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A Sindrome de Lynch (SL) é uma heranca autossdmica dominante de alta penetrancia, que
atinge aproximadamente 3% dos pacientes com céancer colorretal. Os individuos acometidos
apresentam mutacdes germinativas em um dos genes responsaveis pelo reparo de DNA por
mal pareamento (Mismatch Repair- MMR): MSH2, MLH1, MSH6 ou PMS2. Por serem genes
longos, a identificacdo de mutacdes nestes genes se torna demorada e com custo elevado.
Desta maneira, 0 projeto teve como objetivo padronizar uma estratégia de identificacdo de
variantes que permitisse reduzir os custos e tempo de rastreamento molecular dos genes
MMR. Para isso, foram padronizadas 16 reacdes de PCRs-multiplex para os genes MSH2,
MLH1 e MSH6 e 5 reacdes de PCRs de longo alcance para o gene PMS2. Estes produtos
foram sequenciados utilizando a tecnologia de Nova Geracdo (NGS), através do equipamento
HiSeq2500. A estratégia foi validada através do sequenciamento pelo método de Sanger dos
genes de MMR em 66 pacientes, provenientes de quatro centros distintos do Brasil (INCA-
RJ, HCPA- RS, HIUBB- PA e ACCAM- SP), e que preencheram os critérios de Bethesda
para SL. As profundidades médias de cobertura obtidas para os genes MSH2, MSH6, MLHL1 e
PMS2 foram de 7.988, 36.313, 11.899 e 4.772 vezes, respectivamente. Foram identificadas 98
alteracfes em éxons e introns dos quatro genes, sendo que 25 eram patogénicas ou VUS (7 em
MSH2, 5 em MSH6, 12 em MLH1 e 1 em PMS2) e foram encontradas em 32 pacientes. A
estratégia padronizada foi eficaz na identificacdo de variantes dos genes MMR, permitiu
reduzir em trés vezes o numero de reacdes de PCR realizadas por amostra e em 2,15 vezes o
custo de rastreamento molecular para os quatro genes MMR. Dos fragmentos sequenciados,
3,1% apresentaram profundidade média de cobertura <30X e ndo foram eficientes na deteccédo
de sitios variaveis nos genes MMR.



o Ministério da Saude
(I N u Instituto Nacional de Cancer
Coordenacao de Pos-graduacao
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER

Deteccao de Variantes nos genes MSH2, MSH6, MLH1 e PMS2 utilizando
Sequenciamento de Nova Geracao

ABSTRACT

Dissertacao de mestrado

Barbara Luisa Soares

Lynch Syndrome (LS) is an autosomal dominant inheritance of high penetrance that affects
approximately 3% of the cases of colorectal cancer. Individuals affected with this syndrome
inherit germline mutations in one of the genes responsible for the Mismatch Repair: MSH2,
MLH1, MSH6 or PMS2. These large numbers of genes turns mutations’ identification time
consuming and costly. The project aimed to establish a molecular screening method in order
to optimize the cost-effectiveness for screening these genes. We performed 16 Multiplex
PCRs for MSH2, MSH6 and MLH1 genes and 5 Long-Range PCRs for PMS2 gene, coupled
with Next Generation Sequencing (NGS) technologies. Our strategy was validated by the
screening of sixty-six patients who filled Bethesda criteria for LS from different hospitals of
Brazil (INCA-RJ, HCPA-RS, HJUBB-PA and ACCAM-SP). The depth of coverage for
MSH2, MSH6, MLH1 and PMS2 genes was 7.988, 36.313, 11.899 and 4.772 times,
respectively. Ninety-eight alterations were found in exons and introns regions for the four
MMR genes. From this, 25 were pathogenic or VUS found in 32 patients (7 in MSH2, 5 in
MSH®6, 12 in MLH1 e 1 in PMS2). The strategy was efficient to identify genetic changes at the
MMR genes, since allowed to reduce to 3 times the number of PCR reactions performed per
patient and to reduce in 2,15 times the costs to molecular screening of the four MMR genes.
Approximately 3% of the amplicons sequenced had a depth of coverage <30X and were not
efficient in variation detection at MMR genes.
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1) INTRODUCAO

1.1) Oncogenes, supressores tumorais e cancer

O cancer representa um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum a
capacidade de crescimento das células de maneira desordenada (MINISTERIO DA SAUDE,
2012). Para o ano de 2012, foram estimados 14,1 milhdes de novos casos de cancer no
mundo, de acordo com a International Agency for Research on Cancer (IARC), culminando
com mais de 8,2 milhdes de mortes (FERLAY et al., 2015).

O cancer é uma doenca provocada por alteracdes do padrdo de expressao de proteinas
relacionadas com o controle do ciclo celular. Estas proteinas sdo geralmente codificadas por
oncogenes e genes supressores tumorais (BERGER; KNUDSON; PANDOLFI, 2015).
Quando os tecidos sdo submetidos a acdo de agentes carcinogénicos, podem vir a sofrer
mutacfes somaticas em oncogenes e genes supressores tumorais, que fazem com que as
células adquiram vantagens seletivas. Essas vantagens promovem a ativacdo de vias de
sinalizacdo que estimulam o crescimento descontrolado das células (FEITELSON et al.,
2015), culminando com a transformacdo progressiva de células normais em células
neoplasicas malignas (HANAHAN; WEINBERG, 2011). O processo de tumorigénese é
sustentado pela autossuficiéncia em sinais de crescimento, capacidade replicativa ilimitada,
estimulo a formacdo de novos vasos (angiogénese), evasdo dos mecanismos de morte celular
programada e capacidade de invasdo e metastase para outros tecidos (HANAHAN AND
WEINBERG, 2010).

Os oncogenes sdo genes que codificam para fatores de crescimento, receptores
transmembranicos e transdutores de cascatas de sinalizagcdo, capazes de controlar a
proliferacdo e diferenciacdo celular (BOLAND; GOEL, 2011). Uma vez que superativados,
o0s produtos génicos dos oncogenes levam a um estresse replicativo nas células, que culminam
com a perda de heterozigosidade e instabilidade genémica (BARTKOVA et al., 2006),
principalmente nos sitios frageis comuns de DNA (GORGOULLIS et al., 2005), promovendo a
transformacdo neoplasica em células humanas (HALAZONETIS; GORGOULIS; BARTEK,
2008).

Os genes supressores tumorais tém como fungdo impedir que haja a ativacdo de
oncogenes responsaveis pela progressdo tumoral (antioncogenes), controlar o dano de DNA
nos checkpoints do ciclo celular e/ou realizar o reparo de DNA em situacfes de dano
(NEGRINI; GORGOULIS; HALAZONETIS, 2010). Quando o dano de DNA ndo é reparado,

as células sdo induzidas a apoptose e sdo impedidas de participarem dos ciclos celulares.
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Quando os genes supressores tumorais apresentam mutagdes pontuais, delecdes, insercdes ou
metilagdo em suas regifes promotoras, suas funcbes sdo perdidas, contribuindo para o
processo de tumorigénese (BOLAND; GOEL, 2011).

Em 1971, Knudson criou um modelo de heranca recessiva para o processo de
carcinogénese mediado pelo gene supressor de tumor RB1. Este modelo ficou conhecido
como modelo dos dois hits e foi aplicado, posteriormente, para outros genes supressores de
tumor. O modelo descreve que a perda da fungéo total de um supressor tumoral ocorre quando
ha inativacdo da cdpia do gene materno e da cdpia do gene paterno (KNUDSON, 1971). Em
canceres esporadicos, o primeiro evento mutacional inativa um alelo do gene supressor
tumoral e o segundo evento mutacional inativa o outro alelo, por meio de recombinagéo,
perda cromossdmica ou mutagdo pontual, e ambos os eventos mutacionais sdo somaticos. Em
canceres hereditarios, uma copia do alelo mutado é herdada de um dos pais e, a outra cOpia é

inativada por meio de mutacGes somaticas nas células (KNUDSON, 1985).

1.2) Incidéncia do cancer colorretal

Diversos tecidos do organismo podem ser acometidos com o processo de formacao de
tumores, entre eles, o colon e o reto do intestino. O cancer colorretal é o terceiro tipo de
cancer mais frequente no mundo e a quarta causa de mortes relacionadas ao cancer. Acomete
mais de 1,3 milhdes de novos casos e mata mais de 690 mil individuos anualmente (FERLAY
etal., 2015).

No Brasil, para o biénio 2016/2017, sdo esperados mais de 34 mil novos casos de
cancer colorretal por ano. Este tipo de cancer representa o segundo mais frequente entre
mulheres e o terceiro entre homens, excluindo-se os casos de cancer de pele ndo melanoma
(Figura 1.1) (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). De acordo com dados do Instituto Nacional
de Cancer (INCA), a incidéncia do céancer colorretal varia entre as regides do Brasil,
ocupando a segunda posicdo na regido sudeste (24,27 mil), a terceira posic¢ao nas regides Sul
(22,35 mil) e Centro-Oeste (14,16 mil) e a quarta nas regides Nordeste (7,05 mil) e Norte
(5,34 mil).



Prostata 61.200 28,6% Homens Mulheres  Mama feminina 57.960 28,1%

Traqueia, Branquio e Pulmao 17.330 8,1% Golon e Reto 17.620 8,6%
Calon e Reto 16.660 7.8% Colo do dtero 16.340 7.9%

Estimago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Pulmdo  10.890 53%

Cavidade Oral 11.140 5,2% Estémago 7.600 3.7%

Estfago 7.950 3.7% Corpo do utero 6.950 3.4%

Bexiga 7.200 3.4% Ovario 6.150 3,0%

Laringe 6.360 3.0% Glandula Tireoide 5.870 2.9%

Leucemias 5540 2,6% Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2.4%

Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

*Ntmeros arredondados para multiplos de 10.

Figura 1.1: Estimativa da incidéncia dos dez tipos de cancer mais frequentes para o Brasil, no triénio 2015 —
2017, excluindo-se os casos de cancer de pele ndo-melanoma (Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

1.3) Carcinogénese do cancer colorretal

O céncer colorretal se desenvolve com a aquisi¢cdo de alteracdes genéticas provocadas
por fatores extrinsecos e intrinsecos. Entre os fatores extrinsecos associados, encontram-se a
dieta rica em carnes vermelhas e gorduras, pobre em fibras, consumo de bebidas alcoolicas,
tabagismo, obesidade e idade avancada (GILSING et al., 2015) (VAN DEN BRANDT;
GOLDBOHM, 2006). Os fatores intrinsecos correspondem a heranca de mutacoes
germinativas em supressores tumorais, frequentemente encontradas em familias que
preenchem os critérios clinicos para as sindromes hereditarias de cancer colorretal. Nestes
casos, 0 paciente herda um alelo do gene supressor ja mutado, e a inativacao do segundo alelo
ocorra pela aquisicdo de mutagdes somaticas (SCHLUSSEL et al., 2014). Existem ainda
fatores epigenéticos, fatores relacionados com o microambiente do cdlon e reto e fatores
associados ao sistema imune, que sdo determinantes para o aumento de risco (HERCEG,
2007; LI; MARTIN, 2016).

Em 1989, FEARON & VOLGESTEIN, apresentaram uma das primeiras evidéncias
sobre o processo de tumorigénese no coélon e reto do intestino. Foi sugerida que a
carcinogénese colorretal se dava pela aquisicdo de alteracbes genéticas de maneira sequencial
em oncogenes e genes supressores tumorais (FEARON; VOGELSTEIN, 1989). O processo
de carcinogénese colorretal envolve a transformacéo de tecidos epiteliais hiperproliferativos
em displasias nas criptas intestinais, com posterior desenvolvimento de adenomas tubulares,
progressivos e vilosos e formagéo de carcinoma invasivo. Apos a formacgdo dos carcinomas,
0s tumores continuam a progredir, dando inicio ao processo metastatizacdo para outros
tecidos do organismo (HILL; MORSON; BUSSEY, 1978). FEARON & VOLGESTEIN
destacaram mutacfes no gene adenomatous polyposis coli (APC) (com perda da regido

cromossémica 5q, onde esta localizado o gene), a hipometilagdo do DNA, mutacdes nos



genes K-Ras Proto-Oncogene (KRAS), DCC Netrin 1 Receptor (DCC) (perda da regido
cromossdmica 18q) e no gene TP53 (perda da regido cromossdmica 17p), como causas do
desenvolvimento do cancer colorretal (FEARON; VOGELSTEIN, 1989).

Com o passar dos anos, outras alteragdes somaticas e aberracfes cromossdmicas
envolvidas com a tumorigénese colorretal foram descritas, como pode ser visto na Figura 1.2.
Atualmente, j& se sabe que existem trés mecanismos principais que levam a carcinogénese
colorretal: instabilidade cromossomica (CIN), metilacdo das ilhas CpGs (CIMP) e

instabilidade de regiGes microssatélites (MSI).
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Figura 1.2: Processo de carcinogénese colorretal. O epitélio normal é acometido com mutagdes que dao inicio
ao processo de tumorigénese propriamente dito, como por exemplo, mutagBes nos genes APC, KRAS ou BRAF.
MutacBes nestes genes provocam a formacdo de adenomas, que acumulam mutagBes pontuais e inser¢do ou
delecdo em outros genes, levando ao desenvolvimento dos carcinomas. Os carcinomas adquirem instabilidade
cromossOmica ou instabilidade de regiGes microssatélites, sendo capazes de proliferar de maneira descontrolada
e promover a metastase do tumor para outros tecidos e 6rgaos (Fonte: AMARO; CHIARA,; PFEFFER, 2016).

A via cléssica de formacdo de carcinomas gera instabilidade cromossémica e esta
associada com 65-70% dos casos de cancer colorretal esporadicos. Esta via ocorre como
consequéncia do surgimento de mutacGes nos genes APC, KRAS, Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha (PIK3CA), SMAD Family Member 4
(SMAD4) e TP53, e posterior perda de heterozigosidade nos bracos longo e curto dos
cromossomos 18 e 17, respectivamente (AMARO; CHIARA; PFEFFER, 2016). Mutacdes
nestes genes provocam defeitos na segregacdo cromossdmica (WANG et al., 2004), perda dos
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telomeros, transformacao oncogénica de adenomas em carcinomas (PLENTZ et al., 2003) e
comprometimento dos diferentes mecanismos de reparo de DNA (PRITCHARD;
STEPHENS; DONNELLY, 2000; SMITH et al., 2010; TARIQ; GHIAS, 2016).

Além da via de Instabilidade Cromossdmica, existe uma a via alternativa, que gera
outros dois outros fenodtipos observados na carcinogénese em cancer colorretal. Esta via é
conhecida como CpG Island Methylator Phenotype (CIMP) e se inicia com a presenca de
mutagdes no oncogene B-Raf Proto-Oncogene (BRAF), seguida da metilagcdo das ilhas CpGs
de genes envolvidos com o reparo de DNA, originando adenomas serreados sésseis, que sdo
caracterizados pela presenca de criptas em formas de dente. CIMP provoca ainda a metilagdo
do gene MutL Homolog 1 (MLH1), provocando displasia nas células e levando a formacao de
carcinomas com instabilidade nas regiGes microssatélites (MSI) (WALTHER et al., 2009).

O processo de metilacdo é caracterizado pela adicdo de grupamentos metil (CH3) na
posi¢do 5> de anéis pirimidinicos (Guaninas e Citosinas) de regides promotoras. A
hipermetilagdo suprime a expressédo de genes supressores de tumor, como MLH1 e MSH2,
bem como genes envolvidos na via de sinalizagdo WNT, como é o caso do APC (YIU; YIU,
2016). A metilacdo de MLH1 tem sido frequentemente associada com a mutacdo V600E no
gene BRAF, principalmente em casos de cancer colorretal esporadicos. A hipermetilacdo é
ainda mais frequente em casos esporddicos com alta instabilidade de microssatélites
(POYNTER et al., 2009). Além do MLH1, outros genes podem se encontrar hipermetilados
na regido promotora, como 0s genes CDKN2A, MINT1, MINT2 e MINT3 (TARIQ; GHIAS,
2016), que tém sido amplamente empregados na confeccdo de painéis de sequenciamento de
nova geracdo (NGS) utilizados para avaliar hipermetilacdo das promotoras de DNA
(SEPPALA et al., 2015).

A instabilidade das regibes de microssatélites (MSI), o terceiro mecanismo de
carcinogénese do cancer colorretal, € provocado pela inativacdo de genes de reparo de DNA
que participam do Mismatch (MSH2, MSH3, MLH1, MSH6, PMS2). A principal funcéo destes
genes é corrigir nucleotideos de DNA que foram mal pareados durante o processo de
replicacdo, por meio do reconhecimento dos complexos protéicos MutS (MSH2/MSH6 ou
MSH2/MSH3) e MutL (MLH1/PMS2) (IYER et al., 2006). Quando estes genes estdo
inativados, a adicdo de nucleotideos pela DNA polimerase passa a ndo ser conferida e um
grande numero de mutacGes comeca a se manifestar nas células. A propria incorporacao de
nucleotideos pela polimerase pode ser responsavel pela delecdo ou insercdo de nucleotideos a
fita recém-sintetizada, através do mecanismo de escorregamento da DNA polimerase
(slippage event) (KLOOR et al., 2014).



As regides microssatélites sdo sequéncias que consistem em unidades repetitivas de
DNA de 2-6 pares de base e estdo presentes em grande quantidade no genoma humano.
Durante o processo de replicacdo, € possivel que ocorra uma dissociagdo e reanelamento
ocasional entre as fitas molde e complementar da molécula de DNA. Caso esse reanelamento
ocorra de maneira incorreta, as unidades de repeticfes da fita molde ficam diferentes das
unidades de repeticOes da fita complementar, e isto da origem as chamadas regifes de
insercédo e delecéo de loops (IDLs).

Tanto as regibes de mal pareamento de bases, quanto as regides IDLs podem ser
reparadas pelo complexo de proteinas do MMR. Entretanto, caso a funcdo destas proteinas
esteja comprometida, os erros inerentes ao processo de replicacdo ndo serdo reparados,
originando instabilidade nas regides microssatélites, e eventualmente, contribuindo para o
desenvolvimento do céancer colorretal (JIRICNY, 2006). A Figura 1.3 ilustra todo o
mecanismo descrito acima.

A MSI atinge 15% de todos os casos de cancer colorretal, sendo 3% referentes aos
casos de cancer colorretal hereditario ndo poliposo (Sindrome de Lynch) e os 12% restantes
referentes aos casos de cancer colorretal esporadico. Dos casos hereditarios,
aproximadamente 90% possuem instabilidade nas regiGes de microssatélites. Os casos de
cancer colorretal esporadicos com MSI, sdo provocados pela hipermetilacdo da regido
promotora do gene MLH1 (envolvidos também com CIMP) (DE LA CHAPELLE; HAMPEL,
2010; SUN et al., 2014).

Pacientes com cancer colorretal e que sdo MSI positivos, apresentam melhor
prognostico quando comparado aos casos de cancer colorretal MSS, uma vez que a via MSI
ndo se encontra envolvida com a perda de heterozigosidade (THIBODEAU; BREN;
SCHAID, 1993).
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Figura 1.3: O fendmeno de escorregamento da DNA polimerase. As bases mal pareadas devido ao fenémeno de
escorregamento da DNA polimerase sdo corrigidas pelo mecanismo de MMR. (a) Células que apresentam o
mecanismo de MMR defeituoso, apresentam mutacdes de insercdes ou delegdes na sequéncia de DNA, como é
indicado pelas setas em preto. (b) Regides de microssatélites que sdo afetadas por mutagBes de insercdo ou
dele¢do, podem resultar na inativacdo funcional da proteina codificada por este gene (Fonte: KLOOR et al.,
2014).

1.4)  Variantes do cancer colorretal

Existem trés tipos principais de cancer colorretal: o esporadico, o hereditario e o
familiar. O cancer colorretal esporadico acomete a maior parte dos individuos,
correspondendo de 75-85% dos casos (YAMAGISHI et al., 2016). Ocorre como
consequéncia de mutacdes somaticas nas células (VATANDOOST; GHANBARI, 2015),
associadas a fatores ambientais como habitos alimentares, tabagismo, obesidade e idade
avancada (GILSING et al., 2015).

O cancer familiar acomete aproximadamente 20-30% dos casos e se desenvolve pela
presenca de mutagdes herdadas pelas células. De todos os casos de canceres familiares, 3 a
5% sao conhecidos como sindromes hereditarias e encontram-se associados a presenca de
mutacOes germinativas em genes conhecidos, como os genes de MMR. Os outros 25%
restantes apresentam uma etiologia pouco conhecida e podem ser causados por mutacdes em
genes ainda ndo identificados (JASPERSON et al., 2010).



Existem diversas sindromes hereditarias relacionadas com o céncer colorretal:
Sindrome Adenomatosa Familial (FAP), Polipose associada a MUTYH (MAP), Polipose
Juvenil e Sindrome Peutz-Jeghers (PJS) e Sindrome Hereditaria de Céancer Colorretal Ndo
Poliposo (HNPCC) ou Sindrome de Lynch (SL) (JASPERSON; BURT, 2015), que € a mais
frequente (NOLL; PAREKH; KARLITZ, 2016).

A FAP é uma heranca autossdmica dominante caracterizada pela formacdo de
maltiplos pdlipos coldnicos. Acomete menos de 1% dos casos de cancer colorretal e surge
como consequéncia de mutacdes germinativas no gene APC. E uma sindrome de penetrancia
completa, em que 100% dos individuos que apresentam mutagfes sdo acometidos com cancer
colorretal (JUNG et al., 2016).

A MAP é uma heranca autossémica recessiva causada por mutacées bialélicas no gene
MUTYH. Acomete menos de 1% dos individuos com cancer colorretal e assim como a FAP, é
caracterizada por formacdo de mdltiplos polipos adenomatosos. Individuos acometidos com
MAP apresentam risco de 80% de desenvolverem cancer até os 80 anos de idade (LUBBE et
al., 2009).

A Polipose Juvenil e a PJS sdo herangas autossdmicas dominantes muito raras
provocadas por mutacbes em SMAD4 ou BMPR1A e STK11, respectivamente. A Polipose
Juvenil acomete 1 em cada 100.000-160.000 nascimentos, enquanto PJS acomete 1 a cada
50.000- 200.000 nascimentos. S&o caracterizadas pela formacdo de p6lipos gastrointestinais
no estbmago, intestino delgado, célon e reto ( LATCHFORD; PHILLIPS, 2011; CAMPOS;
FIGUEIREDO; REAL MARTINEZ, 2015;). A Figura 1.4 é mostra a incidéncia dos
diferentes tipos de cancer colorretal.



m Cancer Esporadico ® Sindrome de Lynch
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Figura 1.4: Incidéncia dos diferentes tipos de cancer colorretal. Em verde, casos de cancer colorretal
esporadicos; em amarelo, casos de cancer familiar; em azul, casos de Sindrome de Lynch; em verde escuro,
casos de FAP, Sindrome Juvenil e JPS.

1.5)  Sindrome de Lynch (SL)

A SL comecou a ser estudada em 1895, por Aldred Scott Wartin, um patologista da
Michigan University (Estados Unidos). Wartin deu inicio aos estudos ao avaliar uma familia
de origem alemd (Familia G) com um grande numero de membros (146), que apresentava
uma frequéncia elevada de tumores no intestino (c6lon e reto), estbmago e Utero (WARTHIN,
1913). Além da familia G, Wartin estudou a transmissdo fenotipica de canceres em outras
familias, permitindo com que ele demonstrasse que a transmissdao dos canceres entre
individuos relacionados se dava de maneira autossomica dominante (WARTHIN, 1913).

Alguns anos depois, na década de 1960, o pesquisador Henry Lynch, deu inicio ao
estudo da familia N (de Nebraska), que apresentava um grande numero de individuos
acometidos com canceres no intestino, sobretudo no colon e no reto. Inicialmente, as familias
G e N foram associadas a Polipose adenomatosa Familiar, embora ndo apresentassem as
caracteristicas clinicas comumente encontradas em pacientes FAP positivos, a exemplo dos
maltiplos polipos adenomatosos (LYNCH et al., 1966). Em 1971, essa sindrome ficou
conhecida como Cancer Family Syndrome (CFS) (LYNCH; KRUSH, 1971) e em 1984 foi
renomeada para Sindrome de Lynch ou Hereditary Non-poliposis colorectal cancer (HNPCC)
(BOLAND; TRONCALE, 1984).

A SL e uma heranca autossomica dominante de alta penetrancia, em que 0s pacientes
acometidos herdam, de um dos pais, um alelo dos genes MMR mutado. Os portadores de
mutagdes apresentam risco aumentado de desenvolver diversos tumores, principalmente
tumores no célon e reto do intestino (risco aumentado em 80%), endométrio (risco aumentado
em 65%) e ovario (risco aumentado em 6-21%) ( GOODENBERGER et al., 2015; HAMPEL,



2016). O efeito patogénico da mutacédo herdada é observado apds o evento de segundo hit, que

leva a inativagdo somatica do segundo alelo funcional (AHADOVA et al., 2016).
Aproximadamente 3% de todos os casos de cancer colorretal (WANG et al., 2016),

5% de todos os casos de cancer de endométrio (DASHTI et al., 2015) e 10 a 15 % de todos

0s casos de cancer de ovario hereditarios (TOSS et al., 2015) estdo associados com a SL.

1.5.1) Caracteristicas clinicas

Além dos tumores colorretais, endométrio e ovario, 0s pacientes com SL apresentam
um risco aumentado de desenvolverem tumores extracoldnicos em diferentes tecidos, como:
estdmago, bexiga, intestino delgado, sistema hepatobiliar (WATSON et al., 2009), pancreas
(KASTRINOS et al., 2009), mama (WATSON et al., 2009), prostata (BAUER et al., 2011) e
nas glandulas adrenocorticais (RAYMOND et al., 2013), embora em menor proporcdo. E
comum o desenvolvimento de tumores sincronicos (detectados no mesmo momento do tumor
priméario) e metacrénicos (detectados apds a ressec¢do ou diagnostico do tumor primario)
(PAJARES; PEREA, 2015). Além disso, o risco de desenvolvimento de cancer é aumentado
em 17% para pacientes jovens que preenchem os critérios clinicos para SL (HAMPEL et al.,
2005).

Os tumores colorretais em SL tendem a ser ndo- poliposos e a maior parte encontra-se
localizada no célon proximal (direito) (LYNCH; LYNCH; HARRIS, 1977). Além disso, €
comum a presenca de infiltrado linfocitario e tumores pouco diferenciados mucinosos ou

células no formato de anel de sinete (ver Figura 1.5).

Figura 1.5: Tipos histologicos de carcinoma colorretal mucinoso e células em formato de anel de sinete. As
células em formato de anel de sinete (indicado pelas setas em vermelho) sdo abundantes em mucinas no
citoplasma e no nlcleo (Fonte: ADAPTADO de
http://www.gastrointestinalatlas.com/english/colon carcinoma ii.html).
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1.5.2) Caracteristicas moleculares

A Sindrome de Lynch surge como consequéncia da presenca de mutacoes
germinativas em um dos quatro principais genes de reparo de DNA envolvidos com o
Mismatch Repair: MutS homolog 2 (MSH2), MutL homolog 1 (MLH1), mutS homolog 6
(MSH6) e Pms1 homolog 2 (PMS2) (SIRAJ et al., 2015). Além de varia¢Bes nestes genes,
pode ser também observada a delecdo germinativa do gene Epithelial Cell Adhersion
Molecule (EPCAM), que se posiciona ao lado do gene de MSH2. A perda do cddon de parada
de EPCAM, é capaz de promover a hipermetilacdo da regido promotora de MSH2, culminando
com o seu silenciamento (LIGTENBERG et al., 2009).

