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RESUMO

Barros BDF. Definigao do perfil de alteragées das sequéncias dos genes
APC, CTNNB1, WT1, WTX e PLCG2 em tumores de Wilms. Sao Paulo;
2012. [Tese de Doutorado-Fundacgao Antonio Prudente].

O tumor de Wilms (TW) origina-se das células precursoras do rim
embrionario, e ja foram observados eventos comuns a ambos 0s processos,
tumorigénese e nefrogénese. A identificagdo de alteracbes moleculares
durante esses processos € crucial para entender os eventos
desencadeadores do TW. O gene WTT codifica para um fator de transcrigao
com expressao finamente coordenada durante o desenvolvimento do rim, e
mutagbes nesse gene sao relatadas em 10% dos TWs esporadicos.
Adicionalmente, desregulacédo no nivel de expressao ou mutagdes de outros
genes como a CTNNB1 também sugerem uma conexdo entre TW e
nefrogénese. Também s&o encontradas muta¢des de WTX em alguns casos
de TWs. Atualmente, acredita-se que mutacdes de WTX, WT1 e CTNNB1
juntas estdo associadas a cerca de 30% dos TWs, sendo que mutagdes
génicas nao foram associados para a maioria dos casos. Resultados de um
projeto desenvolvido em nosso laboratério apontaram os genes APC e
PLCGZ2 como candidatos a estarem alterados nesse tumor. Nesse estudo
anterior, o APC foi observado com localizagdo predominantemente nuclear
nos TWs, semelhante aos estagios iniciais do desenvolvimento normal do
rim, e diferente do rim normal, que apresenta localizagao citoplasmatica. O
PLCG2 foi associado pela primeira vez a uma doenca, sendo observada a
auséncia de marcagao proteica na maioria dos TW, semelhante aos estagios
iniciais do desenvolvimento, e diferente do rim diferenciado, que apresenta
alta expressao da proteina. Com o advento de técnicas modernas de
sequenciamento, velozes do ponto de vista de geracdo de bases e
relativamente baratas, tornou-se factivel a avaliagdo de toda a regido que
abrange o gene a um custo e tempo relativamente baixos. Com isso torna-se
viavel aplicar o método de sequenciamento de alta performance para
avaliacdo de diversos pacientes. Deste modo o objetivo desse estudo é
identificar alteragdes na sequéncia gendmica completa correspondentes aos



genes APC, CTNNB1, WT1, WTX e PLCG2, compreendendo uma regiao de
430Kb, em 15 amostras de TWs e 3 amostras ndo neoplasicas, usadas
como controle, a fim de definir o espectro de mutacdo desses genes, e
avaliar o padrado de alteragdo nas regides intronicas dos genes. Dessa
forma, as regides referentes aos 5 genes do estudo foram cobertas com 60
pares de primers, que amplificassem fragmentos de tamanho aproximado de
10 Kb. Apés amplificagdo dos fragmentos nas 18 amostras, todos os
produtos foram purificados e quantificados. O passo seguinte foi a confecgéo
de um pool de fragmentos de uma mesma amostra, onde quantidades
equimolares de cada um dos 60 fragmentos de uma mesma amostra foram
unidos. Em seguida foi realizada a construgdo da biblioteca de um pool de
fragmentos, onde o pool foi digerido enzimaticamente, para se obter
fragmentos de tamanhos menores, foi realizada a ligacdo de adaptadores
com barcodes unicos, que permite a identificacdo de cada amostra apos
corrida de sequenciamento, seguida de uma etapa de amplificagdo. Foi feito
entdo a confeccdo de um pool de bibliotecas de amostras, nessa etapa,
quantidades equimolares de cada biblioteca de amostra foram unidas.
Devido ao tamanho da regido avaliada e do numero de amostras, optamos
por realizar 4 corridas de sequenciamento, a fim de se obter uma cobertura
boa da regidao. Desse modo, foram confeccionados 4 pools de bibliotecas de
amostras. Apdés analisar as sequéncias geradas, alinhando-as contra a
sequéncia referéncia de cada gene, foram encontradas 3 alteragdes
referentes a troca de base, que levava a mudanga de aminoacido, sendo 2
delas reportadas no gene APC, e uma no gene PLCG2. Nao encontramos
alteragdes nos genes WT171 ou CTNNB1, mesmo havendo uma porcentagem
razoavel de casos associados a mutagcbes nesses genes na literatura. Ao
avaliar a regido intrénica dos genes, observamos que ocorre um padrao de
substituicdo, no caso dos tumores, preferencialmente uma troca G:C>A:T,
que difere nos casos controle, sendo a troca A:T>G:C a mais frequente.
Dessa forma, podemos observar que existe um padrdo na preferéncia das
alteragdes, possivelmente devido a alguma falha nos mecanismos de reparo
nas regides nao codificadas.



SUMMARY

Barros BDF. [Wilms tumor genomic re-sequencing for evaluating gene
loci of WTX, WT1, CTNNB1, APC and PLCGZ2]. S&do Paulo; 2012. [Tese de

Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

Wilms tumor (WT) originates from renal precursor's cells from embryonic
kidney and common events has been observed in both processes,
tumorigenesis and nephrogenesis. The identification of molecular alterations
during these processes are crucial to detect the events that triggers WT
onset. WT1 gene transcribes a transcription factor with finely coordinated
expression along kidney development and mutations in this gene is reported
in 10% of sporadic WTs. Additionally, deregulation at expression level or
mutations in other genes, such as CTNNB1 also suggests a connection
between WT and nephrogenesis. Mutations in WTX gene is also found in
some cases of WTs. Currently, it is estimated that, together, mutations in
WTX, WT1 and CTNNB1 are associated with 30% of WTs, but still for the
majority of the cases no mutation is reported. Results from a previous study
of our group pointed two other genes, APC and PLCGZ2, as candidate genes
possibly altered in WTs. In this previous study APC was shown to have a
predominantly nuclear localization in WTs, similar to the initial steps of
normal kidney development and different from mature kidney, where
cytoplasmatic localization is detected. PLCG2 was for the first time
associated to a disease, and absence of protein staining was observed for
the majority of WT cases, similar to the initial steps of normal kidney
development and different from mature kidney, where high expression of the
protein was observed. Given the advent of modern technologies of DNA
sequencing, which provides faster and cheaper base sequencing, it is
feasible to evaluate the complete genomic region spanning the genes at a
relatively low costs and time. Therefore, it is possible to apply high-

performance DNA sequencing to a large number of patients. In this sense,



the aim of this project is to identify genomic alterations in the complete
sequence of APC, CTNNB1, WT1, WTX and PLCG2 genes, spanning a
region of 430 kb, in 15 WT samples and 3 non-neoplasic samples, in order to
define the mutational spectrum of these genes and evaluate the alteration
pattern of the corresponding intronic regions. Thus, the regions
corresponding to the 5 genes in this study were covered with 60 pairs of
primers, in order to amplify fragments of approximate size of 10 kb. After
amplification of all fragments in the 18 samples, all products were purified
and quantified. The next step was the construction of a pool of fragments
from the same sample, where equimolar amounts of each of 60 fragments of
the same sample were place together. Then library construction from a pool
of fragments was performed, where the pool was enzymatically digested to
yield fragments of smaller sizes, followed by adapters ligation step, that has
unique barcodes, which allows identification of each sample after sequencing
run, followed by an amplification stage. It was then done the construction of a
pool of libraries of samples, at this stage, equimolar amounts of each sample
library were place together. Due to the size of the region and the number of
measured samples, we chose to perform four sequencing runs in order to
obtain a good coverage of the region. Thus, four pools of libraries samples
were made. After analyzing the sequences generated by aligning them
against the reference sequence of each gene, we have identified 3 single
base substitutions that lead to amino acid change, 2 reported at APC gene
and one at PLCGZ2 gene. No alteration was observed for the genes WT1 and
CTNNB1, even though that is a reasonable number of cases associated to
mutations in these 2 genes in the literature. By evaluating the intronic regions
of the genes we observed a specific pattern of base substitution. In the case
of the tumors, it is mainly detected changes G:C>A:T, that differ from the
control cases, where the most frequent substitution is A:T>G:C. Therefore, it
is observed a specific pattern of alteration, possibly as a result of a defect in

the repair mechanisms at non-coding regions.
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1 INTRODUGAO

Dados de incidéncia mundial mostram que as neoplasias pediatricas
representam entre 2% e 3% de todas as neoplasias, sendo que o percentual
mediano dos tumores pediatricos observados nos Registros de Céancer de
Base Populacional Brasileiros encontra-se préximo de 3%. A estimativa para
o0 ano de 2008 para o Brasil foi de que dos 351.720 casos novos de
neoplasias malignas, a exceg¢ao dos tumores de pele ndo melanoma. Para
2010, essa estimativa foi de 9.000 casos novos de neoplasias malignas em
criangas e adolescentes até os 18 anos de idade, exceto tumores de pele
nao melanoma.

Entre os tumores da infancia, os tumores renais representam 5 a 10%
(LITTLE 1999) dos tumores, sendo que aproximadamente 95% destes sao
Tumores de Wilms, resultando em uma incidéncia de uma a cada 10.000
criancas (RIVERA e HABER 2005).

Os tumores embrionarios sao neoplasias que se originam a partir de
células primordiais do mesoderma que sofreram mutagdes espontaneas,
sem a necessidade da ocorréncia de alteracbes secundarias, como ocorre
com a maior parte das neoplasias de adultos (DEHNER 1998). Acredita-se
ser essa uma das grandes diferengas entre as neoplasias embrionarias e as
de adultos. Além disso, os tumores embrionarios também mostram
morfologias que lembram fases do desenvolvimento do tecido de origem.

Os tumores embrionarios diferem dos tumores de adultos em diversos



aspectos tais como caracteristicas anatomopatologicas, local de
acometimento e comportamento clinico (KOESTERS et al. 2003). Dentre os
tumores solidos embrionarios, os mais comumente encontrados s&o os
retinoblastomas, hepatoblastomas, neuroblastomas, nefroblastomas, entre
0s quais se encontram os tumores de Wims (TW), tumores
neuroectodérmicos primitivos (PNET) ou sarcoma de Ewing e os
rabdomiossarcomas. Esses tumores mostram diversidade histoldgica, como

€ o caso do TW, o qual é objeto de estudo desse projeto.

1.1 FORMAGAO DO RIM

A diferenciagdo normal do rim resulta de eventos moleculares
coordenadamente regulados e mutagao ou interrupgcdo de qualquer um dos
passos cruciais do processo de diferenciagdo celular pode levar a
malformagédo do rim resultando em diversas doencas, incluindo o céncer
(HASTIE 1994; LI et al. 2002).

O rim maduro se forma a partir de interagdes complexas entre o
mesoderma intermediario e o broto uretérico. O broto uretérico induz a
condensagao do mesénquima, que por sua vez, induz o crescimento e
ramificacdo do broto uretérico, formando assim, os ductos coletores do rim
(VAINIO e LIN 2002). No momento da indug&o iniciada pelo broto uretérico,
essas ceélulas seguem uma série de eventos morfogenéticos. O mesénquima
condensado ira formar as demais estruturas do rim, como as vesiculas

renais, o corpo em forma de “virgula” e o corpo em forma de “S”, que por sua



vez, irdo dar origem ao glomérulo, e aos ductos proximal e distal do néfron.
Sinais s&o enviados pelo mesénquima para o broto uretérico, para dar inicio
as duas primeiras ramificacdes do rim.

Entre os genes necessarios para o inicio da formagao do rim esta o
WT1 (NG_009272), importante na formagdo e maturagdo do néfron e na
diferenciagdo e manutengao do glomérulo, com um papel na indugdo da
diferenciagcao (MOORE et al. 1999; DAVIES et al. 2004).

Insuficiéncia renal desenvolvida precocemente em alguns pacientes
com mutagdes germinativas de WT1 sugere que o gene tenha papel
importante no desenvolvimento e funcdo renal. Em embrides de
camundongos knockout para WT1 o blastema metanéfrico esta presente até
E10.5, mas entra em apoptose logo apods essa idade. Por volta de E12 ndo é
possivel detectar células blastematosas e os embrides ndo apresentam rim
(KREIDBERG et al. 1993). Dessa forma, acredita-se que o WT1 seja
importante direta ou indiretamente, para a sobrevivéncia das células
progenitoras.

A expressao de WT1 é ampla nos componentes em desenvolvimento,
e vai se tornando restrita, até que nos rins maduros, passa a ser expresso

apenas em poddcitos e glomérulos altamente diferenciados (HUFF 2011).

1.2 TUMORES DE WILMS

O TW representa aproximadamente 95% dos tumores pediatricos

renais, tendo uma maior incidéncia entre 3 e 4 anos de idade (BUCKLEY



2011), acometendo 1 em cada 10.000 criancas. A idade média do
diagnostico ocorre entre 43 e 48 meses, sendo entre 90 e 95% dos casos
unilaterais, e nos casos de bilateralidade, o diagndéstico é feito cerca de um
ano antes dos tumores unilaterais (BRESLOW et al. 1988). Os casos de
tumor familial, aproximadamente 2% dos casos, geralmente estédo
associados com o aumento da frequéncia de tumores bilaterais e idade de
acometimento menor ao diagnéstico (HUFF 2011).

Duas frentes de tratamento s&o utilizadas no TW. Uma delas é a
utilizada pelo grupo norte-americano, o National Wilms Tumor Study
(NWTSG), que preconiza cirurgia para determinar o estadio e sua histologia,
seguida de quimioterapia. Por outro lado, o grupo europeu, Société
Internationale d’Oncologie Pédiatrique (SIOP), utiliza quimioterapia prévia a
cirurgia, reduzindo assim, os riscos da mesma. Ambos o0s grupos
apresentam uma taxa de sobrevivéncia de aproximadamente 90%.

O TW é caracterizado por sua diversidade histolégica, sendo descrito
como um tumor embrionario trifasico, no qual as células blastematosas,
estromais (ou mesenquimais) e epiteliais estdo presentes em proporcdes
variaveis com grande diversidade de arranjo arquitetural e graus de
diferenciacdo. O fato da maioria dos casos de TWs serem constituidos de
células mesenquimais e epiteliais corrobora com a hipétese de que eles
derivam de uma célula precursora renal (MAITI et al. 2000; KUSAFUKA et al.
2002).

Apesar da diversidade histolégica, essas células nao sao

diferenciadas e se encontram organizadas de forma aberrante. Em alguns



tumores sao observados elementos heterdlogos, como musculo liso e
cartilagem. Acredita-se, portanto, que o TW seja um tumor de células
mesenquimais progenitoras, capazes de se diferenciar de forma aberrante, e
que perderam a capacidade de responder aos sinais de controle de
crescimento (HUFF 2011).

Por ser um gene importante para o inicio da formagao do rim, a perda
da funcdo de WT1 durante o desenvolvimento renal poderia manter as
células precursoras do néfron em um estado multipotente, favorecendo o
surgimento do TW. No entanto, eventos adicionais sdo necessarios para que
haja a transformagdo destas células indiferenciadas, levando a um
crescimento descontrolado e malignizagao.

Como histologicamente o TW imita a nefrogénese normal
(BECKWITH et al. 1983, 1993; YASHIMA et al. 1998), os genes envolvidos
no seu aparecimento podem também estar envolvidos no processo de
diferenciagdo normal do rim. Além do WTT1, outros genes foram associados
ao TW e a nefrogénese, sempre em um baixo numero de casos, como o
IGF2 (KREIDBERG et al. 1993; MROWKA e SCHEDL 2000; DOME e
COPPES 2002; HARUTA et al. 2008) e hTert (YASHIMA et al. 1998).

Além dos aspectos morfologicos, aspectos moleculares do TW
também compartilham semelhangas com os primeiros estagios da
nefrogénese. Nesse sentido, foi observada uma alta semelhanga entre o
padrdo geral de expressdo génica nos TW e de genes expressos nos
primeiros estagios da diferenciagcdo normal do rim, o que fortalece as

evidéncias da conexao entre os dois processos, formagao do tumor e



nefrogénese (LI et al. 2002, 2005). Entretanto, esses dados foram baseados
no padrao de expressdo do tumor como um todo, o que provavelmente nao
reflete exatamente a relacdo entre o bloqueio da diferenciacdo das células
do blastema primitivo e o aparecimento do tumor.

Usando uma analise semelhante, um estudo do grupo que avaliou a
expressao de aproximadamente 4.600 genes por cDNA microarray dos
componentes dos TWSs, mostrou que preferencialmente o componente
blastematoso, e ndo o tumor como um todo, apresenta o padrdao de
expressdo mais semelhante aos primeiros estagios de desenvolvimento do
rim. Esses dados sugerem que o componente blastematoso apresenta a
informacdo molecular que reflete o arrasto na diferenciacdo das células,
conferindo, portanto, uma condicdo permissiva para o aparecimento do
tumor (MASCHIETTO et al. 2008).

