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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro tipo de cancer mais comum em homens (746
mil casos, 10,0% do total) e o segundo em mulheres (614 mil casos, 9,2% do total)
no mundo, de acordo com dados de 2015. A mortalidade é consideravelmente baixa
(694 mil casos, 8,5% do total), com um maior indice de o6bitos (52%) em regides
menos desenvolvidas, refletindo um pior progndstico nessas areas.

O CCR na forma esporadica representa aproximadamente 80% dos casos, e as
sindromes hereditarias sdo responsaveis por cerca de 5% a 20% dos casos.

Dentre as diferentes formas polipoides e hereditarias, podemos destacar a polipose
associada a mutagdes no gene MUTYH (PAM), sindrome caracterizada pelo CCR
hereditario, com transmissdo autossbmica e recessiva, e com mecanismos
carcinogénicos diferentes da polipose adenomatosa (PAF), polipose adenomatosa
familiar atenuada (PAFA) e cancer colorretal hereditario nao polipoide (HNPCC).

Os genes MUTYH e OGG1 compdem o sistema BER (base excison repair), para
reparo de lesdes no DNA, e estdo envolvidos diretamente no processo de
carcinogénese. A avaliacdo da expressao desses genes em portadores de CCR
esporadico em uma populagcdo com grande miscigenacdo ganha importancia a
medida que o conhecimento dos mecanismos carcinogénicos poderia auxiliar na
deteccgao precoce e melhorar o resultado no tratamento.

Dentre os objetivos do presente estudo, o principal foi a avaliagdo da expressao
tecidual dos genes MUTYH e OGG1 no tecido normal e neoplasico em portadores
de CCR esporadico, além de comparar os niveis da expressao tecidual dos dois
genes, MUTYH e OGG1, aos aspectos anatomopatoldgicos e epidemioldgicos nos
portadores dessa neoplasia.

Foram avaliados 49 individuos com diagndstico de CCR, submetidos a cirurgia
colorretal com intengéo curativa, apds estadiamento clinico seguindo orientagdes de
diretrizes recomendadas pelas AJCC/UICC Guidelines. Os fragmentos da mucosa
normal e da borda proximal tumoral foram coletados e preparados para extragao do
RNA, sintese de DNA e analise quantitativa por PCR em tempo real.

A amostra apresentou predominio de sexo feminino, representando 53% dos casos.
A variacao etaria ficou entre 28 e 87 anos, com média de 65,8 anos e desvio-padrao
de (x 11,3). A localizagdao predominante ocorreu na transicdo retossigmoideana,
representando 33,3% dos casos. Considerando-se o estadiamento, observou-se que
61% dos casos apresentavam-se em estadios mais avancgados (Il e IV) e 39%, nos
estadios | e Il.

Em relagao as demais variaveis, o tipo histolégico predominante foi adenocarcinoma
(96%), com grau de diferenciagdo moderadamente diferenciado (79,6%) e aspecto
macroscopico ulcerovegetante (57,1%). Quanto a profundidade de lesdo, a maioria
dos pacientes apresentou invasao até serosa (67,3%); auséncia de invasdes
angiolinfaticas e perineurais representou 55% da amostra; numero de linfonodos
ressecados acima de 12 (79,6%); numero de linfonodos comprometidos em até 3
(53%); indice de linfonodos comprometidos acima de 20% (46,9%); e tamanho da
lesdo entre 2,1 cm e 5 cm (54,3%).



by

A analise dos dados relacionados a expressao tecidual dos genes estudados
demonstrou diminui¢ao significativa na expressdo dos genes MUTYH e OGG1 nos
tecidos tumorais, quando comparada aos tecidos normais. Também observamos
diminuicdo importante da expressao tecidual desses genes em pacientes em
estadios mais avangados, como nos graus lll e IV.

Palavras chave : Cancer colorretal. Genes. Reparo do DNA. Extresse Oxidativo.
DNA Gilicosilases.



ABSTRACT

TISSUE EXPRESSION OF THE GENES MUTYH AND OGG1 IN PATIENTS WITH
SPORADIC COLORECTAL CANCER

The colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer in men (746,000
cases, 10.0% of the total) and the second in women (614,000 cases, 9.2% of the
total) worldwide, type of neoplasm in relation to incidence and the fourth on mortality
rates in the world, according to data fron 2015. The CRC in the sporadic form
represents approximately 80% of the cases and the hereditary syndromes are
responsible for approximately 5% to 20% of cases related to inheritance. Among the
different forms polypoid hereditary and can highlight the polyposis associated with
mutations in the gene MUTYH (MAP), syndrome characterized by CCR hereditary,
with autosomal recessive and, with carcinogenic mechanisms different from
adenomatous polyposis (FAP), adenomatous polyposis attenuated family (PAF) and
colorectal cancer heredity does not polypoid lesion, Lynch Syndrome.

The genes MUTYH and OGG1 compose the system BER (base excision repair), for
repair of lesions in the DNA, and are directly involved in the process of
carcinogenesis. The evaluation of the expression of these genes in patients with
CCR sporadic in a population with great miscegenation gains importance as the
knowledge of the mechanisms carcinogenics could assist in early detection and
improve the outcome in treatment.

Among the objectives of the present study, the principal was evaluating the
expression of tissue genes MUTYH and OGG1 in normal tissue and neoplastic in
patients with sporadic CCR, in addition to compare the levels of expression of tissue
genes MUTYH and OGG1 to anatomo-pathological and epidemiological studies in
patients of this neoplasm.

We evaluated 49 individuals diagnosed with CCR, undergoing colorectal surgery with
curative intent, after clinical staging, following guidelines of guidelines recommended
by AJCC/UICC Guidelines. The fragments of normal mucosa and the proximal border
of tumor were collected and prepared for RNA extraction, DNA synthesis and
quantitative analysis of the PCR in real time.

The sample was represented by 49 patients with a predominance of females
representing 53% of the cases. The variation group represented between 28 to 87
years, with an average of 65.8 years and a standard deviation of (x 11.3). The
predominant location occurred in the rettosigmoid transition, representing 33.3% of
the cases. Considering the staging, it was observed that 61% of the cases presented
in more advanced stages (lll and IV) and 39% in stages | and Il.

In relation to other variables, the predominant histologic type was adenocarcinoma
(96%), degree of differentiation moderately differentiated (79.6%), macroscopic
vegetans ulcer (57.1%), as to the depth of injury, most of the patients presented
invasion until serum (67.3%), absence of invasions angiolymphatic perineural and
represented 55% of the sample, the number of lymph nodes resected above 12
(79.6%), number of lymph nodes involved in up to 3 (53%), index of lymph nodes
involved above 20% (46.9%) and lesion size between 2.1 cm and 5 cm (54.3%).



Our analysis of data related to the expression of tissue genes studied showed a
significant decrease in the expression of genes MUTYH and OGG1 in tumor tissues,
when compared to normal tissues, we also observed a significant decrease of tissue
expression of these genes in patients in more advanced stages, such as grade Il
and IV.

Key words: Colorectal Cancer. Genes. DNA Repair. Oxidative Stress. DNA
Glycosylases
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1. INTRODUGAO

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro tipo de cancer mais comum em
homens (746 mil casos, 10,0% do total) e o segundo mais frequente em mulheres
(614 mil casos, 9,2% do total) em todo o mundo. Quase 55% dos casos ocorrem em
paises mais desenvolvidos. A mortalidade é consideravelmente mais baixa (694 mil,
8,5% do total de casos) nos paises desenvolvidos, com maior frequéncia de obitos
(52%) em regidbes menos desenvolvidas do mundo, refletindo pior prognéstico
quando o diagnéstico é realizado tardiamente (1).

Ocupa posicao de grande importancia, e medidas de prevencao — sejam
elas em ambito individual ou coletivo, associadas ao fato de que os indices
(GLOBOCAN 2012) de mortalidade diminuem gradativamente a medida que o
diagnostico é realizado precocemente — poderiam melhorar os indices de sobrevida,

pois o CCR apresenta bom progndstico se diagnosticado em estagios iniciais (2).

O desenvolvimento de varias formas comuns de cancer é resultado da
interacao de fatores enddégenos e ambientais, sendo um dos mais relevantes a dieta.
Entre outros fatores de risco estdo a histéria familiar de CCR, a predisposigao

genética ao desenvolvimento de doengas cronicas do intestino e a idade (3).

Outras formas ligadas ao CCR sao representadas pelas sindromes

hereditarias, responsaveis por cerca de 20% dos casos de CCR ligados a heranca

(4)(5).

Dentre as sindromes hereditarias destacamos a polipose adenomatosa
familial (PAF), causada por mutagdes no gene supressor de tumor APC
(adenomatous polyposis coli), e o cancer colorretal hereditario ndo associado a
polipose (hereditary non-polyposis colorectal cancer — HNPCC), ou sindrome de
Lynch (6)(7)(8).

Apresentando também grande importancia, a polipose adenomatosa
familiar atenuada (PAFA) é uma variante de polipose na qual ocorre a formacéao de
menor numero de pdélipos adenomatosos em célon e reto, representando um grupo

heterogéneo de portadores de PAF (9)(10).
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Podemos também destacar a polipose associada a mutagées no gene
MUTYH (PAM), sindrome caracterizada pelo CCR hereditario, com transmissao
autossbmica  recessiva, descrita como doenga que apresenta mecanismos
carcinogénicos diferentes de PAF, PAFA e HNPCC (11)(12).

Sao descritas também outras variantes da PAF, como a sindrome de
Gardner e a doengca de Turcot, bem como outras sindromes hereditarias
relacionadas ao CCR (polipose juvenil, doenca de Peutz-Jeghers, e sindromes de
Cowden, Muir-Torre, Bannayan-Riley-Ruvalcaba e Cronkhite-Canada); porém, PAF
e HNPCC continuam a responder pela maioria dos casos dos canceres hereditarios
(13).

Conhecer os mecanismos pelos quais o cancer se desenvolve, os fatores
de risco e de protecao, e a maneira pela qual ele ira manifestar-se, colabora para o
desenvolvimento de métodos diagnosticos, visando a detecgdo precoce e
melhorando resultados dos tratamentos a serem realizados ratifica a importancia

desse conhecimento.

Quanto a fisiopatologia do CCR, descreve-se que ele se inicia por uma
alteracdo da mucosa colénica normal, que sofre transicbes no nivel genético ou
epigenético, ocasionando neoplasia intraepitelial, com consequente crescimento de
lesbes adenomatosas (Figura 1), podendo progredir para cancer invasivo
(14)(15)(16)(17).
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Tdor verson sl onfre

Figura 1 — Modelo proposto por Fearon/\Vogelstein (Adaptado) (18).

Esse modelo proposto (18) € conhecido por sequéncia adenoma-
carcinoma, que relaciona alteracdes genéticas e suas consequéncias aos diferentes

estagios de desenvolvimento do tumor colorretal (19).

A instabilidade gendmica vem sendo reconhecida como parte integral e
importante nesse processo da carcinogénese por trés distintas vias moleculares, que

podem aparecer como evento unico em determinadas situacées ou ocorrerem de

forma associada (20):

a) instabilidade cromossdmica (CIN);
b) instabilidade de microssatélites (MSI);

c¢) via CIMP (CpG island methylator phenotype — fenétipos de ilhas CpG
metiladas).

Com o avanco das pesquisas na area da biologia molecular, foi possivel
identificar mecanismos importantes envolvidas na carcinogénese: tanto os proto-

oncogenes, que, quando ativados, precipitam o processo formador do cancer,
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quanto os supressores, que controlam o crescimento neoplasico e fazem parte do

processo de manutengao da estabilidade gendmica.

Os genes responsaveis pelos sistemas de reparo de DNA tém
importancia fundamental na carcinogénese, pois corrigem possiveis danos causados
por agentes exdgenos e enddgenos ao DNA, evitando o aparecimento de mutagdes,

e falhas de expressao e da manutengao da estabilidade génica.

Dentre os mecanismos de reparo disponiveis, 0 reparo por excisao de
bases (BER) remove bases oxidadas ou quimicamente modificadas; o reparo por
excisao de nucleotideos (NER) realiza o reparo através da excisao de nucleotideos,
reparando os dimeros da pirimidina; o reparo de mau pareamento (MMR) corrige
erros de pareamento que ocorrem durante a replicagdo de DNA; o reparo de quebra
de fita dupla (DSBR) desempenha papel fundamental em varias etapas do ciclo

celular (21).

O gene MUTYH localiza-se no barco curto do cromossomo 1, 1p32.1—
p34.3. E formado por 15 introns e 16 éxons, e codifica uma proteina denominada
DNA-glicosilase, especifica para correcdo de bases erroneamente pareadas em
oposigcdao a 8-oxo-dG. O gene faz parte, juntamente com os genes OGG1 (8-
oxoguanine DNA glycosylase) e MTH1, de uma das vias que formam o sistema
BER. Esse complexo sistema de reparo apresenta como funcdo primordial a
correcao de mutagcbes provocadas pelo estresse oxidativo ao DNA durante o

metabolismo anaerdébico da célula (22).

Cada uma das trés enzimas traduzidas a partir dos trés genes que
compdem essa via do sistema BER apresenta fungdes especificas na protegcao
contra os efeitos mutagénicos da 8-oxo-dG, que é formada pelo dano oxidativo. A
proteina traduzida pelo gene OGG17 remove o complexo formado entre pareamento
8-0x0-dG:C na dupla fita do DNA (23). A proteina traduzida pelo MUTYH, a adenina
DNA-glicosilase, retira a base adenina erroneamente pareada com a 8-oxo-dG e nao
reparada durante a replicacao (24). A enzima traduzida pelo gene MTH1 (8-oxo-
dGTPase) impede que ocorra a insergdo de novas moléculas de 8-oxo-dG no DNA

recém corrigido (25).
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O gene OGG1, localizado no brago curto do cromossomo 3, regiao
3p26.2, codifica duas formas de proteina hogg1, proteina que resulta de uma ligagao

alternativo simples do RNA-mensageiro e a alfa-hogg1 de localizagcao nuclear (26).

A ogg1 compde um grupo da glicosilases que reconhece e excisa bases
8-oxaguanina formadas pela exposi¢ao aos radicais livres de oxigénio. A presenca
dessa base no DNA resulta em transversées GC/TA; e a diminuigdo ou auséncia de
expressao desse gene resultaria na falta de reparo das transversdes, aumentando o
risco ao desenvolvimento de cancer de pulmao, cabega e pescoco, além de estudos
recentes também demonstrarem o aumento da incidéncia do CCR (27). O papel da
0gg1 no reparo de DNA exposto aos radicais livres das reagdes intracelulares vem
ganhando cada vez mais projecdo, com publicagées recentes demonstrando a
associagao com o CCR (28)(29).

Em estudo realizado em Taiwan, por Lai, que avaliou 727 pacientes,
descreveu-se a relacdo dos niveis de expressdo do OGG17 na populagao estudada

portadora de cancer colorretal (30).

Su et al. também descreveram a presenca de polimorfismos detectados
no OGG1 relacionados ao aumento de risco de CCR em individuos caucasianos e

asiaticos, destacando a importancia do adequado funcionamento desse gene (31).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer colorretal

O CCR ocupa posicao importante em relagcao aos indices de mortalidade
no mundo, correspondendo a terceira neoplasia mais frequente (1). Ele apresenta
bom progndstico se diagnosticado em estagios iniciais, com sobrevida média global
de 5 anos, em torno de 55% em paises desenvolvidos e 40% em paises em

desenvolvimento (2).

Corresponde a terceira causa de morte decorrente de neoplasia entre
homens e a segunda entre mulheres nos Estados Unidos; estimativas apontam
cerca de 140 mil casos novos em 2016 e cerca de 50 mil mortes ocasionadas pela
doencga (32).

Na Europa, em 2012, o numero de casos ficou em torno 3,5 milhdes. O
cancer colorretal ocupa a segunda posi¢cao em relagao a prevaléncia, ficando atras
somente do cancer de préstata no sexo masculino e do cancer de mama no sexo

feminino (33).

A incidéncia e a mortalidade variam entre as diferentes regides do
planeta, sendo que a incidéncia é maior nos paises com maior indice de
desenvolvimento, e a mortalidade, maior em regides com meédio e baixo indices de

desenvolvimento (1).

Tem se observado mudanga no padréao da incidéncia do CCR em paises
nos quais o risco era considerado baixo, como Japao e outras nagdes asiaticas, com
tendéncia a aumento no numero de casos dessa neoplasia. Por outro lado, em
paises sabidamente com alto risco, a incidéncia vem apresentando estabilidade ou
até mesmo declinio em suas taxas, como é o caso de paises da Europa Ocidental,

do Norte Europeu e da América do Norte, além da Australia.

No Brasil, de acordo com dados do Instituto Nacional do Cancer (Inca), o
CCR ocupa a terceira posicao em incidéncia, com aproximadamente 34 mil casos

estimados em 2016, sendo 16.660 homens e 17.620 mulheres, e o numero total de
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mortes, de 15.411 (7.387 homens e 8.024 mulheres). As taxas de sobrevida

permanecem em torno de 55% em 5 anos (34).

Relatos demonstram que entre 15% e 20% dos casos apresentam relagao
com componente hereditario (35), e a maior parte (70% a 80%) deles ocorrem de

forma esporadica, em pacientes sem fatores genéticos identificados para o risco.

O desenvolvimento das varias formas de cancer é resultado da interagao
de fatores endégenos e ambientais, sendo um dos mais relevantes a dieta. Para o
CCR, os fatores protetores mais importantes sao atividade fisica e consumo de
alimentos que contenham fibra dietética de origem vegetal, tais como frutas,
hortalicas (legumes e verduras) e cereais integrais (36). Por outro lado, sédo fatores
de risco para esse tipo de cancer: carne vermelha, carnes processadas e embutidos
(como mortadela, presunto, salsicha, linguica), bebidas alcodlicas, tabagismo,

excesso de gordura corporal e abdominal (37).