O MMR é um dos mecanismos responsaveis por assegurar que O processo de
replicacdo ocorra de maneira correta, sem que haja a incorporacdo ou delecdo de nucleotideos
na sequéncia de DNA. Alteracdes moleculares nos genes envolvidos com o0 MMR, levam a
perda da funcdo das proteinas codificadas por eles (SIRAJ et al., 2015), deixando as células
mais susceptiveis a instabilidade das regides de microssatélites e contribuindo para o inicio do
processo de carcinogénese colorretal (NOLL; PAREKH; KARLITZ, 2016).

De acordo com a International Society for Gastrointestinal and Hereditary Tumors
(InSIGHT), mutacdes nos genes MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2, contribuem para 42%, 32%,
18% e 8% dos casos de Sindrome de Lynch, respectivamente (PLAZZER et al., 2013). Além
disso, os portadores de mutacdes nos genes MMR apresentam riscos cumulativos diferentes
de desenvolver cancer dependendo do gene que se encontra mutado, conforme é demonstrado
na Tabela 1.1 (GOODENBERGER et al., 2015).

Tabela 1.1: Risco cumulativo de desenvolver cancer colorretal, endométrio, ovario, trato urinario e estbmago
aos 70 anos de idade para SL (Fonte: ADAPTADO de GOODENBERGER et al., 2015).

Tipo de cancer

Risco cancer MLH1

Risco cancer MSH6

Risco cancer PMS2

e MSH2 (%) (%) (%)
Colorretal 28-75 10-70 15-20
Endomeétrio 27-60 15-71 15
Ovario 6-21 1 Risco aumentado
Trato urinario 8-9 <1 Risco aumentado
Estébmago 5-20 <1 Risco aumentado

1.5.3) Diagnéstico clinico e Aconselhamento Genético

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satide (OMS), o aconselhamento genético é

uma pratica da medicina que tem como objetivo compartilhar informacdes a respeito dos

aspectos clinicos e moleculares de uma determinada doenca genética. A pratica de
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aconselhamento é realizada por profissionais qualificados (médicos geneticistas, enfermeiros
e psicologos) e possibilita a deteccdo precoce de uma doenca genética em determinadas
familia. Através do aconselhamento é possivel planejar medidas de prevencdo da
manifestacdo da doenca em familiares que ainda ndo foram acometidos. O aconselhamento
genético pode ser utilizado para vérias doencgas hereditarias, inclusive para canceres
hereditarios, como é 0 caso da Sindrome de Lynch

(http://www.who.int/genomics/professionals/counselling/en/ ).

A identificacdo de pacientes suspeitos com SL ocorre de acordo com as caracteristicas
clinicopatoldgicas e moleculares que este grupo de individuos apresenta em comum. O
aconselhamento genético em pacientes com cancer colorretal ganhou maior importancia a
partir do desenvolvimento dos critérios de Amsterda para o diagndstico clinico da sindrome
na década de 1990 (HAMPEL, 2016).

Os critérios de Amsterdd foram elaborados pelo InSiGHT, em uma conferéncia
realizada na cidade de Amsterdd na Holanda (VASEN et al., 1991). A forte historia familiar
de cancer colorretal presente em pacientes jovens que ndo apresentam FAP é um fator

considerado na detec¢do de individuos com SL, conforme mostrado no Quadro I.1.

Quadro L.I: Critérios clinicos de Amsterda | para o diagnéstico da Sindrome de Lynch.

Critérios de Amsterda para o diagndstico clinico da SL

Para o diagnostico clinico de SL pelos Critérios de Amsterdd, é necessaria a
identificacdo de pelo 3 parentes com histologia sugerindo cancer colorretal:
* Um dos membros ser parente em 1° grau dos outros dois

* Pelo menos duas geracdes acometidas

* Pelo menos um dos membros com CCR deve diagnosticado < 50 anos

* Exclusdo de Polipose Adenomatosa Familiar (FAP)

Fonte: ADAPTADO de ROSSI, 2011.

Em 1999, durante uma nova conferéncia realizada na cidade de Amsterds,
pesquisadores do mesmo grupo revisaram os critérios de Amsterdd e incluiram a formacéo de
tumores extracolonicos (Ver Quadro I.11). Este critérios ficaram conhecidos como Critérios de
Amsterda Il (VASEN et al., 1999).
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Quadro LI1I: Critérios clinicos de Amsterda Il para o diagnéstico de Sindrome de Lynch.

Critérios de Amsterda Il para o diagndstico clinico de SL

Para o diagndstico clinico de SL sdo necessarios pelo menos trés membros de uma
mesma familia com CCR, ou adenocarcinoma de endométrio, ou carcinoma de
celulas transicionais de vias excretoras renais (pelve renal ou ureter), ou
adenocarcinoma de intestino delgado:

* Um dos membros ser parente em 1° grau dos outros dois

* Pelo menos duas geracdes acometidas

» Pelo menos um dos membros com CCR e idade < 50 anos

* Exclusdo de Polipose Adenomatosa Familiar (FAP)

Fonte: ADAPTADO de ROSSI, 2011.

Com a descoberta da MSI e sua associacdo com a sindrome HNPCC, os critérios de

Amsterda | e Il tornaram-se restritos. Fez-se necessaria a elaboracao de critérios clinicos mais

abrangentes para o diagnostico de SL, que incluissem a deteccdo de pacientes que ndo

preencheram os critérios de Amsterda | e Il. Durante uma conferéncia realizada na cidade de

Bethesda, nos Estados Unidos, no ano de 1996, o Instituto Nacional de Cancer dos Estados

Unidos ( do inglés, US National Cancer Institute) elaborou um novo conjunto de critérios

clinicos para selecdo de casos de cancer colorretal com MSI, que ficaram conhecidos como
Critérios de Bethesda (Ver Quadro I.111) (RODRIGUEZ-BIGAS et al., 1997). Em 2004, estes

critérios foram revisados e houve a inclusdo da avaliagdo molecular dos tumores e o

rastreamento de mutacdes germinativas nos genes de MMR (Ver Quadro 1.1V) (UMAR et al.,

2004).

Quadro I. 111 Critérios clinicos de Bethesda para o diagnéstico de Sindrome de Lynch.

Critérios de Bethesda para o diagnostico de SL

* Individuos que preenchem os Critérios de Amsterda

e Individuos com dois tumores relacionados a SL, incluindo CCR sincronico ou
metacrénico, ou tumores extracolénicos

* Individuos com CCR, e um parente em 1° grau com CCR, e/ou tumor extracolonico
relacionado a sindrome, e/ou adenoma colorretal, um dos tumores diagnosticados < 45
anos, e o adenoma diagnosticado < 40 anos

* Individuos com CCR, ou cancer endometrial, diagnosticado < 45 anos

* Individuos com cancer no célon direito, com padrdo histologico indiferenciado
(s6lido/cribriforme), antes dos 45 anos

* Individuos com CCR, com células em anel de sinete, diagnosticado < 45 anos

* Individuos com adenomas, diagnosticados < 40 anos

Fonte: ADAPTADO de ROSSI, 2011.
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Quadro 1. 1V: Critérios clinicos de Bethesda Revisados para o diagnoéstico de Sindrome de Lynch, visando a
identificacdo de individuos candidatos aos testes de rastreamento para a SL.

Critérios de Bethesda revisados para o diagnostico de SL
Para justificar a procura por MSI, os critérios de Bethesda revisados recomendam:
* CCR diagnosticado em paciente com menos de 50 anos

* Presenca de CCR sincrénico ou metacronico, ou outro tumor extracolénico,
associado a sindrome, independentemente da idade

* CCR com histologia sugerindo MSI*, diagnosticado em paciente com menos de 60
anos

* CCR diagnosticado em um ou mais parentes em 1° grau, com tumor relacionado a
sindrome, com um dos tumores tendo sido diagnosticado antes dos 50 anos

* CCR diagnosticado em um ou mais parentes de 1° ou 2° graus, com tumores
relacionados a sindrome, independentemente da idade

Fonte: ADAPTADO de ROSSI, 2011.

Atualmente, tanto os critérios clinicos de Amsterda, quanto os critérios clinicos de
Bethesda sdo utilizados para o diagndéstico clinico da SL em pacientes diagnosticados com
menos de 50 anos. Entretanto, a organizacdo National Comprehensive Cancer Network
recomenda o rastreamento da SL utilizando os testes de imunohistoquimica e instabilidade de
microssatélites para todos os pacientes que preencheram os critérios clinicos de Bethesda
(SIRAJ et al., 2015).

Na pratica, muitos individuos portadores de mutacdes em um dos genes MMR, ndo
preenchem os critérios de Amsterdd Il e os critérios de Bethesda Revisados, 0 que muitas
vezes dificulta a identificacdo clinica destes pacientes (VASEN et al., 2013).

Além dos critérios clinicos, os participantes do aconselhamento genético podem ser
avaliados por modelos de predicdo, que estimam o risco de se encontrar uma mutacao
deletéria em um dos genes de MMR. A predicdo é feita antes de se realizar o rastreamento
molecular para SL e os principais modelos utilizados s&o: Prediction Model for MLH1,
MSH2, MSH6 Gene Mutations (PREMMz26), MMRpro e MMRpredict. A historia familiar,
tipos e nimero de tumores frequentemente encontrados, idade do diagnostico e outros fatores
sdo avaliados por esses programas (CHEN et al., 2006).

Os individuos que apresentam historia familiar sdo encaminhados para diferentes
acompanhamentos clinicos dependendo da localiza¢do do tumor do gene de MMR acometido.
A colonoscopia é recomenda a cada 1-2 anos entre as idades de 20-30 anos,
esofagogastroduodenoscopia a cada 3-5 anos entre as idades de 20-55 anos, examinagédo
neuroldgica anual a partir de 25-30 anos (JASPERSON; BURT, 2015).
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A identificacdo de pacientes que apresentam SL € importante, uma vez que estes
pacientes apresentam um risco cumulativo bem superior em comparagdo com o restante da
populagéo de desenvolver cancer colorretal e outros canceres (ZUMSTEIN et al., 2016). Os
pacientes identificados precocemente podem ser beneficiar de estratégias de prevencdo, como
a remocédo de polipos adenomatosos (RICCIARDIELLO; AHNEN; LYNCH, 2016). E, em
alguns casos mais extremos, cirurgias profilaticas de remog&o do Utero e ovério (histerectomia
com salpingooforectomia bilateral) (JASPERSON; BURT, 2015). Além disso, acredita-se que
fatores como modificacdes na dieta, podem reduzir levar a reducdo do risco de cancer
colorretal (SONG; GARRETT; CHAN, 2015).

A quimioprevencdo é uma estratégia bastante discutida em cancer colorretal e utiliza
de compostos naturais ou sintéticos para a preven¢do do desenvolvimento do cancer. Varios
compostos ja foram testados como agentes de quimioprevencdo, entretanto a aspirina € o
agente mais bem estudado para SL. Em 2011, Burn e colaboradores acompanharam 937
pacientes com diagndstico clinico ou genético de SL e observaram que 0S pacientes que
tomaram aspirina por >2 anos tiveram uma menor incidéncia de cancer colorretal e outros
canceres relacionados a SL, em comparacdo com 0s pacientes que receberam o placebo. Este
estudo recebeu 0 nome de CAPP2 (BURN et al., 2011).

Apesar dos resultados promissores, o estudo de CAPP2 n&o permitiu definir a dose
correta e os efeitos adversos da aspirina. Portanto, novos estudos de triagem randomizados
estdo sendo realizados (ensaio CAPP3), com o objetivo de definir a dose correta do
medicamento(http://www.isrctn.com/ISRCTN16261285?q=capp3&filters=&sort=&offset=1

&totalResults=1&page=1&pageSize=10&searchType=basic-search ). A sindrome de Lynch

esta associada com a rapida progressdo de polipos para os tumores malignos, portanto,
estratégias de quimioprevencdo sao interessantes para estes tipos de tumores (WU;
PATTERSON; HAWK, 2011).

1.5.4) Diagnéstico molecular

As familias que preenchem os critérios clinicos de SL sdo encaminhadas para o
rastreamento molecular, que se inicia pela procura da instabilidade de regides microssatélites
(MSI) e avaliacao da expressao das proteinas de MMR por meio de Imunohistoquimica (IHC)
(JULIE et al., 2008).

Cinco marcadores moleculares, presentes em regides de microssatélites e que se
encontram frequentemente alterados em céancer colorretal hereditario, sdo convencionalmente
utilizados na procura por MSI: BAT25 e BAT26 (monocleotidicos) e D5S446, D2S123 e

D17S250 (dinucleotidicos). Os tumores rastreados que apresentam mais de dois marcadores
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alterados sao classificados como tumores com alta instabilidade nas regides de microssatélites
(MSI- high ou MSI-H), os que apresentam ao menos um dos marcadores alterados séo
classificados como tumores de baixa instabilidade de microssatélites (MSI-low ou MSI-L) e
0s tumores ndo alterados para nenhum dos marcadores testados sdo considerados estaveis
(MSI stable ou MSS) (BOLAND et al., 1999). Além dos marcadores MSI inicialmente
sugeridos por Boland et al., outros marcadores moleculares sdo também empregados para
avaliar a MSI em pacientes com SL, a exemplo dos marcadores monocleotidicos MONO-27,
NR-21, NR-24 e CAT-25 (SURAWEERA et al., 2002; BACHER et al., 2004; BIANCHI et
al., 2009).

O padrdo de expressdo das proteinas de MMR também é investigado. A IHC, que
utiliza de anticorpos contra cada uma das proteinas de MMR: MLH1, MSH2, MSH6, PMS2,
auxilia na procura da regido do DNA que provavelmente se encontra mutado em pacientes
com SL. A perda de expressdo da proteina codificada pelo gene investigado pode ser um
indicio da presenca de mutagdes neste gene (ZUMSTEIN et al., 2016). A Figura 1.6 é um
exemplo do teste de IHC, para a perda de expressao da proteina MLH1.

Se o teste de MSI indica a presenca de instabilidade de microssatélites (MSI-H ou
MSI-L) e/ou a IHC revela a auséncia de expressdo de uma ou mais proteinas de MMR,
recomenda-se a realizacdo do teste genético para identificar se os genes de MMR e EPCAM
se encontram mutados. O sequenciamento de Sanger é o teste genético padrdo ouro utilizado
para o rastreamento dos genes MMR (BOISSIERE-MICHOT et al., 2016). A Figura 1.7
fornece um esquema detalhado a respeito das etapas de rastreamento molecular para pacientes

que preencheram os critérios clinicos para SL.

Figura 1.6: Perfil imunohistoquimico de proteinas MMR: (A) Expressdo patolégica da proteina de reparo
MLHZ1; (B) Expressdo normal da proteina MLH1(presenca de coloracdo). Paciente de 64 anos sem instabilidade
nas regides microssatélites (MSS) e que apresenta célula em formato de anel de sinete com mucina (Fonte:
Aluna de Doutorado do Departamento de Genética do INCA, Marion Ama).

16



Quando ha perda da expressdo das proteinas MLH1 e PMS2 é recomendado que se
realize o sequenciamento do tumor para verificar a presenga da mutacdo somatica BRAF
V600E, que leva a hipermetilacdo da regido promotora de MLH1 e seu consequente
silenciamento (DENG et al., 2004). A hipermetilacdo de regiGes promotoras também pode ser
encontrada em casos de cancer colorretal hereditarios, pela presenca de mutacOes
germinativas no gene EPCAM que levam ao silenciamento do gene MSH2 (KWOK et al.,
2014).

Pacientes que preenchem os critérios de Amsterda, entretanto s&o MSS e mostram um
padrdo de expressdo normal para as quatro proteinas do MMR, normalmente séo classificados
como portadores da Sindrome de Cancer Colorretal Familial do Tipo X (FCCTX). Estes
individuos normalmente ndo possuem mutacfes nos genes MMR, podendo apresentar
alteracdes em genes relacionados a outras sindromes genéticas (polipose associada a MUTYH,
polipose serrada, polipose associada a NTHL1 e polipose associada aos erros da polimerase)
ou em genes de menor penetrancia ainda ndo identificados (KRAVOCHUCK; CHURCH,
2016).

Existem ainda situacdes em que o individuo possui historia familiar para SL, é instavel
para as regides microssatélites, apresenta perda de expressdo de pelo menos uma das proteinas
MMR, ndo é portador de mutagdes nos genes de MMR ou EPCAM e ndo apresenta o0 gene
MLH1 hipermetilado. A etiologia e a significancia clinica destes casos ainda € pouco

conhecida e estes casos sdo denominados como Sindrome de Lynch-like (KANG et al., 2015).
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Figura 1.7: Estratégia de teste genético quando um paciente € clinicamente afetado e a mutacao de sua familia é desconhecida (Fonte: ADAPTADO de GIARDIELLO et al., 2014).

18



1.6) Sistema de reparo por mal pareamento (MMR)

As proteinas MSH2, MSH6, MLH1 e PMS2 participam do reparo de DNA por mal
pareamento ou Mismatch Repair (MMR). Elas sdo capazes de detectar erros de mal
pareamento de nucleotideos durante a replicacdo do DNA (fase S) e estimular a adi¢do correta
de nucleotideos pela DNA polimerase. Caso 0 DNA mal pareado ndo seja reparado, sao
originadas mutagdes pontuais, dele¢des ou inser¢fes, formando proteinas truncadas e ndo
funcionais (BOLAND; GOEL, 2011).

O mecanismo de reparo por mal pareamento foi primeiramente descrito em bactérias
ao final da década de 1970, mas s6 foi melhor caracterizado na década de 1990, por Grilley e
colaboradores (GRILLEY et al., 1990). Diferente do mecanismo que ocorre em E.coli, em
organismos eucariotos, as proteinas envolvidas no reparo MMR formam heterodimeros
constituidos por dois genes. A proteina MSH2 forma um heterodimero com MSH6 ou MSH3,
dando origem aos complexos MutSa ou MutSp, respectivamente e proteina MLH1 forma
heterodimeros com PMS2 ou PMS1, originando os complexos MutLa e MutLp,
respectivamente (ACHARYA et al., 1996).

O reparo por MMR se inicia com o reconhecimento do nucleotideo mal pareado pelo
complexo MutSa ou MutSp. MutSa. é capaz de reconhecer mal pareamentos de 1-2 pares de
bases, enquanto MutSp reconhece mal pareamentos de mais de 2 pares de bases (regides de
insercdo-delecdo loops - IDLs). Uma vez que MutS encontra-se ligado no sitio com dano de
DNA, ha o recrutamento do complexo MutLa. A formacdo do complexo de reparo a partir da
juncdo de dois heterodimeros, recruta a proteina proliferating cell nuclear antigen (PCNA) a
fita que deve ser reparada. PCNA é posicionada na fita com o auxilio da proteina replication
fator C (RFC) e interage com as proteinas do complexo MutLa, estimulando a atividade
endonucleasica de PMS2, que cliva os nucleotideos mal pareados. A excisdo destes
nucleotideos ocorre com a agdo da enzima Exonuclease 1 (EXO1). A proteina replication
protein A (RPA), liga-se aos fragmentos de fita simples gerados ap6s a acdo da EXOL, até que
haja uma reconstituigdo da fita pela agdo da DNA polimerase 6. A nova fita reparada ¢ ligada
com o auxilio da DNA Ligase | (LI; MARTIN, 2016). A Figura 1.8 ilustra este mecanismo.

A identificacdo da base mal pareada em eucariotos ocorre pelo reconhecimento da
descontinuidade da fita recéem-sintetizada em comparagdo com a fita molde, e ndo pela
metilacdo de sitios GATC, como é observado em E.coli. As terminagdes 5’ ou 3’ de
fragmentos de Okasaki na fita retardada (lagging strand) ou as terminagdes 3’ da fita lider,
podem apresentar quebra de fitas em situacGes de mal pareamento de bases, funcionando

como um sinal para que o mecanismo MMR seja ativado (FANG; MODRICH, 1993).
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A atividade dos complexos MutS e MutL é regulada pela presenca da molécula de
Adenosine-Triphosphate (ATP). Uma vez que o mal pareamento de DNA é reconhecido pelo
complexo MutS, o ADP ligado a cada uma das proteinas deste complexo é liberado e trocado
por uma molécula de ATP, induzindo uma mudanca conformacional na estrutura do complexo
que vai estimular o reparo de DNA. A conversdo de ADP para ATP, permite que o complexo
MutS se deslize sobre a molécula de DNA e recrute o complexo MutL. A capacidade de
escorregamento de MutS sobre a fita de DNA é conhecido como sliding clamp state e é
essencial para que ocorra ativacdo de MutL. Uma vez MutL ¢ ativado, MutS é liberado da
estrutura formada sobre a base mal pareada, ocorre a hidrdlise de ATP e o complexo torna-se
disponivel para novos ciclos de reparo. Caso ndo haja mal pareamento de bases, 0 ATP que se
encontra ligado a MutS é desprendido do DNA e o estado de sliding clamp néo é atingido
(GROOTHUIZEN; SIXMA, 2016).
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Figura 1.8: Mecanismo de reparo de DNA por Mismatch Repair em mamiferos. (A) O DNA mal pareado é
reconhecido pelos complexos MutSa ou MutSp. (B) Posteriormente, MutLa, é recrutado para o local do dano e
(C) PCNA interage com este complexo, (D) ativando a proteina PMS2 que apresenta atividade endonucleésica.
(E) A excisdo dos nucleotideos mal pareados ocorre pela acdo da Exol e (F) os novos nucleotideos séo
incorporados pela polimerase 8. A DNA Ligase faz a ligagdo da nova fita reparada. (Fonte: LI; MARTIN, 2016).

1.6.1) Principais genes envolvidos com 0 MMR

Como ja foi discutido no tdpico anterior, existem 6 principais genes envolvidos com o
MMR de eucariotos. Entretanto, em pacientes com sindrome de Lynch, o rastreamento
genético ocorre principalmente nos genes MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2, uma vez que MSH3
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e PMS1 tém funcdes pouco conhecidas na carcinogénese colorretal. Estudos demonstraram
que a delecdo completa do gene MSH3 ndo propicia desenvolvimento de tumores em
camundongos, 0 que permite prever que em situacdes que se tem dano de DNA, o complexo
MutSa, por si so, é capaz de iniciar o reparo da maioria das sequéncias mal pareadas, mesmo
que elas apresentem mais de 2 nucleotideos mal pareados. Desta maneira, 0 rastreamento
genético de MSH3 é pouco usual para pacientes com SL (EDELMANN et al., 2000). A
proteina MLH1 pode formar um heterodimero com PMS1, dando origem ao complexo
MutLp. Entretanto, a supressao da mutagénese mediada por MutLf € mais conhecida em
leveduras e em mamiferos sua fungédo foi pouco estudada, por isso o rastreamento do gene
PMS1 é raramente realizado (BOLAND; GOEL, 2011).

Os genes MSH2 e MSH6 juntos formam o heterodimero que constitui o complexo
MutS. Eles sdo estruturalmente similares e contém 5 dominios conservados: (1) mismatch
domain (ligacdo da base mal pareada), (2) connector domain (dominio de ligacdo a MutL), (3)
lever domain (o hélice que envolve e protege a molécula de DNA), (4) clamp domain
(interage com a estrutura do DNA para estabilizar sua conformacdo durante o reparo) (5)
ATPase domain (motivo Walker de ligacdo do ATP) e (6) Helix- Turn- Helix domain (HTX,
envolvido com a ligacdo dos dimeros), como pode ser visto pela Figura 1.9 (LAMERS et al.,
2000; MENDILLO et al., 2009; MUKHERJEE; FEIG, 2009).

O gene MSH2 encontra-se localizado no brago curto do cromossomo 2 (2p21), na
posicao 2: 47.630.108-47.789.450 (GRCh37), apresenta 16 éxons codificantes e codifica para

uma proteina de 943 aminoéacidos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4436 ). Foi associado

pela primeira vez com a Sindrome de Lynch em 1993 (FISHEL et al., 1993). O gene
MSH6 esta localizado no braco curto do cromossomo 2 (2pl16), na posicdo 2: 47.922.669-
48.037.240 (GRCh37). Apresenta 10 éxons codificantes que geram uma proteina de 1360
aminoéacidos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2956 ). Foi identificado pela primeira vez
identificado como um gene que participa do MMR em 1997 (MIYAKI et al., 1997).
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Figura 1.9: Dominios presentes nas proteinas dos complexos de MutS em E.coli e em eucariotos (MSH2,
MSH6, MSH3). Em azul escuro, o dominio de ligagdo ao mismatch. Em azul claro, dominio conector. Em
amarelo, dominio lever (ou core). Em rosa, dominio ATPasico. Em cinza, dominio HTH (Fonte: ADAPTADO
de GROOTHUIZEN; SIXMA, 2016).

Os genes MLH1 e PMS2 participam da formacdo do complexo MutL, que é
responsavel por clivar os mismatches na molécula de DNA. As proteinas de MutL formam um
complexo com dois dominios principais: dominio N- terminal, que contém um sitio ativo com
atividade ATPasica, capaz de se ligar ao DNA e ao complexo MutS e; dominio C-terminal,
que apresenta atividade endonucleasica. Os dois dominios sdo ligados por um motivo
denominado linker (Ver Figura 1.10) (HINGORANI, 2016).

O gene MLH1 esta localizado no brago curto do cromossomo 3 (3p21.3), na posicéo
3: 37.034.823-37.107.380 (GRCh37). Este gene apresenta 19 éxons codificantes e codifica

para uma proteina de 756 aminoacidos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4292). PMS2 esta

localizado no brago curto do cromossomo 7 (7p22.2), na posicdo 7: 6.012.870-6.048.756
(GRCh37) e possui 15 éxons que codificam para uma proteina de 862 aminoacidos
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?Term=related _functional _gene 5395%5Bgroup%5D ).
A primeira associacdo dos genes MLH1 (BRONNER et al., 1994) e PMS2 (NICOLAIDES et
al., 1994) com a SL foi realizada em 1994.
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Figura 1.10: Estrutura ortogonal do dimero formado pelo complexo MutL. Cada subunidade é indicada com
cores diferentes (verde e amarelo). O dominio ATPasico pode ser visualizado préximo ao dominio N- de cada
subunidade, indicado por meio dos atomos nas cores azul e e vermelha (BAN; JUNOP; YANG, 1999).

1.7) Pseudogenes de PMS2

O gene PMS2 apresenta 14 sequéncias de pseudogenes de acordo com a referéncia do
genoma humano GRCh37. Nenhum deles é processado e todos estdo localizados no mesmo
cromossomo do gene funcional (cromossomo 7), como € demonstrado na Figura 1.11 (DE
VOS et al.,, 2004). A versdo mais recente do genoma (GRCh38) inclui 16 regides que
apresentam mais de 90% de identidade com o gene funcional PMS2 (VAN DER KLIFT et al.,
2016).

PMS2P4
PMS2CL
(7p22.1) (7q11.22)

EE R N IER

PMS2P2, PMS2P3, PMS2P5,PMS2PS, ;
PMS2 PMS2P7, PMS2P8, PMS2P9 PMSE;;;’\:?ZPﬂ
(7p22.2) PMS2P10,PMS2P11, LOC441259 -
(7911.23)

Figura 1.11: Localizacdo do gene PMS2 e seus pseudogenes no cromossomo 7 do genoma.

A maior parte dos pseudogenes apresenta identidade com os éxons 1 a 5 de PMS2,
com um grau de homologia que varia de entre 89 e 96,4%, como demonstrado na Tabela 1.2.
Um unico pseudogene, PMS2CL, apresenta homologia com a regiao 3’ de PMS2 (éxons 9 e
11 ao 15), com um grau de identidade das sequéncias maior do que 96,5%. Ainda nédo foi
identificado nenhum pseudogene com sequéncia homdloga aos éxons 6, 7, 8 e 10 de PMS2
(HAYWARD et al., 2007; LI et al., 2015).

