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Resumo

O cancro colorectal (CCR) é uma das doengas malignais comuns no mundo
ocidental, sendo mais frequente apds os 50 andsyrantambém possa surgir em pessoas
com idade mais jovem. Existem trés padroes espesifio CCR: hereditario, familiar e
esporadico. (Hereditary non-polyposis colon canc@iNPCC) e a Polipose Adenomatosa
Familiar (PAF) s&o provocados por mutagdes gersyinas genes de reparagacgmatch
(MMR) e no gene supressor tumofalenomatous Polyposis COAPC), respectivamente. O
cancro do célon esporadico, sem qualquer predisiodamiliar ou hereditaria, pode ser
causado, em 80% dos casos, por mutacdes somabicsBG A perda alélica do APC ou a
hipermetilagdo do seu promotor podem também estanrigem desta doenca. Alteracdes
noutros genes, como BRAF, K-ras e f-catenina podem também provocar um aumento da
sinalizagao Wnt, ocorrendo em cerca 10%, 30-40%h enenos de 5% dos CCR.

O objectivo deste trabalho foi encontrar uma p@$sicausa genética para o
desenvolvimento precoce de CCR esporadico. Pamttabalho experimental foi efectuado
em dois grupos de individuos, com idadé5 anos & 50 anos, nos quais foi feita a pesquisa
de mutacBes sométicas no g&#eC, analise de perda alélica analise do estado déagdet
do promotor doAPC, e a pesquisa de mutacées nos hot-spots mutacidoaigene&-ras,
BRAFe g-catenina

Os resultados observados indicam que a incidérciamuwtacdes ndPC é inferior nos
individuos mais jovens, sendo que a maioria daggdes que ocorrem nos individuos mais
jovens originam proteinas truncadas que retém deaZ&sdominios de regulagéo figatenina.
Nos individuos jovens foram também observados sidlei instabilidade de microssatélites
mais elevados, e maior incidéncia de mutacfek-ras e naf-cateninga embora em niveis
mais baixos do que os observados noutros estudpndp sa frequéncia de individuos com
alteracdes nd\PC e noutros genes mais elevada, comparativamentmdivgluos de idade
mais avancada. Isto sugere que alteracoeAR® ou nos restantes genes analisados neste
estudo, por si s6, ndo estdo na origem de CCR &diporem idade jovem, mas levanta a
hipotese de que a origem precoce desta doencadedtar na ocorréncia de mutacdes
simultdneas em varios genes, que resulte numa agriessividade na progressao maligna, ou

eventualmente em alteragcdes noutro gene nédo atalmsste estudo.

Palavras-chaveAPC; cancro colorectal esporadico; instabilidade ohiscrossatélites; LOH,;

K-ras; g-catenina
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) is one of the most commahgmancies in the western world,
mostly affecting patients over 50 years old, butah also affect younger people. There are
three specific patterns of CRC: hereditary, farhidiad sporadic. Hereditary non-polyposis
colon cancer (HNPCC) and Familial Adenomatous Bsip (FAP) are caused by germinal
mutations, in mismatch repair ger@MR) and in the tumour suppressor gé&senomatous
Polyposis Coli (APQG) respectively. Sporadic CRC, with no hereditary familial
predisposition, can be caused, in 80% of the cdgespmatic mutations in th&PC gene.
Allelic loss of APC gene or hipermethylation of its promoter regiom @so cause this
disease BRAF K-ras and f-catenin mutations can also increase Wnt signalling and may
occur in 10%, 30-40% and less than 5% of CRC, ctidy.

The aim of this study was to evaluate the profileseamatic APC gene alterations in
patients with early-onset CRC. Tumour and mucaoaaides from patients aged lower 45 and
from patients aged over 50 were studied ARC truncating mutation, allelic losAPC
promoter hipermethylation, al®RAF, K-ras andg-cateninmutations.

The results show that younger patients have loweidéence ofAPC mutations, and
these occur mainly in a region that origins truadaproteins with more than [2catenin
regulating domains. Younger patients also haveedrighicrossatellite instability, and higher
frequency oK-ras andg-cateninmutations, though at lower levels than in othad&s. This
group also has a higher frequency of mutation&RC together with other genes, comparing
with older patients. These results suggest ARE mutationsper seare not the main cause
for early on-set sporadic CRC, neither mutationhéother genes analysed here. However, it
raises the hypothesis that early on-set sporadiC @Ry result from mutations in more than
one gene, so leading to a more aggressive maligmagtession, or can result from mutations

in other gene that was not analysed in this study.

Key-words: APC, sporadic colorectal cancer; microssatellitestability; LOH; K-ras; g-

catenin
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Abreviaturas

ADN - &cido desoxirribonucleico

ADNCc — ADN complementar

APC —Adenomatous polyposis coli

ARN — acido ribonucleico

ARNmM — ARN mensageiro

BRAF —v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
CCR - cancro colorectal

CK1la/e —casein kinase/e

DGGE —denaturing gradient gel electrophoresis
Dsh— Disheveled

EB1 —end-binding protein

EDTA —ethylenediaminetetraacetic acid

GSK3 —glycogen synthase kinasg 3

hDLG —human disc large

HMG box —high mobility group box

HNPCC -hereditary non-polyposis colorectal cancer
kDa — kilodaltons

K-ras —Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
Lef-1 —lymphoid enhancer factor-1

LOH —loss of heterozigositfperda de heterozigotia)
MAPK — Mitogen-Activated Protein Kinase

MCR —Mutation Cluster Region

MLH1 — mutL homolog 1

MMR — mismatch repair

MSH2 —mutS homolog 2

MSH6 —mutS homolog 6

NaOH — hidroxido de sodio

NES - sinal de exportacao nuclear

NLS — sinal de localizacdo nuclear

PAF — polipose adenomatosa familiar

pb — pares de bases

PCR —polymerase chain reaction

PTT —protein truncation test
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1. Introducao

O cancro colorectal (CCR) é uma das doencas maligmais comuns no mundo
ocidental, sendo mais frequente apds os 50 an@3. #stima-se que tenham surgido cerca de
875000 casos de cancro colorectal em todo o mwo]l996, constituindo cerca de 8.5%
dos novos casos de cancro (3). Nos EUA, foramtesps aproximadamente 140000 novos
casos e 50000 6bitos por ano, enquanto na Eurgsiarem-se cerca de 213000 novos casos
e 110000 Obitos por ano (4). As taxas de incidémaidam aproximadamente 20 vezes em
todo o mundo, sendo as taxas mais altas atingiospaises desenvolvidos e as taxas mais
baixas na India (3). Esta diferenca na incidénaa GQCR parece resultar de factores
ambientais e principalmente nutricionais (4). Emabna maioria dos estudos os resultados
ndo sejam significativos, parece haver um riscoeatatio de cancro do colon com a ingestéo
de quantidades elevadas de carne e gordura arfoaloutro lado, existem resultados
consistentes que apontam para uma reducao desseois o elevado consumo de vegetais e
fibras (3).

1.1. Histologia do cdlon

A histologia do célon normal é caracterizada paptas com cerca de 50 células de
profundidade (3). No intestino delgado, as crigass vilosidades conferem uma maior area
de superficie para a absorcdo de nutrientes. Metinb grosso ndo se observa esse aumento
de superficie, mas € aqui que ocorre a absorcé@yuie (3), drogas (5) e &cidos gordos de
cadeia curta, como o acetato, propionato e butf@tdEstes ultimos resultam da fermentacéo
bacteriana das fibras e hidratos de carbono e a@idamente absorvidos pelas células do
cOlon, das quais o butirato constitui a principahté de energia (6). O efeito protector
conferido pelas fibras ao intestino é em grandeeptribuido ao butirato, que é fundamental
para impedir o desenvolvimento de doencas comdita cicerosa, a doenga de Crohn ou a
doenca inflamatoria do intestino (7). Ao nivel nietieco o butirato pode seguir duas vias: a
B-oxidacdo através da qual é degradado e origindl-8c&\, que posteriormente entra no
ciclo de Krebs com o objectivo de obtencédo de eaeoy pode ser canalizado para a sintese
de acidos gordos de cadeia longa (8). Contudotimtutambém desempenha um importante
papel como inibidor de desacetilases de histona8, (0), permitindo a transcricdo de genes
silenciados a nivel epigenético (11). Deste moelm, & capacidade de modular a expressao
génica, transducdo sinal e vias de sinalizacdoeipeot(7), desempenhando um papel
fundamental na proliferacéo celular, ciclo celuthferenciacao celular e apoptose (7, 10).
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A mucosa do intestino, tanto do célon como do titesdelgado, é formada por epitélio
colunar simples (12), constituido por 4 tipos drileé diferenciadas: células de absorcéo,
células de Goblet, células enteroenddcrinas e alde Paneth (13, 14). As células de
absorcdo sdo responsaveis pela absor¢cdo dos tedriesultantes da digestdo, secretando
também enzimas que contribuem para a hidrélise;deages e proteinas (12, 13); as células
de Goblet secretam muco, que protege contra a &brasdanos quimicos, sendo mais
abundantes na regido posterior do intestino, noamadte no célon; as células
enteroenddcrinas secretam hormonas como serotsuibhatancia P, colestoquinina, gastrina
e secretina (13, 15& as células de Paneth, que existem apenas ntinatdslgado (12, 15,
16), secretam péptidos antimicrobianos como defamsi assim como enzimas como
lisozimas e fosfolipase A2 (13, 17), contribuindw@o controlo da flora intestinal (12).

As células estaminais estédo localizadas na basmigla e estdo constantemente em
divisdo mitética, dando origem a células indifeiadas (16), com elevada capacidade de
proliferacdo (14, 16). Estas células progenitoraoetram-se nos dois tercos inferiores da
cripta (14, 15) e migram no sentido ascendentedidagjue se dividem até atingirem o terco
superior da cripta, onde param de se dividir e gamea diferenciar-se (14). A estrutura das
criptas e a dindmica da replicacdo celular asseggree as células progenitoras estejam de
certo modo protegidas do ambiente mutagénico demino coélon (3). As células tém
capacidade de auto-renovacao bastante limitada;&pa 4 divisdes celulares diferenciam-se
numa das linhagens celulares tipicas do cdllon (A8)atingirem a superficie, as células
normais da cripta ja estdo diferenciadas e entranagoptose (3), sendo absorvidas pelas
células do estroma ou descartadasa o lumen (16, 18). As diferentes linhagenslaeda do
célon seguem esta dinamica, no intestino delgadoékdas de Paneth migram no sentido
descendente e ocupam a base da cripta (13, 14,9)@ig.1). Estima-se que cada cripta
contenha cerca de 1 a 6 células estaminais e astimi de rato cada uma delas parece
dividir-se uma vez por dia (13). Apesar do numezaélulas estaminais no colon e intestino
delgado de humanos e ratos ser semelhante, arnino@dée cancro em humanos é cerca de 70
vezes maior que em ratos, por razdes ainda desudake(13). Sabe-se que a via de
sinalizacdo Wnt est4 envolvida em diversos aspedtodiologia das células estaminais,
incluindo a sua manutencéo, proliferacao e difdaeg@0 nas criptas intestinais e subsequente
posicionamento das células diferenciadas (14, Apyoliferacdo ocorre sob a influéncia de
factores de crescimento da familia Wnt que podsedigproduzidos no estroma sob as células
estaminais ou as proprias células epiteliais (13, 2 migracdo das células progenitoras
também é controlada por proteinas Wnt (21) e quaestas param de se dividir sera

provavelmente devido ao afastamento do local oegeaeinas Wnt sdo produzidas (14).
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Fig. 1. Representacdo esquematica do epitéliotimabs Tem uma superficie que forma invaginagfes
designadas criptas em intervalos regulares. Aslastlestaminais produzem permanentemente células
proliferativas que migram e se diferenciam come®@mitos, células enteroenddcrinas, células desgebl
células de Paneth.

1.2. O cancro colorectal

Os tumores colorectais passam por uma série dagies histolégicas, que constituem
a sequéncia adenoma-carcinoma (que sera apresembag@nto 1.5.), cada uma delas
acompanhada por uma alteracdo num oncogene ousgenessor tumoral especificos (4).
Este processo neoplasico nas células epiteliaigdfun pode ser iniciado por perda ou
mutacg&o do gene supressor tuméw@dnomatous Polyposis CGAPC) (22).

Existem trés principais grupos de CCR: hereditaf@niliar e esporadico. Cancro
colorectal hereditario ndo associado a polipdderdditary non-polyposis colon cancer
HNPCC), que inclui o sindroma de Lynch e o sindrar@3). O sindroma de Lynch é uma
doenca autossOmica caracterizada por alguns adermoeorréncia de cancros extra-colicos
especificos que se desenvolve a partir de altesaggieninais em genes de reparacado do ADN
(mismatch repair, MMRcomoMLH1, MSH2e MSHG e contribui para 1-5% de incidéncia
de CCR (24). O Sindroma X é uma doenca que temeuadtipo semelhante ao sindroma de
Lynch, porém a origem genética € ainda desconh¢2®)a A polipose adenomatosa familiar
(PAF) € uma desordem autossOmica dominante queitzgnpara menos de 1% dos
diagnésticos de CCR. Doentes com PAF desenvolvemtertas a milhares de polipos
adenomatosos durante a 22 e 32 décadas de vidajimeso de pdélipos aumenta o risco de
CCR em cerca de 100% (24). A base genética parsFadside numa mutacado germinal no
geneAPC (25). Uma segunda mutacdo soméatica ou perda alé@imetiva o alelo normal do
APC e leva a uma transformacdo maligna (24). O cadorodlon esporadico, sem qualquer
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predisposicao familiar ou hereditaria, € comum @sspas com idade superior a 50 anos (1,
2), provavelmente como resultado de factores artdiggrprincipalmente a nivel nutricional
(2, 3). O CCR esporadico constitui aproximadame&fgs dos CCR na populagcdo, enquanto
menos de 10% dos pacientes tem predisposicdo t&i@dpara o cancro do colon (2).
Mutacdes soméaticas maPC surgem em cerca de 80% dos tumores colorectaisébpos e
ocorrem precocemente na tumorigénese colorecté1&25

O CCR esporadico, embora surja tipicamente em pessom idade mais avancada,
também se desenvolve em pessoas mais jovens. rmaxisigumas diferencas nas
caracteristicas dos CCR destes dois grupos etdaofy a nivel clinico como a nivel
molecular (29), embora ainda seja desconhecidasaao aparecimento de CCR esporadico
em fases mais precoces da vida. Em doentes de i avancada o carcinoma é
geralmente mais diferenciado, enquanto que na rmaims doentes jovens o CCR é pouco
diferenciado, do tipo mucinoso, sendo patologicamemis agressivo e encontrando-se num
estadio mais avancado (29). Estes carcinomas mhifgrenciados estdo associados a taxas de
sobrevivéncia mais baixas (29). A nivel molecukm doentes jovens foi observada uma
maior incidéncia de mutagbes p&d3 e maior quantidade de casos com instabilidade do
microssatélites do que a observada em doentesde idais avancada (29).