Os dados moleculares juntamente com a morfologia desses tumores
evidenciam a complexidade molecular da tumorigénese dos TWs e sua
relacdo com a nefrogénese. Devido a essa estreita relacdo, uma
caracterizagao molecular mais detalhada da nefrogénese em paralelo com o
tumor de Wilms, tem sido utilizada em nosso grupo, para buscar alteragdes
precoces que desencadeiem o aparecimento do tumor.

Analises comparativas entre o componente blastematoso de TW e
rins ndo neoplasicos maduros e fetais permitiram a identificacdo de genes
cujo nivel de expressao transcricional e proteica foram semelhantes nos
primeiros estagios da diferenciagdo do rim, e no TW. Entre os genes

identificados estdo APC e PLCGZ2, ambos da via de sinalizagcdo WNT. O



APC se mostrou mais expresso no tumor em relacdo a estagios tardios de
diferenciagao do rim, enquanto que o PLCG2 se mostrou menos expresso
quando submetidos a mesma comparagao.

Nesse mesmo estudo, APC e PLCG2 foram avaliados em um tissue-
microarray com amostras enriquecidas para o componente blastematoso,
onde foi observada a perda da expressao proteica de PLCG2 na maioria
(76%) dos casos em TW semelhante aos rins fetais até 18 semanas de
idade, enquanto que os rins maduros mostraram forte marcagao
citoplasmatica. A localizagao proteica do APC nos trés componentes do TW
foi predominantemente nuclear (80%), semelhante aos rins embrionarios,
enquanto que nos rins maduros, a sua localizagao foi citoplasmatica. Essa
positividade nuclear do APC pode ser uma evidéncia de seu envolvimento
na tumorigénese dos TWs e adiciona evidéncias da reativagao da via de
sinalizagdo WNT nesses tumores (MASCHIETTO et al. 2008).

A recapitulagdo da expressao dos genes APC e PLCG2 nos estagios
iniciais do desenvolvimento do rim no componente blastematoso indica o
envolvimento desses genes na diferenciagcdo correta do rim e sugerem

fortemente seu papel no surgimento do TW.

1.3 GENES MUTADOS EM TWs

A maioria dos casos de TWs é esporadica, sendo resultado de
mutagbes somaticas, restritas ao tecido tumoral. Existe uma pequena

porcentagem que ocorre como consequéncia de mutagdes na linhagem



germinativa, podendo ser herdada ou de novo. Menos de 10% dos casos de
TW estao associados a anomalias congénitas e sindromes, e 1 a 2% estéo
associados a historia familiar, relacionados a heranga autossOmica
dominante com penetrancia e expressividade variavel (DOME e COPPES
2002).

Alteragbes em alguns genes ja foram associadas ao TW. O WTT,
localizado em 11p13, foi identificado pela primeira vez em pacientes com a
sindrome WAGR que apresentavam delecées no cromossomo 11. O WT1
codifica um fator de transcricdo que pode atuar como supressor tumoral, ou
como oncogene, dependendo do contexto em que a célula se encontra, o
que sugere que ele desempenhe diferentes papéis no crescimento e
desenvolvimento celular (RONG et al. 2006; SUGIYAMA 2010). Ele codifica
para um fator de transcrigdo do tipo zinc finger, e apresenta dois sitios de
splicing, resultando em 4 principais isoformas: com ou sem o éxon 5, que
codifica 17 aminoacidos, e proteinas com ou sem os aminoacidos KTS
(Lisina, Treonina e Serina, respectivamente), codificados pelos éxons 9 e 10.
O mRNA codificado pela variante —KTS atua na ativagao transcricional de
genes, enquanto que a variante +KTS parece ter um papel poés-
transcricional, por se localizar em regides de splicing e se ligar diretamente a
fatores de splicing (LARSSON et al. 1995; HASTIE 2001; ROBERTS 2005).
Ambas as variantes trafegam entre nucleo e citoplasma, onde se ligam a
polissomos (NIKSIC 2003; VAJJHALA et al. 2003).

O WT1 é considerado um gene importante que esta envolvido na

diferenciagao celular. Os efeitos de oncogene ou supressor tumoral do WT1



parece ser resultado de como a célula em um determinado estagio de
desenvolvimento, responde a perturbagdes na expressao de outros genes.
Sua funcgao parece estar mais relacionada ao contexto e tipo celular, status
de diferenciacdo, presenga de outros genes alterados, e microambiente
(HUFF 2011). Durante o desenvolvimento, WT71 é expresso em diversos
tecidos, preferencialmente nas células que estdo no processo de transicio
epitélio-mesénquima (EMT), ou mesénquima-epitélio (MET), ja apdés o
nascimento, o WT1 esta restrito aos podécitos no rim (MOORE 1999).

Apesar da estreita relacdo entre TW e WT1, ao revisar cerca de 500
casos de TW esporadicos relatados na literatura, mutacdo no gene foi
detectada em apenas 5 a 10% dos casos (ZHUANG et al. 1997). A maioria
das mutacgdes constitucionais de WT17 é encontrada em criangas com TW
unilateral sem associagdo com anormalidades do trato genito-urinario.
Apesar disso, dois fatores foram associados com a mutagdo germinativa de
WT1: idade precoce de acometimento e TW com predominio do componente
estromal (SCHUMACHER et al. 1997).

Foi observado que TWs com mutacdo em WT1, frequentemente
apresentam uma expressao bialélica do gene IGF2 (que por ser um gene
que sofre imprinting genémico, normalmente apresenta apenas uma copia
do gene ativo), ou mutagdo de CTNNB1 (MAITI et al. 2000; KANEDA et al.
2007).

Outro gene ja associado ao TW é o CTNNB1 (NG _013302), que
codificada para a B-catenina, um dos principais componentes da via de

sinalizacdo WNT (POLAKIS 2000). Ele atua como coativador dos membros
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da familia TCF/LEF de fatores de transcricdo durante o desenvolvimento
embrionario, que promove a ativagao de genes envolvidos na proliferagao e
transformacao celular (KORINEK et al. 1997). Além disso, tem papel
também na adesé&o célula - célula.

Na maioria dos casos de TW, mutagdes no gene CTNNB1 (localizado
em 3p22.1), estdo localizadas no éxon 3, principalmente no cédon 45 (hot
spot). Um estudo mostrou que mutagdes neste éxon ocorrem em 50% dos
casos onde ha mutacdo concomitante de WT17, mas sao raras se o WT1 é
selvagem (MAITI et al. 2000), sendo que no geral, mutagdes no gene
codificador da B-catenina sao encontradas em aproximadamente 15% dos
casos de TWs (KOESTERS, 1999). Mutacbes seletivas em residuos de
aminoacidos de CTNNB1 em locais de fosforilagdo podem resultar em uma
forma ndo degradavel da [B-catenina, que promove sua desestabilizagao,
passando a se acumular no nucleo, ativando diversos genes envolvidos em
porliferacdo, diferenciagdo, e genes pertencentes a propria via de
sinalizagcdo WNT (POLAKIS 2000). Em alguns TWs com mutagdo em WTT,
também sao encontradas mutacdes nos éxons 7 e 8 da CTNNB1, mas ainda
nao se sabe quais efeitos essas alteragdes acarretam (RUTESHOUSER et
al. 2008).

Poucas associagdes entre mutagcdes em diferentes genes foram
realizadas, de forma que a frequéncia de mutagdo em mais de um gene nos
tumores de Wilms, estdo mais relacionados a frequéncia individual de
alteragdo de cada gene, do que a uma combinacdo de alteragdo em um

grupo de genes. Uma forte associagéo tem sido observada entre presenca
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de mutacdo de WT1 e CTNNB1 (HUFF 2011).

Outro gene encontrado alterado em TW, o WTX (NG_021345),
localizado em Xq11.1, foi recentemente descrito, € € o primeiro gene
supressor de tumor identificado no cromossomo X (RIVERA et al. 2007).
Pelo fato do WTX estar localizado em uma regido sujeita a inativagao por
imprinting, homens e mulheres tém apenas uma cépia ativa do gene e,
portanto, um unico ponto de mutagao é suficiente para a inativagado do gene
(SCHEDL 2007). Essa caracteristica diferencia o WTX da inativagao da
maioria dos genes supressores de tumor que é bialélica (NUSSE 2007). Um
estudo feito por RIVERA et al. 2007, mostrou que a perda ou mutacido do
WTX ocorre na mesma frequéncia em homens e mulheres, sendo que em
mulheres, a alteracdo ocorre preferencialmente no cromossomo X que se
encontra ativo, levando a uma inativagao completa do gene em ambos os
SEexos.

O WTX codifica uma proteina de 1135 aminoacidos, e apresenta um
sitio doador e aceptor de splice no éxon 2, resultando uma isoforma com 277
aminoacidos a menos na por¢ao N-terminal da proteina (MAJOR et al.
2007). A proteina completa se localiza na membrana plasmatica e
citoplasma e tem 3 dominios de ligagdo para o APC, o que facilita sua
interagcdo (GROHMANN 2007; JENKINS et al. 2009). A isoforma menor é
encontrada preferencialmente no nucleo (JENKINS et al. 2009; RIVERA et
al. 2009).

Foi observado in vitro, que WTX e WT1 interagem no nucleo através

da regidao C-terminal, promovendo um aumento da ativagao transcricional de
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genes alvo mediada por WT1 (RIVERA et al. 2009). Esse dado é sustentado
pelo fato dos dois genes apresentarem padrdo temporal e espacial de
expressao que se sobrepdem durante o desenvolvimento renal (RIVERA et
al. 2007).

O padrao temporal de expressao desses genes tem seu inicio no
desenvolvimento renal, apresentando uma expressao completa ao final da
semana poés-natal (RIVERA et al. 2007). Um trabalho realizado por GUERTL
et al. (2010) propbe que a inativagdo do WTX seja um evento tardio na
tumorigénese dos TWs. O WTX faz parte de um complexo de destruigdo, em
conjunto com AXINA, APC, GSK-3p, e outras proteinas, (KIMELMAN e XU
2006), que ¢é responsavel por sequestrar a [B-catenina do citoplasma
bloqueando sua atividade na regulagao génica (Figura 1). O WTX, além da
degradacdo da p-catenina, parece estar envolvido também com a
distribuicdo intracelular da proteina APC (WEGERT et al. 2009), e a
requlacdo do sinal da via de sinalizaggo WNT na membrana
(TANNEBERGER 2011). Além disso, o WTX esta envolvido na adeséao
celular através de interagdes com o APC e a membrana plasmatica
(GROHMANN 2007), e na modulagdo da atividade de WT1 no nucleo
(GROHMANN 2007; RIVERA et al. 2009). O aumento da expressédo de WTX
promove o recrutamento do APC para a membrana plasmatica, enquanto
que a sua perda, leva a associacdo do APC a microtubulos.

Para a maioria dos casos € observada a delegao completa do gene, e
em alguns casos sao encontradas mutagbes que levam a uma proteina

truncada. Nao se sabe ainda a fungao das alteragdes missense encontradas,
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uma vez que em muitos casos elas sdo observadas também no tecido
normal do paciente, enquanto que as delecbes e proteinas truncadas sao
vistas apenas no tumor (RIVERA et al. 2007).

Trabalhos anteriores mostraram auséncia de mutagcdo em WTX na
presenca de mutacao em WT71, RUTESHOUSER et al. (2008), no entanto,
mostrou que mutacbées em WTX ocorrem na mesma frequéncia que em
WT1, e tanto em WT1 selvagem quanto mutado. Essa variagao dos dados
pode ser devido a falhas na deteccdo de mutacbes de WT7, ou pelo fato
desse ultimo trabalho buscar mutagdes também em outras regides do gene,
e nao apenas nos sitios mais frequentes (RUTESHOUSER et al. 2008).

Um estudo mais recente (CORBIN et al. 2009) mostrou uma nova
categoria de TWs que apresentavam mutacdo em CTNNB1, mas sem
mutacao ou expressao de WT1. A B-catenina tem melhor interacdo com a
porcdo C-terminal do que com a porcdo N-terminal de WTX, portanto
mutagdes em sua por¢cao C-terminal resulta em maior perda de interagao
com a B-catenina.

RUTESHOUSER et al. (2008) encontrou em 9% dos casos onde nao
havia delecdo de WTX, diminuicdo ou perda da expressao do gene,
mostrando que ele pode ter sido silenciado por alteragdes epigenéticas, ou
mutacao em sua regiao.

Estudos sugerem que mutagdes de WTX, WT1 e CTNNB1 juntas
explicam por volta de 30% dos TWs (RUTESHOUSER et al. 2008), sendo
que para a maioria dos casos, mutagdes génicas ainda n&o foram

associadas.
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Acredita-se que apenas mutagcdo em WT17 nao seja suficiente para
levar a tumorigénese, o que provavelmente deve ocorrer é a perda de
funcdo do WT1 e a ocorréncia de uma alteragdo em um segundo /ocus.

Varios estudos usaram técnicas de citogenética, como estudos
alélicos e hibridagdo genbmica comparativa, e sugeriram outras
anormalidades genéticas associadas aos TW, incluindo trissomia dos
cromossomos 8 e 12, e ganhos ou perdas de regides cromossémicas tais
como: regides 11p13 (onde esta localizado o WTT), 11p15 (encontrado em
cerca de 3% dos casos de TW esporadicos) (SCOTT et al. 2008), 16q, 1p e
7p (MANNENS et al. 1988; KANEKO et al. 1991; SLATER e MANNENS
1992; STEENMAN et al. 1997). E possivel que esses loci tenham outros
genes importantes para o desenvolvimento do TW, que talvez possam agir
up ou downstream ao WTT.

Apesar de existirem casos de TW na sindrome de Li-Fraumeni, na
qual mutagbes de p53 estdo associadas, mutagdes nesse gene sao
observadas em menos de 5% dos TWs. Estudos tém demonstrado que
mutacdo de p53 esta relacionada com histologia desfavoravel e pior
prognéstico, uma vez que aproximadamente 30% dos tumores com
anaplasia apresentam mutagdo nesse gene. Por imunoistoquimica, foi
verificado que a proteina esta restrita as células anaplasicas, indicando que
mutacdes em p53 estdo mais relacionadas com o processo de progressao
do tumor do que com seu aparecimento (CHEAH et al. 1996; BIRCH et al.

2001; BENIERS et al. 2001).
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1.4  VIA DE SINALIZAGAO WNT

A via de sinalizagdo WNT esta envolvida em diversos processos
biolégicos, apresentando um papel chave na embriogénese e no cancer
(KLAUS e BIRCHMEIER 2008; MASCHIETTO 2011). As proteinas Wnt séo
secretadas pelas células e agem através de receptores de membrana
podendo ter uma atuagdo autdcrina ou paracrina (WORDAZ 1998). Nas
células alvo, essas proteinas regulam diversos processos, tais como,
proliferagédo, sobrevivéncia e diferenciacao celular (KLAUS e BIRCHMEIER
2008). A via de sinalizagdo WNT é dividida em trés bragos de sinalizagéao
celular: a via candnica (ou dependente de B-catenina), a via Wnt/Calcio, e a
Wnt/JNK ou de polaridade planar celular.

Durante a embriogénese, o brago candbnico, e mais estudado,
encontra-se ativo. A ativacdo do brago candnico da via WNT depende da
interacdo de um ligante Wnt com o receptor Frizzled de membrana e seus

co-receptores LR5 ou LR6. A fosforilacdo subsequente dos co-receptores,
mediada por CKy e GSK3[B, recruta as proteinas Dishevelled para a

membrana, onde por sua vez, interagem com os receptores Frizzled, e se
polimerizam (BILIC 2006; SCHWARZ-ROMOND et al. 2007), gerando um
sitio de ligagao para a Axina, que é recrutada para a membrana plasmatica,
inativando o complexo de destruicdo (POLAKIS 2007).

A inativacdo desse complexo permite a translocagcao da B-catenina
livre no citoplasma para o nucleo. No nucleo, a p-catenina passa a exercer

seu papel de fator de transcri¢cao, participando de complexos proteicos que
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regulam a expressao de diversos genes, tais como o c-MYC e Ciclina D1
(Figura 1A) (HE 1998; TETSU e MCCORMICK 1999). A maioria dos genes
alvos da [3-catenina estdo envolvidos em processos de diferenciagao celular,
sinalizagdo, adesao, proliferagao, e outros genes que regulam a prépria via
WNT.

