¢

INSTITUTO

= EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

MMR E SINDROME DE LYNCH

Trabalho submetido por
Daniela de Almeida Damaso Prates Cravidao
para a obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

novembro de 2017






¢

=~ INSTITUTO

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

MMR E SINDROME DE LYNCH

Trabalho submetido por
Daniela de Almeida Damaso Prates Cravidao
para a obtenc¢d@o do grau de Mestre em Ci€ncias Farmacéuticas

Trabalho orientado por
Prof. (a) Doutor (a) Ana Clara Guerreiro de Oliveira Ribeiro

novembro de 2017






Agradecimentos

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer aos meus pais por terem acreditado
em mim, por me darem for¢a todos os dias para lutar pelo meu futuro e por me terem
ajudado nos momentos mais dificeis deste meu percurso académico. Sem eles teria sido

impossivel chegar onde cheguei. Com amor e carinho, um enorme obrigada!

Quero agredecer aos meus colegas que me “aturaram” durante todos estes

anos e que, apesar disso, tornaram-se verdadeiros amigos.

De seguida, aos meus queridos amigos que incansiavelmente me ouviam a falar
da faculdade, do que tinha de estudar e do que ja sabia de novo. Que me apoiaram

quando precisei e sempre 14 estiveram. Obrigada Gordinhos!

Quero agradecer ao meu André, que faz de mim uma pessoa mais feliz todos

os dias.

N3ao poderia deixar de mencionar o meu muito obrigada a Professora Doutora
Ana Clara Ribeiro, por me ter aceite como orientanda e por me ter dado o seu apoio e a

sua melhor orientac@o ao longo da realizacdo deste trabalho.

“Dentro de nos ha uma coisa que ndo tem nome,

’

essa coisa é o que somos.’

José Saramago












Resumo

A Sindrome de Lynch (SL), também conhecida como sindrome do cancro do
c6lon hereditario ndo associado a polipose (HNPCC), é caracterizada por mutacdes nas
linhas germinativas dos genes envolvidos no sistema de reparacio do DNA do tipo
“mismatch repair” (MMR). E uma patologia de natureza autossémica dominante e é a
sindrome que predispde para o desenvolvimento de cancro colorretal (CCR) e de
tumores extra-c6lon em idades jovens.

As familias com a suspeita de SL, sdo identificadas a partir de critérios
especificos de inclusdo, como os critérios de Amesterdao, classicos e modificados, e os
critérios de Bethesda revistos e, selecionadas para pesquisa de mutagdes germinais nos
genes MMR.

As alteracOes resultantes na linha germinativa dos genes MMR, via bioldgica
altamente conservada cujo principal papel € a manutencdo da estabilidade gendmica,
afetam, principalmente, os genes MSH2, MSH6, MLH1 e PMS2. As perdas de fungdo
destes genes t€ém como resultado a acumulagdo descontrolada de mutagdes genéticas
resultando numa instabilidade gendmica conhecida como instabilidade de
microssatélites (MSI).

Atualmente, o diagndstico tem por base o estudo da histéria familiar e pessoal,
testes de imunohistoquimica, testes genéticos de BRAF e de andlise de MSI.

O método de elei¢do para a monitorizacdo continua a ser a colonoscopia.
Outros métodos foram discutidos, como por exemplo estudos de contraste com bdrio,
sigmoiscopia fléxivel e a colonoscopia virtual, pelo que, devido a auséncia de concenso
e a barreiras custo-efetividade, estes métodos sido raramente utilizados.

A cirurgia profilatica € o método preventivo mais eficaz, no entanto,
terapéuticas profildticas tém sido sugeridas de modo a restabelecer a normal atividade
dos genes MMR e a diminuir a MSIL.

Sado ainda necessarios mais estudos, relativamente ao MMR humano e a
suarelacdo com esta sindrome, de modo a possibilitar melhorias na interven¢do dos

varios profissionais de saide que contactam com estas familias.

Palavras-chave: cancro colorretal; sindrome de Lynch; “mismatch repair”;

instabilidade de microssatélites.






Abstract

Lynch syndrome (LS), also known as non-polyposis hereditary colon cancer
(HNPCC) syndrome, is characterized by germline mutations in the genes involved in
the DNA mismatch repair (MMR) system. It’s an autosomal dominant transmission and
is the syndrome that predisposes to the development of colorectal cancer (CCR) and
extra-colon tumors at young ages.

Families that are suspected to have SL are identified from specific inclusion
criteria, such as the classic and modified Amsterdam criteria and the reviewed Bethesda
criteria, being selected for screening on germ mutations in the MMR genes.

The resulting changes in the germline of MMR genes, a highly conserved
biological pathway whose main role is the maintenance of genomic stability, mainly
affect the MSH2, MSH6, MLH1 and PMS2 genes. The loss of function of these genes
results in uncontrolled accumulation of genetic mutations resulting in genomic
instability known as microsatellite instability (MSI).

Currently, the diagnosis is based on the study of family and personal history,
immunohistochemistry tests, genetic tests of BRAF and MSI analysis.

The method of choice for monitoring is colonoscopy. Other methods have
been discussed, such as barium contrast studies, flexible sigmoidoscopy, and virtual
colonoscopy. Therefore, due to a lack of consensus and cost-effectiveness barriers, these
methods are rarely used.

Prophylactic surgery is still the most effective preventive method, however,
prophylactic therapies have been recommended in order to restore normal MMR
activity and to decrease MSI.

Further studies are needed on human MMR and its relationship with this
syndrome, so as to enable improvements in the intervention of the various health

professionals who interact with these families.

Keywords: colorectal cancer; Lynch syndrome; mismatch repair; microsatellite

instability.
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Introdugdo

1. Introducao

A Sindrome de Lynch (SL), também designada por sindrome do cancro do célon
hereditdrio ndo associado a polipose (HNPCC) (Rubenstein et al., 2015), ¢ uma doenca
hereditaria de transmissao autossomica dominante, com penetrancia entre 80% a 90% e,
sem distincdo de género (Freitas et al., 2015). A sigla HNPCC, € atualmente mais
utilizada quando nos referimos a individuos e/ou familias que reinam os critérios de
Amesterddo (Branddo et al., 2015).E a sindrome de cancro colorretal (CCR)
hereditdrio mais comum, muitas vezes sub-diagnosticada e com uma prevaléncia na
populacdo geral estimada de 1 em 440 (Freitas et al., 2015), representando 2% a 3% dos
cancros colorretais (Rubenstein et al., 2015).

Devido as varias terminologias existentes e as incoeréncias levantadas entre elas,
o termo Sindrome do cancro do cOlon hereditirio ndo associado a polipose foi o
adotado. “Hereditario” visto que, mesmo que nenhum gene, na altura, tenha sido
identificado, existiam sinais de transmissdo autossomica dominante. “Nado associado a
polipose” de modo a enfatizar que ndo existia um numero significativo de pélipos e que,
por isso, ndo poderia ser uma variante da Polipose Adenomatosa Familiar (FAP). E
termo “Cancro do célon” foi incluido devido a sua frequéncia em praticamente todas as
familias, aparentemente afetadas. Atualmente sabe-se que a SL tem um espetro de
tumores extra-célon (Lynch, 2017).

Mais tarde, de modo a reconhecer as contribui¢cdes dos estudos realizados por
Henry Lynch, o termo Sindrome de Lynch passou a ser o mais utilizado e reconhecido.

Virias terminologias t€ém surgido, como mostra na tabela 1, sendo que estas

possuem uma aceitagdo geral, mas nao universal (Lynch, 2017).
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MMR e Sindrome de Lynch

Tabela 1: Terminologias utilizadas para a Sindrome de Lynch. (Adaptado de Lynch, 2017)

Terminologia Critérios de Instabilidade de “Mismatch
Amesterdao microssatélites (MSI) repair” (MMR)
HNPCC Conhecidos Presente ou ndo Presente mas sem
gene identificado
Cancro Coélon Conhecidos Nao Nao

Familiar “Sindrome

X?ﬂ

Sindrome de Lynch  Conhecidos ou Gene identificado
nao

“Lynch-like” Presente Mutagao nao

encontrada

A SL € causada por mutacdes na linha germinativa dos genes do sistema de
reparagao do DNA do tipo mismatch repair (MMR) (Shawki et al., 2016), sendo que,
os genes MSH2 e MLHI sdo afetados em cerca de 90% dos casos, enquanto que, 0s
restantes 10%, resultam de alteracdes nos genes MSH6 e PMS2 (Freitas et al., 2015).

O sistema MMR pertence a uma via biolégica altamente conservada que
desempenha um papel fundamental na manutengdo da estabilidade gendmica, atuando
durante a replicacdo e recombinagdo do DNA (Li, 2008), normalmente, nos erros da
combinagdo do par de bases e nas pequenas insercoes (Liu et al., 2016). Pelo que, as
perdas de funcdo destes genes vao provocar a acumulacdo descontrolada de mutacdes
genéticas no DNA, um processo que se da pelo nome de instabilidade
de microssatélites (MSI) (Freitas et al., 2015).

Individuos com SL, tendem a desenvolver CCR em idades cada vez mais novas
(Shawki et al., 2016), em idades inferiores aos 45 anos (Freitas et al., 2015), com uma
incidéncia cumulativa estimada em 80% (Rubenstein et al., 2015), em que o risco de
desenvolvimento de CCR ao longo da vida encontra-se entre os 53-69% e 33-52% para
homens e mulheres, respetivamente (Shawki et al., 2016). Além de que, existe o risco
acrescido de cancro no endométrio, estdbmago, intestino delgado, pancreas, trato biliar,

ovario, trato urinario e cérebro (Heinen, 2016), ver tabela 2.
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Introdugdo

Tabela 2: Risco de diferentes tipos de cancro em individuos com Sindrome de Lynch. (Adaptado de

Vasen et al., 2007)

Cancro Risco
Colorretal (homem) 28-75%
Endométrio 27-711%
Colorretal (mulher) 24-52%
Ovdrio 3-13%
Gastrico 2-13%
Trato Urindrio 1-12%
Intestino Delgado 4-7%
Cerebro 1-4%

Ducto/vesicula biliar 2%

Em 1991, com a elaboragdo dos Critério de Amesterdao Cldssicos (ver anexos,
tabela 1) pelo [International Collaborative Group on Hereditary Non-polyposis
Colorectal Cancer (ICG-HNPCC) foi possivel uniformizar a identificacdo das familias
afetadas (Sousa et al., 2007)

Em 1999, por ndo incluirem tumores extra-colon, considerou-se que estes
critérios eram restritivos, sendo entdo criados os Critérios de Amesterdio Modificados
(Sousa et al., 2007), ver anexos, tabela 2.