Como j& referido anteriormente, a instabilidadenderossatélites esta associada ao
HNPCC, ocorrendo em cerca de 90% dos casos (28pramestas alteragcbes em genes MMR
possam também estar presentes em cerca de 10 doE5@CR esporadicos (29-31). O CCR
esporadico com instabilidade de microssatélitesltte grau caracteriza-se por uma baixa
frequéncia de mutacbes nos geAd¥C p-catenina e K-ras, tendo elevada metilagdo do
ADN e mutac6es no gegRAF (32). A maioria dos CCR esporadicos com instddnile de
microssatélites de alto grau desenvolvem adenoreagaslos ou pdlipos hiperplasicos,
estando as mutacdes BRAFrestritas a esses adenomas (32).

1.3. A via de sinalizacao Wnt

As proteinas Wnt formam uma familia de moléculasidalizacdo muito conservadas
gue regulam a embriogénese (33), ao induzir ataséliorsais dos sémitos a diferenciarem-se
em musculo, sendo também fundamentais no estaieletm da polaridade do membros dos
insectos e vertebrados e no desenvolvimento densasturogenital (34). A cascata de
sinalizacdo canonica Wnt controla o comportameetolar ao promover a ligacdo ao ADN
de proteinas activadoras da transcricdo pertercastéamilias TCFT( cell facto) e Lef-1
(lymphoid enhancer factor}l As proteinas Wnt induzem a estabilizacdo pdeatenina
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citosolica, que se liga ao TCF/Lef-1 no nucleo,ivaddo a expressdo de genes-alvo
especificos (14, 34).

Na auséncia de sinais Wnt, os niveispdeatenina citoplasmatica sdo normalmente
controlados por um complexo de destruicdo mult@cot que marca $-catenina para
degradagdo em proteossomas (14, 28, 35). Este exanpl composto por um componente
sequestrador, a axina ou a sua homdloga condaza(2), que contém dominios de ligacdo
a p-catenina, o supressor tumoral APC e as cinases3E8ftfycogen synthase kinasg)3®
CKla/e (casein kinasen/c). A principal funcdo do complexo de destruicdorénmver a
fosforilacdo deB-catenina (14, 36): a axina promove a ligacdo entAdPC e a GSK-3. O
APC ¢é fosforilado pela GSK-3, o que permite a l&aep-catenina, que por sua vez também
vai ser fosforilada pela GSK-3 (22). Estas alteeacfios niveis de fosforilagdo marcam o
complexo para ubiquitinagéo e subsequente degracesiproteassomas (14, 22).

Quando as moléculas de sinalizacdo Wnt se ligansessreceptores, que sdo membros
da familiaFrizzled é activada uma cascata de sinalizacdo, conduzirgttivacdo de uma
proteina designada pBisheveledDsh) (22, 33, 34, 37). Alguns trabalhos demomstgae,
guando activada, a Dsh inibe a GSK-3 e 0 APC disssec dg3-catenina (34), enquanto que
outros demonstram quelsh activada vai ligar-se directamente a axina,ysormecanismo
ainda desconhecido (33) levando a sua degradaddojé qualquer forma, com a activagéo
da Dsh, a formacdo do complexo de destruicdo ¢€ didpee consequentemente ha
acumulacdo d@-catenina citoplasmatica livre. B-catenina fica entdo disponivel para ser
translocada para o nucleo (33, 34) onde se ligataipas TCF/Lef que actuam como factores
de transcri¢do, ligando-se & HMG box altamente exwvasla existente nos promotores de
genes-alvo da via Wnt (33, 35, 36, 38, 39) caaMdYC TCF1, ciclina D1, CD44(33, 36, 37,
40-42) (Fig. 2A). Se o APC estiver mutado, ndoige &p-catenina, pelo que esta entra no
nucleo e pode activar genes de divisdo celulaeogar a transformacgéo celular (Fig. 2B)
(34).

A via de sinalizacdo Wnt desempenha um papel damr&aomeostasia intestinal e no
cancro, regulando o equilibrio entre a formacgéocélelas estaminais e a proliferacdo e
diferenciacdo celulares no individuo adulto (36). £5sta regulagdo ndo s6 se observa nas
criptas do intestino, como também nos foliculossuik da pele (44), nas glandulas mamarias
(45) e nos tecidos hematopoiéticos (36, 46). Assimgctivacdo constitutiva da via de
sinalizacdo Wnf-catenina pode desencadear a tumorigénese na 48le ntama (48) e
medula (20, 36).
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Fig. 2. A via de sinalizacdo Wnt. (A) A proteina Wiga-se ao seu receptor, membro da familia déefras
Frizzled. A proteina Frizzled activa entdo a Digtled, que vai inibir a GSK-3. Esta, quando activapede a
dissociagdo da proteina APC fifaatenina, marcando esta para degradacéo (setee@tto). Entéo, inibindo a GSK-
3, a sinalizagdo Wnt permite quéy-atenina se associe com as proteinas LEF ou T@Fspaornar um factor de

transcri¢do activo. (B) Se o geAPC ou dap-catenina estiverem mutados, de tal modo que asploteinas ndo se
podem ligar, &-catenina pode entrar no nucleo, activando cednsgde divisdo celular e iniciando tumores.

1.4. O gene APC

O gene APC codifica uma proteina multifuncional que pode ipgrar em varios
processos como adeséo celular e migracao, trarsdlecsinal, organizagdo dos microtubulos
e segregacao cromossomica (4, 28, 49), apoptagdacdo do ciclo celular (28, 49), mitose e
diferenciagdo neuronal (50). No entanto, apesar cdda um destes papéis estar
potencialmente ligado ao cancro, parece que aipaihéuncdo doAPC como supressor
tumoral reside na sua capacidade de regular os mivecelulares dp-catenina (4).

O geneAPC nos humanos localiza-se na banda cromossomicad22{33) e consiste
em 8535pb ao longo de 21 exdes (25), dos quaisaaddhsao expressos (33). O ARNm tem
8538 nucledtidos e codifica uma proteina de 321-&33 constituida por 2843 aminoacidos
na sua isoforma mais comum (25, 33). O exdo 10&glibado a 3’ do exao 10, é alvo de
splicingalternativo que adiciona 18 aminoacidos a protaf@ quando traduzida. O ex&o 15
abrange mais de 75% da sequéncia codificantéA®iG, sendo o alvo mais comum de
mutacdes truncantes germinais e soméaticas (25).

A proteina APC possui um dominio de oligomerizagdoma regidcarmadillo na

extremidade N-terminal; uma regido central de segjaé repetitivas de 15 e 20 aminoécidos,
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que correspondem a dominios de ligacdo e de réguidgp-catenina, respectivamente (25,
33); e na extremidade C-terminal contém um dombdésico e de ligacdo @nd-binding
protein(EB1) (51) e a proteinauman disc larg€hDLG) (22, 25, 33, 52).

O dominio de oligomerizagdo consiste em multipgseticdes de residuos hidrofobos
que regulam a formacéo de homodimeros de APC &2&tencdo dos aminoacidos 6-57 no
APC é essencial para esta oligomerizacdo (25, B3presenca de um dominio de
oligomerizacdo na extremidade N-terminal significee 0 APC normal pode formar dimeros
tanto com proteinas APC normais como com prote@€ truncadas (25, 28). Se a
quantidade de APC normal disponivel for reduzidig B0 pela presenca de uma proteina
mutante, como também pela dimerizacdo da protel@ #ormal que permanece, é possivel
gue mutantes APC possam exercer um efeito dominmsgativo na redugdo da funcéo de
supressor tumoral do APC (25, 54, 55).

A regidoarmadillo localiza-se entre os aminoacidos 453 e 766 e st@nsin sete copias
de 42 aminoacidos. Os dominiaemadillo foram identificados em diversas proteinas com
diferentes actividades, incluindo o transporte @aigla adesao celular, a regulacédo do ciclo
celular e a estabilizacdo dos microtabulos. De umdangeral, é aceite que se trata de um
dominio de interacgdo proteina-proteina (33).

A B-catenina, por um lado tem actividade oncogéni@nda a via de sinalizacdo Wnt
esta activada, e por outro € um componente estfutas juncdes aderentes nas células (33).
No APC, uma série de 3 dominios de ligacdacatenina (entre os residuos 1020 e 1169) e
uma série de 7 dominios de regulaca@-datenina estdo envolvidos na subexpresséo deste
oncogene (22). No CCR, os dominios de regulacdop-datenina sdo muitas vezes
interrompidos por mutag¢des truncantes, enquantadamsinios de ligacdo $-catenina
permanecem (33). Esta conclusédo resulta do factarde a proteina APC normal como a
mutante se poder ligarfacatenina (25). A degradacédo Bleatenina requer no minimo trés
dominios de regulagdo (22). Mutation Cluster RegiofMCR) somatica no genAPC
encontra-se localizada aproximadamente entre ag0pss 1286 e 1513 (22, 25, 56)
coincidindo a sua extremidade 3’ com o final daugegia de regulagéo @acatenina. Deste
modo, a maioria das mutacdes ABC resultam em proteinas truncadas que perderam a
regido de regulacdo d@gcatenina (22, 49, 57, 58). Existem “repeats” Skx-Met-Pro
(SAMP) que constituem locais de ligacdo a axina @ondutina (14, 25, 50). Na maioria das
proteinas APC truncadas, pensa-se que a formacé@omlolexo de destruicdo acatenina
possa ser impedida devido & remocdo dos locais SAlsiPproteina APC, estando a
extremidade 3’ da MCR muito préxima do primeirodb8AMP (50).
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A extremidade C-terminal do APC pode desempenhapapel na progressao do ciclo
celular ou controlo do crescimento (33, 51, 52)aksgido possui um dominio basico que se
localiza entre os aminoacidos 2200 e 2400 e quie@a proteina APC a capacidade de se
ligar aos microtubulos e a proteinas que lhes esi@sociadas quando expresso
transientemente nas células epiteliais, regulaaddém a polimerizacdo de tubulimavitro
(22, 33).

Nos ultimos anos, foi identificado um sinal de laedo nuclear (NLS) na proteina
APC (22). A proteina APC € demasiado grande pararemo nucleo de forma independente
mas os transportadores da membrana nuclear re@enhad\LS e translocam a proteina
através da membrana nuclear de forma dependerftsideilacdo e de energia (22). Foram
identificadas duas NLS entre os aminoacidos 1762122, 33) e 2048-2053 (22).
Consistente com a sua presenca no nucleo, o APC3telominios que podem ligar-se
preferencialmente a sequéncias promotoras ricag/&mregulando a transcricdo de alguns
genes (25).

Recentemente, varios grupos identificaram a preséagm sinal de exportacdo nuclear
(NES) na extremidade N-terminal e na regido delaggo dg3-catenina no APC (33). Estas
sequéncias NES altamente conservadas sdo usadaexpartar g-catenina do nicleo para
o complexo de destrui¢do citoplasmatico (25, 33waéncia destas sequéncias NES levam a
acumulacdo df-catenina no ndcleo, que causa uma activacdo des@gdvo da via Wnt, o
gue pode resultar no desenvolvimento de tumorg$¢Kig3 3).

MCR
Dominio de
ligagdo a Human
Dominios de regulagao Disc Large
Dominio de Regido armadillo  Dominios de ligacéo da B-catenina Dominio (hDLG)
oligomerizagao a B-catenina bésico P
9 ¢ B e "\ Dominio
) v ) de ligagéo

i\ ~ b a EB1

] 0 ngy L]  EUT 1y [T [L_91] [T = 200 S400) Lun) mL T LR
Numero do codéao

[Adaptado de Fearnhead et al., 2(

Fig. 3. Dominios funcionais da proteina APC. Osréstos a rosa indicam dominios SAMP de ligac&xiaaAs setas a
preto apontam para NES activas. As setas a roxecaimdregifes NLS. Setas verdes marcam dominiagaigilo ao ADN.
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1.5. Tumorigénese colorectal

Fearon e Vogelstein descreveram a base moleculeard®o do célon esporadico como
um modelo “multistep” de carcinogénese, designagleatjuéncia adenoma-carcinoma, que
descreve uma acumulacdo de eventos genéticos,ucadieles conferindo uma vantagem
selectiva de crescimento a uma célula do célontadac(2, 59). Cada um destes eventos
genéticos corresponde a diferentes lesdes que arimnalos cancros colorectais vao
adquirindo a medida que progridem para um estagie imvasivo (60) (Fig. 4).

As 4 principais conclusfes do modelo de carcinoggrescrito para PAF mas que
também se aplica a CCR esporédico (61, 62) s&OCR resulta da activagdo mutacional de
oncogenes e a inactivagdo de genes supressoresaisimd) sdo necessarias mutacdes
somaticas em pelo menos 4 ou 5 genes de uma palidlaque ocorra transformacdo maligna
(2, 15, 59, 63); 3) a acumulacdo de multiplas magagenéticas determina o comportamento
biol6gico do tumor, embora mutagdes no APC em gerairam precocemente no processo,
enquanto que as mutacdes Koas e subsequentemente no gene supressor tupibdat
deleccbes no cromossoma 18g ocorrem mais tardiamemt processo (2, 59, 61); 4)
caracteristicas do processo tumorigénico do CCRaapise a outros tumores sdlidos, como

0 cancro da mama e do pancreas (2, 59, 63) (Fig. 4)

[Adaptado de Jubb et al. 2001]

Fig.4. Sequéncia adenoma-carcinoma: modelo gengaieoo desenvolvimento de cancro colorectal edjmmra

O desenvolvimento de CCR considera-se que ocomeigalmente através de 2 vias
distintas: a via supressora e a via mutadora @2ja supressora corresponde a ja referida
sequéncia adenoma-carcinoma e caracteriza-se pal€ncia frequente de perda alélica em
genes supressores tumorais e oncogenes e est@dasmadinstabilidade cromossémica (61),
levando geralmente a formagéo de clones tumora&spddides (62). A via supressora esta
relacionada com a tumorigénese em PAF e em CCR61A via mutadora € caracterizada
pela inactivagdo demismatch repair genes(MMR), provocando instabilidade de
microssatélites (61, 62), sendo a via pela qudksenvolve o Sindroma de Lynch(62).
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Knudson propés uma hipotese explicativa para oofat® mutacbes em genes
supressores tumorais provocarem cancro pela iagétivde forma independente de ambos os
alelos — hipéteséwo-hit (2, 64). Quando um alelo de gene supressor tunuonal uma
mutacdo germinal € herdado, s6 é necesséria acdauttp alelo normal para que se dé a
perda de funcéo do gene (2, 64, 65).