PMS2CL é um segmento invertido de 100kb do gene funcional que foi duplicado e se
encontra localizado a 700kb da regido centromérica de PMS2. Devido a alta homologia que
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apresenta com o gene funcional, € comum a ocorréncia de eventos de recombinacgédo
interparalogos entre as sequéncias de PMS2 e PMS2CL durante o crossing over, gerando
alelos hibridos que dificultam a diferenciacdo entre as duas sequéncias na populacdo
(HAYWARD et al., 2007; VOGT et al., 2016).

O grande numero de pseudogenes encontrados em PMS2 dificulta o rastreamento de
cada um de seus éxons por PCR convencional. Para evitar esta interferéncia, alguns
iniciadores e sondas de MLPA (MRC-Holland, PO08 versdo Al) passaram a ser desenhados
em nucleotideos que se diferiam entre os loci duplicados, mas ndo variavam na sequéncia do
gene, as chamadas de variantes de sequéncias paralogas (PSVs) (VOS et al., 2004). Esta
estratégia mostrou-se adequada para a amplificacdo dos éxons 1-5 de PMS2, entretanto ndo
evitou a amplificacdo de sequéncias homologas a regido 3’ de PMS2, gerando resultados
falso-positivos e negativos (GROOTHUIZEN; SIXMA, 2016).

Tabela 1.2: Identidade das sequéncias entre os éxons 1 a 15 de PMS2 e seus pseudogenes (Fonte: Adaptado de
LI et al., 2015).

Exons Numero de pseudogenes | Identidade das sequéncias (%)
El 5 89.0~90.2
E2 13 96.3~97.8
E3 13 93.1~95.1
E4 13 93.1~95.1
E5 13 94.5~96.4
E6 0 -

E7 0 -
E8 0 -
E9 1 96.5
E10 0 -
Ell 1 96.9
E12 1 100
E13 1 99.1
El4 1 99.5
E15 1 100

Legenda: E: éxon

Com a finalidade de evitar o problema que envolve o crossing- over desigual da regido
3’ de PMS2, estratégias de PCR de longo alcance aplicadas ao DNA (VAUGHN et al., 2010;
BORRAS et al., 2013; TOMSIC et al., 2013;) ou ao cDNA (WERNSTEDT et al., 2012; TEN
BROEKE et al., 2015) foram desenvolvidas. Além disso, as sondas para o Multiplex Ligation
Probe Amplification (MLPA) foram redesenhadas em regides especificas ricas em SNPs

(PSVs que se tornaram SNPs com a frequente conversdo génica que ocorre entre PMS2 e
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PMS2CL) (MRC-Holland, P008 versdao B1) e tém sido Uteis para a deteccdo de grandes

delecGes e duplicagdes nas regides de sequéncias paralogas (VAUGHN et al., 2011).

1.8) Sequenciamento de Nova geracédo (NGS)

A técnica padrdo ouro para o rastreamento de genes MMR de pacientes com SL é o
Sequenciamento de Sanger. Entretanto, Sanger é uma técnica altamente laboriosa quando se
deseja obter sequéncias de um grande nimero de genes, como é o caso da SL. Com o advento
das metodologias de Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) e a demanda de
sequenciamento para multiplos genes, a amplificacdo isolada de cada um dos éxons de um
gene tornou-se um processo ultrapassado (HOPPMAN-CHANEY et al., 2010). Atualmente,
existem diversos estudos com doencas genéticas complexas utilizando NGS, considerando
que o custo-beneficio utilizado para rastreamento genético por meio desta metodologia tem se
tornado cada vez melhor (HANSEN et al., 2014).

Desde que o primeiro sequenciador de nova geracdo (454 Life Sciences, Roche) foi
langado em 2005 (MARGULIES et al., 2005), novas plataformas de NGS foram sendo
criadas com diferentes principios de deteccdo diferente. As plataformas da empresa Roche
utilizam PCR em emulséo para a preparacdo de bibliotecas genémicas e podem gerar 100Mb
de DNA em 8 horas (250pb tamanho fragmento), enquanto a plataforma da Helicos Heliscope
(Cambridge, MA) utiliza de fragmentos ndo amplificados de DNA e é capaz de gerar até
2000Mb de sequéncia por dia (TEN BOSCH; GRODY, 2008).

Além das plataformas destacadas acima, existem as plataformas da empresa Illumina,
que vém se destacando pelo menor custo de sequenciamento por amostra quando comparado
aos outros sequenciadores (CAPORASO et al., 2012). As novas plataformas da Illumina
utilizam de sequenciamento por sintese e sdo capazes de gerar > 40Gb de sequéncias por
corrida de sequenciamento (PRITCHARD et al., 2012).

A metodologia de sequenciamento por sintese envolve a fragmentagdo enzimatica do
DNA, com posterior ligacdo de adaptadores nas extremidades 5° (P5) e 3’ (P7) da sequéncia e
desnaturacdo do DNA. As extremidades 5’ das moléculas de DNA sé&o aderidas a superficie
solida de clonagem (flow cells) por complementariedade. Durante a etapa de pareamento, 0
adaptador presente na extremidade livre 3’ da molécula encontra seu oligonucleotideo
complementar no suporte solido, formando pontes e permitindo a amplificacdo das sequéncias
de DNA. Posteriormente, ha a separacdo e linearizagdo das fitas, formando clusters de
moléculas idénticas ligadas ao suporte. Com a incorporacdo de nucleotideos marcados com
fluorocromos e excitacdo a laser € gerado um sinal que é capturado pelo dispositivo de leitura.

A leitura é feita de forma sequencial, o que permite a montagem da sequéncia completa de
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cada cluster. O processo de amplificacdo por pontes € ilustrado pela Figura 1.12
(CARVALHO; SILVA, 2010).

Para que seja possivel sequenciar amostras distintas dentro de uma mesma reacéo,
sequéncias especificas de nucleotideos (indexes) sdo adicionadas nas extremidades 5’ ¢ 3’ da
molécula de DNA (junto com os adaptadores P5 e P7). A adicdo dos indexes permite que até
96 amostras sejam corridas simultaneamente em uma mesma linha (lane), uma vez que
existem 12 e 8 opcdes de indexes ligados a P7 e P5, respectivamente (ILLUMINA, 2012).

Além do custo beneficio por amostra ser melhor, as metodologias de NGS apresentam
uma sensibilidade muito maior do que o sequenciamento de Sanger, uma vez uma unica
sequéncia de DNA é lida em um nUmero muito superior de vezes. Isso possibilita que erros
introduzidos pelas enzimas Tag DNA polimerases sejam mais facilmente detectados,
reduzindo o namero de resultados falso-positivos. As metodologias de NGS tem-se tornado
cada vez mais acessiveis e utilizadas, especialmente para o rastreamento de genes ligados
sindromes hereditarias (DE LEENEER et al., 2011). Alguns trabalhos vem empregando
plataformas de NGS para a detec¢do de variantes em pacientes com SL, através da utilizacéo
de painéis de cancer que utilizam o produto de PCR ou métodos de captura para a preparagdo
das bibliotecas de DNA ( HOPPMAN-CHANEY et al., 2010; PRITCHARD et al., 2012;
HANSEN et al., 2014; TALSETH-PALMER et al., 2016).
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Figura 1.12: Etapas do processo de sequenciamento por sintese utilizando as plataformas da Illumina. (A)
Moléculas de DNA fragmentadas sdo aderidas a superficie sélida por complementariedade. (B) Durante a etapa
de anelamento, o adaptador presente na extremidade livre da molécula, encontra sua sequéncia complementar na
flow cell, formando uma estrutura em forma de ponte. (C e D) A PCR ¢ iniciada utilizando a extremidade 3’ do
nucleotideo como primer. (E) Durante a etapa de deshaturacdo, ocorre a linearizacdo das fitas e a (F) etapa de
anelamento é repetida, formando (G) grupos de moléculas idénticas ligadas ao suporte. (H) Ocorre a
incorporacdo de nucleotideos marcados, a reacdo de PCR ¢é finalizada e a excitacdo a laser gera um sinal
correspondente a cada um dos nucleotideos. (1, J, K) Este processo é repetido vérias vezes de forma sequencial,
permitindo a montagem do genoma (CARVALHO; SILVA, 2010).
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2) JUSTIFICATIVAS

A Sindrome de Lynch se desenvolve como consequéncia de mutacGes germinativas
em pelo menos um dos quatro genes responsaveis pelo reparo de DNA por mal pareamento.
Os genes MSH2, MSH6, MLH1 e PMS2 sdo genes longos, que apresentam 16, 10, 19 e 15
éxons, respectivamente. Atualmente, a técnica padrdo ouro utilizada para a identificacdo de
mutacdes nestas regides é o Sequenciamento de Sanger, entretanto, devido ao grande nimero
de genes envolvidos com a SL, a metodologia muitas vezes se torna laboriosa e com custo
elevado. Desta maneira, a padronizacdo de metodologias mais especificas e que reduzam o
custo e tempo de rastreamento molecular para SL é importante, principalmente ao se
considerar que os individuos portadores da Sindrome possuem um risco cumulativo muito

superior, em relacdo ao restante da populacao, de desenvolverem canceres.

3) OBJETIVOS

3.1) Objetivos Gerais

O trabalho tem como objetivo padronizar PCRs multiplexes (para os genes MSH2,
MLH1, MSHG6) e PCRs de Longo Alcance (para o gene PMS2), acopladas a metodologia de
Sequenciamento de Nova Geragdo por sintese, para a identificacdo de variantes polimorficos
em pacientes que preencherem os critérios clinicos de Amsterdda e/ou Bethesda para
HNPCC/Sindrome de Lynch.

3.2) Objetivos Especificos

e Padronizagdo de PCRs multiplexes para os genes MSH2/MSH6/MLH1 para identificar
alteracOes nos éxons e regides intronicas flanqueadoras destes genes, em pacientes que
preencheram os critérios clinicos para HNPCC,;

e Padronizagdo de PCR de Longo Alcance para o gene PMS2 com o objetivo de
identificar alteracfes nas regiGes exoénicas e flanqueadoras deste gene, em pacientes
que preencheram os critérios clinicos para HNPCC;

e Padronizacdo de analises de bioinforméatica para os resultados obtidos pelo
Sequenciamento de Nova Geragdo, como o intuito de identificar variantes nos genes
MMR em pacientes que preencheram os critérios clinicos para HNPCC.

e Validar a metodologia empregada no estudo (PCR multiplex/ LR-PCR acoplada ao
Sequenciamento de Nova Geracdo) para a identificacdo de alteracbes nos genes
MSH2, MLH1, MSH6 e PMS2, por meio de Sequenciamento de Sanger, que é a

técnica padrdo ouro para rastreamento destes genes.
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e Realizar estudo in silico do efeito funcional que a troca de um aminoacido pode
provocar na estrutura da proteina, visando predizer o significado clinico de alteracGes
n&o descritas pelos bancos de dados LOVD e dbSNP.

4) MATERIAL E METODOS

4.1) Descricao das amostras

Fizeram parte do projeto 63 pacientes diagnosticados com cancer colorretal, maiores
de 18 anos, que possuiam historia familiar para Sindrome de Lynch, de acordo com 0s
critérios clinicos de Bethesda. Trés outras amostras de pacientes com cancer endometrial
foram incluidas nas analises por preencherem o critério de Bethesda. Destes 66 pacientes, 24
(36,4%) também preencheram os critérios clinicos de Amsterdam. A maior parte dos
pacientes eram do sexo feminino (55%) e a média de diagndstico do céncer foi de
aproximadamente 42 anos de idade (19-81). Os pacientes desenvolveram tumores no colon
ascendente (35%), reto (17%), célon sigmdide (9%), transverso (8%) e descendente (8%).
Casos de cancer de endométrio (5%), colon e estdmago (2%) e cblon e intestino delgado (2%)
foram menos frequentes. A Tabela 4.1 descreve as caracteristicas clinicas das amostras.

As amostras dos 66 pacientes foram coletadas em diferentes regides do Brasil, sendo
provenientes de quatro centro distintos: Hospital A.C. Camargos (ACCAM) (Séo Paulo),
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) (Rio Grande do Sul), Hospital Universitario
Jodo de Barros Barreto (HUJJB) (Belém do Pard) e Instituto Nacional de Cancer (INCA) (Rio
de Janeiro). Todos os pacientes aceitaram participar voluntariamente do projeto mediante
assinatura de Termo de Consentimento Livre Esclarecido (Anexo 1). O projeto foi aprovado
pelo CEP do INCA e pelas demais instituicGes participantes (CAAE-0254.1.001.007-11)
(Anexo 2).

DNA gendmico foi isolado a partir do sangue periférico dos pacientes, utilizando o
Puregene — Blood Core Kit B (Qiagen, Valencia, CA, Estados Unidos), de acordo com o
protocolo do fabricante. A concentracdo e pureza dos DNAs foram estimadas por meio do
espectrofotdbmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, Estados Unidos).

A anédlise de Imunohistoquimica foi realizada para a deteccdo da expressdo das
proteinas MSH2, MSH6, MLH1 e PMS2, utilizando tecido tumoral e tecido normal adjacente
de 60 pacientes. A MSI foi avaliada em 21 pacientes, a partir de amostras do tecido tumoral e
tecido normal adjacente, para os cinco marcadores monocleotidicos: BAT-25, BAT-26,
MONO-27, NR-21 e NR-24. A presenca de grandes rearranjos génicos foi avaliada para 51
pacientes por Multiplex Ligation and Probe Amplification (MLPA) para os genes MLH1 e
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MSH2 (sonda P072) e EPCAM (sonda P003). A Tabela 4.1 e o Anexo 3 descrevem os dados

obtidos para estas analises.

Tabela 4.1: Informaces clinicas, imunohistoquimica, dados de MLPA e instabilidade de microssatélites dos
pacientes incluidos.

Informacdes clinicas

NuUmero de pacientes por centro N | Percentual
HCPA 35 53%
INCA 9 14%
HUJJB 7 11%
ACCAM 15 23%
Total 66 -
Sexo
Feminino 36 55%
Masculino 30 45%
Idade do diagnéstico
Média 42,32 -
Minimo 19 -
Maximo 81 -
Local do primeiro tumor
Colon ascendente 23 35%
Célon transverso 5 8%
Cdlon descendente 5 8%
Colon sigméide 6 9%
Reto 11 17%
Colon e estbmago 1 2%
Célon e intestino delgado 1 2%
Endométrio 3 5%
Nao especificado (colon) 11 17%

Informac6es moleculares
IHC
Positiva 31 52%
Negativa 27 45%
Inconclusivo 2 3%
Total 60
MSI
MSI-H 11 52%
MSI-L 0 -
MSS 8 38%
Inconclusivo 2 10%
Total 21 -
MLPA
Normal 43 84%
Del E17-19 MLH1 3 6%
Del E3,8, 9 EPCAM + Del E1-4 MSH2| 1 2%
Del E3,8, 9 EPCAM + Del E1-6 MSH2 | 1 2%
Del E3,8, 9 EPCAM + Del E1-8 MSH2 | 1 2%
Del E16 MSH2 1 2%
Del MUTHY 1 2%
Total 51
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4.2) Reacdes de PCR multiplex e LR-PCRs

As sequéncias de iniciadores utilizadas para cada um dos quatro genes foram
adaptadas de trabalhos anteriormente publicados para os genes MSH2 (BECK et al., 1997;
ZAHARY et al., 2012), MSH6 (CHADWICK et al., 2001), MLH1 (MENSENKAMP et al.,
2014) e PMS2 (VAUGHN et al., 2010) e sdo mostrados nos Anexos 4 a 7.

Para os genes MSH2 (16 éxons), MLH1 (19 éxons) e MSH6 (10 éxons) foram
utilizados pares de iniciadores que amplificavam os éxons e suas regides intrénicas
flanqueadoras e para o gene PMS2 (15 éxons) foram utilizados iniciadores capazes de
amplificar quase todo o gene.

PCRs multiplexes foram padronizadas para os genes MLH1, MSH2 e MSHS6, levando-
se em consideracdo o tamanho dos amplicons gerados e a temperatura de anelamento para
cada um dos iniciadores. Regides que apresentavam temperaturas de pareamento similares e
fragmentos com tamanhos distintos, dentro de um mesmo gene, foram alocadas em uma
mesma reacao (ou mix) de PCR. O gene PMS2 foi amplificado por meio de 3 reac6es de PCR
de longo alcance: LR-PCR1 (amplificando do éxon 1 ao 5), LR-PCR2 (amplificando do éxon
7 a0 9) e LR-PCR3 (amplificando do éxon 11 ao 15), sendo que os éxons 6 e 10 deste gene
foram amplificados por PCR convencional.

As PCR multiplexes foram realizadas para volumes finais de 25 ou 50 pL a partir de
50 ng/uL de DNA; 0,4, 0,8 ou 2 pmol de cada iniciador; 1,0 U de Taq DNA Platinum
(Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brasil); Tampdo de PCR 1X e 0,2mM de cada dNTP. As
concentragfes de MgCl. (1,5 a 2,5Mm) e a ciclagem dos PCRs variaram para cada conjunto
de iniciadores, como pode ser visualizado nos Anexos 8, 9, 10 e 11.

As LR-PCRs partiram de uma concentracdo inicial de DNA a 100ng, utilizando
0,4pmol (LR-1/3) ou 0,8pmol de cada primer (LR-2); 1,25 U de Takara La Taq polimerase
(Takara, Mountain View, CA, Estados Unidos), tampdo de PCR Il 1X e 0,40mM de cada
dNTP, para um volume final de reacdo de 25 pL. As ciclagens consistem em uma
desnaturacdo inicial de 94°C por 1 minuto (min), acompanhada por 35 ciclos de 30 segundos
(seg) a 94°C, 30seg a 65°C (LR-1/3) ou 60°C (LR-2) e 15min a 68°C, extensao final de 72°C
por 10 minutos. As reacdes dos éxons 6 e 10 eram realizadas a partir de 50ng de DNA,
conforme descrito no protocolo do Anexo 12.

As reagOes foram realizadas nos termocicladores Veriti 96-well Fast Thermal Cycler,
Proflex 3X 32-well PCR System (Life Techonologies, Clasbad, CA, Estados Unidos) e C100
Touch Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Philadelphia, PA, Estados Unidos). Os
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fragmentos provenientes dos PCRs foram separados e visualizados em gel de agarose 0,8% ou

3% ou em poliacrilamida ndo desnaturante 6% (para os mixes 1.1/1.2/1.3 do gene MSH2).
Apo6s amplificados, os fragmentos foram purificados por meio do kit Illustra GFX

PCR DNA and Gel Band Purification (GE HeathCare Life Sciences, Pittsburg, PA, Estados

Unidos) e submetidos ao processo de preparacao de bibliotecas.

4.3) Preparacao das bibliotecas e NGS (HiSeq2500)

Os produtos de PCR purificados foram quantificados no espectrofotdmetro Nanodrop
2000 e quantidades equimolares de cada produto de PCR correspondentes aos quatro genes do
mesmo paciente foram misturadas. Esta mistura foi quantificada fluoretricamente por meio do
equipamento Qubit® 3.0 Fluorometer (Life Technologies, Clasbad, CA, Estados Unidos),
utilizando o kit Qubit® dsDNA HS Assay, de acordo com o protocolo do fabricante. Todas as
amostras foram diluidas para uma concentracdo de 0,2 ng/uL e 5 pL desta diluicdo (1ng de
DNA) foram utilizados para a preparagdo de bibliotecas por meio do Illumina Nextera®XT
DNA Sample Preparation Kit (lllumina, San Diego, Estados Unidos), de acordo com o
protocolo do fabricante. Foram utilizadas combinacdes de pares de indexes diferentes para
cada biblioteca, sendo pareados os indexes: N501, 502, 503, 504, 505, 506 com N701, 702,
703, 704, 705, 706, 707, 708, 709, 710, 711, 712, respectivamente.

As bibliotecas foram quantificadas por PCR em tempo Real no equipamento ECO
Real Time PCR, utilizando o Kapa Quantification kit (Illumina, San Diego, Estados Unidos) e
diluidas para 2nM. Apds isso, foram clusterizadas em flow cell através do equipamento cBot
2 System (Illumina, San Diego, Estados Unidos) e sequenciadas na plataforma HiSeq 2500
(Illumina, San Diego, Estados Unidos), utilizando a metodologia de paired-end 100X100.

4.4) Andlise dos dados obtidos por bioinformatica

Os dados gerados da corrida foram convertidos do formato BCL para o formato
FASTQ pelo programa CASAVA (lllumina). A qualidade de leituras (reads) obtidas foi
verificada por meio do software Prinseq, de maneira que amostras com score Q<20 foram
excluidas da analise. As reads foram mapeadas de acordo com o genoma de referéncia
humano GRCh37, por meio do programa BWA (para os genes MSH2, MSH6 e MLH1), e de
acordo com a sequéncia de referéncia do gene PMS2 (NC_000007.13: 6048737-6012870) e
do pseudogene PMS2CL (NC_000007.13: 6774936- 6791232). Houve a remogéo de leituras
duplicadas por meio do Prinseq. O remapeamento e recalibracdo das bases foi realizado com
0 auxilio do Genome Analysis Toolkit (GATK). Listas de sitios variaveis e indices de

cobertura também foram obtidos pelo GATK, delimitando-se as regifes sequenciadas para
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cada um dos genes: MSH2 (NM_000251.2), MLH1 (NM_000249.3), MSH6 (NM_000179.2),
PMS2 (NM_000535.5) e PMS2CL (NR_002217.1). Variantes com uma frequéncia do alelo
alternativo <0,2 (para SNVs) ou <0,25 (para INDELS) e com o nimero total de leitura <30X
foram removidas das analises. Os scripts para todos 0s passos realizados se encontram
disponiveis no Anexo 13.

Sitios variaveis foram descritos de acordo com os bancos de dados dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) e Leiden Open Variation Database v 3.0 (LOVD)

(http://chromium.lovd.nl/LOVD2/colon_cancer/home.php?used_old_url), seguindo as

instrucdes da Human Genome Variation Society (http://www.hgvs.org/). A classificacdo das

variantes foi realizada de acordo com as recomendacgbes do Insight (http://insight-

group.org/variants/classifications/), em: (1) N&o patogénicas, (2) Possivelmente néo

patogénicas ou com pouca significancia clinica, (3) N&o classificadas ou de significado

clinico desconhecido (VUS), (4) Possivelmente Patogénicas e (5) Patogénicas.

4.5) Modelos de predicao de sitios variaveis in- silico

Para variantes missense de significado clinico ndo conhecido, foram utilizados trés
softwares de predicdo do efeito funcional que a substituicdo de um aminoacido poderia causar

na estrutura da proteina: Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT Human

Protein ( ) e Protein Variation Effect Analyzer
(PROVEAN) (http://provean.jcvi.org/index.php).

O programa Polyphen calcula o efeito funcional de uma variante missense com base

em dois modelos de predi¢cdo: HumDiv e HumVar. O HumDiv é utilizado para a predicéo de
mutacBes causadas em proteinas descritas pelo banco de dados UniProtkKB

(http://www.ebi.ac.uk/uniprot ), que estdo associadas com doencas mendelianas. O HumVar

prediz alelos raros, regides densas de mapeamento e analises de selecdo natural para todas as
doengas humanas (ADZHUBEI et al., 2013). As alteracdes podem ser classificadas como:
benignas (ndo causam nenhum efeito na proteina), possivelmente danosas (possivelmente
afetam a estrutura e/ou funcdo da proteina), provavelmente danosas (a probabilidade de que as
alteracdes afetem a estrutura e/ou funcdo da proteina € alta) ou ndo conhecidas (ndo existem
dados suficientes para predizer o efeito funcional na proteina, também conhecidas como VUS:
Variants of Uncertain Significance). A classificacdo é realizada com base nos scores gerados
de HumVar e HumDiv, de maneira que quanto mais proximo de 0, maior a probabilidade de
gue a variante seja benigna e quanto mais proximo de 1, maior a probabilidade de que seja

patogénica.
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O programa SIFT é capaz de distinguir variantes envolvidas com algumas doencas de
alteracbes neutras, com base no tipo de aminoacido que estd sendo trocado e também na
posicdo em que a substituicdo ocorre (caracteristicas fisico-quimicas). As alteracfes foram
classificadas como deletérias, capazes de alterar a funcdo da proteina (Score <0.05) ou
toleradas (Score >0.05), que ndo comprometem a funcdo da proteina (NG; HENIKOFF,
2003). Os transcritos utilizados como referéncia para este programa foram disponiveis pelo
banco de dados Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html).

O programa PROVEAN ¢ utilizado para predizer se substituicdes de aminoacidos que
sdo capazes de alterar a funcdo de uma proteina. O software utiliza 0 BLAST para alinhar a
variante de interesse e seleciona até 30 grupos que possuem identidade de pelo 75% com a
sequéncia de referéncia relacionada a esta variante. A partir deste alinhamento, sdo gerados
scores que predizem o efeito deletério de uma determinada alteracdo no DNA. Scores
PROVEAN < -2,5 indicam que a variante tem um efeito deletério e € capaz de alterar a

funcdo da proteina, enquanto scores > -2,5 indicam que a variante € neutra (CHOI, 2012).

4.6) Sequenciamento de Sanger

A metodologia de Sequenciamento de Sanger foi utilizada para a validacdo das
alteracbes patogénicas encontradas nos genes de MMR por NGS e também para o
rastreamento molecular dos familiares de probandos alterados para um dos genes de interesse.

As amostras foram sequenciadas no sequenciador automatico ABI PRISM 3700
Genetic Analyzer (Applied Byosistems, Clasbad, CA, Estados Unidos), utilizando-se de 3,2
pmol dos iniciadores direto ou reverso e por meio do Bigdye Terminator Cycle Sequencing
kit, de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. Cada um dos centros
participantes do projeto ficou responsavel pelo sequenciamento de pelo menos um dos genes.
Para o gene PMS2, os produtos de LR-PCR foram previamente submetidos as reacdes de
Nested-PCR com os iniciadores disponiveis no Anexo 7.

Os eletroferogramas gerados foram visualizados no ChromasPro DNA Sequencing
Software v 2.0 (Technelysium) e os contigs gerados foram alinhados contra as sequéncias de
referéncia dos genes MSH2 (NG_007110.1), MSH6 (NG_007111.1), MLH1 (NG_007109.2) e
PMS2 (NG_008466.1) no programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) v.6.
Foram consideradas validadas as alteracdes que foram encontradas por meio das metodologias
de Sanger e NGS.
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4.7) Analise de custos

O custo para o0 sequenciamento dos quatro genes MMR por meio das metodologias de
Sanger e NGS foi avaliado. O levantamento dos precos foi realizado por meio de cotacdes ou
consultando as paginas na internet de cada uma das empresas fornecedoras, entre o periodo de
agosto e setembro/2016. Apenas os precos de consumiveis foram incluidos, sendo que fatores
como energia elétrica, manutencdo dos equipamentos e mado de obra ndo foram

contabilizados.

5) RESULTADOS

5.1) Reacdes de PCR multiplex e LR-PCRs

Foram padronizadas PCRs multiplexes para os genes MSH2 (seis reacdes), MSH6
(quatro reacgdes) e MLHL1 (seis reac6es), conforme demonstrado na Tabela 5.1 e na Figura 5.1.
A amplificagdo do gene PMS2 foi realizada por meio de 3 reagdes de longo alcance e 2 PCRs
convencionais para eliminar a interferéncia de pseudogenes similares aos éxons 1-5, 9 e 11-15
do gene funcional (TOMSIC et al., 2013).

A amplificacdo éxon por éxon dos genes de MMR necessitaria de no minimo 63
reacOes de PCR por paciente para os quatro genes MMR: 16 para MSH2, 13 para MSH6, 19
para MLH1 e 15 para PMS2. Com a padronizagdo de multiplexes e LR-PCRs, foi possivel
reduzir de 63 para 21 o nimero de reacGes realizadas por pacientes para amplificacdo dos

quatro genes de MMR.
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Tabela 5.1: Reac6es de PCRs multiplexes e de longo alcance padronizadas para os genes de MMR.