Em células diferenciadas, esse bragco esta inativo e a [(-catenina
passa a se acumular no citoplasma e na membrana plasmatica, participando
da adeséao célula-célula, onde se liga a e-caderina e outras proteinas. A
localizacdo citoplasmatica da [B-catenina é resultado da sinalizacdo pelo
complexo de destruicao formado por GSK3B, AXIN1/2, APC e WTX. Por
estar livre no citoplasma, a [(-catenina é recrutada pelo complexo de
destruicdo, onde é fosforilada por CKla e GSK3B, marcada para
ubiquitinagdo e degradada via proteossomo, pela interagdo com
componentes do complexo de ubiquitina-ligase E3 (ABERLE et al. 1997),
mantendo assim, seus niveis dentro da célula (Figura 1B).

Em alguns tumores existem evidéncias da reativagdo desse processo
onde a B-catenina passa a ter localizagao nuclear e a exercer seu papel de

fator de transcricao.
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Figura 1 - Via de sinalizagdo canbnica WNT. A. Via ativada: Durante a

embriogénese a via encontra-se ativada, e essa ativagao se da pela ligagdo das proteinas
da familia Wnts ao receptor Frizzled que desencadeia uma cascata de eventos,
promovendo o transporte da proteina B-catenina livre no citoplasma para o nucleo, onde
exerce seu papel de fator de transcricdo e participa de complexos protéicos que regulam a
expressao de diversos genes, tais como o ¢c-MYC e Ciclina D1. B. Via ndo ativada: Em
células diferenciadas, a via candénica WNT esta desativada, e dessa forma, ocorre um
acumulo de B-catenina no citoplasma e na membrana citoplasmatica. Na menbrana, ela
passa a atuar na adesado célula-célula, ligando-se a e-caderina e outras proteinas, e no
citoplasma, é degradada via proteossomo apds ser fosforilada e ubiquitinada pelo complexo
de destruicado formado por GSK3B, AXIN1, APC e WTX. Modificado de Klaus, 2008.

A via WNT pode ser importante para a transformacao neoplasica apos
sua reativacdo, como observado em achados onde mutacdes na [(-catenina,

que impedem sua fosforilagdo e protedlise mediada por APC (NG_008481),
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sdo também encontrados em outros tipos de tumores (MUNEMITSU et al.
1995; RUBINFELD et al. 1996). Sugere-se que a via WNT esta envolvida na
regulacdo do crescimento celular do mesénquima metanéfrico de onde os
TWs se originam (MAITI et al. 2000).

A relagdo oncogénica entre APC e [-catenina foi inferida apds
observagbes de que mutacbes em algumas regides da B-catenina, a
protegiam da regulagdo pelo APC (MORIN et al. 1997; RUBINFELD et al.
1997).

Como parte do seu papel na via de sinalizagao WNT, o APC se move
para dentro e fora do nucleo onde interage com a B-catenina, CtBP, e outras
proteinas envolvidas na transcricdo génica (Figura 1). A interagdo do APC
enddégeno e a [B-catenina no nucleo, € fundamental para o controle dos
niveis nucleares de atividade da B-catenina (ZHANG et al. 2000), mostrando
a importancia do gene na ativagao da via de sinalizagcdo WNT, e as varias
formas de regulagao que a B-catenina sofre, para evitar a ativagao da via em
células diferenciadas. Além de promover a degradagdo da B-catenina no
proteossomo (RUBINFELD et al. 1996), o APC promove a exportagao da [3-
catenina nuclear reduzindo a quantidade de [B-catenina disponivel para se
ligar ao complexo de transcricdo TCF/LEF (NEUFELD et al. 2000;
HENDERSON e FAGOTTO 2002; ROSIN-ARBESFELD et al. 2003),
regulando, portanto, negativamente a via de sinalizagao WNT.

O APC possui dois sinais funcionais de exportagao que facilitam sua
movimentagdo entre o nucleo e citoplasma (ZHANG et al. 2000). Essa

habilidade é perdida no APC mutado das células tumorais, resultando em
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uma falha no transporte da (B-catenina, que passa entdo, a se acumular no
nucleo (ROSIN-ARBESFELD et al. 2000).

Alguns fatores que podem explicar a tumorigénese associada a
mutagdes no APC sao a perda de adeséo celular (BIRCHMEIER et al. 1995;
BIENZ e HAMADA 2004); a alteragao no controle da polaridade e migragao,
e alteracdo na estabilizacdo de microtubulos, que regulam diversos
processos, como migragao celular e mitose (HANSON e MILLER 2005).

A maioria das mutacées no APC associadas a tumores ocorre em
uma regiao especifica, conhecida como regido de cluster de mutagao (MCR)
(BEROUD e SOUSSI 1996). As proteinas truncadas resultantes dessas
mutacgdes perdem os dominios necessarios para que a 3-catenina se ligue.

Por volta de 60% das mutacdes germinativas descritas do APC estao
localizadas no ultimo éxon devido, principalmente, ao seu tamanho. Outras
mutagdes estao distribuidas de uma forma relativamente uniforme entre os
codons 200 e 1600. As mutagdes mais descritas sdo encontradas nos
cédons 1061 e 1309 (BEROUD e SOUSSI 1996). Aproximadamente 90%
dos casos de mutacdo no APC envolvem a introducdo de um coédon de
parada prematuro, decorrentes de mutagdes nonsense ou frameshift,
levando ao aparecimento de uma proteina truncada (GALIATSATOS e
FOULKES 2006).

A primeira relagédo entre o gene APC e carcinomas ocorreu em 1992
quando foi relacionado a uma sindrome familial de aumento de incidéncia de
carcinomas de célon (FAP — polipose adenomatosa familial) (SU 1992;

MOSER et al. 1992). Ja se sabe que mutagbes no APC é o evento mais
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comum nos casos de carcinoma colorretal esporadicos, estando associado
com aproximadamente 80% dos casos (McCARTNEY e NATHKE 2008). Foi
mostrado que metilagao aberrante nas ilhas CpG da regido promotora, pode
atuar como um mecanismo alternativo para mutagéo na regido codificadora
do gene (TSUCHIYA et al. 2000).

O PLCG2 (NG _032019), localizado em 16g24.1, codifica uma
proteina cuja expressao foi verificada diminuida ou ausente em um grupo de
amostras de TW, sendo associado pela primeira vez com uma doenca
(MASCHIETTO et al. 2008). Foi observado que esse gene faz parte do brago
da via de sinalizaggo WNT que esta envolvido com o aumento da
concentragdo intracelular de Ca** na célula.

O PLCG2 faz parte da familia fosfoinositol-especifico fosfolipase C, é
altamente expresso nas células hematopoiéticas, incluindo mastécitos,
macrofagos, células B, células NK, entre outras, e atua na formacéo de PIP3
(fosfatidilinositol-1,4,5-trifosfato) (YU et al. 2005). Sua atuagdo € mais bem
descrita na ativagao de linfocitos B, onde apds a ligagdo ao receptor de
células B (BCR), uma série de proteinas tirosinas-quinases sao fosforiladas.
O dominio catalitico de PLCG2 interage com a membrana celular e hidroliza
PIP2, gerando DAG (diacil-glicerol) e IP3 (1, 4, 5 — trifosfato) (HURLEY e
GLOBER 1997), o que resulta em um aumento da concentragao intracelular
de calcio livre no citoplasma e PKC (proteina quinase C). Dessa forma o
PLCG2 pode ter importante papel no processo de desenvolvimento.

Em um estudo prévio do laboratério, verificou-se a diminuicdo ou

auséncia da expressao de PLCG2, tanto de mRNA, quanto protéica em TW,
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0 que pode sugerir um possivel envolvimento na formacao de, pelo menos,
parte desses tumores (MASCHIETTO et al. 2008).

Diversos estudos relacionaram a perda de heterozigose de 16q com o
aparecimento do Tumor de Wims (MAW et al. 1992; SKOTNICKA-
KLONOWICZ et al. 2000; MESSAHEL et al. 2009). Perda dessa regiao é
observada em aproximadamente 20% dos casos, e esta associada a um pior
prognoéstico. Essa perda nos leva a crer que genes dessa regidao sao
importantes para o desenvolvimento normal do rim. Sendo o PLCG2 um
desses genes, e associados aos dados referentes a perda de expressao
obtida pelo nosso grupo, nos fazem crer que ele poderia estar associado ao

aparecimento do TW.

1.5 JUSTIFICATIVA

Alteragbes nos genes WTX, CTNNB1 e WT1 ja foram associadas ao
TW, no entanto, altera¢gdes nesses genes somam 30% dos casos de TWs,
ficando 70% dos casos esporadicos sem mutagdes génicas associadas.

Levando-se em consideragcdo os dados obtidos em trabalhos
anteriores do nosso grupo, os genes APC e PLCGZ2 parecem estar
envolvidos com os eventos precoces do surgimento do TW.

Mutacdo no APC ja foi associada a outros tipos de tumor, sendo
responsavel por cerca de 80% dos casos de FAP (polipose adenomatosa
familial). O APC compreende uma regido genémica de 138.919 pb, com

grandes regides intrénicas separando os 16 éxons, que transcrevem um
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mRNA de 11.025 pb.

Ja foi observada a perda de heterozigose da regido 16q em
aproximadamente 20% dos casos de TW esporadico, sendo essa a regiao
onde o PLCG2 esta localizado. O PLCGZ2 apresenta regidao genbmica de
179.170 pb, separados por 33 éxons, também apresentando regides
intrbnicas bastante grandes, e um mRNA de 4.289 pb. Para avaliar as
alteragdes génicas nos casos de TWs esporadicos da nossa casuistica,
achamos importante ndo sé avaliar os trés genes ja previamente associados
ao tumor, mas também APC e PLCG2 para se obter um catalogo de
mutacgdes génicas associadas aos TWs.

Com o advento das plataformas de sequenciamento de nova geragao
e a possibilidade de sequenciar longos trechos do genoma, o nivel de
caracterizagao de processos mutacionais presentes nos tumores atingiu um
nivel anteriormente inviavel. Desta maneira, a produgcdo de catalogos de
mutagbes somaticas em genes sabidamente envolvidos na formagao de
tumores, situadas ndo somente nas regides exdnicas, mas também nas
regides intrénicas, pode levar a um melhor entendimento sobre os processos
de danos no DNA, mutacgdo, reparo e selegdo. A geragcao de catalogos
desse tipo pode melhorar a nossa compreensdao da causa e
desenvolvimento do TW e fornecendo também embasamento para
estratégias de prevengao e tratamento (PLEASANCE et al. 2010; NIK-

ZAINAL et al. 2012).
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Definir alteragbes na sequéncia gendmica, referente aos genes WTX,

WT1, CTNNB1, APC e PLCG2 em amostras de tumores de Wilms e

amostras nao neoplasicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Construir bibliotecas de fragmentos das regides gendmicas que
abrangem os genes WTX, WT1, CTNNB1, PLCG2 e APC para cada
paciente individualmente com insercao de barcodes.

Sequenciar as bibliotecas das amostras na plataforma de
sequenciamento paralelo massivo lon PGM Torrent (Life
Technologies) e avaliar a plataforma para identificacdo de alteragbes
nucleotidicas (inser¢ao, delecéo e substituicao de base).

Avaliar as sequéncias geradas em busca de alteragdes em relagéao a
sequéncia gendmica dos genes.

Validar as alteracbes encontradas no sequenciamento paralelo
massivo no mesmo grupo de amostras.

Rastrear as alteragdes validadas no sequenciamento paralelo

massivo em um grupo independente de amostra tumoral e controle.
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Avaliar o padrdo de alteragbes das regides intrénicas dos genes do

estudo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COMITE DE ETICA

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Hospital A.C.Camargo - Fundacdo Anténio Prudente, sob numero 1142/08

(Anexo 3).

3.2 CARACTERIZAGAO DAS AMOSTRAS

Devido a raridade dos TWs e pelo fato do Brasil adotar o protocolo da
Société Internationale d’Oncologie Pédiatrique (SIOP) 2001 para tratamento
desses tumores, que preconiza a quimioterapia seguida de cirurgia,
raramente sdo encontradas amostras tumorais sem terem sido submetidas
previamente ao tratamento quimioterapico. Em uma tentativa de aumentar o
numero de amostras sem quimioterapia, foi estabelecida uma colaboragao
com o Children Oncology Group (COG), coordenado pelo Dr. Paul Grundy e
Dr. Jeff Dome, cujo tratamento segue o protocolo do National Wilms Tumor
Group (NWTSG), que preconiza a cirurgia como primeira opgédo de
tratamento. Dessa colaboracido estabelecida, foram recebidas 54 amostras
de tecido fresco congelado de TW compostas exclusiva ou
predominantemente pelo componente blastematoso, onde 15 foram usadas

para avaliagdo detalhada dos genes, e o restante para validagdo dos
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achados. Todas estas amostras foram classificadas clinicamente (El, Ell, Elll
e EIV), apresentando ou n&o recaida tumoral apds tratamento
quimioterapico (Quadro 1), todas com pelo menos oito anos de seguimento,
e colhidas a fresco durante o ato cirdrgico para tratamento de TW. Além

disso, foram utilizadas 3 amostras de leucécito como controle.
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Quadro 1 - Informagdes clinicas para as 54 amostras de TWs que foram
usadas no estudo.

Amostra Recaida |Estadiamento Amostra | Recaida | Estadiamento
final final

P001 Nao 11 P1068 Nao v
PO031 Nao v P1110 Nao v
P095 Nao 11 P1144 Nao v
P178 Nao v P1290 Nao 1]
P246 Nao 11 P4159 Nao 1]
P396 Sim v P4181 Nao 11
P970 Sim 11 P4272 Nao 1]
P1060 Nao v

P002 Sim 11 P1070 Nao v
P032 Nao I P1088 Nao 1]
P117 Sim v P1104 Sim I
P128 Sim 0 P1108 Sim Il
P201 Sim 0 P1124 Nao I
P219 Sim I P1232 Sim I
P277 Sim Il P1247 Nao v
P321 Nao v P2050 Nao 1
P329 Nao v P2063 Nao 1
P341 Sim Il P2081 Nao n
P342 Sim v P2113 Nao v
P399 Nao 11 P2182 Nao 1]
P420 Sim 11 P4057 Sim 11
P472 Nao \Y) P4094 Nao 11
P497 Sim Il P4135 Nao v
P526 Sim Il P4196 Nao v
P575 Nao v P4305 Nao I
P697 Sim Il P6000 Nao 11
P1065 Nao 11 P6011 Sim 11
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3.3 EXTRAGAO DE DNA

O DNA das amostras foi extraido pelo método do TRIzol, segundo
recomendac¢des do fabricante.

A qualidade do DNA foi avaliada através de gel de agarose, e sua
concentragédo foi medida usando o Nanodrop (Thermo Scientific). O critério
para definir a qualidade do DNA é baseado no padréo observado no gel de
agarose. O DNA ¢é classificado com excelente quando se observa uma
banda unica (cerca de 5% das amostras), 6timo quando é visualizado um
smear com banda (aproximadamente 66% das amostras), e bom, quando é

observado apenas um smear (aproximadamente 28% das amostras).

3.4 DESENHO DE PRIMERS

Para os cinco genes de interesse do estudo, WTX, WT1, CTNNBT,
APC e PLCGZ2, foram desenhados primers a partir da sequéncia génica
(WTX: NM_152424, WT1: NM_024426, CTNNB1: NM_001098209, APC:
NM_000038, e PLCG2: NM_002661) do DNA gendmico disponibilizado pelo
National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov),
para que amplificassem fragmentos longos de aproximadamente 10 Kb, com
sobreposi¢ao de no minimo 200 pb.

Para fragmentos refratarios a amplificagdo, novos pares de primers
foram desenhados, de forma a amplificar fragmentos menores, entre 2 e 5

Kb, priorizando as regides exdnicas, totalizando 60 fragmentos utilizados
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para cobrir a regido dos 5 genes.

Apods serem desenhados, os primers foram avaliados pelo programa
Oligotech v1.0 sendo utilizados apenas aqueles que apresentassem
diferenca na temperatura de anelamento menor de 2°C entre os pares,

estruturas secundarias ou homodimeros com temperatura de até 10°C.

