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1- INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) representa um importante problema de salde
mundial, sendo um dos mais incidentes e prevalentes no Brasil e em todo o mundo
(LEON et al., 2017). E o terceiro cancer mais comum e a segunda causa de morte por
cancer nos paises desenvolvidos. No Brasil, excetuando-se o cancer de pele nédo
melanoma, o cancer de intestino tem sido o terceiro mais frequente entre homens e o
segundo em mulheres (FORMAN, et al., 2014; Ministério da Saude, 2015; INCA,
2018).

Estima-se que 20-30% de todos os tumores colorretais apresentam algum
componente hereditario, incluindo-se a genes de baixa penetrancia e com heranca
multifatorial. MUTYH é um gene de reparo por excisdo de bases que detecta e protege o
DNA contra dano oxidativo. Individuos com mutacfes germinativas em ambos 0s
alelos, se sdo homozigotos ou heterozigotos compostos, desenvolvem polipose
associada a MUTYH (MAP), uma doenga autossOmica recessiva com risco

substancialmente aumentado de desenvolver cancer colorretal (WIN et al., 2014).

O entendimento da base genética dessa doenca, mesmo ndo estando completo,
melhorou as estratégias de rastreamento e prevencdo, e podera também melhorar as
opcOes de tratamento. Mutacbes em MUTYH ocasionam um fenétipo semelhante a
Polipose Adenomatosa Atenuada. Esta sindrome é caracterizada por um quadro mais
brando das caracteristicas desenvolvidas na Polipose Adenomatosa Familiar (FAP),
doenca hereditdria marcada pelo surgimento de centenas a milhares de polipos
adenomatosos colorretais durante a segunda ou terceira década de vida. (BEGGS e
HODGSON, 2008).

A MAP difere do fendtipo clinico da polipose classica, pois apesar de o risco de
desenvolver cancer colorretal ser em torno de 100%, os pacientes tendem a desenvolver
polipose mais tardiamente (30-50 anos de idade), desenvolvem um menor nimero de
polipos (SAMPSON et al., 2005). Além disso, diferentemente do que ocorre com
mutacBes no gene APC (que ddo origem a FAP), a heranc¢a por mutacdo em MUTYH ¢é
autossdmica recessiva, ou seja, para que o fenotipo se manifeste duas cépias alteradas
de MUTYH devem ser herdadas (mutacdes bialélicas) (BEGGS e HODGSON, 2008).



O gene MUTYH esté localizado em 1p32-34, apresenta 16 éxons e codifica uma
proteina de 535 aminoacidos que atua no reparo de DNA por excisdo de base
(SAMPSON et al. 2005). O produto do gene MUTYH é uma DNA glicosilase que
juntamente com os produtos dos genes OGG1 e MTH1 realizam o reparo de exciséo de
bases danificadas do DNA. No processo normal de metabolismo aerdbico, as formas 8-
dihydro-8-oxoguanina (8-oxoG) geradas por danos oxidativos ao DNA pareiam-se
rapidamente com adenina. A proteina MUTYH age removendo da fita de DNA a base
adenina mal pareada a 8-oxo-guanina. Este pareamento erroneo, caso nao seja reparado,
levard a formacdo de mutacBes por transversdes de G:C para T:A (BEGGS e
HODGSON 2008).

As variantes mais patogénicas de MUTYH sdo variantes missenses e apenas uma
minoria consiste em locais de splicing ou truncamento. Neste gene, foram identificados
dois hotspots, p.Tyr179Cys (exon 7) e p.Gly396Asp (exon 13) que sdo prevalentes em
populacdes de origem europeia e sdo responsaveis por cerca de 80% de todos os alelos
mutantes relatados. Na populacéo brasileira, um artigo publicado com pacientes com
fenotipos clinicos de MAP, FAP e sindrome de Lynch identificou 6,6% (4/60) dos
pacientes com estas duas mutacdes de ponto de acesso em um estado bialélico
(PITROSKI et al., 2011; TORREZAN et al., 2013).

Até 2011, ndo havia nenhuma duplicacdo ou dele¢es gendmicas descrita neste
gene em qualquer populacdo. Torrezan et al. (2011) identificaram e caracterizaram 0
primeiro grande rearranjo genémico descrito para MUTYH. Esta alteracdo € uma
delecdo que envolve os éxons 4 a 16 deste gene, e foi identificada em homozigose em
um paciente através de PCR multiplex e CGH-array. No mesmo periodo um estudo
independente realizado por um grupo francés identificou este mesmo rearranjo em um

de seus pacientes com polipose (ROULEAU et al., 2011).

Além dessas variantes ja relatadas, aproximadamente 300 alteracbes foram
descritas em MUTYH, sendo que cerca de 80 delas sdo comprovadamente mutacdes de
susceptibilidade a adenomas e carcinomas colorretais (LOVD Database). Estudar estas
alteracdes na populacdo piauiense é importante para entender melhor a alta incidéncia
deste tipo de céncer no estado. Assim, quanto mais alelos forem identificados e um
maior espectro de mutacBes for encontrado, mais eficiente serd o rastreamento e

aconselhamento genético dos pacientes.
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer colorretal

2.1.1 Epidemiologia

O CCR ¢ considerado um grande problema de satde publica no mundo por ser o
terceiro tipo de cancer mais comum a nivel global, com incidéncia de 1,4 milhdo de
casos, situando-se apos os canceres de pulmédo e mama. CCR é a quarta causa de 6bito
por cancer no mundo e o segundo tipo de cancer mais comum nos paises ocidentais. No
Brasil, é o terceiro tipo de cancer mais frequente em homens correspondendo cerca de
10% dos casos, e 0 segundo em mulheres com 9,2%. Estima-se que no biénio 2018-
2019 no Brasil, ocorrerdo, 17.380 casos novos de cancer de cdlon e reto em homens e
18.980 em mulheres para cada ano. (DE MENESES et al., 2016; INCA, 2018).