Gene Mixes Exons
1.1 9,12,15
1.2 4,7
1.3 6, 13
MSH2 14 5. 8
2 3,10, 11, 14, 16
3 1,2
4 5,9, 19
5 2,4,7,10, 15, 18
6 1,6,11
MLH1 7 14, 17
7.2 13,16
7.6 3,8,12
8 3,6,7
9 2,4,5
MSH6 10 8,910
11 1
LR-1 lao5b
E6 6
PMS2 LR-2 7a09
E10 10
LR-3 11a015
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Figura 5.1: Reac6es de PCRs multiplex e de Longo Alcance padronizadas para os genes (a) MSH2, (b) MSHS, (c) MLH1 e (d) PMS2. Os quadrados vermelhos indicam os amplicons
esperados para cada PCR multiplex, acompanhado do tamanho de cada um dos fragmentos em pares de base (pb).
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5.2) Corrida de sequenciamento no HiSeq2500

Uma Unica corrida foi realizada e todas bibliotecas de DNA foram clusterizadas em
flow cell com uma densidade de 1003 k/mm?3. No total, 369,98 milhdes de clusters foram
gerados. Destes clusters, 91,52% foram lidos em dois sentidos (2 X 169,03) pelo HiSeq2500.
Em média 89,2% das leituras apresentaram score de qualidade superior a 30, sendo 91,70%
no sentido senso e 85,90% no sentido anti-senso (Anexo 14). Em média, 4.385.195
sequéncias de leituras foram obtidas por amostra (variando de 3150 a 236.794.640) e
aproximadamente 97% foram mapeadas nas regiGes de interesse do genoma humano
GRCh37.

A profundidade média de cobertura por éxon para os pacientes foi de 13.538 vezes,
com um valor minimo de 165 e maximo de 138.617 vezes. Os amplicons sequenciados para
MSH2, MSH6, MLH1 e PMS2 tiveram coberturas médias de 7.988, 36.313, 11.899 e 4.772
vezes, respectivamente. As Figuras 5.2, 5.3, 5.4 e 5.5 ilustram as profundidades médias de
cobertura obtidas por éxon e regibes flanqueadoras para cada um dos genes sequenciados e 0
Anexo 15 demonstra a cobertura média por gene para cada um dos pacientes.

Os éxons 1, 2, 7 e 10 do gene MSH2 apresentaram baixa profundidade média de
cobertura (<30X) para 33% (22/65), 18% (12/54), 7,6% (5/65) e 4,6% (3/65) dos pacientes,
respectivamente. O éxon 1 de MSH6 apresentou baixa profundidade média de cobertura
(<30X) para 8,0% (5/52) dos pacientes sequenciados para esta regido. No total, 3,1% dos
fragmentos que foram sequenciados apresentaram profundidade média de cobertura <30X e
ndo foram eficientes na deteccdo de sitios variaveis nos genes MMR. O nimero de pacientes
que apresentaram cobertura média igual a 0 estd demonstrada nas Figura 5.2; 5.3; 5.4 e 5.5.

Um paciente (SDL) apresentou profundidade média de cobertura igual a O para todas
0s genes. Acredita-se que a auséncia de cobertura para este paciente foi um erro metodolégico
e por isso este motivo ele foi eliminado das anélises de NGS. O Sequenciamento de Sanger
foi realizado para este paciente, que demonstrou auséncia de alteracGes patogénicas nos genes
MSH2, MSH6 e MLH1.
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E2 3412,65 4613,97 il 23513 0
E3 14838,37 18024,80 5 90304 0
E4 6893,67 8446,72 438 40170 0
E5 3989,52 4778,73 111 29616 0
E6 4248,49 4477,03 197 24892 0
E7 476,70 906,68 5 5125 0
MSH2 E8 7231,47 8043,76 34 49459 0

E9 16119,50 15628,95 937 85817 0
E10 5992,36 7431,98 1 39837 0
E11 6639,49 8154,90 0 39470 0
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E13 18066,30 21728,66 271 106146 0
E14 15675,59 18820,67 3 87981 0
E15 8539,36 9700,61 350 50978 0
E16 8781,19 13243,52 0 88195 1

Figura 5.2: Profundidade média de cobertura observada por éxon, profundidades minimas e maximas de
cobertura para cada um dos éxons e pacientes que apresentam cobertura média por éxon igual a 0 para o gene
MSH2. Legenda: N pacientes DP=0: Ndmero de pacientes com profundidade média de cobertura igual a 0; as
células marcadas em cinza representam as profundidades médias minimas e maximas de cobertura para cada um

dos éxons.
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E1 1695,97 2649,17 0 14492 2
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E9 21561,48 38670,79 3 256424 0
E10 13097,77 22890,04 3 148170 0

Figura 5.3: Profundidade média de cobertura observada por éxon, profundidades minimas e méaximas de
cobertura para cada um dos éxons e pacientes que apresentam cobertura média por éxon igual a O para o gene
MSH6. Legenda: N pacientes DP=0: NUmero de pacientes com profundidade média de cobertura igual a 0; as
células marcadas em cinza representam as profundidades médias minimas e maximas de cobertura para cada um
dos éxons.
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E17 15139,04 17713,12 819 76832 0
E18 11532,23 14690,90 170 80593 0
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Figura 5.4: Profundidade média de cobertura observada por éxon, profundidades minimas e méximas de
cobertura para cada um dos éxons e pacientes que apresentam cobertura média por éxon igual a O para o gene
MLH1. Legenda: N pacientes DP=0: NUmero de pacientes com pr profundidade média de cobertura igual a 0; as
células marcadas em cinza representam as profundidades médias minimas e maximas de cobertura para cada um

dos éxons.
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E1 4477,81 6614,08 0 29956 1
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E11 3525,20 5100,85 0 27886 2
E12 2055,77 4645,28 0 28033 2
E13 1447,08 1879,91 0 7265 2
E14 1362,59 1748,43 0 7706 2
E15 1072,75 1507,75 0 6401 1

Figura 5.5: Profundidade média de cobertura observada por éxon, profundidades minimas e maximas de
cobertura para cada um dos éxons e pacientes que apresentam cobertura média por éxon igual a 0 para o gene
PMS2. Legenda: N pacientes DP=0: Numero de pacientes com profundidade média de cobertura igual a O; as
células marcadas em cinza representam as profundidades médias minimas e maximas de cobertura para cada um
dos éxons.
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5.3) Resultados de Sequenciamento de Nova Geragéao

Noventa e seis sitios variaveis foram encontradas entre as regides codificantes e
flanqueadoras dos genes de MMR, sendo 24, 28, 32 e 12 alteracdes para os genes MSH2,
MSH6, MLH1 e PMS2, respectivamente. Do nimero total de variantes encontradas, vinte e
cinco (25%) foram classificadas como mutagdes patogénicas ou de significado clinico
desconhecido em regibes codificantes ou em sitios de splicing: 7 em MSH2 (7,3% do total), 5
em MSH6 (5,2% do total), 12 em MLH1 (12,5% do total) e 1 em PMS2 (1%). No total, trinta
e dois pacientes foram afetados com variantes patogénicas e VUS nos genes MMR. As
variantes encontradas em cada um dos genes serdo descritas nas se¢des abaixo.

De todas as alteragOes encontradas, as variantes intronicas (41,7%), de troca de sentido
ou missense (23,3%) e silenciosas (12,6%) foram os tipos mais frequentes. Entre as alteracGes
patogénicas, mutacdes missense (9,7%) e frameshift (7,7%) foram as mais comuns, seguidas
de variantes em sitio de splicing (2,9%) e sem sentido (1,9%). A Figura 5.6 ilustra estes
resultados.

Dos 35 individuos que apresentaram mutacfes patogénicas, incluindo as variantes
encontradas por sequenciamento e por MLPA (metodologia realizada no Hospital de Clinicas
de Porto Alegre), em MSH2, EPCAM, MLH1 ou MSH6, vinte (57,1%) tiveram perda de
expressdo de pelo menos uma das proteinas de MMR e 13 (37,2%) apresentaram expressao
normal, sendo dois resultados inconclusivos. Além disso, doze pacientes que apresentaram
perda de expressdo de pelo menos uma das quatro proteinas de MMR, ndo apresentaram

alteracé@o génica quando sequenciados por NGS ou MLPA (ver Anexo 3).
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Figura 5.6: Frequéncias das variantes identificadas nos genes MSH2, MSH6, MLH1 e PMS2 por NGS. As variantes foram subdivididas em missense, nonsense, frameshift,
alteracBes em sitios de splicing, silenciosas e variantes encontradas na 5°/3> UTR. As variantes intrénicas incluem variantes de substituicdo de aminoécidos ou INDELS.
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5.5.1) Variantes encontradas no gene MSH2

No total, foram identificadas 24 alteragfes no gene MSH2, sendo: 9 classificadas como
benignas, 8 VUS presentes em regides intronicas, 6 classificadas como patogénicas e 1 VUS
em regides exonica. Os pacientes com variantes patogénicas e VUS em regides codificantes
tinham alteragBes nos éxons 3, 5, 6, 11 e 13 de MSH2. Destes pacientes, nove demonstraram
perda de expressdo de pelo menos uma das proteinas de MMR por IHQ e 3/4 avaliados por
MSI apresentaram alta instabilidade em 4 ou 5 dos marcadores moleculares investigados. O
paciente 2318 néo foi rastreado por meio de IHQ. As Tabelas 5.2 e 5.3 fornecem informac6es
a respeito das variantes benignas, patogénicas e VUS encontradas no estudo. Resultados sobre
as predicdes in silico realizadas séo descritos na Tabela 5.4.

Entre as variantes benignas encontradas nas regides codificantes e introns de MSH2,
sete eram mutacdes silenciosas e duas foram alteracdes missense. Onze VUS foram INDELS
localizadas em introns com regiGes microssatélites.

Entre as variantes patogénicas e VUS identificadas em regides codificantes, foram
encontradas: uma variante nonsense no éxon 13 ¢.2152C>T (p.Q718X), trés variantes
missenses nos éxons 6 (c.1046C>G - p.P349R) e 13 (c.2078G>A - p.C693Y e ¢.2021G>A -
p.G674D), duas alteracdes frameshift nos éxons 3 (c.388 389delCA - p. Q130Vfs*2) e 11
(c.1738_1741delGAA - p.E580Lfs) e uma variante em sitio de reconhecimento de splicing no
éxon 5 (c.942+3A>T - p.V265_GIn314del).

Dos doze pacientes que apresentaram alteracfes patogénicas ou VUS em regides
codificantes de MSH2, seis (50%) herdaram a mutacdo c.2152C>T - p.Q718X (pacientes
874/1112/2106/871/2309/2318), encontrada em heterozigose para todos 0s pacientes, com
cobertura média para o alelo alterado de 1276,66 vezes.

Das variantes missense encontradas, uma era VUS ¢.2078G>A (p.C693Y), presente
em heterozigose no paciente 1108. Analises de predicdo in silico (Tabela 5.4) demonstram
que a variante é capaz de promover a troca de uma Cisteina na posicdo 693 da proteina por
uma Tirosina (C693Y) no dominio ATPasico de MSH2, podendo ser considerada danosa/
provavelmente danosa pelos trés programas de predicédo utilizados.

A Unica alteracdo identificada em sitio de reconhecimento splicing foi a alteracédo
€.942+3A>T (p.V265_GIn314del), capaz de provocar delecdo completa do éxon 5. A
alteracdo foi encontrada em homozigose e alelo alterado estava presente em 93,8% das
leituras mapeadas nesta regido. As variantes encontradas em regides codificantes do gene

MSH2 tiveram uma cobertura média de 1052,75 vezes para o alelo alterado, com um minimo
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de 90 e um méaximo de 2171 vezes. Os mapas e eletroferogramas para cada uma das variantes

patogénicas encontradas para MSH2 sé&o apresentados nos Anexos 16,17 e 18.

47



Tabela 5.2: Alteracdes benignas e VUS encontradas nas regides codificantes e flanqueadoras de MSH2.

Regido |Het/Hom| ID(dbDSNP) cDNA Proteina | Dominio Classificacéo Numero de pacientes alterados
i 1 H 211+9C> - - Beni 1
ntron et (2303426 c 9C>G enigna 5
Exon 1 Het - €.193C>T p.(=) |Mismatch Benigna 1
Exon 2 Het rs35898375 €.339G>A p.(=) |Mismatch Benigna 1
Exon 3 Het rs17217772 .380A>G p.N127S | Mismatch Benigna 2
Exon 3 Het rs1800151 c.573C>T p.(=) |Mismatch Benigna 1
Exon 6 Het rs4987188 €.965G>A p.G322D | Lever Benigna 4
intron 6 Het rs17224360 1077-10T>C p.(=) - Benigna 3
Exon 11 Het rs200056411 c.1680T>C p.(=) Lever Benigna 1
Intron 2 Het (201372136 €.212-16delT - - VUS 49
intron 5 Het rs63750704 €.942+3_942+5delAAA - - VUS 5
intron 5 Het rs780636964 €.942+3delA - - Benigna 1
intron 5 Het - €.942+3 942+4delAA - - VUS 2
intron 5 Het €.942+3 942+10delAAAAAAA - - VUS 2
intron 5 Het €.942+7_942+10delAAA - - VUS 4
intron 5 Het C.942+3_942+7del AAAAA - - VUS 3
intron 5 Het €.942+4_942+7delAAAA - - VUS 1
rs768805063
intron 5 Het - C.942+6delA - - VUS 1

Legenda: Het/Hom: alteragdo presente em heterozigose (Het) ou homozigose (Hom).
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Tabela 5.3: AlteragGes patogénicas ou de significado incerto encontradas em regifes codificantes e em sitios de splicing do gene MSH2.

Cobertura
Caso | Centro Tumo_r pPrimario | e on Het ID(dbDSNP) cDNA Proteina | Dominio | Classificagdo | DP alelo
(idade) Hom alterado
(%)
874 | HCPA | Cdlon sigmoide (29) | 13 Het | rs587779139 c.2152C>T p.Q718X ATPase Patogénica 818 422 (51,6)
1108 | Hcpa | CoOlon ?j‘;”de”te 13 | Het ] ¢.2078G>A p.C693Y | ATPase VUS 2994 | 1563 (52,2)
1109 | HCPA | Retossigmdide (30) 6 Het | rs587779067 €.1046C>G p.P349R Lever Patogénica 973 | 475(48,8)
1112 | HCPA Reto (34) 13 Het | rs587779139 €.2152C>T p.Q718X ATPase Patogénica | 4096 | 2010 (49,1)
2114 | Hepa | COlON "("gg‘;”de”te 11 | Het ) c.1738_1741delGAAA | p.E580Lfs | Lever | Patogénica | 1388 | 364 (26.2)
2106 | HCPA | Retossigmoide (50) | 13 Het | rs587779139 €.2152C>T p.Q718X ATPase Patogénica | 4433 | 2171 (49,0)
Célon ascendente A
871 | HCPA (30) 13 Het (587779139 €.2152C>T p.Q718X ATPase Patogénica 342 152 (44,4)
Colon descendente e A
2309 | HCPA sigméide (44) 13 Het 1s587779139 €.2152C>T p.Q718X ATPase Patogénica | 2250 | 1089 (48,4)
Colon e estbmago o
2318 | HCPA (66) 13 Het (587779139 €.2152C>T p.Q718X ATPase Patogénica | 3633 | 1816 (50,0)
ACCA | .. . —
8 M Colon sigmdide (44) | 13 Het 1$267607996 €.2021G>A p.G674D ATPase Patogénica | 2866 | 1252 (43,7)
Cdlon descendente p.V265_GIn A
MRV | HUJIB (21) 5 Hom 15193922376 C.942+3A>T 31448l Connector | Patogénica 96 90 (93,8)
Colon ascendente p.Q130Vfs* A
SL9 | HUJJB (46) 3 Het 1s63750704 €.388_389delCA 5 Connector | Patogénica | 2630 | 1229 (46,7)
Legenda: Het/Hom: alteragdo presente em heterozigose (Het) ou homozigose (Hom).
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Tabela 5.4: Predicdo in silico para a variante ¢.2078G>A presente no éxon 13 do gene MSH2.

) Prgolli:-trion PROVEAN Polyphen
Exon cDNA Ptn P Hum | Hum

S| Predicdo| S |Predicdo Div | Var Predicéo
13 | c.2078G>A | p.C693Y %O 0| Danosa |-87 | Danosa | 01 | 1,0 |Prov. Danosa

Legenda: S:score; P:paciente; Ptn: Proteina; Prov.: provavelmente danosa.
5.5.2) Variantes encontradas no gene MSH6

Foram encontradas 28 alteragdes no gene MSH6, sendo: 14 classificadas como
benignas, 1 provavelmente ndo patogénica e 8 VUS localizadas em regides intrénicas. Além
disso, foram identificadas cinco VUS nos éxons 1, 2, 4 e 8. Dos pacientes que apresentaram
VUS em regibes codificantes, dois ndo apresentaram perda de expressdo de nenhuma das
proteinas de MMR e dois tiveram perda de expressdo da proteina MLH1. Um Unico paciente
apresentou perda de expressdo de MSH6. O resultado de IHQ para a proteina MSH2 no
paciente 2278 foi inconclusivo. A instabilidade das regibes de microssatélites foi avaliada
para apenas um dos individuos (903) com VUS para MSH6, entretanto este paciente
demonstrou ndo ter instabilidade (MMS). As Tabelas 5.5 e 5.6 fornecem, respectivamente,
informacBes a respeito das variantes benignas e patogénicas identificadas em MSH6. As
predicdes in silico realizadas para os pacientes com VUS foram descritas na Tabela 5.7.

Das alteragdes benignas identificadas em MSHG6, quatro foram mutagdes silenciosas e
duas foram alteragdes missense em regides codificantes. As outras dezesseis alteracoes
encontradas foram divididas em alteracBes silenciosas ou INDELS de significado
desconhecido, localizadas nos introns e em regides microssatélites de DNA. As alteracdes
patogénicas e VUS identificadas nos éxons foram divididas entre quatro variantes missense
nos exons 1 (c.181G>A - p.A61T), 4 (c.719G>A - p.R240Q e ¢.2006T>C - p.1669T) e 8
(c.3772C>G - p.Q1258E) e uma variante frameshift no éxon 2 (¢.402dupT - p.F133fs).

Quatro das cinco VUS exonicas, encontradas em heterozigose, foram missense e
preditas como benignas (c.181G>A- p.A61T; ¢.719G>A- p.R240Q; ¢.2006T>C- p.I669T e
€.3772C>G - p.Q1258E) por pelo menos 2 dos 3 programas utilizados. Um unico paciente
(2278) apresentou uma alteracdo frameshift (c.402dupT - p.F133fs), presente em heterozigose
no éxon 2 do gene MSH6 e descrita pela primeira vez na literatura. A média de cobertura para

os alelos alterados das variantes encontradas nas regides codificantes de MSH6 foi de 808,5
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vezes. Os mapas do NGS e eletroferogramas (Sanger) para cada uma das variantes

patogénicas de MSH6 se encontram disponiveis nos Anexos 19 e 20.
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Tabela 5.5: Alterac6es benignas e de significado incerto (VUS) encontradas nas regifes codificantes e flanqueadoras de MSH6.

Regido |Het/Hom| ID (dbSNP) cDNA Proteina| Dominio Classificacdo | Numero de pacientes alterados
Exon 1 Het rs1042821 c.116G>A p.G39E - Benigna 17
Exon 1 Het rs1042820 .186C>A p.(=5) - Benigna 30
intron 1 Het rs55927047 €.260+22C>G p.(=) - Benigna 17
intron 4 Het rs1800931 3173-101G>C p.(5) - Benigna 2
Exon 2 Het rs1800932 C.276A>G p.P92P | PWWP Benigna 29
Exon 2 Het rs3211299 c.431G>T p.S1441 | PWWP Benigna 1
Exon 3 Het rs1800935 c.540T>C p.(=) |Connector Benigna 33
Exon 4 Het rss6371757 c.2272C>T p.(=) Lever Benigna 1
intron 3 Het rs558111682 C.627+28A>T p.(=) - Benigna 1
intron 4 | Het/Hom | rs2072447 €.3173-101G>C p.(=) - Benigna 57
Exon 5 Het rs2020910 .3306T>A p.(5) Benigna 2
intron 5 | Het/Hom | rs2020911 €.3438+14A>T p.(=) - Benigna 40
intron 6 | Het | rs189436849 ¢.3557-40T>A p.(5) - Provavelmente néo 1
patogénica
intron 7 Hom rs565682904 €.3646+62A>G NA - VUS 1
Intron 7 | Het/Hom | rs3136359 €.3646+91T>C p.(=) - Benigna 57
intron 8 | Het/Hom | rs3136367 €.3801+54C>G p.(=) - Benigna 57
Intron 8 Het rs373409282 €.3802-22G>A - - VUS 1
Intron 6 Het rs749755872 .3557-16insT - - VUS 20
intron6 | Het rs749755872 c.3557-16del T - - VUS 41
intron 7 Het rs2234731 |c.3646+29 3646+32delCTAT - - VUS 53
intron 9 Het - €.4002-27delT - - VUS 56
intron 10 Het rs7965066568 | €.4002-27_4002-26delTT - - VUS 24
Intron 8 Het rs142812704 .3802-45_3802-44insT - - VUS 1

Legenda: Het/Hom: Het/Hom: alteracdo presente em heterozigose (Het) ou homozigose (Hom).
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Tabela 5.6: Alterac6es patogénicas ou de significado incerto encontradas em regibes codificantes do gene MSH6.

Cobertura
Caso | Centro Tumo_r Primario| ¢, on Het/ ID (dbSNP) cDNA Proteina | Dominio | Classificacdo | DP alelo
(idade) Hom alterado
(%)
903 | HCPA Rems(s‘;g;no'de 1 | Het - C.181G>A | p.ABLT - VUS 59 | 14(237)
Retossigmoide
2113 | HCPA (36) 8 Het 1s63750554 c.3772C>G | p.Q1258E | ATPase VUS 2592 | 1258 (48,5)
2278 | HCPA | Endométrio (39) | 2 Het - c.402dupT | p.F133fs PWWP VUS 841 | 421 (50,1)
Colon ascendente
SL9 | HUJB (46) 4 Het (s542848931 c.719G>A | p.R240Q - VUS 65 30 (46,2)
SL3 | HUJJB Reto (38) 4 Het | rs555209664 |c.2006T>C | p.1669T | Connector VUS 3285 | 1525 (46,4)
Legenda: DP: cobertura total na posi¢do da variante; Het/Hom: heterozigose ou homozigose.
Tabela 5.7: Predic6es in silico para as variantes de significado incerto encontradas nas regides codificantes do gene MSH®6.
. . SIFT Prediction PROVEAN Polyphen
Gene | E CONA Proteina | Paciente S Predicéo S Predicdo | HumDiv | HumVar | Predicdo
MSH6 | 1 | c.181G>A p.A61T 903 0,0043 Danosa -0,35 Neutra 0,0 0,001 Benigna
MSH6 | 4 | c.719G>A p.R240Q SL9 0,2 Tolerada -0,1 Neutra 0,2 0,0 Benigna
MSH6 | 4 | ¢.2006T>C p.1669T SL3 0,0 Danosa -2,4 Neutra 0,1 0,1 Benigna
MSH6 16| ¢.3772C>G | p.Q1258E | 2113 0,8 Tolerada -0,1 Neutra 0,0 0,0 Benigna

Legenda: E: éxon; S:score.
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5.5.3) Variantes encontradas no gene MLH1

No total foram encontradas 32 variantes no gene MLH1, sendo: 12 alteracdes
benignas, 8 VUS em regides intronicas, 3 alteracdes patogénicas, 1 alteracdo provavelmente
patogénica e 8 VUS em regides exonicas. As alteraces patogénicas e VUS localizadas em
regides codificantes estavam presentes nos exons 3, 8, 10, 11, 15, 16 e 17. Seis dos individuos
portadores de mutacOes patogénicas (50%) demonstraram perda de expressédo de pelo menos
uma das proteinas de MMR, e 5 dos 7 individuos avaliados por MSI, apresentaram 4 ou 5
marcadores alterados para as regides de microssatélites. As Tabelas 5.8 e 5.9 descrevem as
variantes benignas e patogénicas/VUS encontradas para cada um dos pacientes e a Tabela
5.10 demonstra os resultados de predicéo in silico realizados para as VUS.

Das alteracbes benignas identificadas em MLH1, dez foram descritas como
silenciosas, duas eram alteracbes missense em regides codificantes e uma INDEL foi
encontrada na regido 3 UTR de MLH1. Oito VUS eram INDELS (n=5) ou de substituicdo de
bases (n=3) localizadas em regides ndo codificantes e repetitivas.

Das alteracdes patogénicas e VUS identificadas no éxons ou sitios de splicing, cinco
foram classificadas como variantes missenses presentes nos éxons 3 (¢.277A>G - p.S93G), 4
(c.350C>T - p.T117R), 8 (c.677G>A - R226Q) e 11 (c.1007G>A - p.G336D), duas estavam
presente no sitio de reconhecimento de splicing dos éxons 8 (c.677+1G>A) e 10 (c.791-
6 _794del GTTTAGATC); uma variante nonsense foi encontrada no éxon 17 (c.1975C>T -
R659X) e cinco eram mutacdes frameshift localizadas nos éxons 3 (c.225delT - p.L75Vfs), 11
(c.888 _889delAG - p.E297Afs), 15 (1681 1682insT - Y561Ls) e 16 (c.1863delG -
p.M621Ifs) e uma alteracdo missense (c.1852_1853delAAInsGC - p.K618A).

As  alteracbes  ¢.791-6_794delGTTTAGATC, ¢.1863delG, c¢.225delT e
1681 1682insT, encontradas em heterozigose, ainda ndo foram descritas na literatura e ndo
foram avaliadas por nenhum dos trés programas de predicédo utilizados, por estarem presentes

em sitio de splicing ou serem mutagdes frameshift.
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Tabela 5.8: Alterac6es benignas e de significado incerto (VUS) encontradas nas regifes codificantes e flanqueadoras de MLH1.

Regido | Het/Hom ID(dbDSNP) cDNA Proteina| Dominio | Classificacdo | NUmero de pacientes alterados
intron 3 Het rs139620056 €.307-29C>A p.(=) - Benigna 1
intron 5 Het rs4647246 €.453+25A>G p.(=) - Benigna 1
intron 5 Het rs4647255 C.454-51T>C p.(=) - Benigna 1
Exon 8 Het/Hom rs1799977 C.655A>G p.1219V | Mismatch Benigna 27
intron 3 Het rs139620056 c.307-29C>A p.(=) - Benigna 1
intron 11 Het rs59684491 ¢.1039-31A>T - - VUS 1
intron 11 Het rs6771325 €.1039-29A>T - - VUS 18
intron 11 Het rs193922367 €.1039-8T>A p.(=) - Benigna 1
intron 13 Het rs41562513 €.1558+14G>A p.(=) - Benigna 3
intron 12 Het rs7633154 €.1410-54C>T p.(=) - Benigna 3
intron 14| Hom/Het rs9876116 €.1668-19A>G p.(=) - Benigna 28
Exon 19 Het rs2020873 €.2152C>T p.H718Y | C-terminal Benigna 1
. .1039-34_1039-
Intron 11| Het/Hom rs763206692 26del TATATATTT - - VUS 4
intron 11 Het rs755228836 €.1732-38G>A - - VUS 1
Exon 17 Het rs1800146 c.1959G>T p.(=) - Benigna 2
3'UTR Het rs193922366 c.*35_*37delCTT p.(=) - Benigna 1
intron 1 Het rs752136033 €.117-46_117-42delTAGAG - - VUS 1
intron 11 Het €.1039-27insA - - VUS 1

Legenda: Het/Hom: alterac8o presente em heterozigose (Het) ou homozigose (Hom).
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Tabela 5.9: AlteragGes patogénicas ou de significado incerto (VUS) encontradas em regides codificantes e em sitios de splicing do gene MLHL1.

