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TABLE 1. Comparison of uptake rate s (weighted averages) across geretic disorders
for those with a family history of selected diseases
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O cancro € uma doenca genética

O principio da selecao clonal durante a tumorigénese

Genes 1,2 Genes 3,4 Genes 5,6
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Genes do Cancro

Oncogenes

» Resultam da activacdo de genes que actuam na promogéo do crescimento e
divisao celular desregulada de uma forma dominante;

» Exercem o seu efeito para a malignidade mesmo quando so um alelo € afectado.

Genes de reparacao de erros do DNA
» Actuam de uma forma indirecta, promovendo mutacdes ao longo do genoma;

» Quando mutadas as células sao incapazes de efectuar a adequada reparacao
de danos que ocorrem regularmente no DNA;

»Como exemplos temos os genes de mismatch repair system (MMR), e os do
base excision repair (BER).
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Genes do Cancro

Genes supressores de tumor ou oncosupressores

» Sao geralmente reguladores negativos do crescimento celular;
» Em geral os dois alelos encontram-se inactivados em tumores;
» Contribuem para o cancro de uma forma directa;
» Sao classificados em 3 grupos:

Gatekeeper genes

Em muitos casos codificam para um sistema de verificacbes e equilibrio que monitoriza a divisdo e morte
celular.

Caretaker genes
Codificam produtos que estabilizam o genoma;
Mutagdes em genes do tipo caretaker levam a instabilidade genémica;

Células tumorais desenvolvem-se a partir de duas classes distintas de instabilidade gendmica ->
instabilidade mutacional devida a alteracdes nucledétidicas do DNA e a instabilidade cromossémica devida
a rearranjos cromossomicos inadequados;

Landscaper genes

Codificam produtos que, quando mutados, contribuem para o crescimento neoplasico das células por
favorecerem um ambiente de estroma que conduz a proliferacao celular desregulada.
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RISCO DE CANCRO E GENES

N-myc
Ki-Ras

MSH2
MLH1
MSH6

MYH
BRCA1

BRCA2
APC

Neuroblastoma
Colo-rectal

Colo-rectal
Endomeétrio, outros
Colo-rectal

Colo-rectal
Mama/Ovario

Mama (dois sexos)
Colo-rectal

Oncogene
Oncogene

Gene de reparacao de erros do DNA
Gene de reparacao de erros do DNA
Gene de reparacao de erros do DNA

Gene de reparacao de erros do DNA
Gene Supressor de tumor

Gene Supressor de tumor
Gene Supressor de tumor
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Dados do INE - 2005 Cancro colorectal = 2* causa de morte

Tecido linfatico, hematopoético e tecidos relacionados :— Taxa de SObreVIda ""40% ap()s 5 anOS
Bexiga T
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Péncreas
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0 1000 2000 3000 4000
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Sao necessarias:
Medidas de prevencao
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Iniciacao Promocao Expansao Progressao Metastizacao
Gene Gene K- Gene Gene Outras
APC Ras DccC P53 alteracoes
5q (12p) (18p) (17p)

Metastases

Epltello -

Carcinoma
Carcinoma Invasivo

Grande maioria sao esporadicos ou seja sem incidéncia familiar

B 5-15% pertencem a familias que apresentam uma
predisposicao para o desenvolvimento do cancro
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Mutacoes

Modificacoes na sequéncia de bases do DNA que determinam alteracoes
no produto génico correspondente (proteina) e na sua funcao.
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= Mutacoes Germinais

Formas de cancro familiar: sao raros mas de expressao
razoavel em muitas formas de cancro. A mutagao ocorre nos
gametas (herdada dos pais) podendo por conseguinte ser
transmitida a descendéncia e com ela a predisposicdo ao
cancro. Uma vez que as mutacgdes ocorrem na linha germinal €
possivel fazerem-se testes preditivos em familiares de
individuos afectados.