Mais recentemente foi demonstrado que o APC néigeseste modelo de forma exacta,
pois parece haver uma interdependéncia entre ssdentos, tanto em PAF onde se observa
um evento germinal e outro somatico (66) como erR @§poradico onde se observam dois
eventos somaticos (67, 68), tendo sido propostodetojust-right signallingpara PAF (49).
Segundo este modelo, de acordo com a posicao dgaugerminal em relagdo aos dominios
de regulacdo dg-catenina, existem trés cenarios possiveis:

1) se a mutacdo germinal resultar numa proteinacada sem nenhum dominio de
regulacéo (regido a 3’ da MCR), a maioria dos segsireventos mutacionais resultam em
proteinas truncadas com um, ou menos frequenterdeistedominios de regulacéo;

2) quando a mutacdo germinal resulta numa proteimaada com apenas um dominio
de regulacéo (na regido proxima do codao 1300jaiaria dos tumores o alelo normal do
APC é removido por perda alélica (ou perda de hetgotiai— LOH); e

3) quando a mutacdo germinal resulta numa protieimecada com pelo menos dois
dominios de regulacéo (na regido préxima do cod&®)]l a maioria das mutacdes somaticas
correspondentes resulta numa proteina truncadansemum dominio de regulacdo fla
catenina (Fig. 5.) (49).

As regibes correspondentes aos coddes 1300 e btf&smondem a dois “hot-spots”
para mutacbes somaticas, localizados na MCR (258)s Me 60% de todas as mutacgfes
somaticas doAPC ocorrem em menos de 10% da regido codificante MZ3R 58). Em
particular, as mutagdes germinais por volta do eddZ0 estdo associadas a perda do alelo
normal remanescente, enquanto as mutagdes a 3’ desta regido mostram uma segunda
mutacao truncante (27). Esta situacdo € tipicaAle rRas também se observa uma relacéo
semelhante em CCR esporadicos (27, 67). Mutagbescanfio 1309 e na regido
imediatamente a 3’ desse codao tendem a causandrigo mais severo da PAF (25, 69).

Segundo o modelfust-right signalling parece haver uma vantagem selectiva para um
dos dois eventos que resultam numa proteina trangad retém um ou dois dominios de
regulacdo d@-catenina (49, 67, 68). Ainda ndo se sabe porq#orha vantagem em manter
uma proteina APC truncada em vez da deleccdo dé&rseig completa (50).

Uma hip6tese avancada € que a proteina truncada plesempenhar fungdes que a

prépria proteina normal ndo exerce (50). De acoaio esta hipotese, foi demonstrado que a
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proteina APC truncada influencia a migragdo dadagldo cancro do cdélon (70), aumenta a
instabilidade cromossémica de forma dominante €T7ggula a degradacdo fecatenina
catalisada pela proteina APC normal (50, 69). Atgina truncada pode exercer funcdes
essenciais, pelo que as células ndo sobrevivemaadetacgdo completa de ambos os alelos
(50). Recentemente foi demonstrado que a prote@ #uncada € necessaria para niveis
optimos de proliferacéo celular e de replicacadaodl (50, 71).

O mecanismo de seleccdo pode também estar reldoicman a capacidade do APC
regular a via de sinalizacdo Watenina (49). Uma proteina truncada com apenas um
dominio de regulacdo ¢acatenina ainda tem capacidade de exporfacaenina do nucleo,
contribuindo para reduzir a sua actividade sindbza (49, 72, 73). Proteinas truncadas com
dois ou trés dominios de regulacdo tém activided@uwal consideravel e podem reduzir a
expressdo d@-catenina de forma quase téo eficiente como a ip@tAPC quando esta é
sobre-expressm vitro (49, 69, 74-76). Nos casos em que uma segundac@mtpmatica
resulta numa proteina truncada sem nenhum dom#iegulacdo df-catenina, pensa-se
gue estas proteinas truncadas possam ter um édsitimante negativo ao dimerizarem com a
proteina mutante germinal e interferir na sua fapg&duzindo assim a sua actividade
residual a um nivel vantajoso para a formacdo deotes (49, 77-79). Foi também
demonstrado que a sobre-expressag-datenina pode induzir apoptose quando transfectada
para linhas celulares (49, 80) e promover a acwdaalale p53 (49, 76). De acordo com o
modelojust-right signalling a regulacdo da via de transducgé&o sinal Pveaitenina pelo APC
deve ser reduzida a um nivel compativel com a siMénecia celular (49). A seleccéo de
proteinas APC truncadas com actividade residuabrsaifortemente um modelo em que a
inactivacdo completa d&\PC é menos vantajosa para a formagdo de tumor doaque
manuten¢do de um nivel residual especifico deidatie (49).

Além das duas principais vias referidas anteriotmeforam identificadas outras vias,
incluindo a serreada e a epigenética (61). A vieeada caracteriza-se pelo desenvolvimento
de adenomas intermédios com histologia “serreaBata via estd associada a CCR com
elevada instabilidade de microssatélites, mutagiegeneBRAF e extensa metilacdo do
ADN (81, 82). A via epigenética relaciona-se conswgimento de efeitos epigenéticos

associados a idade como potencial causa da caériesg colorectal (83).
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Fig. 5. Localizacdo e tipo de segundo evento motatiem polipos de PAF, dependendo da localizagdmuatacéo
germinal. As mutacdes germinais e somaticas saeseqtadas pelas respectivas proteinas truncademeftio —
dominio de oligomerizacéo; laranja — regarmadillo; azul — dominios de ligacdofacatenina; verde — dominios de
regulacdo d@-catenina). Os nimeros a seguir as proteinas mdicaiimero de dominios de regulacagdatenina que
permanecem na proteina truncada.

1.6. Eventos epigenéticos

Os eventos epigenéticos promovem alteracfes nassgw génica sem alterar o codigo
genético, através da metilacdo de residuos deirgitoso ADN e diversas alteractes
covalentes nas histonas, com consequente reeag@tuda cromatina (84). Estas alteracbes
epigenéticas contribuem para uma utilizacdo seteata informagdo gendmica, atraveés da
activacdo ou inactivacado da transcricdo de genemntitua gametogénese, embriogénese ou
diferenciagéo celular (85).

A metilacdo do ADN € um mecanismo epigenético geessdo da actividade genética
(86). De um modo geral, nos tumores o ADN apresemia hipometilacédo global (87), com a
ocorréncia de zonas de hipermetilacdo (26, 87).aBmdo com a hipdtese de Knudson
qualquer combinacdo de eventos genéticos e epigesietomo a metilagdo do promotor,
inactivacdo mutacional ou LOH, podem constituir dsis eventos necessérios para a
inactivacdo do gene (88).

A metilacdo da citosina ocorre nos dinucleotido€pG-3’ (84). Em células soméaticas
normais, cerca de 70% das citosinas dos dinuctEdtldpG estdo metilados, contudo a
maioria das “ilhas” CpG estdo em estado de hipdagéb (85, 89-91). Estas ilhas CpG sédo
sequéncias de ADN em que a proporcdo de dinuctedthG é cerca de 60-70% mais
elevada do que noutras regibes do ADN (85) e ermwrate no promotor de varios genes (84,
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85). A metilagdo do ADN esta associada a heteraatiaatdo da cromatina (92), sendo que a
heterocromatina consiste em cromatina inactiva vel transcricional, caracterizada pela
desacetilacéo das histonas, metilacdo do ADN e aotapdo dos nucleossomas (93).

Podem ocorrer alteracdes epigenéticas andémalastawios precoces da carcinogénese
(60, 84). A hipermetilacdo de promotores de genesistd¢utivamente expressos
(housekeepingd genes de expressao especifica de tecido, ads@ckdpometilacdo global do
genoma, podem levar a uma transformacdo malignaélatas ou ao desenvolvimento de
doencas autoimunes (85). Em células cancerosas epagte um decréscimo do nimero de
citosinas metiladas (hipometilagdo gendémica) masilsineamente uma hipermetilacdo em
regides reguladoras (84, 94) que esta fortemestecasla ao silenciamento dos genes (60,
92).

A hipermetilacdo afecta frequentemente o promatokPC, estando associada a perda
de expressdo de gene numa fase precoce da tunem@géplorectal e ocorre em outros
carcinomas de regides do tracto gastrointestinal pgém do colon, como o estbmago (34%),
pancreas (33%), figado (33%) e esofago (15%) (RBjuns estudos demonstraram que o
promotor doAPC esta hipermetilado em 18% de CCRs esporadicosapame adenomas,
sendo que em 95% destes casos sO 0 alelo nornfett@dn; em PAF ndo esta descrita a
hipermetilacdo do promotor do alelo normalAfeC (26).

1.7. Perda alélica

A perda de heterozigotia de um gene supressor alrdoconsiderada uma das etapas
principais da carcinogénese do CCR. A LOH, a pelelaim alelo nuntocus especifico, é
causada por uma deleccédo ou perda de um cromosEmE par cromossomico. Quando
ocorre numocusde um gene supressor tumoral em que um dos gelesta mutado, pode
resultar numa transformacdo neoplastica. Em CGRsdéntificada perda alélica frequente
nos cromossomas 5q (30%), 8p (40%), 17p (75-80%9,(80%) e 22q (20-30%) (95, 96).
Em PAF, como referido anteriormente, a perda aléfico segundo evento observado em
cerca de 62% dos casos com mutacao no codao E@m sste o evento mais frequente (49).
A analise de perda alélica tornou-se uma formeaaefie identificacdo de possiveis genes

supressores tumorais (95).
1.8. Activacao da via Wnt para além das mutacdes mdPC
A activacdo da via Wnt pode resultar, ndo s6 deagiigts nAPC, mas também noutros

genes. As alternativas melhor caracterizadas saoutascoes activantes gacatenina, que
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podem causar a delec¢cdo completa do exdo 3 ou «titsigho de residuos de serina e
treonina que sao codificados por este exdo (97, BSes residuos sdo fosforilados pelo
complexo de destruicdo, logo a mutacdo dos mesmpedee a ligacdo do complexofa
catenina (97). As mutagdes piecateninae noAPC ndo ocorrem em simultaneo, embora
tenham efeitos diferentes pois as fun¢es da regifeyminal do APC, que é removida pela
maioria das mutagbes que ocorrem no gene, naodéivadencia em nenhuma regiao gfa
catenina (97). Esta diferenca entre as duas pastgiarece explicar porque, apesar de bastar
uma mutacdo num so alelo fiecatenina para se desenvolver carcinoma, as mustagste
gene ocorrem em menos de 5% dos CCR, sendo neosss&ntos noutros genes para terem
0 mesmo efeito que as mutacoesARLC (97).

A axina é um importante componente do complexo eitrdicdo, pelo que mutacdes
neste gene também podem provocar uma activacadadd/mt, estando descritas diversas
mutacdes somaticas em CCR, principalmente nos sad@iy 102, 123, 395, 411 e 418 (97,
99). Alguns CCR que apresentam mutacdes na axissupm também mutacdes A®C,
mostrando que a axina ndo pode ser a Unica cauaetidacdo da via Wnt nestes tumores.
Em alguns tecidos, a condutina (axina 2) pode sulbsh axina no complexo de destruicao,
estando descritas mutacfes neste gene em CCR ctabilidade de microssatélites, que
envolvem inser¢des ou dele¢cdes em pequenos oligdnigos (97, 100).

O factor de transcricdo TCF4 também é uma moléhdae na tumorigénese colorectal,
contém um pequeno oligonucledtido que frequenteenasnfre “slippage” em CCR com
instabilidade de microssatélites. Esta alteracépnaruma proteina truncada mais activa (97,
99).

A proteinaBRAF, assim como &-ras, integram a via de sinalizacdo RAS/RAF/MAPK.
Mutacdes activantes no oncogdfeas actuam de forma sinergistica as mutacoe®\iRG
pois também levam a acumulacdo fdeatenina no ndcleo, e isso pode resultar num maior
desenvolvimento tumoral e aumento da sua maligeidaé, 101). AK-ras activada provoca
a fosforilagdo dos residuos de tirosinafeeatenina, levando a sua libertacdo da E-caderina
das juncBes aderentes e consequente aumento tlaasé@ Wnt no nucleo (36, 102). De
modo semelhante, mutac6es soméaticas activantesosogenes da via RAS/RAF/MAPK,
como oBRAF, encontradas em cerca de 10% dos CCR esporadiasgm aumentar a via de
sinalizacdo Wnt através da fosforilacdo dos residietirosina df-catenina, impedindo a
ligacdo desta a E-caderina (36, 103-1@&).mutacdes né-ras estdo presentes em 30-40%
dos CCR (97, 103-106). Estudosvitro mostram que mutacfes Horas também podem
induzir uma activacdo da via Wnt através da estalgfio dap-catenina, possivelmente
inibindo a actividade da GSK-3 (97, 106).
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1.9. Objectivos

Apesar da incidéncia de CCR esporédico ser muitis glavada em individuos com
idade mais avancada, esta doenca também pode sorgiessoas jovens. O objectivo deste
trabalho foi encontrar uma possivel causa gengtica o desenvolvimento precoce de CCR
esporadico.

Para tal, o trabalho experimental foi desenvohato dois grupos de individuos, com
idade< 45 anos e50 anos, e decorreu segundo as seguintes etapas:

- Pesquisa de muta¢gBes somaticas no g&t@ A andlise das mutacgfes foi efectuada
inicialmente a nivel dos coddes 654-1264 e 989-106xao 15, que correspondem a regido
mais mutada (MCR) dé@PC. Em seguida foi analisada a restante regidao do &%ae os
exdes de 1 a 14 para os individuos que ndo apaeaentnutacées na MCR.

- Andlise de perda alélica utilizando marcadoresnderossatélites localizados no
cromossoma 5 numa regido proxima A®C o D5S1965 a 5'dcAPC e os restantes
marcadores (D5S346, D5S656 e D5S421) a AEG.

- Andlise do estado de metilagdo do promotoABE.

- Pesquisa de mutacgdes nos hot-spots mutacionaigatheK-ras, BRAFe f-catenina
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2. Procedimento experimental

2.1.Material biologico

O ADN analisado foi extraido de amostras congelattasucosa normal e de tecido
tumoral de doentes com cancro do célon espordfBim@m analisados 2 grupos de doentes,
divididos em fungéo da sua faixa etaria:

- Doentes com idade inferior a 45 anos (grgpb anos)

- Doentes com idade superior a 50 anos (grup0d anos)

A utilizagdo das amostras analisadas neste estmiddefVidamente autorizada pelos
doentes em questéo.