Mais tarde, em 1997, foram propostos os critérios de Bethesda, revistos em
2004 (ver anexos, tabela 3), que possibilitavam o seguimento molecular da HNPCC,
através de testes de tumores MSI, imunohistoquimica ou sequenciacdo de genes
(Freitas et al., 2015) uma vez que mais de 90% dos CCR na SL apresentam
instabilidade de microssatélites de alto grau (Sousa et al., 2007).

Os critérios de Bethesda revistos sdo os critérios mais comummente utilizados
na identificacdo de individuos com SL, no entanto, muitos médicos especialistas, que
lidam com CRC hereditario, confirmam que a SL continua sub-diagnosticada

(Heinimann, 2013).
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MMR e Sindrome de Lynch

A presente monografia teve como motores de pesquisa as seguintes bases de
dados: Pubmed, Google Académico, ResearchGate e Genetics Home Reference.

Para uma pesquisa mais orientada foram selecionadas algumas palavras-chave,
em portugués e em Inglé€s, como as seguintes: “lynch syndrome”, “mismatch repair”,
“HNPCC”, instabilidade de microssatélites.

E objetivo deste trabalho caraterizar o sistema MMR e a sua relagio com a

Sindrome de Lynch.
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Mismatch Repair

2. Mismatch Repair

Com a exposi¢do a produtos exdgenos, fisicos ou quimicos, bem como a
metabolitos reativos endégenos, como o oxigénio e o nitrogénio, os danos causados no
DNA vao sendo acumulados nas células ao longo do tempo, assim como os erros que
ocorrem durante o seu metabolismo normal, onde se inclui a replicacdo, recombinagao e
reparagdo (Li, 2008).

As lesdes no DNA, se ndo forem compensadas, t€m potencial para gerar mutacdes em
células somadticas ou germinativas, o que pode alterar o fenétipo celular levando a
disfungdes e, por fim, a doengas (Modrich, 2016).

De modo a salvaguardar a integridade gendOmica, as células possuem
mecanismos que lhes possibilitam corrigir erros no DNA e prevenir mutacdes. Um
desses sistemas é o MMR, que atua sobre os erros formados no DNA impedindo
mutacOes permanentes apds a divisdo celular, sendo necessdrio na paragem do ciclo
celular e/ou na morte celular programada, como resposta a certo tipos de erros. Elimina
células danificadas, previne a mutagénese a curto prazo e a tumorigénese a longo prazo,

pelo que, a sua inativagdo estd associada a cancros esporadicos e hereditarios (Li, 2008).

2.1. Mecanismo de MMR

O MMR ¢€ uma via bioldgica altamente conservada que apresenta semelhancas
significativas entre 0 MMR humano e o procaridtico E.Coli e S.cereviseae (Li, 2008),
embora as proteinas procariotas sejam homodiméricas e os homoélogos humanos
heterodimeros, ver tabela 3.

Este mecanismo € melhor entendido em organismos procaridticos, como na E.
Coli, em que o MMR ¢ iniciado pelo homodimero MutS, responsavel pelo
reconhecimento de incompatibilidades, seguido pelo MutL, que ird sinalizar o erro, e
por fim, o MutH, que ird ativar a endonuclease promovendo a hidrélise da cadeia-filha
(Reyes et al., 2015). Estdo envolvidos também neste mecanismo o0s complexos
proteicos DNA Helicase II, Exonuclease (I, VII, X e Rec J), proteinas SSB (single
stranded binding), DNA polimerase III e DNA ligase (Modrich, 2016).
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MMR e Sindrome de Lynch

Tabela 3: Proteinas com atividade funcional no processo de mismatch repair. (Adaptado de Hsieh ez al.,

2008)

E.coli Homoélogos Humanos
MutS MSH2-MSH6 (MutSa)
MutL MSH2-MSH3 (MutSp)
MutH MLHI1-PMS2 (MutLa)

MLH1-MLH2
(MutLp)

MLH1-MLH3 (MutLy)

Complexo Complexo RFC
(ant
Grampo 3 PCNA

EXO I, EXOI

EXO X
DNA pol Il  DNA pold
SSB RPA

Funcoes

Correcdes simples base-base e de desajustes de
insercdo/exclusiao de uma ou duas bases
Correcao de desajustes de insercao/exclusao de
uma base ou >2

Coordenacdo dos homodlogos MutS aquando
das associagdes incorretas durante a sintese do
DNA

Fun¢do do  heterodimero  humano €
desconhecida

Supressdo da mutagénese de inser¢des e
delecdes na levedura

Supressdo da mutagénese de inser¢Oes e
delecoes

Participa na meiose

Recruta PCNA

Modula a polaridade da excisao

Interage com os homodlogos MutS e MutL
Recruta as proteinas do MMR

Aumenta a especificidade de ligacdo
“mismatch” de Msh2-Msh6

Excisdo e sinalizacdo

Sintese do reparo do DNA

Re-sintese do DNA

Excisdo da dupla cadeia de DNA

Reparo durante a sintese

Excisdo e sintese do DNA

O MMR inicia-se pela ligacdo do MutS aos nucledtidos que se encontram

inseridos erroneamente na cadeia-filha, formando um complexo MutS-DNA (Lin et al.,

2007), ver figura 1. Através de uma reacdo ATP dependente pelo PCNA-RFC (fator de
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replicagdo C) (Liu er al., 2017), ha a interagdo deste complexo com as proteinas MutL,
com a formacdo de um complexo terndrio. O antigénio nuclear de proliferacdo celular
(PCNA) estimula entdo a endonuclease presente na subunidade PMS2 do MutLa (Liu et
al., 2017), sendo esta a responsavel pela clivagem da cadeia danificada, inicio dos
mecanismos de reparacdo de DNA e consequente substitui¢do de nucleétidos (Lin ez al.,
2007).

A lacuna, originada pela clivagem, vai atuar como ponto de inser¢do da
helicase, que separa as duas cadeias, seguida das exonucleases cuja fun¢do ¢ a delecdo
dos nucledtidos na regido onde se encontra o mismatch. O PCNA estimula a re-sintese
do DNA, catalisada pela Pol6 e, por fim, a lacuna € fechada pela DNA Ligase 1. (Liu et
al., 2017)

|recogn|t|on | 5" M\ 3

& MutS aor B complex
¢ & MutLa complex
® l O PCNA
5 — N @ RFC
ﬂ.—s € EXxO1
] ® Pold
excision & & Ligasel
re-synthesis | $——-~- '@ " G—:

=
@

Figura 1: Esquema do sistema MMR eucaridtico. (Retirado de Liu et al., 2017)

Discriminagao de cadeia

Uma caracteristica importante do MMR ¢€ a discriminagdo de cadeia de DNA
(Reyes er al., 2015). Esta consiste na capacidade de distingdo, por parte das enzimas, da
cadeia-mde de DNA da cadeia-filha, de modo a ser possivel a correta reparacdo dos
erros de inser¢cdo da DNA polimerase durante a replicagdo (Liu et al., 2017).

Nos procariotas, a assimetria dos locais de hemi-metilagdo transitéria (GATC) é
suficiente para uma discriminacio precisa. A endonuclease MutH da E. Coli envolve,
especificamente, a cadeia de DNA ndo metilada, correspondente ao hemi-metilado da

cadeia original, de modo a que esta seja removida. Durante a replicacdo, devido a
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MMR e Sindrome de Lynch

assimetria existente, a cadeia principal (5°—3’) € sintetizada continuamente, enquanto
que, na cadeia secundaria (3°—5’) a sintese € descontinua originando pequenos
segmentos, designados de fragmentos de Okazaki. Estes fragmentos aumentam o acesso
da EXO1 aos locais de incoeréncia do DNA aumentando também a eficiéncia do MMR
nesta cadeia (Liberti et al., 2014).

Foram propostos, para as células eucaridticas, sinais de discrimina¢do com base
nas descontinuidades descritas e a sinalizacdo da cadeia principal recorrendo-se a
antigénio nuclear de proliferacdo celular (PCNA) carregado com fator de replicacdo C
(RFC) (Georgescu et al., 2015). No entanto, a metilacdo ndo € o mecanismo pelo qual
ocorre esta discriminacao nas células eucariotas.

Nas células eucariotas, a replicacdo da cadeia principal de DNA ¢ feita
continuamente pela polimerase € (Pole) enquanto que, na cadeia secunddria a replicacdo
¢ descontinua e requer a presenca das polimerases o (Pola) e 6 (Pold) (Johnson et al.,
2016).

Na figura 2 encontra-se esquematizado o modo de atuar do MMR durante a
discriminacdo de cadeia. A replicagdo da cadeia principal do DNA inicia-se pela
catalizagdo da cadeia pela DNA Pole na presenca do seu fator de processabilidade, o
PCNA. A replicacdo da cadeia secunddria do DNA, visto que ndo é processada de um
modo continuo e requerendo a presenca de PCNA e da DNA Pol o, inicia-se nas
extremidades 3’ dos fragmentos de Okazaki, sintetizados anteriormente pela DNA Pola.
Na extremidade 5’ destes fragmentos, sdo incorporados ribonucledtidos que sdo
posteriormente removidos por reparacdo por excisdo de ribonucleétidos (RER), um
processo que resulta em espacos entre estes fragmentos, potenciais locais de entrada

para a EXO I e para o sistema MMR (Liu et al., 2017)
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mismatch

replication fork

5

ribonucleoside
RNA primer
MutL

MutS

PCNA

RFC

Pold
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Pole

RPA

dgond:=

'R 1.1

Figura 2: Discriminagdo de cadeia e funcionamento do sistema MMR. (Retirado de Liu et al., 2017)

2.2. Complexos do sistema MMR

2.2.1. Complexos MSH

Nos eucariotas, os mispairs, sao reconhecidos pelos complexos heterodiméricos MSH2-
MSH6 e MSH2-MSH3, também conhecidos como, MutSa e MutSp, respetivamente
(Guillotin et al., 2014).