O CCR costuma ser considerado uma doenga mais frequente em pessoas idosas,
onde na maioria das vezes € diagnosticada durante a quinta e sexta década de vida, com
maior prevaléncia em homens. Em cerca de 0,8-14% dos pacientes, o CCR é
diagnosticado antes dos 40 anos. Nos Ultimos anos tem-se observado um crescimento na
incidéncia de CCR em pacientes com idades entre 20 e 34 anos e também entre pessoas
com idade de 35 a 49 anos (CAMPOS et al., 2017).

2.1.2 Fatores de risco

O cancer colorretal é determinado por fatores hereditarios e extrinsecos, no qual,
entre os principais estdo: o tabagismo, sedentarismo, excesso de bebidas alcoodlicas e
uma dieta alimentar baseada ingestdo de gordura animal e pobre em fibras vegetais. As
mutacles herdadas também sdo consideradas um fator de risco inicial importante, no
qual o individuo nasce com defeitos genéticos e tem 0s primeiros passos para o

desenvolvimento da carcinogénese, o que resulta em um aumento do risco de tumores e
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diminui o tempo de aparecimento dos primeiros sintomas (ROSSI et al. 2009;
ERRANTE, 2016).

Com base nos critérios clinicos os carcinomas colorretais podem ser
classificados em: (1) cancer esporadico, representado mais de 75% dos casos de
carcinomas colorretais, sendo caracterizado pelo aparecimento esporadico, sem
evidéncias de padrdes ou sindromes de heranca familiar e acometendo pessoas com
mais de 60 anos, (2) cancer colorretal hereditario sem polipose , responsavel por cerca
de 5-10% dos casos, sendo o cancer mais comum de predisposic¢do hereditaria e tendo
como causa principal mutacdo nos genes de reparo do DNA, localizados nos
cromossomos 2, 3 e 7, e (3) tumores colorretais que ocorrem na polipose adenomatosa
familiar (FAP), sindrome de predisposicdo hereditaria bem definida, a qual consta de
menos de 1% dos casos de cancer colorretais (LASSANCE et al. 2012; SILVA e
ERRANTE, 2016).

2.1.3 Carcinogénese colorretal

A carcinogénese é definida como um processo em multiplas etapas decorrente
do acimulo de vérias mutagdes, tanto a nivel fenotipico como genético (ROBBINS;
COTRAN, 2010). Os primeiros passos para sua compreensao foram realizados com
estudos de cancer colorretal, o qual se desenvolve por alteracbes gradativas de
modificacbes genéticas no epitélio intestinal que podem provocar mudancas
histoldgicas e moleculares que levam a uma sequéncia definida de mdltiplas etapas
conhecida como “sequéncia adenoma-carcinoma”. Através da analise da variagdo
génica nesta sequéncia, verificou-se que ocorre uma série de mutacdes em genes que
expressam proteinas com acdo sobre o ciclo celular. Observando as diferencas
clinicopatolégicas e genéticas do CCR, sugeriu-se a existéncia de outras vias
carcinogéncicas e, atualmente, os modelos genéticos que mais se destacam sdo: via da
instabilidade cromossémica ou via supressora, via de instabilidade de microssatélites ou
via mutadora. (PINHO, 2008; PITROSKI, 2010; SOUZA et al., 2014).
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2.1.3.1 Via de instabilidade cromossomica (CIN) ou sequéncia adenoma carcinoma.

E verificada em 65-70% dos casos de CCR esporadicos e na Polipose
Adematosa Familiar (FAP). No primeiro modelo descrito, para a sequéncia adenoma-
carcinoma, 0 processo de alteracbes moleculares de sequéncia estabelecido, inicia-se
pela inativagdo do gene APC desregulando o crescimento celular, causando a formagéo
de um adenoma a partir da mucosa colica normal, seguindo com a inativacdo do
oncogene KRAS, que é responsavel pela progressao do adenoma. Posteriormente, ha a
delec@o do gene supressor de tumor DCC (delecdo em carcinoma colorretal) e outros
genes localizados no brago longo do cromossomo 18, e encerra com a perda da regiéo
17p, na qual encontra-se o gene TP53 (LIMA et al., 2006; PITROSKI, 2010; SOUZA,
2014; POPOUTCHI, 2016; HOBBINS; COTRAN, 2010; SOARES 2016).

2.1.3.2 Via de instabilidade de microssatélites (MMR)

E um das vias mais comuns em pacientes com CCR e é considerada um
fendmeno hipermutével, caracterizado por pequenas dele¢es de 1 a 5 nucleotideos no
DNA do tumor. A delecdo de microssatélite possui dois mecanismos que levam a um
defeito na nas proteinas de reparo. Na primeira, ocorre mutagfes germinativas nos genes
de reparo do DNA (Mismatch Repair- MMR), o que leva erros no pareamento de
nucleotideos durante a replicacdo, resultando em deficiéncia nas proteinas de reparo do
DNA. Este mecanismo é encontrado em 90% dos pacientes com tumores associados a
Sindrome de Lynch. O segundo mecanismo, corresponde a um silenciamento dos genes
MMR por hipermetilacdo, usualmente no gene MLH1, um dos mais frequentemente
observado no cancer esporadico (PITOSKI, 2010; SILVA, 2011; POPOUTCHI, 2016;
SOARES, 2016).
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2.2 Sindromes de cancer colorretal hereditario

As sindromes hereditarias associadas ao CCR correspondem a cerca de 10% dos
casos e ocorrem principalmente devido a mutagdo germinativa em um gene de
predisposicdo ao CCR, onde os portadores herdam uma mutagdo deletéria de seus pais.
Sao condigdes hereditarias frequentemente associadas ao CCR: o cancer colorretal
hereditario ndo polipose (HNPCC), também denominada sindrome de Lynch e a
polipose adenomatosa familiar (FAP), Polipose associada ao MUTYH (MAP), entre
outras (VALADAO et al. 2008; SCHNEIDER, 2015).