3.5 ESTABELECIMENTO DA METODOLOGIA PARA

AMPLIFICAGAO DOS FRAGMENTOS

Para a reacdo de amplificagdo foram utilizados 0,8 uL de primer
foward e 0,8 uL de primer reverse a 10 mM, 12,5 uL da enzima LongAmp
Taq 2X Master Mix (125 units/mL), 1,0 uL de DNA (12,5 ng/uL), e agua para
completar a reacdo para um volume final de 25 yL. Para isso, a reacao de
PCR ocorreu nas seguintes condigdes: 95°C - 6 minutos, 95°C - 20
segundos, TM — 45 segundos, 65°C - 5 a 13 minutos (de acordo com o
tamanho do fragmento. A recomendagao do fabricante é de 60 segundos por
Kb) [40 ciclos], 65°C - 10 minutos; As reag¢des foram padronizadas com DNA

de leucécito de individuos normais.

3.6 PURIFICAGAO DOS FRAGMENTOS DOS PRODUTOS DE

PCR

Para os fragmentos que nao apresentavam banda unica, foram

aplicados 12 L da reagao de PCR em gel de agarose 0,8%, e as bandas de
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interesse das amostras controle, foram cortadas a partir do gel de agarose e
purificadas utilizando o QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN), de acordo
com o protocolo do fabricante. Para checar a recuperagdo dos fragmentos
purificados, uma aliquota dos mesmos foi submetida a eletroforese em gel
de agarose 0,8%.

No caso das amplificacbes realizadas nas amostras dos pacientes,

todos os fragmentos foram cortados a partir de gel de agarose e purificados.

3.7 CONFIRMAGAO DAS SEQUENCIAS DE INTERESSE

A confirmagdo do fragmento de interesse apos amplificagdo foi
realizado de duas formas, através de sequenciamento capilar, utilizando o

método de Sanger, e através de clivagem enzimatica.

3.7.1 Tratamento com EXO/SAP e Reacgao de Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado no aparelho ABI 3130xl (Life
Technologies), utilizando um dos primers usados na amplificacdo, e as
analises foram realizadas utilizando o programa Sequencing Analysis 5.3.1.

Para as amplificacbes que obtiveram banda unica, os produtos de
PCR foram tratados com 1 unidade de SAP, 1 unidade de EXOI, e tampao
de eluicdo 1 X em reacao de 10 pL. Os produtos tratados ficaram a 37°C por
30 minutos, 80°C por 15 minutos, e em seguida, mantida a 4°C.

Para os fragmentos que tiveram suas bandas purificadas, n&o foi

realizada a etapa de tratamento com EXO/SAP, sendo feita diretamente a
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reacao de sequenciamento.

Para a realizacdo da reagcao de sequenciamento, foi utilizada uma
quantidade de DNA entre 500 a 800 ng, 0,5 yM de um dos primers utilizados
na amplificagdo, 2 yL de Big Dye Terminator 3.1, 1 yL de tampao Save
Money 5 X, e agua para completar um volume final da reagao para 10 uL. A
reacado ocorreu na condigao: 98°C por 5 minutos, 95°C por 5 minutos, e 50
ciclos a 95°C por 30 segundos, 59°C por 18 segundos, e 60°C por 4 minutos.

Para a precipitacdo do DNA foram adicionados a reacdo 1 pL de
acetato de so6dio 3 M pH 5.2, 1 uL de EDTA 125 mM pH 8, 25 uL de ETOH
100% na temperatura ambiente, e deixado por 15 minutos no escuro. Em
seguida, a reacao foi centrifugada a 4.000 rpm por 30 minutos a 4°C,
seguido de um spin invertido. A reagao foi entdo lavada com 35 pyL de ETOH
70% gelado, centrifugada a 4.000 rpm por 30 minutos a 4°C, novamente
seguido de spin invertido.

Foram adicionados 15 uL de formamida, e a reagao passou por uma
desnaturagao a 95°C por 3 minutos. A reacédo foi mantida no gelo até ser

sequenciada no equipamento ABI 3130xI (Life Technologies).

3.7.2 Confirmacao das sequéncias através de corte com enzima de
restricao

Aproximadamente 2 ug de DNA foram usados para clivagem
enzimatica. Foram utilizadas as enzimas AVAI, Sacl, ECORI, Apal, BamHl,
ECORV, Hincll e Sphl. Em cada reagao foram usadas 10 unidades da

enzima, 1 X de tampao ideal, e agua para completar 15 pL. A incubacéo foi
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de 2 horas na temperatura 6tima da enzima (25°C ou 37°C, dependendo da
enzima usada), e em seguida foi feita a inativagao por temperatura (65°C ou
80°C, de acordo com a enzima).

Para verificar os fragmentos digeridos, 10 uL do produto foi submetido

a eletroforese em gel de agarose 0,8%.

3.8 QUANTIFICAGAO DAS AMOSTRAS

Apos confirmagao das sequéncias nas amostras controles, o DNA dos
15 tumores foram amplificados para os 5 genes, utilizando 50 ou 100 ng de
material. Todos os fragmentos foram cortados a partir do gel de agarose e
purificados QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN).

Foi realizada a quantificagdo das amostras que foram amplificadas e
purificadas, utilizando o aparelho Qubit® (Invitrogen™), e o kit usado foi o
Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen™). As amostras foram

preparadas de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

3.9 CONSTRUGAO DA BIBLIOTECA

A plataforma lon Torrent da Life Technologies foi utilizada para o
sequenciamento. Essa plataforma permite o sequenciamento de fragmentos
de aproximadamente 300 pb.

Para dar inicio a confecgcao das bibliotecas individuais de cada tumor,

foi realizado um pool de fragmentos, no qual todos os 60 fragmentos de um
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mesmo tumor ou controle foram unidos de forma equimolar, de maneira a
evitar ao maximo a super-representacdo de algum deles. Para confecgao
desse pool de fragmentos de cada amostra, foi calculado o volume
necessario de cada amostra para 0,0007 moles (valor estipulado) baseado
no tamanho do fragmento e sua concentragdo em massa, considerando que
1 mol de 1 pb equivale a 650 g. Em seguida, foi dado inicio a confecg¢ao das
bibliotecas de amostra.

A confecgao das bibliotecas de amostra foi realizada utilizando o kit
lon Shear™ Plus (Life Technologies), de acordo com o protocolo sugerido
pelo fornecedor. Esse protocolo consiste em uma clivagem enzimatica por
15 minutos, seguida de purificagdo através das Agencourt® AMPure® XP
Reagent (Beckman Coulter). Logo apds a purificagao foi corrido um chip de
DNA High Sensitivity no Bioanalyzer (Agilent), para verificar se os
fragmentos digeridos de cada paciente estavam dentro do tamanho
recomendado pelo fabricante.

Apos certificar que os fragmentos estavam dentro do intervalo ideal de
tamanho, foi dada continuidade a confecgcao das bibliotecas, sendo a etapa
seguinte, a ligacdo dos adaptadores disponiveis no kit lon Xpress™ Barcode
Adapters (Life Technologies). Apds ligacao de adaptadores foi feita nova
purificacdo com Agencourt® AMPure® XP Reagent (Beckman Coulter), e
em seguida foi realizada a etapa de size selection utilizando o E-Gel®
(Invitrogen™),

Apds o size selection, foi feita a amplificagdo dos fragmentos,

utiizando o lon Plus Fragment Library kit (Life Technologies) segundo
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protocolo do fabricante, seguida de nova purificagdo, obtendo dessa forma, a
biblioteca de uma amostra.

Na sequéncia, corremos outro chip de DNA High Sensitivity (Agilent),
a fim de determinar a molaridade dos fragmentos que se encontravam na
faixa de tamanho recomendada pelo fabricante (entre 200 e 300 pb) de cada
biblioteca de amostra. Uma vez determinado esse valor, foram feitos pools

equimolares de bibliotecas, juntando bibliotecas de diferentes amostras.

3.10 PREPARAGAO DAS AMOSTRAS PARA SEQUENCIAMENTO

NA PLATAFORMA ION TORRENT

Ao levarmos em consideragao o numero de amostras e o tamanho da
regiao gendmica que estava sendo avaliada, optamos por realizar 4 corridas
de sequenciamento, para que obtivéssemos uma cobertura boa da regido.
Dessa forma, foram feitos 4 pools de bibliotecas. Trés deles com 5
bibliotecas de tumores ou controles em cada (pool 1, pool 2 e pool 4), e uma
com 3 bibliotecas de tumor (pool 3). Nessa etapa, juntamos as bibliotecas
individuais de cada pool de maneira equimolar, correu-se outro chip de DNA
High Sensitivity (Agilent), dessa vez para determinar qual o fator de diluigéo
necessario para a realizagao da reacdo de PCR em emulsdo, uma vez que
para esta reagao, deve-se ter 26 pM de material em 18 yL da amostra.

Apods a etapa de PCR em emulsao, foi feita a quebra da emulsdo e o
enriquecimento da amostra, separando antes, uma aliquota de 2 yL. Para

verificar se o enriquecimento foi eficiente é feita uma quantificacdo antes e
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depois do enriquecimento. Para tal, usamos 2 pL do material antes do
enriquecimento, e 10 uL depois do enriquecimento. Essa quantificagao é
realizada no Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen™), com o lon Sphere™
Quality Control Kit (Life Technologies), que permite a leitura de das
fluorescéncias emitidas pelos fluoréforos Cy5 e FAM, que s&o usados para a
quantificacdo no Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen™). A fluorescéncia
FAM, marca o adaptador P1, que esta acoplado as lon Spheres (ISPs —
esferas onde os fragmentos estdo acoplados), enquanto que o Cy5 marca o

adaptador A, que se encontra na extremidade 3’ dos fragmentos.

3.11 SEQUENCIAMENTO DAS AMOSTRAS NO ION TORRENT

Uma vez enriquecida, é feita a adigdo dos reagentes para a reagao de
sequenciamento paralelo massivo. Para isso, utilizamos o lon Sequencing
200 Kit (Life Technologies), de acordo com as recomendagdes do fabricante,
que permite o sequenciamento de fragmentos de aproximadamente 200 pb.
O sequenciamento é feito em um chip, que pode gerar 10 Mb ou 100 Mb de
sequéncias, dependendo do escolhido, lon 314™ Chip ou lon 316™ Chip,
respectivamente. Para o sequenciamento, usamos o lon 316™ Chip, por
gerar um numero maior de dados.

O sequenciamento nessa plataforma ocorre de maneira ciclica, sendo
baseado na alteracdo de pH da solucdo onde ocorre a reagao de
sequenciamento. Quando ha a incorporagcdo de uma base, uma molécula de

hidrogénio é liberada, alterando assim, o pH da solugdo, e permite a
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identificacdo de um sinal dessa pequena alteragao pelo software do

equipamento.

3.12 ANALISE DAS SEQUENCIAS

Inicialmente as reads obtidas no sequenciamento foram mapeadas
contra a sequéncia referéncia (sequéncia génica dos 5 genes do estudo),
disponibilizada pelo National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), e analisadas. As sequéncias obtidas foram
avaliadas em busca de alteragbes apenas na regidao exoénica, utilizando o
programa CLCBio Genomics Workbench. Buscamos alteragbes que levasse
a alteracao de base, promovendo uma troca de aminoacido, e insercido ou
delecédo, que levasse a uma alteragao do cédigo de leitura.

Para realizacdo da analise, foram anotadas as alteragbes que: a)
apresentarem ao menos 50 sequéncias cobrindo a base alterada, b) tiverem

essa alteragdo em no minimo 15% das sequéncias.

3.13 ANALISE DE SUBSTITUIGOES DE BASES NAS REGIOES

INTRONICAS

Foi realizada também uma analise de substituicbes de bases nas

regides intrénicas.
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As alteragdes de trocas de bases localizadas nas porgdes intrdnicas
dos cinco genes investigados foram avaliadas para buscar padrbes de
substituicdes somaticas em tumores de Wilms.

Para esta analise, utilizaram-se os dados de trocas de base intrénicas
gerados pelo software CLCBio Genomics Workbench, excluindo as
alteracdes que apresentassem menos de 20 reads e alteragbes complexas
que apresentassem a presenca de duas variantes diferentes da base
referéncia.

As alteracbes presentes nos tumores foram classificadas em duas
classes: Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) e Substituicbes
Somaticas (SS). Os SNPs foram definidos como alteragbes que também
estavam presentes em pelo menos um dos individuos controles, e por isso
representam polimorfismos comuns na populagdo. O restante das
substituicdes intrbnicas que estavam presentes nos tumores e nao foram
reportadas nos controles foram classificadas como substituicbes somaticas.

Alteracbes encontradas nos controles (SNPs) e nos dos tumores
(SNPs e SS) foram classificados nas seis classes de substituicdes de base
possiveis: (A:T>C:G); (A:T>T:A); (A:T>G:C); (G:C>A:T); (G:C>C:G) e
(G:C>T:A).

Para cada amostra foi calculada a frequéncia de cada classe de
substituicido e os padroes de tipos de trocas foram comparados entre

pacientes e controles.
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3.14 VALIDAGAO DAS ALTERAGOES ENCONTRADAS

Para se ter um melhor entendimento da plataforma utilizada, foram
selecionadas apenas algumas alteracbes encontradas no sequenciamento
paralelo massivo nas regides codificantes, para validacdo através de
sequenciamento capilar. Para isso, foram utilizados primers que
flanqueassem as regides alteradas, e fragmentos de aproximadamente 600
pb foram amplificados, utilizando a enzima GoTaq® Green Master Mix
(Promega) e em seguida foi realizado o sequenciamento capilar no aparelho
ABI 3130xI (Life Technologies), utilizando um dos primers utilizados na
amplificacdo, para verificar se essas alteracdes se confirmavam.

Apos realizacdo do sequenciamento, as analises foram feitas
utilizando o programa CLCBio Genomics Workbench.

Para a reacao de sequenciamento os produtos de PCR foram tratados
com 1 unidade de SAP, 1 unidade de EXOI, e tampao de eluicdo 1X em
reacao de 10 yL. Os produtos tratados ficaram a 37°C por 30 minutos, 80°C
por 15 minutos, e em seguida mantida a 4°C.

Para a realizacdo da reagcdao de sequenciamento, foi utilizada uma
quantidade de DNA entre 500 e 800 ng, 0,5 yM de um dos primers utilizados
na amplificacdo, 1 yL de Big Dye Terminator 3.1, 1,5 pL de tampao Save
Money 5 X, e agua para completar um volume final da reagao para 10 uL. A
reagao ocorreu na condicao: 95°C por 2 minutos, e 40 ciclos a 95°C por 22
segundos, 54°C por 22 segundos, e 60°C por 4 minutos.

Para a precipitacdo do DNA foram adicionados a reacdo 1 pL de

acetato de sodio 3 M pH 5.2, 1 uL de EDTA 125 mM pH 8, 30 yL de ETOH
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100% na temperatura ambiente, e deixado por 15 minutos no escuro. Em
seguida, a reacdo foi centrifugada a 4.000 rpm por 30 minutos a 4°C,
seguido de um spin invertido. A reagao foi entdo lavada com 30 yL de ETOH
70% gelado, centrifugada a 4.000 rpm por 40 minutos a 4°C, novamente
seguido de spin invertido.

Foram adicionados 13 uL de formamida, e a reagdo passou por uma
desnaturagao a 95°C por 4 minutos. A reacao foi mantida no gelo até ser

sequenciada no equipamento ABI 3130xI (Life Technologies).

3.15 BUSCA DAS ALTERAGOES VALIDADAS EM UM GRUPO
INDEPENDENTE DE AMOSTRAS

Foi feita a busca das alteragcbes confirmadas através do
sequenciamento capilar, em 39 amostras de TW pertencentes ao mesmo
grupo de amostras obtido em colaboragdo com o COG.

O DNA das 39 amostras foi amplificado utilizando a enzima GoTaq®
Green Master Mix (Promega), com os mesmos primers utilizados na
validagao das alteracdes encontradas no sequenciamento na plataforma lon
Torrent.

As alteragdes validadas foram testadas em um grupo de 96 amostras
de DNA de leucdcitos de individuos considerados normais para avaliagao de
sua frequéncia.

A amplificagdo dos fragmentos e sequenciamento foi feito da mesma
forma que as demais amostras, e as analises foram realizadas utilizando o

programa CLCBio Genomics Workbench.
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4 RESULTADOS

41 EXTRAGAO DO DNA E DESENHO DOS PRIMERS

O DNA de 54 pacientes foi extraido e foram avaliados em gel de
agarose 0,8% para verificar sua integridade. Para a maioria das amostras, o
DNA apresentou qualidade 6tima, como esta exemplificado na Figura 2. Esta
€ uma caracteristica muito importante para amplificagdo de fragmentos

longos.

Amostra Qualidade
P031 otimo
P1290 otimo
P4181 otimo
P4272 otimo
P178 6timo
P1110 excelente

Figura 2 - Gel de agarose exemplificando a extragdo de DNA de amostras

de pacientes.