As amostras dos doentes do grage0 anos provieram dos servigos de Gastrenterologia
e de Anatomia Patoldgica do Instituto Portugué<Ddeologia de Lisboa Francisco Gentil
(IPOLFG) — EPE. As amostras do grupd5 anos foram disponibilizadas pelos servigos de
Gastrenterologia e de Anatomia Patoldgica do WistiPortugués de Oncologia de Lisboa
Francisco Gentil (IPOLFG) — EPE, servico de Geaétio Instituto Portugués de Oncologia
do Porto Francisco Gentil (IPOPFG) — EPE e Fundbustitut d’'Investigacié en Ciencies de

la Salut Germans Trias i Pujol, em Barcelona.

2.2. Métodos
2.2.1. Extraccao de ADN

A extraccao de ADN dos tecidos foi realizada atsaje técnica dsalting-out(107).

2.2.2.Polimerase Chain Reaction (PCR)

A PCR foi utilizada para amplificar as sequéncias dene APC analisadas
posteriormente pelos métodos referidos adianteP@R foram realizadas num volume final
de 12,5 pL com 100 ng de ADN,p8nol de cadgprimer e 0,5 U de enzim&@aq polimerase
(Amersham)num termociclado(Biometra) No caso de fragmentos muito longos, com mais
de 1000 pb como o caso dos fragmentos JQ, PT, Rddt&m realizadas comkit comercial
Expand Long Template PCR System (RocR®lativamente a PCR para a andlise da
metilacdo do promotor do APC, foi utilizadokih AmpliTag Gold with GeneAmp 10x PCR
Buffer (Roche) As condicbes de PCR especificas de cada fragnsfitoapresentadas na
Tabela I.

A amplificacdo foi confirmada num gel de agaros2d.pu 2% em TBE com brometo
de etidio (Anexo 1) consoante o tamanho dos fragmeamplificados e visualizado no
sistema de aquisi¢do de imagEaygle-eye Stratagene.

Mestrado em Biologia Humana e Ambiente — Faculdisd€iéncias da Universidade de Lisboa 21



¢c

BOQSIT 9P 9PEPISISAIUN BP SEIOUIIDNEPINOES — SJUBIGWY 8 eurwnH elfojolg Wa openssiy

Tabela | —Primersutilizados nas PCR e respectivos tempos e tempasgatle extensdo e hibridacéo, nimero de ciclasetigade de MgGl estando também indicada a técnica
a que foi aplicada cada PCR.

cao

. . Hibridacdo Extensédo N° de MgCl, L
Fragmento Primer forward Primer reverse . Técnica
T (°C) | Tempo| T (°C)| Tempo| ciclos| (50mM)
AF 5’-(T7trans)-CAAATCCTAAGAGAGAACAACTGTC-3' 5-CACAATAAGTCTGTATTGTTTCTT-3’ 52.5 | 1'10” 72 2'10” 35 1.5pL PTT
EJ 5’-(T7trans)-GATGATGAAAGTAAGTTTTGCAGTT-3' 5-GAGCOCATCTGTACTTCTGC-3’ 59.5 50" 72 1'50” 35 lpL PTT
JQ 5'-(T7trans)-GCCCAGACTGCTTCAAAATTAC-3' 5-CTTATTCCATTTCTACCAGGGGAA-3' 57.2 1 68 Y (30") 12% expand mix PTT
PT 5'-(T7trans)-TGGAAAGCTATTCAGGAAGGTG-3' 5'-CCAGAACAAAAACCCTCTAACAAG-3' 50.2 1 68 Y (30") 12% expand mix PTT
B 5-GAACTTTGTGGAATCTCTCA-3’ 5-TTGCTGGATGGTAGTTGCCT3’ 57.5 30" 72 50" 35 2 uL Sequenciacdo
C 5-ATTTGAATACTACAGTGTTACCC-3’ 5-CTTGTATTCTAATTTGGCATAAGG-3' 60 30" 72 50" 35 1pL Sequenciacdo
D 5-CTGCCCATACACATTCAAACAC-3’ 5-TGTTTGGGTCTTGCCCATQT-3’ 62 30" 72 50" 35 0.75 pL Sequenciacdo
E 5-AGTCTTAAATATTCAGATGAGCAG-3’ 5-GTTTCTCTTCATTATATTTTATGCTA-3' 56 30" 72 50" 35 0.9 puL Sequenciacdo
F 5-AAGCCTACCAATTATAGTGAACG-3’ 5-AGCTGATGACAAAGATGATAATG-3’ 63 30" 72 50" 35 0.5 pL Sequenciagdo
G 5-AAGAAACAATACAGACTTATTGTG-3’ 5-ATGAGTGGGGTCTCCTGAAC-3' 59 30" 72 50" 35 0.5 pL Sequenciagdo
H 5-ATCTCCCTCCAAAAGTGGTGC-3’ 5-TCCATCTGGAGTACTTTCTGG-3’ 64 30" 72 50" 35 0.7pL Sequenciacdo
| 5-AGTAAATGCTGCAGTTCAGAGG-3’ 5-CCGTGGCATATCATCCCC3’ 60 30" 72 50" 35 0.5pL Sequenciagdo
J 5-CCGTGGCATATCAAATTACC-3’ 5-GAGCCTCATCTGTACTTCTC3’ 61.5 30" 72 50" 35 1.1pL Sequenciacdo
K 5'-CCCTCCAAATGAGTTAGCTGC-3' 5-TTGTGGTATAGGTTTTACTGTG-3' 58.5 30" 72 50" 35 1pL Sequenciacgéo
L 5-ACCCAACAAAAATCAGTTAGATG-3' 5-GTGGCTGGTAACTTTAGQCTC-3' 62 30" 72 50" 35 1.5puL Sequenciacgéo)
M 5-ATGATGTTGACCTTTCCAGGG-3' 5-ATTCTGTAACTTTTCATCAGTGC-3' 57 30" 72 50" 35 1pL Sequenciacao|
N 5'-AAAGACATACCAGACAGAGGG-3' 5-CTTTTTTGGCATTGCGGAGCT-3' 58 30" 72 50" 35 1pL Sequenciagdo
(®) 5'-AAGATACCTGTTGCAGGAATG-3' 5-GAATCAGACGAAGCTTGTCRGAT-3' 57.6 30" 72 50" 35 1L Sequenciagdo
P 5'-CCATAGTAAGTAGTTTACATCAAG-3' 5-TTTTTTCCTCCTTTGATCCT-3' 54 30" 72 50" 35 1pL Sequenciacao|
Q 5'-CAGCCCCTTCAAGCAACATG-3' 5-GAGGACTTATTCCATTTCTAC-3' 58.2 30" 72 50" 35 1pL Sequenciagao|
1 5-GAAATGAGGTCCAAGGGTAG-3’ 5-TAAAAATGGATTAAACTACAA T-3’ 52.2 30" 72 50" 35 1L Sequenciagdo
2 5-TTTCATGTTAATATATTGTGTTC-3’ 5-ACACCTAAAGATGACAAT TTGAG-3’ 54 30" 72 50" 35 1.75pL Sequenciacdo
3 5-CAATTGTTGTATAAAAACTTGTT-3’ 5-AATGTTTACTATATGAAG AAAAG-3’ 50 30" 72 50" 35 1pL Sequenciagdo
4 5-ATAGGTCATTGCTTCTTGCTGAT-3’ 5'(*)-TGAATTTTAATGGATTACCTAGGT-3' 62 50" 72 50" 35 0.5uL DGGE
5 5-CTTTTTTTTGCTTTTACTGATTAACG-3’ 5'(*)-TGTAATTCATTTTATTCCTAATAGCTC-3' 59.5 50" 72 50" 35 1pL DGGE
6 5 (*)-ATTAGGTTTCTTGTTTTATTTT-3’ 5-CTACCTATTTTTATA CCCACAAAC-3’ 55.5 50" 72 50" 35 0.9uL DGGE
7 5-AAGAAAGCCTACACCATTTTT-3 5-GATCATTCTTAGAACCATCTTGC-3’ 51 30" 72 50" 35 0.5pL Sequenciacdo
8 5-CATGATGTTATCTGTATTTACC-3' 5'(*)-CTTAGCAAAGTAGTCATGGC-3’ 59.5 50" 72 50" 35 1.5pL DGGE
9 5'-GGATATTAAAGTCGTAATTTTGT-3' 5'-CATGCACTAGATGTACAO-3’ 59 30" 72 50" 35 0.5pL Sequenciagdo
10 5'(*)-CATCATTGCTCTTCAAATAACA-3’ 5-CACCAGTAATTGTCTATGTCA-3’ 57 50" 72 50" 35 0.6pL DGGE
11 5'(*)-GATGATTGTCTTTTTCCTCTTGC-3’ 5-CTGAGCTATCTTAAGAAATACATG-3’ 61 50" 72 50" 35 lpL DGGE
12 5'(*)-GCTTGGCTTCAAGTTGTCTT-3’ 5-CAGAGTGAGACCCTGCCTC-3’ 70 50" 72 50" 35 2pL DGGE
13 5-GCAACTAGTATGATTTTATGTATAAA-3’ 5'(*)-ACATGAAATTC ATATTATAGTACT-3’ 55 50" 72 50" 35 3.25pL DGGE
14 5'(*)-CAACTCTAATTAGATGACCCA-3’ 5-GAGAGTATGAATTCTGTACTT-3' 60 50" 72 50" 35 1.25pL DGGE
D5S346 5’-Hex-ACTCACTCTAGTGATAAATCGGG-3’ 5-AGCAGATAAGACAGTATTACTAGTT-3’ 55.0 50" 72 1'30" 40 7uL GeneScan
D5S421 5-Tet-TGGAAATAGAATCCAGGCTT-3' 5-TCTATCGTTAAQTTATTGATTCAG-3' 50.5 50" 72 1'30" 40 0.5pL GeneScan
D5S656 5’-Fam-GCTAAGAAAATACGACAACTAAATG-3’ 5-CATAATAAACTGATGTTGACACAC-3’ 53.0 50" 72 1'30" 40 0.35pL GeneSca
D5S1965 5'-Tet- TGTCCCGTTGATAAAAATTACTGCG-3’ 5-GTGTCEGGATTTCCTACGCAATG-3’ 67.0 50" 72 1'30" 40 lpL GeneScan
P1AMetAPC 5'-GGGGTTAGGGTTAGGTAGGTTGTG-3' 5-CAACACCTRATTCTATCTCCAATAACACC-3' 64.4 1'50" 68 1 40 3pL Metild@p
MetAPC2 5-GTTTGTTGGGGATTGGGG-3' 5-CACCAATACAACCACMTC-3' 54.6 1'50" 68 1 40 2 pL Metilagéo
BRAF 5-TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA-3’ 5-GGCCAAAAATTTAAT CAGTGGA-3' 64.5 30" 72 50" 35 1.75pL SSCP/Sequencig
KRAS-2 5-AAAAGGTACTGGTGGAGTATTTGA-3’ 5-ATATGCATATTAAAACAAGATTTACC-3’ 62 30" 72 50" 35 1.5pL SSCP/Sequendia
B-catenina 5-GATTTGATGGAGTTGGACATGG-3' 5-TGTTCTTGAGGEAAGGACTGAG-3’ 57.5 30" 72 50" 35 lpL SSCP/Sequencial

Lao

(T7-trans) 5’GGATCCTAATACGACTCACTATAGGAACAGACCACCAG-3'; (*) CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCMHex, Fam, Tet - fluorocromos utilizados erm&8can
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2.2.3Protein Truncation Test (PTT)

A PTT consiste na transcricdim vitro de sequéncias codificantes, previamente
amplificadas por PCR, que sdo depois traduzitagro na respectiva proteina (108). O exao
15 do gene APC foi dividido em 4 fragmentos, quaroanalisados por PTT, uma vez que as
mutacdes que neles ocorrem originam coddes ST@®taedo numa proteina truncada. Os
fragmentos do exao 15 analisados foram: AF (6546 2&J (coddes 989-1700), JQ (coddes
1595-2334) e PT (coddes 2101-2844).

Na amplificacdo por PCR,mrimer forwardutilizado (Tabela I) possui a 5’da sequéncia
que se pretende amplificar, o promotor do virupdia a iniciagdo da transcricdo e um codao
de iniciacdo da traducdo (ATG), de modo a que egl®EeEsSSOS possam ocorrer
posteriormentén vitro (108).

A reaccdo de PTT foi feita utilizando it TNT T7 Quick Coupled
Transcription/Translation System (PromegA)mistura das reacc¢des de PTT continha 9,3 pL
de master mix 0,25 pL deenhancere 0,4 uL de metionina marcada cofi. $\dicionou-se
3,5 uL de produto de PCR a esta mistura e deixaaiseubar durante 1 h a 37°C. Como
controlo positivo utilizou-se o ADNc de luciferas&. cada reaccédo juntou-se 25 pL de
solucdo STOP, constituida por 1000 pL de tampéandestra(Anexo 1)e 25 pL dep-
mercaptoetanol. O marcador de tamanho utilizG&imersham Biosciences¢m proteinas
marcadas cort'C com os seguintes pesos moleculares: 220,0 kD&:k®a; 66,0 kDa; 46,0
kDa; 30,0 kDa; 14,3 kDa. As reaccdes foram presawva -20°C. As proteinas obtidas nesta
reaccdo foram depois sujeitas a uma electroforeseged desnaturante de poliacrilamida
(SDS-PAGE)Anexo 2). Antes de serem aplicadas no gel, astamforam desnaturadas a
100°C durante 10 min e centrifugadas durante 3anid000 rpm. A electroforese decorreu
30 min a 30 mA e cerca de 2h30 min a 254 V. O gdiXado numa solugéo de metanol 20%
e acido acético 10% durante 10 min, lavado com dégsélada e colocado durante 20 min
numa solugdo amplificadora de cintilante organ(i@mplify, Amersham Bioscience<O gel
foi seco a 80°C em vacuo, sendo posteriormenteessmnado numa chapa radiografica
(KODAK) durante cerca de 1 semana, a temperatura ambfemtgapa foi depois revelada
num aparelho de revelacdd35-M X-OMAT ProcessqiKODAK).

O codéo alterado foi estimado com base numa rectalibracdo, na qual se representa
o logaritmo do peso molecular das diferentes pmatefjue constituem o marcador de peso
molecular em funcdo da distancia (cm) percorridagpmesmas proteinas no gel. A partir do
peso molecular da proteina truncada procedeu-sedlaalo da posicdo do coddo STOP,
através das seguintes equacdes:
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AF = 654 + (...kDa)*10-100
EJ =989 + (...kDa)*10-100
JQ = 1595 + (...kDa)*10-100
PT = 2101 + (...kDa)*10-100

Amplificacdo por PCR

!

Trancricdo de RNAm

!