Outros fatores de risco sao historia familiar de cancer colorretal,
predisposi¢cao genética ao desenvolvimento de doengas cronicas do intestino e
idade, sendo que tanto a incidéncia quanto a mortalidade aumentam com a idade
(3). Outras formas menos frequentes de CCR sao representadas por sindromes
hereditarias, em torno de 5% a 15% dos casos (4). As sindromes hereditarias
cursam com alta predisposi¢ao para o desenvolvimento do CCR e, habitualmente,
apresentam-se sob a forma de entidades clinicas distintas, sendo as mais
prevalentes a polipose adenomatosa familiar (PAF), causada por mutagdes no gene
supressor de tumor APC (adenomatous polyposis coli), e o cancer colorretal
hereditario ndo associado a polipose (hereditary non-polyposis colorectal cancer —
HNPCC), ou sindrome de Lynch, gerado por mutagées, em mais de 80% dos casos,
localizadas nos genes MLH1, MSH2 e MSH6, que compdéem um dos sistemas de
reparo do DNA (mismatch repair — MMR) (6)(8).

Ambas as condi¢gdes sdo doengas genéticas de heranga autossdmica
dominante, acompanhadas por historia familiar na qual o desenvolvimento do CCR
ocorre em faixa etaria mais precoce da vida, quando comparada ao cancer colorretal
esporadico. Nessas duas formas hereditarias, a possibilidade de se identificar a

mutagao genética causal eleva-se para em torno de 70% a 90% dos casos (38)(39).
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Podemos também destacar a ocorréncia da polipose adenomatosa familar
atenuada (PAFA), forma atenuada de polipose na qual ocorre a formagao de numero
menor de polipos adenomatosos no célon e reto (10-100 pdlipos), representando um

grupo heterogéneo e ainda mal caracterizado de portadores de PAF (9)(10).

Outra forma de polipose descrita é representada pela polipose associada
a mutagdbes no gene MUTYH (PAM). Esta sindrome ¢é caracterizada pelo
aparecimento de CCR associado a transmissao autossOmica recessiva, sendo
descrita como doenca que apresenta mecanismos carcinogénicos diferentes da
PAF, da PAFA e do HNPCC (11)(40).

Sao descritas também outras poliposes variantes da PAF, como a
sindrome de Gardner e a doengca de Turcot, bem como outras sindromes
hereditarias relacionadas ao CCR: polipose juvenil, doenca de Peutz-Jeghers,
sindromes de Cowden, Muir-Torre, Bannayan-Riley-Ruvalcaba e Cronkhite-Canada.
Porém, a PAF e o HNPCC continuam a responder pela maioria dos casos dos

canceres hereditarios (13).
2.1.1 Carcinogénese

A carcinogénese € um processo que envolve multiplas variaveis genéticas
e epigenéticas, demonstrando natureza heterogénea, e ligando-se a varios fatores e
a multiplas etapas durante seu desenvolvimento — entre elas, iniciagdo, promogao e
progressao ao cancer. Envolve ainda o equilibrio entre genes pré-tumorais (proto-
oncogenes) e genes supressores tumorais, os primeiros atuando de forma a iniciar o
processo neoplasico, e os supressores controlando e impedindo a proliferagao

neoplasica.

O CCR ¢ iniciado por alteragbes da mucosa coldnica normal, que sofre
transicbes em niveis genético ou epigenético, ocasionando o aparecimento da
neoplasia intraepitelial, com consequente crescimento de lesdes adenomatosas (ver

Figura 1), podendo progredir para o cancer invasivo.

Esse modelo classicamente proposto € conhecido pela sequéncia
adenoma-carcinoma, que relaciona alteragdes genéticas e suas consequéncias aos

diferentes estagios de desenvolvimento do tumor colorretal (19).



25

Em contraste a alguns modelos menos atuais que se referem ao
mecanismo do CCR (14)(15)(16), a carcinogénese hoje é reconhecida por estar
relacionada a uma grande heterogeneidade, sendo atribuida a fatores que, ao longo
do tempo e devido a novas descobertas e recentes pesquisas, vém se tornando

cada vez mais complexos (41).

O primeiro e principal modelo dessa nova etapa nas pesquisas sobre a
carcinogénese foi proposto por Fearon e Vogelstein (18), e envolve trés importantes

fatores:

1) CCR seria decorrente do resultado da ativagao de proto-oncogenes ou
da inativagcao de genes supressores;

2) mutagdo de pelo menos 4 a 5 diferentes genes, requeridos e
responsaveis pela ocorréncia dos tumores;

3) acumulo de alteracbes genéticas responsaveis pela determinagao

biolégica do comportamento tumoral.

Com o crescente aprimoramento dos estudos de bases moleculares,
novas vias estdo sendo pesquisadas e relatadas. Alguns autores descreveram as
vias carcinogénicas na forma classica (adenoma-carcinoma), que envolve mutagao
no gene APC, perda de heterozigosidade (LOH) e instabilidade cromossémica (CIN);
a via alternativa, porém, envolve mutagcao no K-RAS e também no APC; e a via
denominada serrilhada, descrita mais recentemente, deriva da metilagcdo CpG e de

mutacdes no BRAF, além de instabilidades de microssatélites (MSI) tardias.

Desde a descricdo do modelo classico apresentado por Vogelstein,

importantes avancgos foram realizados em relagao a natureza molecular do CCR.

Décadas apOs a descricao deste primeiro modelo, novas descobertas
avancaram em relagcdo as alteracbes moleculares no CCR, a primeira sendo a
instabilidade de microssatélites, causada por defeitos nos genes de reparo através
do mecanismo MMR, com importante papel no CCR hereditario, mas que também é
descrito em cerca de 15% dos CCR esporadicos. Posteriormente, seguiu-se o
descobrimento do papel da epigenética, em especial na hipermetilacdo das ilhas
CpG, atuando na supressao da fungcdo génica, que é denominada concordant

methylation of the CpG island methylator phenotype (CIMP) (41).



26

Atualmente, a instabilidade genémica vem sendo reconhecida como parte
integral nesse processo de carcinogénese por trés distintas vias moleculares,
citadas a seguir, que podem aparecer como um evento unico em determinadas

situagdes ou ocorrer de forma associada (20):

a) instabilidade cromossémica (CIN);
b) instabilidade de microssatélites (MSI)

c) via CIMP (fendtipos de ilhas CpG metiladas).

2.1.1.1 Instabilidade cromossomica

A instabilidade cromossémica (CIN) é a causa mais comum de
instabilidade gendmica em CCR e responsavel por grande parte das formas de CCR
esporadicos. Caracteriza-se por ampliagdes ou delecdes de regides cromossémicas
que abrigam estes genes ou componentes do processo de carcinogénese colorretal.
CIN resulta de defeitos de segregag¢ao cromossémica com subsequente aneuploidia,
disfungao dos telémeros ou defeitos nos mecanismos de resposta aos danos do
DNA (42). A consequéncia € um desequilibrio no numero de cromossomos
(aneuploidia), ampliacbes gendmicas (alteracdo no numero de coépias génicas)

cromossOmicas e elevada frequéncia de homozigose (LOH) (42).

Ampliacbes extensas (maiores que a metade de um brago) tém sido
frequentemente identificadas nos cromossomos 7, 8q, 13q, 20 e X, e delegdes
extensas sdo encontradas nos cromossomos 1, 4, 5, 8p, 14q, 15q, 17p, 18, 20p e
22q. Essas delecbes ou duplicagbes cromossOmicas podem envolver regides que
contém importantes genes com papel na carcinogénese, por exemplo, VEGF, MYC,
MET, LYN, PTEN e outros (43). As alteragdes genéticas unicas mais frequentes sao
as mutacdes nos genes APC e KRAS. O KRAS é proto-oncogene que se encontra
mutado em 30% a 60% dos CCR e nos adenomas (44)(45)(46).

Propde-se que a ativacdo do KRAS possa desempenhar papel importante
na transicdo do adenoma para carcinoma pela ativacao de alvos, entre eles, BCL-2,
H2AFZ, RAP1B, TBX19, E2F4 e MMP1 (44). O produto do gene KRAS é uma
proteina de 21 kDa ligada a membrana celular e envolvida na transducéo de sinal,
ativada em resposta a sinais extracelulares. A proteina mutada € bloqueada sob a

forma ativa, e isso prejudica a atividade da GTP-ase, provocando hidrélise da GTP
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em GDP. A maioria das mutagdes descritas sao encontradas nos codons 12 e 13 do
éxon 1 (46).

A ativacdo do KRAS afeta multiplas fungdes celulares, que controlam
crescimento celular, diferenciagdo, sobrevivéncia, apoptose, citoesqueleto,

organizacao, motilidade celular, proliferacao e inflamacao (42).

2.1.1.1.1 Perda de alelo em 5q

A perda dessa regiao do cromossomo 5q foi relatada em 20% a 50% dos
canceres colorretais esporadicos (47). Dois importantes genes estao localizados no
braco longo do cromossomo 5; esses genes sao representados pelo APC e o MCC.
Mutag¢des somaticas no APC estéo presentes em 60% a 80% dos CCR, assim como
em grande porcentagem de lesdes precursoras de adenomas colorretais, indicando
que a mutacdo APC é evento precoce no processo de carcinogésese do cancer

colorretal (48).

O gene APC foi descrito como o gatekeeper de proliferagao celular no
célon, pertencendo a via Wnt/wingless. A proteina APC forma um complexo com [3-

catenina, axina e a enzima glicogénio sintese quinase 3 (GSK3) (49).

E necessaria a perda de alelos para que ocorra a perda da fungdo do
APC (50). A via Wnt desempenha papel central na renovacao epitelial intestinal (51).
A APC liga-se a B-catenina e induz a sua degradacdo, atuando assim como
regulador negativo na acédo da -catenina (52). A perda da fungao APC (por meio de
mutacdes, LOH e metilacdo) resulta no acumulo citoplasmico de [-catenina,
conduzindo a translocagao nuclear e a ligacao de B-catenina com o fator de células
T (TCF)/fator potencializador linfoide (LEF). Um esquema simplificado da via de

Wnt/B-catenina é ilustrado na Figura 2.



28

Absence of Wnt' Ligand resence o

Frizzled

Dsh

CKla GSK3p Axin

L -catenin JAPCS
Ppp

csich

v
Ubiquitination and Degradation -

\ y

TCF
Figura 2 — Representacdo esquematica da via Wnt/B-catenina. Eisenmann, 2005 (Adaptado) (53).

target genes activated

A ligacdo do Wnt a um complexo de Frizzled/LRP-5/6 conduz a
estabilizacao da B-catenina hipofosforilada, que interage com as proteinas TCF/LEF
no nucleo para ativar a transcricao. Os complexos CKla, GSK3[3, APC e Axin atuam
como reguladores negativos, e todos os outros componentes agem positivamente
(53).

Os genes alvo Wnt afetam varias funcdes celulares, entre elas,
reguladores da progresséao do ciclo celular (c-myc e ciclina D1), proliferacao celular,
angiogénese e apoptose (52). Portanto, sugere-se que a via Wnt € importante tanto
para a iniciagao quanto para a progressado do CCR. Ela representa uma “via comum
final”, tal como outras vias de sinalizacdo convergem e interagem com essa via (54).
A perda da funcao APC néao é o unico gatilho para a ativacao da via Wnt; entre as
rotas alternativas estdo a ativacdo de mutacdes B-catenina, que a torna resistente a
degradacao (menos de 5% de todos os CCR), e mutagdes no AXINT e no AXIN2,
que sao importantes para vias de carcinogénese colorretal descritas por Al-Sohaily
et al. (47).
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O gene MCC esta localizado em 5921 e encontra-se comumente

silenciado nos CCR através da via de metilagao (55)(56).

O MCC foi identificado como um dos genes moduladores na
carcinogénese em modelos experimentais em ratos (57), e sua proteina
correspondente é responsavel pela regulagdo do ciclo celular, induzindo o controle
do ciclo celular em resposta ao dano do DNA. (58). Em adigao a essa informacgao,
recente estudo sugere que o MMC também pode inibir o sinal Wnt/B-catenina,

independentemente do sinal de transdug¢ao do gene APC (55).

2.1.1.1.2 Perda de alelo em 17p

A perda do alelo em 17p é relatada em 75% dos CCR, mas ndo em
adenomas, sugerindo que a perda desse segmento que contém o gene TP53,

supressor tumoral, é ocorréncia tardia no processo da geragao tumoral (52).

No CCR, a perda do alelo 17p é comumente associada a mutagdes no
TP53 no segundo alelo, e isso pode mediar a transi¢ao do adenoma para carcinoma
(61).

O TP53 é fator de transcricdo com atividade supressora tumoral, que se
liga a uma sequéncia especifica de DNA e ativa certo numero de genes envolvidos
na parada do ciclo celular, apoptose, senescéncia, autofagia e o metabolismo
celular. Além disso, ele tem numero de transcricbes que independe da atividade

celular, importante para a manutencao da estabilidade gendémica.

O TP53 também facilita a adaptagao celular em resposta aos diferentes
tipos de estresse celular, entre eles, danos do DNA por mutagénicos, estimulos
oncogénicos, hipoxia e erosao telomérica (62).
2.1.1.1.3 Perda de heterozigosidade no alelo em 18q

A LOH no 18q é detectada em 50% a 70% dos CCR; trata-se de

marcador de mau progndstico descrito nos estagios Il e Il (63)(64).

2.1.1.2 Instabilidade de microssatélites (MSI)

Microssatélites sdo pequenas sequéncias de repeticdes de nucleotideos

espalhados ao longo do genoma e propensos a erros durante a replicagao, devido a
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sua ocorréncia de forma repetitiva. O sistema de reparo do DNA (MMR) reconhece a
incompatibilidade de pares de base que ocorrem durante replicacédo de DNA e faz a
correcao. A instabilidade de microssatélites é reflexo da incapacidade do sistema de
MMR para corrigir esses erros, sendo reconhecido por mutagbdes frameshift nas

repeticoes de microssatélites.

A descoberta da MSI no ano de 1993, pela sua ligagdo com HNPCC, e a
subsequente clonagem de genes MMR levaram ao reconhecimento da MSI como via
alternativa na carcinogénese colorretal. Mutagdes germinativas no sistema de genes
MMR resultam na sindrome de Lynch, enquanto a mutagdo somatica ou a
hipermetilagdo resulta no silenciamento de genes responsaveis por MMR,
ocasionando cerca de 15% do CCR esporadico e menos de 5% (56) quando ligado a

fatores hereditarios.

Em casos esporadicos, a maioria das MSI comumente resultam do
silenciamento epigenético do MLH1, e, em tumores esporadicos, da metilagédo de
ilhas de CpG. Os membros do sistema de MMR identificados incluem os genes
MSH2, MLH1, MSH6, PMS2, MLH3, MSH3, PMS1 e Exo1 (65)(52).

Tumores com MSI tém caracteristicas fenotipicas distintas, entre elas,
predilecdo ao colon direito, lesbes extensas e multiplas, com baixo grau de
diferenciacao, ou presenca de células tumorais do tipo mucinoso. Mostram também
numero mais elevado de linfonodos, bem como menor frequéncia de metastases a
distancia (66)(67)(68), sendo associados a um prognostico especifico em
comparagao aos tumores com microssatélites estaveis (66)(69). A explicagao para
essa ocorréncia é especulativa, mas €& provavel que seja decorrente da melhor

resposta imune do hospedeiro ao tumor (70)(71).

O fato de um CCR apresentar uma ou mais das caracteristicas acima
deve chamar a atencéo do clinico a uma possivel associagdo com a sindrome de
Lynch, pois seria importante identifica-la ou descarta-la. No entanto, uma vez que
essas caracteristicas nao sdo exclusivas do CCR com MSI, a analise de MSI através
de estudo imuno-histoquimico da expressao das proteinas do sistema de reparo do
DNA, que esta ausente quando genes desse sistema sado defeituosos, deve ser

realizada antes do estudo genético (72).
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A importancia da identificacdo dessas alteragbes €& relevante, pois,
embora com resultados ainda contraditérios em relacdo ao valor preditivo, alguns
dados indicam que a auséncia da MSI pode auxiliar a prever a resposta ao 5-
fluorouracil e determinar a capacidade de resposta a outras drogas utilizadas para o
tratamento do CCR (41)(73).

2.1.1.3 Via CIMP

llhas CpG séao regides do DNA que correspondem a aproximadamente
40% das regides promotoras genéticas em mamiferos. Essas regides contém
elevados niveis de pares citosina-guanina com fosfato, por isso o uso da forma

abreviada (“p” em CpGQG).

Os locais de CpG nao metiladas permitem que as fungdes dos genes
sejam expressas, dai a metilagdo das ilhas CpG serem responsaveis pela

supressao, inibicao ou inativagao da funcao de alguns genes (74)(75).

Essas alteracbes epigenéticas referem-se a mudancas na expressao ou
funcdo do gene, sem alteragbes na sequéncia do DNA. Nos seres humanos,
alteragbes epigenéticas sao geralmente causadas por metilagdo do DNA ou

modificagdes nas histonas (76).

A metilacdo do DNA ocorre comumente no 5'-CG-3' (CpG) dinucleotideo.
Esse processo resulta na supressdo da funcdo genética, portanto, proporciona
mecanismo alternativo para a perda da fungdo supressora de tumores de genes
anticarcinogénicos (76). Entre os genes mais comumente envolvidos no processo da
perda de funcdo por hipermetilacdo do DNA estdo APC, MCC, MLH1, MGMT e
varios outros. Um exemplo classico de hipermetilacdo é o silenciamento do gene
MLH1 em carcinomas esporadicos por MSI alta (77). Fatores ambientais, entre eles,
tabagismo e idade avangada, tém sido correlacionados também ao aumento da
metilacdo (77)(78). CIMP (CpG island methylator phenotype — fendtipos de ilhas
CpG metiladas) refere-se a presenca de hipermetilagdo concomitante de multiplos

genes.
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Cinco genes tém sido utilizados para caracterizar a via CIMP: CACNA1G,
IGF2, NEUROG1, RUNX3 e SOCS1. A positividade dessa via é confirmada por meio

da identificagao de pelo menos trés dos genes alterados.