Tumor primario Het/ Cobertura
Caso | Centro rp E ID(dbDSNP) cDNA Proteina Dominio | Classificacdo | DP | alelo alterado
(idade) Hom (%)
Codlon ascendente e c.791- . C-

864 | HCPA o0 (51) 10| Het - 6 704delGTTTAGATC | Perdaéxon10 | o VUS 3714 | 736 (20,0)
865 | HCpa | Colonascendente |, 1 4,0 . ¢.1863delG p.M621Ifs c- VUS 203 | 113 (55,7)

(52) terminal
867 | HCPA [ Colon transverso (48) | 8 | Het | rs267607778 C.677+1G>A Perda éxon 8 N- | Provavelment | goq | 967 (444

terminal | e patogénica

1085 | HCPA | Célon transverso (42) | 3 | Het - €.225delT p.L75Vfs HATPase VUS 2823 1261 (44,7)
875 | Hcpa | CoOlonascendente || o | eaz5q310 c.1975C>T p.R659X c- Patogénica | 4568 | 2513 (55,0)

37N terminal

Colon c.890A>C + N-

872 | HCPA ascendente:ceco (46) 1] Het ) €.888 889delAG p.E297Afs terminal VUS 3917 1180 (30.1)
2113 | HCPA | Retossigmoide (36) [15| Het - c.1681_1682insT p.Y561Lfs terﬁi'nal VUS 2592 | 1258 (48,5)
891 | Hcpa | COlon d(isoc)e”de”te 4| Het | rs63750781 ¢.350C>T p.T117R | HATPase | Patogénica | 3277 | 1511 (46,1)
ADR | INca | Colonascendente | g o0 | \oga751711 C.677G>A p.R226Q N- Patogénica | 750 | 378 (50,4)

(42) terminal

ACCA Colon ascendente N- .

9 " 34) 8| Het | rs63751711 C.677G>A pR226Q | . o . | Patogénica | 2766 | 1191 (43,)
FCG | INCA | Célon transverso (39) | 3 | Het rs41295282 C.27T7TA>G p.S93G HATPase VUS 2908 1552 (53,4)
16 A(,i/fA Colon ?;g‘)e”deme 11| Het |rs587781750 ¢.1007G>A 0.G336D | Linker VUS 3894 | 2018 (51,8)
2106 | HCPA | Retossigméide (50) 16| Het - c.1852_1853delAAINSGC |  p.K618A terrii'nal VUS 1403 | 658 (46,9)
SL4 | HUJIB Reto (34) 16| Het - c.1852_1853delAAINSGC |  p.K618A terr(;i‘nal VUS 1592 | 698 (43,8)

Legenda: E: éxon; Het/Hom: alteracdo presente em heterozigose (Het) ou homozigose (Hom).
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Tabela 5.10: Predicfes in silico para as variantes missense de

codificantes do gene MLH1.

significado incerto encontradas nas regides

PrSCIIE:-trion PROVEAN Polyphen
E cDNA Proteina | Ptn
S p S p Hum | Hum p
Div | Var

3 | ¢c.277A>G | p.S93G | FCG | 0,0 | Danosa |-2,8 | Deletéria | 0,0 | 0,1 | Benigna
11 | c.890A>C | p.E297A | 872 | 0,0 | Danosa | -4,7 | Deletéria | 0,9 | 0,6 Pos.
Danosa
11 | ¢.1007G>A | p.G336D | 16 | 0,0 | Danosa |-4,1 | Deletéria | 0,9 | 0,7 Pos.
Danosa
c.1852_1853 2106/ L Prov.
16 delAAINSGC p.K618A SL4 0,02 | Danosa |-5,0 | Deletéria | 0,9 | 0,9 Danosa

Legenda: E: éxon; P: predicdo; Ptn: proteina; Pos. Danosa: possivelmente danosa; S:score.

Duas alterages VUS foram encontradas em cis no éxon 11 do gene MLH1 para o
mesmo paciente (872): ¢.890A>C (p.E297A) e ¢.888 889delAG, conforme demonstrado na
Figura 5.7. A substituicdo c.890A>C (p.E297A), que ocorreu no cédon 297, tem significado
clinico desconhecido, mas é predita como danosa ou possivelmente danosa pelos trés
programas de predigdo utilizados. Por se tratar de mutagdo frameshift, a alteracdo
c.888 889delAG ndo pbde ser predita pelos programas utilizados. As alteracdes sdo
encontradas em heterozigose com cobertura média de 1180 vezes para os alelos alternativos e
sdo capazes de alterar a formacéo do dominio N-terminal de MLH1.

Das alteraces patogénicas e VUS encontradas nas regides codificantes/sitios de
splicing de MLH1, quatro foram descritas pela primeira vez no presente estudo (c.791-
6 _794delGTTTAGATC, ¢.1863delG, c.225delT e ¢.1681 1682insT), cinco ja tinham
significado clinico conhecido (patogénicas ou provavelmente patogénicas) e duas foram
previamente descritas como VUS (c.1007G>A e c.277A>G). Os mapas do NGS e
eletroferogramas (Sanger) para cada uma das variantes patogénicas de MLH1 se encontram
nos Anexos 21, 22, 23 e 24.
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Figura 5.7: Mapa das leituras da regido cromossdémica L3: 37061803-37061806 do paciente 872, que possui
duas alteragdes em cis no éxon 11 do gene MLH1 (c.888_889delAG e ¢.890A>C), figura construida utilizando o
programa Integrative Genome Viewer (IGV).

5.5.4) Variantes encontradas no gene PMS2

O mapeamento de PMS2 foi realizado contra a sequéncia de referéncia do préprio
gene, e ndo com o genoma completo, como foi feito para os genes MSH2, MSH6 e MLH1.
Esta estratégia foi necessaria para evitar o pareamento das sequéncias de pseudogenes com
alta homologia @ PMS2, como exemplo de PMS2CL. A partir do Variant Calling realizado
para as regides exdnicas e flanqueadoras de PMS2, no total foram encontradas 12 variantes
presentes nos éxons 2, 7, 11 e 15 dos 41 pacientes rastreados para este gene. Destas
alteracdes, onze foram previamente descritas como benignas e uma apresentou significado
clinico desconhecido, como pode ser observado na Tabela 5.11.

Entre as alteracGes benignas, seis eram missense (c.2570C>G - p.G857A, ¢.1621T>C -
p.E541K, ¢.1531A>G - p.T511A, c.1454G>T - p.T485K, ¢.1408G>A - p.P470S e ¢.59C>T -
p.R20G) e estavam presentes nos éxons 2, 11 e 15, trés eram altera¢des silenciosas nos éxons
7 (c.780C>G), 15 (c.2466A>G) e intron 11 (c.2007-4G>A) e duas eram INDELS localizadas
em regides repetitivas do intron 7 de PMS2 (c.706-4delA e ¢.706-5_706-4delAA). A Unica
VUS encontrada (c.-77delA), estava presente em homozigose na regido 5S’UTR em 30
pacientes, conforme mostrado na Tabela 5.10. A cobertura media dos alelos alterados foi de
142,93 vezes. Devido a localizacdo da alteracdo (3' UTR), ndo foi possivel predizer in silico

se a alteracdo compromete a fungdo da proteina.
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Tabela 5.11: Variantes benignas e de significado incerto (VUS) encontradas nos pacientes rastreados para o gene PMS2.

NuUmero de pacientes

Regido | Het/Hom | ID(dbDSNP) cDNA Proteina | Dominio | Classificagéo alterados
Exon 15 Het rs1802683 €.2570C>G p.G857A - Benigna 12
Exon 15 Het rs10000 C.2466A>G p.(=) - Benigna 2
MM | Het | rs140788589 €.2007-4G>A p.(2) : Benigna 8
Exon .
11 Het rs2228006 €.1621T>C p.ES41K - Benigna 33
Exon .
11 Het rs2228007 c.1531A>G p.T511A - Benigna 1
Exon .
11 Het rs1805323 €.1454G>T p.T485K - Benigna 1
Exon .

11 Het rs1805321 c.1408G>A p.P470S - Benigna 21
Exon 7 Het rs1805319 C.780C>G p.(5) - Benigna 34
Exon 2 Het rs10254120 c.59C>T p.R20G - Benigna 4
intron 7 Het rs60794673 c.706-4delA NA - Benigna 25
intron 7 Het rs776641246 €.706-5_706-4delAA NA - Benigna 14
5UTR | Het/Hom - c.-77delA - - VUS 30

Legenda: Het/Hom: alterag8o presente em heterozigose (Het) ou homozigose (Hom).
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5.5.5) Analise do pseudogene PMS2CL

Com o objetivo de verificar o grau de similaridade das regides amplificadas de PMS2
com PMS2CL, utilizamos a estratégia de mapeamento das leituras geradas do NGS contra a
sequéncia de referéncia do préprio pseudogene (gi|224589819: 6774936-6791232) e do gene
funcional (gi|224589819: c6048737-6012870), sem alinha-las contra o genoma humano
completo (GRCh37), e posteriormente, realizar a identificacdo de variantes para as regioes
exonicas de 1 a 6 de PMS2CL, paralogas aos éxons 9 e 11-15 do gene funcional. O objetivo
desta estratégia foi forcar o alinhamento de possiveis leituras que estavam mapeando contra o
gene funcional e verificar se o alinhamento contra o genoma humano completo estava
realmente gerando resultados falso-positivos para PMS2CL.

O alinhamento contra a sequéncia de referéncia do proprio pseudogene, gerou
profundidades médias de coberturas altas (~1917X), compativel a média gerada para a regido
paréloga do gene funcional (~2700X). Esta situacdo j& era esperada, considerando a alta
homologia (>98%) entre essas sequéncias e que esta analise forcou 0 mapeamento de todas as
leituras correspondentes ao gene funcional na regido paraloga de PMS2CL. As profundidades
médias de coberturas para 0s éxons 1-6 de PMS2CL os éxons paralogos do gene funcional sdo

demonstradas na Tabela 5.12.

Tabela 5.12: Comparagdo entre as profundidades médias de coberturas para os éxons 9, 11-15 de PMS2 e as
regides correspondentes do pseudogene PMSCL.

PMS2 PMS2CL
Exons Cobertura média | Minimo | Maximo | Exons | Cobertura média | Minimo | Maximo
9 6736,21 0,00 |52499,78| 1 2152,12 9,27 999,25
11 3525,20 0,00 |27886,26| 2 2396,96 49,66 | 1613,23
12 2055,77 0,00 |28032,74| 3 1798,38 6,07 | 1430,68
13 1447,08 0,00 | 7265,21 4 1122,80 0,00 787,99
14 1362,59 0,00 | 7705,94 5 1431,85 4,08 972,81
15 1072,75 0,48 | 6401,18 6 2597,01 4,18 | 2033,73
Média global 2699,93 1916,52

Apds o alinhamento com a sequéncia de referéncia do préprio pseudogene, ndo foram

identificadas variantes para PMS2CL.

5.7) Rastreamento molecular das familias com SL

No total, foram rastreados 11 individuos pertencentes a 5 familias distintas, que

possuiam alteracBes patogénicas em MSH2 ou MLH1. A mutacdo ¢.2152C>T, presente no
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éxon 13 de MSH2, foi rastreada em trés familias (cinco familiares do paciente 1112, dois
familiares do paciente 871 e um familiar do paciente 2106). A delecdo ¢.1738_1741deGAAA
no éxon 11 de MSH2 foi rastreada em um familiar do paciente 2114. Um familiar do paciente
872 teve 0 éxon 11 de MLH1 sequenciado para avaliar a presenca das alteracfes em cis
€.890A>C e ¢.888_889 delCA, conforme foi demonstrado na Tabela 5.13.

Tabela 5.13: Rastreamento molecular de familiares dos pacientes que apresentaram altera¢fes patogénicas em
MSH2 e MLH1.

- . Parentesco o ~
Centro | Familia | Paciente probando I | Cancer| Gene | E | Alteracdo rastreada | R
HCPA (2”2|8g') Tia materna | - Néo MSH2 -
2149 Primo . -
HCPA (IV.1) paterno - Néo MSH2 _
Familiar | 1552 Prima x *
HCPA 1112 (IV.10) materna 30| Naéo MSH2 | 13 | ¢.2152C>T (p.Q718%) ;
1553 x u
HCPA (IV.2) Irma - Néao MSH?2 _
1561 .
HCPA (111.9) Tio materno | 50 | CCR | MSH2 -
2235 . u
HCPA Familiar | (V.11) Sobrinha | 23| Na&o MSH2 . +
— | an 1880 13 | ¢.2152C>T (p.Q718*) —
HCPA (11.1) Tio materno | 60 | Nao MSH2 -
Familiar | 2277 . x «
HCPA 2106 (111.7) Filha 57 | Nao MSH2 | 13 | ¢.2152C>T (p.Q718%*) | -
Familia 2300 . . €.1738_1741deGAAA
HCPA 2114 (IV.1) Filha 16 | Nao MSH2 | 11 (p.E580Lfs) +
Familiar 1097 x €.888_889 delCA
HCPA 872 (11.2) Irmao 45| CCR | MLH1 |11 (p.E297Afs) +

Legenda: CCR: céancer colorretal; I: idade do paciente; E: éxons rastreado; R: resultado do rastreamento; - :
resultado negativo (familiar ndo apresenta a alteracdo), + : resultado positivo (familiar possui a alteragdo). A
identificacdo do paciente entre parénteses se encontra de acordo com os heredogramas nos Anexos 26 a 30.

A familia pertence ao probando 1112 (1V.3) apresentou doze casos de cancer, sendo
sete casos de cancer colorretal, um caso de cancer de pulméo, um caso de carcinoma de corpo
uterino, um caso de cancer nos rins e um caso em que o tipo de tumor ndo foi identificado,
conforme apresentado no heredograma (Anexo 26). Dos cinco individuos desta familia (IV.1,
V.2, IV.10, 11.9 e 111.6) rastreados para a alteragdo MSH2 ¢.2152C>T, um deles demonstrou
herdar a alteracdo (IV.10). Este individuo possui 30 anos de idade e ainda ndo foi
diagnosticado com nenhum tipo de céncer.

A segunda familia rastreada para esta mesma alteragdo (c.2152C>T) foi a familia
pertencente ao probando 871 (IV.6). Esta familia apresentou oito casos de canceres, sendo
cinco casos de cancer colorretal, um caso de cancer eséfago, um caso de cancer de Utero e um
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caso cujo cancer é desconhecido, conforme é demonstrado no heredograma do Anexo 27. Dos
dois individuos rastreados, um herdou a mutacdo (V.11). A familiar afetada com a alteracéo
€.2152C>T (V.11) é parente de segundo grau da paciente probanda (filha da irmd), possui 23
anos de idade e ndo manifestou o fenotipo da doenca.

A terceira familia rastreada para a alteracdo ¢.2152C>T foi a do probando 2106,
acometida com nove casos de cancer, sendo dois casos de cancer colorretal, dois casos de
cancer de Utero, um caso de cancer renal, um caso de cancer de bexiga, um caso de cancer de
mama, um caso de cancer na base da lingua e um caso de cancer de figado, conforme
demonstrado no heredograma do Anexo 28. A Unica paciente rastreada, que € filha da
probanda (111.7), n&o herdou a alteracdo e ndo desenvolveu nenhum tipo de tumor.

A familia 2114 foi rastreada para a alteragdo MSH2 ¢.1738_1741delGAAA no éxon
11 do gene MLH1. A familia pertencente ao probando 2114 (111.2) foi acometida com dois
casos de cancer colorretal (11.2), conforme é demonstrado no Anexo 29. A Unica paciente
submetida ao rastreamento molecular foi a filha da paciente probanda (1V.1), que herdou a
delecdo, embora ndo tenha manifestado o fenotipo da doenga.

A familia pertencente ao probando 872 foi rastreada para as variantes presentes em cis
MLH1 ¢.890A>C e MLH1 ¢.888 889 delCA. Esta familia apresentou nove casos de cancer
do espectro tumoral da SL, sendo sete casos de cancer colorretal, um caso de cancer de Utero e
um caso desconhecido. O probando desenvolveu ainda tumores no ovario, endométrio e
pancreas, conforme demonstrado no heredograma do Anexo 30. O Unico familiar rastreado
(111.2) foi portador das alteracdes, é irmdo da probanda (I11.1) e desenvolveu o fenétipo da

doenca (cancer colorretal aos 45 anos de idade).

5.8) Validacédo das alteracdes patogénicas e VUS pela metodologia de Sanger

Todas as alteracdes encontradas nos genes de MMR por NGS foram confirmadas pela
metodologia de Sanger, exceto as alteracdes MSH6 ¢.181G>A e PSM2 ¢.780C>G.

A posicdo da alteragdo MSH6 ¢.181G>A apresentou profundidade média de cobertura
>30X e o alelo alterado estava presente em mais de 20% das sequéncias (14 vezes).
Entretanto, as sequéncias provenientes do sequenciamento de Sanger para a alteracdo ficaram
com uma qualidade baixa nas regiGes correspondentes as alteracdes, impossibilitando sua
validacao.

A alteracéo benigna PSM2 ¢.780C>G, presente em 34 dos 41 pacientes rastreados para
este gene nao foi validada, uma vez que os pacientes que a herdaram também apresentaram as
deleges intronicas c.706-4delA e ¢.706-5_706-4delAA ndo patogénicas, que flanqueavam o

éxon 7 de PMS2, dificultando a visualizacdo dos eletroferogramas. A construgcdo de um
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iniciador mais proximo da alteracdo foi impossibilitada, visto que esta regido € rica em
sequéncias repetitivas, o que dificultaria o sequenciamento correto do éxon. Os
eletroferogramas das mutagdes patogénicas ou VUS se encontram disponiveis nos Anexos 16
a 24, exceto algumas alteracbes de MSH2 e MLH1, que ndo foram disponibilizadas pelo

Instituto responsavel pela validacao destas alteragdes.

5.9) Andlise de custo
Uma andlise de custo foi realizada para comparar o prego de sequenciamento dos

genes MMR entre a metodologia de Sanger e NGS. Por Sequenciamento de Sanger foi
considerada a realizacdo de PCRs convencionais individualizadas por regido codificante de
cada um dos éxons dos genes e, para NGS, foi considerada a implantacdo de PCRs
Multiplexes ou de longo alcance acoplada ao NGS. A Tabela 5.14 demonstra estes resultados.
O sequenciamento de Sanger para o rastreamento dos quatro genes MMR teve um custo de
aproximadamente R$1600,90 por paciente. Este custo foi reduzido para R$743,20 com a
implantacdo da estratégia de NGS.

Tabela 5.14: Andlise do custo efetividade para o rastreamento molecular dos genes MMR utilizando as
metodologias de Sanger e NGS, em Reais, por Paciente.

Sequenciamento de Sanger

Preco N Custo Total | Unidade | Preco/
Consumiveis (R$) | Reacdes (65) (R$) Paciente
TagDNA Platinum 500C (Thermo) 436,0 4095 4761,1 4,2 267,3
dNTP 100mM cada (0.1mM) 2684,8 | 3120 2094,2 0,7 42,3
Primers 100pmol (cada) 25,0 132 3300,0 0,2 26,4
Takara La Taq LR-PCR(Takara) 250 U | 3121,1 123 31211 12,5 37,5
GE HealthCare Purification kit 250R | 1861,0 | 3858 28718,8 7,0 441.8
BigDye Terminator Kit 100R
(suficientes para 800R) 4988,0 | 8190 51064,7 6,2 785,6
Total 1600,9
Sequenciamento de Nova Geracao
Preco N Custo Total | Unidade | Prego/
Consumiveis (R$) | Reacdes (65) (R3) Paciente
TagDNA Platinum 500C (Thermo) 436,0 1057 1228,9 1,1 21,9
dNTP 100mM cada (0.1mM) 2684,8 975 2617,7 2,7 53,7
Primers 100pmol (cada) 25,0 110 2750,0 25 49,0
Takara La Taq LR-PCR(Takara) 250 U | 3121,1 123 31211 19,5 58,5
GE HealthCare Purification kit 250R 1861,0 1057 7868,3 7,4 148,9
Nextera XT (24R) 5500,0 65 14895,8 229,2 229,2
Qubit dsDNA HS Assay Kit (100R) 404,0 65 262,6 4,0 4,0
TruSeq Rapid Duo cBot (2 lanes) 1446,2 96 1446,2 15,1 15,1
TruSeq®RapidSBSKit-HS(2 lanes) 6162,6 96 6162,6 64,2 64,2
TruSeq® Rapid PE Cluster Kit (2 lanes) | 4437,1 96 4437,1 46,2 46,2
Kapa Library Quantification
kit(1000X10ul) 4200,0 195 3412,5 17,5 52,5
Total 743,2
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6) DISCUSSAO

6.1) Metodologias de PCR multiplex e LR-PCR acopladas ao NGS

A padronizacéo das reages de PCR multiplex e de Longo Alcance em nosso estudo
permitiu reduzir em 3X o numero total de reacGes realizadas por pacientes para
sequenciamento dos genes MSH2, MLH1, MSH6 e PMS2 (de 63 para 21 reacdes por
paciente). Esta reducdo teve como consequéncia uma diminuigdo do tempo de rastreamento
molecular dos genes de MMR. Além disso, esta metodologia permitiu economizar a
quantidade de material genético utilizado por paciente e teve também impacto no custo do
sequenciamento por amostra. Em comparacdo a utilizacdo do Sequenciamento de Sanger, a
metodologia empregada permitiu reduzir em 2,15 vezes o custo de reagdo por amostra.
(R$743,20 X R$1600,90).

O NGS oferece ainda uma vantagem em relacdo ao Sequenciamento de Sanger, que é
0 aumento da profundidade média de cobertura das amostras. Com o Sequenciamento de
Sanger, uma profundidade média de cobertura maxima de 2 vezes (sentido direto e reverso)
pode ser obtida, enquanto no NGS as amostras sdo amplificadas de maneira clonal e séo
cobertas mais de duas vezes. O aumento desta média, reduz possiveis erros de incorporacdo
de nucleotideos introduzidos pelas Tag DNA polimerases, diminuindo a identificacdo de
variantes falso- positivas e negativas nas amostras (DE LEENEER et al., 2011).

Pela primeira vez na literatura foi empregada a metodologia de PCR multiplex
acoplada ao NGS para o rastreamento molecular dos genes MMR. Esta metodologia ja havia
sido utilizada previamente por Leeneer et al., para o sequenciamento dos genes BRCA1/2. No
estudo, os autores compararam a distribuicdo de profundidade média de cobertura de produtos
de PCRs singleplexes com produtos de PCR multiplexes sequenciados na plataforma 454
(Roche) e demonstraram que as PCRs multiplexes parecem fornecer uma distribuicdo mais
uniforme da profundidade média de cobertura com relacdo as PCRs singleplexes (DE
LEENEER et al., 2011).

O grande desvio padréo de cobertura observado para um mesmo amplicon de amostras
distintas, pode ser consequéncia da metodologia empregada para quantificacdo dos produtos
de PCR (Nanodrop). Embora quantidades equivalentes de amplicons tenham sido utilizadas
para a preparagdo das bibliotecas, o ideal seria quantificar as amostras utilizando
metodologias baseadas em fluorescéncia, que utilizam sondas que se ligam especificamente a
moléculas de DNA dupla-fita e fornecem concentracfes de DNA mais proximas de realidade.
Apesar de encontrarmos profundidades de cobertura varidveis para as mesmas regides, a

metodologia empregada demonstrou ser eficiente para o rastreamento molecular dos genes
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MMR, uma vez que alteracdes presentes no DNA foram identificadas com uma profundidade
média de cobertura alta (média de 1029,41 vezes para os alelos alterados) e foram validadas
pela metodologia de Sanger.

As tecnologias de NGS estdo se tornando cada vez mais utilizadas e acessiveis para
um grande ndmero de laboratorios. Entretanto, ainda existem poucos estudos que
implementam esta metodologia para a identificacdo de alteracbes nos genes MMR em
pacientes com SL. Dos estudos existentes, a maioria utiliza de painéis de cancer baseados em
métodos de captura hibrida (HOPPMAN-CHANEY et al., 2010; JANSEN et al., 2016;
TALSETH-PALMER et al., 2016) ou por meio de PCR ( PRITCHARD; STEPHENS;
DONNELLY, 2000; HITCH et al., 2014; SIE et al., 2015; RING et al., 2016; SUSSMAN et
al., 2016) para a preparagao das bibliotecas. Dois Unicos estudos descritos utilizaram produtos
de PCRs singleplexes para o rastreamento molecular dos genes MMR (DA SILVA et al.,
2010; HANSEN et al., 2014) A Tabela 6.2 faz um resumo dos principais trabalhos que
empregam NGS para a identificacdo de variantes nos genes MMR.

Ao comparar 0 nosso estudo com outros trabalhos da literatura que empregam NGS,
observamos que a utilizacdo de painéis de cancer, métodos de captura e de produtos de PCRs
singleplexes para o NGS, gerou profundidades médias de coberturas menores do que o
observado em nosso estudo (13.538X). Quando comparado com trabalhos que também
utilizaram produtos de PCRs (PCRs singleplexes) para o sequenciamento das bibliotecas de
DNA, as médias de coberturas obtidas foram 192 e 39 vezes maiores do que as médias obtidas
por Hansen et al., 2014 (81X) e Silva et al., 2015 (400X), respectivamente.

Além das questdes referentes a cobertura, a utilizacdo de painéis de cancer a partir de
captura hibrida ou PCR para o rastreamento dos genes MMR, muitas vezes, ndo é
suficientemente apropriada para o rastreamento de sequéncias que apresentam um grande
nimero de pseudogenes, como é o caso de PMS2. Os Kkits comercias ndo utilizam de
estratégias que evitem a amplificacdo dos pseudogenes, e isto gera um grande nimero de
resultados falso positivos (HANSEN et al., 2014). Ao empregar o método de captura para o
sequenciamento do gene PMS2, por exemplo, ndo ha como garantir que as sondas desenhadas
se liguem especificamente a PMS2, uma vez que a similaridade entre as regides paralogas de
PMS2CL é maior do que 98% (TALSETH-PALMER et al., 2016).

Os painéis de cancer fornecem a possibilidade de que um grande numero de genes
envolvidos com a doenca seja sequenciado em uma Unica reagdo. Entretanto, em alguns casos,
sdo utilizados painéis que também contém informacdes sobre outros genes, ndo diretamente
relacionados com a doenca. Estes painéis podem fornecer o diagnostico para mutagdes

identificadas em outras patologias e ndo necessariamente relacionadas com a doenga em
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estudo, o que pode trazer diversas consequéncias para o aconselhamento genetico do
individuo. As sociedades European Society of Human Genetics e EuroGentest recomendam
que o rastreamento molecular de individuos que apresentem doencas genéticas seja realizado
apenas com base em genes conhecidos e que ja foram associados a doenca, para que
problemas no aconselhamento sejam evitados. Em casos que o laboratério fornece o
diagndstico para outros genes é recomendado que as alteracGes encontradas para as regides
n&o relacionadas sejam informadas ao paciente (MATTHIJS et al., 2015).