= Mutacoes Somaticas

Formas de cancro esporadico: sdo mais comuns mas ndo ha risco para a familia.
A mutacao ocorre numa célula somatica.
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Mutacao
Dominante

Cancro Colorectal Familiar ii
Genotipo

<~ Fenotipo

1. FAP

@ (Polipose Adenomatosa Familiar)

- Doencga autossomica dominante;
- C/ manifestacoes extracoldnicas;
- 100 a >1000 polipos adenomatosos;

- 70% das familias apresentam mutacdes germinais no gene APC




Gene APC

Localiza-se no cromossoma 5 (5g21)
Gene supressor de tumor
RNA mensageiro com ~ 8,9 Kb

AFAP
(<100 polipos)
+ manifestacoes
extra coldnicas

realcadas
polipos)
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Viutacao
Dominante

i IGenétipo
[ J

. .
-~ Fenotipo

Cancro Colorectal Familiar

2. HNPCC
(Cancro Hereditario do Colon e Recto sem Polipose ou Sindroma de Lynch)

» Doenca autossémica dominante;

» N&o apresenta polipos;

« Sindroma de elevada susceptibilidade de cancro colorectal assim como outros
Orgaos;

« ~50% das familias apresentam mutacées germinais nos genes de reparacdo de
DNA, em particular no hMLH1 e no hMSHZ;

» S30 importantes critérios para valorizarem a historia familiar oncolégica uma vez que
nao existem caracteristicas clinicas antes do aparecimento do CCR.

Assim:
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Critérios de Amesterdao

O

I:1 |

11:4 II:1 1I:5 11:2 11:3

II:1

* Trés ou mais familiares com diagnostico histologico de CCR,
sendo pelo menos um familiar em 12 grau de outro.

« CCR envolvendo pelo menos duas geracoes.

- Um ou mais CCRs diagnosticado(s) antes dos 50 anos de
idade.
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Critérios de Bethesda
Tumores de individuos que devem ser testados para instabilidade de
microssatelites:

1. Com CCR ou com carcinoma do endométrio detetados antes dos 50 anos;

2. GCom CCR sincrono ou mitocdndrico ou qualquer outro tipo de tumor do
espetro HNPCC (estomago, ovario, pancreas, ureteres, renal, pélvis,...)
em qualquer idade;

3. Com CCR antes dos 60 anos de idade e histologia de MSI-H no tumor;

4. CCR num ou mais familiares em primeiro grau com tumores do espetro
HNPCC e um dos tumores antes dos 50 anos;

5. CCR diagnosticado em dois ou mais familiares em primeiro grau com
tumores do espetro HNPCC independentemente da idade.
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Instabilidade de microssateélites (MSI)

* No HNPCC foi descoberto que a instabilidade de microssatélites é o resultado
de mutagdes em genes como o hMSH2, hMLH1, hMSH6, hPMS1 e hPMS2.

« Alteracbes em sequéncias repetitivas simples de microssatélites relativamente
ao tecido normal.

- Mutagoes tais como insergoes ou delecgoes de unidades de repeticao de um
ou de varios microssatélites.

Gel MSI
Caso 3
Caso 2
Caso 1

B e B O
A o g

S T S ¢
S I .M

D5S346
Painel: BAT25, BAT26, D2S123, D5S346 e D17S250.
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Instabilidade de microssateélites (MSI)
Marcadores: BAT25, BAT26, D2S5123, D5S346 e D175250

Sem instabilidade 2> nao deve proceder a analise dos genes MLH1, MSH2 e MSH6

1 marcador alterado - MSI Low (baixa instabilidade)
>2 marcadores alterados - MSI High (alta instabilidade)

Proceder a pesquisa de mutacoes no gene BRAF
Tumores com mutagao germinal em MSH2, MLH1 e MSH6 nao apresentam a mutacao
p.V600E.