2.2.1 Sindrome de Lynch (SL)

A Sindrome de Lynch (SL) é uma sindrome hereditaria autossomica dominante,
associada a mutacdes em genes de reparo do DNA MLH1, MSH2, MSH6, PMS1 e
PMS2 de células germinativas, representando a forma mais comum de CCR hereditario
correspondendo cerca de 3% de todos os casos de CCR. Alteracdes nesses genes
causam instabilidade genémica nos microssatélites o que resulta no aparecimento de
tumor. Os individuos portadores da predisposicdo genética apresentam um risco de
desenvolvimento de cancer no endométrio em torno de 30 a 70% e de CCR de 70% a
80%. Outros tumores associados a SL sdo: trato urinario (8,4%), ovario (6,7%),
estdmago (5,8%), intestino delegado (4,3%), trato hepato-biliar e pancreatico (4,1%), e
cérebro (2,1%). Entre as caracteristicas de Lynch, estd o aparecimento precoce de
tumores em idade média de 44 anos, com preferéncia para o lado direito do c6lon em
60% a 80% dos casos, cursando com lesdes sincrénicas ou metacrénicas em 45% das
vezes (ROSSI et al., 2009; PITOSKI, 2010; PINHEIRO, 2014). Em aproximadamente,
80% dos casos, as mutagdes ocorrem nos genes MLH1, MSH2 e MSH6, que compdem
um dos sistemas de reparo do DNA (NASCIMENTO, 2017).

2.2.2 Polipose Adematosa Familiar (FAP)
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A Polipose Adenomatosa Familiar (FAP) é uma doenca hereditaria de caréater
autossomico dominante, igualmente distribuida entre o0s sexos. Origina-se,
principalmente, a partir da mutacdo na linhagem de células germinativas no gene da
Polipose Adenomatosa Coli (APC) situado no braco longo do cromossomo 5q21,
resultando em formacgdo de centenas de pdélipos colorretais. A principal caracteristica
clinica de FAP é a evolugdo para céncer colorretal em quase 100% dos casos,
geralmente antes dos 40 anos de idade, se a cirurgia ndo for realizada (LEAL et al.,
2008).

Embora esses tumores benignos ndo sejam individualmente ameacadores da
vida, seu grande numero garante que irdo avancar para lesdes invasivas. Alem disso,
muitas vezes desenvolvem manifestacBes extracoldnias, incluindo lesbes da retina,
osteomas, tumores desmoides da pele e tumores cerebrais (KINZLER & VOGELSTEIN
1996).

Em 2002, uma nova entidade foi descrita em casos de pacientes com polipose
adenomatosa negativos para o gene APC, a polipose conhecida como MUTYH (MAP)
(POSWAR, 2010). A MAP é causada por mutacfes germinativas no gene MUTYH,
(Homologo humano MutY), também conhecido como o gene MUTYH, que esta mutado
na auséncia de mutagdes germinativas no gene APC. (BEGGS & HODGSON 2008).

2.2.2.1 Polipose Associada a MUTYH (MAP)

A MAP, descrita pela primeira vez em 2002, é uma sindrome autossémica
recessiva de polipose col6nia causada por mutacfes germinativas bialélicas no gene
MUTYH. Pacientes com MAP apresentam caracteristicas clinicas similares aos
individuos com polipose adematosa familiar atenuada (AFAP) e em alguns casos, a
polipose adematosa familiar classica (FAP). A analise molecular do gene de individuos
da Europa Ocidental e América do Norte identificou que duas mutagdes, Y179C e
G396D que sdo mais frequentes, correspondendo a 80% das mutacGes encontradas na
sindrome. Aproximadamente 1% de todos os pacientes com CCR apresentam alteracdo

em MUTYH e mais de um tergo desses casos, pode vir a desenvolver CCR na auséncia
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de multiplos adenomas, o que dificulta o diagndstico clinico da sindrome (PITROSKI et
al. 2010).

A proteina MUTYH faz parte do sistema de reparo do DNA por excisao de bases
(BER), que repara as mutacGes provocadas por espécies reativas de oxigénio formadas
durante o metabolismo anaer6bio. O modelo de carcinogénese associado a MAP
envolve a hipermutabilidade genética, em especial do gene APC, resultando numa
sindrome caracterizado por uma idade de desenvolvimento de carcinoma do célon e reto
(CCR), em média, 10 anos mais tardia do que na polipose adenomatosa familiar (FAPc)
associada ao gene APC, um fen6tipo colico muito heterogéneo que pode variar entre a
presenca de apenas trés a mais de 100 adenomas (com consequente sobreposicao
fenotipica com a FAPCc) e uma elevada probabilidade de desenvolvimento de CCR ( DE
FERRAO et al., 2007).

As espécies reativas de oxigénio geradas durante o metabolismo aerdbico,
representam uma potente fonte de dano do DNA. Notavelmente o produto de oxidacéo
8-0x0G é estavel e prontamente com desvios de adenina (em vez de citosina).
Independente de reparo leva G-C para T-A, uma transversdo na proxima rodada de
replicacdo de DNA. MUTYH ¢ uma gliColicase de DNA que desempenha um papel
fundamental em BER de 8-ox0G:A (e G:A) em desajuste, removendo a adenina
incompativel (SAMPSON et al., 2005).

A enzima MYH glicosilase, é codificada pelo gene MUTYH, esta localizado no
cromossomo 1p (1p32.1-p34.3). O gene MUTYH é composto por 16 exons e 15 introns,
o0 qual poderé originar transcritos diferentes traduzidos em polipeptideos de 521 a 549
aminoacidos (CAPELA 2012).

Em contraste com as variantes patogénicas de APC, que resultam principalmente
em uma proteina truncada ou ausente, a maioria das variantes patogénicas de MUTYH,
sdo variantes do tipo missense e apenas uma minoria consiste em sitio de splicing e
variantes de cddon de parada. As duas mutagdes de troca de bases p.Tyr179Cys (exon
7) e p.Gly396Asp (exon 13), sdo prevalentes em populacdes de origem europeia,
provavelmente devido a um efeito fundador (TORREZAN, 2011).