Estes complexos possuem uma subunidade em comum, o MSH2, e uma
subunidade unica com especidades de substrato distintas mas parcialmente sobrepostas,
o que por vezes resulta numa redundancia genética. Semelhantemente a estrutura
assimétrica do homodimero MutS da E.coli, cada subunidade do MSH heterodimérico
eucaridtico, MSH3 e MSH6, possui um papel distinto (Guillotin et al., 2014).

Existem ainda outras trés proteinas eucarioticas MSH que ndo possuem um
papel relevante no MMR e, por isso, ndo irdo ser discutidas neste trabalho: MSHI,
proteina com acdo mitocondrial e sem homélogo mamifero; MSH4 e MSHS, formam
um complexo heterodimérico com funcdo nos intermedidrios que atuam durante a
recombinacdo meidtica em conjunto com o complexo MLH1-MLH3 (Reyes et al.,

2015)
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Complexo MSH2-MSH6 (MutSa)

Nos seres humanos, o complexo heterodimérico MSH2-MSH6 € mais abundante
que o MSH2-MSH3 em cerca de 10 vezes e € o principal complexo a reconhecer os
mispairs (Hsieh et al., 2008).

Este complexo forma um dimero assimétrico em que a subunidade MSH6, por
possuir uma enorme semelhanca com o MutS, contém uma fenilalanina (Phe337 na
S.cerevisiae e Phe432 nos humanos) num dominio conservado que interage com o DNA
erréneo. Consequentemente, mutacdes que substituem esta fenilalanina impedem o
reconhecimento de erros (Reyes et al., 2015).

Tanto MSH6 como MSH?2, possuem dominios ATPase que ligam o ATP com
diferentes cinéticas e afinidades, pelo que, as mutagdes que alteram a lisina altamente
conservada existente no “motivo Walter A” vao afetar a hidrolise e a dissocia¢do do
ATP do DNA. Com a conversdao de ADP em ATP, a conformagdo do complexo vai ser
alterada difundindo ao longo do DNA. Devido a esta alteracdo de conformacao, foram
identificadas mutacdes dominantes na MSH6 da S.cerevisiae que ndo afetam a ligacdo
“mispair” mas bloqueiam a alteracdo conformacional impedindo por vezes a atividade
do complexo MLH1-PMS?2 (Hsieh et al., 2008).

Estudos sobre o MutS de S.cerevisiae e proteinas PCNA revelaram que MSH6
possui uma regido N-terminal (NTR), com estrutura globular, que serve de ligacdo a
PCNA e interage mantendo a sua conformagdo bem definida. A intera¢do entre MSH6 e
PCNA necessita da presenca de um motivo proteico conservado de interacdo de PCNA
(PIP-box) no NTR do MSH6. Uma PIP-box semelhante encontra-se também
representada no NTR do MSH3 mas ndo no MSH2, pelo que, a transferéncia do NTR
do MSH6 para o MSH2 ird complementar a delecdo do mesmo (Modrich, 2016).
A interacdo deste complexo com PCNA € necessdria para recrutar os complexos

de reconhecimento de erros do DNA recém-replicado (Reyes et al., 2015).

Complexo MSH2-MSH3 (MutSp)

Estudos genéticos e bioquimicos em células humanas e S.cerevisiae
demonstraram que este complexo tem a capacidade reconhecer e recrutar heterodimeros
MHL para os erros de insercao/delecdo de bases. No entanto o reconhecimento das
falhas é diferente. Em vez de usar um motivo de Phe-X-Glu, onde X € um qualquer

residuo de aminodcido, o dominio I do MSH3 dobra o substrato do DNA e separa as
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cadeias no local do erro por insercdo de residuos chave da cadeia lateral. E também
conhecido por desempenhar um papel na promogdo da expancido de repeticdes de
trinucledtidos, caracteristicos de vdrias doencas incluindo a Sindrome do X-fragil,
doencga de Hungtington, distrofia miotdnica, entre outros (Reyes et al., 2015).

Andlises genéticas realizadas em S.cerevisiae sdo consistentes com a
necessidade da inducdo adicional de estabilidade por parte do MSH3 em erros
emparelhamento relativamente a insercdo/delecio de bases que sdo intrinsecamente

dobradas e separadas da cadeia (Hsieh et al., 2008).

2.2.2. Complexos MLH

Os complexos MLH eucariotas, também heterodiméricos, sdo denominados
MutLa, MutLp e MutLy e sao formados por, respetivamente, MLHI1-PMS2, MLH1-
PMS1 e MLHI1-MLH3 (Jiricny, 2013).

Nestes complexos, as proteinas possuem dominios N-terminal (NTDs) e
dominios C-terminal (CTDs) distintas que se encontram conectadas. Os NTDs contém
um dominio ATPase, que € constituido por quatro locais conservados de ligacdo ao
ATP caracteristicos da familia de ATPases GHKL (Dutta et al., 2000). Os CTDs nao
sdo conservados na sua sequéncia primdria mas, relativamente a sua estrutura
secundéria, existe um certo nivel de conservacdo em que possuem dominios de
interagdo com a EXO I, regides importantes para a dimerizacdo e para a MutLao,

(Gueneau et al., 2013).

Complexo MLH1-PMS2 (MutLa)

7

Na S.cerevisiae, este é o principal complexo homélogo MutL. que atua no
MMR, visto que, mutagdes em MLH2 e MLH3 apenas causam pequenos defeitos no
MMR nio podendo servir de substitutos do PMS?2 (Jiricny, 2013).

Este complexo possui o dominio de endonuclease que reside no CTD do
heterodimero (dominio C-terminal da Pol II), que serve como local de ligacdo de
complexos proteicos envolvidos no processamento do mRNA. Foi levantada a hipétese
da sua necessidade na sinalizacdo na cadeia simples de DNA, recém-sintetizada, durante
0o MMR. MLH3 possui um dominio de endonuclease semelhante, estando este ausente

na scMLH2 e no hPMS1 (Gueneau et al., 2013).
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Foi demonstrado que a MutLa humana € uma endonuclease que hidrolisa
covalentemente DNA circular numa reagdo que € estimulada pela PCNA e pela RFC.
No entanto, devido a outras condi¢des reacionais, a endonuclease MutLa, hidrolisa
especificamente os segmentos com erros ja sinalizados no DNA circular numa reagao
que necessita da existéncia de uma base emparelhada incorretamente, ATP, MutSa,
PCNA e RFC. Se um sinal pré-existente é necessario para que a MutLa hidrolise o
segmento entdo existem duas hipdteses: (1) a endonuclease representa a sua fun¢do no
MMR por catalisacdo dos sitios sinalizados que atuam como locais de iniciacdo da
reacdo de excisdo durante o MMR ou (2) a endonuclease possui um papel ainda

desconhecido durante 0o MMR (Reyes et al., 2015).

Complexo MLHI-PMS1 (MutLp)

A funcido deste complexo continua bastante inexplorado, devido ao facto de que
a MLH?2 da s.c., correspondente ao PMS1 humano, ndo possuir motivos conservados de

endonuclease indentificados nos homologos MutLa e MutLy (Reyes et al., 2015).

Complexo MLHI-MLH3 (MutLy)

Acredita-se que o heterodimero Mlh1-Mlh3 desempenhe um papel menor no
MMR. O papel deste complexo consiste no processamento de intermedidrios de
recombinacdo meidtica em conjunto com o complexo Msh4-MshS5 (Zakharyevich et al.,
2012). Mlh3 abriga um motivo de endonuclease em seu CTD (Nishant et al., 2008)
(Fig. 3) e estudos recentes mostraram que o complexo Mlh1-MIlh3 apresenta atividade

de endonuclease. (Rogacheva et al., 2014)

2.3. Deficiéncia do sistema MMR

A maioria das mutacdes genéticas € destrutiva para as células, provocando
uma perda funcional parcial ou total dos genes.

O DNA quando danificado, € na auséncia de reparagdo, possui um alto
potencial de desenvolvimento de neoplasias em células germinativas e/ou somaticas.
Estudos bioquimicos e genéticos demostraram que as alteragdes no sistema MMR eram
as responsaveis pelos defeitos no sistema de reparagdo do DNA em células cancerigenas

(Modrich, 2016).
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Instabilidade de Microssatélites

Os microssatélites sao fragmentos de DNA com sequéncias repetitivas, de dois
a seis nucledtidos. A MSI € caracteristica de defeitos nos genes do DNA MMR e é
caracterizada pela expansdo ou contracdo de pequenas sequéncias repetidas de DNA,
“short tandem repeats”, causadas pela inser¢ao ou delecdo de pares de bases repetidas
(Munoz, 2017).

Estas sequéncias sdo muito susceptiveis a erros aquando da perda de funcao de
um dos genes do MMR o que vai levar a rdpida acumulacdo de mutacdes de um tnico
nucledtido ao longo de uma simples repeticao de microssatélites, visto estes repetirem-
se indmeras vezes. Os cancros que aparecem em células com defeitos nos genes do
MMR exibem repeticOes de microssatélites em numeros inconsistentes quando
comparados com tecido normal, ao que se did o nome de Instabilidade de
Microssatélites, e que pode ser testado através de tecnologias de PCR (Wolf et al.,
2013).

Estudos demonstraram que tumores positivos para MSI possuiam defeitos no
sistema de reparacdo do tipo MMR sem que existissem mutacdes nestes genes. O
silenciamento epigenético do MLHI1, via hipermetilacdo da sequéncia promotora, possui
uma forte relacdo coma diminuicdo da atividade de reparacdio. O mesmo ndo ¢é

observado para a hipermetilacdo do gene MSH2 (Grady et al., 2002).

2.4. Genes envolvidos na Sindrome de Lynch

Gene MLH1

O gene MLH1 encontra-se localizado no braco pequeno do cromossoma 3 na
posicao 22.2 (3p22.2), ver figura 3, molecularmente localizado entre os pares de base

36,993,350 a 37,050,846.
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Figura 3: Localizacdo do gene MLH1. (Disponivel em : https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MLH1)
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Cerca de 50% dos casos de Sindrome de Lynch encontram-se identificados
com mutacdes neste gene, sendo que, estas sdo variadas. Quando ocorrem, impedem a
producdo da proteina MLH1 ou produzem uma versdo alterada da mesma que ndo

funciona.