BRAF negativo

Proceder a pesquisa de mutacoes no genes MLH1, MSH2 e MSH6
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Genes Mismatch Repair System

hMSH2

Localiza-se no cromossoma 2 (2p22-p21)
16 exoes — 934 amino acidos

U—H—+ : | ———H-—

hMLH1

Localiza-se no cromossoma 3 (3p21.3)
19 exoes — 756 amino acidos
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Mutacao Recessiva

Cancro Colorectal Familiar I “Genéﬁpo

(]
- -~ Fenotipo

3. MAP
(Polipose Adenomatosa Familiar por MYH)

» Doenca autossémica recessiva;

» Geralmente <100 polipos adenomatosos;
« S/ manifestacoes extracolonicas;

* 33% das familias que nao apresentam mutacoes germinais em APC
apresentam mutacoes germinais no gene de reparacao por BER, o MYH.
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Exao

Gene MYH

Gene do Sistema de Reparacao por BER

Localiza-se no cromossoma 1 (1p34.3-p32.1)

16 exoes - RNA mensageiro 7.1 kb

535 amino acidos

2 579 1 13 15

16

e
% I

36.3
36.2

36.1
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Estratégia

> Identificar familias em que ocorrem multiplos casos de cancro colorectal

1. FAP/Multiplos adenomas
Numero de polipos/adenomas
Histéria familiar

2. HNPCC
Critérios de Amesterdao
v' Trés ou mais familiares com o diagnoéstico histolégico de CCR,;
v" CCR envolvendo pelo menos duas geragdes, em que um elemento
afectado é familiar em 1° grau dos outros dois;
v Um ou mais CCR diagnosticados antes dos 50 anos de idade.

Nao cumpre critérios de Amesterdao
v' Pesquisa de instabilidade de microssatélites (IMS ou MS))
v' Se MSI pesquisar mutacdes no gene BRAF



) /10 Nacional de Saide

Estratéqgia

» Pesquisar e caracterizar mutacdes germinais no caso index (afectado)

FAP > APC
Multiplos adenomas > MYH

HNPCC - Critérios completos >hMSH2, hMLH1, hMSH6
HNPCC - Critérios incompletos >MSI - positivo > BRAF negativo > hMSHZ,
hMLH1, hMSH6

» Oferecer diagnéstico genético pré-sintomatico aos elementos das familias com
mutacdo identificada que desejem efetuar o estudo apds aconselhamento
genético e consentimento informado.
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Cancro da Mama Familiar

1:8 mulheres desenvolvem Cancro da Mama

5—-10 % dos casos sao hereditarios

= S . Vi
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Os Genes do cancro da mama familiar

17q12-21 13q12-13
24 exoes (1863 aa) 27 exoes (3418 aa)

= Genes supressores de tumor

= Transmissao autossdémica dominante
» Elevada penetrancia

=
,
:
B CEEETEDOI0
.31

Possibilidade de rastreio de mutacoes germinais em doentes com
histéria familiar
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Estratéqia

> |dentificar familias em que ocorrem multiplos casos de cancro da
mama e/ou de cancro da mama e do ovario;

> Pesquisar e caracterizar mutacdes germinais em BRCA1 e BRCA2
no caso index (afectado);

> Oferecer diagnéstico genético pré-sintomatico aos elementos das
familias com mutacao identificada que desejem efetuar o estudo apos
consentimento informado.
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Critérios de seleccao adoptados para rastreio de mutacoes em
BRCA1 e BRCA2 em familias afectadas

= Familias com 2 ou mais casos de cancro da mama sendo pelo menos 1 antes dos
50 anos (ou apenas 1 caso bilateral)

= Familias com cancro da mama e do ovario (2 casos de cancro do ovario e cancro
da mama, grupo de maior risco)

= Familias com pelo menos 1 caso de cancro da mama no homem

Grupos em que raramente se encontram mutacoes:

= Familias com 2 ou mais casos de cancro da mama, todos com mais de 50 anos
= Familias com 1 caso de cancro da mama com menos de 35 anos ou 1 caso de
cancro do ovario com menos de 40 anos
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METODOS

PCR com primers
descritos

N

Extracao de DNA

l l

N.° de Reaccoes de PCR
MSH?2 MLHI: 19
MSH?2: 16
1 1
IJ
1 23456 7 - 8 9 10 11 12 14 16
Exoes

: 1
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METODOS

SSCP

-

wild-lype  mitant ﬁeteradupiexes hcmadu‘pﬁexés

& AT Gc |

Cocheats o
‘ool e

AT B c

Intensity (mV)