A via CIMP esta presente em cerca de 15% a 20% dos tumores
esporadicos e apresenta algumas particularidades, por exemplo, ocorréncia mais
frequente em mulheres, em pacientes com idade mais avangada e em localizagao
proximal (colon direito). Patologicamente, esses tumores apresentam uma baixa
diferenciagcdo, com presenca de células mucinosas ou em anel de sinete, também

apresentando instabilidade de microssatélite e mutacdo no BRAF (79).

Esses pacientes, em geral, ndo sao beneficiados com uso de 5-fluorouacil

no tratamento adjuvante (80).

As lesdes neoplasicas precursoras comumente sao adenomas que
podem apresentar-se como polipos hiperplasicos, adenomatosos, serrilhados e
planos, por isso, essa via também é chamada de “via serrilhada”, apresentando
caracteristicas diferenciadas em relagdo a apresentacédo e nao raro distintas da via
classica adenoma-carcinoma, cursando com lesbées comumente planas ou
minimamente elevadas, com forte predilecdo pelo ceco e célon ascendente,
associadas a mutagdes no BRAF e também com extensa exposi¢ao a metilacdo do
DNA (81)(82)(83).

Os adenomas serrilhados (Figura 3) sao, portanto, de grande utilidade a
vigilancia; e técnicas endoscopicas especificas sao frequentemente necessarias

para minimizar o risco de perda e de transformacao maligna dessas lesdes (41).
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Figura 3 — Adenomas serrilhados.
Imagem cedida pelo Servigo de Endoscopia do Hospital Universitario Sdo Francisco.

Para a maior parte dos CCR que se originam dessa via, 0 mecanismo que
parece iniciar o processo € a mutacao no BRAF, que resulta na inibicdo da apoptose
nas células do epitélio coloénico. A partir desse evento, essas lesbes podem dar
origem a polipos sésseis hiperplasicos ou serrilhados. Essas lesbes sdo altamente
propensas a metilacdo da CpG em regides promotoras para multiplos genes, e,
portanto, esse processo induziria o silenciamento epigenético e inativacdo dos

genes que sao, em principio, selecionados aleatoriamente (81).

O MLH1 é o mais comum dos genes envolvidos nos casos de CCR
esporadicos associados a instabilidade, evento que, aparentemente, ocorre de modo

tardio ao processo de adicao das mutacdes, com rapida progressao tumoral (75).

Os avancos na compreensao de carcinogénese colorretal tém cada vez
mais incrementos em comparagao a formulacdo original da chamada sequéncia
adenoma-carcinoma, trazendo aos pacientes uma individualizagdo para cada CCR,
pela possibilidade de confirmacao de varios perfis fenotipicos responsaveis pela
doenca, nao s6 do ponto de vista clinico ou histopatolégico, mas também do ponto
de vista prognéstico e terapéutico. Essa progressdao complexa exige o
desenvolvimento de gestéo clinica da doenca pela identificacdo de novos alvos de
terapia mais especificos, bem como determina os marcadores, identificando

possiveis comportamentos diferentes na mesma condigdo. Agora podemos trilhar
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caminhos em busca do momento em que o tratamento individualizado podera ser
definido com base em perfis moleculares especificos, o que talvez ndo ocorra em

futuro tao distante em larga escala e disponivel a toda populagao.(75).
2.1.2 Sistemas de reparo de DNA

Os sistemas de reparo de DNA tém papel fundamental na estabilidade
genbmica, pois desempenham a fungao de manter o funcionamento da produgao
proteica e evitar o surgimento de mutagdes. Os mecanismos de reparo estdo em
permanente monitoramento cromossdmico, corrigindo possiveis danos causados

pelos diferentes agentes nocivos endégenos ou exdégenos.

Agentes que danificam o DNA sao comuns e incluem fatores ambientais,
agentes fisicos e quimicos, como radiagao ionizante, luz ultravioleta e numerosos
compostos eletrofilicos, por exemplo, os produtos gerados de reagdes quimicas
intracelulares. Os danos ao DNA enddgeno ocorrem mais comumente de trés
formas: hidrolitica, oxidativa e por alquilagdo. Tais danos sao inevitaveis, pois
surgem como produtos naturais da instabilidade intrinseca do acido nucleico ou
como produtos de reacgdes intracelulares produzidas naturalmente e também dos
metabdlitos, ou seja, espécies reativas de oxigénio (RLO) ou de nitrogénio (RLN) e

espécies de moléculas alcilantes (84).

Apesar de décadas de pesquisa, medir a frequéncia da ocorréncia de
lesdes do DNA no genoma continua a ser dificil tarefa, como evidenciado pela vasta
gama de niveis de danos reportados no DNA enddgeno. Esse esforgco € ainda mais
desafiador devido a variabilidade de ambientes celulares e de tecidos, e do efeito do
tempo nessas reagdes. Embora haja limitagbes para se ter uma avaliacdo precisa
dessas lesbes reacionais, estima-se que mais de 50 mil lesées enddgenas sejam

geradas no genoma humano por dia (85)(86).

Portanto, mecanismos de reparo eficientes sdo de extrema importancia e
agem de modo a monitorar e corrigir os possiveis erros gerados das diversas formas

descritas.

Os principais mecanismos associados ao reparo do DNA séao

apresentados a seguir:
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a) reparo por excisao de bases (BER);

b) reparo por excisao de nucleotideos (NER);
c) reparo de mau pareamento (MMR);

d) reparo de quebra de fita dupla (DSBR).

2.1.2.1 Reparo por excisao de bases (BER)

O reparo por excisdo de bases pode ser considerado como 0 mecanismo
de linha de frente para lidar de diferentes maneiras com os danos ocasionados ao
DNA endogeno, que podem ocasionar desde resultados mutagénicos menos

complexos até morte celular.

Essa via de reparo envolve varias proteinas, tais como glicosilases,
endonucleases, polimerases e ligases, que removem as modificagdes causadas ao

DNA e restauram o genoma a seu estado original.

O DNA ¢é constantemente exposto a fatores exdgenos (ambientais) e
endodgenos, os chamados agentes danosos ao DNA, que sé&o gerados pelo proprio

desenvolvimento das atividades normais celulares.

Os danos externos sdo gerados por exposicdo a agentes quimicos,
radiacao, e a fatores enddgenos originarios de fendmenos quimicos intracelulares,
fendbmenos espontaneos naturais e decomposicao (85). Isso pode ser influenciado

pelo estilo de vida, por exposi¢des a determinadas praticas e agentes, e ao estresse.

As consequéncias da persisténcia dos danos no DNA podem
desencadear variagdes que vao desde mutagénese e carcinogénese até ativagao de
processos que levariam a morte celular e doengas degenerativas (87)(88). Portanto,
o reparo de dano do DNA ¢ crucial e importante processo biolodgico celular para a

manutencdo dos organismos vivos.

O sistema BER é o principal mecanismo envolvido no reparo das
alteragbes enddgenas dos danos do DNA. As enzimas do sistema BER reconhecem
os danos presentes nas bases que formam o DNA, e catalisam e realizam a excisao

e a substituicdo do nucleotideo danificado.
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O reparo ¢ iniciado pela acao de enzimas DNA-glicosilases especificas
que reconhecem a base danificada do DNA (89). A enzima cliva a ligacdo N-
glicosilica que liga a base do DNA a estrutura agucar-fosfato, criando o denominado

sitio abasico (90).

As glicosilases podem atuar de forma mono ou bifuncional. As DNA-
glicosilases monofuncionais — glicosilase de DNA uracil (UNG) e glicosilase N-
metilpurina-DNA (MPG) — s6 possuem atividades glicosilase. As DNA-glicosilases
bifuncionais, tais como DNA 8-oxoguanina glicosilase (OGG7), mut Y homdlogo
(MUTYH), M e NEIL1, exibem tanto a atividade glicosilase como atividade intrinseca
da 3"AP ligase.

Seguindo-se ao aparecimento de um sitio do DNA sem base (sitio
abasico), este é processado por uma endonuclease AP (APE1-nos humanos), que
cliva a ligagao 5’ fosfodiéster para um sitio AP, gerando assim quebra de DNA fita
simples que contém um residuo hidroxila no fosfato 3” terminal e uma desoxirribose

na extremidade 5’.

Esse arranjo permite que a DNA polimerase incorpore um novo
nucleotideo para que, posteriormente, ocorra a ligagdao da DNA-ligase ao complexo

da porcgéao terminal (90).

Dentre as les6es no DNA causadas por alteracdes nas bases, a 8-oxo-dG
€ uma das mais abundantes e bem caracterizadas em relagao a seu papel prestado
ao mecanismo de reparo (91). Estima-se que cerca de 180 guaninas sdo oxidadas

para 8-oxo-dG por genoma do mamifero, por dia (85)(92).

A 8-o0xo0-dG é potente lesdo pré-mutagénica, pois pode emparelhar com a
adenina (bem como com a citosina) do DNA durante o processo de replicagao e

causar mutacgdes do tipo transversao G: C para T: A (93)(94).

O DNA que contém 8-oxo-dG também pode dar origem a transcricao de
RNA mutante (95), pois o resultado dessa producdo pela 8-oxo-dG errbnea da
origem a RNAm aberrantes gerados durante a transcricdo, podendo levar a

produgao de proteinas mutantes — um indicio de que a transcricdo errada pode dar
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origem a alteragbes fenotipicas com potencial para alterar o destino e a fungao

celulares (96).

A desaminagdo € outra reagao espontanea potencialmente prejudicial,
pois produz uracila, guanosina e xantosina da citosina, adenina e guanina,
respectivamente. Lesbes em bases uracila e guanosina, que podem emparelhar com
adenina e citosina, respectivamente, podem levar a C: G para T: Ae A: T para G: C,
mutacdes de transicdo. Estima-se por analise de LC-MS/MS que os niveis de
residuos endoégenos de uracila e guanosina no DNA nuclear sejam semelhantes aos
niveis de 8-oxo-dG nas células humanas (97)(98), sugerindo que as bases

desaminadas representam ameacga mutagénica comparavel a da 8-oxo-dG.

Além do potencial mutagénico, as modificacbes de bases tém a
capacidade de impedir ou bloquear a progressdao do DNA ou da RNA polimerase e,
portanto, ativar respostas que desencadeiem morte celular. O sistema BER opera
durante todas as fases do ciclo celular desempenhando suas fungdes tanto em
células que estdao em processo de divisdo celular quanto em células que n&o estao
(88).

A ogg1 é a principal enzima responsavel pela remogao da lesdo da base
mutagénica 8-oxo-dG. O modelo OGG1 primeiramente descrito por Klungland et al.
em ratos (99) relatou acumulo de 8-oxo-dG no genoma nuclear associado a uma
correspondente taxa de mutagado elevada e espontanea. No entanto, os autores
descobriram que nenhum dos animais cursou com nenhum fendtipo visivel, nao

apresentando aumento na formacgao de tumores.

O gene 8-oxiguanina DNA-glicosilase (OGG17) €& responsavel por
reconhecer e cisar as bases 8-oxiguanina formadas pela exposicao delas aos RLO,
culminando em transversées GC/TA (100). Logo, individuos que nao expressam ou
expressam de maneira inadequada ou reduzida a enzima OGG1 nao estdo aptos a
reparar essas transversdes, aumentando assim as mutagdes e, consequentemente,
propiciando o aparecimento de alguns tipos de cancer, como de pulmao, cabeca e
pescoco (101). Isso também se mostrou presente em tecidos tumorais de pacientes

portadores de CCR quando comparados as amostras de tecido normais (27).
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Apesar da importancia ja documentada e estabelecida dessa via de
reparo na manutencado da integridade do genoma, sédo descritas apenas algumas
doencgas genéticas hereditarias associadas a defeitos de funcionamento na via BER

classica.

Esses disturbios na via de reparo podem envolver a predisposi¢ao para o
CCR (102) e defeitos imunolégicos (uracil DNA-glicosilase UNG e sindrome hiper-
IgM V) (103), além de predispor também a anormalidades neurolégicas. Estudos
demonstraram que mesmo redugdes sutis na capacidade de funcionamento do
sistema BER apresentam-se associadas a maior risco as doencgas descritas (104).
Existem evidéncias emergentes da associacao de defeitos na via BER a aumento da
suscetibilidade a ocorréncia de acidente vascular cerebral e complicagdes induzidas

presumivelmente por estresse oxidativo agudo (105) (106) (107).

A relagcdo entre CCR e sistema de reparo BER ja foi descrita, e a
presenca de polimorfismos detectados no OGG17 cursam com aumento de risco a
ocorréncia de CCR em individuos caucasianos e asiaticos (31). A perda da fungao
do gene MUTYH, importante componente do sistema de reparo, pode resultar no
aumento de mutagdes em oncogenes ou genes supressores de tumores, devido ao

acumulo de 8-oxo-dG, promovendo assim aumento da carcinogénese.

Além disso, alteragbes germinativas do MUTYH relacionaram-se ainda a
maior suscetibilidade das populagdes europeias para ocorréncia de multiplos

adenomas e também de polipose (108).

2.1.2.2 Reparo por excisao de nucleotideos (NER)

Esse reparo ocorre quando a remogado da base defeituosa é efetuada
através de incisdo endonucleolitica nos dois lados da lesdo, com liberagdo dos
nucleotideos, seguida pelo preenchimento da regido por agao da DNA-polimerase. O

processo de NER consiste em cinco etapas:

1) reconhecimento da lesdao por um complexo multienzimatico;
2) incisao da fita anormal em ambos os lados da lesao;

3) excisao do segmento que contém a lesao;
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4) sintese de um novo segmento de DNA utilizando a fita ndo danificada
como molde, por acdo da DNA-polimerase;
5) ligacao/restauragao da molécula de DNA por acdo da enzima DNA-

ligase.

O sistema NER tem a capacidade de reparar grande diversidade de
bases. Nesse processo, as ligagdes fosfodiéster 3’ e 5’ sdo hidrolisadas por enzimas
chamadas exonucleases, nas quais um oligonucleotideo curto contendo o
nucleotideo erroneamente posicionado realiza a excisao deste, e a lacuna resultante

€ preenchida pela acao da polimerase (109).

O NER é capaz de reparar grandes lesbes que distorcem a hélice do
DNA, causadas por raios ultravioleta e agentes mutagénicos quimicos, os quais

cruzam a base purinica adjacente e formam alteragdes intracadeias.

O modelo proposto para o sistema de NER em mamiferos envolve a agao
de proteinas, relacionadas a doencas principalmente xerodermas pigmentares
( XPB, XPD e XPA), envolvidas na deteccdo da lesdao, de maneira que as duas
primeiras percorram a hélice e a segunda reconhega a lesdo. Apds encontrar a
lesdo, o DNA do local do dano é desnaturado, e as endonucleases XPF e XPG

fazem a dupla incisdo na cadeia.

O oligonucleotideo que contém a lesdo €& removido pelas DNA-
polimerases y e ¢, e pelos seus cofatores, PCNA e RF-C, que também sao
responsaveis pelo passo seguinte: ressintese do DNA utilizando a fita ndo danificada
como molde e ligacdo da extremidade 5 da regido recém-sintetizada a sequéncia
original, pela DNA-ligase (110) (111).

Defeitos no NER sao geneticamente ligados a grupos de doencas
autossbmicas recessivas humanas: xeroderma pigmentoso (XP), sindrome
Cockayne (CS) e uma forma fotossensitiva de tricotiodistrofia. Cada uma dessas
desordens é caracterizada por extrema sensibilidade a radiagao ultravioleta (UV) e,
em alguns casos, disfungdes neuroldgicas também podem estar presentes (112)
(113).
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Estudos tém demonstrado que varios genes do sistema NER aumentam
sua expressao apos inducdo de dano ao DNA (114) e em pacientes com cancer

colorretal (115).

2.1.2.3 Reparo de bases mal pareadas (MMR)

A via mismatch repair system (MMR), ou reparo de mau pareamento, é
um dos principais mecanismos de reparacdo celular para correcdo de
incompatibilidades entre ligagdes base-base e de reparacdo de insergbes ou
delecbes formadas durante a replicacdo do DNA (116), antes que o dano possa se
tornar permanente ou repetido em ciclos celulares futuros. O sistema DNA MMR é

composto por dois complexos proteicos:

1) proteinas mutS, que realizam as substituicbes de bases em pequenos
segmentos incompativeis, incluindo os genes MSH2 (mutS homolog 2),
MSH3 (mutS homolog 3) e MSH6 (mutS homolog 6);

2) proteinas mutL, que realizam substituicbes de bases em segmentos
tanto curtos quanto nos maiores, nas quais a incompatibilidade esta
presente, sendo representadas pelos genes MLH1 (mutL homolog 1),
PMS1 (post meiotic segregation increased 1), PMS2 (post meiotic
segregation increased 2) e MLH3 (mutL homolog 3) (116)(117).

Esse sistema percorre o DNA recém-sintetizado a procura de pares de
bases mal pareadas e remove os segmentos de fita simples que contém
nucleotideos incorretos. Isso permite que a DNA-polimerase insira a base correta na

lacuna formada.

Existe um sinal especifico que direciona o sistema de excisao do erro
exclusivamente para a fita recém-sintetizada: o reconhecimento de sequéncias
GATC proximas ao erro. GATC metiladas indicam a fita parental, enquanto a

auséncia de metilacdo nas sequéncias caracteriza a fita recém-sintetizada (118).