Em um trabalho realizado por Torrezan et al., 2011 foi realizada a caracterizagéo
de uma grande delecéo de MUTYH detectado em um paciente com MAP. Os resultados

mostraram que ele apresentava dele¢cdo homozigética envolvendo os exons 4 a 16



16

detectados e mapeados por PCR, aCGH e sequenciamento. Os pontos de quebra foram
sequenciados e a analise da sequéncia de juncdo permitiu postular que a juncdo de
extremidades ndo homdlogas (NHEJ) € o mecanismo mais provavel responsavel pela
delecdo, uma vez que uma sequéncia de insercdo de 2 pb é observada na juncdo de
quebra. Este processo de reparo envolve a quebra de fita dupla de DNA seguido de
juncdo de extremidade na auséncia de extensa homologia de sequéncia, e est associado
com pequenas insercdes nos locais de juncdo e com trechos muito curtos de identidade
de sequéncia (alguns pb) entre as duas extremidades das jungdes. A analise dos pontos
de quebra envolvendo as sequencias revelou a presenca de uma sequencia AluJr
adjacente ao ponto de quebra distal e a existéncia de motifs que promovem

recombinacéo / delecdo, tais como trinucleidos GAG e GCS.

Em  populacbes de origem europeia, as mutagdes  missenses
€.536A>G;p.Tyrl79Cys e c.1187G>A;p.Gly396Asp sdo, de longe, as principais
variantes causadoras dos tumores colorretais, representando 50-82% das mutagOes
MUTYH identificadas em pacientes com MAP. Além disso, diferentes variantes tém um
papel maior em outras populacdes, apontando diferencas étnicas e geograficas em
mutacOes do MUTYH (ARETZ et al., 2014).

2.3 Alelos de risco

Polimorfismos genéticos sdo alteracOes genéticas que podem ocorrer nas
sequéncias codificadoras e ndo codificadoras, causando alteragcdes qualitativas e/ou
guantitativas em uma proteina (LIMA et al., 2006). Os GWAS, sdo estudos de
associacOes de larga escala gendmica e tém demonstrado que parte do risco genético
ocorre devido a variantes comuns de baixa penetrancia, como o polimorfismo de
nucleotideos Unicos (SNPs). Embora a suscetibilidade genética ao CCR seja conhecida,
0 mapeamento dos alelos de predisposicdo tem sido desafiador, uma vez que, sete
GWAS e trés metanalises identificaram cerca de 20 loci independentes associados com
a suscetibilidade ao CCR (Tabela 1) (GOMY, 2013).
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TABELA 1- Dados dos GWAS em CCR com os SNPs identificados.

F
Locus/ Localizagdo/Genes o doalelode OR alélico .
SNP1D Cromossomo mais p??'}ximns Poputagdo risco em {IC95%) Referencia
controles
rs6983267* 8q24.21 intergénica/MYGC Europeia (RU) 31% 1.21(1,15- Tomiinson
1,27) ef &l 2007
rd939827 18g921.1 SMADT (intron 3) Europeia (RLU) 47-52% 118 (1,12~  Broderick
1,23) ef &l 2007
rsd 779584 15q13.3 intergénicalSCG5,  Europeia (RU) 18% 1.26(119-  Jasgeret
GREM1 1,34) &l 2008
rs16692766* 80233 infergénicalEIF3H  Europeia (RLU) T% 1.25(119-  Tomiinson
1,32) et al 2008
rs10795665" 10p14 Intergénical Europeia (RU) 67% 112(110-  Tomiinzon
BCO37880 1,16) et al 2008
rad 444235 14222 IntergénicalBMP4  Europeia (RL) 46% 1.11(1,08 -  Houlsfon &f
ICanada 1,13) al., 2008
rs9929215* 16922.1 GOH1 (intron) Europeia (RU) T1% 1.0 (1,06 -  Houisfon &f
ICanada 1,12) &l 2008
rz10411210* 19q13.1 RHPN2 (intron) Europeia (RU) 10% 1.45(1,10 - Houlsfon &f
ICanada 1,20) al, 2008
re061253* 20p123 Intergénica/BMF2  Europeia (RU) 36% 112 (1,08 - Houlsfon &f
JCanada 1,16) al., 2008
rs3a02642 11923.1 IntergénicalFL/45803  RWICanadal 29% 1.12(107- Tenesaet
IsraelfJapao 1,17 al. 2008
r=6691170 1gH 254K upsfream Europeia (RU, 34-37% 1,06 (1,03-  Houwlsfon st
DUSP1I0 Finldndia) 1,09) al. 2010
rs66ETT5E 1g41 125Kb upsiream Europeia (RU, 19-26% 1,09 (1,06-  Houlsfon &t
DUSPIR Finldndia) 1,12) al. 2010
rs10936599 3q26.2 MYNN Europeia (RU, 24-28% 0,93 (091- Houlslon &
Finldndia) 0,986) al. 2010
rs7136702 12q13.13 {elomeérico ao LARP4  Europeia (RU, 29-37% 1,06 (1,04~  Houlsfon &t
e proximal ao DIF2 Finldndia) 1,08) al. 2010
rs11169552 12133 telomérico ao D/FZE8  EuropeialRU, 26-41% 0,92 (0,90- Houlsfon &
& proximal ao ATFT Finldndia) 0,95) al. 2010
rs4925356 20q13.33 LAMAS Europeia (RU, 30-33% 0,93 (091- Houlslon &t
Finldndia) 0,95) al. 2010
rz1957636 1422 2 BNP4 Europeia ni. 1,08 (1,06- Tomilinson
1,11) ef &l 2011
rs4813802 20p123 BMP2 Europeia ni. 1,09(106- Tomiinson
1,12) ef al 2011
37315438 12 MED13L EUA/Canada 42% 090 (087~ Pelerset
0,54) al 2012
rs275454 5 LOCT729434/POLS  EUA/Canada 3% 108(104-  Pelerset
1,13) al 2012
132603668 5 TERT-CLPTM1L EUA/Canada 25% 091(087- Pelersel
0,96) al. 2012
132373659 2 SLCBAT EUA/Canada 35% 093(09-  Pelerset
0,57) al 2012
r31525461 7 LOCE43308/TPK1 EUA/Canada 19% 1,09(104-  Pelerset
1,14) al 2012
31321311 Ep21 CDKN1A Europeia/ ni 1,10 (1,07-  Duniop et
Japonesa 1,13) al 2012a
rs3524999 119134 POLD3 (intron 9) Europeia/ ni. 1,08(105- Dunlopet
Japonesa 1,10 al. 2012a
rs5934633 Xp222 entre GPR143 e Europeia ni. 107 (1,04 - Duniop et
SHROOM2 Japonesa 1,10 al. 2012a
* SNPs avaliados neste estudo; OR = odds rafio; n.i. = ndo informado; RU = Reino Unido

Retirado de GOMY, 2013.