-
- _

Gel a 6% Corado com
nitrato de prata

62 °C, gradiente linear
52% - 60 % B, 4 min
SEQUENCIACAO

Padrao anormal Padrao anormal

Al

A
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PESQUISA DE GRANDES DELEC(}OES
(MSH2 E MLH1)

Extraccdo DNA ——— PCR com kit MLPA ——  Analise genescan

1A
1B
2
10
5
6
3 9
7 [ 11-2 13 ¢ 20
11-1 12 14 15 18 20 24 r
16 19 ¢ 23 c T e
17 21 ¢ E \L
| | J\KJ| L1

T I I I
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PESQUISA DE GRANDES DELECCOES (MSH2 E MLH1)

Patient Control
Contolo + Painel
Category [Height | [category [Height | Ave | sD [c5q31 C10p11.C11p13 C17q21 C4q25 C10p14 C11pi12
C5q31 1176  [c5g31 723,7 |c5q31 0,909 0077 1000 1002 0784 0918 0911 0867 0,880
C10p11.2 993 |[ciopt1.2 | 6125 |ctop11.2 | 0907] 0076] 0998 1,000 0783 0916 0909 0865 0,878

MLH1.EX1 1258 |MLH1.EX1 703,2 MLH1.EX1 1,001y 0,084 1,101 1,103 0,863 1,011 1,003 0,955 0,968

MSH2.EX1 1297 |MSH2.EX1 | 796,7 MSH2.EX1 0,911} 0,077] 1,002 1,004 0,786 0,920 0,912 0,869 0,881

MLH1.EX2 1029 |MLH1.EX2 610 MLH1.EX2 | 0,943} 0,080] 1,038 1,040 0,814 0,953 0,945 0,900 0,913

MSH2.EX2 747 |[MSH2.EX2 | 4747 MSH2.EX2 | 0,880} 0,074] 0,968 0,971 0,759 0,889 0,882 0,840 0,852

MLH1.EX3 1087 |MLH1.EX3 | 606,8 MLH1.EX3 1,002 0,084 1,102 1,105 0,865 1,012 1,004 0,956 0,970

MSH2.EX3 1490 |MSH2.EX3 | 772,3 MSH2.EX3 | 1,079} 0,091 1,187 1,190 0,931 1,090 1,081 1,030 1,044

MLH1.EX4 1082 |MLH1.EX4 | 662,2 MLH1.EX4 | 0,914] 0,077] 1,005 1,008 0,789 0,923 0,916 0,872 0,885

MSH2.EX4 1424 |MSH2.Ex4 | 838,5 MSH2.EX4 | 0,950} 0,080 1,045 1,048 0,820 0,959 0,952 0,906 0,919

C11p13 851 |C11p13 410,7 |c11p13 1,159] 0,098 1,275 1,278 1,000 1,170 1,161 1,106 1,122

MLH1.EX5 1130 |MLH1.EX5 | 647,44 MLH1.EX5 | 0976 0,082 1,074 1,077 0842 098 0978 0,932 0,945

MSH2.EX5 529 [MSH2.EX5 | 531,2 MSH2.EX5 0,047] 0613 0,614 0481 0563 0558 0,532 0,539

MLH1.EX6 1015 |MLH1.EX6 | 610,5 MLH1.EX6 | 0,930} 0,078] 1,023 1,025 0,802 0,939 0,932 0,887 0,900

MSH2.EX6 1005 |msSH2.Exe | 630,4 MSH2.EX6 | 0,892] 0,075| 0,981 0,983 0,769 0,901 0,893 0,851 0,863

MLH1.EX7 1377 MIH1.EX7 676.8 MIH1.EX7 14381000961 1.252 1255 0982 1.149 1140 1.086 1.101

Controlo (+)
1,400
0,800 HHHHAHHAHHHHEHHHHHHAHAHHHHHHAH A HAHHHE Sempre que
OO0 0111 o possivel
0:200:”: IR nnn | ‘ confirmar por
R R R R TR sequenciagao
e
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1- Nomenclatura
De acordo com http://www.hgvs.org/mutnomen/recs-DNA.html.