Deficiéncias em MMR podem aumentar as taxas de mutacao celular em
até mil vezes (119). Defeitos envolvidos no MMR em geral estdo associados a

instabilidade de microssatélites (MSI).
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Os microssatélites sao descritos como unidades de um a quatro
nucleotideos, repetidas em sequéncia dentro do genoma, e o deslizamento da DNA-
polimerase durante a replicagdo seria responsavel pelas alteracbes de
aproximadamente 15% a 20% dos canceres colorretais com deficiéncia hereditaria
ou esporadica de um componente do sistema MMR, sendo mais comumente MLH1,
MSH2, MSH6 e PMS2 (65)(120)(121). A inativacao esporadica do MMR ¢é
determinada pela inativagdo do MLH1 em aproximadamente 95% dos casos, sendo

mais frequentemente associada a presenca de hipermetilacédo (122).

A deficiéncia herdada no MMR (sindrome de Lynch) é responsavel por
cerca de 2% a 4 % dos canceres de cdélon. Ocorre em fungcédo de mutagao
germinativa no MLH1 ou no MSH2 em aproximadamente 90% dos casos, € no
MSH6 em quase 10% deles (123).

Tumores que apresentam deficiéncia no MMR sao caracteristicamente de
localizagcdo mais proximal, tendo histologia mucinosa com infiltragdo linfocitaria
tumoral presente (124)(125).

Testes para avaliacdo da perda de fungcédo das proteinas do MMR por
imuno-histoquimica e avaliagdo nos niveis de instabilidade de microssatélites em
geral sao concordantes, ou seja, a presenca de altos niveis de instabilidade de
microssatélite cursava com alta perda de funcao nas proteinas MMR, e baixos niveis

de instabilidade demonstravam sistema MMR proficiente (126).

A determinagcdo das alteragbes no MMR é importante também para a
sugestdo de tratamentos, pois pode ocorrer resposta diferente aos tratamentos
adjuvantes, principalmente no estagio Il, em pacientes portadores de MMR. Alguns
estudos de meta-analises e conjuntos de dados combinados ja publicados sugerem
que pacientes com cancer de célon no estagio Il com MMR deficiente ndo se
beneficiariam da monoterapia adjuvante com agente 5-FU ou terapia com
capecitabina (69)(127)(128)(129).

2.1.2.4 Reparo de quebra de fita dupla (DSBR)

As quebras nas duas fitas de uma mesma molécula de DNA representam

uma das mais deletérias lesbes do DNA e ocorrem nas células em diversas
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circunstancias, constituindo uma das principais ameacgas a integridade do genoma
(130)(131).

Estima-se que ocorram aproximadamente 10° lesdes espontaneas de
DNA por dia, e dessas lesdes aproximadamente 10 ocorrem devido a quebra da fita
dupla do DNA (132)(133)(134).

LesbGes dessa natureza, se nao reparadas, podem causar, além de morte
celular, uma série de alteragbes, entre elas, mutagdes que podem desencadear
doencas neoplasicas, desregulagcdo nos ciclos celulares, apoptose e grande
variedade de alteragcbes genéticas, tais como delegdes, LOH, translocagcdes e
perdas cromossdmicas, sendo varias dessas alteracbes relacionadas ao
desenvolvimento do cancer (133)(134). Grande variedade de agentes exdgenos,
incluindo a radiagao ionizante e um numero consideravel de quimioterapicos ou
agentes infecciosos, pode ser responsavel pela ocorréncia dessas quebras, bem
como também agentes endogenos, por exemplo, a exposi¢ao aos radicais livres de

oxigénio e o estresse mecanico em agao nos cromossomos (135).

O reparo de quebra de fita dupla pode ser dividido em duas principais
vias, apresentadas a seguir.

2.1.2.4.1 Recombinagao homodloga (HR) e recombinacdo ndo homologa (NHEJ)

As recombinacgdes homdloga (HR) e ndo homdloga sdo apresentadas na
Figura 4.
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Figura 4 — Demonstracao da atuagéo dos sistemas de reparo de quebra da fita dupla Recombinagéo
homoéloga (HR) e recombinacao nao homéloga (NHEJ), Lopez-Contreras, 2012 (Adaptado) (136).

Varias doencas tém sido relatadas com base em deficiéncias nos
mecanismos HR e NHEJ, e os pacientes podem cursar exibindo defeitos
neurolégicos, imunoldgicos e de desenvolvimento, assim como sensibilidade a

radiacao e predisposi¢ao ao cancer (137)(138).

2.1.2.4.2 Reparo por uniao de extremidades homodlogas (HR)

Esse mecanismo de reparo tem acao durante as fases S e G2 do ciclo
celular e, através dele, o cromossomo homélogo aquele lesado faz uma cépia da
sequéncia de nucleotideos perdida com quebra da dupla fita e transfere a sequéncia
para o sitio de quebra no cromossomo lesado. Esse cromossomo lesado, entao, tem
sua sequéncia original restaurada, e a acdo emprega uma das cromatides irmas
intactas como modelo para intercambio de informacdes e manutencao da fidelidade

e da reparacao (Figura 5) (139).
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fita dupla. Vasileva, 2005 (Adaptado) (140).

2.1.2.5 Reparo por uniao de extremidades nao homélogas (NHEJ)

44

O principal mecanismo de reparagdao das quebras de fitas duplas é

chamado wunidao de extremidades nao homdlogas.

Nesse mecanismo,

as

extremidades de uma molécula de DNA, apesar de terem perdido alguns

nucleotideos por degradacao espontanea, sao justapostas para recombinarem. O

mesmo complexo enzimatico realiza o processo de ligagcdo entre as duas

extremidades. Dessa forma, a sequéncia original de DNA acaba sendo alterada.
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As proteinas Ku 70 e Ku 80 sao subunidades reguladoras das fungdes da
ligacdo do DNA a DNA-PK, compostas por uma subunidade catalitica de 470 kDA
(DNA-PKcs) (141).

As proteinas Ku iniciam o processo de reparo nas fitas duplas induzindo a
fragmentacdo do DNA por meio da ativacdo da DNA-PK , depois da ligagado das

quebras da fita dupla.

A fosforilagdo da Ku pela DNA-PK controla toda a sua funcao, desde
localizacédo até a capacidade de ligacdo ao DNA (142). A Ku também se mostra em

participacado na protecao ao estresse oxidativo.

Um importante passo no reparo NHEJ ¢é a ligagao das proteinas Ku 70/80
as extremidades livres do DNA, seguindo o recrutamento da subunidade catalitica
da DNA-PKcs, que, em uma cascata de fosforilagcdo, regula as proteinas

responsaveis pelo processo de ligacao das duplas fitas quebradas (141).

Ambos, NHEJ e HR, sdo necessarios para a reparagao da dupla quebra
da fita do DNA. A fase do ciclo celular e a extremidade de ressecc¢ao final sdo os

principais fatores responsaveis pela escolha das vias de reparo.

O proprio ciclo celular € um dos principais fatores entre todos os
mecanismos reguladores. HR esta ativo em estagios poés-replicacdo da fase S
devido a disponibilidade do modelo homodlogo na proximidade ou geracao de
replicacdo associada a terminacdo da DSB, que sao reparados exclusivamente por
HR (Figura 6) (143)(144).
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Figura 6 — Representacéo da atuacao das proteinas de reparo e vias de atuagao.
Velic & Masson, 2015 (Adaptado) (143).

Estudos de sequenciamento do gene APC nos portadores de PAF e,
principalmente, nos doentes com fenétipo de PAFA mostraram que apenas em 20%
a 30% dos casos sequenciados encontravam-se mutagdes germinativas no gene
(147)(148)(149).

Em alguns doentes com fenétipo indistinguivel dos portadores de PAFA
que foram submetidos ao sequenciamento completo de todo gene nao era possivel
localizar nenhum indicio de mutagcdes germinativas no gene APC. Os baixos indices
de deteccdo de mutacdes do gene APC nesse grupo de doentes levantou a
possibilidade de que outras vias carcinogénicas pudessem ser responsabilizadas por

esse fenétipo mais atenuado (148).

A partir dessas evidéncias, houve interesse crescente em estudar a

participacao de outros genes no desenvolvimento dessas formas atenuadas de PAF.
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O sequenciamento do gene APC em alguns desses pacientes revelou a
existéncia de sucessivos erros de pareamento de bases, principalmente transversao
do tipo guanina-citosina para timina-adenina (G-C—T: A), que, em geral, surgem
devido a estresse oxidativo ao DNA nuclear provocado por radicais livres de
oxigénio (RLO) (102).

A maior parte desses erros € corrigida por proteinas de reparo do sistema
BER do DNA. Esses achados levantaram a possibilidade de que algum dos genes
envolvidos nessa via de reparo do DNA pudesse estar alterado. O sequenciamento
dos genes OGG1, MUTYH e MTH1, componentes de uma das vias do sistema BER,
mostrou que muitos desses doentes apresentavam mutagdes herdadas em ambos
os alelos do gene MUTYH, importante componente do sistema de reparo de bases.
Nesses individuos, apesar de se identificarem mutagdes do gene MUTYH, nao se

encontrava nenhum tipo de mutagao herdada no gene APC (150)(151).

Muitos doentes ndo apresentavam heranca familiar nem transmissao
vertical da mutagado com caracteristicas semelhantes as encontradas nos portadores
de PAF, PAFA ou HNPCC, em que o modelo de heranga é dominante, afetando
geragdes sucessivas. Quando foi estudado o heredograma familiar desses doentes,
constatou-se que essa nova sindrome relacionada ao CCR hereditario apresentava
transmissao da mutacdo as geragbes futuras de forma autossbmica recessiva
(150)(152).

Essa apresentacdo de CCR hereditario associada a mutacbes do gene
MUTYH, com transmissao autossOmica recessiva, passou a ser conhecida como
polipose associada a mutagdes do gene MUTYH (PAM) e descrita como doenca que

apresenta mecanismos carcinogénicos diferentes da PAF, da PAFA e do HNPCC.

A possibilidade de uma nova via carcinogénica para o desenvolvimento
de CCR em portadores de formas atenuadas de PAF foi descrita em 2002 (153), em
uma familia britanica (que foi denominada Familia N) na qual trés de sete irméaos
apresentavam CCR e pdlipos adenomatosos no célon com distribuicdo fenotipica
semelhante a que ocorria nos portadores de PAFA. Esses doentes néao

apresentavam herancga familiar semelhante a dos portadores de PAF ou PAFA.
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Confirmando esses achados, ao realizarem o sequenciamento do gene
APC, os autores nao identificaram mutag¢des habitualmente relacionadas a PAF.
Entretanto, observaram que, no tecido tumoral, o0 gene APC apresentava sucessivos
erros de pareamento de bases, em particular erros de troca do tipo guanina-citosina
para timina-adenina (G-C— T : A). Constataram também que esses erros somaticos
de pareamento de bases no gene APC ocorriam principalmente em codons que
apresentassem a sequéncia de nucleotideos GAA (guanina-adenina-adenina).
Nesses locais, em vez dos nucleotideos GAA, ocorria transversao das bases para
TAA (timina-adenina-adenina). Essa sequéncia de bases encontra-se, em geral,
associada a formagao de um cdédon que determina a interrupcéo da tradugcao da

proteina a ser codificada por determinado gene (stop codon) (154).

Esse padrao de erro adquirido de pareamento de bases ocorre quando
existem mutagdes em genes responsaveis pelo sistema BER de reparo do DNA.
Tais achados sugeriram a existéncia de mutacao herdada nao no gene APC, mas
em algum gene responsavel pelo sistema de reparo relacionado a excisdo da base
guanina oxidada, a 8-oxo-7,8-di-hidroxil-2’-desoxiguanosina (8-oxo-dG). A 8-oxo-dG
€ formada pela exposi¢cao da guanina aos RLO, constantemente produzidos durante
a respiracao celular. Como se trata de uma base oxidada com potencial capacidade
de induzir erros de pareamento, deve ser rapidamente removida pelos sistemas de

reparo do DNA.

Diante dessas evidéncias, autores suspeitaram de que talvez os
portadores pudessem apresentar mutagdes herdadas nos genes OGG7, MUTYH ou
MTH, componentes de uma das vias de reparo do DNA do sistema BER (10). Apds
sequenciamento do gene MUTYH (homologo ao gene mutY da Escherichia coli, que
apresenta a mesma fungéao), verificaram que os trés irmaos apresentavam mutagao
germinativa em ambos os alelos do gene MUTYH, que tem como fungao transcrever
a proteina DNA-glicosilase. A DNA-glicosilase é considerada a principal proteina
responsavel pela excisdo da base adenina erroneamente pareada com 8-oxo-dG,
formada pela exposicao do DNA aos RLO. Os autores constataram que os trés
irmaos da Familia N apresentavam duas mutagbées no gene MUTYH, nos
nucleotideos 494 e 1.145, que traduziam uma proteina com dois aminoacidos

erroneamente incorporados a sua molécula (p.Tyr165Cys e p.Gly382Asp). Essa
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mutacado ficou conhecida como Y165C e G382D, e, ainda hoje, representa a
principal mutagdo encontrada nos doentes portadores da PAM, sendo responsavel

por mais de 80% de todas as mutagdes descritas no gene MUTYH (150).

Estudos subsequentes confirmaram a maior prevaléncia desse tipo de
mutacao, acrescentando novas mutagdes aos diferentes cédons do gene MUTYH
(7)(155)(156)(157).

Os resultados encontrados confirmaram as suspeitas (150) de que alguns
doentes, previamente diagnosticados como portadores de PAFA e até mesmo com
formas mais brandas de PAF, e que nao apresentavam mutacdes herdadas no gene
APC, na realidade possuiam mutagdes no gene MUTYH (148)(149)(158).

Demonstrou-se que a ocorréncia de mutagdes em ambos os alelos do
gene MUTYH podia ser identificada em aproximadamente 20% a 30% dos doentes

que apresentavam entre 15 e 100 adenomas colorretais (150)(153).

Todavia, restava ainda explicar os motivos pelos quais a transmissao
dessa nova forma de sindrome associada ao CCR hereditario apresentava padrao
de transmissao recessiva. Apesar de varios estudos confirmarem que os doentes
com mutagdes em ambos os alelos do gene MUTYH possuiam risco aumentado de
cancer colorretal, existiam duvidas sobre se os portadores de mutagdes herdadas
em apenas um dos alelos do gene também apresentavam maior possibilidade de

desenvolverem podlipos e, em consequéncia, cancer colorretal (108).

Como a transmissao da doenga nao se dava de modo semelhante ao que
acontece nos doentes com PAF e PAFA, existia a preocupagdao de que grande
numero de parentes de portadores da mutagcdo em um unico alelo do gene, e ainda
assintomaticos, pudessem desenvolver polipos ou cancer colorretal. Essa
possibilidade teria implicacbes diretas no rastreamento e seguimento desses

familiares.

A apresentacao de resultados de um estudo multicéntrico (159)(160) e de
um importante estudo caso-controle realizado com doentes pertencentes ao registro
de polipose no Canada confirmaram que o risco de desenvolvimento de cancer

colorretal nos portadores de mutacdo em apenas um alelo ndo era muito elevado,
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porém estaria presente. Um dos estudos verificou que mutacbées em ambos os
alelos, e principalmente as do tipo Y165C e G382D, encontram-se fortemente

relacionadas a maior risco de cancer colorretal.

Quando esse padrao de mutagdo comprometia apenas um alelo do gene,

também se relacionava a maior risco de cancer colorretal (161)(162).

Os resultados mostraram ainda que doentes com CCR associado a
mutag¢des do gene MUTYH, com mutagcdo em um ou nos dois alelos, tinham maior
numero de descendentes de primeiro e segundo graus com CCR, e que, nos
portadores de cancer colorretal com mutagbes do MUTYH, existia maior numero de
individuos heterozigotos para as mutagdes Y165C e G382D, quando comparados a
populagdo normal, confirmando que a presenca desses dois tipos de mutagao

poderiam estar associados a variantes fenotipicas do cancer colorretal (150).

Com o objetivo de calcular o risco de desenvolvimento de cancer
colorretal nos portadores de mutagao em um alelo unico, somaram seus resultados

aos de outros estudos (161).

No total, estudaram 38 doentes heterozigotos para a mutacédo Y165C e 67
para a mutagdo G382D. Constataram risco de 2,1 (I.C. 95% = 1,0 a 4,4) para os que
apresentavam mutacao Y165C, e de 1,4 (1.C. 95% = 0,8 a 2,4) para os portadores
da mutagcdo G382D; finalmente, concluindo, os individuos portadores de mutacdes
em apenas um dos alelos do gene apresentam risco aumentado para cancer
colorretal, e maior possibilidade de terem parentes de primeiro e segundo graus com
cancer colorretal. Esses achados assumem grande importancia em propostas para o

aconselhamento genético desses familiares.
21.3 Gene MUTYH

O gene MUTYH localiza-se no cromossomo 1, na regido 1p32.1-p34-3. E
formado por 15 introns e 16 éxons constituidos de 1.608 (GenBank: U63329.1) ou
1.641 (GenBank: NM_012222.1) pares de base. Alguns autores julgam que a
abreviatura ideal para a nomenclatura do gene seria MYH para descrever os
individuos portadores de PAM poderia causar confusbes, uma vez que essa

abreviatura habitualmente se refere ao gene que transcreve a cadeia pesada da



51

proteina miosina (163). Todavia, pelo uso consagrado na literatura, a abreviatura

MUTYH passou a ser adotada de modo universal.