Traducdo em proteina marcada coin-$netionina
Proteina normal

Proteina truncada I

!

Electroforese em gel SDS-PAGE

!

Impresséo em chapa radiografica

!

Identificacdo da mutacdo por sequenciacao
Fig.6 — Representacdo esquemé das principais etapas da F. Ap6s a impressao radiografica é poss
distinguir proteinas mutadas de normais, que pexeodiferentes distancias. As proteinas do marceédor

peso molecular sdo fundamentais uma vez que, cemradistancia por percorrida por cada uma, pemmit
a elaboracd@o de uma recta de calibracéo, a partijudl é depois calculado o peso molecular dagipest

truncadas.

2.2.4.Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)
Para os individuos que ndo apresentaram mutacfesxdm 15 doAPC foram

analisados os exdes de 1 a 14 do g&RE€ por denaturing gradient gel electrophoresis

(DGGE).
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A DGGE permite detectar a presenca de mutacbesagméntos entre 200 e 700 pb,
baseando-se nas diferentes forcas de emparelhaneeht® cadeias normais e cadeias
mutadas (109). O passo inicial desta técnica épdifaracdo por PCR da sequéncia a analisar.
Esta reaccao tem a particularidade de ter um gredige temperaturas que vao de 80°C a
20°C durante 15 seg cada, a excepcdo da temped&tuniaridacdo dos primers, cujo passo
decorre a 30 seg. Este gradiente € muito import@aie permite a abertura e re-
emparelhamento das cadeias permitindo a formac&omeduplexes e de heteroduplexes. O
primer forward possui uma cauda rica em CG a Satpéncia a amplificar, que é importante
para garantir uma hibridacdo mais forte entre deiaa amplificadas e impede a desnaturacao
total das cadeias na electroforese com gradienfar aamida (110).

Depois da PCR, adicionou-se ao produto da reacgaql3 de solugédo de deposicao
(Anexo 3) e aplicou-se a mistura num gel de acidantom gradiente desnaturante de
formamida (Anexo 3). A electroforese decorreu emp@ TAE 1x (Anexo 3), a 160 V e a
uma temperatura constante de 60°C, sendo que @ tdenplectroforese variou consoante o
fragmento analisado (Anexo 3). Apds a electrofaresgel foi lavado com agua e depois
mergulhado numa solu¢do com brometo de etidio, osguubteriormente visualizado no
sistema de aquisi¢do de imagEaygle-eye Stratagene.

A medida que as amostras percorrem o gel sdo sigsaean funcdo da desnaturagio das
cadeias pela accédo da formamida. As cadeias hefdexeés possuem ligagdes mais fracas,
pelo que desnaturam e estabilizam a uma conceatrag# baixa de formamida. Por outro
lado, as cadeias homoduplexes estabelecem ligagéissfortes entre si, sendo necessaria
uma concentracdo mais elevada de formamida parasjuadeias desnaturem e estabilizem

(109) (Fig. 7).

Cadeias heteroduplexes
Gradiente
de

formamida

Cadeias Cadeias rutada
homoduplexes

Cadeias norms

Fig.7 — Esquem representativoe umr gel de DGGI com uma amostra normal e uma amostra mutade
diferentes localizagdes das respectivas cadeiasmastra normal possui apenas cadeias homoduplexes
normais, pelo que apresenta apenas uma banda. Stranmutada exemplificada apresenta 4 bandas que
correspondem a cadeias homoduplexes e heterodspjereestabilizam a diferentes concentracdes difese

de formamida.
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2.2.5. Perda de heterozigotia (LOH)

Para a deteccdo de perda de heterozigotia (LOH)vést deGeneScanforam usados
marcadores de microssatélites associados aoAfe6e Os marcadores usados neste estudo
foram: D5S346, D5S421, D5S656, D5S1965, cuja lpaafio se encontra indicada na Tabela
II. Os marcadores localizam-se no brac¢o longo dmossoma 5, 0 D5S1965 a 5’48C eos
restantes a 3' dAPC. Os marcadores foram amplificados através daag#io de urprimer

forward marcado com um fluorocromo (Tabela I).

Tabela Il — Localizacao dos marcadores de microssatélitesgenleAPCno cromossoma 5.

Localizagédo no cromossoma 5 | Fluorocromo
D5S421 112882115-112882284pb Tet
D5S656 112702941-112703127pb Fam
D5S346 112241523-112241647pb Hex
GeneAPC 112203931-112204146pb -
D5S1965 111837483-111837716pb Tet

Neste método foram analisadas duas amostras deir@idaduo em estudo, uma de
tecido normal e outra de tecido tumoral, de modietactar a perda alélica no tumor. Foram
adicionados 0,5 pL de produto de PCR directamef |a. de formamida desionizada e 0,5
pL de GeneScan Internal Lane Size Standamdrcado com o fluorocromdamra Estas
amostras foram entdo desnaturadas a 95°C duranten,5sendo colocadas em gelo
imediatamente depois para impedir a renaturacacatisas. A deteccdo dos marcadores foi
realizada noABI Prism 319 Genetic Analyser os dados analisados através@EneScan
Analysis Softwarél11).

O calculo da LOH foi feito com base no peso mokcdbs alelos:

LOH = AN2/AN1
AT2/AT1

AN1 — area do pico do alelo da mucosa normal deomeeso molecular

AN2 — area do pico do alelo da mucosa normal demmeEso molecular

AT1 — &rea do pico do alelo da mucosa tumoral deompeso molecular

AT2 — &rea do pico do alelo da mucosa tumoral demp&so molecular
Um valor de LOH< 0,67 indica que as amostras de tumor tém uma sggddicativa

do alelo de maior area, enquanto um valdk,5 indica que as amostras de tumor tém uma

perda significativa do alelo menor (111).
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A analise pode ser informativa, quando o individuleeterozigético, e nao informativa,
guando o individuo é homozigético. Isto porque gloan individuo é homozigoético, os alelos
tém 0 mesmo peso, pelo que ndo se conseguem dis(ihiyl).

2.2.6. Tratamento com Bissulfito

Para a analisar a metilagdo do ADN foi utilizadéanica de modificacdo pelo bissulfito
(26) seguida de sequenciacgao.

O tratamento com bissulfito de s6dio promove arad@o das citosinas que ndo estéo
metiladas, sendo convertidas em uracilos atravétedaminacdo e sulfanacdo, enquanto que
as 5-metilcitosinas ndo sofrem qualquer alteraD@ste modo, a sequéncia de ADN tratado
difere, consoante o seu estado de metilagao (112).

O tratamento com bissulfito foi realizado atravésGpGenome DNA Modification kit
(Chemicon International) Num tubo de 1,5 mL adicionou-se 7,0 pL de NaOH 3M
previamente preparado a 1,0 ug de ADN em 100 pHxee misturou-se. O ADN ficou a
incubar durante 10 min a 50°C. Adicionou-se a @sistura 550 pL de Reagente | de
modificagdo de ADN preparado na altura e agitoneseortex incubando novamente a 50°C
por 4-16 h, protegido da luz. Adicionou-se 5 pLRkagente Il as solugbes de ADN nos
tubos. Juntou-se 750 pL de Reagente II, misturoali-deixou-se a incubar durante 5-10 min.
Centrifugou-se durante 10 seg a 5000 G e rejekon-sobrenadante. Lavou-se o precipitado
com 1,0 mL de etanol 70%, agitou-se eartex e centrifugou-se durante 10 s a 5000 G,
voltando a rejeitar o sobrenadante. Este procedorfenrepetido 3 vezes. Foram adicionados
50 pL de uma solucdo de NaOH 20 mM e etanol 70%nasstras, ressuspendendo o
precipitado e deixou-se a incubar durante 5 mangeratura ambiente. Adicionou-se 1,0 mL
de etanol 90%, agitou-se emrtexpara lavar o precipitado e centrifugou-se durdfteeg a
5000 G, removendo depois 0 sobrenadante, e regetaste procedimento mais uma vez.
ApGs a remocdao de todo o sobrenadante deixou-sec@ipado secar a temperatura ambiente
durante 10-20 min. Depois de seco adicionou-se L@t TE. A amostra ficou a incubar
durante 15 min a 50-60°C para dissolver o ADN.

Posteriormente foi feita uma PCR na qual sdo uspdoers especificos para o ADN
tratado com bissulfito, que flanqueiam a regida sen CG do promotor daPC (Tabela 1)
entre as posi¢cdes -366 e -42 relativamente ao cdedniciacdo do exdao 1 daPC (26). A
regido amplificada foi posteriormente sequenciadia, modo a analisar a existéncia de
citosinas caso o ADN estivesse metilado, ou a@xis de timidinas se o ADN n&o estivesse

metilado.
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CH3
TAGACCGCGCGCGTATGT TAGACCGCGCG(IZGTATGT
CIH3 ICH3
sulfanacéo
CH3 CH3
TAGACUGUGUGUGTATGT TAGACCG(EGCG(IZGTATGT
CIH3 CIH3

Fig. 8 — Representacédo esquemé das alteracbes gla sequéncia « ADN sofreaquando o tratamento cor
bissulfito de sédio. O ADN cujos residuos de citasndo estdo metilados sofrem des@cdo e sulfanacé
sendo transformados em uracilos, enquanto o ADMscugsiduos de citosina estdo metilados néo
qualquer alteracao.

2.2.7.9ngle Strand Conformational Polymorphism (SSCP)

Os geneBRAF K-ras e g-cateninaforam analisados nas regides onde se localizam os
respectivoshot-spots mutacionais, através de SSCP (Tabela Ill). As pded de PCR
encontram-se indicadas na Tabela I.

O SSCP permite a deteccdo de mutacdes em sequércrRiBN de fragmentos entre
150 e 300 pb (110). Baseia-se na capacidade gadeacsimples de ADN tem de formar
uma estrutura secundéaria (110), ao serem estati@dedigacdes intermoleculares nao
covalentes em diversos locais da cadeia. Alteragfess nucleétidos de cada sequéncia
induzem uma estrutura conformacional diferente dadeias mutadas relativamente as
cadeias normais, o0 que resulta numa velocidadeigiagéo diferente durante a electroforese
no gel de acrilamida-bisacrilamida ndo desnaturg@ria).

Foram utilizados 2.L do produto de PCR das amostras a analisar, aas fpram
adicionados cerca de @ de solugcdo de deposicdo desnaturante (Anexo d)cqufere
densidade ao produto de PCR contribuindo para alspasicdo no gel (Anexo 4), permite
controlar a frente de corrida e promove tambémsaateracdo das cadeias duplas permitindo
a separacao das cadeias simples que podem entéidraalqua conformacao caracteristica ao
longo do gel. As amostras foram sujeitas a desagdora 95°C durante 10 min, ap0s o que
foram colocadas em gelo imediatamente para ewtaturacdo, sendo depois aplicadas no
gel.

A electroforese decorreu a uma poténcia de cer@d& e a uma temperatura de 4°C.

O tampéo utilizado na electroforese foi TBE 1x @.48s condi¢Bes de electroforese dos géis
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de SSCP utilizadas estéo indicadas na Tabela dicdso do genBRAF, o gel utilizado

continha também glicerol, que confere maior vistadé a malha de poliacrilamida.

Tabela lll — Condicdes de electroforese dos géis de SSCP palifecentes genes analisados.
Gene Exao Gel acrilamida Distancia de migragéo (cm)
BRAF 15 8% com glicerol 32
K-ras 2 10% sem glicerol 23
S-catenina 3 8% sem glicerol 20

Depois da electroforese, procedeu-se a colorac&eldmom nitrato de prata. Comecou-
se por colocar o gel em etanol 10% durante 5 n@m agitar. Em seguida recolheu-se o
etanol e cobriu-se o gel com &cido nitrico 1.5%xatelo agitar durante 5 min. Apos recolher
0 acido nitrico, lavou-se abundantemente com acplacando-se o gel numa solugdo com
nitrato de prata (0,01M) durante 15 min, deixand@asagitar protegido da luz. Em seguida
recolheu-se o nitrato de prata e lavou-se abundemtie com agua. Lavou-se com carbonato
de saédio (0,3M), recolheu-se e em seguida juntoapsgel cerca de 250 ml de carbonato de
sédio (0,3M) com 150 uL de formaldeido (37%), agit® suavemente até visualizar bandas.
Depois de recolher esta solugéo, adicionou-se wigé de acido acético 10%, durante 5
min, de modo a parar a reaccdo de revelagdo edigat. Depois de recolher o acido acético,
lavou-se abundantemente o gel com agua, e em sefgzicbe aderir o gel a pap@hatman
3MM, cobriu-se com pelicula aderente, e deixou-se .seca

As amostras mutadas foram posteriormente analigatagequenciacéao.
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AGACTTCTGTATATCCTGAA AGACTTCTGGATATCCTGAA

TCTGAAGACATATAGGACTT TCTGAAGACCTATAGGACTT

I
o) &y

Cadeias norms Cadeias mutad

Migracgéo da:
amostras

Fig 9 — Esquemaexemplificativoda andlise por SSC Uma alteracdo a nivel e um Unico nucledtic
suficiente para provocar uma alteragdo na confdima@s cadeias simples 5’ e 3', que vao migrar a um
velocidade diferente dasdeias 5’ e 3' normais, resultando em diferebéeslas no gel apos a electrofort
Em teoria a amostra mutada tem 4 bandas, porqueltes)cadeias forward e duas reverse pois além das
normais tem também as cadeias mutadas. No ensintadio € linear porque uma cadeia pode ter majsielo
uma estrutura estavel

2.2.8. Sequenciacao automatica

A existéncia e a localizacdo das mutacdes foranfirotadas por sequenciagéo
automatica. O ADN sequenciado serve de molde pafatese de novas cadeias de ADN. A
interrupcdo da polimerizacdo das cadeias da-se pedigdo de 5'-trifosfato-2’,3'-
didesoxinucledtidos (ddNTPs), que sdo nucledtidaslificados que ndo possuem grupo
hidroxilo na posi¢do 3’, ndo podendo estabeleagmacbes fosfodiéster com novos dNTPs
(114, 115).

Esta sequenciacdo automatica baseia-se no mémdRCE cycle sequencingjue
envolve a amplificacdo linear com um uUnipomer (114). Para isso sdo preparadas 2
reaccOes de sequenciacao de cada amostra, umararer forwarde outra para ceverse
de modo as 2 cadeias de ADN poderem ser sequesc@&daseparado. A reaccdo de
sequenciacdo da-se ao longo de 30 ciclos de deagaty hibridacdo e extensdo (114). Os
ddNTPs, marcados com diferentes fluorocromos, sémoaados no final de cada cadeia,
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formando-se os produtos de sequenciacao, que pdepais correr todos no mesmo capilar
de electroforese (114).

