

Nome de Familia Descendéncia /Grupo étnico
Avd materno 75. 76.
Avo materna 77. 78.
Avb paterno 79. 80.
Avé paterna 81. 82.
83. Consangitiinidade: 1. Sim 2. Nao

84. NUmero casos de ca de colon na familia:

85. Numero casos de ca de célon < 50 anos:
86. Idade média dx casos de ca colon (anos):
87. Outros tumores : 1. Sim 2. Nao
88. Outros tumores tipo/N: 1. Endométrio 2. Ovario 3. Pancreas

4. Vias urinarias 5.Gastrico 6.Pele

7. SNC

FAMILIAS COM POLIPOSE:

89. Presenca de CHRPE? 1. Sim 2. Nao

90. Sugere: 1. FAP classica 2. FAP atenuada
4. Peutz-Jeghers 5. Gardner

FAMILIAS SEM POLIPOSE:

91. Preenche critérios de Amsterdam ? 1. Sim
92. Preenche critérios de Bethesda ? 1. Sim
93. Sugere: 1. HNPCC 2. Muir —=Torre

PROBABILIDADE DE MUTACAO EM GENES MMR:

94. MSI: 1. Positiva 2. Negativa
95. Modelo probabilidade 1
96. Modelo probabilidade 2

EXAME FiSICO:

3. Polipose coldnica juvenil
6. Turcot

2. Nao

2. Nao

3. Turcot

3. N&o realizada

AVALIACAO RADIOLOGICA:
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CONSULTORIAS:

IMPRESSAO:

RECOMENDAGCAO QTO. TESTE GENETICO: 1. INDICADO 2. NAO INDICADO

PLANO:

RECOMENDAGCOES DE PREVENCAO/DIAGNOSTICO PRECOCE:

ASPECTOS ESPECIAIS DO ACONSELHAMENTO GENETICO:

DIAGNOSTICO:

ATENDIDO POR: CREMERS:
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CONSULTAS DE SEGUIMENTO

CONSULTA # 2 DATA: /| ACOMPANHANTES:
;NSULTA #3 DATA:__/ _/ _ ACOMPANHANTES:
CONSULTA # 4 DATA: /| ACOMPANHANTES:
CONSULTA#5 DATA: /| ACOMPANHANTES:
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