Para amplificar a sequéncia completa dos 5 genes do estudo, foram
desenhados 42 pares de primers que amplificassem um fragmento de
aproximadamente 10 Kb, sendo 2 pares para o WTX, 5 pares parao WT1,5
pares para a CTNNB1, 15 pares para o APC, e 15 pares para o PLCG2. Os

pares de primers foram checados no programa PCR in silico do UCSC
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Genome Browser (http://genome.ucsc.edu), para verificar se alinhavam

exclusivamente na regiao de interesse.

Para 6 fragmentos refratarios a amplificacdo dos fragmentos de 10
Kb, foram desenhados novos primers que amplificassem fragmentos
menores, de 2 a 5 Kb. Dessa forma, obtivemos no total, 7 pares de primers
para o WTX, 7 pares para o WT1, 8 paraa CTNNB1, 19 pares para o APC, e
19 pares de primers para o PLCG2, totalizando 60 pares de primers cobrindo
a regido gendbmica dos 5 genes do estudo, como mostra o Quadro 2. O
esquema do desenho dos primers e o numero de fragmentos que cobrem
cada genes, estdo exemplificados na Figura 3. Alguns fragmentos que
representavam a regiao intrébnica e que foram refratarios a amplificacao,

mesmo em tamanho diferente, foram excluidos do estudo.



Quadro 2 - Primers desenhados para amplificagdo dos fragmentos.
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WTX Emm———— 7 fragmentos

wril [E—— R R (- T T | (]

CTNNB] IInnEeeeeeesseeee 5 fragmentos

19 fragmentos

APC

PLCG2 19 fragmentos

Figura 3 - Representagdo do desenho dos primers, utilizados para

amplificagdo dos genes. Em azul esta representada a sequéncia completa de cada
gene, em vermelho, regides cobertas pelos primers desenhados para amplificacdo dos
fragmentos, em verde, regido apresentava dificuldade de amplificagdo em alguns pacientes,
e dessa forma, foram desenhados outros primers para cobrir essa regido nos pacientes

refratarios.

4.2 GERAGAO DOS FRAGMENTOS LONGOS

As reacbes de PCR foram feitas com a enzima LongAmp Taqg2X
Master Mix (New England Biolabs) e foram realizadas com PCR touchdown.
As reagdes foram padronizadas utilizando DNA gendmico extraido de
leucocito de individuos normais. Foram consideradas reagdes padronizadas,
aquelas que apresentaram no gel de agarose, fragmentos unicos do
tamanho esperado, ou aquelas cujo fragmento de interesse se apresentasse
de forma mais abundante, mesmo com bandas inespecificas mais fracas,

exemplificado na Figura 4.
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Figura 4 — Gel de agarose 1% dos fragmentos amplificados. Fragmentos

padronizados apresentando banda unica de tamanho ~8 Kb.

Os fragmentos padronizados que apresentavam amplificacdo de
bandas inespecificas foram isolados do gel de agarose e purificados.

Para confirmar a especificidade dos fragmentos, estes, apds a
purificacdo foram submetidos ao sequenciamento capilar pelo método de
Sanger, usando um dos primers utilizados na amplificacao.

De um total de 60 fragmentos que foram padronizados, que
cobrem 70% dos 430 Kb, 51 tiveram suas sequéncias confirmadas através
de sequenciamento. Apds os produtos de PCR serem purificados, foi
realizada a reacdo de sequenciamento. A sequéncia gerada foi alinhada
contra a sequéncia referéncia gendbmica, para confirmar a especificidade

da sequéncia, como esta exemplificado na Figura 5.
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A. PCR B. Purificacdo C. Sequenciamento do fragmento

140 160 180
! - - | 1 |
ATTCACAAGGGACACTGAGGTCCTGCTTCACTGTTGACACTTATCTTTCACGTTCTTTGAC

- - \ A A At {sﬂm_

7 =
Your Sequence from Blat Search

Blat Sequence
UCSC Genes Based on RefSeq, UniPFrot, GenBank, CCDS and Comparative Genomics
PLEG2 4}

Figura 5 - Confirmagédo dos fragmentos amplificados por sequenciamento.
Exemplo do fragmento intrénico do gene PLCG2 (fragmento 9). A. Amplificagdo por PCR.

Gel de agarose 1%, do qual a banda especifica do DNA controle foi cortada e purificada. B.
Produto de PCR purificado. C. Sequenciamento do fragmento. D. Alinhamento da sequéncia
correspondente ao fragmento amplificado contra a sequéncia referéncia genémica, usando
a ferramenta BLAT (http://genome.ucsc.edu/). O mapeamento da sequéncia do produto de
PCR em regido intrbnica do gene PLCGZ2 confirma a identidade do fragmento. A linha

vermelha mostra onde o gene esta mapeado no cromossomo.

Alguns fragmentos, apdés serem amplificados e purificados, nao
mostraram sequéncia com qualidade satisfatéria, ndo sendo possivel
realizacdo da confirmacgao através do sequenciamento. Dessa forma, para 6
fragmentos, a confirmacgado foi realizada através de digestdo enzimatica
utilizando enzimas de restricdo. Para avaliar quais enzimas seriam mais
indicadas para cada fragmento, gerando um padrao de restricado especifico,
foi utilizada a ferramenta Neb Cutter disponibilizada pelo site da New
England BiolLabs (http://www.neb.com). Para cada sequéncia, foram
escolhidas uma ou duas enzimas que clivassem os fragmentos de forma a
apresentarem um padrdao de corte resultante capaz de confirmar sua
especificidade. Foi realizada uma clivagem in silico conforme esta

apresentado na Figura 6, para verificar qual o padréo esperado de bandas,
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clivagem essa, também realizada através do site da New England BiolLabs,
para que pudesse ser feita uma comparagao dos padroes.

Para cada reagao enzimatica foram utilizados 2 ug de DNA, e as
enzimas utilizadas para cada fragmento estdo descritos no Quadro 3,
juntamente com os tamanhos esperados para cada fragmento apds a

digestdo com as diferentes enzimas.

Quadro 3 - Enzimas de restricdo utilizadas para confirmagédo da identidade
de cada fragmento através de digestdo enzimatica.

Fragmento Enzim'aMde Tamanho esperado de banda
restricao
WT1 1 EcoRl 7174pb - 2497pb
Sphl 7757pb - 1335pb - 579pb
WT14 Aval 5146pb - 2334pb - 1762pb - 673pb
Sacl 5508pb - 3601pb - 806pb
WT1 5a EcoRl 5484pb - 581pb
CTNNB1 2 Apal 5873pb - 1524pb
Sacl 5624pb - 2647pb
CTNNBL 5 BamHl 6152pb - 2184pb
EcoRV 5894pb - 2442pb
PLCG2 3 Hincll 3727pb - 2684pb - 1268pb - 327pb
Sphl 4418pb - 3008pb - 580pb

Para cada fragmento esta descrito a(s) enzima(s) utilizada(s) e os respectivos tamanhos

esperados dos fragmentos apds digestao.

Cada fragmento foi submetido a restricdo com duas enzimas para
uma confirmagdo ainda mais confiavel da especificidade do mesmo. Para
um dos fragmentos analisados, apenas uma enzima foi utilizada pela
dificuldade de encontrar outras enzimas que clivassem a sequéncia em
locais que permitissem um padrao de restricdo especifico das bandas na

hora da visualizagéo em gel.
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Um gel de agarose mostrando um exemplo de fragmento confirmado
por clivagem enzimatica, juntamente com o padrao esperado apos digestao
in silico, e seus respectivos tamanhos esperados apds o corte esta ilustrado

na Figura 6.
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Figura 6 - Confirmagao dos fragmentos por clivagem com enzimas de

restricdo. Exemplo do fragmento 3 do gene PLCG2. A. Padréo esperado de fragmentos

apos digestao com as enzimas Hincll e Sphl determinado por clivagem in silico com auxilio
da ferramenta NEBcutter. B. Andlise da clivagem do fragmento PLCG2. Gel de agarose 1%
mostrando o fragmento de 8 Kb antes da clivagem e os fragmentos gerados apos a
clivagem com a enzima Hincll (3727 pb, 268 4pb, 1268 pb, 327 pb) e com a enzima Sphl
(4418 pb, 3008 pb, 580 pb).

Uma vez que 57 dos 60 fragmentos tiveram suas sequéncias
confirmadas, a reagao de PCR foi realizada para 15 tumores e 3 controles.
Para os 3 fragmentos que nao puderam ser confirmados, a amplificacdo nos
tumores e controles também foi realizada, uma vez que todos os fragmentos
confirmados mostraram ser o de interesse, ndo havendo casos de
amplificacdo inespecifica.

Apds serem amplificados, todos os produtos foram purificados a partir
de gel de agarose.

Para avaliar o produto purificado, uma aliquota do fragmento de todos
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os tumores foi submetido a nova corrida em gel de agarose 0,8%, onde foi
possivel observar uma boa recuperacio, apds esse processo.

Com o objetivo de se obter uma mistura equimolar de todos os
fragmentos dos diferentes tumores previamente ao sequenciamento
paralelo, as amostras foram quantificadas no aparelho Qubit® (Invitrogen™).
A quantificagdo neste aparelho é altamente sensivel e baseado na
quantidade de fluorescéncia emitida. Um intercalante fluorescente como o
SYBR ou Pico Green pode ser usado para obtencido de um dado mais
preciso por marcar especificamente DNA dupla-fita.

Os dados de quantificagao e calculo para definir a molaridade ideal

para dar inicio a confecgao das bibliotecas estdo exemplificados no Anexo 1.

4.3 CONFECGAO DAS BIBLIOTECAS

Uma vez que todas as amostras seriam sequenciadas em uma
mesma corrida, € fundamental que elas apresentassem massas
equimolares, a fim de evitar a super-representacdo de uma regido gendmica
especifica em relacdo a outras regides da mesma amostra ou regides
genbmicas de uma amostra em relagdo as demais. Primeiramente foi
realizado um pool equimolar individual de fragmentos de cada um dos 15
tumores e 3 controles. Nessa etapa, unimos todos os 60 fragmentos de cada
amostra.

A confeccgéo de cada biblioteca de amostra foi feita separadamente de

acordo com o protocolo sugerido pelo sequenciador lon Torrent (Life



49

Technologies). Apds a clivagem enzimatica, espera-se que os fragmentos
tenham sido digeridos para o tamanho recomendado (entre 200 e 300 pb),
mesmo assim, € realizada uma etapa de checagem no Bioanalyzer (Agilent)
para verificagdo do tamanho dos mesmos. Logo apds a purificagao, todas as
amostras foram corridas em um chip de DNA High Sensitivity no Bioanalyzer
(Agilent). A Figura 7 esta exemplificando a digestdo de 2 das 18 amostras
que foram utilizadas. Essa etapa é repetida até que todos os pacientes

estejam com os fragmentos dentro do tamanho esperado.

Amostra 1 Amestra 2

[FU] y ; [FU]
100 L !

50 b R 50

0

) ; ——— 04— 1 :
mrri | L L L mTTT T TTITT TT 11
35 150 300 500 10380  [bp] 35 150 300 500 10380 (bp]

Figura 7 - Padrdao de tamanhos de fragmentos obtidos apods clivagem
enzimatica utilizando kit lon Shear™ Plus (Life Technologies), evidenciando

a regiao entre 100 e 400 pb. Eletroforese capilar em chip DNA High Sensitivity na

plataforma 2100 Bioanalyzer.

Apos certificar-se que as amostras apresentavam uma maoir
concentracdo de fragmentos dentro do intervalo de tamanho ideal
(aproximadamente 200 pb), foi dada continuidade a confeccdo das
bibliotecas de amostra, sendo a etapa seguinte, a ligagdo dos adaptadores
individuais. Apos essa etapa, foi realizada nova purificagcado, e em seguida é
realizada a etapa de size selection para selecionar fragmentos de 200 pb,

exemplificado na Figura 8.
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POO1
P0Y5
P246
50bp
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Figura 8 - Etapa de size selection. As amostras sdo aplicadas em um gel de agarose

2% especifico para purificacédo (E-Gel® SizeSelect™ 2% Agarose — Invitrogen), que contém
além do poco de aplicagdo das amostras, um pogo de captura que permite a recuperagao
dos fragmentos de interesse. Através de monitoragcdo continua da corrida do gel e da
aplicacdo de um marcador de peso molecular (50pb) é possivel identificar o0 momento em

que os fragmentos de tamanho determinado estdo no pogo de captura.

Apos a etapa de size selection, foi feita uma etapa de amplificagao
dos fragmentos, seguida de nova purificagdo. Na sequéncia, todas as 18
bibliotecas confeccionadas (3 amostras de leucdcitos de individuos
considerados normais e 15 amotras de TW) foram novamente corridas em
um chip de DNA High Sensitivity (Agilent). Nessa etapa, € importante
determinar a molaridade dos fragmentos que se encontravam dentro da faixa
desejada de tamanho de cada amostra, para que fosse possivel
confeccionar os pools de bibliotecas de amostras, que seriam sequenciados

em uma mesma corrida.



51

44 PREPARAGAO DAS AMOSTRAS PARA SEQUENCIAMENTO

Para preparacao das amostras para sequenciamento, cada biblioteca
de amostra (poo/ de fragmentos de uma mesma amostra) foi
cuidadosamente quantificada, e quantidades equimolares foram misturadas
para a geragao dos pools de bibliotecas.

Por uma questdo de cobertura desejada, optamos por realizar 4
corridas de sequenciamento. Trés delas com 5 amostras em cada, e uma
delas com 3 amostras. No total, foram feitos 4 pools de bibliotecas. No pool
1 foram incluidas as bibliotecas dos pacientes P001, P095, P246, P970 e
P1068, no pool 2 foram incluidas as bibliotecas dos pacientes P1110,
P1144, P4159, P4181 e P4272, o pool 3 incluiu as bibliotecas P031, P1290,
P178, e finalmente no pool 4, foram incluidas as bibliotecas dos pacientes
P396, P1060, e dos controles, 1, 3 e 4.

Os 4 pools bibliotecas foram submetidos a nova corrida em um chip
de DNA High Sensitivity (Agilent), dessa vez para determinar qual a
molaridade da regido com maior concentragdo de fragmentos, para calcular
o fator de diluicdo necessario para a realizagdo da reacédo de PCR em
emulsdo, uma vez que para esta reacio, deve-se ter 26 pM de material em

18 yL da amostra (exemplificado na Figura 9).
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Figura 9 - Avaliagdo da distribuicdo de tamanho dos fragmentos
correspondentes ao pool de bibliotecas de 5 amostras e determinagao da
molaridade dos fragmentos de tamanho entre 200 e 300pb (delimitados

pelas linhas pontilhadas). Eletroforese capilar em chip DNA High Sensitivity na
plataforma 2100 Bioanalyzer.

Apos determinar o valor equivalente aos 26 pM, foi realizada a reagao
de PCR em emulsdo. Apds essa etapa foi feita a quebra da emulséo,
separando antes, uma aliquota de 2 pL para quantificacdo. O passo apds a
quebra, consistiu no enriquecimento de cada uma das 4 bibliotecas de
amostra que foram sequenciadas. Apds o enriquecimento, separamos uma
aliquota de 10 pL para quantificagao. Para verificar se o enriquecimento foi
eficiente, realizamos uma etapa de controle, quantificando as amostras
antes e depois do enriquecimento. As bibliotecas sdo marcadas com 2
fluorescéncias, FAM e Cy5, e medidas. A porcentagem entre A/P1 antes do
enriquecimento deve ser entre 10 e 30%, e apds o enriquecimento, esse
valor deve ser maior que 50%. A porcentagem antes do enriquecimento nao
deve ultrapassar 30%, pois € um indicativo da existéncia de esferas com
mais de um fragmento acoplado (gerando policlonalidade). Apesar de
algumas razdes ficarem abaixo (pool 2) ou acima (pools 3 e 4) do
recomendado tanto na etapa pré-enriquecimento, quanto na etapa pos-
enriquecimento, optamos por dar continuidade ao sequenciamento. Os

valores obtidos estio descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Avaliacdo da qualidade da PCR em emulsdao e etapa de
enriquecimento.

Porcentagem de ISP com template

Pré- Pds-
enriquecimento enriquecimento

Pool 1 14,15 49,84

Pool 2 11,68 34,49

Pool 3 58,39 90,59

Pool 4 52,91 84,58

Os valores de porcentagem entre as esferas (ISPs) com adaptador A (localizado na
extremidade 3’ dos fragmentos) e adaptador P1 (acoplado as esferas e localizado na
extremidade 5’ dos fragmentos) estdo mostrados para os 4 pools avaliados antes e depois

do enriquecimento.