2.4 Técnicas moleculares

A Reacgdo em cadeia de Polimerase (PCR) é um método de clonagem do DNA

que aumenta a eficiéncia da pesquisa do DNA recombinante e é 0 método de escolha
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para muitas aplicacbes como: genética humana, biologia molecular, conservacao,
ciéncias forense e evolucdo. Por meio de algumas de uma série de sequéncias in vitro a
PCR realiza a cdpia de uma sequéncia especifica de DNA e pode amplificar a sequéncia
de DNA-alvo que inicialmente estdo presentes em uma quantidade muito pequena em
outras moléculas DNA (KLUG et al., 2010).

Para a realizacdo da PCR é necessario que se tenha a sequéncia nucleotidica do
DNA-alvo. A partir das informagfes contidas nesta sequéncia, sdo sintetizados dois
oligonucleotidicos iniciadores: um complementar a extremidade 5’ e ou outro
complementar a extremidade 3’ do DNA alvo. Quando os iniciadores sao adicionados a
uma sequéncia de DNA que foi convertido em fita simples, eles ligam-se aos
nucleotideos complementares que flanqueiam a sequéncia a ser clonada.
Posteriormente, é adicionada a DNA-polimerase termoestavel, que se realiza a sintese
de uma segunda fita do DNA-alvo. Ciclos de repeticdo do processo, podem amplificar
rapidamente a sequéncia de DNA original mais de um milhdo de vezes. A grande
guantidade de uma sequéncia especifica pode ter inimeras finalidades, entre as quais
estdo: o sequenciamento de DNA, o diagndstico clinico e a triagem genética. Além
disso, a PCR é agil, o planejamento dos iniciadores é feito automaticamente por
software e a sintese dos oligonucleotideos também ¢é rapida e econémica, e as amostras
de DNA que foram degradas ou contaminadas podem ser recuperadas e amplificadas
(KLUG et al., 2010).

O padréo ouro para avaliacdo de mutacdes nos genes APC e MUTYH tem sido o
sequenciamento de todos os éxons codificantes e limites intron-éxon, que torna capaz a
identificacdo de variagcbes de ponto de pequenas insergOes e delecbes com alta
sensibilidade (TORREZAN, 2014). Entretanto, este ndo é acessivel a todos os centros,
pois € um método de alto custo, o que inviabiliza sua utilizacdo em larga escala
(VALADAO et al., 2008).

Os chamados sequenciadores de nova geracdo (NGS) fornecem uma
genotipagem mais ampla, estendendo a area de cobertura de um determinado gene de
forma a possibilitar simultaneamente, a cobertura de outros genes que estejam
relacionados a doencga. Estes sequenciadores apresentam uma maior velocidade na
obtencdo de informagBes por um menor custo. Uma outra vantagem dos NGS, é que
eles propiciam, em uma Unica reacdo, a avaliacdo de toda a regido codificadora de um

gene e até mesmo de varios genes ao mesmo tempo (CARVALHO, 2016).
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3- JUSTIFICAVA

Inmeros avancos tém sido realizados nos ultimos anos para melhor
caracterizacdo molecular da Polipose Adenomatosa associada ao gene MUTYH que,
aliados a um aprimoramento continuo dos métodos de estudo, tém fornecido uma
grande variedade de alternativas para deteccdo de alteracdo nesse gene. Dessa forma, 0s
testes geneticos para mutacdes germinativas no gene MUTYH, além de permitirem o
diagnostico definitivo das familias com MAP, sdo de grande importancia para o
aconselhamento, vigilancia e manejo de pacientes de alto risco, visto que a identificacdo
de mutagGes pode direcionar o melhor tratamento e intensificar a vigilancia dos

pacientes atraves de colonoscopia.
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4- OBJETIVOS

4.1- Objetivo geral

e Determinar a frequéncia da longa delegdo c.348+33_*64+146del4285insTA no

gene MUTYH em individuos com e sem historico de cancer colorretal.

4.2- Objetivos especificos

e Testar duas técnicas de extracdo de DNA, protocolo de extracdo de DNA
DNeasy blood & Tissue Kit (QUIAGEN) e protocolo salting out de extracao.

e Determinar a frequéncia de mutacdo em individuos saudaveis sem historico de
cancer colorretal, utilizando sangue e saliva, bem como fazer uma analise
comparativa entre esses dois insumos.

e Determinar a frequéncia da longa delecdo em pacientes com cancer colorretal
com diagndstico clinico para a Sindrome de Lynch sem mutac6es nos genes de
reparo de DNA (MLH1, MSH2. MSH6, PMS1, PMS2).
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5- METODOLOGIA

5.1- Amostras

O teste foi oferecido para 54 individuos saudaveis sem histérico de CCR (grupo
controle) e 71 individuos com CCR sem polipose atenuada com diagnostico clinico de
Sindrome de Lynch. Foram coletadas na Universidade Federal- CSHNB do Piaui, 15
amostras de sangue periférico e 39 de saliva de diferentes individuos saudaveis sem
historico de cancer, para o grupo controle. As 71 amostras de individuos com CCR
foram coletadas a partir de sangue periférico de pacientes do AC Camargo Cancer
Center. Todas as amostras foram coletadas com o consentimento prévio dos individuos.
As amostras de sangue foram coletadas a partir de puncdo venosa e armazenadas em
tubos de ependorff contendo anticoagulante (EDTA). As amostras de saliva também

foram armazenadas em tubos de ependorff até a extragéo.

5.2- Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA de leucécitos, foi utilizado o kit de extracdo DNeasy
blood & Tissue Kit (Qiagen). A extracdo de DNA de saliva, foi feito com a utilizagéo de

dois protocolos: DNeasy blood & Tissue Kit (Qiagen) e Salting out.