O gene MUTYH codifica uma proteina denominada DNA-glicosilase,
especifica para correcao de bases (Figura 7) erroneamente pareadas em oposicao a
8-ox0-dG. O gene faz parte, junto com os genes OGG71 e MTH1, de uma das vias
gue formam o sistema BER de reparo do DNA por excisdo de bases. Esse complexo
sistema de reparo apresenta como funcao primordial corrigir mutacdes provocadas

por estresse oxidativo ao DNA durante o metabolismo anaerébico da célula (22).

Figura 7 — Estrutura molecular da proteina DNA-glicosilase
especifica para remogao da adenina traduzida a partir do gene
MUTYH. Venesio, 2004 (Adaptado) (167).

Cada uma das trés enzimas traduzidas a partir dos trés genes que
compdem essa via do sistema BER apresenta fungdes especificas na protecao
contra os efeitos mutagénicos da 8-oxo-dG, formada pelo dano oxidativo. A proteina
traduzida pelo gene OGG17 remove o complexo formado entre pareamento 8-oxo-
dG:C na dupla fita do DNA (23). A proteina traduzida pelo MUTYH, a adenina DNA-
glicosilase, retira a base adenina erroneamente pareada com 8-oxo-dG e nao

reparada durante a replicacao (24). A enzima traduzida pelo gene MTH1 (uma 8-
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oxo-dGTPase) impede que ocorra a insergdo de novas moléculas de 8-oxo-dG no

DNA recém-corrigido (25).
2.1.4 Carcinogénese nos portadores de mutagiao no MUTYH

Durante o processo de replicagdo do DNA, a base guanina normalmente
pareia-se com a molécula de citosina (G:C). Contudo, caso ocorra a formagao da 8-
0xo-dG por mecanismo conhecido como transversao de bases, vai se parear de
forma errbnea com uma molécula de adenina (G:C — T:A). Na eventualidade de nao
haver correcdo por meio das proteinas de reparo do DNA do sistema BER no local
onde ocorreu a insercao da 8-oxo-dG, podera haver mutacédo do tipo C:G — T:A,
com a consequente tradugcdo de uma proteina defeituosa. Caso a proteina mutante
se encontre relacionada aos mecanismos de controle do ciclo celular, tal como o
gene APC, que é um importante gene supressor tumoral, a célula podera ganhar
autonomia proliferativa, formando um clone de células mutantes com capacidade de
divisdo celular descontrolada. O consequente desequilibrio do ciclo celular, com
favorecimento da proliferacdo em detrimento a apoptose, poderia se constituir na
explicacdo molecular para o inicio de formacao dos pdlipos adenomatosos nos
portadores de PAM.

As bases nitrogenadas do DNA estdo sempre expostas a agao nociva dos
RLO. Assim sendo, encontram-se permanentemente vulneraveis a erros de
pareamento durante sua replicacdo. Para que esses erros de pareamento nao
ocasionem aparecimento de mutagdes, as bases oxidadas devem ser prontamente
removidas pelos diferentes sistemas de reparo do organismo. As bases oxidadas
pela acdo dos RLO séao corrigidas pelo mecanismo de reparo por excisao de bases
BER, conhecido por atuar, em particular, nos erros de pareamento decorrentes da
acao dos RLO. O mecanismo molecular do BER inicia-se pelo reconhecimento e
pela excisdo de bases danificadas pelas DNA-glicosilases, com ou sem atividade 3'-
AP-liase associada. A excisdo da base resulta em um sitio abasico, apurinico ou
apirimidinico, reconhecido por outro grupo de enzimas, as AP-endonucleases, que
fazem a incisdo na extremidade 3' ou 5' do sitio AP, gerando uma lacuna. Essa
lacuna é entdo preenchida pela base correta e ligada por polimerizagdo a sequéncia

correta de nucleotideos do DNA. No sistema BER, as enzimas responsaveis por
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esse processo sao traduzidas pelas células a partir da expressao dos genes OGG1,
MUTYH e MTH1.

O sistema composto pelos genes OGG1, MUTYH e MTH1 tem papel
importantissimo no reparo das transversdes decorrentes da formacao de 8-oxo-dG
por estresse oxidativo. Quando o sistema BER encontra-se ineficiente, como ocorre
na PAM, em que existe uma mutacdo herdada no MUTYH, que é componente do
sistema, a remocédo da 8-oxo-dG erroneamente incorporada nao ocorre de forma
eficaz, tornando nulo o sistema de reparo. Como consequéncia, podera haver o
aparecimento de mutacbes em diferentes genes com traducdo de proteinas
defeituosas. Na PAM, uma forte evidéncia que corrobora essa via carcinogénica é a
grande quantidade de erros de pareamento nos genes APC e KRAS associados.
Estudos identificaram varios cddons dos genes que apresentavam a sequéncia de
nucleotideos TAA (timina-adenina-adenina), no lugar da sequéncia GAA (guanina-
adenina-adenina). Essa mutagcao no gene APC, ocasionada por uma mutagdo do
sistema BER, forma um stop codon, traduzindo, em decorréncia, uma proteina

encurtada ou interrompida.

Geralmente, as mutagdes no gene MUTYH sao do tipo erros de
pareamento, em que ha substituicdo de um nucleotideo, o que faz com que o cédon

resultante codifique um aminoacido a menos (164)(165).

As consequéncias desse tipo de mutagado pontual podem variar segundo
a intensidade com que afetam a funcionalidade da proteina traduzida. As duas
mutacdes herdadas mais comuns que acometem o gene MUTYH (Y165C e G382D)
ocorrem por esse tipo de mutacado (166). Entretanto, alguns autores encontraram
mutacdes do tipo frameshift em portadores de PAM (167). Nesse tipo de mutacéo,
existe a alteracao completa da leitura dos trés nucleotideos que formam um codon,
resultando também na formacdo de um stop codon a jusante da mutacdo, com

consequente interrupgao da traducgao proteica.

Na PAM, esse tipo de mutagao no gene MUTYH (1103delC) que produz a

parada da traducao da proteina ja foi descrito anteriormente.

Estudo que analisou os principais tipos de mutagbes encontradas nos

portadores de PAM também encontrou mutagdes do tipo insergao/delecao in frame e
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splice site (troca do nucleotideo G por T na posicdo de consenso do sitio candnico
de splicing) (163). A Figura 8 mostra os locais no gene MUTYH onde foram
encontradas as principais mutacdes descritas na literatura, enquanto a Figura 9, a
frequéncia das principais mutacbes em ambos os alelos do gene MUTYH em

doentes portadores de PAM.

R168H

137insIW \
1395delGGA

missense
W117R |Y165C

1145-2A>G

252delG Q324X 1103delC

1186insGC

199delGT  Y90X 891+3A->C

3471G->A

100 200 300 400 500

Codon %

Figura 8 — Mutacdes identificadas em doentes portadores de PAM que apresentavam mutagdes em
ambos os alelos, com sua localizagdo aproximada no gene MUTYH. Sampson, 2003 (Adaptado) (152).
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Figura 9 — Frequéncia relativa de muta¢des no gene MUTYH em doentes com PAM
descritos na literatura Sampson et al., 2003 (Adaptado) et al.) (152).

O conhecimento desse padrdao de distribuicdo das mutagcdes no gene
MUTYH é de extrema importancia com relacao ao rastreamento dos casos de PAM.
Embora possam ocorrer variagcbes no local da mutacdo, a maioria dos doentes
(cerca de 70%) com CCR associados a PAM apresenta mutacao do tipo Y165C e
G382D (168). Em 93% dos doentes que apresentam mutagcdes em ambos os alelos
do gene MUTYH, pelo menos um desses cédons nos quais as mutagdes incidem
com maior frequéncia (hotspots) encontra-se mutado. Como esses cddons se
localizam nos éxons 7 e 13 do gene MUTYH, respectivamente, o rastreamento das

mutacdes associadas ao gene MUTYH deve comecar por esses éxons (167).

Outro aspecto que também deve ser considerado na pesquisa do sitio da
mutacao no gene MUTYH é a etnia do doente. Estudos demonstraram que a etnia e
localizacao geografica parecem estar relacionados a maior ou menor prevaléncia de

certos tipos de mutacdes (169)(170).

Os defeitos no gene MUTYH com mutacdes missense Y165C e G382D
sdo mais frequentes em pacientes com ascendéncia europeia, representando 53% e
32%, respectivamente, enquanto mutacdes nonsense tipo E466X e YO90X

prevalecem entre indianos e paquistaneses (171)(172). Populacdes de italianos
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carregam a mutacao por delecao de trés pares de bases no éxon 14 (1395delGGA)
(173).

Com melhor conhecimento da PAM, uma série de novas mutagdes vém
sendo descritas. Estudo realizado em doentes italianos encontrou sete novos tipos

de mutacgao relacionadas a PAM (170).

2.2 Aspectos clinicos e anatomopatolégicos

Ainda existem informacgdes limitadas com relagdo aos principais aspectos
da PAM relacionados a manifestagdes clinicas, alteracbes histopatolégicas e
moleculares, relagao entre gendtipo e fendtipo da doenca, risco de desenvolvimento
de cancer colorretal em familiares, melhor forma de acompanhamento desses
doentes e, principalmente, quanto as diretrizes no tocante ao rastreamento da

mutacao e ao aconselhamento genético dos portadores da mutagao (174).

A literatura demonstra, na maioria dos estudos, que a faixa etaria média
dos pacientes que recebem o diagnodstico de PAM e que apresentam mais de 100
polipos adenomatosos no colon € de 45 anos. Trata-se de individuos pertencentes a
uma faixa etaria mais velha, quando comparados aos doentes que apresentam as
formas classicas de PAF (175)(176).

Em 2003, Sampson (159), ao analisar 25 doentes, e Sieber (108), 14
doentes portadores de mutagcbes em ambos os alelos do gene MUTYH, verificaram
que a meédia de idade no diagnéstico da PAM era de 46 e 51,3 anos,
respectivamente. Outro estudo com uma casuistica consideravel, que analisou as
mutacdes do gene MUTYH em 4.084 individuos, sendo 2.239 portadores de CCR e
1.845 individuos sadios, mostrou que 1 em cada 50 doentes com menos de 40 anos
diagnosticados com CCR, e 1 em cada 150 doentes com menos de 55 anos, eram

portadores de mutagdes em ambos os alelos do gene MUTYH (177).

Estudo realizado que avaliou 36 portadores de CCR que apresentavam
mutacdo no gene MUTYH (sendo 14 com mutagdes em ambos os alelos e 22 em
apenas um alelo) mostrou que a média de idade para o diagndéstico de PAM nos

doentes que apresentavam de 10 a 100 polipos era de 51 e 59 anos,
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respectivamente — duas décadas mais tarde do que acontece com os doentes com
formas classicas da PAF. Esses resultados sugerem que o doente homozigoto para
mutacdo desenvolve CCR em uma faixa etaria mais precoce, quando comparado
com a populagao normal, na qual a idade média para o desenvolvimento de CCR é
de 62 anos. Embora o surgimento dos pélipos colénicos aconteca mais tardiamente
nos portadores de PAM, quando comparados aos doentes com as formas classicas
de PAF, ele pode se dar em uma faixa etaria que se superpde a dos doentes

portadores de mutagcdes no gene APC que determinam o fendtipo tipico de PAFA.

A PAM representa 10% a 47% dos casos de PAFA néo associada a
mutacdes do gene APC, e porcao ainda menor dos casos de PAF com fenétipo

classico, mas também negativos para mutacédo do gene APC (178).

Geralmente, os portadores de PAM apresentam entre 15 e 100 pdlipos
adenomatosos no célon (Figura 10-A e 10-B). Ocasionalmente, encontram-se
doentes que apresentam mais de 100 pdlipos distribuidos no célon, entretanto, a

possibilidade de PAM em doentes com mais de 1.000 adenomas colorretais

sincrénicos & mais rara.

Figura 10-A — Produto de colectomia total em doente com 39 anos portador de PAM, mostrando a
presenca de pdlipos adenomatosos comprometendo toda a extenséo do célon.

Figura 10-B — Fotografia do mesmo paciente que demonstra pélipos adenomatosos sincrénicos.

Acervo pessoal Dr. Carlos A. R . Martinez.
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Atualmente, aceita-se que a presenga de polipos duodenais, a
semelhanga do que ocorre na PAF e na PAFA, também faga parte do fendtipo da
PAM (179). Outras manifestagdes extracélicas comuns nos portadores de PAF
(hipertrofia congénita do epitélio pigmentado da retina, osteomas de mandibula,
tumores desmoides, cistos epidermoides) sdo achados raros nos portadores de
PAM. Em estudo que avaliou 329 doentes portadores de PAF, em que néao foi
possivel encontrar a mutacdo no gene APC apds sequenciamento completo, 55
doentes eram portadores de mutagdo do gene MUTYH, e o numero de polipos
colbnicos variava entre 20 e poucas centenas, porém apenas 1 doente apresentava

mais de 1.000 pdlipos.

Em 40% dos doentes, os pdlipos localizavam-se no colon proximal,
enquanto em apenas 3% os pélipos tinham localizagao distal. Os demais estudos
nao encontraram distribuicdo preferencial em um segmento cdlico especifico.
Portadores de mutagdo do tipo c1105delC caracteristicamente apresentam mais
possibilidade de cursarem com formagao de numero mais elevado de pdlipos no
coélon, sugerindo que possa existir relacdo entre gendtipo e fendtipo da doenca.
Estudo realizado em 2005 constatou que 20% dos doentes com mutagao bialélica
apresentavam entre 15 e 100 adenomas no codlon, enquanto 15% apresentavam
mais de 100. Os autores nao identificaram doentes com mutagdes em ambos os
alelos do gene que possuissem menos de 15 adenomas no célon. Todavia, cabe
destacar que 50% dos doentes estudados ja apresentavam CCR quando do

diagndstico da doenga, mostrando a importancia do diagnéstico precoce da PAM.

Da mesma forma, sdo raros os artigos que compararam os achados
histolégicos em doentes com PAM com mutagdo em um ou em ambos os alelos do
gene MUTYH. Quando se dividem os portadores da mutacdo entre os que
apresentam a mutagdo em um ou em ambos os alelos do gene MUTYH, verifica-se
que os que apresentam mutacdo em apenas um alelo tém mais tendéncia a
desenvolver adenomas serrateis, o que nao ocorre nos doentes que possuem a

mutacdo em ambos os alelos (180).

Quando se consideram as neoplasias malignas nesses estudos, o
adenocarcinoma de padrao tubular foi o tipo histolégico mais encontrado (50% dos

casos), seguido pelos padrdes papilar (22,8%) e cribiforme (17,5%). A analise dos
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padrdées histologicos categorizando os tumores segundo o padrao tipico dos
adenocarcinomas (tubular, cribriforme ou papilar) ou padrdao de instabilidade de
microssatélites (MSI), em carcinomas mucinosos, em células de anel de sinete ou
indiferenciados, mostrou que os tumores originarios de doentes com mutagdo em
ambos os alelos do gene apresentam o padrédo tipico dos adenocarcinomas,
comparado com 80% dos heterozigotos e 63% dos portadores de CCR esporadico.
O padréo histolégico caracteristico de tumores com MSI foi encontrado em 8% dos
doentes com mutagdo em um alelo e em 37% dos portadores de CCR esporadico.
Esses achados confirmam que a via carcinogénica dos portadores de PAM, apesar
de envolver o sistema de reparo do DNA, é diferente em doentes com HNPCC

quando se considera o tipo histolégico do tumor.

Quanto ao tamanho e padrao de distribuicdo dos pdlipos e tumores no
colon, os achados sao controversos. Enquanto alguns autores nao encontraram
diferencas em relagdo ao tamanho e a localizagdo dos pélipos, outros mostraram
que, a semelhanca do que ocorre com a PAFA, a distribuicdo dos adenomas é mais

frequente no coélon proximal.

A presenca de adenomas sincronicos em doentes que apresentam a
mutacdo em ambos os alelos do gene MUTYH é de 64%. A comparagao de doentes
com mutagdo do gene MUTYH em um ou ambos os alelos demonstra que existe
maior tendéncia a formagao de pdlipos sincrénicos nos doentes com mutagao nos
dois alelos quando considerados os heterozigotos e a populagédo geral. Quanto ao
tipo histoldégico dos polipos encontrados nos portadores de mutagdo em ambos os
alelos, o padrao € variado, descrevendo-se adenomas tubulares, adenomas
tubulovilosos, adenomas serrateis, polipos hiperplasicos e pdlipos com padrao misto.
Cabe destacar que 25% dos doentes com a mutagdo em ambos os alelos podem

nao apresentar polipos.

Com relagao ao grau histolégico do CCR, a maior parte dos doentes com
mutacdo nos dois alelos do gene apresenta carcinomas bem diferenciados,
enquanto 16% dos doentes com mutagado em apenas um alelo tém neoplasias pouco
diferenciadas. Nao foram identificadas diferengas quanto ao grau de invasdo do
tumor na parede cdlica, entretanto, os portadores de mutagcao dos dois alelos do

gene apresentam menor grau de invasdo linfonodal quando comparados aos
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doentes com CCR esporadico. A pesquisa de MSI mostrou menor positividade nos
doentes com mutacdes dos dois alelos do gene quando comparados aos
heterozigotos ou com portadores de CCR esporadico, sendo 18%, 29% e 25%,

respectivamente.

A semelhanca da PAF e da PAFA, ja se descreveu a possibilidade de
manifestacbes extraintestinais em doentes com PAM. Dentre elas, merecem
destaque os polipos duodenais, adenocarcinoma de duodeno, adenoma de
glandulas sebaceas, CHRPE, pilomatricomas e o cancer gastrico de aparecimento
precoce. Existem relatos que mostram um fendtipo mais grave da doenca, inclusive
com formacéo de poélipos duodenais, quando uma mutacao do tipo frameshift ocorria
na regigo 1103delC. E possivel, assim como ocorre na PAF, que exista relacdo entre
o local da mutacdo no gene MUTYH e a expressao fenotipica das manifestacdes
extraintestinais da doenca, mas, seguramente, de maneira menos evidente do que

acontece com os portadores de PAF ou PAFA.
2.21 Gene OGG1

O gene OGG1 codifica a proteina ogg?7 DNA-glicosilase AP-liase, que
excisa a 8-OH-dG (8-oxoguanina glicosilase), um subproduto de base mutagénica
que ocorre como resultado da exposicao aos RLO a partir do DNA; portanto, essa é
uma das mais importantes enzimas de atuacao no reparo ao dano no DNA (Figura
11) (181).