4.5 SEQUENCIAMENTO E ANALISE DAS AMOSTRAS

Uma vez enriquecida, é feita a adigdo dos reagentes para a reagao de
sequenciamento. O sequenciamento foi feito com o lon 316™ Chip, que gera
em meédia 100 Mb de sequéncias.

Obtivemos nas 4 corridas de sequenciamento aproximadamente, 270,
210, 240, e 290 Mb de dados gerados respectivamente, (bem acima do
esperado pelo chip) tendo aproximadamente 2 milhdes de reads em cada
corrida, ja filtrando as sequéncias de baixa qualidade e que apresentavam
policlonalidade. Esse processo € realizado pelo programa do proprio
sequenciador (software V2.0). No sequenciamento referente ao chip
mostrado na Figura 10, foram obtidos 70% de deposicdo de ISPs, sendo
96% delas com fragmentos. Tivemos 38% de esferas policlonais, e 8% com

fragmentos de baixa qualidade. Apds filtragem dessas reads, tivemos um
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total de 2.464.533 reads para essa corrida de sequenciamento. A Tabela 2

mostra os dados gerados em cada uma das corridas.

Tabela 2 - Numero de reads geradas e cobertura para cada corrida de
sequenciameto.

Corrida de Numero de reads Média de cobertura
sequenciamento final total
Pool 1 2464533 _ 381x
Pool 2 1644628 245x
Pool 3 1543280 257x
Pool 4 1961171 310x

O numero de reads final € dado apés o numero total de reads gerado ser filtrado para as
sequéncias consideradas de baixa qualidade e policlonais pelo programa do préprio

sequenciador.

De forma geral, as 4 corridas foram consideradas de boa qualidade, e
com excelente cobertura, variando entre 200 a 400x para cada pool.

No Quadro 4, estdo descritas 0 numero de sequéncias geradas para
cada pool de bibliotecas em cada corrida de sequenciamento, e separadas
por amostra, tumor e controle, mostrando a porcentagem de cobertura obtida
para cada tumor. Podemos observar que o numero de reads obtidas para
cada amostra foram proximos, mostrando que nao houve uma super-
representacdo de nenhuma amostra no sequenciamento, confirmando a
importancia da etapa inicial de quantificacdo dos fragmentos e calculo de

molaridade.



55

Densidade de deposicéo (media ~72%)
100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

.......>

= 2640 pocos

Altura

(.......

<-- Largura = 2736 pogos >

Figura 10 - Densidade de deposi¢cado das lon Spheres Particles no chip de

sequenciamento. A porcentagem de deposicdo em cada regifo do chip esta
representada por uma escala de cor onde as regides em laranja e vermelho apresentam alta

densidade.



56

Quadro 4 - Sequenciamento dos 4 pools na plataforma ion Torrent.

% d d
Volume de dados % de reads

Amostras  Sequéncias obtidas Sequéncias filtradas encontradas em
gerados (Mb)
cada tumor
Pool 1 4235932 2464533 270.06
P0O01 497243 20,18
P095 597360 24,24
P246 573232 23,26
P970 430278 17,46
P1068 346445 14,06
Pool 2 3819500 1644628 209.37
P1110 379704 23,09
P1144 409810 24,92
P4159 284598 17,30
P4181 201307 12,24
P4272 347838 21,15
Pool 3 4858462 1543280 239.28
P031 365347 23,67
P1290 370609 24,01
P178 378033 24,50
X 370792 24,03
Pool 4 5231291 1961171 294.75
P396 362441 18,48
P1060 426915 21,77
C1 415907 21,21
c3 326412 16,64
ca 395498 20,17

A tabela mostra o numero total de sequéncias geradas em cada corrida e o numero de
sequéncias obtidas apods os filtros para eliminar sequéncias de baixa qualidade e
sequéncias policlonais com o numero total de bases correspondentes. A quantidade de
sequéncias identificada para cada paciente esta descriminada, assim como a porcentagem

referente a reads totais obtidas em cada corrida de sequenciamento.

As sequéncias obtidas foram mapeadas contra a sequéncia referéncia
(sequéncia génica dos 5 genes do estudo - WTX: NG_021345, WTH1:
NG_009272, CTNNB1: NG_013302, APC: NG_008481, PLCG2:
NG_032019), disponibilizada pelo National Center for Biotechnology

Information (http://www.ncbi.nilm.nih.gov), e analisadas.
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4.6 IDENTIFICAGAO E VALIDAGAO DAS ALTERAGOES NAS

REGIOES EXONICAS

As analises das regides correspondentes aos éxons foram realizadas
utiizando o programa CLCBio Genomics Workbench, em busca de
substituicbes de base que levassem a uma troca de aminoacido; inserg¢des
e/ou delegdes. Para todas as 18 amostras, as sequéncias obtidas foram

avaliadas em busca de alteragdes, conforme descritas no Quadro 5.
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Quadro 5 - Descrigdo do numero e tipo de alteragdo encontrada para cada
amostra em cada gene.

Paciente

Gene

Alteragao de base

Delecao de base

Insercao de base

P001

WTX

0

WT1

CTNNB1

APC

PLCG2

P095

WTX

WT1

CTNNB1

APC

PLCG2

P246

WTX

WT1

CTNNB1

APC

PLCG2

P970

WTX

WT1

CTNNB1

APC

PLCG2

P1068

WTX

WT1

CTNNB1

APC

PLCG2

P1110

WTX

WT1

CTNNB1

APC

PLCG2

P1144
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WT1
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PLCG2
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WT1
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Cont./ Quadro 5

Paciente

Gene

Alteragao de base

Delegao de base

Insergao de base
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Apenas as alteragdes do tipo substituicio de base que acarretam em alteragdo de

aminoacido estdo apresentadas.



60

Foi detectado uma alta proporgao de dele¢des de uma unica base,
sendo que algumas delas foram encontradas em mais de uma amostra. No
total foram detectadas 375 alteragdes, sendo 28 trocas de base (sendo uma
delas um polimorfismo comum do APC ja descrito, e que estava presente em
quase todos os tumores), sendo 8 alteragbes unicas, 5 insergdes, sendo 4
alteracdes unicas, e 342 delecdes de uma base, sendo 82 alteragcdes unicas,
obtendo em média de 20,8 alteragdes por paciente.

Obtivemos uma cobertura média das alteragdes reportadas nos
tumores e controles de 174x quando consideramos todas as alteragdes
encontradas nos 5 genes, o que é considerado 6timo, e uma cobertura
média de 220x, quando levamos em conta apenas as alteracbes que
promovessem uma troca de aminoacido, ou levasse a uma alteragao no
cbdigo de leitura da proteina, também considerado excelente.

Uma descricao detalhada de todas as alteragcbes encontradas estéo
descritas no Anexo 2.

Para uma analise geral dos dados gerados pela plataforma lon
Torren, e a fim de se ter uma melhor compreensdo e entendimento da
plataforma utilizada, foram selecionadas apenas algumas alteragbes para
validagao. Foi estabelecido como critério para selecao das alteracbes para
serem validadas, aquelas alteracbes que apresentassem mais de 50 reads
cobrindo a base alterada, e auséncia da alteragdo no controle do
sequenciamento paralelo massivo. Foram selecionadas 30 alteracdes para
validagao, das quais 18 reportam a delegcao de uma base, quatro reportam a

insercao de uma base, e oito reportam substituicbes de uma base que levam
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a uma troca de aminoacido. Como foram encontrados poucos casos de
insercao ou troca de uma base, optamos por validar todas elas, a fim de ter
uma melhor compreensao das limitagbes e vantagens dessa nova
plataforma, e sua confiabilidade. Entre as 18 alteracbes que levam a deleg¢ao
de uma base, 10 foram reportadas tanto por reads que mapeiam no sentido
senso quanto por reads que mapeiam no sentido antisenso em relacédo a
sequéncia gendmica (Figura 11A); e 8 alteragdes foram reportadas por reads
que mapeiam em apenas um dos sentidos (senso ou antisenso) em relagao

a sequéncia gendmica (Figura 11B).

WTX_NG_021345 ?CTAC!CCTGCCCATGGGHCCTTGCTATAAECTCCAG‘ WT1_NG_009272 \CTCTTGTACGGTCGGCATCTGAGACCAGTGAGAAAC!
Ol € Del G
Consensus ;C TACACCTGCCCATGGGCCCTTGC TATNACCTCCAG!
o Consensus A\CT CTTGTACEGTCEGCATCTGAGACCAGTGAGAAAC-
Coverage s
L. Coverage
CTACACCTGCC 0.
L2hg ward gy podhot. bR adldion g s 0l 4l ACTCTTGTACGGTC|- GCATCTGAGACCAGTGAGAAAC
T L IO AT I ACTCTTGTACGGTC|- GCATCTGAGACCAGTGAGAAAC:
JCTACACCTGCCCATGGGIGCCTTGCTATAACCTCCAG -
ICTACACCTGCCCATGGGEICCTTGC TATGACCTCCAG! VCTCTTGTACGGTCRGCATCTGAGACCAGTGAGAAALC
JCTAGAGCTG-CCATGGG|-|ICCTTGCTATAACCTCCAG! TGAGAAAC
TGCCCATGGGCCCTTGCTATAACCTCCAG! ACTCTTGTACGGTC|-GCATCTGAGACCAGTGAGAAAC!
TGCCCATGGGCCCTTGC TATAACCTCCAG! ACTCTTGTACGGTCGGCATCTGAGACCAGTGAGAAAC
IETACACCTG-CCATGGG|-CCTTGCTATAACCTCCAG
GEICCTT CTATAACCTCCAG ACT TTG y
b A SR R TATAAL CTTG GCATCTGAGACCAGTGAGAAAC
:CTACACCTGCCCATGGG|-CCTTGCTATAACC TCCAG!
CTACACCTGCCCATGGG-ICCTTGCTATAACCTCCAG
\CTCTTGTACE&%GG
ICTACACCTGCCCATGGGLICCTTGCTATAACCTCCAG! ACTCTTGTACGGTC|- GCATCTGAGACCAGTGAGAA
ICTACACCTGCCCATGGGE|-[CCTTGCTATAACCTECAG ACTCTTGTACGGTCGGCATCTGAGACCAGTGAGAAAC:
ICTACACCTG CEATL‘.GG-(fTTGC1I\TJ\n\CC_T\Z"l‘J\9 ACTCTTGTACGGTCGIGCATCTGAGACCAGTGAGAAAC
2 TCCAG \CTCTTGTAGGEGTCGGCATCTGAGACCAGTGAGAAAC
-CTACACCTGCCC‘J@;;C'“"“‘”““'“"G‘ ACTCTTGTACGSIL[-|[GCATCTGAGACCAGTGAGAAAC
CTACACCTGCCCATSGG|-[CCTTGCTATAACCTCCAG -4 -
ICTACACCTGCCCATG GCTATAACCTCCAG ACTCTTGTACGGTE|-[BCATCTGAGACCAGTGAGAAAC
ACACCTGCCCATGGE| JCCTTEETATAACE TCCAG ACTCTTGTACGGTCGGCATCTGAGACCAGTGAGAAAC
IETACACCTGECCATOOO/{CETTGETATAACE TCCAG ACTCTTGTACGGTCBGCATCTGAGACCAGTGAGAAAC
ICTACACCTGCCCATGGGCICCTTGCTATAACCTCCAG! ACTCTTGTACGGTCIGGCATCTGAGACCAGTGAGAAAC
CCTGCCCATBGG[-ICCTTGETATAACCTCCAG CATCTGAGACCAGTGAGAAAC
CCTGCCCATGGGLCCTTGCTATAACCTCCAG! GTGAGAAAG
JETACACCTGCCCATGGGLICCTTGCTATAACC TCCAG!
ATGGG-ICCTTGCTATAACCTCCAG
TAACCTCCAG! AGTOAGAAAG!
TATAACCTCCAG GTGAGAAAC
GGECCTTGCTATAACCTCCAG AGACCAGTGAGAAAC
TATAACCTCCAG!

Figura 11 - Alinhamento das leituras obtidas pelo sequenciamento na

plataforma lon Torrent contra a sequéncia genémica. As sequéncias em vermelho
representam leituras alinhadas no sentido senso e as sequéncias em verde representam as
leituras alinhadas no sentido antisenso. A. Exemplo de uma alteragéo reportada por leituras
que alinham nos dois sentidos, senso e antisenso. B. Exemplo de uma alteracao reportada
por leituras que alinham apenas no sentido antisenso. As setas indicam a posi¢cdo da
alteragao encontrada.
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Para amplificagdo das regides com as alteragdes encontradas, foram
utilizados primers que flanqueavam a alteracdo e que amplificavam
fragmentos de aproximadamente 600 pb. Em seguida foi realizado o
sequenciamento capilar.

Os dados mostraram que nao foi possivel validar nenhuma das 22
alteracdes que reportavam delecao ou insercdo de uma base. Como nao foi
possivel validar nenhuma dessas alteracbes independentemente se a
mesma se encontrava em uma regiao de homopolimero, constatamos que a
plataforma lon Torrent ndo gera dados confiaveis de indels (insergbes e
delegbes). Assim, nds optamos por n&do continuar a validagéo desse tipo de
alteracao para os demais casos encontrados.

Quanto aos casos de substituicdo de base, das 8 alteragdes
selecionadas, 6 tiveram a confirmagcdo da alteragdo, como esta
exemplificado na Figura 12. E importante mencionar que as 2 alteracdes que
nao foram validadas, apresentavam apenas 4 e 10 reads cobrindo a base
alterada, enquanto que as demais, apresentavam uma média de 560 reads
cobrindo a alteragao. Isso sugere que a plataforma lon Torrent é ideal para
deteccao de alteragdes de substituicdo de base.

Das 6 alteragbes validadas, 4 foram encontradas no gene APC e 2
delas no gene PLCG2. Como inicialmente todos os casos de substituicdo de
base foram selecionados para validacdo, nessa etapa, duas dessas
alteracbes foram descartadas, pois foram reportadas em um dos controles
no sequenciamento massivo na plataforma lon Torrent, sendo esse um

critério de exclusao para buscar as alteragdes em um grupo independente
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de amostra.

Seguimos portanto, em 4 alteragdes para validacao independente. As
alteragbes selecionadas, juntamente com os dados de validagdo e
frequéncia encontrada na populacao estdo descritas na Tabela 3.

As alteragdes validadas foram consultadas nos bancos de dados 1000
genomes e no National Center for Biotechnology Information (NCBI) SNP
database (dbSNP), para investigar se se tratavam de polimorfismos comuns,
diminuindo assim o risco de ser patogbenica. Para 3 das 4 alteracbes
(Met1413Val, Gly2502Ser, identificadas no APC, e Asn946Ser, identificada
no gene PLCG2) havia relato nos bancos de dados (1000 genomes e
dbSNP). A alteragao encontrada no gene APC, lle2541Val, ndo esta descrita
nos mesmos bancos investigados.

A alteragcdo Met1413Val (APC) foi encontrada em um paciente em
heterozigose, e a frequéncia da alteragdo na populagao descrita nos bancos
de dados é de 0,001, sendo considerada uma alteragao rara. Uma avaliacao
dos efeitos que a alteragao encontrada pudesse ter na estrutura proteica, foi
realizada nos programas de predicdo de patogenicidade baseado em
estrutura (SIFT e PolyPhen), que classificou a mesma como sendo tolerada
ou benigna.

A alteracdo Gly2502Ser (APC) foi encontrada em 2 pacientes em
heterozigose. A frequéncia da alteragcdo na populagédo descrita nos bancos
de dados é de 0,008, e apods avaliagao da possivel alteragdo da estrutura
proteica pelos programas de predi¢cao (SIFT e PolyPhen), ela foi classificada

como sendo tolerada ou benigna.
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A alteracao lle2541Val (APC) foi encontrada em um paciente em
heterozigose. Essa alteragdo ndo estd descrita nos bancos de dados, néo
tendo, portanto, nenhuma frequéncia associada. Ao avaliarmos essa
alteracdo em relacao aos efeitos na estrutura proteica, verificamos que ela
também foi classificada como tolerada ou benigna pelos programas de
predicio.

A alteragdo Asn946Ser (PLCGZ2) foi reportada em um paciente,
também em heterozigose. Por ser um gene pouco estudado, mesmo a
alteracdo estando descrita nos bancos de dados, nenhuma frequéncia
populacional foi associada a mesma. A avaliagdo do possivel efeito da
alteracdo na estrutura da proteina classificou a mesma como tolerada ou

benigna.