4.2.1- Protocolo extracdo DNA DNeasy blood & tissue kit (Qiagen)

Em 100ul de sangue ou saliva adicionou-se 10ul de proteinase K e ajustou-se o
volume para 220ul com PBS. Acrescentando 200 ul de AL e incubando por 56°C
durante 10 min. Em seguida, colocou-se 200ul de alcool etanol absoluto, pipetou-se a
mistura nos tubos com coluna e centrifuga a 8000RPM por 1 min. Apds a centrifugacao,
0 sobrenadante foi descartado e adicionou-se 500ul de tampdo AWL1. Centrifugou-se
novamente a 8000RPM por 1 min. Novamente, o liquido flutuante foi descartado, 500ul

de tampdo AW2 foi acrescentado e entdo centrifugou-se a mistura a 14000RPM durante
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3 min. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e a coluna transferida para um
novo tubo. Entdo foram adicionados 200ul de AE no centro da coluna e incuba-se por 1
minuto em temperatura ambiente. A mistura foi novamente centrifugada a 800RPM por

um minuto e a coluna descartada.

5.2.2- Protocolo salting out de extra¢do de DNA

Em um tubo de ependoff foram colocadas 100ul de saliva, 200ul de tamp&o de
lise, 20ul de proteinase K e a mistura incubada por 56°C durante 10 min. Em seguida,
adicionou-se 100ul de NaCl 5M, centrifugou-se durante 5 minutos a 14000RPM e
transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo. Posteriormente, foram acrescentados
800ul de etanol absoluto e entdo, centrifugou-se a 14000RPM por 2 minutos. Repetiu-se
0 procedimento com etanol a 70%. O sobrenadante foi descartado e entdo, esperou-se 5

minutos, até que o mesmo secasse. Posteriormente, adiciona-se 50ul de H20.

5.3- Quantificacdo de DNA

Apos a extracdo do DNA, foi realizada a sua quantificacdo para assegurar a
qualidade da mesma. Foi utilizado o Quantus Fluorometer (Quantus One dsDNA
System). A quantificacdo foi feita a partir de 2ul da amostra de DNA extraido com a
adicdo de 198ul de corante (Quanti Fluor one dsDNA Dye).

5.4- Amplificagdo do DNA

Para avaliar a existéncia da mutacdo nos individuos da amostra foi realizada uma
Reacdo em Cadeia de Polimerase- PCR. Para a reacdo foi utilizado aproximadamente 10
ng de molde de DNA e 1ul de cada primer (Forward e Reverse) a 5nM num volume
final de 20 ul de Promega qPCR Master Mix (Promega, USA). Os primers foram
desenhados para cobrir a regido da delecdo de 4285pb que envolve os exons 4 a 16 do

gene MUTYH, amplificando os exons- 2-16, o que corresponde a 5889pb. No quadro 1
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estdo descritos os primers utilizados para a identificacdo da existéncia ou ndo das
mutacBes. A reacdo ocorreu com sob as seguintes condi¢des: 95°C/3 min, seguido de 40
ciclos a 95°C por 30 seg, 60°C por 1 min e 72°C por 2min e uma extensdo final de 72°C

por 5 min.

Quadro 1- Sequéncia do primer desenhado.

Sequéncia do Primer Mutacéao/Interesse

Forward |5’ -GGT GGA TGA GAG GGA GAT AG- 3’
Delecéo Exon 4-16
Reverse 5-CTTCTCCTGTGC TTCCTC TC- 3’

5.5- Eletroforese em gel de agarose

Todos os produtos de PCR amplificados foram revelados e analisados em gel de
agarose 1% a partir de uma eletroforese. Para a reacdo foram utilizados 5ul do produto
da PCR com 2ul de corante Diamond dye. Todas as amostras foram aplicadas no gel e a

corrida ocorreu a 88V e 59mA.
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6- RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da quantificacdo do DNA foi possivel observar que todas as amostras do
grupo controle, extraidas obtiveram uma quantidade significativa de DNA. Entretanto,
com a quantificacdo do DNA utilizando o fluordometro Quantus (Promega, USA),
observou-se que as amostras extraidas com o método salting out apresentaram uma
maior quantidade de DNA, quando comparadas com as amostras feitas com o protocolo
de extracdo do DNeasy blood & Tissue Kit (Anexo A). Entretanto, essas amostras
apresentaram maior fragmentacdo de DNA, a qual foi verificada pela presenca de
arrastes (Smear) na eletroforese. As amostras em que o DNA foi extraido a partir do
Kit, todas apresentaram uma boa amplificagcdo do DNA, mesmo com as amostras que
possuiam uma baixa quantidade de DNA (1ng/ul) (Figura 1). As amostras que foram
extraidas por salting out, mas que ficaram impuras (formacao de um precipitado branco)
passaram por um processo de repurificacdo pelo kit, e entdo foi realizada uma nova

eletroforese.

Todas as amostras de DNA foram amplificadas usando o primer para a grande
delecdo, porém o fragmento esperado de 1606pb ndo apareceu em nenhuma das 125
amostras (Figura 2). Como controle da reacdo de PCR, foi realizada uma amplificacdo
do exon 7 do gene MUTYH para verificar a qualidade do DNA extraido e também a
eficiéncia da reacdo. Verificou-se que todas as amostras de DNA extraidas,
apresentaram produto de amplificacdo do éxon em questdo (Figura 3). Todas as
amostras de pacientes com CCR foram extraidas seguindo o protocolo do kit, e
obtiveram uma quantidade considerada boa de ngDNA/ul .

Figura 1- Eletroforese das amostras de DNA utilizando os dois métodos de extragao.

T it
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Figura 2- Amplificacdo da grande delecdo do gene MUTYH de 44 das 54 amostras do grupo apos PCR e

eletroforese.

111111}

Figura 3: Amplificacdo de DNA do éxon 7 como controle de reagdo de PCR.

acoshonatl goaninnnille seestuseals !

Com a analise do resultado da amplificacdo foi possivel perceber que nenhum

dos 125 individuos do estudo possuia a grande delecdo para o gene MUTYH.