Gene PMS2

O gene PMS2 encontra-se localizado no brago pequeno da cromossoma 7 na
posicdo 22.1 (7p22.1), ver figura 4, molecularmente localizado entre os pares de base

5,970,925 a 6,009,106.
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Figura 4: Localiza¢do do gene PMS2. (Disponivel em : https://ghr.nlm.nih.gov/gene/PMS?2)

Cerca de 2% das familias com Sindrome de Lynch possuem mutagGes neste
gene. Quando estas ocorrem, levam a producdo da proteina PMS2 inativa ou com um
tamanho anormalmente pequeno, que ndo ird desenvolver uma reparagdo eficaz durante

a replicacdo levanto a acumulacgdo de erros.

Gene MSH6

O gene MSHG6, encontra-se localizado no bragco pequeno do cromossoma 2 na
posicao 16.3 (2p16.3), ver figura 5, molecularmente localizado entre os pares de base

47,783,082 a 47,806,953.
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Figura 5: Localizacdo do gene MSH6. (Disponivel em : https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MSH6)
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Cerca de 10% das familias com SL possuem mutagdes neste gene. Quando
estas ocorrem, levam a produ¢do da proteina MHS2 inativa, com um tamanho
anormalmente pequeno ou a uma versdo da proteina parcialmente ativa, o que fard com
que os erros de replicacdo ndo sejam devidamente identificados nem corrijidos.

O cancro endometrial € especialmente comum em mulheres com SL com

mutagdes no gene MSH6.

Gene MSH?2

O gene MSH2, encontra-se localizado no braco pequeno do cromossoma 2
entre as posi¢des 21 e 16.3 (2p21-16.3), ver figura 6, molecularmente localizado entre

os pares de base 47,403,067 a 47,634,501.
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Figura 6: Localizacdo do gene MSH2. (Disponivel em : https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MSH?2)

Cerca de 40% dos casos de SL encontram-se identificados com mutacdes
neste gene.Quando estas ocorrem, levam a produgdo da proteina MHS2 inativa ou com
(proteina truncada ou mutacdo nonsense) um tamanho anormalmente pequeno, o que
fard com que os erros de replicacio ndo sejam devidamente identificados nem

corrijidos.

Gene EPCAM

O gene EPCAM, encontra-se localizado no braco pequeno do cromossoma 2
na posicao 21 (2p21), ver figura 7, contém a informacdo para a produgdo da proteina
conhecida como molécula de adesdo celular epitelial (EpCAM). Esta é encontrada na
membrana que envolve as células epiteliais, onde promove, tal como o seu nome indica,
a adesdo celular. Possui um dominio intracelular (EpICD), que transmite informacdo do
exterior da célula para o nucleo, e forma complexos com outras proteinas de modo a
regular a atividade dos vdrios genes envolvidos na proliferacdo, diferenciacdo e

migragao celular.
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Figura 7: Localizacdo do gene EPCAM. (Disponivel em : https://ghr.nlm.nih.gov/gene/EPCAM)

Até 6% dos casos de sindrome de Lynch sdo resultantes da mutacdo deste
gene. A sua localiza¢do no cromossoma 2 € imediatamente adjacente a do gene MSH2.
Visto que, as mutacdes do gene EPCAM nesta sindrome resultam na eliminagdo do
coddo de terminacdo, o mRNA resultante serd mais longo por constituir tanto o mRNA
EPCAM como o MSH2. Esta mutacdo inativa o gene MSH2, por um mecanismo
chamado de hipermetilacdo do promotor, o que leva a diminui¢do da producdo desta

proteina nas células epiteliais.

Na tabela 4 encontram-se apresentadas as variantes da Sindrome de Lynch e
os genes envolvidos aquando das suas mutacdes (Adaptado de Genetics Home
Reference, disponivel em https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MLH1, PMS2, Msh2, MSH6 e
EPCAM).

Tabela 4: Variantes da Sindrome de Lynch e genes envolvidos. (Adaptado de Genetics Home Reference,
disponivel em https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MLH1, PMS2, Msh2, MSH6 e EPCAM)

Variantes da Caracterizacao Genes
SL Alterados

Sindrome de Tendéncia para desenvolvimento de tumores MLHI,

Turcot cerebrais (glioblastomas) PMS2
Displasia desenvolvimento anormal de células epiteliais nos EPCAM
Epitelial intestinos com menor capacidade de absorcdo de
Intestinal nutrientes e fluidos.

Sindrome de Risco acrescido de desenvolver adenomas sebaceos, MLHI,
Muir-Torre carcinomas cutaneos e ceratoacantomas (geralmente MSH2,

em zonas da pela exposta ao sol). MSH6
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3. Sindrome de Lynch

O HNPCC € a forma mais comum de cancro colorretal hereditdrio. Representa
2 a 5% de todos os carcinomas colorretais. A transmissdo € autossémica dominante, ver
figura 8, o que quer dizer que 50% da descendéncia dos individuos afetados herdam um
alelo mutado (Rubenstein et al., 2015)..

Mais de 90% de todos os cancros colorretais em pacientes com HNPCC
demonstraram uma alta instabilidade de microssatélites (MSI-H), o que significa que
pelo menos 2 ou mais genes foram mutados em familias HNPCC ou familias HNPCC
atipicas. O aumento do risco de cancro € devido a estas mutacdes que quando herdadas
degradam a capacidade de auto-reparacdo do DNA (Kastrinos et al., 2014).

Apresenta-se numa idade mais precoce do que na populacdao em geral sendo
caraterizado por um risco aumentado de cancros extra-colicos, como o do endométrio,
ovdrio, estdmago, estdmago, intestino delgado, trato hepatobiliar , pancreas, trato
urindrio superior, prostata, cérebro e pele (Freitas et al., 2015).

O teste de diagndstico ao tumor e a cirurgia profildtica ajudam a reduzir o
risco de morte em pacientes com sindrome de Lynch, sendo que os beneficios destas
estratégias afetam principalmente os parentes com mutacdes associadas a esta sindrome

(Munoz, 2017a).

O @ L O

O

Figura 8: Exemplo de hereditariedade autossémica dominante. (Retirado de Munoz, 2017a).

0 — individuos do sexo masculino o — individuos do sexo feminino me — individuos afetados

Esta sindrome recebeu o nome do Dr. Henry T. Lynch devido aos trabalhos
desenvolvidos, em 1966, em que descreveu a agregacdo familiar de cancro colorretal

com tumores estomacais e endometriais em duas familias (Lynch, 2017).
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Antes do diagnéstico através da andlise molecular genética se encontrar
disponivel, na década de 1990, a unica base para estimar o risco familiar de cancro
colorretal era uma histéria familiar abrangente (Wells et al., 2017).

No HNPCC, o fator critico € o aparecimento de mutagdes herdadas num dos
genes do MMR. Estes genes, normalmente, produzem proteinas que identificam e
corrigem mismatches que podem ocorrer durantes a replicacdo do DNA. Na HNPCC, a
mutacdo que inativa um dos genes do MMR leva a acumulagdo mutacodes celulares e
aumenta fortemente a probabilidade de transformacdes malignas e cancro (Kastrinos et
al.,2014).

Investigadores identificaram setes genes MMR distintos, ver tabela 5,
incluindo MLH1, MSH2, MSH6, PMS1 e PMS2. Outras mutacdes incluem MSH3 e
EXO I (Munoz, 2017a).

Tabela 5: Relagdo entre os genes mutados e a frequéncia de casos de HNPCC. (Adaptado de Munoz,

2017a)

Genes Localizacao Frequéncia de casos de
CromossOmica HNPCC
MSH2 2p21-16.3 45-50%
MLH1 3p22.2 20%
MSH6 2pl6.3 10%
PMS2 Tp22.1 1%
PMSI1 2q32.2 Raro
MSH3 5ql4.1 Raro
EXO1 1q43 Raro
Outros genes ainda 20-25%
desconhecidos

Mutagdes nas linhas germinais sdo muitas vezes mutadas mas também surgem
espontaneamente ou de novo numa nova geracdo. Estes individuos sdo muitas vezes
identificados apenas apds o desenvolvimento de cancro do célon em idades mais novas
(Wells et al., 2017).

Devido 4 expressao fenotipica da HNPCC consistir na inativagao de ambos os
alelos, as mutagdes germinativas de um alelo t€ém de ser acompanhadas de inativacao

somatica do alelo wild-tipe. As inativagdes podem resultar de delecdes, mutacdes ou
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erros de ligacdo que ocorrem em qualquer lugar ao longo do gene, sendo que, a
incapacidade de corrigir os erros de replicagdo resultam em instabilidade genémica
(Kastrinos et al., 2014).

Apesar da auséncia de polipose, cancros colorretais associados a HNPCC
podem surgir a partir de adenomas do célon proximal pré-existentes. Individuos
afetados desenvolvem adenomas a mesma taxa que individuos da populagdo em geral
no entanto, nos primeiros, é mais provavel que haja uma progressdo para cancro. A
progressdao da carcinogénese € mais rapida nestes individuos, 2 a 3 anos, do que em
individuos com adenomas ditos esporddicos, 8 a 10 anos (Munoz, 2017a).

Tumores colorretais sincrénicos, tumores primdarios diagnosticados com
intervalo de até 6 meses de diferenca e, tumores colorretais metacrénicos, em que o
diagndstico € num intervalo superior a 1 ano, s30 mais comuns em pessoas com
HNPCC. Individuo com mutacio HNPCC que ndo € sujeito a colectomia parcial ou
total apds o diagndstico do primeiro tumor como maligno tem um risco estimado de
desenvolver um tumor metacrénico no espaco de 10 anos de 30 a 40% e um risco de 5%

no espaco de 15 anos (Munoz, 2017a).

3.1. Epidemeologia

Distribuigao relacionada com a idade

O CCR em individuos com HNPCC ocorre em idades mais novas em
comparacdo com a populacdo em geral. A idade média de aparecimento de polipos é no
final da segunda e no inicio da terceira década de vida. A idade média do aparecimento
de CCR € 44 anos em membros de familias que retinem os critérios de Amesterdao

comparadamente com com as idades 60 a 65 da populagdo em geram (Munoz, 2017a).