Tabela 3 - Validagao das alteragdes por sequenciamento capilar.

Predigao de

o, o, A H

Gene Alteracao Troca Amostra % observada no Validagéao St’a t.us % observa_da no Frequenc|~a ?a patogenicidade

lon Torrent alélico seq capilar populagao (SIFT/Polyphen)
WTX Arg51fs 153delG P246 35,7 Nao
Arg51fs 153delG P396 38,8 Nao
Gly552fs 1656delG P1290 40,6 Nao
Gly552fs 1656delG P178 42,3 Nao
Val968fs 2904delG P1110 35,3 Nao
Val968fs 2904delG P4159 36,0 Nao
Ser514fs 1542delC P178 38,0 Nao
Ser514fs 1542delC P1060 47,2 Nao
Lys12fs 36delG P1060 46,4 Nao
WT1 Leu515fs 1545delG P031 49,0 Nao
Leu515fs 1545delG P178 38,1 Nao
Arg389fs 1167delC P031 36,0 Nao
Arg389fs 1167delC P178 45,9 Nao
CTNNB1 Gly616fs 1848delG P178 37,8 Nao
Gly616fs 1848delG C3 45,0 Nao
Ser718fs 2154insT P001 2,0 Nao
GIn92Arg A>G P095 40,0 Nao
Met763Val A>G P001 50,0 Nao
APC Ser1419fs 4257delC P001 37,1 Nao
Ser1419fs 4257delC P970 34,9 Nao
Ans641fs 1924insA P1068 40,0 Nao
Ala597fs 1791insT P396 429 Nao
His33fs 99insT P1144 40,0 Néo
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Cont/ Tabela 3

Met1413Val A>G P970 46,3 Sim Hetero 50 0,001 (A/G) Tolerada/benigna
Tolerada/provavelmente
Arg2525His G>A C4 449 Sim Hetero 50 1 descrigéo’ danosa
Gly2502Ser G>A P1110 45,6 Sim Hetero 50 0,008 (19/2169) Tolerada/benigna
Gly2502Ser G>A P1144 45,9 Sim Hetero 50 0,008 (19/2169) Tolerada/benigna
lle2541Val A>G P178 47,7 Sim Hetero 50 ndo descrita Tolerada/benigna
PLCG2 Asp998fs 2994delC P246 35,1 Nao
Asp998fs 2994delC P031 44,6 Nao
Pro171fs 513delC P1290 371 Nao
Pro171fs 513delC P178 40,9 Nao
lle796fs 2388delC P1068 41,2 Nao
lle796fs 2388delC P1290 46,2 Nao
Gly866fs 2598delA P1144 37,0 Nao
Gly866fs 2598delA P4272 35,9 Nao
Trp646fs 1938delG P1068 35,8 Nao
His244Arg A>G P970 88,2 Sim Homo 90 0,02 (42/2188) Tolerada/benigna
His244Arg A>G P1110 431 Sim Hetero 50 0,98 (2146/2188) Tolerada/benigna
His244Arg A>G C4 66,7 Sim Hetero 50 0,98 (2146/2188) Tolerada/benigna
Sem frequéncia
Asn946Ser A>G P4181 44 4 Sim Hetero 50 descrita Tolerada/benigna

(n alelo mutado/n total)
! classificagdo LOVD - nao descrito no dbSNP ou 1000 genomes

SIFT classifica a alteragdo com sendo tolerada ou afeta a fungao protéica

PolyPhen classifica as alteragdes como benigna, possivelmente danosa, ou provavelmente danosa

As alteragdes encontradas para cada gene estdo apresentadas indicando a alteragdo em nivel de nucleotideo e a respectiva alteracdo na proteina. % observada
no lon Torrent - porcentagem de leituras reportando a alteracdo em relagdo ao total de leituras que cobrem a base, pelo sequenciamento na plataforma lon
Torrent. Validagdo — confirmacgéo da alteragdo por sequenciamento capilar. Status alélico — identificagdo da alteragdo em homozigose ou heterozigose pelo
sequenciamento capilar. % observada no sequenciamento capilar — porcentagem da alteragdo observada por sequenciamento capilar. Frequéncia na populagéo
— frequéncia da alteragdo observada na populagdo descrita nos bancos de dados dbSNP e 1000 Genomes. Patogenicidade da alteragdo — predicao de
patogenicidade das alteragbes por analises in silico nos programas de predigéo Sift e Polyphen.
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lon Torrent Sequenciamento capilar

T H
APC_NG 008481 GCTCCGTTCAGAGTGAACCATGCAGTGG @TGGTAAGTGGC.& TTATAS APG_1_0000% TEAACCATUCADT GOARTORTAASTAGCATTATAABCCGC,

Consens: s GCTCCGTTCAGAGTGAACCATGCAGTGGANTGGTAAGTGGCATTATAY

GCTCCGTTCAGAGTGAACCATGCAGTGGAGTGGTAAGTGGCATT

GCTCCGTTCAGAGTGAACCATGCAGTGGAGTGGTAAGTGGCATTATA
GCTCCG ATA
GCTCCG TA

Cenflict

Consensus TGAACCATGCAGTGGAETGGTAAGTGGC.&TT.ﬂ‘l’AAGCCCC
TGAACCATGCAGTGGARTGGTAAGTGGCATTATAAGCCCE

primer » N n

foward | |

=) GTGGC 3 T
GGTAAGTGGCATTATA: A
GGTAAGTGGCATTATA:

GCTCCGTTCAGAGTGAACCATGCAGT
GCTCCGTTCAGAGTGAACCATGCAGT

primer
reverse

TTCAGAGTGAACCATGCAGTGGANTGGTAAGTGGCA
GTTCAGAGTGAACCATGCAGTGGAATGGTAAGTGGCATTAT

Figura 12 - Validagdo da alteragdo por sequenciamento capilar. Exemplo de
uma alteragdo no gene APC. A. Identificagcdo da alteragdo de troca A>G na posi¢do 4322 da
regido transcrita do gene APC pelo alinhamento das sequéncias obtidas na plataforma do
lon Torrent (sequéncias em vermelho e verde) contra a sequéncia gendmica do gene APC
(NG_08481). B. Confirmagdo da alteragdo por sequenciamento capilar, tanto pelo
sequenciamento com o primer forward quanto com o primer reverse. A presenca de
sequéncias reportando a base A e sequéncias reportando a base G pelo sequenciamento
no lon Torrent e a presenca de pico duplo no sequenciamento capilar indicam que a

alteracao esta em heterozigoze no tumor do paciente.

4.7 BUSCA DAS ALTERAGOES VALIDADAS EM UM GRUPO

INDEPENDENTE DE AMOSTRAS

As 4 alteragbes validadas foram investigadas em 39 amostras
adicionais de TW.

O DNA das 39 amostras foi amplificado utilizando a enzima GoTaq®
Green Master Mix (Promega), com os mesmos primers utilizados para a
validacdo das alteracbes encontradas no sequenciamento na plataforma
usada pelo lon Torrent.

A alteragao Gly2502Ser no gene APC, foi também encontrada em 2

pacientes do grupo de validagdo, como mostra a Tabela 4.
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Tabela 4 - Investigacdo da presenga das alteragbes em um grupo
independente de amostras de tumor de Wilms.

Status Frequéncia na Patogenicidade da
Gene Troca Alteragcdo Paciente alélico populagao* alteracao encontrada

APC A>G  Met1413Val -

P526,

G>A  Gly2502Ser PO02

Hetero 0,008 (19/2169) Tolerada/benigna

A>G  lle2541Val -

PLCG2 A>G  Asn946Ser

As alteragbes investigadas no grupo independente de amostras estdo apresentadas
indicando a alteragdo em nivel de nucleotideo e a respectiva alteragéo na proteina. Paciente
no qual alteragdo foi encontrada. Status alélico — identificagdo da alteragdo em homozigose
ou heterozigose pelo sequenciamento capilar. Frequéncia na populagdo — frequéncia da
alteracdo observada na populagao descrita nos bancos de dados dbSNP e 1000 Genomes.
Patogenicidade da alteragcdo — predigdo de patogenicidade das alteragdes por analises in

silico nos programas Sift e Polyphen.

Para verificar se as alteragbes encontradas sdo polimorfismos
comuns, fomos buscar essas alteragdes em um grupo de 96 amostras de
DNA de leucdcitos de individuos considerados normais.

Das 4 alteragbes buscadas no grupo controle, somente uma delas, a
alteracao Gly2502Ser, do gene APC, foi encontrada em 1 controle,
sugerindo que esse evento possa ser um polimorfismo comum, mesmo
sendo descritas como raras nos bancos de dados disponiveis, como mostra

a Tabela 5.
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Tabela 5 - Investigagdo da presenca das alteragcbes em um grupo de 96
amostras de sangue de pessoas nao afetadas (grupo controle).

Status Frequéncia na Patogenicidade da
Gene Troca Alteragcdo Paciente alélico populagao* alteracao encontrada

APC A>G  Met1413Val -

G>A Gly2502Ser C80 Hetero 0,008 (19/2169) Tolerada/benigna

A>G  lle2541Val -

PLCG2 A>G  Asn946Ser

As alteracdes investigadas no grupo controle estdo apresentadas indicando a alteragdo em
nivel de nucleotideo e a respectiva alteragdo na proteina. Controle no qual alteragéo foi
encontrada. Status alélico — identificagdo da alteragdo em homozigose ou heterozigose pelo
sequenciamento capilar. Frequéncia na populagao — frequéncia da alteragdo observada na
populagédo descrita nos bancos de dados dbSNP e 1000 Genomes. Patogenicidade da
alteracdo — predicao de patogenicidade das altera¢des por analises in silico nos programas
Sift e Polyphen.

Por ter sido encontrada em um controle, a alteragdo Gly2502Ser foi
descartada. No total, obtivemos 3 alteracbes que foram encontradas apenas
nos pacientes. Dessas 3 alteragcdes, uma delas nao esta descrita nos bancos
de dados (APC, lle2541Val), uma nao tem frequéncia associada (PLCG2,
Asn946Ser), e uma delas (APC Met1413Val), apresenta uma frequéncia
bastante baixa, sendo considerada uma alteracdo rara. As alteracdes
encontradas em cada gene estdo marcadas no esquema abaixo, onde é

mostrado cada gene e seus varios dominios (Figura13).
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PLCG2

PI- Pi-
PH PLC SH2 5H2 2 SH3 pPLC c2
X-box Y-box

20 131 312 456 532 635 646 735 769829 930 1044 1059 1152

Dominio de ligagdo comb- Dominio deligagdo comb- Repeti¢do SAMP (dominio
catenina (repeti¢do 15 aa) catenina (repetigdo 20 aa) de ligagdo a Axina

?

. - . Dominio de ligagdo Dominio de ligagdo
gomerizagio
« Aupadilo D D D I D I D D DI amicrottbulos de EB1 e HDLG
I 2033

6 57 453 767 1020 1169 1265 1500 2200 2400 2560 2843

Figura 13 - Esquema representativo das proteinas dos genes PLCG2 e APC

a posicdo dos aminoacidos e o0s respectivos dominios. As alteragbes
encontradas no estudo estdo marcadas em vermelho. Os esquemas foram baseados nos

dados fornecidos pelo UniProtKB.

Alteragcbes pontuais no gene CTNNB1 relacionadas a troca de uma
base sdo encontradas em aproximadamente 10% dos casos de TW, e esse
namero aumenta quando também é observada mutagdao de WT171. Como no
sequenciamento realizado na plataforma lon Torrent, ndo encontramos
alteracado em CTNNB1, decidimos realizar o sequenciamento capilar
direcionado apenas da regido de 843 pb, que engloba o hotspot descrito no
gene (éxon 3, cédon 45) nos 54 tumores, como mostra a Figura 14. Nao foi
encontrada alteragdo em nenhum dos 54 tumores, mesmo nas 2 amostras
com delegcao de WT1, concordando com os resultados do sequenciamento
na plataforma lon Torrent, e reforcando a confiabilidade da plataforma na

detecgao de trocas de base.
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s anp e e
" l

ir.odnn 45E3

=i
CTNNET NM 001098209 TCTGGAATCCATTCTGGTGECACTACCACAGC TCCT[ILIICTGAGTGGTAAAGGCAATCCTGAGGAAGAGGA TGTGGATACCTCCCAAG

meansus TCTGGAATCGAT TCTGGTGECAGTACCACAGC TECTTCTCTGAGTGGTAAAGGCAATCCTGAGGAAGAGGATGTGGATACCTCCCAAG

s |

11 TETGGAATCCATTCTGGTGECACTACCACAGETECTTCTCTGAGTGOTAAAGGCAATCCTGAGGAAGAGGATGTGGATACCTCOCAAG

aca cntn (Lo A0 AN AL AR L T N T L T LT PR Mt Lt
LNV U AN VA AN A WY VA A A
P1290_D11 I'CTGBIATECAITETC(.TGCEQE"-EEAEAL’.(TEEI TETIEIC&ETGC'A&!EG(AAT(CIGhUEAAGAﬁﬁniﬁTCDATﬂEE'EEC&J\E
Tri ' Al | o) .I A .=_: AN it il i AN At m A Tt n o )
e WA TV VA Y A YN A M LV MY Y A e g

POBS_C10 TCTGGAATCCATTCTGGTGECACTACCACAGETECTTC TCTGAGTGGT ARAGGCAATCCTGAGGAAGAGGA TGTGGATACCTCCCAAG

oA oA A A Y A A N Y A A e

P1144 €11 TETGGAATCCATTETGGTGECACTACCACAGETECT/TCTCTGAGTGGTAAAGGCAATCC T GAGGAAGAGGATGTGGATACCTCCCAAS
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Figura 14 — Sequenciamento capilar do hotspot do gene CTNNB1.
Rastreamento da regido que apresenta o hotspot descrito do gene em 54 amostras de

tumor de Wilms. A alteragcéo nao foi encontrada em nenhum caso.

4.8 ANALISE DO PADRAO DE SUBSTITUICOES SOMATICAS

NAS REGIOES INTRONICAS

As alteracdes de trocas de base identificadas nas porcdes intronicas
dos cinco genes investigados foram avaliadas com o objetivo de caracterizar
0 espectro de substituicdes presentes nos tumores de Wilms.

Para avaliar essas regides, realizamos uma analise do perfil de trocas
encontradas nas mesmas.

As substituicbes presentes nos tumores foram classificadas como
SNPs (quando estavam presentes em pelo menos um dos individuos
controles) e substituicbes somaticas (SS) - quando estavam ausentes nos
controles. A Tabela 6 descreve o numero e a classe das alteragdes

encontradas em cada amostra.
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Tabela 6 - Numero e classificacdo das substituicdes de base intronicas.

ID Tipo G.C>T:A G:.C>CG G.C>AT AT>G.C AT>TA AT>C:G Total

C1 SNPs 170 219 875 939 180 190 2573
C3 SNPs 147 203 825 854 163 150 2342
C4 SNPs 173 228 796 836 156 148 2337
PO01 SNPs 107 163 480 559 96 125 1530
SS 49 62 249 160 55 44 619

P031 SNPs 67 103 352 501 62 100 1185
SS 42 58 202 163 28 39 532

P095 SNPs 101 135 410 534 103 121 1404
SS 66 100 314 217 65 73 835

P1060 SNPs 92 154 531 664 107 142 1690
SS 22 45 183 149 29 60 488

P1068 SNPs 91 145 411 686 94 130 1557
SS 43 72 226 244 41 53 679

P1110 SNPs 83 126 384 592 83 106 1374
SS 45 82 247 220 65 50 709

P1144 SNPs 103 155 494 620 89 103 1596
SS 34 67 240 143 45 34 569

P1290 SNPs 78 125 386 606 76 78 1390
SS 66 68 297 266 52 66 826

P178 SNPs 83 130 469 548 78 83 1421
SS 28 37 184 111 27 28 422

P246 SNPs 93 148 532 594 112 93 1596
SS 53 66 262 207 51 53 711

P396 SNPs 61 112 339 494 75 61 1188
SS 35 78 197 150 36 35 543

P4159 SNPs 88 130 413 569 96 88 1413
SS 36 68 212 155 51 36 565

P4181 SNPs 61 102 297 433 56 61 1028
SS 19 23 167 131 30 19 393

P4272 SNPs 46 80 265 332 61 46 862
SS 38 98 197 95 46 38 536

P970 SNPs 98 156 508 714 132 98 1755
SS 35 73 238 198 50 35 660

ID — amostra avaliada. Tipo — tipo de alteragdo encontrada. Classes das possiveis

alteragdes. SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms; SS: substituicbes somaticas.
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O calculo da frequéncia de cada classe de substituicdo demonstrou
que o tipo de substituicdo germinativa mais frequente - tanto nos SNPs das
amostras controles como nos SNPs dos tumores - foi a transigao A:T>G:C,
que apresentou frequéncia entre 35,8 e 44,1%, seguida pela transicéo

G:C>A:T (26,4 a 35,2%) (Figura 15).
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Figura 15 - Espectro de substituicdes de base germinativas (SNPs) presente

nas 3 amostras controles (C1, C3 e C4) e nas 15 amostras tumorais.