Figura 11 — Representagao da estrutura molecular da 8-
oxoguanina glicosilase (Jawahar Swaminathan e
colaboradores. European Bioinformatics Institute.

Dominio publico).
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Em células humanas, o OGG1 esta localizado no cromossomo 3p25.2 e
codifica duas formas proteicas que resultam de um splicing alternativo de um RNA-
mensageiro unico: a alfa h ogg1, proteina de localizagdo nuclear, e a beta h ogg1,
de localizagdo mitocondrial. Publicagcbes tém sido relatadas para o estudo do papel
biolégico do OGG1 em células de mamiferos, por se tratar de importante gene
relacionado aos mecanismos de reparos de danos e que, possivelmente, teria papel

na prevencgao do cancer.

Estudos de sequenciamento de DNA que avaliam alteragdes na fungao do
OGG1 em células tumorais de humanos apontam para a presenga da 8-OH-dG
como fonte endégena de mutagdes em eucarioticos e seu provavel envolvimento no

processo da carcinogénese (182).

Polimorfismos ja identificados e pesquisados em relacdo ao OGG1, por
exemplo, 0 1245C>G, resultante da substituicao da serina por cisteina no cédon 326
(181), associados a estudos moleculares e epidemiolégicos de caso-controle,
também sugerem que o alelo hOGG17 Cys326 esta associado a maior risco de

desenvolvimento de varios tipos de cancer (183)(184).

Kim et al. investigaram o efeito do OGG17 sobre o risco de CCR na
populagdo coreana, tendo descoberto que o polimorfismo OGG7 Ser326Cys nao
alterou o total OR (odds ratio) para CCR de forma geral. No entanto, analise de
subgrupos revelou tendéncia para o aumento da incidéncia em fumantes e

relacionada ao consumo de carne (185).

Dois outros polimorfismos descritos, OGG7 SNPs, 11657A/G e Arg154His
56053615 (RS), localizados na regido a jusante, também tém sido associados ao

risco de cancer (186).

Outra rara variante descrita por Cheadle e colaboradores no OGG1
Gly308Glu (€.923G>A, rs113561019, G308E), segundo os autores, também estaria
relacionada ao aumento do risco de CCR, porém em amplo estudo europeu
publicado em 2014, realizado em resposta a esses achados (28), ndo se encontrou
correlagdo com esse tipo de alteragcdo no OGG71 e aumento de risco para CCR.

Sendo assim, mostra-se importante a realizacdo de maior numero de pesquisas,
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principalmente em populagcbes com etnias distintas, para obtengdao de maior
quantidade de dados (187)(188).

2.2.2 Acao dos radicais livres de oxigénio (RLO)

A expressao radical livre refere-se a atomo ou molécula que contenha

namero impar de elétrons na ultima camada eletronica (189).

Adotou-se a denominacdo RLO porque a maioria dos radicais livres é
gerada a partir do metabolismo celular da molécula de oxigénio. Os RLO sao
constantemente formados durante a respiragdo celular. Contudo, quando sua
producao € excessiva, tornam-se nocivos as células, danificando proteinas,
membranas, organelas e principalmente bases nitrogenadas do DNA (190)(191). As
células possuem defesas naturais antioxidantes, enzimaticas e ndo enzimaticas, que
atuam contra essa toxicidade, mantendo o equilibrio entre a produgdo e a
neutralizacdo dos RLO (192). Todavia, em certas condi¢des, quer pela diminuigao
do sistema antioxidante do organismo, quer pelo aumento exagerado na produgao
dos RLO, ocorre desequilibrio, determinando o aparecimento do fendmeno
conhecido como estresse oxidativo (193). Ja se demonstrou que a capacidade dos
sistemas antioxidantes da mucosa do célon é relativamente deficiente quando
comparada a de outros 6rgaos e tecidos, tornando-a particularmente vulneravel a
acao dos RLO, que ocorre de forma mais frequente e intensa quando também

comparada a de outros 6rgaos e tecidos.

Os RLO vém sendo implicados como fator etiopatogénico de diversas
enfermidades que acometem o homem. No adulto, o estresse oxidativo encontra-se
relacionado as moléstias cardiovasculares e doencas inflamatérias intestinais
(193)(194). A avaliacao do papel representado pelos RLO nas etapas iniciais da
carcinogénese humana vem mostrando que eles ocasionam processo inflamatorio
crénico a mucosa colica por modificarem o metabolismo celular, oxidarem proteinas
intracelulares e provocarem dano oxidativo as bases nitrogenadas do DNA (195). O
estresse desencadeado pelos RLO provoca instabilidade em varios cromossomos
humanos, facilitando o desenvolvimento de mutagdes em diferentes genes que

controlam o ciclo celular e os sistemas de reparo (101).
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Os RLO sao moléculas formadas a partir da adicao ou perda de elétrons
em um atomo neutro, fazendo com que em sua 6rbita externa existam elétrons
desemparelhados, o que torna a molécula bastante reativa (196). Normalmente, os
RLO séao produzidos a partir do metabolismo celular, da atividade bacteriana sobre
substratos alimentares e, principalmente, pela agressado inflamatéria a mucosa
célica. De todos os RLO produzidos durante o metabolismo, os que apresentam
maior potencial agressivo para as ceélulas da mucosa intestinal sdo o radical
superéxido (O2) e a hidroxila (OH-). Como apresentam intensa reatividade com
moléculas que possuem alta densidade de elétrons em sua estrutura quimica, por
exemplo, as bases nitrogenadas do DNA reagem com elas, formando bases

andmalas oxidadas (Figura 12) (197).
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Figura 12 — A exposicao do DNA aos RLO leva a incorporacdo de um radical
hidroxila no carbono 8 da molécula da guanina, formando a 8-oxo-dG (O) .
Kasai, 1983 (Adapatado) (198).

Dentre os mecanismos mais estudados entre os danos oxidativos ao DNA

encontra-se a oxidacao da base guanina, na qual ocorre a incorporagao de RLO no

carbono 8 da molécula da guanina, formando a 8-OH-dG, ou a 8-oxo-dG (198).
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A incorporacao de uma molécula de oxigénio no DNA causa transversoes
do tipo G —T, como ilustrado na via central da Figura 13. As proteinas sintetizadas a
partir dos genes OGG1, MUTYH e MTH1, componentes do sistema BER, estao
envolvidas no mecanismo de remocao de bases do DNA onde houve a transverséo.
A OGG1 remove a 8-oxo-dG do pareamento andémalo (8-oxo-dG:C). A proteina
MUTYH remove a molécula de adenina do pareamento 8-oxo-dG:A no DNA. A
proteina MTH1 tem como funcao prevenir a incorporagao da molécula 8-oxo-dG no
DNA recém-corrigido, permitindo a insercao da molécula de citosina. As etapas
denominadas reparo sumarizam a acdo de endonucleases, deoxirribofosfatase

liases, DNA-polimerases e DNA-ligases.

Figura 13 — Representagéo da estrutura molecular da 8-oxo-dG (Jawahar Swaminathan e
colaboradores. European Bioinformatics Institute. Dominio publico. M David S et al.
(Adaptado) (199).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a expressao tecidual dos genes MUTYH e OGG1 nos tecidos normal e

neoplasico em portadores de cancer colorretal esporadico.
3.2 Objetivos especificos
Comparar os niveis de expressao tecidual dos genes MUTYH e OGG1 aos

aspectos anatomopatolégicos e epidemiolégicos em portadores de céncer

colorretal.
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4. METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade de Sao Francisco (Projeto N°:CAAE: 0430.0.142.146-11). Todos os
pacientes que forneceram material biolégico para pesquisa assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido, tendo sido informados de todas as etapas

experimentais envolvidas no presente estudo.

4.2 Casuistica

Foi relizado estudo transversal e observacional que avaliou 49 individuos
com adenocarcinoma de célon e reto superior submetidos a cirurgia colorretal com
intencdo curativa, pela mesma equipe cirurgica, entre janeiro de 2010 e dezembro
de 2013. Os eleitos para avaliagdo no estudo foram submetidos a estadiamento
clinico, avaliacdo laboratorial e exames de imagem, seguindo orientagcdes das

diretrizes recomendadas pelas AJCC/UICC Guidelines.

O diagnéstico confirmatorio da neoplasia colorretal foi estabelecido apos
avaliagado por patologistas experientes e especialistas em neoplasia do aparelho

digestivo pertencentes ao corpo clinico do Hospital Universitario Sado Francisco.

Foram excluidos do estudo pacientes suspeitos de pertencerem a familias
com diagnéstico de CCR hereditario (PAF e HNPCC); pacientes com cancer
colorretal associado a doenga inflamatoria intestinal; pacientes submetidos a cirurgia
em carater de urgéncia; e pacientes com cancer de reto médio e inferior submetidos
a terapia neoadjuvante com irradiacdo, menores de 18 anos e doentes pertencentes
a grupos vulneraveis. Os dados epidemioldgicos e clinico-patolégicos foram obtidos

pela avaliacdo dos prontuarios médicos, sendo depois transcritos e planilhados.

Os dados histopatolégicos, tais como tipo do tumor, localizagéo, grau de
diferenciacao, profundidade de invasao de parede intestinal, presenca de invasao
angiolinfatica e perineural, tamanho da lesado, caracteristica macroscépica, distancia

da margem distal, numero de linfonodos ressecados, numero de linfonodos
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comprometidos, indice de linfonodos comprometidos (de 10% em 10%) e

estadiamento, foram as variaveis consideradas e avaliadas para o presente estudo.

4.3 Coleta de material

Imediatamente apdés a remogao do espécime cirurgico, foram colhidos
trés fragmentos obtidos da mucosa normal do célon, em uma distancia de pelo
menos 10 cm a partir do bordo proximal do tumor. Do mesmo modo, trés outros
fragmentos foram coletados a partir da borda da lesdo tumoral. Os fragmentos
removidos foram identificados individualmente e armazenados em Eppendorf
contendo solucdo de Rna Later. As bidpsias foram recolhidas, e rapidamente

congeladas e armazenadas a —80 °C até o momento do seu processamento.

4.4 Extracao de RNA e sintese de c-DNA

O RNA total foi isolado utilizando-se o RNeasy tissue kit (Qiagen,
Valencia, CA, EUA), seguindo rigorosamente o protocolo do fabricante. A pureza e o
rendimento de RNA total isolado foram avaliados, medindo-se a densidade Optica
com utilizacao do espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington,
DE, EUA).

O c-DNA de cadeia simples foi sintetizado a partir do RNA utilizando-se o
kit de alta capacidade de arquivo de c-DNA (Applied Biosystems, Foster City, CA,

EUA), seguindo as recomendagdes de uso do fabricante.

4.5 Quantificagao de expressao por RNA em tempo real

A analise da expressdo dos genes OGGT1 e MUTYH, e do gene
constitutivo 18 S, foi feita por analise quantitativa do PCR utilizando-se um sistema
de PCR de 7500 em tempo real (Applied Biosystems). Os primers utilizados neste
estudo foram desenhados com o software Primer 3 (disponivel em:

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/. Acesso em: 25 ago. 2017 ).
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A reacao de PCR em tempo real foi realizada usando-se o Platinum
SYBR GREEN gqPCRSupermix UDG (Invitrogen, Foster City, CA, EUA), seguindo

especificagdes do fabricante.

Preparo da solugao: obtengcao de 50 uL apds mistura dos componentes

abaixo:

e 25 pL Sybr Green® PCR quantitativa SuperMix-UDG (Invitrogen Life
Technologies, Alemeda, CA, EUA);

* 15 pL de cada primer (Tabela 1);

* 10 pL de ADNc (50 ng).

Ciclos do PCR em tempo real

Repeticdo da reagcdo com um tratamento preliminar com UDG durante 2
min a 50 °C e desnaturagdo durante 2 min a 95 °C, seguida por 45 ciclos de

desnaturacao a 95 °C durante 15 s.

Hibridacdo a 60 °C durante 15 s e extensao do primer a 72 °C durante 30
s. Esse passo foi sucedido por uma analise de ponto de fusdo dos produtos de
amplificacdo de cadeia dupla constituida por 40 ciclos de decréscimos de 1 °C (15 s

cada), iniciando-se a 95 °C.

A primeira derivada dessa trama, dF/dt, equivale a taxa de variagao da
fluorescéncia na reacao. Alteracao significativa na fluorescéncia ocorre no ponto dos
produtos de PCR de cadeia dupla de fusdo. A trama do dF/dt em funcdo da

temperatura mostra mudangas como picos distintos.

As reacgbes foram corridas em ftriplicata, e as amostras normalizadas
usando-se o gene-controle constitutivo. A expressao relativa foi calculada de acordo

com a féormula 2 — ACt.
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Tabela 1 — Primers usados para PCR em tempo real

Gene Sequéncia (5’ - 3’)
CGGTTAACTACCCAATGCCTCAAC
MUTYH TTCTCGACTAACAGCATTTCCAA
CCTGTGGGGACCTTATGCT
OGG1 CCTTTGGAACCCTTTCTGC
CGCGGTTCTATTTTGTTGGT
185 CGGTCCAAGAATTTCACCTC

4.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como médias, desvio-padrdo, minimo e

maximo.

Para analise das variaveis categoricas, empregou-se o teste qui-

quadrado.

A significancia estatistica dos dados provenientes das analises da
expressao génica foi determinada por teste t pareado. Valores p menores que 0,05
indicaram significancia estatistica. O programa utilizado para analise dos dados foi o
SPSS 16.0. (SPSS Inc., EUA).
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5. RESULTADOS

5.1 Artigo: “Expressao tecidual dos genes MUTYH e OGG1 em

doentes com cancer colorretal esporadico”

ANEXO 2 - Tissue expression of the genes MUTYH e OGG1 in patientes with
sporadic colorectal cancer. ABCD - Brazilian Archives of Digestive Surgery, 14 mar.
2017.

5.2 Descricao dos resultados

Analise de aspectos clinico-epidemioldgicos.

As variaveis analisadas no presente estudo foram: sexo, idade,
localizagdo do tumor, tipo histolégico, aspecto macroscopico, grau de diferenciagéao,
profundidade de infiltracdo da lesdo, invasdo angiolinfatica e neural, estadiamento
TNM, numero de linfonodos ressecados, numero de linfonodos comprometidos,
razao de comprometimento linfonodal, tamanho da lesdo e distancia da margem

tumoral. A Tabela 2 apresenta as variaveis analisadas.
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Tabela 2 — Variaveis avaliadas

Caracteristicas Numero de pacientes (%)
Género
Masculino 23/49 (47%)
Feminno 26/49 (53%)
Faixa etaria
41-51 anos 5149 (10%)
52-62 anos 9/49 (19%)
> 63 anos 35/49 (71%)
Localizagao
Colon 17/49 (35%)
Reto 32/49 (65%)
Tamanho do tumor
<3cm 23/49 (47%)
>3cm 26/49 (53%)
Tipo histolégico
Usual 47149 (96%)
Mucoprodutor 2149 (4%)
Grau de diferenciagdo
Bem 5149 (10%)
Moderadamente 38/49 (78%)
Pouco 6/49 (12%)
Profundidade da invasao da parede
T1-T2 38/49 (78%)
T3-T4 11/49 (22%)
Numero de linfonodos ressecados
<12 10/49 (55%)
>12 39/49(65%)
Nimero de linfonodos comprometidos
NO 29/49 (59%)
N1-N2 20/49 (41%)
Razdo de comprometimento linfonodal
0-<10% 24149 (49%)
>11% - <20% 7/49 (14%
>21% 18/49 (37%)
Invasdo angiolinfatica
Sim 17/49 (35%)
Nao 32/49 (65%)
Invaséo perineural
Sim 27149 (55%)
Nao 22/49 (45%)
Estadio TNM
lell 19/49 (39%)
lllelV 30/49 (61%)
5.2.1 Sexo

Em relacédo a distribuicdo dos pacientes quanto ao sexo, em um total de
49 pacientes, 47% (23/49) eram do sexo masculino e 53% (26/49), do feminino. Nao

foi observada significancia relacionada a distribuicao por género.
5.2.2 Faixa etaria

A faixa etaria variou entre 28 e 87 anos, com uma média de 65,8 anos
(£ 11,3) (Grafico 1).
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Grafico 1 — Variagao de faixa etaria

5.2.3 Estadiamento

Em relacdo ao estadio TNM, observou-se que 61% (30/49) dos casos se
apresentavam em fase mais avancada: estadios Il e IV. Apenas 39% (19/49) dos

casos apresentavam-se nos estadios | e Il.
5.2.4 Localizacao

Considerando a localizagdo anatémica predominante, 35% (17/49) dos

tumores estavam localizados em topografia de retossigmoide.

Nos tumores localizados no célon, foi observado que 35% (6/17) estavam

presentes em homens e 65% (11/17) em mulheres.

No que se refere aos tumores localizados no reto, 53% (16/30) estavam
presentes em pacientes do sexo masculino e 47% (14/30), em pacientes do sexo

feminino.
5.2.5 Tipo histolégico

O tipo histolégico amplamente predominante na populacdo estudada foi

representado pelo adenocarcinoma, totalizando 96% (47) do total dos 49 pacientes.
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5.2.6 Aspecto macroscopico

Em relagdo ao aspecto macroscopico dos tumores avaliados, 57,1%
(28/49) apresentavam lesdes do tipo ulcerovegetante; o segundo tipo mais comum
foi representado pelas lesdes ulceroinfiltrativas (30,6%) (15); e, finalmente, as lesdes

vegetantes representaram 12,2% (6).
5.2.7 Grau de diferenciagao

A maioria dos tumores encontrava-se com grau de diferenciagao
moderado (79,3%) (39/49).