Silva 2011, defende que mesmo na auséncia da caracterizacdo clinica tipica,
critérios devem ser utilizados para direcionar pesquisa de uma condic¢do herdavel. Nas
doencas comuns, como no CCR, estima-se que grande parte do risco genético deva-se a
heranca de multiplos loci seguindo um modelo poligénico, cada um com frequéncias
alélicas comuns (FAm maior do que 5%), e efeitos de baixa magnitude, com riscos
relativos entre 1,0 e 1,5 (GOMY, 2013).

O polimorfismo genético, refere-se a coexisténcia de mais de uma forma
variante de um gene num dado locus, na frequéncia acima de 1-2%, na constituicao
genética de uma populacdo. Ha dois tipos de polimorfismos genéticos muito uteis para a
analise de ligacdo genética: os SNP, que sdo polimorfismos decorrentes de pequenas
delegdes ou inser¢gdes de uma tUnica base, e os polimorfismos de comprimento
conhecidos como minissatélites e microssatélites. A base de dados de SNPs do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) lista mais de 11 milhdes de SNPs
identificados na populacdo humana, sendo que a maioria dos polimorfismos comuns
tem pequeno impacto sobre a saude humana. Porém, recentes evidéncias mostram que
determinadas variantes podem influenciar na suscetibilidade a doengas (ROBBINS &
COTRAN, 2010; SOUZA, 2012).
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De acordo com Robinns e Cotran (2010) o GWAS é um 6timo método para a
identificacdo de variantes genéticas associadas a um risco elevado de desenvolvimento
de uma dada doenca. No GWAS, o0s genomas inteiros de uma grande quantidade de
pacientes com e sem a doenca (em vez de familias) sdo examinados em busca de
variantes genéticas ou polimorfismos que estejam bem representados em pacientes com
a doenca. Dessa forma, podem-se identificar regides do genoma contendo um ou mais
genes variantes que aumentam o risco de desenvolvimento da doenca. A variante causal
na regido é, entdo, identificada provisionalmente com a utilizagdo da estratégia de
“genes candidatos”. Nessa estratégia, os genes sdo selecionados com base em suas
associa¢des com a doenca e se suas fungdes bioldgicas parecem estar envolvidas com a
doenca sob estudo. Porém, é necessario que a amostra seja grande, para que se possa

detectar pequenos efeitos.

GOMY (2013) realizou um trabalho com a andlise da suscetibilidade ao cancer
colorretal em individuos brasileiros por genotipagem de polimorfismos de SNPs com
dez variantes encontradas em populacdes europeias. Para o estudo foram inclusos 1467
individuos (727 casos e 740 controles). Como resultado, cinco dos SNPs pesquisados
foram estatisticamente significantes para o risco de CCR, e um dos SNPs, pode ter tido
resultado pelo fato da amostra ter sido insuficiente. Os SNP significantes foram:
rs4939827 (18g21.1 - SMAD?7 intron 3); rs10411210 (19g13.1 - RHPN2 intron;
rs4444235 (14922.2 - Intergénica/BMP4); rs3802842 (11g23.1- Intergénica/FLJ45803);
rs16892766 (8g23.3 - intergénica/EIF3H ). Desta forma, ele conseguiu mostrar que 0s
alelos de risco de CCR tiveram frequéncias préximas as dos europeus, assim como 0s

efeitos de cada alelo/genotipo também foram modestos.

Um trabalho realizado por CASPER et al. (2014) visando avaliar mutagdes em
MUTYH no hotspots p.Y179C (rs34612342) e p.G396D (rs36053993) como fatores de
suscetibilidade genética para o colangiocarcinoma (CCA) foi realizado com 219
pacientes com diagnostico de CCA e 365 individuos saudaveis. No estudo em questdo, a
conclusdo apresentada foi que nenhum dos pacientes portavam mutacdo no hotspot

bialélico.

Nascimento 2017, defende que ha& poucos trabalhos na literatura a respeito da
expressdo desses genes em populacdes especificas e que mutacdes bialélicas sdo raras, 0

que evidencia a importancia de novos estudos em diferentes popula¢Ges com o objetivo
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de avaliar o significado da perda de funcdo MUTYH na carcinogénese colorretal, uma

vez que sua frequéncia apresenta-se marcada por diferencas étnicas.

Desta forma, a presenca da grande delecdo no gene MUYTH em individuos
saudaveis e individuos com diagnostico de CCR com critérios clinicos para a Sindrome
de Lynch, poderia ser um fator de sucetibilidade para a doenca, ainda que 0s pacientes
ndo apresentassem polipos adematosos. Entretanto, os resultados negativos para a
grande delecdo em MUTYH apoia-se na observacdo de que esta mutacdo €
provavelmente rara, embora o tamanho amostral tenha pequeno se comparado a grandes
estudos como os GWAS, bem como o fato da MAP ser uma doenga autossomica

recessiva rara na populacéo.
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7- CONSIDERACOES FINAIS

Com os resultados apresentados no presente trabalho péde-se concluir que nédo
foi observada nenhuma associacdo de mutagdo em MUTYH relacionada a pacientes com
diagnéstico clinico de Lynch e ainda que, ndo foi encontrada nenhuma dele¢do no gene
MUTYH dos individuos saudaveis. Desta forma, evidencia-se que MUTYH talvez seja
rara em nossa populacdo, porém faz-se necessario mais estudos em amostras maiores
que associem esta delecdo, mesmo em heterozigose, ao aumento do risco de cancer

colorretal na populagéo geral.