Distribuicao relacionada com a raca

A SL nd3o possuem uma tendéncia sexual conhecida, mutacOes étnicas
especificas foram observadas nas populacOes finlandesas e suecas. As taxas de CCR na
populacdo judaica Ashkenazi sdo desproporcionalmente altas, possivelmente as mais
altas de qualquer grupo étnico mundialmente. Apesar de, nem a HNPCC nem a FAP
cldssica serem mais comuns nesta populacdo, comparativamente com a restante

populagdo, ambos estdo associados a individuos com esta heranca judaica.
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Uma mutagao especifica no gene MSH2, G1906K, € encontrada em 2-3% de
todos os CCR em judeus Ashkenazi com idades inferiores a 60 anos. Um terco destes
individuos que reuniam os critérios para testes genéticos tinham esta mutacdo que
raramente € encontrada na populacdo em geral. Em  individuos cujo CCR foi
diagnosticado até a idade de 40 anos, 7% eram portadores desta mutagdo. Por outro
lado, a mutacdo € encontrada em menos de 1% dos individuos Ashkenazim em quem o
CCR foi diagnosticado apds os 60 anos de idade (Munoz, 2017a).

Contrariamente aos relatorios americanos e europeus, o cancro gastrico € mais
comum do que o endometrial nas populagdes asidticas (japonesa, coreana e chinesa)

(Munoz, 2017a).

3.2. Prognostico e factores de risco

A taxa de sobrevivéncia a 5 anos em pacientes com CCR € estimada em 60%,
em comparacao com os 40-50% dos casos esporadicos. Os tumores colorretais positivos
para MSI t€m caracteristicas distintas, incluindo uma tendéncia para surgirem no colon
proximal, infiltrado linfocitico, com uma aparéncia pouco diferenciada, mucinosa ou
anelar (Boland er al.,, 2010). Estdo também associados a melhores taxas de
sobrevivéncia (Chen et al., 2017).

Quando comparados com base no estadio, individuos com CCR provenientes
de familias que historial de HNPCC possuem um melhor progndstico do que os
individuos com CCR esporadico, o que pode ser explicado por fatores imunologicos.
Estudos imunolégicos em ratos com cancro do célon t€ém demonstrado que os tumores
influenciam a resposta imune do hospedeiro alterando os receptores das células T. No
entanto, a resposta anormal pelas células T foi observada apenas em animais com
tumores com vdrios anos, implicando que o rdpido crescimento do tumor, como € visto
na HNPCC, pode preservar a resposta imune (Munoz, 2017a).

A melhor evidéncia de que os exames de colonoscopia sdo benéficos na
prevengao do cancro do célon em individuos com HNPCC foi demonstrada em estudos
observacionais de 22 familias com HNPCC que foram seguidas durante 15 anos. 133
membros destas familias foram examinados voluntariamente a cada 3 anos e 119
recusaram submeter-se a este exame durante o periodo do estudo (Shawki et al., 2016).

O CCR foi reduzido em 62% no grupo examinado em comparagdo com O

grupo que ndo realizou colonoscopia. A reducdo foi atribuida pelas polipectomias
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realizadas no grupo intervencionado, onde ndo ocorreram mortes associadas ao CCR.
No segundo grupo foi observada uma taxa de mortalidade associada ao CCR de cerca de
36% (Shawki et al., 2016).

Pensa-se que cancros do célon que ocorrem em individuos com HNPCC
resultam de adenomas, no entanto, estes polipos adenomatosos provavelmente possuem
uma sequencia de progressdo adenoma-carcinoma diminuida comparativamente com a
populacdo em geral (Ladabaum et al., 2011).

Assim, para um portador conhecido de mutacdes nas linhas germinais de
MLH1 ou MSH2, o0 mais recomendado é uma colonoscopia completa a cada 1-2 anos,
com inicio nas idades de 20 a 25 anos ou, 5 anos antes do primeiro diagndstico de CCR
na familia. Apds os 35-40 anos, a colonoscopia deve ser realizada anualmente
(Ladabaum et al., 2011).

A implementacdo de exames de CCR de modo a identificar familias com
HNPCC ou SL poderia originar beneficios substanciais com custos aceitaveis,
particularmente em mulheres que sejam examinadas regularmente e necessitem de
cirurgia profilatica. O custo-efetividade destes exames dependem de uma taxa
especifica entre os parentes em risco para a SL (Ladabaum et al., 2011).

Vérios componentes da dieta e do comportamento humano foram propostos
como fatores de risco para o CCR, podendo a alteracdo de alguns comportamentos
contribuir na prevengdo de CCR. Especialistas diferem na interpretacdo da evidéncia
para alguns destes componentes. Pouco € sabido se alguns destes fatores sdo protetivos
em individuos com risco genético acrescido de CCR (Kastrinos et al., 2014).

Num estudo caso-controlo, a falta de atividade fisica, a baixa ingestdo de
alimentos ricos em proteina e de vegetais contribuiu significativamente para um risco de
cancro aumentado em individuos sem histdria familiar de CCR. No entanto, naqueles
com historia familiar, a atividade fisica e a dieta ndo foram relacionadas com risco de

cancro, apesar do adequado poder estatistico (Munoz, 2017a).

Morbilidade/Mortalidade

Apesar de nem todos os individuos que herdam o gene para HNPCC
desenvolvam CCR, individuos com SL possuem um risco de desenvolvimento de
cancro do célon de 70-80%. Destes cancros, dois tercos ocorrem no colon proximal

(préximo da curvatura ou flexao esplénica) (ver tabela 2 em anexo).
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Outros tipos de cancro associados a HNPCC incluem os seguintes,

apresentados na tabela 6:

Tabela 6: Cancros associados a HNPCC. (Adaptado de Munoz, 2017a)
Risco de vida Idade de

(aos 70 anos) Diagnéstico
(anos)
Cancro Endometrial 30-40% 46 Surge primeiro que o CCR
Cancro do Ovirio 9-12% 42.5 30% dos tumores surgem
antes dos 40 anos
Cancro Gastrico 13% (maiorna 56 Adenocarcinoma
populacdo intestinal € a patologia
asidtica) mais reportada
Carcinoma de células  4-10% Afeta principalmente o
de transicao trato urindrio superior
Muta¢des MSH2
aumentam cancro bexiga
Adenocarcinoma do 1-3% Ocorre principalmente no
intestino delgado duodeno e jejuno
Glioblastoma 1-4% Sindrome de Turcot

Sindrome de Turcot

Anteriormente considerada uma desordem ndo associada a FAP, a sindrome
de Turcot € clinicamente caraterizada pela presenca de adenomas colorretais multiplos e
tumor cerebral primario. Em 1995, foi demonstrado que esta associagcao pode resultar de
dois tipos distintos de alteracdes das linhas germinativas: uma mutacdo no gene APC,
que representa dois tercos dos casos e € responsdvel pela FAP, e uma mutacdo no gene
PMS2 ou MLH1 do MMR, que representa um ter¢co dos casos. O meduloblastoma,
cancro do cerebelo de crescimento rdpido, € mais comum em mutagdes APC, enquanto
que o glioblastoma € geralmente encontrado na presenca de mutagdes relacionadas com

o0 MMR (Ozerov et al., 2013).

Sindroma Muir-Torre

Esta variante da HNPCC ¢ caraterizada pela mutacao do gene MSH2 e/ou do
gene MLH1, embora alguns casos tenham sido descritos com mutacdes no gene MSH6.
Representa muito menos de 1% de todos os casos de CCR hereditério e € caracterizada

pelas caracteristicas tipicas da HNPCC e pelo aumento do risco de desenvolver tumores
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de glandulas sebdceas, como adenomas sebdceos, carcinomas sebdceos e

queratoacantomas (Bhaijee et al., 2014).

3.3. Métodos de Diagnéstico

O diagnéstico da SL € normalmente realizado mediante um processo com 3
etapas, incluindo a revis@o do historial clinico familiar, ensaios a tumores e pesquisa
genética, exemplo apresentado pela figura 9 (Vasen et al., 2007).

Um considerdvel nimero de individuos diagnosticados com CCR possuem
historia familiar da doencga, no entanto, a maioria dos individuos ndo possuem nenhuma
das sindromes conhecidas de CCR. Quando o diagnéstico de HNPCC ou outra sindrome
de CCR familiar € considerada, deve ser realizado o estudo da ascendéncia familiar para
cada individuo, sendo que, o nimero de familiares € um dado importante a ser
considerado (Kastrinos et al., 2014). Por exemplo, € mais indicativo de HNPCC dois
casos de CCR numa familia pequena do que o mesmo nimero de casos numa familia
numerosa.

Os individuos devem ser questionados sobre a ocorréncia de CCR ou polipos
em membros da familia e sobre outras neoplasias associadas. Os dados familiares que
podem indicar HNPCC e levar a uma avaliacdo mais aprofundada do individuo e da sua
familia sdo (Munoz, 2017a):

— Muiltiplos casos de CCR ou polipos adenomatosos diagnosticados em diferentes
geracgoes;

— Individuos afetados com idades inferiores a 50 anos;

— Combinag¢do de tumores relacionados a sindrome noutros orgaos;

— Tumores sincrénicos ou metacrénicos num individuo

Sdo também utilizados critérios clinicos (Branddao et al., 2015), na
identificacdo destes pacientes, como os critérios de Amesterddo I (cldssicos), os
critérios de Amesterddao II (modernos) e os critérios de Bethesda revistos (ver anexos,
tabela 1, 2 e 3, respetivamente).

Quando uma familia retdne os critérios de Amesterddo ou Bethesda, é indicado
realizar a examinagdo de células tumorais e, para isso, recorre-se a imunohistoquimica e
a pesquisa de instabilidade de microssatélites (Munoz, 2017a).

Na HNPCC ou SL, sdo utilizados testes as linhas germinativas de modo a

identificar mutacdes nos genes MMR. Amostras de sangue sao utilizadas para
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identificar mutagdes através de sequenciacdo, delecdo, andlise de duplicacdo ou de
rearranjo. No entanto, estes testes sdo demorados e com custos elevados pelo que, foram
propostas técnicas de selecdo de candidatos a estes testes, individuos com cancro que
ttm uma grande probabilidade de serem portadores de HNPCC. Os critérios de
Amesterddo sao uteis mas falham na identificacdo de cerca de 30% dos potenciais
portadores de SL (Vasen et al., 2007).