Os fragmentos amplificados por PCR, cqgmmers especificos (Tabela 1), foram
purificados através dGFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Héaklre) e
posteriormente sequenciados. A reaccdo de seqgaactnsistiu em 2,5uL de produto de
PCR purificado, 3,pmol deprimer forward oureversee 4,5uL deBig Dye Terminator v1.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystenms)m volume final de 20uL, sendo realizada no
ABI Prism 310 Genetic Analyser (Applied Biosystemgnalisados pelDNA Sequencing

Analysis Software
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3. Resultados

No grupo< 45 anos observaram-se 58,3% de individuos comgdesano gendPC
enquanto que nos individuos do grupo > 50 anosrfatatectadas mutacdes em 66% dos
casos (Tabela 1V). E também de evidenciar que wsisnide instabilidade no grupo de
individuos mais jovens (25%) eram superiores acsiadividuos de idade mais avancada
(10%) (Tabela 1V). No grupo > 50 anos foram inchgdindividuos que tinham sido
previamente analisados e que ndo tinham instatddidde miscrossatélites. Porém, 20 dos
individuos do grupo > 50 anos foram analisadosai® e desses 20 apenas 2 (10%) tinham
instabilidade, pelo que os resultados podem sasiderados significativos.

No que diz respeito as mutacdes no gene APC naoregd’ da MCR do gersPC, que
originam proteinas truncadas sem dominios de reflalap-catenina, a frequéncia de
individuos mutados do grupo> 50 anos era cercebéle 3endo apenas 25% nos individuos
do grupo< 45 anos (25%). Dois individuos do grupo > 50 amdsam mutac¢des truncantes
no codéo 232, enquanto no grupd5 anos, apenas um tinha uma mutacgéo truncaraeldor
exéo 15, mais precisamente no codao 499. As restamitacoes a 5’ da MCR localizavam-se
no exao 15, destacando-se o codao 1114, que seteneomutado em 2 individuos de ambas
as faixas etarias.

Relativamente as mutagfes na MCR, as mais frecgientereram entre os coddes 1300
e 1367, que originam proteinas truncadas que retérdominio de regulacédo facatenina
(97), correspondendo a 21% e 28% dos individuosaast NnOAPC nos grupos: 45 anos e >
50 anos, respectivamente (Tabela V). Outra regifigetheAPC frequentemente afectada foi
a que se encontra na proximidade do codao 1450pqgima uma proteina truncada que
retém dois dominios de regulacdofdeatenina, e ocorreu mais frequentemente no grupo >
50 anos, constituindo 36% dos individuos deste @rugom mutacdes noAPC
correspondendo a 28,5% dos individuos do grugb anos (Anexo 5).

Foram também observadas mutac¢des a 3' da MCR enag@individuos (5,4%) do
grupo > 50 anos (Tabela V), no coddo 1556, origipaproteinas truncadas que retém 3
dominios de regulacdo @acatenina (Anexo 5). No grupe 45 anos, 29,2% dos individuos
tinham mutacdes a 3' da MCR, embora a localizagasef diferente da observada no grupo >
50 anos, pois localizavam-se entre os codfes 19@826, dando origem a proteinas
truncadas com mais de 5 dominios de regula¢cgecddéenina (Anexo 5).
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Tabela IV — Casos estudados para os genes ARAF, K-ras e p-catenina nos grupos etario45 anos e > 50 anos.

Grupo Casos APC LOH Braf Kras B-catenina
n n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Normal Mutado Normal Mutado Normal Mutado
Normal 10 (41,7%) N 4 (16,6%) 4 (16,6%) 0 (0%) 4 (16,6%) 0 (0%) 4 (16,6%) 0 (0%)
LOH 3 (12,5%) 3 (12,5%) 0 (0%) 2 (8,3%) 1 (4,2%) 3 (12,5%) 0 (0%)
(41,7%) NI 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
| 3 (12,5%) 3 (12,5%) 0 (0%) 3 (12,5%) 0 (0%) 3 (12,5%) 0 (0%)
Mutado Simples 11 (45,8%) N 4 (16,6%) 4 (16,6%) 0 (0%) 3 (12,5%) 1 (4,2%) 4 (16,6%) 0 (0%)
<45 24 LOH 2 (8,3%) 2 (8,3%) 0 (0%) 1 (4,2%) 1 (4,2%) 2 (8,3%) 0 (0%)
(58,3%) NI 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
| 5 (20,8%) 5 (20,8%) 0 (0%) 5 (20,8%) 0 (0%) 4 (16,6%) 1 (4,2%)
Duplo 3 (12,5%) N 1 (4,2%) 1 (4,2%) 0 (0%) 1 (4,2%) 0 (0%) 1 (4,2%) 0 (0%)
LOH 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
NI 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
| 2 (8,3%) 2 (8,3%) 0 (0%) 2 (8,3%) 0 (0%) 1 (4,2%) 1 (4,2%)
Normal 12 (32,4%) N 6 (16,2%) 6 (16,2%) 0 (0%) 5 (13,5%) 1 (2,7%) 6 (16,2%) 0 (0%)
LOH 1 (2,7%) 1 (2,7%) 0 (0%) 1 (2,7%) 0 (0%) 1 (2,7%) 0 (0%)
(32,4%) NI 3 (8,1%) 3 (8,1%) 0 (0%) 3 (8,1%) 0 (0%) 3 (8,1%) 0 (0%)
| 1 (2,7%) 1 (2,7%) 0 (0%) 1 (2,7%) 0 (0%) 1 (2,7%) 0 (0%)
NA 1 (2,7%) 1 (2,7%) 0 (0%) 1 (2,7%) 0 (0%) 1 (2,7%) 0 (0%)
Mutado Simples 17 (45,9%) N 9 (24,3%) 9 (24,3%) 0 (0%) 8 (21,6%) 0 (0%) 9 (24,3%) 0 (0%)
> 50 37 LOH 3 (8,1%) 3 (8,1%) 0 (0%) 3 (8,1%) 0 (0%) 3 (8,1%) 0 (0%)
(67,6%) NI 3 (8,1%) 3 (8,1%) 0 (0%) 3 (8,1%) 0 (0%) 3 (8,1%) 0 (0%)
| 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
NA 2 (5,4%) 2 (5,4%) 0 (0%) 2 (5,4%) 0 (0%) 2 (5,4%) 0 (0%)
Duplo 8 (21,6%) N 3 (8,1%) 3 (8,1%) 0 (0%) 3 (8,1%) 0 (0%) 3 (8,1%) 0 (0%)
LOH 1 (2,7%) 1 (2,7%) 0 (0%) 1 (2,7%) 0 (0%) 1 (2,7%) 0 (0%)
NI 2 (5,4%) 2 (5,4%) 0 (0%) 2 (5,4%) 0 (0%) 2 (5,4%) 0 (0%)
| 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
NA 1 (2,7%) 1 (2,7%) 0 (0%) 1 (2,7%) 0 (0%) 1 (2,7%) 0 (0%)
N- normal

LOH- perda de heterozigotia
NI- ndo informativo

I- instavel

NA- nao foi avaliado
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Em termos globais, no total de individuos analisadm padrdo de dominios de
regulacdo dap-catenina mais frequente foi aquele cujas mutagdi@gnam proteinas
truncadas sem nenhum dominio de regulacdo e com deadois dominios de regulacéo,
tendo uma frequéncia de 23% no total de individuotados nAPC (Tabela V).

A quantidade de individuos com duas mutacdes tniesanoAPC foi maior nos
individuos do grupo > 50 anos (29,7%), em comparagn o grupo< 45 anos (12,5%)
(Tabela V). Dos 14 individuos do grugo45 anos com mutagdo AWdPC 5 (35,7%) tinham
uma segunda alteracdo no gene, por LOH ou mutagdingd (Tabela VI). No grupo > 50
anos, dos 25 individuos que tinhamBC afectado, 12 (48%) tinham uma segunda alteracéo
no gene (Tabela VI). Observou-se que o segundot@\gre ocorria com maior frequéncia
nos dois grupos analisados foi uma mutacdo truacaatAPC, sendo a incidéncia mais
elevada nos individuos com idade superior a 50 d8@86), comparativamente aos
individuos do grupe: 45 anos (21,4%) (Tabela VI). No total das amostradisadas, apenas
19% dos tumores tinham LOH no cromossoma 5q, n&enka diferencas significativas
entre ambos o0s grupos etéarios (Tabelas VI). A émaith de LOH como segundo evento foi
de 14,3% no grupe 45 anos e 16% no grupo > 50 anos. Foram obsereados em que nao
foram detectadas mutacdesABC, mas que apresentaram perda alélicABG.

Apesar de ter sido efectuada a pesquisa do estadaeetliacédo do promotor do APC,
nao foi possivel obter resultados conclusivos, ipebsente devido ao mau estado do ADN
das amostras analisadas.

A pesquisa de mutacdes fiateninademonstrou que apenas 2 individuos do grupo
45 anos estavam mutados (8%), que correspondenerma®8% no total de individuos
(Tabela VI). As mutacdes identificadas/faateninalocalizavam-se no codéao 45, sendo uma
das quais uma substituicdo de 134T que levou a uma alteracdo de serina para fanifs,

e a outra uma deleccdo de 3 pb que levou a perdamiltoacido serina (Anexo 5). Foi
também observado que ambos os individuos mutadog-gaenina tinham mutacdes
pontuais no gend&PC, sendo um deles duplamente mutado neste geneldTdbe Estes
individuos eram também o0s Unicos com instabilidazala os 4 marcadores de microssatélites
analisados (Anexo 5).

Nao foram detectadas mutacdes no geRAF em nenhum dos individuos analisados
neste estudo.

A pesquisa de mutacdes no géreas demonstrou que 3 em 24 (12,5%) individuos do
grupo < 45 anos tinham mutagcbes no gdfeas, uma no coddo 12 e duas no codao 13
(Tabela IV). No grupo > 50 anos, apenas 1 em 37 %@, individuos tinham mutacdo ho
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ras (Tabela 1V), uma também no coddo 13. No grgpd5 anos, 2 dos individuos com
mutagfes nd-ras tinham mutagbes nBPC, em que num dos casos, além de haver uma
mutacdo nAAPC, havia também LOH (Tabela VI). Dos individuos comtagdes nd-ras,
nenhum tinha instabilidade de microssatélites (Teabhé.

De um modo geral 8 (13%) individuos ndo apresemtaraitacdes em nenhum dos

genes analisados, sendo que 3 (12,5%) pertencigrupo< 45 anos e 5 (13,5%) do grupo >
50 anos (Anexo 5).

Tabela V —Padrao de dominios de regulaca@datenina em individuos com mutacaoARC.

Grupo | APC | Dominios de regulacdo da B-catenina |
0 1 >2 0/1 0/>2 1/>2
n n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
<45 14 2 (14,3%) 2 (14,3%) 7 (50%) 1 (7%) 2 (14,3%) 0 (0%)
> 50 25 4 (16%) 5 (20%) 5 (20%) 2 (8%) 7 (28%) 2 (8%)

Tabela VI — Casos com mutagdo no gene APC, com dados relativ@dd, mutacdo nBRAF K-ras e f-catenina

Grupo | 1°evento | 2° evento |
APC APC LOH Braf Kras b-catenina
n n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
<45 14 3 (21,4%) 2 (14,3%) 0 (0%) 2% (14,3%) 2%(14,3%)
>50 25 8 (32%) 4* (16%) 0 (0%) 1 (4%) 0 (0%)

* 1 dos casos possui 2 mutagdes no APC e LOH
#1 dos casos tem LOH

&1 dos casos tem 2 mutagdes no APC
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4. Discusséao

Os valores observados para a incidéncia de mutagdegene APC nos dois grupos
etarios estudados, 58% no grupal5 anos e 66% no grupo > 50 anos, enquadram-se nos
valores apresentados em estudos anteriores, queamosma frequéncia de mutacdes no
geneAPCentre 0s 50% e 0s 83% em casos de CCR esporé&dicthl(6).

Relativamente a instabilidade de microssatélites;esultados obtidos estdo de acordo
com outros estudos em que se observa um aumenfoe@l#Encia da instabilidade em
individuos mais jovens na ordem dos 25% (29) a Z8%). Contudo, a frequéncia de
instabilidade em individuos mais velhos no nossades(10%) difere dos valores obtidos
nesses estudos, sendo mais baixa do que os 20&Hvatbos no primeiro (29) e mais alta do
gue os 5,9% obtidos no segundo estudo referido).(ELid termos globais, cerca de 12% dos
casos aqui analisados tém instabilidade de midedigsa, que é um valor proximo dos 15%
descritos para CCR esporadicos (29, 118-120). Arhiptilagcdo da regido do promotor
MLH1 foi sugerida como um possivel mecanismo primaaiam desenvolvimento de CRC
esporadico (29, 119). Perante os valores de itistade de microssatélites observados no
grupo< 45 anos, e sendo significativamente superiorevyaoses observados nos individuos
com idade > 50 anos, € de considerar a hipotesxigérem alteracdes, a nivel epigenético
ou genético, nos genBAVIR na origem de CCR esporadico precoce.

Estudos anteriores indicam que CCR com instabiiddel microssatélites de alto grau
tém determinadas caracteristicas clinico-patol&gic@meadamente reduzida diferenciacao
tumoral, acumulacédo extracelular de mucinas (29138, 121, 122), geralmente localizam-se
no colon direito (29, 118, 121, 122) e ocorrem nfeggjuentemente em idade jovem, ao
contrario do que se observa nos CCR estaveis (29). D fendtipo caracteristico de
instabilidade de microssatélites de alto grau @ataristico deHNPCC (29, 32, 122) mas
também ocorre em CCR esporadico (32). No presesttedl@ os individuos jovens com
instabilidade nos 4 marcadores estudados néo tiibemares localizados no colon direito
mas sim no esquerdo. Porém, num destes casos o ¢uando tipo mucinoso, o que esta de
acordo com as referidas caracteristicas dos tumwoes instabilidade de alto grau. Na
literatura encontram-se estudos que consideram dpentes com instabilidade de
microssatélites cujos tumores se caracterizam @@ans pouco diferenciados e mucinosos
estdo associados a um melhor progndstico do quenuses estaveis (29, 118, 120, 123).
Contudo, outros estudos defendem que tumores paiferenciados estdo associados a uma
taxa de sobrevivéncia mais baixa (29), e a obs@ovalinica de que os pdlipos associados a
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HNPCC se tornam malignos mais rapidamente do qu@ddipos esporadicos estaveis,
sugerem que as alteracdes nos genes MMR, quearasuodt instabilidade de microssatélites,
podem acelerar a progresséo tumoral (119).