5.2.8 Profundidade de infiltracao da lesao

Dentre as lesbes tumorais analisadas, 67,3% (33/49) apresentavam

invasao até a camada serosa.
5.2.9 Invasao angiolinfatica e neural

Acometimentos angiolinfatico e perineural coexistram na mesma
proporcao de doentes, sendo que a presenga da invasao ocorreu em 44,9% (22/49),
enquanto a auséncia de invasao esteve presente na maioria dos pacientes,

representando o total de 55,1% (27 doentes).
5.2.10 Numero de linfonodos ressecados

Em relagdo ao numero de linfonodos ressecados, presentes no espécime
cirurgico, 80% (39/49) dos pacientes tiveram numero de ressecgdo maior que 12
linfonodos; somente 20% (10 pacientes) tiveram numero abaixo do minimo

recomendado para ressecgao.
5.2.11 Numero de linfonodos comprometidos

O comprometimento linfonodal acima de 3 linfonodos na analise da peca
cirurgica esteve presente em 47% (23/49) dos pacientes, e em numero menor que 3

em 53% (26 pacientes) dos espécimes avaliados.
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5.2.12 Razao de comprometimento linfonodal

O indice de linfonodos comprometidos em relagdo ao numero total de
linfonodos ressecados apresentou-se em porcentagem maior que 20% em quase
metade dos casos (23/49), e somente em 44% (22/49) a raz&do de comprometimento

nao ultrapassou 10%.
5.2.13 Tamanho da lesao

A extensa maioria das lesbes, 61% (30/49), encontrava-se com
dimensdes entre 2,1 cm e 5,0 cm; 29% (14/49) apresentavam tamanho maior que 5

cm; e 10% (5/49) dos tumores tinham tamanho abaixo de 2,1 cm.
5.2.14 Distancia da margem tumoral

Todos os doentes apresentavam-se com margem tumoral acima de 2 cm,

que é, atualmente, recomendado pelas entidades para o tratamento do CCR.

5.3 Expressao do MUTYH

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que houve diminuigao
significativa na expressdo do MUTYH em tecidos tumorais quando comparada aos
tecidos normais. Quanto a localizagao anatdémica, nao foi observada diferenca entre
os sitios avaliados. Em pacientes com algum grau de invasdo tumoral, observou-se
diminuicdo significativa da expressdo do gene MUTYH. Avaliando o grau de
diferenciagcao tumoral, os pacientes com graus mais avangados (lll e 1V) também
mostraram significativa diminuicdo de expressao tecidual.

Tabela 3 — Expressao do gene MUTYH de acordo com as caracteristicas
das amostras entre os tecidos normal e tumoral

Caracteristicas MUTYH

Fold “induction” Tumor/normal 0,49 +0,02
Localizagdo Célon 0,69+0,34
Reto 0,50+0,10
Invasio SiIn 0,30 + 0,09*
Nao 0,89 +0,11

e lell 0,78 +0,20
Classificagao TNM eV 033 + 0.07*

*p < 0,05 quando comparado entre as caracteristicas.
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5.4 Expressao do OGG1

Os resultados apresentados na Tabela 4 mostram que houve diminuigao
significativa na expressdao do OGG17 em tecidos tumorais quando comparada aos
tecidos normais.

Tabela 4 — Expressao do gene OGG1 de acordo com as caracteristicas
das amostras entre os tecidos normal e tumoral

Caracteristicas 0GG1

Fold “induction” Tumor/normal 0,28 + 0,09¢
Localizagio Reto 0,17 £ 0,02*¢

Célon 0,31+ 0,07
Invasio SiIn 0,24 + 0,04

Nao 0,29+ 0,09

e lell 0,49 +0,12

Classificagao TNM eV 0.16 + 0,08*

*p < 0,05 quando comparado entre as caracteristicas; 1 p < 0,05 quando comparado
ao tecido normal.

Quanto a localizagdo anatdémica, foi observada diferenga entre os sitios
avaliados, sendo mais significativa a diminuicao da expressao no reto. Os pacientes
com estadios mais avangados (graus lll e IV) também mostraram diminuicao
importante da expressao tecidual de OGG17. Nos critérios de avaliacdo de invaséo,
nao houve diferenga significativa na expressdo do gene. Em relagdo a analise
isolada das variaveis estudadas, os achados mostraram que houve resultados com
reducao de expressao semelhante em ambos 0s genes, e as variaveis avaliadas que
evidenciaram essa diminuigdo da expressao foram idade, com predominio em
pacientes acima de 65 anos; o tipo histolégico, sendo representado pelo
adenocarcinoma; grau de diferenciagdo moderado; localizagao retossigmoideana; e

comprometimento até a camada muscular.

A presenca de invasbes angiolinfatica e perineural ndo demonstrou
relagdo com a diminuicdo da expressdo dos genes, assim como O numero de
linfonodos comprometidos e o indice de comprometimento linfonodal, que nao
apresentaram diferengas significantes. Tamanho da lesdo e aspecto macroscopico

também se apresentaram como fatores relacionados a diminuicdo de expressao,
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sendo tumores com dimensdes entre 2,1 cm e 5,0 cm com maior significancia, bem

como tumores ulceroinfiltrativos.

Tumores no estadio Ill também apresentaram maior significancia na

diminuicao de expressao em ambos 0s genes.
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6. DISscussAoO

O presente estudo demonstrou que a maioria dos pacientes, quando

diagnosticados, ja se apresenta em estagios avangados da doencga.

A localizacdo mais frequente encontrada foi colon distal, com faixa etaria
prevalente apos a quinta década; porém encontramos na casuistica pacientes
jovens, sem historico familiar, demonstrando a ocorréncia da doenca em grupos
distintos, a principio assintomaticos, ressaltando assim a importancia da
necessidade de meétodos diagnosticos nao invasivos e a investigagcdo em grupos

especificos que possibilitem detecg¢ao precoce.

Existem poucos trabalhos na literatura a respeito da expressao tecidual

desses genes em populagdes especificas.

Em estudo detalhado sobre MUTYH em populagbes sauditas,
comparando-as a outras populagdes, destaca-se a existéncia de diferengas étnicas
entre variantes MUTYH, confirmando assim o papel patogénico de algumas

mutacodes ligadas ao CCR (200).

Kim et al. analisaram pacientes de populagcdo asiatica e encontraram
polimorfismos de OGG7 em pacientes com CCR familiar, em pacientes normais e

em pacientes portadores de CCR esporadico (185).

Kuno et al., em estudo para a avaliagdo de mutagbes no MUTYH em
pacientes com CCR esporadico, encontraram relagdo da perda alélica no MUTYH
associada a ocorréncia de CCR em codlon distal. Avaliaram e confrontaram as
principais mutagdes no MUTYH de pacientes suecos com pacientes caucasianos,
sem encontrar dados significativos em relagcao a presenga de mutacdes associadas
aos canceres familiares. Os autores sugerem que mutagdes MUTYH nao sao
importante fator causal no cancer colorretal familiar associado a pequeno numero de
polipos (201)(202).

Mutagdes germinativas no gene MUTYH parecem ser menos
heterogéneas, e suas frequéncias mostram-se marcadas por diferencas étnicas
(152).
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Estudo realizado na Tunisia em 2007 n&o encontrou nenhuma dessas
mutacdes em estado de homozigose ou heterozigose, em ambos os tecidos,
normais e tumorais. Esses resultados mostram que as duas mutagdes frequentes na
PAM Y165C e na G382D nao ocorrem no CCR esporadico, mas descrevem que o

gene MUTYH pode ser sujeito a inativagcdo somatica no CCR esporadico (203).

Fleischmann et al. concluiram que mutagdes germinativas no MUTYH

conferem suscetibilidade ao cancer colorretal (204).

Esta descrito também que mutacbdes bialélicas s&o raras, permitindo
apenas especulagdes sobre sua relevancia bioldgica em populagcdo com CCR
esporadico, e ressaltando a importancia de estudos sistematicos em populagdes
distintas para avaliar adequadamente o verdadeiro significado da perda de fungao

MUTYH na carcinogénese colorretal (205).

Em amplo estudo realizado em populacdo alema, que levou em
consideracao até mesmo o local de nascimento dos individuos estudados, para
exclusdo de possiveis alteragdes étnicas, concluiu-se que mutagdes em genes de
reparo de DNA estudadas até o presente raramente tém associacdo ao CCR, e seus
efeitos parecem relacionar-se a populagcbes especificas. Ha necessidade de um
maior numero de experimentos sistematicos em larga escala com variantes comuns,

presentes em todas as variagdes de populagdes.

Trabalho japonés que avaliou o papel do estresse oxidativo associado a
adenocarcinoma gastrico e a atuacdo dos genes MUTYH, MTH1 e OGG7 em um
total de 90 pacientes concluiu que o acumulo de estresse oxidativo € associado a
menor atuagdo do mecanismo de reparo por excisdo de base, por consequente

diminuicao na expressao tecidual destes genes (206).

Em outro trabalho realizado no Japao que comparou a expressao génica
tecidual de pacientes portadores de neoplasia prostatica em tecidos tumorais e
tecidos normais, e avaliou um total de 383 individuos, concluiu-se que o nivel de
expressdo do gene MUTYH foi significativamente menor nos portadores de
adenocarcinoma da préstata, em comparagdo aos tecidos prostaticos nao

cancerosos (207).
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Trabalho semelhante ao presente estudo, também realizado no Brasil e
recém-publicado, com 70 pacientes, avaliou genes do sistema MMR (MLH1 e
MSH?2) e do sistema BER (MPG, OGG1 e PARP1), comparando niveis de expressao
tecidual tanto para amostras tumorais quanto para tecidos normais. A conclusao
apresentada € que genes do sistema BER sao regulados positivamente na maioria
dos CCR esporadicos, representados por aumentos nas expressdées MPG, OGGT,
APE1, PARP1 e XRCC1. Também foi relatada a associacdo entre esses niveis de
expressao de reparo individual e caracteristicas de desfecho precarias em tumores
colorretais. No entanto, quando analisada a via BER como um todo para cada caso
de CCR individual, ndo houve niveis consistentes de coexpressao para as proteinas
componentes do BER, indicando desequilibrio ou desregulamentacdo nesse

mecanismo de reparo (208).
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7. CONCLUSAO

Os resultados encontrados na casuistica deste trabalho demonstraram
alteragdes significativas na comparacao entre a expressao tecidual de amostras de

tecidos normal e tumorais, com significancia nos estagios Ill e IV.

7.1 Consideragoées finais

A literatura ainda se apresenta escassa e controversa em relagdao ao
papel das alteracbes na expressao dos genes MUTYH e OGG1 com o aumento da

incidéncia de cancer colorretal.

Estudos da avaliagcdo da expressao dos genes MUTYH e OGG71 em
portadores de CCR permitirdo identificar, em determinados grupos de doentes,
possiveis mutagdes nesses importantes genes de reparo, relacionando-as ao
desenvolvimento da forma esporadica de CCR. O presente estudo podera contribuir
para determinacao de qual perda de funcdo de determinados genes que atuam nos
mesmos mecanismos de reparo de dano do DNA podera estar relacionada ao
aumento da incidéncia do CCR em diferentes amostras populacionais, corroborando

dados ja encontrados em alguns paises nos quais a avaliagao ja foi realizada.

A identificacdo e a avaliacdo desses individuos nos quais ocorreu perda
da fungcdo génica poderao ser importantes nas propostas de aconselhamento
genético, na instituicdo de protocolos de seguimento e diagnostico precoce,
semelhantes aos adotados para outras formas de CCR hereditario, podendo auxiliar
no reconhecimento de casos que ndo se encaixam nas sindromes mais comuns de
predisposi¢cao ao cancer colorretal, contribuindo dessa maneira para o diagndstico

precoce e o desenvolvimento de métodos marcadores n&o invasivos.
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9. ANEXOS

Anexo 1 — Termo de consentimento informado

Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)

Eu, ,RG

, declaro que, de livre e espontanea vontade, permito que os dados
coletados referente a patologia por mim apresentada durante o periodo no qual
procurei o atendimento médico sejam utilizados para fins exclusivamente
académicos.

O(a) assinante esta ciente de que:

i — O objetivo deste estudo é: AVALIAR A EXPRESSAO TECIDUAL DOS
GENES MUTYH E OGG71 NOS PACIENTES PORTADORES DE CANCER
COLORRETAL ESPORADICO.

ii — Os dados pessoais do paciente de maneira alguma serao expostos, sendo
que o caso sera apresentado em total anonimato.

i — A participacdo neste estudo nao acarretara nenhum beneficio ou
maleficio terapéutico.

iv — Obteve todas as informacbes necessarias para poder decidir
conscientemente sobre a participag¢ao no referido relato de caso.

v — Podera contatar o Comité de Etica e Pesquisa da Universidade S&o
Francisco a qualquer momento, caso haja duvidas em relagédo ao relato de caso, no
telefone: (11) 2490-1130.

Bragancga Paulista, de de 2010.

Nome do Paciente:

Assinatura:

Responsavel pelo estudo: Dr. Enzo Fabricio Ribeiro Nascimento

Assinatura:
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ABSTRACT - Background: MTUYH and OGG1 genes have importance in the base excision repair
systems of oxidized DNA bases. Modification of the tissue expression of these genes is related
to the increased risk of developing colorectal cancer. Aim: To evaluate the tissue expression
of MUTYH and OGG1 comparing normal and neoplastic tissues of patients with sporadic
colorectal cancer and to correlate it with clinical and histopathological variables. Method:
MUTYH and OGG1 tissue expression was quantified by RT-PCR in patients with colorectal
cancer and the values were compared in normal and neoplastic tissues. MUTYH and OGG1
expression was measured and normalized to the constitutive 18S gene. The level of expression
of both genes was correlated with the variables: age, gender, tumor location, size of the
tumor, histological type, degree of cell differentiation, invasion depth in the intestinal wall,
angiolymphatic infiltration, lymph node involvement and TNM staging. Results: Was found
downregulation of both genes in neoplastic when compared to normal tissue. There was
downregulation of the MUTYH in larger tumors and in patients with angiolymphatic invasion.
Tumors with more advanced TNM stages (lll and 1V) presented downregulation of both genes
when compared to those with earlier stages (I and Il). Conclusion: The MUTYH and OGG1
genes present downregulation in the more advanced stages of colorectal cancer.

RESUMO - Racional: Os genes MUTYH e OGG1 possuem importancia nos sistemas de reparo por
excisao de bases oxidadas do DNA. Modificagdo na expresséo tecidual desses genes encontra-
se relacionada ao maior risco do desenvolvimento do cancer colorretal. Objetivo: Avaliar a
expressao tecidual dos genes MUTYH e OGG1 comparando tecidos normais e neoplasicos
de portadores de cancer colorretal esporadico e correlaciona-la com variaveis clinicas
e histopatologicas. Método: Avaliou-se por PCR, em tempo real, a expressao tecidual dos
genes MUTYH e OGG1 em 49 portadores de cancer colorretal comparando tecidos normais
e neoplasicos. A expressdo dos genes MUTYH e OGG1 foi quantificada e normalizada com
0 gene constitutivo 18S. A intensidade de expressao de ambos os genes foi correlacionada
as variaveis: idade, género, localizacdo do tumor, tamanho do tumor, tipo histoldgico,
grau de diferenciacdo celular, profundidade de invasdo na parede intestinal, invasédo
angiolinfatica, linfonodos comprometidos e estadiamento TNM. Resultados: Encontrou-se
menor expressdo de ambos os genes no tecido neoplésico quando comparado ao tecido
normal. Houve menor expressdo do gene MUTYH nos tumores com maiores dimensdes e
nos doentes que apresentavam invasao angiolinfatica. Tumores com estadios mais avangados
(Il e 1IV) apresentavam expressao menor de ambos os genes quando comparados aqueles
com estadios mais precoces (I e Il). Conclusdo: Os genes MUTYH e OGG1 apresentam menor
expressao tecidual nos estadios mais avangados do cancer colorretal.

This is an open-access
article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License.
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INTRODUCTION

in 2015, 1.4 million people worldwide being the third type of most common

malignant neoplasm among men and the second among women®. The National

Institute of Cancer (INCA) estimates that for the biennium 2016-2017 In Brazil, depending

on the geographical region considered, the CRC can affect of 3.35 to 28,15/100,000

inhabitants among men and 2.09 to 29,13/100,000 inhabitants among women™. With

the increase in life expectancy, the phenomena of globalisation at greater exposure to

carcinogenic agents and, especially, the change of dietary habits it is expected that the

CRC has increasing importance in the profile of mortality from cancer throughout the
world considerably increasing the economic and social costs'?:.

Genetic studies have shown development of sporadic CRC is an evolutionary process

that involves a series of sequential mutations or modifications in the expression of genes

Q ccording to recent epidemiological inquiry, colorectal cancer (CRC) occurred
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related to cell cycle?'. It is already well established that the
development of the CRC from the normal mucosa, is mediated
by a sequence of mutations of genes controllers of cell cycle
(the proliferation, differentiation, apoptosis and DNA repair)3°.
Mutations in these genes can confer additional advantages for
growth of tumor tissue in relation to normal tissue™.