Ultimamente, com a combina¢do do perfil de MSI com os exames de
imunohistoquimica (IHC) referentes a expressdao dos genes de DNA MMR, tem sido
possivel a identificacdo adicional de cerda de 32% dos portadores de SL que apenas
com o perfil de MSI ndo teriam sido identificados. Atualmente esta estratégia
combinada é o método mais avancado para a identificacdo de candidatos a testes
genéticos para SL. O proximo passo a considerar seria a elaboragdo de uma anélise
sanguinea que pudesse identificar as mutagdes genéticas da SL ou HNPCC (Vasen et

al., 2007).

Suspected HMPCC
[Revised Bethesda

Guidelines)
. —
7 s
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Figura 9: Estratégia para identificacdo de individuos com CCR e mutagdo num gene MMR. (Retirado de

Vasen et al., 2007)
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3.3.1. Exames fisicos

Apesar da terminologia “hereditario ndo associado a polipose”, os individuos
com HNPCC, na verdade, tém pdlipos. No entanto , estes tendem a existir num ndmero
inferior a 100, enquanto que, noutras formas de CCR hereditario, o niimero de pdlipos é
muito superior.

A formacao de pdlipos inicia-se, normalmente, no final da segunda e inicio da
terceira década de vida. Embora estes cancros sejam frequentemente assintomdticos nas
idades mais novas, a medida que o cancro avanca existem sinais € sintomas que se
podem manifestar como alteragdes nos hébitos intestinais do tipo obstipac¢do ou diarreia
que persistem por vdrios dias, sangue visivel ou oculto nas fezes muitas vezes detetado
através da pesquisa de sangue oculto nas fezes, fezes pretas e de dificil defecacdo,
deficiéncia de ferro sem causa identificadvel, dores abdominais, fadiga, diminui¢do de

apetite e perda de peso inexplicdvel (Munoz, 2017b).

3.3.2. Testes de Imunohistoquimica (IHC)

Os teste de IHC, para a HNPCC ou SL, utilizam anticorpos monoclonais de
modo a descobrir quais das proteinas de MMR estdo presentes nas amostras de tecido.

Os anticorpos sao quimicamente marcados de modo a emitirem manchas
coloridas quando estes se ligam aos seus homdlogos. Amostras de tecido tumural sdao
testados através da IHC para avaliar as proteinas associadas ao CCR, como a MLHI,
MSH2, MSH6 e PMS2. A auséncia de uma destas proteinas sugere que tenha existido
uma mutagdo no gene que a produz.

Uma amostra que seja negativa para MLH1 e PMS2 e que, a0 mesmo tempo,
seja positiva para MSH2 e MSH6 ¢ indicativa de uma mutagdo em MLHI.
Semelhantemente, uma amostra que seja negativa para MSH2 e MSH6 e que ao mesmo
tempo, seja positiva para MLH1 e PMS2 ¢ indicativa de uma mutagdo em MSH2 (Levin
et al., 2008).

Dos tumores de portadores de uma mutagdo germinativa no MHS6, 5% foram
detetados com um sinal compativel ao da mutacio MSH?2, pelo que, se os resultados
para o MSH2 sdo negativos € recomendada a andlise de DNA para o MSH6. A perda de

expressao por parte do MSH6 é a causa predominante do CCR em idades mais jovens
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por deficiéncia do MMR. Também o cancro endometrial encontra-se associado as
mutacdes MSH6 (Giréldez et al., 2010).

A THC ¢ especialmente indicativa para mutacdes do MMR que resultam em
mutacgdes do tipo frame shift, mutacdes originadas pela detecdo do local de splicing do

RNA, grandes rearranjos gendmicos e, mismatch (Levin et al., 2008).

3.3.3. Testes Genéticos

Andlise de Instabilidade de Microsatélites (MSI)

Primeiramente descrita em 1993, a MSI é um fendmeno encontrado no DNA
de células de CCR mas ndo na mucosa colorretal normal adjacente de individuos com
mutagdes de MMR. Mais de 90% dos tumores HNPCC e 15% dos CCR esporadicos
exibem MSI (Wells et al., 2017).

Este teste é usado com o intuito de detetar falhas no mecanismo de DNA
MMR que ocorrem durante a replicacdo do DNA. Estas falhas levam ao aumento das
variacdes das sequéncias simples e repetitivas ao longo do genoma. A presenca de
instabilidade indica dano na replicacdo do DNA e no sistema de reparagdo o que pode
ser causado por mutacoes dos genes MMR (Losso et al., 2012).

Em 1992, trés estudos foram publicados onde foi reconhecida a ligagdo do
MSI & Sindrome de Lynch. O primeiro observou a preponderancia existente de cancro
proximal e o aumento da sobrevivéncia em doentes com SL quando comparados com
casos esporadicos (Thibodeau et al., 1993), o segundo referiu-se ao MSI como fenétipo
de erro de replicacdo RER (Peltoméki et al., 1993) e, o terceiro ligou o locus que mais
tarde ajudaria a identificar os genes responsaveis do MMR (Aaltonen et al., 1993).

Em 1997, a MSI foi definida como uma mudanca de qualquer cumprimento
devido a inser¢do ou delecdo de unidades repetitivas num microssatélite dentro de um
tumor, quando comparado ao tecido normal (Wolf er al., 2013). Foram também
propostos marcadores especificos, ver a tabela 7, para a avaliagdo do MSI onde estdo

incluidos BAT25, BAT26, D5S346, D2S123 e D17S250 (Losso et al., 2012).
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Tabela 7:Marcadores utilizados na avaliacdo do MSI . (Adaptado de Losso et al., 2012)

Microssatélites Localizacao Tamanho Forward Primer Reverse Primer
BAT25 Gene c-Kit 110-130 5> - TCG CCT 5 - TCT GCA
(4q12) pb CCA AGA ATG TTT TAA CTA
TAAGT -3’ TGG CTC - 3°
BAT26 Gene MSH2 100-120 5 - TGA CTA 5 - AAC CAT
(2p) pb CTT TTG ACT TCA ACA TIT
TCAGCC-3 TTAACCC-3
D5S346 Gene MSH2 200-230 5° - AAA CAG 5 - GGA CIT
(2p) pb GAT GCC TGC TCC ACC TAT
CITTA-3 GGG AC-3
D2S123 Gene APC 100-130 5° - AGC AGA 5 - ACT CAC
(5q22-23) pb TAA GAC AGT TCT AGT GAT
ATT ACT AGT T AAA TCG GG -
-3 3
D17S250 Gene BRCAl 140-170 5° - GGA AGA 5 - GCT GGC
(17q12-11.2) pb ATC AAA TAG CAT ATA TAT

ACA AT -3

ATT TAA ACC
_ 3

Se ndo forem encontradas alteragdes, ou seja, tumores sem marcadores

positivos, o tumor € classificado como MSS (microsatellite stable). No caso de dois ou

mais marcadores forem positivos (Rodriguez-Bigas et al., 1997), ou pelo menos 30%

dos marcadores mostrarem instabilidade (Munoz, 2007a) , o resultado da analise €

classificado como MSI-high (MSI-H). Nos casos em que apenas um marcador é

positivo ou menos de 30% dos marcadores demonstram instabilidade, o tumor é

classificado de MSI-low (MSI-L) (Rodriguez-Bigas et al., 1997), ver anexos, tabela 4.

A perda da expressio in vitro dos complexos MLHI e MSH2 foi
frequentemente encontrada em células tumorais, apresentando resisténcia a agentes
quimicos. A caracterizacdo da tolerancia a agentes alquilantes por células deficientes em
MMR tem direcionado implicacdes importantes nos processos quimiotrdpicos em
pacientes com HNPCC e MSI (Peltomiki, 2003).
MSHB6,

endometriais, t€ém-se demonstrado com um fenétipo MSS portanto, se € obtido um

Carcinomas em portadores particularmente os carcinomas
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fen6tipo MMS, deve ser realizado um teste IHC para o MSH6. Perto de 90% das
mutacdes MLH1 E MSH?2 resultam de um fenétipo MSH-H, enquanto que cerca de
10% das mutacdes MLH6 podem resultar de fenotipos MSI-L ou MSS (Wolf et al.,
2013).

Embora a maioria das regides de microssatélites estarem localizadas em
regides ndo codificadas do genoma, algumas encontram-se localizadas em regides
codificadas de genes envolvidos na regulacdo do crescimento celular, como por
exemplo, o receptor beta tipo II do fator de transformacao do crescimento (TGF), e na
apoptose celular, como é o caso do gene BAX (acelerador da apoptose celular
programada). Defende-se que alteragdes nestes importantes genes reguladores sejam as
responsdveis pela taxa de aceleramento de transformacado maligna observada na HNPCC
(Levin et al., 2008).

A sensibilidade da anélise de MSI € de cerca de 93% em relacdo 4 detecdo de
deficiéncias no sistema MMR em portadores de mutacdes de MMR. No entanto, este
teste ndo pode ser utilizado de modo a prever quais dos genes MMR possuem mutacoes
sendo necessdrio recorrer a técnicas de IHC, que possuem a vantagem de poderem

indicar qual o gene MMR mais apropriado para andlise do DNA(Wolf et al., 2013).

Resultados de testes MSI publicados pela Associacio Americana de
Gastroenterologia (AGA) revelaram que a maior percentagem de resultados MSI-H
foram encontrados em familias que reuniam os critério de Amesterdao I, seguidos por
individuos com CCR que foram diagnosticados antes dos 35 anos de idade. Para os
testes genéticos, os resultados foram semelhantes.

Na generalidade, os testes genéticos deveriam ser facultados quando a suspeita
clinica de HNPCC se encontra bem estabelecida. E geralmente aceite que individuos
que retinam os critérios de Amesterddo ou os critérios de Bethesda de 1997 sejam
candidatos a teste (Munoz, 2017a).