Alguns dos individuos analisados apresentaram esaga regido a 5’ da MCR do
geneAPC sendo a frequéncia maior no grupo > 50 anos (3&@ue no grup& 45 anos
(25%). As mutacdes truncantes no codéo 232 enaastram individuos do grupo > 50 anos
foram previamente descritas em doentes com PAF, (Z5). A Gnica mutagdo truncante fora
do exado 15 encontrada no grupd5 anos localizava-se no codao 499, ndo tend@ aiiaid
descrita em estudos anteriores. A maioria das rdasag 5 da MCR ocorreu no exao 15 do
APC, sendo que o coddo 1114 estava mutado emrditngduos de ambos 0s grupos etarios
analisados, mutacéo ja descrita em PAF e em CCétatipo (67).

De um modo geral, as mutacdes localizadas na M@Ream mais frequentemente
entre 0s codbdes 1300 e 1367, que originam protaéfmasadas que retém 1 dominio de
regulacdo d&B-catenina (97) e na proximidade do coddo 1450, apginam proteinas
truncadas que retém 2 dominios de regulacdbatdenina. No caso da regido do codao 1450,
foram consideradas mutacOes localizadas entre d8es01397 e 1477, que originam 0
mesmo tipo de proteina, embora o 1450 tenha sidodéo mais frequentemente afectado
nesta regido. As regides proximas dos coddes 130@50 do APC correspondem a
“hotspots” mutacionais, estando frequentemente adaisteam CCR esporadico e PAF (49, 67,
126). Foi também identificada uma mutac¢do no cddé®d, no grupo > 50 anos, previamente
descrita em PAF (127, 128) e em carcinoma do pulihZ9).

Na regido a 3' da MCR foram também observadas matsagavendo diferencas entre
os dois grupos etarios. No grupo > 50 anos detautae mutacdes nesta regido em apenas 2
individuos, mais precisamente no coddo 1556, giggtham uma proteina truncada com 3
dominios de regulacdo d&catenina. As mutacdes nesta regido foram considsraor
alguns autores como um possivel “hotspot”’ARRC, correspondendo a 15% das mutacdes
truncantes em CCR esporadicos (67). Contudo, tangémadlipos glandulares fundicos de
doentes com PAF (127, 130) e em cancro gastromaésfoi observada elevada frequéncia
de mutacdes neste coddo (67, 126, 131). As mutagéstm regido estdo associadas a
ocorréncia de adenomatose duodenal severa em daemeP AF (130). No grupo 45 anos,

0 padrdo mais frequente que se observou foramipasteue retém mais de 5 dominios de
regulagéo d@-catenina, encontrando-se as respectivas mutagresos coddes 1905 e 2820.

Ou seja, a maioria das mutagfes encontradas nwgdingls mais jovens estdo numa regido
mais terminal do APC, originando proteinas trunsaglze mantém a maioria das fungbes do
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APC, principalmente no que diz respeito a reguladzi®catenina. Em contrapartida, apenas
2 individuos do grupo > 50 anos tém mutacdes aa3MECR, e numa regido em que as
respectivas proteinas retém no maximo 3 dominioggelacido d@-catenina. As mutacdes
nas extremidades 5’ e 3’ do geABC estao relacionadas com um fenétipo menos severo de
PAF (132, 133). Seria de esperar que as muta¢c8esiadas a um fendtipo mais severo de
PAF, como as proximas do codao 1300, e que par@oarerir vantagem a progressao
tumoral (49), também estivessem associadas ao adgemento de CCR esporadico numa
idade mais jovem. E um pouco surpreendente queute;éres encontradas maioritariamente
em doentes jovens com CCR esporadico estejam adasca um fendtipo pouco severo de
PAF. Isto sugere que a principal razdo para o desémento de CCR esporadico em idade
mais jovem ndo se deve a mutacdes no gée Um estudo realizado em CCR esporédico
(117), em que também foram comparados individuesn® com individuos de idade mais
avancada, refere que os CCR em individuos jovensirha incidéncia mais elevada de
tumores que atingem um estdgio mais agressivo, ee eftes tumores tém uma baixa
frequéncia de mutacdes no gekleC e maior instabilidade de microssatélites. No prse
estudo, apenas foi possivel obter informacdes @ niinico de 13 individuos do grupo45
anos, 5 (38%) dos quais tinham tumores num estagie agressivo e destes, apenas 1 ndo
tinha mutacdes no APC. Acerca dos restantes indigicanalisados, ndo foi possivel obter
mais informacdes acerca dos respectivos tumoresserddo possivel comparar os resultados
nesse sentido. Os dados obtidos parecem contradizbservado por outros autores, mas o
reduzido nimero de casos ndo permite tirar conetis@sse sentido. Todavia, o facto de
estar descrita uma baixa incidéncia de mutacdeSR® em individuos jovens com tumores
mais agressivos (117) apoia a hipétese de que o WdCtera um papel importante no
desenvolvimento de CCR esporadico em idade jovem.

O padréo de dominios de regulacaoBeatenina mais frequente foi aquele em que os
individuos possuem simultaneamente mutacBes qugEnam proteinas truncadas sem
nenhum dominio de regulacdo e com mais de 2 dosdl@aegulacéo, tendo uma frequéncia
de 23% no total de individuos mutadosAM®C (Tabela V). Estes resultados diferem do que
foi previamente descrito, pois cerca de 59% dowithdos com mutacdo proxima do codao
1300 e que retém 1 dominio de regulaca@-datenina tém como segundo evento LOH (66,
67).

O facto de se observarem mais individuos com magag@incantes naPC no grupo >
50 anos (29,7%) comparativamente ao grgpd5 anos (12,5%), esta de acordo com o

esperado pois o niumero de eventos mutacionais teadenentar com a idade, uma vez que
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com a idade aumenta a susceptibilidade para ddsenveoplasias, havendo acumulagéo de
alteracdes genéticas (117) (Tabela 1V). Analisaagenas os individuos que tinham um
“primeiro evento” no gene APC, cerca de 35,7% desi® grupo< 45 anos tinham uma
segunda alteracao no gene, por LOH ou mutacéo g@pmmmparativamente com 48% dos
individuos do grupo > 50 anos (Tabela VI). Estefores estdo abaixo dos valores
previamente descritos para CCR esporadico em g¥e &8 individuos com mutacdo no
APC tinham um segundo evento no mesmo gene (63gg0ONdo evento mais frequente em
ambos os grupos foi uma segunda mutacad®mPRG, embora a incidéncia seja maior nos
individuos com idade superior a 50 anos (32%), evativamente aos individuos do grupo
45 anos (21,4%). Relativamente a ocorréncia de k@ido segundo evento no APC, ndo ha
diferencas entre os dois grupos etérios, sendolar vie LOH no total de individuos
analisados 19% (Tabela VI), que é inferior ao gaté descrito para CCR esporadico (48%)
(67). Como j& referido anteriormente, as mutac@ésipas do coddo 1300 estdo muitas
vezes associadas a LOH no alelo remanescente,gamBAF como em CCR esporadico (49,
66, 67). Seria entdo de esperar que nestes caspbaradisados com mutacdo na regiao do
coddo 1300, a incidéncia de LOH fosse mais elevada, ndo é isso que se observa pois
apenas 30% dos casos de LOH ocorrem em individoogue existe mutacdo na referida
regido doAPC, ao contrario dos 59% determinados em linhas axdslde CCR esporadico
(67).

Relativamente aos outros genes analisados, foraoneadas mutacdes pacatenina
em apenas 2 individuos, pertencentes ao giuf® anos (8%), que constituem apenas 3% do
total de individuos (Tabela VI). Segundo algunsides, as mutacdes flacateninaocorrem
em 10% dos CCR esporadicos (14) enquanto que caitoses demonstraram niveis muito
baixos de mutacdes ipacatenina(122), pelo que se pode considerar que 0s 3% \Glukes
se enquadram nos valores descritos para CCR egmmrad mutacdes identificadas rfa
cateninalocalizavam-se no coddo 45, que corresponde a seriaa localizada perto da
extremidade N-terminal que € um local de fosfoéitaglap-catenina pela GSK-3 (134).
Substituicbes de aminoécidos envolvendo os residaaserina ou treonina no exao 3pda
catenina foram descritas em cancro colorectal eamoeha (135-137). Estes locais de
fosforilacdo correspondem aos coddes 31, 33, 33, @dde as mutacbes tém um caracter
oncogeénico, sendo activantes fflaatenina, uma vez que a estabilizam, impedindosgjse
marcada para degradacdo (122). Pensa-se que esiesde fosforilagdo tenham um papel

central na regulagcéo que a GSK-3 e o APC fazenesgbratenina (134).
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Foi também observado que ambos os individuos comag&o nag-cateninatém
mutagdes pontuais no geAPC, sendo um deles duplamente mutado neste genelgTébhe
Estes resultados contrariam resultados de estutieisaaes, que sugerem que as mutagcdes no
APC e nap-cateninasdo mutuamente exclusivas (122, 134), ou sejadguam dos genes se
encontra mutado ndo se observam mutacdes no distes resultados sdo ainda mais
interessantes, pois as mutacbesffeateninateriam supostamente o mesmo efeito que as
mutacdes nAAPC, uma vez que ambas impedem a ligagdo do complexdestruicdo &-
catenina, sendo essa a principal razdo considga@ao facto de mutagdes nos dois genes
Nao coexistirem no mesmo tumor.

Os dois individuos mutados fiecateninaeram os Unicos que tinham instabilidade para
0s 4 marcadores de microssatélites analisadose @ guteressante porque esta descrita uma
associagcdo entre mutacdes neste gene e instabilitachicrossatélites de alto grau pelo que
as mutagfes ng-cateninaparecem ser comuns na tumorigénese colorectategige a via
mutadora (122, 134, 138). Varios estudos sugereenegu CCR com instabilidade de alto
grau as mutacdes MdPC sdo menos frequentes (138), o que ndo esta ddoacom o
observado nestes dois casos.

A auséncia de mutacdes no geBRAF nestes individuos ndo estd de acordo com
estudos anteriores que descrevem mutacdes no BfeA& em cerca de 10% dos CCR
esporadicos (103-105). Est4d também descrita umaelagéo entre instabilidade de
microssatélites e mutacdes no coddao 60BBAF (118), o que ndo foi confirmado pelos
resultados obtidos neste estudo, uma vez que mam fdetectadas mutagdes neste gene em
nenhum dos individuos com instabilidade. No entaigto pode ser justificado pelo facto de
apenas 2 individuos com instabilidade de microbsgéerem instaveis nos 4 marcadores,
sendo que os restantes tinham instabilidade apEmasm dos marcadores analisados, e a
correlagcdo entre instabilidade de microssatélilealxo grau e mutacdes BRAF é baixa
(118).

A pesquisa de mutacdes no géreas demonstrou que 3 em 24 (12,5%) individuos do
grupo< 45 anos tinham mutac¢des, uma no codao 12 e duasdd 13. No grupo > 50 anos,
apenas 1 em 37 (2,7%) individuos tinha mutacaaoado 13 dd-ras (Tabela IV e Anexo
5). No grupo < 45 anos, 2 dos individuos com mugagiK-ras tinham mutacdes naPC, e
num dos casos apresentava também LOH (Tabela WiegdA5), o que é curioso ocorrer em
jovens, pois a tendéncia parece ser o numero dacieg aumentar com a idade. Segundo
estudos anteriores, as mutacdes mais frequent&srag que activam as suas propriedades
oncogénicas, localizam-se nos codfes 12, 13 e B, (139). Alsop e colaboradores (140)
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demonstraram que apenas 6% dos CCR diagnosticadoglwiduos com idade inferior a 45
anos estavam associados a mutacdes activante€sas) tendo sugerido quekr-ras ndo teré
um papel central no desenvolvimento precoce de Q&Rém, apesar das frequéncias de
mutagbes noK-ras obtidas no presente estudo serem reduzidas cotmparante aos
resultados de estudos anteriores, que apontanirpgregncias da ordem dos 30 a 50% (103-
105, 117, 141, 142), essa reducdo observa-se emsansbgrupos etarios, o que pode ser
justificado por uma questdo de amostragem. Contuokerva-se um namero mais elevado de
mutacdes nd<-ras nos individuos mais jovens, 0 que sugere que g=te poderd ter um
papel importante no desenvolvimento precoce de GBR;ontrario do que foi proposto por
Alsop (140).

Por outro lado, as mutacdes activante&das parecem conferir as células tumorais um
caracter mais invasivo, sendo a frequéncia de deasagoK-ras mais elevada em metastases
do que em células de carcinomas primarios (103)tahabém demonstrado que doentes com
cancro colorectal com mutacgdes IKaas tém um pior progndstico do que aqueles que nao
tém mutacdes nK-ras (116).

Dos individuos com mutagdes Keras, nenhum tinha instabilidade de microssatélites,
0 que esta em consonancia com outros estudos digarmque CCRs com instabilidade de
microssatélites geralmente ndo tém mutacdes noss¢eras nem nop53 (118). Embora
outros estudos descrevam mutagfe&das em tumores colorectais independentemente do
nivel de estabilidade de microssatélites (103).

De um modo geral 8 (13%) individuos ndo apresemarauitacdes em nenhum dos
genes analisados, sendo que 3 eram do gfdioanos e 5 do grupo > 50 anos. Uma hip6tese
€ gue algum destes genes estivesse mutado masspenatacdo ndo tenha sido detectada
pelos métodos utilisados, uma vez que sé foramsadals “hot-spots” mutacionais para 0s
geneBRAF, K-ras e f-catenina Outra hipotese, e eventualmente a mais provawgle estes
individuos tenham muta¢des noutros genes envolvidosumorigénese colorectal e que
afectem a via Wnt, como BCF-4, aaxinaou op53 E ainda de considerar a possibilidade do
APC nestes genes estar silenciado por metilacdo dogboo, pois devido a ma qualidade das
amostras foi-nos impossivel avaliar o estado dédagéb do promotor do APC nestes casos.