Although theinitial phenomena of colorectal carcinogenesis
are stilla reason for constant research, it has been demonstrated
that DNA damage caused by reactive oxygen species (ROS)
is related to the development of CRC342731204 The ROS are
produced in large quantities in chronic inflammatory processes
affecting the intestinal epithelium. These radicals induce
persistent damage to DNA and, if they are not readily inhibited
by antioxidant systems can cause mutations related to the
development of the CRC™. One of the mechanisms of DNA
damage to more well-studied relates to the oxidation of
the base fertilization guanine, forming the 8-oxoguanina (8-
ox0G). The 8-0x0G is a highly oxidized mutagenic capable of
causing transversions of CC—TA tapes of DNA allowing, if not
repaired, the appearance of mutations. When these mutations
compromise tumor suppressor genes or oncogenes may arise
a clone of cells with proliferative autonomy and uncontrolled
growth, changes inherent to the neoplastic cells®.

Itis already well established that the oxidation of bases of
DNA allows for the development of the CRC and that removal
of these databases oxidized is vital to avoid the appearance of
mutations?. A chronic imbalance between the mechanisms of
damage and DNA repair increases the risk of genomicinstability
and, therefore, it is important to understand the mechanisms
by which the repair systems that remove the oxidized bases of
DNA present in the genome. For both, living organisms have
specific genes to correct the errors of matching caused by
oxidative stress. The system of excision of bases (BER) is the
primary way to repair DNA responsible for correction of oxidized
bases, having a fundamental role in preserving the integrity of
the DNA submitted to the deleterious action of ROS#2*. Among
all the genes involved in repairing and removing the 8-oxoG,
genes MUTHY and OGG1, components of the system BER,
have a prominent role. These genes encode DNA-glicosilases
which has the function of removing the oxidized bases paired
erroneously, ensuring the maintenance of the integrity of the
tapes of DNA. Recent studies suggest that patients with CRC
have lower expression of genes OGG1 and mutyh in tissue
cancer when compared to normal tissues suggesting that
these systems operate without a disability*>. However, the
correlation between the level of tissue expression and clinical
variables and histopathological were still little studied?:. The
objective of this study was to evaluate the tissue expression
of genes MUTYH and OGG1 in normal tissue and neoplastic
patients with CRC sporadic and correlate it to the main clinical
and histopathological.

METHOD

This study was submitted to and approved by the
Research Ethics Committee at the Universidade Sao Francisco in
Braganca Paulista (Project No.0235.0.142.000-07). All patients
who have provided biological material for the present study
signed an informed consent form agreeing to participate in
all stages, and were informed of the purpose of the research.

Casuistry

Were studied prospectively 49 patients being 26 (53%)
women with an average age of 65.8+11.3 years, suffering
from adenocarcinoma of the colon and rectum, surgery
with curative intent. Were excluded by means of criteria of
clinical and endoscopic patients suspected of hereditary
CRC (adenomatous polyposis familial syndrome and Lynch),
sick undergoing treatment neoadjuvant chemoradiation

therapy, patients with CRC associated with inflammatory
bowel disease, less than 18 years, sick submitted to surgical
treatment in urgent circumstances, and those who refused to
participate in the study. The patients selected for the study
were submitted to clinical staging, laboratory and imaging
examinations in accordance with the guidelines recommended
by the American Society of Colorectal Surgeons®.

Sample collection

Immediately after the removal of the surgical specimen
were collected fragments of tissue obtained from the mucosa
normal colic (at least 10 cm from the proximal margin of
the lesion), and the periphery of the neoplastic lesion. After
collection, the fragments were identified with the record of
the patient name, date and place of where they had been
collected. The fragments were placed in tubes suitable for
storage in ultra-cooling and immediately stored at -80°
C until the time of processing. The data, epidemiological,
clinical and pathological findings were obtained from medical
records. Histopathological data such as location of the tumor,
macroscopic aspect of the tumor, lesion size, histological
type, degree of cellular differentiation, depth of invasion
in the intestinal wall, presence of lymphatic invasion or
perineural, number of lymph nodes resected, number of
lymph nodes involved, reason of lymph nodes involved and
staging TNM were extracted from the histopathological
report prepared by a single pathologist with expertise in
colorectal neoplasia. The staging of tumors followed the
TNM Classification according to the 6th edition proposed by
the UICC (International Union of Cancer Control). All the sick
were treated at the outpatient clinic of a colorectal neoplasia
of Hospital Universitario Sdo Francisco, Braganca Paulista,
SP, Brazil, by the same professional.

Extraction of RNA and RT-PCR (Real-time polymerase
chain reaction)

Total RNA was isolated using the kit of tissue RNeasy
(Qiagen). The purity was assessed using the NanoDrop 2000
spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA).
The single strand of cDNA was synthesized from RNA using
the kit for high capacity storage of cDNA (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) following the manufacturer’s protocol.

Quantitative PCR was performed using a system of
7500 real time PCR (Applied Biosystems) using the numbers
of cycles limit determined by the software RQ Study (Applied
Biosystems). The reactions were racing in triplicate, and the
numbers of cycle threshold were considered by the average.
The mixture of the reaction containing a total of e 50l It
was prepared as follows: 25 ul SYBR Green™, PCR SuperMix
UDG (Invitrogen Life Technologies, Alemeda, CA, EUA), 10
mM for each primer (Table 1), e 1 pl de ¢cDNA (100 ng). The
first cycle was performed with a preliminary treatment with
UDG for 2 min at 50° C and denaturation by more 2 min to
95° C, followed by 45 cycles of denaturation at 95° C for 15s,
annealing at 60° C for 15 s and extension of the primer at
72° C during 15 s. This step was followed by an analysis of
melting points of amplification products of dual tape consisting
of 40 cycles of 1° C decreased (15 s each) starting at 95° C.
The first derivative of this map, dF/dT, represents the rate of
change of fluorescence in the reaction. A significant change
in the fluorescence occurs at the point of fusion of free dual
chain found in the PCR. A map of dF/dT as a function of
temperature shows these changes as distinct peaks.

The expression of genes MUTYH and OGG1 expression
was measured and normalized for the gene incorporation
18S, which showed a constant expression in all samples
tested. The expression on was calculated according to the
formula 2 429, And the results were expressed as mean of
expression of the gene +EP
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TABLE 1- Primers used for RT-PCR (attachment)

Gene Sequence (5'-3")
- CGCGGTTCTATTTTGTTGGT
CGGTCCAAGAATTTCACCTC
o CCTGTGGGGACCTTATGCT
CCTTTGGAACCCTTTCTGC
— CCTGTGGGGACCTTATGCT
CCTTTGGAACCCTTTCTGC

Statistical analysis

Were performed using statistical software version 13.0 SPSS
(SPSS, Chicago, IL). The values found for the expression of the
genes in the normal tissues and in the considered variables were
identified by descriptive statistics and expressed as the average
expression of the gene with its respective standard error. The
comparison of the gene expression between the normal and
neoscopic tissues, as well as between the proposed variables
was performed using the parametric Mann-Whitney test. Values
of p<0.05 were significant values obtained in the comparison
between normal and neoplastic tissues were identified with a cross
(1), while the values obtained comparing the stratifications between
the clinical and histopathological variables with an asterisk (*).

RESULTS

Population of patients
Table 2 shows the distribution of the sample in relation
to the variables considered in the study.

TABLE 2 - Relationship of the variables studied

Characteristics Number of Patients (%)

Genre
Male 23/49 (47%)
Female 26/49 (53%)
Age
41-51 years 5/49 (10%)
52-62 years 9/49 (19%)
>63 years 35/49 (71%)
Location
Colon 17/49 (35%)
Rectum 32/49 (65%)
Tumor size
<3cm 14/30 (47%)
>3cm 16/30 (53%)
Histological type
Usual 47/49 (96%)
Mucoprodutor 2/49 (4%)
Degree of cell differentiation
Good 5/49 (10%)
Moderately 38/40 (78%)
Little 6/49 (12%)
Degree of invasion of the intestinal wall
T1-T2 38/49 (78%)
T3 -T4 11/49 (22%)
Resected lymph nodes
<12 27/49 (55%)
> 32/49(65%)
compromised lymph nodes
NO 29/49 (59%)
N1-N2 20/49 (41%)
Reason for compromised lymph nodes
0-<10% 24/49 (49%)
> 11% - < 20% 7/49 (14%)
>21% 18/49 (37%)
Angiolymphatic invasion
Yes 17/49 (35%)
No 32/49 (65%)
Perineural Invasion
Yes 27/49 (55%)
No 22/49 (45%)
Staging TNM
land Il 19/49 (39%)
Il and IV 30/49 (61%)

Table 3 shows the expression of genes MUTYH and OGG1
with respect to the characteristics of the studied samples, as
well as between the normal tissue and neoplastic, considering
only the variables where there was a statistically significant
difference in one of the genes.

TABLE 3 - Gene expression OGG1 and MUTH according to the
characteristics of the sample

Characteristic Gene
OGG1 MUTYH

Fold induction Tumor/Normal 0.28 + 0.12t 0.41+0.02t
Laeation Colon 1.09 £ 0.38 0.69 + 0.34

Reto 048 + 0.02* 0.50 + 0.10

TTier S < 3cm 0.21£0.05 0.36+0.08*

> 3cm 0.22+0.05  0.13+£0.02
Angiolymphatic invasion S'In 0252008 |01 2 00
Nao 029 +0.09 0.89 +0.11

=1 049 £0.12 0.78 £ 0.20
- 1v 0.16 + 0.08* 0.33 + 0.07*

+=p < 0.05 When compared to normal tissue; ** p < 0.05 When comparing the
characteristics

TNM (Stadium)

DISCUSSION

The human genomeis particularly vulnerable to oxidative
stress. The ROS in the cells of the mucosa colic are formed
as products of the normal aerobic metabolism or as a result
of exposure of the cells to ionizing radiation, chemicals,
ischemia, inflammation acute and chronic or, even, for the
simple modification in the supply of energy substrate to normal
colonocites represented by short-chain fatty acids® '2. As they
are electrophilic molecules with the ability highly reactive,
ROS attack substances with high electron density such as the
nitrogenous bases that make up DNAZ. These radicals can cause
breakage single or double quote in the tapes of the DNA or
oxidize their nitrogenous bases allowing for the development
of errors of matching and, consequently, the development
of mutations. When we consider the environmental factors
related to the development of the CRC, studies have shown
that oxidative stress is one of the main mechanisms responsible
for the appearance of mutations related to the development
of the disease®?. It has been demonstrated that the chronic
inflammation and continuously in the intestinal mucosa, as
occurs in the intestinal inflammatory diseases, increasing the
production of ROS, increases the possibility of developing of
CRC3'. Further strengthens this possibility the results of studies
showing that the levels of oxidative stress in the neoplastic tissue
of patients with CRC is significantly higher when compared to
the normal tissue?6?’.

The oxidative damage most often caused in the DNA by
exposure to the RLO is the formation of 8-oxoG. The neoplastic
tissue of patients with CRC has on average two times more
8-0xoG when compared to normal mucous™

In order to correct the errors of matching caused by
8-oxoG and prevent the emergence of mutations, the body has
different systems of DNA repair. The system BER is the main
responsible for excision of oxidized bases??. The genes MUTYH,
OGG1, MTH1, NEIL1, APEX1, PARP1, LIG3, MGP e NTHL1 are
the main components of the system BER.

The genes MUTYH It is located on the short arm of
chromosome 1 (1p32-34) and has 16 exons. Encodes a DNA-
ung formed by 535 amino acids with a molecular weight of 39
kD, called MUTHY ung that operates in the DNA-glycosylase
repair by excision of bases. During DNA duplication, the adenine
base was usually matched to thymine (A-T), while guanine
matched with the cytosine (C-G). During normal cellular aerobic
metabolism or in situations that cause the increase of ROS
production, the oxidation of guanine can occur to 8-oxoG. This
oxidized base matched quickly and erroneously with adenine
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instead of cytosine. MUTY-glycosylase acts by removing from
the DNA strand adenine bases poorly coupled with 8-oxoG. The
enzyme corrects this error so that the development of mutations
by type G:C>T:A which can lead to tumor formation if they
compromise cell cycle controlling genes. The importance of
mutations inthe MUTYH gene in colorectal carcinogenesis was
highlighted by the Al-Tassan et al. In 2002, where the authors
demonstrated for the first time, individuals from the same family
who presented biallelic germline mutations in the MUTYH gene
and who had recessive forms of familial adenomatous polyposis
(FAP), associated with the development of colorectal adenomas
presenting progression to CRC in age when compared to the
classic forms of FAP'. When analyzing the neoplastic tissues of
these patients they found a high index of transversions of the
type G:C>T:A in commonly mutated genes in the CRC (APC e
K-RAS). Later, other authors confirmed these findings showing
that mutations in the MUTYH gene, reducing the effectiveness
of the BER system, predisposes to the appearance of CRC"'475.,

The OGG1 gene is located on the short arm of the
chromosome 3 (3p25.3). It consists of 12 exons and encodes
the enzyme 8-oxoguanine glycosylase. It is estimated that the
enzyme contains 424 amino acids in its molecule and molecular
weight of 47kD?. It was demonstrated that the gene OGG1
has an essential role in repairing BER correcting transversions
G:C>T:A. The enzyme transcribed, promotes the hydroxylation
of connections glicofilicas formed between the 8-oxoG and
the fraction of sugar from the basis of fertilization, removing
the molecule of 8-0xoG and forming a site apurinic on tape
of DNA that after the excision is subsequently filled with the
correct fertilization. By its fundamental role in the system BER,
mutation and polymorphisms in the gene OGG1 are considered
events thatincrease the susceptibility to various forms of cancer.
Studies have shown that reducing the activity of the gene could
contribute to the development of CRC32

A considerable number of hereditary CRC shows genetic
orepigenetic genes defects onthe system repair. The possibility
thatalso occur changes inthe system BER in the CRC sporadically
is a plausible hypothesis. So, the research profile of expression
of genes of the system BER related to correction of oxidized
bases comparing normal tissue and neoplastic, can improve
the understanding of the role of these genes in patients with
sporadic CRC®. Previous studies have demonstrated that there
is less efficiency of the system BER in patients with CRC when
compared to healthy volunteers':3:. However, the mutations
of the MUTYH gene and OGG1 in patients with sporadic
CRC are not frequent and are influenced by the ethnic group
studied™'>*3, Thus, in order to evaluate the mutations in these
genes it is necessary to study a large contingent of patients
belonging, if possible, the same ethnicity. A study evaluating
the importance of mutations in the MUTYH to examine their
prevalence in polish ethnicity found that among 1042 patients
only 0.4% of the patients had a mutation biallelic associated
with the development of adenomas and CRC'™. Other authors
by analyzing the contribution of mutations in germ MUTYH
in the development of the CRC have evaluated 358 patients
were not selected™. They found two patients (0.6%) with germ
mutations biallelics and eight (2.2%) monoallelics mutationsin
the gene MUTYH. Patients with biallelic mutation had multiple
adenomas, but not adenomatous polyposis profuse and, in both
cases, the tumors were located in the distal colon. These results
suggest that mutations biallelics of gene despite increasing
the formation of adenomas and, consequently, the chance of
developing cancer is likely to represent less than 3% of cases
of sporadic CRC™.

This study evaluated the expression of tissue several
genes of the system BER and the ability to repair DNA of
these genes by comparing normal tissue and neoplastic and
correlating them with clinical variables and pathological®2. The
authors found that the expression of tissue gene OGG1 was
significantly lower in tissues, neoplastic while the gene MUTYH

showed no significant differences. They found that, to relate
the expression of genes OGG1 and MUTYH when gender, age,
location of the tumor histological grade stadiums of the TNM
classification (I+11+x+l1+1V) found no significant differences.1n
Brazil, only one study evaluated the behavior of the gene OGG1
in patients with sporadic CRC?. Using samples from the same
population of patients the authors found a lower expression of
OGG1 in tumoral tissue?. With regard to location of the tumor
identified lower gene expression only in patients with cancer
of the rectum and in tumors with more advanced stages®.

In the present study we found similar results. When
evaluating the expression of OGG 1 we found reduced expression
in tumor tissue, similar to the studies previously cited2%.
We also found a reduction in the tissue expression of the
gene in patients with tumors located in the rectum and in
patients classified in more advanced stages of the disease.
With respect to expression of the gene MUTYH, despite being
lower in neoplastic tissue, we found no statistically significant
differences (p=0.06). It is possible that these values could
present significant differences if they were included a larger
number of patients. When you relate gene expression MUTYH
with variables selected for the present study found that there
was less expression of the gene in tumors that had diameter
greater than 3 cm, in presenting angiolymphatic invasion and
those classified in the more advanced stages (T3-T4) of the TNM
classification. These findings suggest that the lower expression
in these patients may contribute to the worse prognosis of
the disease, since it is related to variables that confer a worse
prognosis of the disease.

When we consider the results of the present study, and
having science that there is a higher degree of oxidative stress
in tissues neoplastic, it is possible that the lower expression
of genes OGG1 and MUTYH in tumor tissue, as well as in
the variables related to a worse prognosis of the disease,
may occur due to the accumulation epigenetic mutations or
hypermethylation in these genes by reducing their capacity
to repair and favoring the development of a phenotype more
aggressive as shown above'. The hypermethylation of the
promoter region of genes that make up the system BER has
been found in a variety of tumors (thyroid, bladder, ovaries,
the brain as well as in the CRC)™.

Considering thatgenes OGG1, MUTYH, PARP-1and XRCC1
are part of the same repair system (BER) it is possible that the
presence of polymorphisms in these genes may interfere with
their tissue expression. Recent study evaluating the influence
of the APE1 T2197G polymorphism (asp148Glu) showed that
this alteration interferes in the expression of the genes of the
BER systemwhen comparing normal and neoplastic tissues. The
results found in the present study not only confirm previous
results but also reinforce the importance of repair integrity
by excision of bases in the etiopathogenesis and progression
of sporadic CRC.

CONCLUSION

The MUTYH and OGG1 genes present downregulation
in the more advanced stages of colorectal cancer.
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