Desta forma, o presente trabalho tem por perspectivas futuras: (1) Ampliar a
pesquisa da grande delecdo em 1000 individuos saudaveis e outros 1000 casos de cancer
colorretal esporadico, provenientes do biobanco do A C Camargo Cancer Center E (2)
ampliar a pesquisa, incluindo as outras duas mutacdes hotspot p.Y179C (rs34612342) e
p.G396D (rs36053993) do gene MUYTH.
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ANEXO A- TABELAS DE DADOS DAS AMOSTRAS

TABELA DO GRUPO CONTROLE
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TABELA DE AMOSTRAS DE SANGUE

INDIVIDUO QUANTIDADE DE DNA (ul)
Amostra 1 1,8ng
Amostra 2 1,62ng
Amostra 3 1,81ng
Amostra 4 1,93ng
Amostra 5 1,31ng
Amostra 6 0,7ng
Amostra 7 0,56ng
Amostra 8 2,15ng
Amostra 9 1,21ng
Amostra 10 2,36ng

Amostra 11 0,658ng

Amostra 12 2,13ng

Amostra 13 2,01ng

Amostra 14 1,65ng
Amostra 15 0,97ng
Amostra 30 22ng
Amostra 55 5ng

Tabela de amostras de saliva

Amostra 16 18ng
Amostra 17 36ng
Amostra 18 24ng
Amostra 19 46ng
Amostra 20 8,4ng
Amostra 21 9,1ng
Amostra 22 29ng
Amostra 23 4,5ng
Amostra 24 73ng
Amostra 25 11ng
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Amostra 26 23ng
Amostra 27 90ng
Amostra 28 19ng
Amostra 29 20ng
Amostra 31 34ng
Amostra 32 52ng
Amostra 33 10ng
Amostra 34 25ng
Amostra 35 34ng
Amostra 36 3,26Nng
Amostra 37 15ng
Amostra 38 38ng
Amostra 39 25ng
Amostra 40 71ng
Amostra 41 18ng
Amostra 42 17ng
Amostra 43 16ng
Amostra 44 6ng
Amostra 45 23ng
Amostra 46 54ng
Amostra 47 6ng
Amostra 48 8ng
Amostra 49 28ng
Amostra 50 13ng
Amostra 51 20ng
Amostra 52 10ng
Amostra 53 19ng
Amostra 54 5ng

Tabela de amostra de saliva de individuos saudaveis ap6s processo de reextracao
utilizando o kit de purificacdo do DNA.

Amostra 24 9,1ng

Amostra 26 1,7ng

Amostra 27 3,8ng




Amostra 28 2,8ng
Amostra 29 3ng
Amostra 31 6,6ng
Amostra 32 4,32ng
Amostra 34 8,1ng
Amostra 35 12ng
Amostra 38 4,1ng
Amostra 39 1,8ng
Amostra 40 10ng
Amostra 45 1,28ng
Amostra 46 3,6ng
Amostra 47 6ng
Amostra 48 8ng
Amostra 49 28ng
Amostra 50 13ng

TABELA DE INDIVIDUOS COM DIAGNOSTICO DE CCR COM CRITERIOS
PARA A SINDROME DE LYNCH

IDENTIFICACAO CRITERIO CLINICO TUMOR (IDADE)
SL.001.013 Bethesda CCR (36)
SL.001.014 Amsterdam tireoide (28)
SL.001.015 Bethesda CCR (29)
SL.001.016 Amsterdam CCR (49), Mama (51)
SL.001.021 Amsterdam CCR (36), endometrio (47)
SL.001.022 Bethesda CCR (32)
SL.001.025 Familiar CCR (53)
SL.001.025 Familiar CCR (53)
SL.001.027 Amsterdam CCR (35),Mama(33)
SL.001.029 Bethesda endometrio (39)
SL.001.030 Familiar CCR (63)
SL.001.032 Bethesda CCR (41), Pulméo (44)
SL.001.034 Amsterdam adenoma (45)
SL.001.035 Amsterdam CCR (69)
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SL.001.038 Bethesda CCR (24)
SL.001.040 Amsterdam CCR (33)
SL.001.044 Bethesda CCR (30)
SL.001.045 Amsterdam CCR (71)
SL.001.046 Bethesda CCR (46)
SL.001.048 Amsterdam CCR (68)
SL.001.049 Familiar CCR (51)
endometrio (49),mama
SL.001.050 Amsterdam (69), pancreas (70)
SL.001.052 Amsterdam CCR (45)
SL.001.053 Bethesda CCR (50)
SL.001.054 Bethesda CCR (36)
SL.001.055 Bethesda CCR (39)
SL.001.056 Bethesda CCR (48)
SL.001.059 Bethesda CCR (48)
SL.001.002 Bethesda CCR (31), adenoma
SL.001.061 Bethesda CCR (39)
SL.001.062 Bethesda CCR (39)
SL.001.063 Amsterdam CCR (56)
SL.001.064 Familiar CCR (65)
SL.001.065 Bethesda CCR (34)
SL.001.066 Familiar CCR (52)
SL.001.067 Bethesda CCR (41)
SL.001.068 Familiar CCR (43)
SL.001.069 Familiar CCR (46), adenoma (55)
SL.001.070 Bethesda CCR (44)
SL.001.071 Bethesda CCR (36)
SL.001.073 Amsterdam CCR (25)
SL.001.075 Bethesda CCR (40)
SL.001.078 Bethesda CCR (24)
SL.001.080 Bethesda CCR (31)
SL.001.082 Bethesda CCR (72), adenoma (72)
SL.001.083 Bethesda CCR (29)
SL.001.084 Bethesda CCR (45)
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SL.001.085 Bethesda CCR (51)
SL.001.086 Amsterdam CCR (53)
SL.001.087 Familiar CCR (24)
SL.001.088 Bethesda CCR (37)
SL.001.089 Amsterdam CCR (41)
SL.001.091 Bethesda CCR (38)
SL.001.092 Bethesda CCR (35)
SL.001.094 Bethesda CCR (41)
SL.001.095 Bethesda linfoma (33)
SL.001.096 Bethesda CCR (31)
SL.001.097 Bethesda adenoma (45)
SL.001.100 Familiar CCR (51)
SL.001.102 Bethesda CCR (52)
SL.002.005 Bethesda CCR (43), duodenum (43)
SL.002.007 Bethesda CCR (37)
SL.002.011 Bethesda CCR (35)
SL.002.012 Bethesda CCR (35)
SL.002.013 Bethesda CCR (39)
SL.001.104-1 Amsterdam CCR <50
SL.001.105-1 Amsterdam CCR <50
SL.001.150-1 Amsterdam CCR <50
SL.001.151-1 Amsterdam CCR <50
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