Em suma, dos genes analisados, nenhum por si ebepaer a causa principal para o
desenvolvimento precoce de CCR esporadico. No tentéiserva-se um maior nimero de
individuos jovens com mutagc6es em mais do que ume:geerca de 17% considerando apenas
as alteragcbes nAPC em simultdneo com as alteracdesprzateninae noK-ras, mas esse
valor sobe para 33% se a esses casos adicionardivgduos que tém instabilidade de
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microssatélites, o que pode dever-se a uma posdigedcdo nos gen&8MR. Por outro lado,
nos individuos com idade mais avancada, ndo faireredo nenhum caso com alteragfes em
mais do que um gene, tornando 0s resultados oloEexves jovens ainda mais interessantes,
pois seria de esperar que individuos mais vellvessem mais mutagdes, inclusive em genes
diferentes. Estes resultados levam a propor adspdde o desenvolvimento precoce de CCR
esporadico poder ser causado, ndo por mutacdeset@nminado gene, mas por um conjunto
de mutacdes em varios genes diferentes, cuja aagéwlde mutacbes tivesse como
consequéncia um fendtipo mais agressivo e que,argort se desenvolvesse mais
precocemente. Apesar do modelo proposto por Vapelstonsiderar que para ocorrer
tumorigénese colorectal € necessaria a ocorréeamutiacdes em varios genes, entre os quais,
APC, K-ras e BRAF, mas tambérsMAD4ou p53(2, 59, 60), o que se observou neste estudo
€ que poucos individuos analisados tinham mutag@esais do que um gene, e a raridade de
ocorréncia de mutagcées em varios genes ja foi eddamoutros estudos (117, 122, 143). Isto
podera confirmar a hipotese de que a associacdoutk;des em genes diferentes podera
estar na origem de parte dos CCR esporadicos ggersiem idade jovem, podendo néo ser
um fenémeno tdo frequente como se pensava. E,taotende considerar a possibilidade da
origem desta doenca estar em alteracdes noutro ger@vido na via Wnt, directa ou
indirectamente, que nao tenha sido analisado estido.

N&o se pode também descartar a possibilidade derest a tratar de casos de sindroma
de Lynch, relativamente aos individuos jovens egtad. O Sindroma de Lynch foi definido
tendo por base uma série de caracteristicas dingeaoldégicas e moleculares que incluem:
uma histéria familiar de CCR, neoplasias extraeadlj desenvolvimento precoce de tumores,
elevada frequéncia de instabilidade de microssesélperda de expressao de proteinas de
reparacdo e uma mutacdo germinal num gene de ¢dpafd2).0s individuos do grups 45
anos analisados foram considerados como esporadmo®ao obedecerem aos critérios
clinicos que descrevem o Sindroma de Lynch. Nonemtgéo foi efectuado um estudo a nivel
dos genesMMR, pelo que podem corresponder a casos de Sindramaydch nao
diagnosticados. Os dois tipos de CCR associadostabilidade desenvolvem-se por vias
distintas: os CCR esporadicos seguem a via serrgadaferida anteriormente, estando
associados a mutacdoes B&RAF e a metilagdo do ADN, enquanto os CCR associados a
HNPCCdesenvolvem-se a partir de adenomas em que ocontgatdes nos genédsC, j-
cateninae/ouK-ras (32). O facto de estes individuos ndo apresentarem negagd gene
BRAF sugere que estes carcinomas nao se desenvolveslanvip serreada, podendo ter
seguido a via mutadora e tratar-se possivelmentasizs de Sindroma de Lynch.
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5. Conclusodes

As principais conclusdes que se podem tirar destdtados sdo que a percentagem de
individuos mais jovens com mutagdes no gene AP@fetior a dos individuos com idade
superior a 50 anos. Além disso, a maioria das rbesague ocorrem nos individuos mais
jovens originam proteinas truncadas que retém dea&dominios de regulacdo flgatenina
e que estdo associadas a um fenétipo menos sevdtAkl Isto sugere que a principal razdo
para o desenvolvimento de CCR esporadico em idai® jovem ndo se deve a mutacdes no
gene APC.

Foi também observado que os niveis de instabiliddelemicrossatélites sdo mais
elevados em individuos mais jovens, pelo que éiysgue alteracbes nos genes MMR
estejam relacionadas com alguns casos de CCR dgmopdecoce.

A auséncia de mutacdes nos geB&AF sugere que este gene ndo esta envolvido no
desenvolvimento precoce de CCR esporadico nos casabsados. Foram detectadas
mutacdes ndk-ras em 12,5% de individuos jovens e apenas em 5%diddnos do grupo >
50 anos, 0 que sugere que, apesar das percentmEgens muito inferiores as descritas em
estudos anteriores, o facto de existirem mais metago gene KRAS do que B&RAF nos
casos de CCR esporadico estudados esta de acaml® e geralmente se observa. E
também interessante que existam mais casos de Gestap KRAS em jovens, que estdo
associadas a uma maior agressividade e pior prigmée CCR.

Foram também encontrados 2 individuos jovens mastada p-catening com
instabilidade de alto grau. O local afectado (co#fBoconstitui um dos locais de fosforilacao
dap-catenina pela GSK-3, que marcam a proteina pagradacdo. Ou seja, € de algum modo
equivalente as mutagbes no APC, pois impede aagfmldg-catenina pelo complexo de
destruicdo. Por essa mesma razdo as mutacbes noeAR&LP-catenina deveriam ser
mutuamente exclusivas, mas ndo o sao nos casos@igados, pois ambos tém mutacdes
também no APC, facto que ndo estava descrito em&3peradico.

A origem de CCR esporédico em idade jovem ndo pagstar na alteracdo de um unico
gene, dentro dos que foram analisados neste edietoa de 33% dos individuos jovens
tinham mutagbes em mais do que um gene, enquassosésacdo nado foi observada em
nenhum dos individuos com idade mais avancadas Esselltados parecem sugerir que um
conjunto de mutacdes em diversos genes tem consego@ncia um fendtipo mais agressivo,

levando ao desenvolvimento precoce de CCR espor&digtra hipotese € que a origem desta

Mestrado em Biologia Humana e Ambiente — Faculdisd€iéncias da Universidade de Lisboa 51



Estudo de mutagdes somaticas no gene APC em daentesancro do colon e recto em idade jovem

doencga possa estar em alteracdes noutro gene guentié sido analisado neste estudo e que
podera, directa ou indirectamente, afectar a vid. Wn
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Anexos
Anexo 1

* Gel de agarose 2% (p/v):
59 Agarose

250 ml TBE 1x

12,5 uL Brometo de etidio

» Gel de agarose 1,2% (p/v):
3 g Agarose

250 ml TBE 1x

12,5 uL Brometo de etidio

TBE 10x:

216 g Tris Base

110 g &cido acético

18,6 g EDTA

Perfez-se com #D destilada até 2 L, a temperatura ambiente
Mediu-se o pH.

TBE 1x:
100 ml TBE 10x
Perfez-se até 1 L com,8 destilada.

Anexo 2 -PTT

Gel de poliacrilamida SDS-PAGE:

* Gel selante:

1500 pL Acrilamida: Bisacrilamida 30%
400 uL Tampéo A

68,2 uL SDS 20%

1360 puL HO destilada

50 uL APS (persulfato de amdnia) 10%
5 uL Temed

* Gel resolvente:

9100 pL Acrilamida: Bisacrilamida 30%
2500 pL Tampéo A

204,6 pL SDS 20%

8150 pL HO destilada

138,6 uL APS 10%

13,8 pL Temed

» Gel de compactacéao:

1120 pL Acrilamida: Bisacrilamida 30%
900 pL Tampéo B

75 pL SDS 20%
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5400 pL HO destilada
118 pL APS 10%
11,8 pL Temed

Acrilamida: Bisacrilamida 30% (v/v)

300 g acrilamida

8 g bis-acrilamida

Perfez-se até 1 L4 destilada e armazenou-se ao abrigo da luz, a 4°C.

Tampéao A:

72,6 g Tris-base

100 mL HO destilada

Ajustou-se o pH a 8,9 com HCl e perfez-se o volpara 200mL.

Tampéo B:

11,4 g Tris-base

100 mL HO destilada

Ajustou-se o pH a 6,7 congFO, e perfez-se o volume para 200mL.

SDS 20%:

100 mg de SDS

Dissolveu-se em 400mL de@ destilada, sob aquecimento.
Perfez-se até 500 mL de®l destilada.

APS 10% (viv)

10g de APS
100mL de HO destilada.
Armazenou-se a -20°C.

Tampao de amostra:
8 mL glicerol

2,49 SDS
0,004 g azul de bromofenol
Dissolveu-se eml,0 destiladee perfez-se o volume até 1000mL.

Tampao de electroforedeis-glicina/SDS 5:
30 g Tris-base

144 g glicina

59 SDS

Perfez-se até 1 L com,8 destilada

Tampao de electroforese Tris-glicina/SDS 1
100mL de tampéo de electroforese Tris-glicina/SRS 5
400mL de HO destilada.
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Anexo 3 - DGGE

» Condi¢Oes de electroforese correspondentes aes@dado gene APC analisado por DGGE:

ExAo Tempo de Gr_adie;nte de
electroforese| acrilamida (%)
4 4h 25— 45
5 4h 25-35
6 4h 30 — 60/70
8 4h 30 -50
10 4h 30-50
11 4h 30 — 60/70
12 4h 35-50
13 4h 35-50
14 4h 30 — 60
Gel de acrilamida:
* Gel selante:
Acrilamida 80%: 2000 pL
APS: 50 pL
TEMED: 5 pL

* Gel resolvente

% desnaturante | Acrilamida 0% | Acrilamida 80%
15 8.12 1.88
25 6.85 3.15
30 6.25 3.75
35 5.6 4.4
40 5 5
45 4.35 5.65
50 3.75 6.25
60 2.5 7.5
70 1.25 8.75
80 0 10

Polimerizantes:
APS: 152 puL
TEMED: 9.9 pL

Acrilamida 40% (v/v):

380 g acrilamida

20 g bisacrilamida

Dissolveu-se em 1000 ml de® destilada.

Desionizou-se durante 1h com 50 g de resina, GiHg® e armazenou-se a 4°C ao abrigo da luz.
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Acrilamida 0% (v/v) desnaturante:

162,5 ml acrilamida 40% (v/v)

20 ml TAE 50x

Perfez-se para 1000 ml com®idestilada e armazenou-se ao abrigo da luz a 4°C.

Acrilamida 80% (v/v) desnaturante:

162,5 ml 40%

20 ml TAE 50x

320 ml formamida desionizada

336 g ureia

Perfez-se para 1000 ml com®idestilada e armazenou-se ao abrigo da luz a 4°C.

Solucéo de deposicdo

25 ml glicerol

1 ml TAE 50x

0,1 g azul de bromofenol

Perfez-se com D destilada e armazenou-se a 4°C, ao abrigo da luz.

Tampao de electrofores€AE (1x)

TAE (50x):

Tris 242.2 g

Acetato de so6dio 82.03 g

EDTA 18619

Acertou-se pH 7.5 com &cido acético
Perfez-se para 1 L com@ destilada.

TAE 1x:
20 ml TAE 50x
Perfez-se 1 L com 4 destilada.

Anexo 4 — SSCP

Gel de acrilamida 8% com glicerol:
21,30 ml acrilamida (59:1)

8,26 ml TBE 10x

46 ml HO destilada

4 ml glicerol

Gel de acrilamida 8% sem glicerol:
21,30 ml acrilamida (59:1)

8,26 ml TBE 10x

50 ml H,O destilada

Gel de acrilamida 10% sem glicerol:
28,88 ml acrilamida (59:1)

8,26 ml TBE 10x

42,87 ml HO destilada
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Solucédo de deposicdo desnaturante:

47,5 ml formamida desionizada

0,04 g NaOH

0,05 g azul de bromofenol

0,05 g xileno de cianol

Perfez-se para 50 ml com®l destilada e armazenou-se a 4°C ao abrigo da luz.
Coloragéo do gel:”

» Etanol 10%:
143 ml etanol 70%
perfazer para 1 L comJ@ destilada

« Acido nitrico:
23 ml de acido nitrico 37%
perfazer para 1 L comJ@ destilada

* Nitrato de prata:
2.02 g de nitrato de prata
1 L de HO destilada

» Carbonato de sédio:
30 g de carbonato de sédio
1 L de HO destilada

« Acido acético 10%:
100 mL de acido acético 100%
900 mL de HO destilada
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Anexo 5 —Individuos analisados para os ge®d®C, BRAF, K-rase f-catening com
identificacdo das respectivas mutacoes.

idade |individuo - 2PC - BRAF KRAS B-catenina
mutacdes pontuais | OH

T6040 R499X (C1495T); 2140* | N N 45 del TCT
T7031 1080*;1143*;1259* | N N N
T7143 1442 ins T | N N S45F (C134T)
17145 2172* | N N N
17162 N NI N N N
T13034 806* N N N N
T18006 1318 duplic 1274-1318 + N G12V (G35T) N
T20036 G1905X (C5713T) NI N N N
T20055 1458* NI N N N
T20097 N + N N N
T21046 N + N N N

< 45 anos T25040 R876X (C2626T); 1477* N N N N
T27008 N NI N N N
PL10T 2059* N N G13D (G38A) N
PL12T N N N N N
PL13T N N N N N
PL15T N N N N N
PL18T 2820* N N N N
PL19T N | N N N
PL24T N NI N 13ins TGG N
149/98T 1061* N N N N
47 R1114X (C3340T) + N N N
87 N | N N N
CA1339T 1403* N N N N
7 903 del 2bp N N N N
15 G1303X (C3907T) N N N N
27 1309 del AAAGA + N N N
29 N N N N N
31 R232X (C694T); N N N N N
35 R232X (C694T); 1317 del G N N N N
37 785 ins TCTCTCAT; G1367X (C4099T] N N N N
39 N N N N N
45 G1477X (C4429T) NI N N N
49 N NI N N N
57 N + N N N
63 1187* ; R1450X (C4348T) N N N N
65 E1451X (G4351T) N N N N
69 E1397X (G4189T) N N N N
325T 849 ins A; R1450X (C4348T) NI N N N
3 N N N G13D (G38A) N
9 1180*; R1450X (C4348T) + a a a
25 E868X (G2604T) N N N N

> 50 anos |33 R1114X (C3340T) + N N N
51 E1309X (G3925T) NI N N N
53 1VS833-6 A—>G NI N N N
55 N N N N N
59 N N N N N
61 1300ins A N N N N
67 N N N N N
71 1218*,1557* a a a a
97 N NI N N N
115 1363ins A a a a a
121 N a N N N
123 910 del CTGAATTA; 1556 ins A + N N N
125 1309 del AAAGA + N N N
127 R1450X (C4348T) a N N N
129 1465 del AG NI N N N
139 N NI N N N
CA885T 673* N N N N
E430T N | N N N
E443T R876X (C2626T); R1450X (C4348T) NI N N N
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* casos cuja mutacdo do gene APC detectada ponBd Toi confirmada por sequenciacao

+ LOH para pelo menos 3 marcadores ou para 2 ohanes, caso os restantes sejam NI

N - individuos normais, sem mutagdes ou sem LQid palo menos 3 marcadores ou para 2 marcadores,
caso os restantes sejam NI

NI - ndo informativo, ou seja homozig6tico para &cadores ou para 2 marcadores quando os restaotes
heterogéneos (instaveis/com LOH/sem LOH)

| - instavel para pelo menos 1 marcador

a - individuos cujo X néo foi amplificado por fatta X
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