De todos os estudos ja descritos na literatura, a maior parte utiliza as plataformas da
Illumina (HiSeq 2000, HiSeq2500, MiSeq) para rastreamento molecular dos genes MMR.
Estas plataformas vém se destacando pelo menor custo de sequenciamento por amostra,
geragdo de grande numero de dados por corrida (>40Gb) e por lidarem melhor com a
presenca de regifes homopoliméricas nas sequéncias de DNA, principalmente quando
comparado as plataformas que utilizam como método de deteccdo a diferenca de concentracédo
dos prétons incorporados durante a sintese de DNA (lon PGM System) (CAPORASO et al.,
2012; SHIN et al., 2016). Quail et al., demonstram que, embora a plataforma PGM seja capaz
de identificar um maior numero de SNPs por amostra, 0 numero de resultados falso-positivos
é significativamente maior nestas plataformas do que nas plataformas Illumina (QUAIL et al.,
2012).

66



Tabela 6.1: Resumo dos principais trabalhos que utilizaram o NGS para rastreamento molecular dos genes envolvidos com a SL ou sindromes hereditarias relacionadas, ressaltando
os tipos de amostras utilizadas, o0 modo de preparagéo das bibliotecas, as plataformas utilizadas, 0 modo de preparagdo das bibliotecas, a plataforma utilizada para o sequenciamento,
o0s genes rastreados, a porcentagem de leituras mapeadas e a cobertura média encontrada.

%
Referéncia Preparacdo bibliotecas | Plataforma Genes rastreados leituras Corggtrjti:ra Amostras Resultados
mapeadas
APC, MUTYH, BMPRIA, 17 pacientes alterados
SureselectXT Custom IHlumina SMAD4, STK11, PTEN, Amostras de
. 3-5.9 Mb library kit | HiSeq2000 |  MLH1, MSH2, MSHS, DNA de sangue | Para0s genes MSH2,
Rohlin et al., 2016 . ) . MSH6, SMADA4,
Fam. Cancer (Agilent Technology, (IIIum_ma, PMS2, EPCAM, CDH1, - 417X de pacientes com CHEK2, PMS2, MLHS3,
Santa Clara, EUA)- San Diego, MLH3, MSH3, suspeita de SL ou AXIN2. BMPRIA. APC
Captura CA, EUA) PMS1,AXIN2, PAF (n=91) ,MUTYH ’ ’
CTNNB1,CHEK?2 e MET
13 pacientes (9%)
MLH1, MSH2, MSH6, alterados para CHEK2,
RainDance ' PMS2, EPCAM, PTEN, Amostras de APC, ATM, BARD1,
_ Thunderstorm emulsion I_Ilumlna STK11, TP53, BRCAL, DNA de BRCAL, BRCA2,
Ring et al., 2016 PCR system HiSeq2500 BRCA2, APC, ATM, pacientes com BRIP1, NBN, PTEN,
Modern Pathology, (RainDance (Mumina, | BARD1, BMPR1A, BRIP1, - - Cancer RAD51c.
1-9 Technologies, Billerica San Diego, | CDH1, CDK4, CDKN2A, endometrial 22 pacientes (6%) para
MA EUA)-P,aineI PCR’ CA,EUA) | CHEK2, MUTYH, NBN, (n=381)/ DNA MMR (3 MLH1, 5
' PALB2, RAD51C, MSH2, 2 EPCAM-
RAD51D, SMAD4 MSH2, 6 MSH6, 6
PMS2).
Amostras de 8 pacientes (29%)
MLH1, MSH2, MHS3, DNA e RNA de mutacOes somaticas
SureSelect Target MSH6, PMS2, EPCAM, sangue de MLH1, MSH2, MSH3
Jasen et al., 2016 Enrichment System llumina AXIN1, AXIN2, MSH3, pacientes de ou MSH6
PLoS ONE 11(6): | (Agilent Technologies, HiSeq2000 MUTYH, APC, 95% 101X cancer CCR 2,12,1,1, 1 pacientes
e0157381. Santa Clara, CA, EUA)- POLE/POLD1-EDM, (n=37), alterados para MUTYH,
Captura BRCAL, BRCA2, ATM, endometrial APC, MLH1, AXIN1,
CHEK?2 (n=7) e outros AXIN2 e MSH3,
(n=1) respectivamente.
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APC, BMPR1A, BRCA1,
BRCA2, CDH1,

Extracdo de

901 pacientes (9%) com

CDKN2A, EPCAM, MLH1, Dplz:llri\ g;acsigggeie mutacdo patogénica
Susswein et al.,2016 |  SureSelect targeted llumina MSH2, MSH6, MUTYH, com cancer (27,2% BRCAL/2;
Genetics in capture (Agilent, Santa MiSeq ou PMS2, PTEN, SMAD4, i i mama. ovario 15,5% genes SL; 9,1%
Medicine, v.18 Clara, CA, EUA)- HiS?aq STK11, TP53, VHL, ATM, CCR e,stémag(,) outros genes de alto
(8):823-832 Captura CHEK2, PALB2, AXINZ, n " | risco; 48,2% genes de
BARD1, BRIP1, CDK4, Rl risco moderado ou
FANCC, NBN, RAD51C, (n=10030) desconhecido).
RAD51D, XRCC2
MLH1, MSH2, MSH, DEXAtrggin?geue
NimbleGen human PMS2, MSH3, PMS1, periférico de
Talseth-Palmer et custom array (Roche llumina MLH3, EXO1, RFC1, pacientes com 3 pacientes alterados (1
al., 2016 Cancer NimbleGen, Madison, HiSeq2000 RFC2, RFC3, RFC4, RFC5, | 97.2% 110X cancer CCR MSH2, 1 MLH1, 1
Med, v.5(5): 929-41 | Winsconsin, USA)- g PCNA, LIG1, RPAL, RPA2, (n=29) ¢ MSH6)
Captura RPA3, POLD1, POLD?2, end(;metrial
POLD3 e POLD4 _
(n=12)
Extracdo de
lon Torrent DNA de sangue | 45 pacientes alterados
Silva et al., 2015 Amplificagéo ininiduaI (Applied MLHL, MSH2, MSHS, perifé:rico de (25 mutagdes pontuais
PLoS One, dos éxons seguida do | Biosystems, PMS1 e PSM?2 - 400X pacientes em MSH2, 15 em
v.5;10(10):e0139753 NGS Foster City, (n=116) MLH1,4em MSH6 e 1
CA, EUA) suspeitos de ter em PMS2)
SL
Conor et al., 2015 lumina
Fam Cancer, - HiSeq2000 MSH6 - - - 1 (MSH®6)
v.14(1):69-75
Amp!lflcagao md'V'dEjal GS Junior Extracdo de
Hansen et al., 2014 | dos éxons e preparacao Studio DNA de sangue | 27 pacientes alterados
Mol Genet Genomic | com o kit Amplicon MLH1, MSH2, MSH6 e rs - 9 P
_ . ; (Roche, 80% 81X periférico de (4 MLH1, 7 MSH2, 9
Med., v.2(2):186- Library Preparation PSM2 .
200. (Roche, Pleasanton Pleasanton, pacientes com MSH®6, 4 PMS2)
! ’ CA, EUA) CCR (n=55)
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6.2) Limitagdes das metodologias de PCRs multiplexes e LR-PCRs acopladas ao NGS

Apesar de apresentar diversas vantagens sobre as metodologias normalmente
empregadas para 0 sequenciamento dos genes MMR, a metodologia empregada neste estudo
apresenta algumas limitacoes.

As regides flanqueadoras de alguns dos éxons dos genes de MMR, séo ricas em
sequéncias repetitivas de DNA. Por meio da metodologia empregada, foi possivel encontrar
delecBes ou insercdes sequenciais de nucleotideos nestas regifes repetitivas, a exemplo das
alteracdes de 1 a 7 Adeninas na posi¢do ¢.942+3 do intron 5 do gene MSH2 e dele¢des de 9
Timinas e Adeninas na posi¢do ¢.1039-34 1039-26 do intron 11 de MLH1 (c.1039-34 1039-
26delTATATATTT). Apesar de apresentarem taxas de coberturas elevadas, estas variantes
podem ser consideradas alteracOes falso- positivas, por provavelmente representarem erros de
incorporacdo de nucleotideos pela enzima Tag DNA Polimerase utilizada para as reacdes de
PCR multiplex. As enzimas Taq DNA Polimerases sintéticas ndo apresentam uma atividade
exonucleasica revisora 3’-5’. Desta maneira, o fendbmeno de escorregamento em regies
repetitivas de DNA é bastante comum, o que promove a adi¢cdo ou remoc¢éo de nucleotideos
nestas regides do DNA (ZAVODNA et al., 2014).

A plataforma HiSeq2500, utilizada para o sequenciamento dos fragmentos de PCR
multiplexes/ LR-PCRs, utiliza uma estratégia que incorpora um Gnico nucleotideo marcado
com fluorescéncia por ciclo e a leitura é realizada de maneira sequencial (CARVALHO;
SILVA, 2010). Desta forma, em comparacdo com as metodologias de Sanger e de NGS que
utilizam PCRs de emulsdo (454 Roche), o sequenciamento por sintese (HiSeq Illumina) reduz
a incorporacéo errénea de nucleotideos as regides microssatélites do DNA durante a leitura
das bases. Entretanto, como utilizamos produtos de PCR para o NGS, o efeito da adigéo ou
remocao de nucleotideos pelo escorregamento da Tag DNA polimerase ndo foi eliminado das
sequéncias, incorporando alteracGes falso-positivas nas regifes repetitivas de DNA.

Mais de 15% das mutacdes causais de SL ocorrem como consequéncia da presenga de
grandes rearranjos génicos nos genes MMR (PRITCHARD et al., 2012). Além disso, 22-44%
dos pacientes que apresentam alteracBes no gene PMS2, possuem variagdes no nimero de
copias de DNA (SENTER et al., 2008). Embora as frequéncias de rearranjos génicos sejam
grandes para os genes MMR, a metodologia empregada em nosso estudo ndo é capaz de
detectar estes tipos de variantes nos pacientes rastreados.

A avaliacdo da presenca de rearranjos em nossas amostras, foi previamente
identificada por MLPA para os genes MSH2, MSH6, MLH1 e EPCAM, sendo que PMS2 nao
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foi avaliado. Do numero total de pacientes que participaram do projeto, 12,3% (n=8)
apresentaram delecGes nos genes MSH2, EPCAM ou MLH1. Nestes casos foi também
observada a delecdo do gene MUTYH, por meio da sonda P072 (para MSH6), em um dos
pacientes que preencheram os critérios para SL (CPB) (Anexo 25). Delecdes neste gene estdo
associados a uma outra sindrome de CCR hereditaria, que é a Polipose Hereditaria associada a
MUTYH (MAP).

Individuos MAP positivos sdo muitas vezes classificados como pacientes Lynch-Like,
por ndo apresentarem mutacGes germinativas ou metilacdo somatica em nenhum dos genes de
MMR, mas clinicamente preencherem os critérios clinicos para SL, desenvolverem tumores
extracol6nicos e apresentarem instabilidade em regides microssatélites (CASTILLEJO et al.,
2014). O gene MUTYH codifica para a enzima DNA glicosilase, responsavel pelo reparo de
DNA por excisdo de bases que removem nucleotideos anormais ou quimicamente
modificados, como a 7,8- dihidro-oxi-guanina (8-0xoG). O complexo MutS (MSH2/MSH®6)
pode se ligar a mismatches 8-oxoG:A formados durantes o processo de replicagéo e estimular
a atividade da enzima DNA glicosilase, o que explica a forte associacdo fenotipica existente
entre pacientes MAP e Lynch-like (GU et al., 2002). A delecdo do MUTYH, encontrada em
CPB, indica que este paciente é portador de MAP e ndo de SL.

No total, 3,1% dos fragmentos que foram sequenciados apresentaram profundidade
média de cobertura <30X, especialmente regides correspondentes aos éxons 1, 2, 7 e 10 de
MSH2 e ao éxon 1 de MSH6. Nos acreditamos que o motivo das baixas profundidades médias
de coberturas nestas regides tenha sido causado por um erro na quantificacdo em cada uma
destas amostras, na etapa que precede a preparacdo de bibliotecas, o que provocou a sub-
representacdo destes fragmentos nas respectivas bibliotecas.

Para o éxon 10 de MSH2, a baixa cobertura em 4,6% das amostras sequenciadas para
esta regido, pode ainda ser explicada pelo grande nimero de amplicons que participam da
mesma reacdo de multiplex para este éxon (mix 2). PCR multiplexes com um maior nimero
de iniciadores, podem resultar em diminuicdo da eficiéncia das PCRs individuais para cada
um dos fragmentos, reduzindo a qualidade da sequéncia (DE LEENEER et al., 2011;
SCHEIBLE et al., 2014).

6.3) Padronizacgdo das anélises de bioinformatica

Um dos desafios enfrentados na utilizacdo das plataformas de NGS é a anélise dos
dados gerados, que normalmente é complexa e necessita de entendimento prévio na area de
bioinformatica. Alguns pacotes comerciais que integram toda a analise dos dados e fornecem

interfaces graficas mais didaticas ao usuario sdo normalmente empregadas. Entretanto, estes
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pacotes apresentam parametros pré-delimitados que podem afetar os resultados da anélise,
tornando-a muitas vezes limitada.

Portanto, a analise manual dos dados com o auxilio de diferentes programas de
bioinformatica, sem a utilizacdo de pacotes prontos, € a melhor opcdo. Apesar de trabalhosa,
por exigir conhecimento prévio na area, a analise manual permite que o usuéario defina os
parametros de acordo com o seu objetivo e modele sua analise para obtencdo de resultados
mais precisos (SCHRIJVER et al., 2010). Considerando estas informacdes, nosso grupo de
pesquisa desenvolveu um script que foi Util para a identificacdo de mutacdes pontuais nas
regides codificantes dos genes MSH2, MLH1, MSH6 e PMS2 e se encontra disponivel no
Anexo 13.

6.4) Validacdo da metodologia padronizada para rastreamento dos genes MMR

Para validar as metodologias de PCR multiplexes e LR-PCR acoplada ao NGS e o
script produzido para a identificacdo de variantes, realizamos o rastreamento molecular dos
genes MSH2, MSH6, MLH1 e PMS2 para 65 pacientes. Destes pacientes, trinta e dois (49,2%)
apresentaram pelo algum tipo de alteracdo (benigna/patogénica/VUS) em um dos genes de
MMR. O gene MLH1 demonstrou ser o gene mais polimérfico, apresentando 34,0% (32/96)
do numero total de alteracdes encontradas, seguido de MSH6 (29,8%), MSH2 (25,5%) e
PMS2 (12,8%), respectivamente. Considerando-se apenas as variantes patogénicas ou VUS
encontradas em regides codificantes (n=25), MLH1 (48%) e MSH2 (28%) foram 0s genes
mais afetados, seguido de MSH6 (20%) e PMS2 (4%).

Nossos achados corroboram com outros estudos recentes que rastrearam 0S genes de
MMR em populagbes da América do Sul e populacbes europeias, norte-americanas e
asiaticas. Dominguez-Valentin e colaboradores demonstraram que MLH1 é um gene mais
polimorfico do que MSH2. O trabalho rastreou amostras de cinco centros distintos da América
Latina (Argentina, Brasil, Chile, Colémbia e Uruguai) e mutacfes patogénicas em MLH1
foram encontradas em 60% dos pacientes alterados (DOMINGUEZ-VALENTIN et al., 2013).
As frequéncias encontradas em nossos estudos também se aproximam das médias de
alteracBes patogénicas esperadas para populacdes europeias, norte- americanas e asiaticas :
42% para MLH1, 33% para MSH2, 18% para MSH6 e 8% para PMS2 (PLAZZER et al.,
2013).

Em 2015, Carneiro da Silva e colaboradores rastrearam 116 individuos brasileiros
residentes do estado de S&o Paulo, que preencheram os critérios clinicos de Amsterdam e
Bethesda para SL. Os genes MMR foram sequenciados utilizando a plataforma lon PGM

System e MSH2 foi identificado como sendo 0 gene com maior nimero de mutacGes
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patogénicas na populacdo de estudo, seguido de MLH1, MSH6, PMS2 e PMS1,
respectivamente (CARNEIRO DA SILVA et al., 2015). Estes achados diferem do espectro
mutacional encontrado em nossas amostras, no que se refere a frequéncia de mutagdes
patogénicas encontradas em MLH1 e MSH2, o que pode ser justificado pelo fato de que nosso
estudo sequenciou amostras de quatro diferentes regides do pais (RJ/SP/RS/PA) e o estudo de

Carneira da Silva e colaboradores utilizou amostras de apenas uma regido do Brasil.

6.4.1) AlteracOes genéticas identificadas no gene MSH2

As variantes encontradas no gene MSH2 atingiram dominios importantes para a
execucdo do reparo de DNA. A maior parte das variantes benignas estavam presentes em
dominios que ndo influenciavam a formagdo do complexo MutS ou em regides intrénicas
repetitivas de DNA (n=11), sendo possivel identificar algumas alteracbes no dominio de
reconhecimento do Mismatch (n=4) ou no dominio Lever da proteina (n=2). Todas as
variantes patogénicas e VUS estavam presentes em regides importantes para MMR, e foram
identificadas nos dominios ATPésico (n=3), Lever (n=2) e Connector (n=2) de MSH2.

A identificacdo de variantes no dominio ATPasico de MSH2 ¢é importante,
considerando que alteracBes genéticas neste dominio podem modificar o reconhecimento da
base mal pareada e iniciacdo do reparo de DNA (MUKHERJEE; FEIG, 2009). Das trés
variantes encontradas no dominio ATPé&sico de MSH2 (c.2152C>T - p.Q718X, ¢.2078G>A -
C693Y e ¢.2021G>A - p.G674D), uma tem significado clinico desconhecido (c.2078G>A -
C693Y) e ainda ndo tinha sido publicada no ClinVar. Foi predita como patogénica pelas
analises de predicdo in silico e o paciente portador desenvolveu cancer de colon ascendente
em idade precoce (42 anos de idade).

Metade dos pacientes com mutacdes patogénicas em MSH2 (n=6) herdaram a mutacéo
€.2152C>T - p.Q718X (874/1112/2106/871/2309/2318), que € capaz de introduzir um cédon
de parada na posi¢cdo 718 (Glutamina) da proteina. Esta variante representa 4,1% de todas as
alteracdes patogénicas encontradas nos quatro genes MMR e atingiu 9,2% dos pacientes
rastreados (n=65), sendo identificada exclusivamente nas amostras provenientes do Sul do
Brasil (HCPA).

Devido ao grande numero de pacientes acometidos com esta variante, suspeita-se que
ela tenha efeito fundador no Brasil. Embora ainda ndo existam estudos que comprovem este
efeito, acredita-se que a alteragdo ¢.2152C>T (p.Q718X) tenha sido trazida ao Brasil por
imigrantes portugueses (ISIDRO et al., 2000). A mutacdo ja foi identificada em amostras
brasileiras da regido Sudeste do Brasil (estado de S&o Paulo-ACCAM) (DOMINGUEZ-
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VALENTIN et al., 2013; CARNEIRO DA SILVA et al., 2015) e em amostras de populacdo
Norte-Americana (Estados Unidos) (TERDIMAN et al., 2002).

A alteracdo missense ¢.2021G>A (p.G674D) presente no éxon 13 de MSH2 foi
funcionalmente caracterizada como uma alteracdo patogénica em modelo de Saccharomyces
cerevisiae (GAMMIE et al., 2007). Ja foi identificada em pacientes de origem Germanica,
que preencheram os critérios clinicos para SL, e desenvolveram tumores extracolénicos no
pancreas e na mama (BRIEGER et al., 2011). O paciente portador da alteracdo em nosso
estudo desenvolveu adenocarcinoma no célon sigmoide, entretanto, ndo desenvolveu tumores
extracoldnicos e ndo apresentou nenhum familiar de primeiro grau afetado.

Duas variantes foram identificadas no dominio Lever de MSH2, responsével por
envolver o nucleotideo que serd reparado (LAMERS et al., 2000): ¢.1738_1741delGAAA
(p.E580Lfs) e ¢.1046C>T (p.P349R). A alteracdo ¢.1738_1741delGAAA foi primeiramente
identificada por nosso grupo de pesquisa e provavelmente é uma mutacdo patogénica, por
alterar o quadro de leitura do éxon 11 de MSH2 (p.E580Lfs). A alteracdo patogénica
€.1046C>T, encontrada no éxon 6 de MSH2, ja foi descrita em trabalhos que rastrearam
populacdes de origem lItaliana (URSO et al., 2008; PASTRELLO et al.,, 2011) e mais
recentemente, foi identificada em pacientes de origem Argentina (DOMINGUEZ-
VALENTIN et al., 2016).

Foram identificadas duas variantes responsaveis por alterar o reconhecimento das
proteinas do complexo MutL (Connector) (MENDILLO et al., 2009): c.942+3A>T
(p.V265_GIn314del) e ¢.388_389delCA (p.Q130Vfs*2). A mutacdo ¢.942+3A>T é capaz de
alterar o sitio de reconhecimento de splicing, levando a delecdo completa do éxon 5 de MSH2
(p-V265_GIn314del). Curiosamente, esta variante foi encontrada em homozigose para 0
paciente alterado. Mutacges bialélicas nos genes de MMR sdo frequentemente encontradas
em pacientes portadores da Sindrome Deficiéncia constitucional de Mismatch Repair
(CMMR-D) (em inglés, Constitutional Mismatch Repair-Deficiency) (TOLEDANO et al.,
2009). Esta sindrome acomete individuos jovens e leva ao desenvolvimento de tumores no
trato gastrointestinal, cérebro e/ou hematoldgicos, além de tumores no endométrio e trato
urinario (VASEN et al., 2014). Em nosso estudo, o paciente acometido com a mutacao
€.942+3A>T (p.V265_GIn314del), apresentou perda das proteinas MSH2/MSH6 por IHC,
desenvolveu cancer de célon descendente precoce (aos 21 anos de idade) e teve um familiar
de primeiro grau acometido com céncer de endométrio, o que reforca a possibilidade de que
este individuo tenha desenvolvido a Sindrome CMMR-D.

A alteragédo ¢.942+3A>T (p.vV265_GIn314del) apresenta efeito fundador na populagéo

da ilha Newfoundland, ilha canadense originalmente colonizada por Franceses, Britanicos e
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Portugueses (FROGGATT et al., 1999). Outros trabalhos também a identificaram em
pacientes de origem Argeliana (influéncia da colonizagéo francesa) (ZIADA-BOUCHAAR et
al., 2016) e em pacientes de origem Germanica (MANGOLD et al., 2005). A alteracdo ja foi
relatada em pacientes de origem brasileira (n=3) ( DOMINGUEZ-VALENTIN et al., 2013;
CARNEIRO DA SILVA et al., 2015).

A mutacdo frameshift ¢.388_389delCA (p.Q130Vfs*2) provoca mudanca no quadro
de leitura do RNAmM no éxon 2 do gene MSH2 e leva a formagdo de uma proteina néo
funcional. A variante foi previamente encontrada em um paciente de origem brasileira e um
de origem argentina (DOMINGUEZ-VALENTIN et al., 2013).

As ¢.2152C>T (p.Q718X) e ¢.942+3A>T (p.V265_GIn314del) j& foram relatadas
como hot spots para a populacdo brasileira, e suas frequéncias foram justificadas pela alta
influéncia da colonizacdo europeia no pais (DOMINGUEZ et al.,, 2011). Além destas
mutacdes, outras variantes encontradas podem ter sido herdadas pela influéncia da
colonizagdo europeia no Brasil, como as alteragdes c.2021G>A e ¢.1046C>T (p.P349R),
previamente identificadas em populagdes de origem germanica e italiana, respectivamente.

O rastreamento molecular do gene MSH2 permitiu identificar um maior nimero de
alteracbes no éxon 13 deste gene, sendo que 8/12 pacientes (66,6%) estavam mutados para
esta regido. Estudos com amostras de pacientes brasileiros demonstram também que este € o
éxon mais frequentemente mutado em MSH2. Valentin e colaboradores identificaram 8
familias mutadas (29,62%) para o éxon 13, em um total de 27 probandos rastreados
(DOMINGUEZ-VALENTIN et al.,, 2013), enquanto Carneiro da Silva e colaboradores
identificaram para 7 probandos mutados (36,48%) para um total de 19 rastreados
(CARNEIRO DA SILVA et al., 2015). O éxon 13 pode ser considerado um hot spot de MSH2
para a populacdo brasileira, considerando 0s nossos achados e os achados de estudos ja

publicados.

6.4.2) Alteracbes genéticas identificadas no gene MSH6

A maior parte das variantes benignas encontradas no gene MSH6 (n=19) estavam
presentes em dominios ndo envolvidos com a formagdo do complexo MutS (n=13) ou em
regides intronicas repetitivas de DNA (n=6), sendo possivel identificar algumas alteracdes no
dominio PWWP (n=2), no dominio Lever da proteina (n=1) ou no dominio Connector (n=2)
de MSH6. Das VUS presentes nas regifes codificantes de MSH®6, trés foram identificadas em
dominios importantes da proteina: PWWP (c.402dupT - p.F133fs), ATPasico (c.3772C>G -
p.Q1258E) e Connector (c.2006 T>C - p.1669T).
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Das cinco alteragdes VUS encontradas no gene MSH6, quatro foram classificadas
como neutras por pelo menos dois dos programas de predicdo in silico utilizados. A Unica
alteracdo provavelmente patogénica identificada foi a inser¢cdo c.402dupT (p.F133fs),
encontrada no dominio PWWP (motivo Pro-Trp-Trp-Pro) da proteina MSHG6, responsavel
pela ligacdo da H4K20me (WANG et al., 2009). Esta mutacdo altera o quadro de leitura do
RNAm, gerando um stop cdédon prematuro.

Mulheres com mutacdes patogénicas nos genes MLH1 e MSH2 tém um risco de 40 a
50% de desenvolverem cancer endometrial, entretanto, quando as muta¢des ocorrem no gene
MSHBS, este risco aumenta para 64 a 70%. O paciente portador da alteragdo c.402dupT (2278)
desenvolveu cancer endometrial em idade precoce, o que corrobora com o que é descrito na
literatura (RUBIO et al., 2016). Os outros dois pacientes que desenvolveram cancer
endometrial em nosso estudo (843 e 854) ndo apresentaram Variantes de Nucleotideo Unico
(SNVs) em nenhum dos genes de MMR, mas mostraram perda de expressdo da proteina
MSHS (843) e MSH6/MLH1 (854) por IHC.

O portador da alteragdo ¢.3772C>G (p.Q1258E) (2113) herdou uma segunda alteragao
no gene MLH1, que pode ser considera patogénica e altera a traducdo de MLH1
(c.1681_1682insT).

Das VUS exonicas encontradas em MSH6, duas (c.719G>A - p.R240Q e ¢.2006T>C -
p.1669T) foram identificadas no éxon 4 deste gene, mas foram preditas como ndo patogénicas
pelos algoritmos de analise utilizados. Carneiro da Silva e colaboradores também
identificaram o éxon 4 como sendo a regido com maior nimero de variantes em MSH6, em
pacientes da regido Sudeste do Brasil (CARNEIRO DA SILVA et al., 2015).

6.4.3) AlteracOes genéticas identificadas no gene MLH1

As variantes identificadas no gene MLH1 estavam envolvidas com a formacdo de
diferentes dominios da proteina codificada por esse gene. A maior parte das alteracbes
benignas (n=17) estavam localizadas em regides ndo relacionadas a formagéo do complexo
MutL, sendo que quatro foram identificadas nos sitios de ligacdo ao mismatch (n=1) ou no
dominio C-terminal (n=3) desta proteina. Todas as alteracdes patogénicas e VUS exbnicas em
sitios de splicing, encontradas para o gene MLH1, estavam presentes nos dominios envolvidos
com a formagdo do complexo MutL, sendo 2 alteragdes identificadas no dominio N-terminal,
5 no dominio C-terminal, 3 no dominio HATP4sico e 1 no dominio de ligacdo (Linker).