As novas guidelines recomendam a andlise de MSI ou IHC de tumores de
individuos de alto risco como estratégia inicial preferida de diagnodstico, seguida de
detecio de mutacoes MLH1 e MSH2 através de testes germinais para aqueles com
tumores MSI-H ou tumores com perda de expressdo de uma das proteinas resultantes
dos genes MMR. Os testes as mutacdes da linha germinativa MSH6 deveriam ser

consideradas aquando dos testes MSI-H (Wolf et al., 2013).
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Teste de BRAF

O teste ao BRAF auxilia a distincao entre HNPCC e cancro esporadico através
da presenca da mutacdo V60OE no gene BRAF (Molinari et al., 2014).

Este gene contém informacdo para produzir uma proteina que atua na
sinalizagdo do exterior para o nucleo da célula, pertence a via RAS/MAPK que é
responsdvel pela proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e apoptose celular, pelo que,
quando mutados, t€ém potencial de fazer com que as células normais se tornem
cancerosas, pertencendo assim a uma classe de genes conhecidos como oncogenes
(Ladabaum et al., 2011).

A perda esporddica da expressdo da proteina MLHI1 pode resultar da
hipermetilacdo do promotor do gene MLH1. Por isso, tumores que demonstram a perda
da proteina MLH1 e ndo apresentam mutagdes V60OE no BRAF ou hipermetilacdo sao

suspeitos de estarem associados a S ou HNPCC (Molinari et al., 2014).

As preocupagdes relacionadas com os testes genéticos englobam a dificuldade
emocional, independentemente dos resultados (Weissman et al., 2011); apds o
diagndstico, a vigilancia e as recomendacdes do aconselhamento genético devem ser
estendidas a todos os parentes disponiveis de primeiro e segundo grau; os custos
associados ao rastreio e prevencdo nao abrangidos pelo seguro de saide, em individuos
com mutacdes; a discriminacdo do empregador ou do provedor de seguros com base nos

resultados de testes genéticos.

Beneficios dos exames genéticos (Rodriguez-Bigas et al., 1997):

— Podem permitir uma avaliacdo mais precisa do risco de cancro, isto porque, se uma
mutacdo for devidamente identificada, estes exames e uma triagem precoce podem
ser realizados e oferecidos tanto ao individuo como a outros membros da familia em
risco.

— A vigilancia e gestdo do doente podem ser realizadas para individuos com mutagdes
identificadas.

— Individuos com resultados negativos evitam estas medidas.

— Nao envolve nenhum risco fisico além da amostragem de sangue de rotina.
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3.4. Terapéutica

A Tabela 8 resume as guidelines para a vigilancia de familias com SL

recomendadas pela Sociedade Internacional de Tumores Hereditarios Gastrointestinais,

The International Society of Gastrointestinal Hereditary Tumours (Vasen et al., 2007).

Este protocolo ¢é indicado em familias com muta¢cdes MMR identificadas, e também em

familias com CRC e outros cancros relacionados com evidéncia de mutagdes MMR, por

exemplo, pela presenca de MSI ou perda de expressdo em tumores (Vasen et al., 2007),

com excecao das familias de pacientes com caracteristicas causadas por hipermetilacdo

de MLHI1 (Vasen et al., 2014).

Tabela 8: Protocolo holandés de vigilancia de portadores de uma mutag@o nos genes MMR. (Adaptado de

Vasen et al., 2007)

Sindrome de Lynch

Familias com CCR
sem evidéncia de
MSI (mas que
reunem os critérios

de Amesterdao)

Limite de idade Exames

(inferior)

20-25 Colonoscopia

30-35 Exames ginecoldgicos,
exames transvaginais,
bidpsia por aspiracao

30-35 Gastroduodenoscopia
(histéria de cancro gastrico
familiar)

30-35 Ultrassom abdominal,

andlise de wurina, citologia
urindria (histéria de cancro
do trato urinario)

45-50 ou 5-10 anos Colonoscopia

antes da idade de

diagndstico do

primeiro caso de

CCR na familia
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Os objetivos destes seguimentos sdo reduzir a mortalidade através da detecdo
de cancros pré-sintomaticos e em fase inicial e, reduzir a incidéncia através da

identificacdo e remog¢do de adenomas pré-cancerigenos (Wells et al., 2017).

3.4.1. Monitorizacao dos portadores de mutacoes nos genes
MMR

As principais indicacdes para se realizar rastreios do célon incluem individuos
que possuem mutagdes genéticas MMR nas linhas germinais, individuos cujos parentes
afetados que recusam ou ndo se encontram disponiveis para realizar exames genéticos e,
individuos assintomdticos em risco, para os quais o exame genético € inadequado, por
exemplo, familiares com tumores MSI-H e exames genéticos inconclusivos (Munoz,

2017b).

Colonoscopia

A colonoscopia foi adicionada as guidelines de prevencdo como uma nova
opcdo a examinacdo do colon em 1997. Atualmente, € considerada como método
principal em individuos com HNPCC. A evidéncia que suporta este método € derivada
aos dados que mostram uma diminuicdo da taxa de mortalidade em doentes com CCR
que foram submetidos a remog¢do de adenomas por colonoscopia. Adicionalmente, este
método € mais custo-efetivo quando comparado com outras estratégias de vigilancia,

como por exemplo, estudos de contraste com bdrio, sigmoiscopia flexivel ou

colonoscopia virtual (Wells et al., 2017).

3.4.2. Vigilancia de tumores extra-célon

Os exames de IHC e MSI podem ser uteis em portadores de uma mutacdo dos
genes MMR, conforme o proposto no protocolo holandés.

Mulheres com SL s@o recomendadas para a realizagdo de um exame pélvico
anula, exame ultra-sonografico e bidpsias ao ttero, por volta dos 30 ou 35 anos de modo
a detetar cancro uterino. Recomenda-se também um exame anual de despiste de cancro
endometrial e do ovério, a partir dos 20 ou 30 anos (Wells et al., 2017).

Foi demonstrado que o método de endoscopia de rotina superior nao ¢é

considerada benéfica nos casos de SL (Vasen, 2013), no entanto o seu uso pode ser
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justificdvel em parentes de alto risco (Hampel ef al., 2006). O Grupo Colaborativo
Internacional sobre o0 HNPCC recomenda um procedimento endoscépico a cada 1-2
anos a partir dos 30 anos de idade para individuos com risco de cancro gastrico
associado ao HNPCC. A maioria destes estudos foram realizados no continente asidtico
onde as taxas de cancro do estomago sdo bastante elevadas (Munoz, 2017b).

O rastreio do cancro do estdmago pode entdo ser recomendado a pessoas
idosas com gastrite atréfica ou anemia perniciosa, individuos com gastrite parcial,
diagndstico de adenomas esporadicos, FAP, HNPCC e/ou populagdes €tnicas imigrantes
de paises com altas taxas de incidéncia de carcinoma gastrico (Wells et al., 2017).

Familias com histéria familiar de tumores no trato urindrio, em que os exames
sdo considerados benéficos, devem submeter-se a ultra-sonografia, citoscopia e
citologia urindria a cada 1-2 anos a partir dos 30-35 anos de idade (Wells et al., 2017).

Atualmente, ainda ndo existem recomendacdes indicadas especificas para o
cancro hepatobiliar e, em geral, ndo sdo recomendados exames de rastreio do figado e
do trato biliar. Foram no entanto sugeridos ultra-sonografias transabdominal da arvore

biliar e testes de funcdo hepatica (Munoz, 2017b).

3.5. Métodos Cirurgicos

A tnica maneira de prevenir completamente o desenvolvimento de cancro no
cOlon ou tratar um cancro ja existente € a remogdo total do c6lon (Wells et al., 2017).
As trés cirurgias mais realizadas para o tratamento do HNPCC incluem a colectomia
subtotal com anastemose ileorectal, colectomia total com tracdo ileoanal e colectomia
total com ileostomia. A segunda, acompanhada de vigilancia retal pds-cirirgica, €
recomendada quando hd o desenvolvimento de CCR em individuos com HNPCC,
podendo ser também considerada para profilaxia em portadores de mutacdo dos genes

MMR (Munoz, 2017b).

3.5.1. Vigilancia p6s-operatoria

A vigilancia pés-operatoria € indicada apds a resseccdo curativa em pacientes
com HNPCC devido taxas elevadas de cancro metacrénico, estimado em 40% a 10 anos
e 72% a 40 anos, dependendo do comprimento do c6lon remanescente apos cirurgia. A

sigmoidoscopia de vigilancia é recomendada a cada 1-2 anos apds a colectomia subtotal
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e a colonoscopia de vigilancia é recomendada a cada 1-2 anos apds a colectomia parcial

(Munoz, 2017b).

3.6. Terapéutica profilatica

Estudos observacionais em individuos com risco mediano sugerem que a
utilizacdo de alguns medicamentos, suplementos alimentares e também agentes
antioxidantes podem prevenir o desenvolvimento de CCR. No entanto, ensaios
controlados randomizados sobre o uso de agentes quimio-preventivos sdo limitados, e
apenas alguns estudos tém selecionado especificamente individuos com predisposi¢ao
herdada para CCR e portanto, a evidéncia ndo foi convincente de modo a ser

recomendada em individuos com HNPCC (Munoz, 2017b).

Anti-inflamatorios ndo Esteroides

Estudos controlados randomizados demonstraram que o celecoxib, AINE,
induziu a regressao de adenomas em individuos com FAP. Dados pré-clinicos suportam
a seguranca e eficacia dos inibidores da ciclooxigenase-2 (COX-2) em paciente com
FAP pelo que o uso de celecoxib foi aprovado, pela US Food Drug and Administration
(FDA), como adjuvantes em adenomas colorretais em individuos com FAP (Lang et al.,
2017).

Apesar de se ter demonstrado que a expressdo da COX-2 ocorre em pacientes
com adenomas e CCR , a sua expressdo pode ndo ser tdo pronunciada em individuos
com HNPCC, em comparacdo a FAP, isto devido aos polimorfismos nos genes dos
proteinas metabolizadores que podem contribuir para as variadas respostas aos AINE’s
(Lang et al., 2017).