cDNA:
Proteina:

del AGC
Ins TTTAG

2718
907

c.2729 _2731delAGCinsTTTAG
p.GIn910LeufsX1

AAG TTA AAA CiG CTA AAA GCT GAA GTA ATA 2748
Lys Leu Lys GIn Leu Lys Ala Glu Val lle 916

c. Descricao a nivel do cDNA
p. Descricao a nivel da proteina
g. Descricao a nivel do genoma

AAG TTA AAA CAG CTA AAA GCT GAA GTA ATA 2748
AAG TTA AAA CTT TAG AGC TGA AGT AAT A
Codao Stop - proteina truncada
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2 - Tipo de mutacoes

» Nonsense por substituigcao
c.1201C>T CAG > TAG
p-Leu90X Leu - Codao Stop - proteina truncada

(Patogénica - associada ao fendtipo)

« Nonsense por delecao /insercao levando a frameshift

c.2729 2731delAGCinsTTTAG deleccéao e insercao
p-GIin910LeufsX1 fora da grelha de leitura - Codao stop - proteina truncada
(Patogénica - associada ao fendtipo)

« Splicing
€.668+1G>A Splicing incorrecto que pode levar também a uma proteina truncada
(Patogénica - associada ao fendtipo)
« Missense
c.1940C>G
p.-R640G

(Patogénica ??77?)
a) Pesquisar em 100 cromossomas de individuos controlo;
b) Carga do grupo R do amino acido;
c) Segregacao com a doenca na familia;
d) Conservacao do amino acido na evolucao das espécies;
e) Estudos de mRNA.



Caso da consulta de genética

O

Doente com fenotipo classico de FAP, a colonoscopia

\ revelou mais de 100 polipos. Fez colectomia total aos
Todos os polipos analisados foram

46 anos.
‘ \ classificados como tubulares e tubulares-vilosos sem
alto grau de displasia.

A pesquisa de mutacdes no gene APC revelou uma
mutacao missense ¢.1918C>G (p.R640G)
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Caso da consulta de genética

<exao 14 skipped

Gel de agarose mostrando os produtos amplificados do RT-PCR do gene APC entre
os exoes 13 e 15 utilizando RNA total de individuos controlo (linhas 1, 3,4 e 5) e do

doente com FAP portador da mutacao ¢.1918C>G (p.R640G) (linha 2)

(A sequenciacdo da banda de 800 bp revelou tratar-se de um produto de PCR

inespecifico)



) 10 Nacional de Saude

12 Passo: Identificar mutacao familiar responsavel pelo fenétipo

( ’ insiuto_Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge

Relatorio
Mutacao identificada

22 Passo: Teste pré-sintomatico

Através do aconselhamento genético e consentimento informado
poderao agora todos os familiares (descendentes e colaterais) optar
pelo teste pré-sintomatico.
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Experiéncia na Pesquisa de Mutacoes em Cancro Colorectal Familiar
(Desde 1997- até 2009)

Gastrenterologistas
Enfermeiras
Cirurgioes
Patologistas
Geneticistas
Bio6logos

O
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= 129 doentes registrados como FAP;

= 73 doentes registrados como HNPCC;

* 66 individuos (51%) - Mutacao no gene APC

* 35 (12.8%) > Mutacao no genes hMSH2 ou hMLH1

!

227 Testes pré-sintomaticos:
82 portadores

145 nao portadores
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= 60 doentes com polipose
(Sem mutacao germinal no gene APC)

" Individuos apresen!am mu!agao
germinal no gene MYH (33.3%);

P

4 novas mutacoes:
p.E396fsX437 > Stop codon

pP-Y114H Na&o foram encontradas em 50 individuos saudaveis;
p-R168H  Localizam-se numa regido bem conservada do gene;
pP-R227W  Polaridade do amino 4cido ¢ alterada.
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Producao Cientifica na Pesquisa de Mutacoes em Cancro
Colorectal Familiar
(1997-2009)

v 13 artigos cientificos (11 em revistas
internacionais)

v' 5 prémios

v' 27 comunicacoes em forma de poster

v' 9 comunicacoes orais
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