O dominio C-terminal de MLH1, que apresenta atividade endonucleasica para quebra
da base mal pareada (GUENEAU et al.,, 2013), foi acometido com cinco variantes

patogénicas ou VUS, sendo uma alteracdo em sitio de splicing, duas frameshift, uma missense
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e uma nonsense. A mutacdo patogénica ¢.1975C>T (p.R659X) foi a Unica alteracdo nonsense
encontrada para o gene MLH1 e que atingiu o dominio C-terminal da proteina. Esta alteracdo
foi previamente identificada em dois trabalhos realizados com amostras de pacientes
finlandeses (NYSTROM-LAHTI et al.,, 1996; GYLLING et al., 2008) e foi descrita no
LOVD em amostras brasileiras (Séo Paulo-ACCAM)
(http://chromium.lovd.nl/LOVD2/colon_cancer/variants.php?select_ db=MLH1&action=view
&view=1011920%2C0006069%2CO0).

Embora ainda ndo tenha sido descrita por nenhum outro estudo, a alteracdo frameshift
€.1863delG (p.M6211fs), pode ser classificada como provavelmente patogénica, por provocar
uma mudanga no quadro de leitura do RNAm de MLH1 na regido correspondente ao dominio
C-terminal. O paciente portador desenvolveu cancer de colon ascendente em idade precoce
(aos 52 anos de idade).

Trés variantes estavam presentes na regido correspondente ao dominio HATPase
(Histidine kinase-like domain) da proteina MLH1 (c.350C>T - p.T117R), c.225delT -
p.L75Vfs e c.277A>G - p.S93G). Este dominio é conservado em diversas proteinas que
possuem sitios de ligacdo com ATP, e facilita a dimeriza¢do do dominio ATPasico assim que
um nucleotideo mal pareado é reconhecido pelo complexo MutL (DUTTA; INOUYE, 2000).

A alteragdo patogénica ¢.350C>T (p.T117R), identificada no éxon 4 de MLH1, foi
primeiramente descrita em um grupo de pacientes da Franca (DIEUMEGARD et al., 2000).
Em 2002, Brieger et al., verificaram a capacidade desta alteracdo em reduzir a estabilidade da
proteina MLH1 e diminuir os niveis de apoptose de células mutadas (BRIEGER et al., 2002).
A perda funcional de MLH1 na presenca de p.T117R foi comprovada por meio de ensaios in
vitro, que verificaram a capacidade da mutacdo em alterar os sitios de ligacdo ao ATP ao
complexo MutL (TAKAHASHI et al., 2007).

A delecdo c¢.225delT (p.L75Vfs), presente em heterozigose no éxon 3 de MLH1, foi
primeiramente identificada neste estudo, e uma vez que altera o quadro de leitura deste éxon
pode ser considerada patogénica. O paciente que herdou a alteracdo desenvolveu cancer de
cblon transverso aos 42 anos de idade.

A alteracdo ¢.277A>G (p.S93G), também encontrada no éxon 3 de MLH1 é uma VUS,
provoca a troca de aminoacidos na estrutura de sua proteina e foi predita como danosa (SIFT)
ou deletéria (PROVEAN) por dois dos trés bancos de dados utilizados para predi¢do. Essa
variante foi encontrada em um paciente que desenvolveu cancer no colon transverso aos 39
anos de idade.

A alteracdo 1681 1682insT (p.Y561Lfs) ainda ndo foi descrita, mas € provavelmente

patogénica por causar a mudanca do quadro de leitura do RNAm do éxon 15 de MLH1. O
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paciente portador também possui uma alteracdo predita como benigna (c.3772C>G) em
MSH6 e foi diagnosticado com céncer no reto e no célon sigmoide aos 36 anos de idade.

Duas dessas alteracBes foram identificadas no cddon 226 da proteina MLHLI:
C.677G>A - p.R226Q (presente em dois individuos) e c.677+1G>A (presente em um
individuo). A alteracdo c.677G>A leva a troca de uma Arginina por uma Glutamina e, a
variante ¢.677+1G>A, modifica o sitio de reconhecimento de splicing do éxon 8 de MLH1. J&
foram previamente detectadas em pacientes de origem holandesa (HENDRIKS et al., 2003) e
mais recentemente, ¢.677G>A também foi identificada em amostras brasileiras provenientes
da regido Sudeste do pais, bem como em um paciente de origem argentina (DOMINGUEZ-
VALENTIN et al., 2013; CARNEIRO DA SILVA et al., 2015).

Uma segunda mutacdo foi encontrada em sitios de reconhecimento de splicing de
MLH1 (c.791-6_794delGTTTAGATC). Esta alteracdo foi pela primeira vez descrita na
literatura e demonstra ser patogénica por alterar o sitio de reconhecimento de splicing do éxon
10 de MLH1, embora a sua patogenicidade ndo pode ser predita por ensaios in silico. O
portador da alteracdo desenvolveu cancer do c6lon ascendente e ileo em idade precoce (51).

Foram encontradas duas alteracbes em cis no éxon 11 do gene MLH1 (c.890A>C e
c.888 889delAG - p.E297Afs) para 0 mesmo paciente (872). A alteracdo c.890A>C foi
predita como danosa pelos algoritmos de predicdo utilizados. A delecdo ¢.888 889delAG é
capaz de provocar uma mudanc¢a no quadro de leitura do RNAm para o éxon 11 do gene
MLH1, podendo ser considerada uma alteracdo patogénica. O portador foi diagnosticado com
CCR aos 47 anos de idade, possuia instabilidade para os cinco marcadores utilizados na MSI
e teve perda da expressdo da proteina PMS2 por IHC. Pacientes que apresentam alteracdes
missense e frameshift em MLH1 podem demonstrar uma expressdao normal da proteina
codificada por este gene (MLH1) por IHC e uma perda solitaria de PMS2, mesmo quando
mutacdes em PMS2 ndo sdo identificadas (ROSTY et al., 2016). A perda solitaria de PMS2 e
a presenca de alteracdes no gene MLH1 foi também observada para outros dois pacientes do
nosso estudo: delecdo dos éxons 17 a 19 de MLH1 (observada por MLPA) e introdugdo de um
cddon de parada no éxon 17 (p.R659*) de MLHL1.

Dois pacientes (2106 e SL4) foram portadores da variante ¢.1852_1853delAAInsGC,
que leva a substituicdo de uma Lisina por uma Alanina no codon 618 da proteina de MLH1
(p.K618A). Esta variante foi depositada no banco de dados LOVD como sendo uma alteragéo
benigna. Dominguez-Valentin et al., classificaram a variante como sendo patogénica
(DOMINGUEZ-VALENTIN et al., 2013) e nossos ensaios de predi¢Bes in silico também
indicaram que a variante é danosa. Entretanto, Kondo e colaboradores ja haviam demonstrado

que a formacdo de heterodimeros entre as proteinas MLH1 e PMS2 (MutL) n&o era interferida
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pela troca de aminoacidos p.K618A (KONDO et al.,, 2003). Apesar de duas fontes
bibliograficas (KONDO et al., 2003; DOMINGUEZ-VALENTIN et al., 2013) indicarem o
efeito deletério da alteragdo, os estudos funcionais demonstraram que esta alteracdo é
provavelmente benigna.

A alteracdo ¢.1007G>A, presente em heterozigose no éxon 11 do gene MLHI,
apresenta significado funcional ainda ndo conhecido, e leva a troca de uma Glicina por um
Aspartato no coédon 336 (p.G336D) da proteina de MLH1. Os trés programas de predigdo
utilizados indicam que esta alteracdo é possivelmente danosa, podendo causar perda de funcao
da proteina. Esta variante foi detectada em um paciente diagnosticado com cancer de colon
ascendente aos 53 anos de idade.

Um maior nimero de alteracGes patogénicas foi encontrado nos éxons 3 (n=2), 8
(n=2), 11 (n=2) e 16 (n=2) de MLHL1, representando 66,6% das mutacdes patogénicas ou VUS
exonicas para este gene. Os éxons 4, 10, 15 e 17 apresentaram uma alteracdo em cada. A
proporcdo dos éxons mutados em nosso estudo para MLH1 foi diferente do encontrado para
outras amostras brasileiras. Dominguez-Valentin et al., identificaram os éxons 6 (11,7%), 13
(11,7%) e 18 (11,7%) como as regides com um maior nimero de mutagdes patogénicas em
MLH1 (DOMINGUEZ-VALENTIN et al., 2013), enquanto Carneiro da Silva e colaboradores
identificaram os éxon 6 (13,3%) e 7 (13,3%) como sendo as regides mais afetadas
(CARNEIRO DA SILVA et al., 2015).

6.4.4) Alteracdes genéticas identificadas no gene PMS2 e analise do pseudogene PMS2CL

Nenhuma variante patogénica foi identificada para o gene PMS2, sendo que a Unica
VUS encontrada neste gene foi a alteracdo c.-77delA. As predicées in silico ndo puderam ser
realizadas para esta variante, devido a sua localizagdo (5’UTR). Entretanto, devido ao grande
namero de portadores (n=30), provavelmente ela ndo é patogénica. Além disso, a maior parte
dos pacientes afetados, herdaram também mutagdes patogénicas/\VUS nos genes de MMR (5
em MSH2, 10 em MLH1 e 1 em MUTYH).

A metodologia utilizada neste trabalho foi adequada para a amplificacdo do gene
PMS2, uma vez que ao empregar PCRs de longo alcance, a amplificacdo de sequéncias
paralogas aos éxons 1-5, 7-9, 11-15 de PMS2 foi dificultada (BORRAS et al., 2013).

O alinhamento das leituras geradas pelo NGS com a sequéncia de referéncia do
pseudogene e a identificacdo das variantes para os éxons de PMS2CL paralogos a PMS2, foi
importante para eliminar possiveis resultados falso-positivos de variantes encontradas no
pseudogene. Apesar da estratégia de LR-PCR ter sido eficiente para a deteccdo de variantes

no gene PMS2, as sequéncias de PMS2 e PMS2CL recombinam-se frequentemente por
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crossing over desigual, dificultando a identificacdo correta das variantes e geracdo de leituras
para estas duas sequéncias (HAYWARD et al., 2007; VAN DER KLIFT et al., 2016). Devido
a alta similaridade presente entre o pseudogene e o gene funcional, ndo foi possivel afirmar
com 100% de certeza que o pseudogene ndo estava amplificando juntamente com o gene
funcional. As altas taxas de coberturas encontradas para o pseudogene podem ser referentes a
presenca do mesmo no meio, entretanto, podem se confundir também com a presenca do gene
funcional.

O pseudogene PMS2CL apresenta similaridade com os éxons 9, 11-15 do gene
funcional e sua formacdo é caracterizada por uma perda de 2,7Kb que ocorre entre dois
elementos Alu localizados nas extremidades do éxon 10 do gene funcional. Considerando esta
diferenca entre o gene funcional e o pseudogene, Hayward e colaboradores desenharam dois
pares de iniciadores capazes de amplificar os éxons 10 a 15 e os éxons 9 a 15 por LR-PCR,
com o objetivo de diferenciar as sequéncias do PMS2 e PMS2CL, considerando a perda do
éxon 10 pelo pseudogene. A estratégia demonstrou eficaz para a identificacdo de variantes
nos éxon 9, 13 e 14 do gene funcional, entretanto, ndo se mostrou eficiente para a
diferenciacdo do éxon 15 entre as duas sequéncias, considerando que PMS2 é idéntico a
PMS2CL em aproximadamente 900 pb acima do éxon 15. A estratégia também ndo se
mostrou eficiente na identificacdo de variantes no éxon 12, considerando a similaridade de
100% entre PMS2 e essa regido paraloga no pseudogene (HAYWARD et al., 2007).

Uma segunda forma de diferenciar a aplicacdo da metodologia de PCR de longo
alcance a partir de RNA poderia ser utilizada para a identificacdo de possiveis PSVs, com a
avaliacdo da frequéncia de transferéncia de sequéncias que ocorrem entre as regides
duplicadas de PMS2 e PMS2CL (KLIFT et al., 2010). Entretanto, em nosso estudo, nao foi
possivel realizar esta etapa, uma vez que ndo tivemos acesso as amostras de RNA dos

pacientes rastreados.

6.5) Novas variantes depositadas nos bancos de dados

De todas as variantes encontradas para 0s genes MMR (n=96), doze ainda ndo tinham
sido descritas em nenhum dos bancos de dados utilizados como fonte de consulta para este
trabalho (LOVD e ClinVar/dbSNP). A maior parte destas variantes (n=6) foram preditas
como possivelmente danosas pelos programas de predicdo in silico utilizados (PolyPhen,
SIFT, PROVEAN), conforme demostrado na Tabela 6.1 e foram submetidas aos bancos de
dados LOVD e ClinVar.
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Tabela 6.2: Alteragdes encontradas neste estudo que ainda ndo descritas pelos bancos de dados LOVD e

ClinVar.
Gene Posigdo Alteracéo Ptn E Preo_li_géoin LOVD | Clinvar
(GRCh37) silico
MSH2 | 47703578 | ¢.2078G>A | p.C693Y | 13 Pro‘&i‘;eo'ge”te SIM | NAO
€.1738 _1741del Provavelmente ~

MSH2 | 47698176 CAAA p.ES80Lfs| 11 o SIM | NAO
MSH6 | 48010553 |  ¢.181G>A p.AGLT 1 Pro‘éﬁ‘é‘f&?‘r‘;”te NAO | NAO
MSH6 | 48018201 | c.402dupT | p.F133fs | 2 Pro‘éi‘;eo'sr‘;eme NAO | NAO
MSH6 | 48033890 | c.4002-27delT - 19 - NAO | NAO
PMS2 | 6048727 c.-77delA NA 3'UTR - NAO | NAO

7) CONCLUSOES

Pela primeira vez foi descrito na literatura um ensaio que utiliza de PCRs multiplex
acopladas ao NGS para a obtencdo de variantes em regifes codificantes e flanqueadoras dos
genes de MMR. Esta metodologia permitiu reduzir o tempo e 0s custos para rastreamento
molecular dos genes envolvidos com a SL, quando comparado ao Sequenciamento de Sanger,
que é a metodologia padréo ouro utilizada atualmente. Com a reducéo do tempo e custo para a
identificacdo de mutacdes nos genes de MMR, a metodologia padronizada neste projeto pode
contribuir para uma intervencdo mais acelerada para os pacientes que preenchem os critérios
clinicos para a SL.

A metodologia PCR multiplex/ LR-PCR acoplada ao NGS permitiu a identificacdo de
dos sitios variaveis com alta profundidade média de cobertura. No total, foram identificadas
96 alteracdes, sendo que MLH1 foi o gene com o maior de mutagcbes patogénicas e VUS em
éxons ou sitios de splicing (n=12), seguido de MSH2 (n=7), MSH6 (n=5) e PMS2 (n=1),
respectivamente. Do numero total de pacientes rastreados (n=65) por NGS, 49,2% (n=32)
apresentaram algum tipo de variante pontual em um dos genes de MMR.

Foram encontradas 16 VUS em regibes codificantes ou em sitios de splicing. Parte
destas variantes (n=6) foram preditas como deletérias, por alterarem o quadro de leitura ou o
reconhecimento do sitio de splicing das regides exdnicas dos genes MMR. Entretanto, estudos
funcionais sdo necessarios para comprovar a patogenicidade destas alteracoes.

A estratégia LR-PCR utilizada para rastreamento do gene PMS2 foi adequada para
evitar a amplificacdo de pseudogenes paradlogos aos éxons 1-5, 7-9, 11-15 deste gene.
Entretanto, devido aos eventos de crossing- over desigual que ocorrem entre as sequéncias de
PMS2 e PMS2CL, a identificacdo do gene funcional foi dificultada.
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9) ANEXOS

ANEXO 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para participacdo do
estudo.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PROJETO: DIAGNOSTICO CLINICO E LABORATORIAL DA SINDROME DE
LYNCH: UM PROJETO DE CUSTO-EFETIVIDADE E DE VIABILIDADE DE
IMPLANTACAO NO SUS

Nome do Voluntario:

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um projeto para avaliar o custo de execucdo de
testes genéticos que permitem detectar alteracdes no DNA associadas ao desenvolvimento de
cancer colo-retal. Para realizacdo desse projeto estruturou-se um consorcio de pesquisadores e
Hospitais Brasileiros para avaliar a eficacia, o custo e o impacto do diagndstico de cancer de
cllon (intestino) em individuos Brasileiros. Serdo convidados a participar pacientes com
cancer colorretal atendidos em qualquer um de cinco hospitais participantes (Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, INCA no Rio de Janeiro, Hospital AC Camargo em Séo Paulo,
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto em Belém do Pard, e Hospital do Céancer de
Barretos). O projeto pretende avaliar as caracteristicas pessoais e familiares da pessoa e sua
relacdo com as alteracdes observadas em diferentes testes laboratoriais, que poderdo indicar se
0 cancer de intestino em uma determinada pessoa tem origem hereditaria ou genética.

Serdo estudadas algumas caracteristicas genéticas dos tumores de intestino (a partir do projeto
do bloco de parafina que contém o tecido tumoral retirado em cirurgia) que incluem os assim
chamados exames de rastreamento do cancer genético de intestino. Além disso, serdo
realizados testes para verificar se ha alteracGes genéticas (mutacGes) que podem causar 0
cancer de intestino (rearranjos gendémicos, mutacdes em genes de reparo e mutagdes em
outros genes que causam 0 cancer de intestino) a partir do DNA retirado das células do
sangue de cada paciente. Em resumo, os resultados deste projeto poderdo trazer mais
informacdes sobre a influéncia de fatores genéticos no tratamento de tumores de intestino.
Para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo deste projeto, precisa conhecer seus

beneficios, riscos e implicagoes.

OBJETIVO DO PROJETO
Avaliar o impacto e a viabilidade do diagnostico de sindrome de Lynch, a forma mais comum
de cancer colorretal hereditario, no Sistema Unico de Saude mediante investigacdo clinica e

laboratorial de individuos com a doenca e provenientes de quatro regides Brasileiras.
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PROCEDIMENTOS DO PROJETO

Se vocé concordar em participar desse projeto seréo coletados cerca de 10 mL de seu sangue
para extracdo e analise de DNA (seu material genético), vocé respondera a alguns
questionarios. Além disso, vocé autorizara o estudar uma amostra de seu tumor de intestino,
que serd retirada de blocos de parafina contendo amostras do tumor retiradas durante a
cirurgia. Se porventura os resultados deste projeto mostrarem um risco maior para cancer
hereditario de intestino, vocé e seus familiares serdo convidados para uma nova consulta de
aconselhamento genético em que os resultados da pesquisa Ihe serdo fornecidos e lhe serdo

transmitidas informacdes sobre recomendagfes de cuidados médicos e de prevencao.

METODOS ALTERNATIVOS

Sua participacdo nesse projeto é voluntaria. Caso vocé ndo deseje participar deste projeto de
pesquisa, basta que vocé ndo assine este Termo de Consentimento, e nenhuma amostra de
sangue ou de seu tumor sera coletada. N&o existem métodos alternativos para sua participacao
nesse projeto de pesquisa, se vocé ndo concordar com os procedimentos que serdo realizados

para a execucao desse projeto voceé é totalmente livre para ndo participar do mesmo.

RISCOS

O seu tratamento sera exatamente 0 mesmo caso vVocé participe ou nao deste projeto. A coleta
de sangue para 0 projeto serd uma puncdo venosa adicional que ndo é necessaria para 0 seu
tratamento. Estas puncdes venosas podem resultar em dor no local da puncéo ou em manchas

roxas transitorias chamadas de equimoses.

BENEFICIOS

Os resultados desse projeto de pesquisa ndo trardo beneficios para o seu tratamento.
Mas os resultados obtidos poderdo informar se vocé tem ou ndo maior risco de desenvolver
outros tumores e se esse risco pode ser compartilhado por outros familiares seus.
Os resultados desse projeto também serdo importantes para que possamos entender melhor
como se comportam os tumores de intestino hereditarios. Essas informacdes poderdo nos

ajudar acompanhar e tratar melhor as pessoas em risco para este tipo de cancer.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS
Além da equipe de saude que cuidara de vocé, seus registros médicos poderdo ser consultados

pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer (CEP-INCA) e equipe de
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pesquisadores envolvidos. Seu nome néo sera revelado ainda que informacdes de seu registro
médico sejam utilizadas para propoésitos educativos ou de publicagcdo, que ocorrerdo
independentemente dos resultados obtidos.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS
Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa, e que
necessite de atendimento médico, ficard a cargo da instituicdo. Seu tratamento e

acompanhamento médico independem de sua participacao neste projeto.

CUSTOS
N&o havera qualquer custo ou forma de pagamento para o paciente pela sua participagdo no

projeto.

BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que a sua participacio neste projeto ¢ totalmente voluntaria e que
VOCé pode recusar-se a participar ou interromper sua participa¢do a qualquer momento sem
penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Caso vocé decida interromper
sua participacdo no projeto, a equipe assistente deve ser comunicada e a coleta de amostras
para os exames relativos ao projeto serd imediatamente interrompida, e os resultados obtidos
ndo serdo utilizados na execucgdo desse projeto.

O médico responsavel por sua internacdo pode interromper sua participacdo no projeto a
qualquer momento, mesmo sem a sua autorizacdo. Nesse caso 0 motivo dessa interrupcao sera

discutido com vocé.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nos estimulamos a vocé ou seus familiares a fazerem perguntas a qualquer momento do
projeto. Neste caso, por favor, ligue para o Dr. Miguel Angelo Martins Moreira no telefone
21-3207 6586, ou para o Doutor Fernando Regla Vargas no telefone 21 3207 6584. Se vocé
tiver perguntas com relacdo a seus direitos como participante do projeto clinico, também pode
contar com um terceiro contato imparcial, o0 Comité de Etica em Pesquisa do INCA, Rua
André Cavalcanti, N° 37, telefones 21 — 3207-6551 ou 21-3207-6565. ou também pelo e-mail:

cep@inca.qgov.br .
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informagdes acima e entendi o proposito deste projeto assim como os beneficios e riscos
potenciais da participacdo no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram
respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar

neste projeto.

Entendo que poderei ser submetido a exames adicionais aos necessarios a meu tratamento e

ndo receberei compensacdo monetaria por minha participacdo neste projeto.

Eu recebi uma cdpia assinada deste formulario de consentimento.

/ /
(Assinatura do Paciente) dia més ano
(Nome do Paciente — letra de forma)
/ /
(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste projeto ao paciente
indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente.

/ /
(Assinatura da pessoa gque obteve 0 consentimento) dia més ano
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ANEXO 2: Carta comprovando a aprovacao do estudo pelo CEP.

(lNCA

10k o Erca £ 7t WSTIITO MACIONAL DF CRcER
A(o) Dr. Mlguel Angelo Martins Moreira Rlo de Janeiro, 18 de agosto de 2011.
Pesquisador(a) Principal

Registro CEP n° 82/11 (Este n°. deve ser citado nas correspondéncias referentes a este estudo)
CAAE - 0254.1.001.007-11

Titulo do Estudo: Diagnéstico Clinico e Laboratorial da Sindrome de Lynch: Um Estudo de
Custo-Efetividade e de Viabilidade de Implantagéo no SUS

Prezado(a) Pesquisador(a),

Informo a composi¢io do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de
Cancer que analisou e aprovou o estudo acima especificado.

Ana Licia Amaral Eisenberg Médica Patologista — DIPAT

Ana Valéria Paranhos Miceli Psicéloga - HC I

Anibal Guimaraes Doutor em Saiide Puiblica

Carlos Henrique D Silva Médico HC IV — Coordenador Substituto

Célia Helena Fernandes Costa Enfermeira o Servigo de Oncologia — HC' I

Cldudio Gustavo Stefanoff Coordenador do Laboratério do BNT - CGTC

Danielle Nogueira Ramos Doutora em Epidemiologia e Bioestatistica - CONPREV

Héliton Spindola Antunes Dentista do Servigo de Pesquisa Clinica - CGTC

Marcelle Coelho de Rosdrio Advogada Extra INCA

Mdrcia de Cdssia Cassimiro Mestre em Saiide Coletiva Extra INCA

Maria da Gléria dos Santos Nunes Enfermeira da Divisdo de Enfermagem — HC [

Michele Quarti Enfermeira - Extra INCA

Murilo Vilaga Mestre em Educagdo - Extra INCA

Paulina Henrique Moutinho Representante de Usudrios — CES/RJ

Rocio Hassan Bidloga — CEMO

Rosane Vianna Jorge Doutora em Quimica Biolégica da Divisdo de Farmacologia - CGTC

Urquilei dos Santos Pinheiro Representante de Usudrios — CES/RJ

Wilza Barbosa Felippe Enfermeira da Comissdo de Infec¢do Hospitalar - HC 11
Atenciosamente,

=

Dr. Carlos Henrique D. Silva

Coordenador do Qémité de Etica em Pesquisa
EP-INCA
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ANEXO 3: Resultados de IHC e MSI para pacientes que preencheram os critérios clinicos e

moleculares para SL.

Caracteristicas clinicas

Caracteristicas moleculares

CASO | CENTRO |CRITERIO IHQ MSI
864 HCPA | Amsterdam N MSI-H (5)
865 HCPA | Amsterdam N MSS
867 HCPA Amsterdam M1,M6, P2 MSI-H (5)
1083 HCPA Amsterdam 999 999
1085 HCPA | Amsterdam N MSI-H (5)
875 HCPA | Amsterdam P2 Incl
874 HCPA | Amsterdam N MSI-H (4)
885 HCPA Bethesda N MSS
896 HCPA Bethesda P2 MSI-H (5)
1108 HCPA Bethesda M6 MSI-H (4)
898 HCPA Bethesda 999 999
903 HCPA Bethesda M1 MSS
1094 HCPA Bethesda M2, M6 MSS
893 HCPA Bethesda N MSS
1107 HCPA | Amsterdam N MSI-H (5)
1109 HCPA | Amsterdam N 999
1985 HCPA | Amsterdam N 999
872 HCPA | Amsterdam P2 MSI-H (5)
1112 HCPA | Amsterdam | M1, M2, M6 MSI-H (5)
2284 HCPA | Amsterdam 999 999
1342 HCPA Amsterdam 999 999
2113 HCPA Amsterdam M1 999
2114 HCPA Bethesda M2 999
2106 HCPA | Amsterdam M2, M6 999
871 HCPA | Amsterdam M2, M6 Incl
882 HCPA Bethesda M1 MSS
889 HCPA Bethesda M1,M6 MSS
891 HCPA Bethesda | M1,M2,M6,P2 | MSI-H (5)
900 HCPA Bethesda M1,M6 MSI-H (5)
855 HCPA Bethesda M2,M6 999
854 HCPA Bethesda M6 999
843 HCPA Bethesda M1, M6 999
2309 HCPA Bethesda M2, M6 999
2313 HCPA Bethesda M2, M6 999
2318 HCPA Amsterda 999 999
2278 HCPA Amsterda N (incl M2) 999
ADR INCA Amsterdam N 999
FCG INCA Bethesda N 999
CPB INCA Bethesda N 999
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MOG INCA Amsterdam P2 999
UCC INCA Bethesda N MSS
AP INCA Amsterdam N 999
S INCA Bethesda Incl 999
RBO INCA Bethesda Incl 999
SDL INCA Bethesda N 999
1 ACCAM Bethesda N 998

3 ACCAM Bethesda N 999

4 ACCAM Bethesda M1,P2 999

5 ACCAM Bethesda N 999

6 ACCAM Bethesda N 999

7 ACCAM | Amsterdam M1,P2 999

8 ACCAM Bethesda M2 999

9 ACCAM | Amsterdam N 999
10 ACCAM Bethesda N 999
14 ACCAM | Amsterdam M6 999
16 ACCAM | Amsterdam N 999
MT4A | ACCAM | Amsterdam M6, P2 999
13 ACCAM Bethesda M1 999
MRV | ACCAM | Amsterdam MS, M6 999
SL9 HUJJB | Amsterdam M6 999
SL7 HUJJB Bethesda M6 999
SL4 HUJJB Bethesda N (incl P2) 999
SL5 HUJJB Bethesda N 999
SL1 HUJJB Bethesda N 999
SL6 HUJJB Bethesda N 999
SL3 HUJJB Bethesda N 999

Legenda:

999- Teste ndo foi realizado para paciente.