Relativamente ao dcido acetilsalicilico, aspirina, estudos prospetivos
demonstraram uma reducdo significativa de CCR em profissionais de saide que
tomavam regularmente aspirina (Drazen, 2007). Um estudo controlado randomizado
sobre o efeito da aspirina no CCR, de 2011, demonstrou uma redugio do risco a longo
prazo de cancro do intestino em cerca de 60%, em pessoas com histéria familiar da
doenca. Foram estudados 861 individuos com SL que tomaram 600 mg da aspirina por
dia durante dois anos, com um seguimento médio de 55,7 meses. 18 dos 427 doente,
atribuidos aleatoriamente a toma de aspirina, desenvolveram CCR em comparagdo com

os 30 dos 434 pacientes do grupo placebo. Estes dados demonstram a necessidade de
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estudos mais aprofundados de modo a determinar a dose e a duracdo ideais para

diferentes grupos de pessoas. (Burn et al., 2011).
Acido Félico

Num estudo observacional de Cole et al., 2007, a utilizacido de suplementos de
acido félico, com uma duragdo superior a 15 anos, foi associada a uma taxa de CCR
inferior em cerca de 75%. Este estudo foi realizado em mulheres com histéria familiar
de cancro do célon. Uma hipétese defende que devido a necessidade da utilizacdo de
folatos durante a sintese do DNA, concentracdes subdtimas podem causar

anormalidades na sintese ou durante a sua reparacao.

Cdlcio

Investigacdes sugeriram que o cdlcio forma ligacdes com os acidos biliares no
limen intestinal, inibindo os seus efeitos carcinogénicos. Um ensaio controlado
randomizado com suplementacio de cédlcio, com uma dose didria de 1200 mg durante 4
anos, reduzido o risco de adenomas recorrentes em cerca de 19%. Estes resultados
podem ndo ser aplicados a individuos com risco genético acrescido de CCR (Grau et al.,

2003).

Estrogénios

A toma de estrogénios estd associada com uma menor incidéncia de CCR, no
entanto, esta informacdo ndo tem em consideracdo individuos com risco genético
aumentado de CCR. Nao obstante que, a longo termo, o efeito da combinagdo de
estrogénios com progestina no CCR em mulheres em fase pos-menopausa ndo mostrou

beneficio clinico evidente (Munoz, 2017b).
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4. Conclusao

A descoberta de que os defeitos no sistema MMR possuem um papel causal na
HNPCC, e em muitos outros cancros esporddicos com risco de MSI, resultou no
aumento da sua relevancia clinica, tornando-se necessarios mais estudos da funcao
MMR em células eucaridticas. Levou também a pesquisas intensivas e a melhor
compreensdo dos variados papeis bioldgicos desempenhados pelo sistema MMR
relacionando-os com métodos de prevencao e terapéutica (Li, 2008).

Visto que o papel principal do sistema MMR € a melhoria da fidelidade da
replicacdo, através da correcdo de desajustes base-base associados a replicagdo ou erros
de identificacdo, e os seus papeis secunddrios importantes na modulacdo da
recombinacdo do DNA e na acessibilidade a sinalizacdo do dano do DNA, torna-se
bastante claro que os erros que possam existir neste sistema proporcionam
oportunidades de iniciacdo de processos carcinogénicos (Li, 2008).

Sa@o necessdrias novas abordagens ou alternativas para pacientes com ou sem
MSI, como por exemplo terapia genética direcionada, que poderia restaurar
seletivamente a sensibilidade ao farmaco nestas células ou tratamento com agentes que
estimulam a apoptose em células tumorais.

Pesquisas adicionais sobre mecanismos que eliminam seletivamente células
com deficiéncia de MMR também sio justificadas devendo incluir uma pesquisa mais
avancada sobre os mecanismos moleculares da MMR eucaridtica. Compreender estes
mecanismos, apoiard os esforcos para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas adequadas a pacientes com HNPCC ou outros tumores deficientes em
MMR MSI-positivos.

O aumento do conhecimento em relacdo a esta sindrome possibilita uma
melhoria do diagndstico da SL. Atualmente, os instrumentos de triagem utilizados sdo,
o estudo detalhado da histéria familiar, as caracteristicas patoldgicas e clinicas do tumor
e o recurso a testes genéticos. O diagnéstico clinico e molecular é fundamental para a
identificacdo de doentes com SL, devido a presenga de um risco aumentado nestes
doentes em relacdo a populacdo em geral, para o desenvolvimento de variados
carcinomas. Por possuir uma transmissdo hereditdria autossémica dominante, a
probabilidade da descendéncia ser portadora da mutacdo é de 50%, pelo que, a
promocao de rastreios intensivos de prevengdo e tratamento podem levar a reducdo

significativa do risco de desenvolvimento de neoplasias (Ashton-Prolla et al., 2005).
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A vigilancia por colonoscopia periddica tem revelados resultados positivos na
detecdo de CCR em estadios precoces reduzindo o risco de CCR em 62%, bem como, a
reducdo significativa da mortalidade associada (Vasen et al., 2007).

A compreensdo da base genética da SL, tem vindo a aumentar ao longo dos
dltimos anos, tem-se tornado essencial para a correta abordagem aos doentes com SL
através da realizagdo de exames moleculares ao tecido tumoral, tais como, a andlise da
MSI e o teste de IHC, seguidos da realizacdo de uma andlise de mutagdes genéticas na
presenca de evidéncia de mutacOes germinativas.

Atualmente, os testes MSI e IHC sdo utilizados para a selecdo de individuos
que devem realizar uma andlise da mutacdo genética, no entanto, apesar de serem
métodos validos, ainda ndo existem dados significativos. Devido as vérias mutagdes
existentes, existem dificuldades na interpretacdo dos resultados dos testes genéticos,
falsos positivos e negativos. Apesar das abragentes orientacdes dos critérios de
Bethesda, individuos com mutagdes germinativas e MSI continuam sem ser
identificados.

Apesar da falta de consenso, tém sido realizados vérios estudos de modo a
elaborar estratégias quimiopreventivas que diminuam a MSI, como a utilizac¢do de 4cido
acetilsalicilico, AINE’s e agentes quimioterdpicos e; que consigam restabelecer a
normal atividade dos genes reparadores de DNA (Niv, 2007).

Também ao nivel do tratamento cirurgico do CCR, as opinides sdo algo
divergentes. Existe ainda discordancia na escolha do tratamento cirurgico do CCR.
Alguns defendem que se deve realizar colectomia parcial com seguimento por
endoscopia periddica, enquanto outros defendem a realizagdo de colectomia total com
anastomose ileorectal, ja que a probabilidade de recidiva € alta e a colonoscopia ndo €

um método de rastreio 100% eficaz (Ashton-Prolla et al., 2005).

Apesar de todos os avancos realizados nesta drea, sdo necessdrios mais
estudos, relativamente ao MMR humano, a terapéutica genética e, a sua relacio com
esta sindrome, de modo a auxiliar os profissionais de saide envolvidos, na melhoria dos
cuidados de satde a prestar a estas familias. E também necessdrio, com auxilio das
associagdes responsaveis, dar a conhecer a populagdo os fatores de risco que
predispdem a esta sindrome, assim como, as técnicas disponiveis de prevengdo e

diagnéstico.
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6. Anexos

Tabela 1 — Critérios de Amesterdao I para o diagndstico de HNPCC

1.

Trés ou mais familiares com CCR histologicamente confirmado, sendo um deles
familiar em primeiro grau dos outros dois. FAP deve ser excluida;
Pelo menos duas geracdes sucessivas com CCR;

Pelo menos um dos CCR diagnosticado em idade inferior a 50 anos de idade.

Adaptado de Brandao et al., 2015.

Tabela 2 — Critérios de Amesterdao I para o diagnostico de HNPCC

1.

Trés ou mais familiares com um tumor do espectro da SL histologicamente
confirmado (CCR, endométrio, intestino delgado, ureter e pélvis renal), sendo
um deles familiar em primeiro grau dos outros dois. FAP deve ser excluida;

Pelo menos duas geracOes sucessivas afectadas;

Pelo menos um dos tumores diagnosticado em idade inferior a 50 anos de idade.

Adaptado de Brandio et al., 2015.

Tabela 3 — Critérios de Bethesda Revistos

Individuos com CCR diagnosticado em idade inferior a 50 anos;

Individuos com CCR sincronicos ou metacronicos, ou associagdo com outros
tumores do espectro da SL, independentemente da idade;

Individuos com CCR com caracteristicas histoldgicas de instabilidade de alto
grau (infiltrado linfocitario, reac¢ao tipo Crohn, tumores mucinosos ou com
diferenciacdo em “anel de sinete” ou padrdo de crescimento medular)
diagnosticado em idade inferior a 60 anos;

Individuos com CCR e um ou mais familiares em 1° grau com um tumor do
espectro da SL, um dos quais diagnosticado em idade inferior a 50 anos;
Individuos com CCR ou tumores associados a SL, e dois ou mais familiares de

1° e 2° grau com tumor do espectro da SL, independemente da idade.

Adaptado de Branddo et al., 2015.



Tabela 4 — Recomendacoes para a avaliacao de MSI-H e MSI-L
O painel de microssatélites do National Cancer Institute (NCI) original incluiu BAT2S5,
BAT26, D2S123, D5S346 e D17S52507; no entanto, as seguintes adverténcias podem
ser aplicadas:

1. Se apenas as repeticoes de nucledtidos forem mutadas, deve ser testado um
painel secunddrio de marcadores de microssatélites com repeticoes de
mononucledtidos (por exemplo, BAT40 e / ou MYCL) para excluir MSI-H;

2. As repeticOes de dinucledtidos sdo menos sensiveis do que as repeticdoes de
mononucledtidos para MSI-H; no entanto, eles fornecem um controlo interno
preventivo sobre a mistura de amostras;

3. Um painel de cinco repeti¢des mononucleotidicas monomorficas pode ser mais
sensivel aos tumores MSI-H do que outros marcadores de microssatélites e pode
evitar a necessidade de uma amostra de tecido normal como comparagdo; esta
abordagem requer trés ou mais alelos mutantes que indiquem MSI-H.

MSI-H - alta instabilidade de microssatélites em tumores refere-se a mudancas em dois
ou mais dos cinco paineis de marcadores de microssatélites em tumores recomendados
pelo National Cancer Institute.

MSI-L — baixa instabilidade de microssatélites em tumores refere-se a mudangas em
apenas um dos cinco painéis de marcadores de microssatélites em tumores
recomendados pelo NCI.

Adaptado de Wolf et al., 2013.