Incl: Teste inconclusivo para paciente.
N: paciente ndo apresenta nenhuma alteragéo, é normal para determinado teste
M2, M1, M6, P2: Proteinas MSH2, MLH1, MSH6 e PMS2, respectivamente.
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ANEXO 4: Iniciadores utilizados para a amplificacdo das regides codificantes do gene MSH2.

Exon Iniciador direto (5'-->3") Iniciador reverso (5'-->3") Anzg:;;:on
1 CTTCAACCAGGAGGTGAGGAGGT GAAAGGAGCCGCGCCACAAG 301
2 ATGTAATATCTCAAATCTGTAATGT ATAAGTAAATTAAAAAGGAAGATAA 227
3 TGTTCAAGAGTTTGTTAAATTITTT TGGAATCTCCTCTATCACTAGACT 359
4 TCTTATTCCTTTTCTCATAGTAG TATTGTAATTCACATTTATAATCC 224
5 CAGTGGTATAGAAATCTTCG ACCATTCAACATTTTTAACCC 252
6 ATTGAGCTTGCCATTCTTTCTA TGCAGGTTACATAAAACTAACGAA 220
7 AATATTTTACATTAATTCAAGTTA ATATATTGTATGAGTTGAAGGAA 284
8 AATGAGATCTTTTTATTTGTTTGTT ACTGCTTAAATTAAAAAGTATATTG 182
9 GGATTTTGTCAGTTTGTTCTGTTTG TTCCAACCTCCAATGACCCATTC 179
10 ATACTTTTTCTTTTCTTCTTGATTA GGTTAAAAATATAATAACGACTTG 210
11 TTAATAAAACTGTTATTTCGATTTG AGCCAGGTGACATTCAGAACATTAT 169
12 TTTCTGTTTTTATTTTTATACACG AAACGTTACCCCCACAAAG 309
13 AAACTTGCTTTCTGATATAATTTGT CATTTCTATCTTCAAGGGACTAGGA 273
14 TTCAGGTAATTATGTGCTTCA TACTGAATTTAGAGTACTCCAATAGT 302
15 TCTCATGCTGCTCCCTCACG TAAGTTAAACTATGAAAACAAACTG 247
16 ATTTTAATTACTAATGGGACATT GCTTATCAATATTACCTTCATTC 246
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ANEXO 5: Iniciadores utilizados para a amplificacdo das regides codificantes do gene MSH6.

Exon Iniciador direto (5-3") Iniciador reverso (5°-3") Anzglbl;:on
1 |TCCGTCCGACAGAACGGTTG CCCCAAATGCTCCAGACTCG 477
2 |GCCAGAAGACTTGGAATTGTTTATTTG [ACACAAACACACACACATGGCAGTAG 327
3 |TCTTTCTAGGTTCAAAATCAAAGGA CCCCATCACCCTAACATAAA 277
4a [GTCTTACATTATGGTTTTCC ATGAATACCAGCCCCAGTTC 790
4b [CTGTACCACATGGATGCTCT AACATCACCCCAATGCCATCAC 662
4c |CTGTTCTCTTCAGGAAGGTC AGCCATTGCTTTAGGAGCCG 492
4d [GGGTTGATACTTGCCATACTCC CAGCTGGCAAACAGCACTAC 949
5 |GGGGAGATCGTTGGACTGTAATTG TTGCTTCCTATTAAGTCACTGGCTG 521
6 [GTTTATGAAACTGTTACTACC GCAAATATCTTTTATCACAT 237
7 |GCCAATAATTGCATAGTCTCTTAATG |GCCACAATGGTGAGTGCGTG 368
8 |CCTTTTTTGTTTTAATTCCT ATATGTCCTAGGCGCACAGC 210
9 |GATTATTCTCAAAATGTTGCTGTGCG [TTCACTAGCCAGGCAAACTTCCC 481
10 |ATTTTAAGGGAAGTTTGCC GTTTATTAGATCATAATGTT 165
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ANEXO 6: Iniciadores utilizados para a amplificacdo das regides codificantes do gene MLH1.

Exon Iniciador direto (5'-3") Iniciador reverso (5'-3") Anzg:::;:on
1 |GAGGTGATTGGCTGAAGGC GCGGCCCGTTAAGTCGTAG 235
2 | TTGTTATCATTGCTTGGCTCA GGTCCTGACTCTTCCATGAAG 232
3 |TGGGAATTCAAAGAGATTTGG |TGACAGACAATGTCATCACAGG 225
4 |CCCTTTGGTGAGGTGACAGT GACAGGATTACTCTGAGACC 224
5 |TTCCCCTTGGGATTAGTATC TATACAAACAAAGCTTCAAC 183
6 |CGCTTTTGCCAGGACATC GACAAATCTCAGAGACCCAC 209
7 |GCTCTGACATCTAGTGTGTG CCTTATCTCCACCAGCAAAC 225
8 |ATGATGTTTCAGTCTCAGCC GTGATGGAATGATAAACCAAG 274
9 |GTAATGTTTGAGTTTTGAG GTGGATTTCCCATGTGGTTC 284
10 [GGAAAGTGGCGACAGGTAAA CCTTGTGAGTCTTGGTTGAG 300
11 |CACCACATACACCATATGTG GGCACATTTCAAAGGCCCCAG 282
12 |CTTATTCTGAGTCTCTCCAC AAAGCCAAAGTTAGAAGGCAG 515
13 |GCTCCTCCAAAATGCAACC AACCTTGGCAGTTGAGGCCC 288
14 |TGCTTTGGTCAATGAAGTGG TTGTGCCTGTGCTCCCTGG 286
15 |TTCTCCCATTTTGTCCCAAC TGGAGAGCTACTATTTTCAGAAACG 245
16 |TGGATTCTTGGGAATTCAGG ATTACAGCCATGAGCCACC 319
17 |CCTGGGAAAGCACTGGAG TCCAGCACACATGCATGTAC 228
18 |GGTATTGAATTTCTTTGGACCAG [GATGGGCAAGTTTCATCTCC 216
19 |GGACACCAGTGTATGTTGGG ATCAGAAGGCAAGTATAAGT 365
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ANEXO 7: Iniciadores utilizados para a amplificacdo das regides codificantes do gene PMS2.,

Fragmento| Exon Iniciador direto (5'- 3") Iniciador reverso (5'- 3") Anzglt:)con
LRPCR1 | 1a5 |AGCCTGTGGTATGCACAGGTGGAAG| CTTCACCTGTGCATACCACAGGCT 10264
LRPCR2 | 6a9 | GGTCCAGGTCTTACATGCATACTGT | CTGACTGACATTTAGCTTGTTGACA 9440
LRPCR3 |11a15| GCGTTGATATCAATGTTACTCCAGA | CCTTCCATCTCCAAAACCAGCAAGA | 18436

E6 6 TGCTTCCCTTGATTTGTGCGATGAT | CTACTGGAAGGGACAATGGAAACC 364
E10 10 AATTAGCCAGTGTGGTGGCACTTG AGCTTTAGAAGCTGTTTGTACAC 416
E1 N 1 ACGTCGAAAGCAGCCAATGGAGTT | CAGGTAGAAAGGAAATGCATTCAGT 464
E2 N 2 ACAGTGTTGAGTCATTTCCCACAGT | TTCTTAGCATAACACCTGCCTGGCA 455
E7 N 7 ATTGTACTCCAGCCTGGGCAATAG | ATTGTAGTTCTCTTGCCAGCAATC 310
E11 N 11 | TCACATAAGCACGTCCTCTCACCAT | GCAACAGAGCAAGACTCTGTCTCAA | 1022

E15 N

15

GCTGAGATCTAGAACCTAGGCTTCT

ACACACGAGCGCATGCAAACATAGA

470
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ANEXO 8: Concentracbes finais dos iniciadores (pmol) de MgCI2 (uM) utilizadas nas

reacOes de multiplexes ou LR-PCRs.

Concentracéo final

Concentracéao Final

Gene | Mixes Exons iniciadores (pmol) MgCI2 (uM)
1.1 9,12, 15 0.4 15
1.2 4,7 0.4 2,5
T | 13 6, 13 0.4 15
S| 14 5, 8 0.4 15
2 | 3,10 11,14, 16 0.4 15
3 1,2 0.4 15
8 3,6,7 0.4 15
% 9 2,4,5 0.4 25
S | 10 8,9, 10 0.4 1,5
11 1 0.4 2
4 5,9, 19 2 15
5 |2 4,710, 15,18 2 15
T | 6 1,6, 11 2 15
S| 7 14,17 2 15
7.2 13, 16 0.4 15
7.6 3,8, 12 0.4 25
LR-1 1a05 0,8 2
o | E6 6 0,8 15
S | LR-2 7a09 0,4 2
% | E10 10 0,8 15
LR-3 11a015 0,4 2
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ANEXO 9: Condices de ciclagem para o gene MSH2 utilizando de PCRs

MSH2
Condicdes de ciclagem Mixes 1 (1.1/1.2/1.3/1.4) Condicdes de ciclagem Mix 2 Condigdes de ciclagem Mix 3
Etapa Tem%‘g" tura Tempo NC°Ciclos Etapa Tem?%;" tura Tempo NC°Ciclos Etapa Tem?oeé;l tura Tempo N°Ciclos
Desnaturagdo 94°C 5min 1X Desnaturagdo 94°C 5min 1X Desnaturagdo 94°C 5min 1X
Desnaturagéo 94°C 30seg Desnaturagéo 94°C 30seg 10X | Desnaturacdo 94°C 15seg
Anelamento 47°C 30seg 7X Anelamento 47°C 30seg Anelamento 58,5°C 15seg 35X
Extenséo 72°C 30seg Extenséo 72°C 30seg Extensdo 72°C 15seg
Desnaturagdo 94°C 30seg Desnaturagdo 94°C 30seg 10X | Extenséo final 72°C 10 min 1X
Anelamento 48°C 30seg 6X Anelamento 48°C 30seg Hold 8°C Inf.
Extenséo 72°C 30seg Extenséo 72°C 30seg
Desnaturagéo 94°C 30seg Desnaturagéo 94°C 30seg 10X
Anelamento 49°C 30seg 6X Anelamento 49°C 30seg
Extenséo 72°C 30seg Extensdo 72°C 30seg
Desnaturagéo 94°C 30seg Desnaturagéo 94°C 30seg 10X
Anelamento 50°C 30seg 6X Anelamento 50°C 30seg
Extenséo 72°C 30seg Extenséo 72°C 30seg
Desnaturagéo 94°C 30seg Extensdo final 72°C 10 min 1X
Anelamento 51°C 30seg 6X Hold 8°C Inf.
Extenséo 72°C 30seg
Desnaturagéo 94°C 30seg
Anelamento 52°C 30seg 6X
Extenséo 72°C 30seg
Extensdo final 72°C 10 min 1X
Hold 8°C
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ANEXO 10: Condiges de ciclagem para o gene MLH1 utilizando de PCRs multiplexes.

MLH1
Condicdes de ciclagem Mix 4 Condicdes de ciclagem Mix 6 Condicdes de ciclagem Mix 7.2
Etapa Tem?oecl:r;a tura Tempo NC°Ciclos Etapa Tem?oecr? tura Tempo NC°Ciclos Etapa Tem;()oe(;)a tura Tempo NC°Ciclos
Desnaturacédo 94°C 5min 1X Desnaturacdo 94°C 5min 1X Desnaturagéo 94°C 5min 1X
Desnaturacéo 94°C 30seg Desnaturacéo 94°C 30seg Desnaturagéo 94°C 30seg
Anelamento 50°C 30seg 35X Anelamento 56°C 15seg 35X Anelamento 57°C 30seg 35X
Extensao 72°C 30seg Extenséo 72°C 15seg Extensdo 72°C 30seg
Extenséo 72°C 15 min 1X Extenséo 72°C 15 min 1X Extensdo 72°C 15 min 1X
Hold 8°C Inf. Hold 8°C Inf.
Condicdes de ciclagem Mix 5 Condicdes de ciclagem Mix 7 Condicdes de ciclagem Mix 7.6
Etapa Tem?oeé? tura Tempo N°Ciclos Etapa Tem?%;’l tura Tempo NC°Ciclos Etapa Tem?oeé? tura Tempo N°Ciclos
Desnaturagéo 94°C 5min 1X Desnaturagéo 94°C 5min 1X Desnaturagdo 94°C 5min 1X
Desnaturacédo 94°C 30seg Desnaturacédo 94°C 30seg Desnaturagéo 94°C 30seg 35X
Anelamento 53°C 30seg 35X Anelamento 59°C 30seg 35X Anelamento 59°C 30seg
Extensdo 72°C 30seg Extenséo 72°C 30seg Extensdo 72°C 30seg
Extenséo 72°C 15 min 1X Extensdo 72°C 15 min 1X Extenséo 72°C 15 min 1X
Hold 8°C Inf. Hold 8°C Inf.
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ANEXO 11: Condicdes de ciclagem para o gene MSH6 utilizando de PCRs multiplexes.

MSH6
Condicdes de ciclagem Mix 8 Condicdes de ciclagem Exon 8F/ 10R
Etapa Tem?oeé)a tura Tempo N°Ciclos Etapa Tem?f(gi tura Tempo N°Ciclos
Desnaturagao 94°C 5min 1X Desnaturagéo 94°C 5min 1X
Desnaturagéo 94°C 30seg Desnaturacéo 94°C 30seg
Anelamento 52°0C* 30seg 35X Anelamento 54°C 30seg 35X
Extenséo 72°C 30seg Extenséo 72°C Imin
Extenséo 72°C 15 min 1X Extenséo 72°C 15 min 1X
Hold 8°C Inf. Hold 8°C Inf. 1X
Condigdes de ciclagem Mix 9 Condigdes de ciclagem Exon 1
Etapa Tem?%? tura Tempo  N°Ciclos Etapa Tem?oeg;a tura Tempo NC°Ciclos
Desnaturagao 94°C 5min 1X Desnaturagéo 94°C 5min 1X
Desnaturagéo 94°C 30seg Desnaturacéo 94°C 30seg 35X
Anelamento 62°C 30seg 35X Anelamento 62°C 30seg
Extenséo 72°C 1min30seg Extenséo 72°C 30seg
Extensédo 72°C 15 min 1X Extenséo 72°C 15 min 1X
Hold 8°C Inf. 1X Hold 8°C Inf. 1X
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ANEXO 12: Condicdes de ciclagem para o gene PMS2 utilizando de PCRs multiplexes.

PMS2
Ciclagem LR_PCR1 Ciclagem LR_PCR2 Ciclagem LR_PCR3
Etapa Tem?oeé)a tura Tempo N°Ciclos Etapa Tem?g? tura Tempo  N°Ciclos Etapa Tem;()oeg? tura Tempo  N°Ciclos
Desnaturagéo 94°C 1min 1X Desnaturacdo 94°C 1min 1X Desnaturagéo 94°C 1min 1X
Desnaturagéo 94°C 30seg Desnaturacéo 94°C 30seg Desnaturagéo 94°C 30seg
Anelamento 65°C 30seg 35X Anelamento 60°C 30seg 35X Anelamento 65°C 30seg 35X
Extensédo 72°C 15 min Extensédo 72°C 15 min Extenséo 72°C 15 min
Extenséo 72°C 10 min 1X Extenséo 72°C 10 min 1X Extensdo 72°C 10 min 1X
Hold 8°C Inf. 1X Hold 8°C Inf. 1X Hold 8°C Inf. 1X
Ciclagem Exon 6 Ciclagem Exon 10
Etapa Tem?oeé? tura Tempo NC°Ciclos Etapa Tem?o%‘;’l tura Tempo  N°Ciclos
Desnaturagao 94°C 5min 1X Desnaturagéo 94°C 5min 1X
Desnaturagéo 94°C 30seg Desnaturacéo 94°C 30seg
Anelamento 62°C 30seg 35X | Anelamento 62°C 30seg 35X
Extenséo 72°C 30seg Extensdo 72°C 30seg
Extensdo 72°C 15 min 1X Extenséo 72°C 15 min 1X
Hold 8°C Inf. 1X Hold 8°C Inf.
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ANEXO 13: Script para identificacdo de variantes nos genes MMR.

#Quality Filter

perl prinseq -fastq -fastq2 -out_format 3 -no_qual_header -min_len 30 -min_qual_mean 20 -
ns_max_p 60 -trim_tail_right 5 -trim_tail left 5 -trim_qual_step 1 -trim_ns_right 5 -
trim_ns_left 5 -trim_qual_right 20 -trim_qual_left 20 -trim_qual_type mean -trim_qual_rule It

-trim_qual_window 5 -out_bad null

# Mapping GRCh37 reference

bwa aln -t Ref_GRCh37.fasta R1.fastq > R1.sai

bwa aln -t Ref GRCh37.fasta.fasta R2.fastq > R2.sali

bwa sampe Ref GRCh37.fasta.fasta R1.sai R2.sai R1.fastq R2.fastq > sample.sam

# Grouping and sorting files.sam

java -jar AddOrReplaceReadGroups.jar INPUT= sample.sam OUTPUT=
sample_grouped.bam RGLB=FCG RGPL=illumina RGPU=run RGSM=sample

samtools sort sample_grouped.bam sample_sortedGrouped.bam

# Mark Duplicates
java -jar MarkDuplicates.jar I= sample_sortedGrouped.bam O= sample_dedup.bam
METRICS_FILE= sample_metrics.txt

# Indel_realignment

java -Xmx4g -jar GATK -T RealignerTargetCreator -R Ref GRCh37.fasta -l
sample_dedup.bam -o sample_forindelRealigner.intervals

java -Xmx4g -jar GATK -T IndelRealigner -R Ref_GRCh37.fasta -1 sample_dedup.bam -

targetIntervals sample_forIndelRealigner.intervals -0 sample_realignedBam.bam

#Base Recalibration

java -Xmx4g -jar GATK -T BaseRecalibrator -1 sample_realignedBam.bam -R
Ref GRCh37.fasta -knownSites dbsnp_138.b37.vcf -knownSites 1000G_omni2.5.b37.vcf -
knownSites hapmap_3.3.b37.vcf -0 sample_recal_data.table

java -Xmx4g -jar GATK -R Ref _GRCh37.fasta -T PrintReads -0 sample_recalibrated.bam -I

sample_realignedBam.bam --read_filter MappingQualityZero
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# Variant Calling
java -jar GATK -T HaplotypeCaller -R Ref GRCh37.fasta -1 sample_recalibrated.bam --
dbsnp dbsnp_138.b37.vcf -stand_call_conf 30 -stand_emit_conf 30 -L

#Hard Filter

java -jar GATK -T SelectVariants -R Ref_GRCh37.fasta.fasta -V sample_raw.snps.indels.vcf
-L -selectType SNP -0 sample_raw_snps.vcf

java -jar GATK -T VariantFiltration -R Ref GRCh37.fasta.fasta -V sample_raw_snps.vcf --
filterExpression "QD < 2.0 || FS > 60.0 || MQ < 40.0 || MQRankSum < -125 ||
ReadPosRankSum < -8.0" -0 sample_filtered_snps.vcf

java -jar GATK -T SelectVariants -R Ref_GRCh37.fasta.fasta -V sample_raw.snps.indels.vcf
-L -selectType INDEL -0 sample_raw_indels.vcf

java -jar GATK -T VariantFiltration -R Ref GRCh37.fasta.fasta -V sample_raw_indels.vcf --
filterExpression "QD < 2.0 || FS > 200.0 || ReadPosRankSum < -20.0" -0
sample_filtered_indels.vcf

#Depth Coverage
coverageBed -d -abam sample_recalibrated.bam -b exons.bed > sample_coberturaBed.txt
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ANEXO 14: Gréfico que demonstra a porcentagem de leituras que tiveram qualidade das bases acima de 30.
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ANEXO 15: Profundidade média de cobertura por gene par cada um dos pacientes rastreados
para os genes MSH2, MSH6, MLH1 e PMS2.

Gene MSH?2 MSH6 MLH1 PMS2
874 668,46 1846,29 951,11 1573,29
885 3002,19 16844,52 449267 1449,88
889 1568,35 16711,77 2754,07 844,12
891 3402,02 6406,00 3822,11 894,14
893 4254,27 29100,99 6927,72
898 3235,69 3927,43 4184,88 1491,98
900 2306,50 17164,50 6121,56 4305,76
903 4038,62 32874,16 5872,82

1085 3228,09 10688,61 3490,13 1506,88

1094 1231,74 5288,63 1002,07 1658,81

1107 1869,00 23171,71 3363,20

1108 4553,84 20131,54 6224,52

1109 5794,41 30293,40 7803,54

1112 6404,31 6244,86 7621,96 832,23

1342 2656,47 11426,97 1961,98 2675,72

1985 6568,15 32685,35 10808,82

2106 7384,40 34301,87 10399,63

2113 7466,94 28719,14 9256,43

2114 2366,73 7219,67 3107,93 0,15

2309 2219,66 24565,84 4285,53 1139,27

2313 1406,78 14183,50 2209,88 920,72

2318 3758,46 27290,72 6849,19

2278 3688,65 27634,61 1062,33

2284 15603,03 14787,27 967,26 1463,51

S 1737,36 12067,18 2964,65 8649,48

CPB 2093,72 20329,72 3665,52 5796,49

UCcC 3054,45 9422,88 3760,51 5842,35

RBO 11967,15 50496,36 14922,35 14293,77

FCG 2007,08 12113,63 4369,10 5876,88

MOG 1789,36 23162,02 2976,99 10590,67

ADR 3718,96 5545,24 3869,08 10997,35

MRV 4621,91 38672,04 7868,79 3151,21
AP 393,30 3513,05 1078,61 10466,75

MT-4 2724,05 17334,78 3011,47 1833,48

P1 7230,31 4584261 4897,38 1600,18
P3 23637,25 98664,74 33865,29
P4 32117,62 59078,99 48867,17
P5 12820,37 54858,39 36097,18
P6 15605,87 88280,69 26523,75
P7 22224,55 59371,25 26617,24
P8 19178,94 73102,04 16917,37
P9 7000,07 34751,03 7854,77 10027,88
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P10 15184,36 29511,87 10951,50
P13 18356,70 96392,89 21496,97
P14 10278,94 64507,36 35928,82
P16 17021,62 85798,99 28538,60

SL001 8229,10 85670,55 16192,23

SL003 6313,83 107870,32 10616,68

SL004 5087,70 91488,38 6365,35

SL005 3991,61 30809,92 5246,46

SL006 12252,54 84203,74 24495,43

SL007 10266,51 66752,10 11711,90

SL009 33023,64 88588,75 25329,08
843 425,21 4205,41 6806,99 4487,15
854 4599,33 22379,95 49482,43 1622,32
855 11382,48 46966,22 19210,59 12199,83
864 10570,86 34290,70 10469,97 3729,51
865 5149,97 23803,01 4206,37 6649,22
867 1445,33 3346,03 1260,30 2000,44
871 669,15 8333,51 1274,31 61,92
872 16792,78 82893,76 41983,20 3167,73
875 19469,44 94901,08 28602,55 26891,59
882 4344,32 61558,02 8913,60 2749,03
896 2526,14 15490,93 5607,38 5989,68
1083 29214,14 16286,61 33104,17 4,42

Obs: Os pacientes ndo sequenciados para PMS2 apresentam a posic¢ao a este gene em branco.
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ANEXO 16: Mapas e eletroferogramas para as variantes patogénicas /VUS ¢.2152C>T,
€.2078C>A e ¢.1046G>C encontradas no gene MSH2.
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ANEXO 17: Mapas e eletroferogramas para as variantes patogénicas c.1738delGAAA,

€.2021G>A e ¢.338_389delAG encontradas no gene MSH2.
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ANEXO 18: Mapas e eletroferogramas para a variante patogénica c.942+3A>T encontrada no
gene MSH2.

c.942+3A>T
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ANEXO 19: Mapas e eletroferogramas para cada uma das variantes patogénicas/VUS
encontradas para no gene MSH6.
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ANEXO 20: Mapas e eletroferogramas para cada uma das variantes patogénicas/VUS

encontradas no gene MSH6.
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ANEXO 21: Mapas e eletroferogramas para cada uma das variantes patogénicas/VUS c.791-
6 _796del GTTTAGATC, ¢.1863delG e ¢.677+1G>A encontradas no gene MLH1.
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ANEXO 22: Mapas e eletroferogramas para cada uma das variantes patogénicas/VUS
€.224delT, ¢.1975C>T, ¢.890C>A e c.888_889delCA encontradas no gene MLH1.
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ANEXO 23: Mapas e eletroferogramas para cada uma das variantes patogénicas/VUS
€.1681_1682insT, ¢.350C>T e c.677G>A encontradas no gene MLH1.
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ANEXO 24: Mapas e eletroferogramas para cada uma das variantes patogénicas/VUS
€.277G>A e ¢.1007G>A encontradas no gene MLH1.
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ANEXO 25: Heredograma da familia pertencente ao probando CPB, deletado para o0 gene MUTYH.

O
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ANEXO 26: Heredograma da familia pertencente 1112, portadora da alteracéo p. Q718*.

| FAMILIA 1112 O

1 2
Il k
1 2 3 4 5 6
dt unknown CCR dt<50 CC(Ith gs 30
1 2 3 4 5 6 Carci 7 8 9 11 12
Pulmao CCR 2284 ""Crg:;gsjgrf:;“a Rim 1561 10 CCR
dx 58 dt 63 I dx 46 dx52  CCRYdx 50 dx 57dt 60
1 2 /- ’ 3 4 5 6 7 8 9 10
2149 1553 1112 1552
CCRIdX 4 idade atual 30
\'/
1 2
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ANEXO 27: Heredograma da familia 871, portadora da alteracédo p. Q718*.

| O FAMILIA 871

1 2
" ‘ J
1 2 3 4
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dx 60 dx >50 dx >50
i
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v (5 (5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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Idade atual 23
Vi
1 2

Os pacientes 1180 e 2235 foram também rastreados para a alteracdo. As idades de diagnéstico e Obito séo representadas pelas siglas dx e dt,

respectivamente.
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ANEXO 28: Heredograma da familia 2106 portadora da alteracdo ¢.2152C>T.
FAMILIA 2106
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v O O
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O paciente 2277 foi rastreado para a alteracdo. As idades de diagnostico e 6bito sdo representadas pelas siglas dx e dt, respectivamente.
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ANEXO 29: Heredograma da familia 2114 portadora da alteracdo ¢.1738_1741deGAAA.

, JZ Q FAMILIA 2114 JZ’ )@’

1 2
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! | ] <,
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C
dXCGRz 4t 65 dt 52
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dx|29 1
v O d) d)
1 2 3 4
2300

Idade atual 16

O paciente 2300 foi rastreado para a alteracdo. As idades de diagnoéstico e ébito sdo representadas pelas siglas dx e dt, respectivamente.
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ANEXO 30: Heredograma da familia 872, portadora das alteraces em cis c.890A>C (p.E297A) e c.888_889_delCA.

| JZ[__Q FAMILIA 872 2’4@’
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27 Desconhecido

O paciente 1097 foi rastreado para a alteragdo. As idades de diagnostico e bito s@o representadas pelas siglas dx e dt, respectivamente.
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