Em relacdo as substituicbes somaticas presentes nas amostras
tumorais, houve uma inversdo entre as duas classes de alteragdes mais
frequentes observadas nos controles.

Em todos os tumores (exceto P1068) a transicdo G:C>A:T foi a mais
frequente (33,3 a 43,6%), seguida pela transicado A:T>G:C (17,7 a 35,9%)
(figuras 16A e 17). Além disso, quando comparados aos SNPs presentes
nas amostras tumorais, as substituicbes somaticas apresentaram um
aumento estatisticamente significativo de trocas G:C>T:A (p=0,032),
G:C>A:T (p<0,0001) e A:T>T:A (p<0,002) e uma diminuicdo na frequéncia

de trocas A:T>G:C (p<0,0001) (Figura 17).
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Para investigar quais classes de alteragbes estavam aumentadas ou
diminuidas em cada tumor, foram subtraidas as médias das frequéncias
observadas nos controles para cada amostra (Figura 16B). A variagdo da
frequéncia de cada classe se mostrou heterogénea entre os diversos
tumores, sendo que a amostra que demonstrou um padrao mais alterado de
substituicbes foi a P4272. Interessantemente este tumor foi o Unico em
nossa casuistica que apresentou na analise de CGH-array perda homozigota

do gene WTX.
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WG C-CG
HG:CAT
BWAT=G:C
WAT-T:A
BAT>C:G

WGICTIA

WG:C-C:6
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ne — T I

Ganho CTNNEL
Recidiva

Figura 16 - Frequéncia e variagdo dos tipos de substituicdo somatica. A:
Padrao de substituicbes de base somaticas presente nas amostras tumorais. B: Variagdo da
frequéncia de cada classe em relagdo a média dos controles. C: Caracteristicas genéticas
(ganhos e perdas nos cinco genes estudados, avaliados por CGH-array pela Dra. Ana
Krepischi) e clinicas (informag&o sobre recidiva) dos tumores. NA: ndo avaliados por CGH-
array; Del: delegao.
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Tipos de substituicdo de base
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Figura 17 - Frequéncias das substituicbes de base em SNPs tumorais e

substituicdes somaticas (SS). A comparagéo por teste t com dados pareados entre as
médias das frequéncias das SS em relacdo aos SNPs tumorais demonstrou que as
transicées A:T>G:C (p<0,0001) e G:C>A:T (p<0,0001) foram as trocas com maior diferenga
entre os grupos. As trocas G:C>T:A (p=0,032) e A:T>T:A (p<0,002) apresentaram uma
frequéncia elevada nas SS, enquanto a taxas de transigdo G:C>C:G (p=0,056) e A:T>C:G

(p=0,516) ndo apresentaram diferengas estatisticamente significantes.
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5 DISCUSSAO

O tumor de Wilms é o tumor renal infantil mais comum, apresentando
padrdao de desenvolvimento semelhante os estagios iniciais da formagao do
rim normal. Diversos estudos tem buscado uma alteragdo desencadeadora
do tumor, mas nenhum gene foi associado a um grande numero de casos,
sendo os genes WTX, WT1 e CTNNB1, o0s responsaveis por
aproximadamente 30% dos casos, deixando a maioria deles, sem um gene
associado (RUTESHOUSER et al. 2008).

Um trabalho anterior realizado pelo grupo identificou os genes APC e
PLCG2, ambos pertencentes a via de sinalizagdo WNT, como possiveis
candidatos para estarem alterados em TWs (MASCHIETTO et al. 2008),
sendo o PLCG2 associado pela primeira vez a uma doenca.

Através das novas tecnologias de sequenciamento que permitem a
avaliacao de grandes regides gendmicas, foi de grande interesse avaliar o
perfil de alteracdo desses novos genes (APC e PLCG2) possivelmente
associados a tumorigénese dos TWSs, assim como aqueles genes
previamente associados (WTX, WT1 e CTNNBT1), com o intuito de
caracterizar um perfil de alteragdo em TWs.

Optamos por realizar o sequenciamento da regido completa dos 5
genes de interesse, obtendo dessa forma, um painel mais completo das
possiveis alteragdes nos genes. Foi realizada a amplificagdo de fragmentos

longos, de aproximadamente 10 Kb, para que uma regiao maior pudesse ser
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coberta.

Nessa etapa, observamos que apenas a qualidade do DNA nédo é
suficiente para a amplificacdo perfeita de fragmentos longos. Mesmo
trabalhando com DNA tumoral de qualidade 6tima, a amplificacdo dos
fragmentos longos, foi uma etapa trabalhosa e demorada, até mesmo ao
amplificar os controles. A dificuldade na amplificacdo foi observada tanto em
regides que continham éxons, quanto aquelas apenas com introns.

Ao analisar os dados gerados no sequenciamento realizado na
plataforma lon Torrent, foi observada uma excelente cobertura das
bibliotecas, sendo notada uma maior cobertura dos genes de tamanho
menor (WTX, WT1 e CTNNB1) quando comparado com os outros dois
genes avaliados (APC e PLCG2). Esse dado é importante, pois torna os
dados gerados no sequenciamento bastante confiaveis.

Ao analisarmos os dados obtidos, identificamos um alto numero de
alteracdes que reportavam a delegcao de uma base. Por ser uma plataforma
nova, selecionamos apenas algumas alteracbes para validagao
(aproximadamente 20% das dele¢cbes encontradas) para tentar um melhor
entendimento da confiabilidade dos dados gerados por essa plataforma.
Apesar de nao ter sido possivel validar nenhuma das alteragdes que
apresentavam delegcao de uma base, mesmo obtendo uma cobertura média
das alteracbes de aproximadamente 220x, acreditamos que exista uma
porcentagem dessas alteracdes que sejam verdadeiras.

Um trabalho realizado por LOMAN (2012), comparou as plataformas

454 GS Junior (Roche), lon Torrent (Life Technologies) e MiSeq (lllumina), e
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mostrou que a plataforma lon Torrent apresenta um alto indice de erro ao se
tratar de alteragdes do tipo delecdo ou insercao de uma base. Foi observado
1,5 indels a cada 100 bases na plataforma lon Torrent, enquanto o 454 GS
Junior, apresentou 0,38 indels a cada 100 bases, e o MiSeq valores
menores que 0,001, sendo a maioria delas encontradas em regides de
homopolimeros, nas trés plataformas avaliadas. No nosso caso, nao
observamos diferenga significativa entre a presencga de indels nas regides de
homopolimero, quando comparado a outras regides do gene. Esse trabalho
serve como suporte para os dados gerados no sequenciamento dos 15
tumores, uma vez que 92,5% das alteragdes encontradas eram casos de
indels.

Observamos que muitas das delegdes encontradas estavam
presentes em mais de um tumor, sendo algumas delas reportadas em todos
os 15 casos, 0 que nos leva a crer que essas alteracdes nao sao alteragdes
reais, e sim erros do proprio sequenciador. Independentemente de ser um
erro frequente da plataforma de sequenciamento escolhida, seria necessaria
uma validacdo de todas as 342 delecbes encontradas nos 15 tumores e
controles, a fim de verificar quais delas sdo dele¢cbes verdadeiras, e quais
sao erros de sequenciamento.

Por outro lado, observamos que essa plataforma é bastante confiavel
nos casos de identificacdo de troca de base. Foram encontradas 8
alteracbes que reportavam esse fendmeno, e 6 delas foram confirmadas
através de sequenciamento capilar. Nas 2 alteracdes onde nao foi possivel

essa confirmacdo, observamos que havia um baixo numero de reads
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cobrindo a base alterada (minimo 4, maximo 10), com 2 ou 3 reads
reportando a alteracdo. Em contrapartida, nos casos em que a troca de base
foi confirmada, tivemos um numero alto de sequéncias cobrindo a regido que
apresentava a alteragao, variando entre 300 a 1800 sequéncias, com pelo
menos 50% das reads reportando a troca. Apenas em um dos casos
confirmados, tivemos uma cobertura da base alterada de apenas 17 reads,
no entanto, a alteragao estava presente em 15 delas. Isso nos mostra que os
dados gerados quanto a troca de base na plataforma utilizada sao
significativamente confiaveis.

Apesar de mutagdes em WTX, WT1 e CTNNB1 estarem associadas a
um grande numero de casos de TWs, nado foi encontrada alteragdes
referente a substituicdo de base em nenhum desses genes no
sequenciamento, apenas delegao ou insergao. Algumas dessas deleg¢des ou
insercoes estavam entre as selecionadas para validagcao, porém, nao foram
confirmadas.

Para certificar-se da qualidade do sequenciamento em larga escala,
realizamos o sequenciamento capilar de uma regidao de 843 pares de bases,
referente a regido em que se localiza o éxon 3 do gene CTNNB1, devido ao
fato de diversos trabalhos (SPARKS 1998; MIYAKI 1999) descreverem esse
sitio como sendo um hotspot do gene, com presencga de alteragdo em 50%
dos casos, quando na presenga concomitante de WT171 (LI 2004). Apds
sequenciamento de todos os 54 tumores, ndo encontramos essa alteracéo
em nenhum dos casos.

Esse dado sugere que nossos dados de sequenciamento em grande
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escala sao confiaveis e que, ao contrario do que esta descrito na literatura,
mutacdo em CTNNB1 &, um evento, aparentemente raro, pelo menos em
nossa casuistica.

Das 6 alteracbes confirmadas que reportavam a troca de uma base
levando a mudancga de aminoacido, 3 delas (APC - Met1413Val, lle2541Val,
PLCG2 - Asn946Ser) foram identificadas apenas nos tumores. A alteragéo
Met1413Val esta descrita nos bancos de dados como sendo uma SNV rara,
com frequéncia de 0,001 na populacgao.

No gene APC, existe uma regido com 10 dominios, localizados
préximos um do outro, de ligagdo com a B-catenina. Alguns desses dominios
de ligagao sao encontrados na regido de cluster de mutagédo (MCR) do gene
(BEROUD 1996), geralmente sendo casos de deleg¢ao ou insergéo, que leva
a formacao de uma proteina truncada (GALIATSATOS 2006). A maior parte
das mutagdes no APC sao encontradas no ultimo éxon, principalmente
devido ao seu tamanho, que corresponde a aproximadamente 77% da
proteina.

A alteracao Met1413Val esta descrita nos bancos de dados como
sendo uma SNV rara, com frequéncia de 0,001 na populacdo. Essa
alteragcdo é encontrada entre 2 dos 10 dominios de ligacdo com a B-
catenina, podendo ter algum impacto na ligagdo das duas proteinas.

A segunda alteragdo encontrada no gene APC, lle2541Val, nao esta
descrita em nenhum banco de dados. Essa troca se localiza fora de

dominios, mas préximo ao dominio de ligagdo do APC com EB1.
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Indo de acordo com achados de diferentes estudos e bancos de
dados, ambas as mutagdes estao localizadas no ultimo éxon do APC.

Achamos interessante essa Ultima alteragdo nao estar descrita em
nenhum banco de dados, uma vez que o gene APC é um gene que esta
associado a diversos tipos de tumores, é exaustivamente estudado e
rastreado em diferentes tumores, tendo um volume de informagdes na
literatura bastante grande. Acreditamos que para verificar o real impacto
dessas alteragdes, seria importante realizar ensaios funcionais posteriores.

A terceira alteracdo encontrada, a Asn946Ser, presente no gene
PLCG2, esta descrita no banco de dados, porém como foi descrita apenas
uma vez, e pelo fato de gene ser pouco rastreado, ndo ha frequéncia
populacional associada a essa alteracao.

A troca esta localizada dentro do dominio Pi-PLC-Y-bax, que esta
envolvido em atividades cataliticas, podendo ter algum papel na fungéo da
proteina. Pelo fato do PLCG2 ser um gene que nao é muito estudado,
poucas alteracbes estao descritas nos bancos de dados disponiveis. Apds
analisar a alteragcédo nos programas de predi¢ao, verificamos que ela também
foi classificada como sendo tolerada ou benigna.

Os programas de predicdo de patogenicidade de proteina baseado
em estrutura sdo amplamente utilizados para classificagdo da
patogenicidade de alteragdes, no entanto, seus dados nao sao definitivos na
classificagdo de uma alteragdo, uma vez que esses programas se baseiam
na predicdo de como seria a estrutura proteica apds a alteragdo. Um

exemplo disso é a alteragdo Arg2525His encontrada no APC em nosso
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estudo, e confirmada, porém descartada para busca no grupo independente
de amostra, por estar em um dos controles no sequenciamento massivo. A
alteracao foi classificada com provavelmente danosa, porém esta presente
em um individuo considerado normal. Mesmo as 3 alteragdes tendo sido
classificadas pelos bancos de predicao SIFT e PolyPhen como tolerada ou
benigna, o fato de néo estar presente nos controles, associada a baixa
frequéncia na populagao, ou a ndo descrigao, sugerem que essas alteragao
possam ser patogénicas, sendo necessarios estudos adicionais para que
seja possivel entender melhor o papel dessas alteragoes.

Todos os canceres acumulam mutagdes somaticas em seu genoma e
os padrdes de mutacdo presentes nas células tumorais refletem os
processos de dano e reparo ao DNA aos quais estas células e seus
precursores foram expostos durante o processo de formacdo do tumor
(PLEASANCE et al. 2010).

Historicamente, analises dos padroes de mutagdes somaticas eram
predominantemente restritas aos genes considerados causadores do cancer,
como TP53. Estes estudos iniciais demonstraram que padrdes de mutacao
podem estar relacionados a exposicbes a carcindgenos especificos e
revelaram, por exemplo, que transversdes G:C>T:A predominam no cancer
de pulmao associado ao fumo, devido ao dano no DNA induzido por
carcinégenos do tabaco, tal como benzo[a]pireno (PFEIFER et al. 2002). Da
mesma forma, transicoes C>T e CC>TT ocorrem em uma elevada taxa nos

canceres de pele, como o melanoma, refletindo a formacao de dimeros de
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pirimidina que ocorre apos a exposicdo do DNA a luz UV (PFEIFER et al.
2005).

Estes trabalhos, apesar de altamente informativos, apresentam
algumas limitagdes, visto que suas analises foram baseadas em mutacgoes
causadoras e os efeitos da selecdo acabam se sobrepondo aos padrdes
mutacionais gerados pelos processos de dano e reparo ao DNA. Entretanto,
a maioria das mutagdes somaticas que ocorrem nos tumores, como as
intrdnicas, sao consideradas alteragdes “de passagem”, e nado contribuem
para o desenvolvimento do cancer. Desta maneira, estes milhares de
alteracdes nao sofrem o efeito da selegcdo e por isso sua analise permite
uma maior resolucdo do espectro mutacional e melhor compreensao dos
processos mutacionais causadores do tumor (PLEASANCE et al. 2010; NIK-
ZAINAL et al. 2012).

Comparado com cancer de pulmdo e melanoma, processos
mutacionais responsaveis por outros tipos de cancer ainda sdo pouco
compreendidos. Neste sentido, neste trabalho avaliamos as mutacdes
somaticas intrbnicas presentes nos cincos genes sequenciados para
caracterizar o espectro de substituicdes de base presentes nos tumores de
Wilms. Foi observado que os tipos de substituicbes somaticas mais
frequentes foram as transicées G:C>A:T (33,3 a 43,6%) e A:T>G:C (17,7 a
35,9%), e que as SS tumorais apresentavam uma maior frequéncia das
trocas G:C>T:A, G:C>A:T e A:T>T:A em relagdao aos SNPs tumorais. Em
relagdo a substituicido G:C>A:T, esta também foi a troca encontrada em

maior frequéncia em amostras de canceres de mama e colorretal, sendo que
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nos tumores colorretais foi observado um aumento de trocas em
dinucleotideos 5-CpG-3 e em mama em 5-TpC-3’, evidenciando
mecanismos mutacionais distintos nestes dois tipos de tumor (SJOBLOM et
al. 2006).

Com esta analise também foi possivel observar que a variacdo da
frequéncia de cada classe se mostrou heterogénea entre as diversas
amostras de tumores de Wilms. A presenca de um padrao distinto de
mutagdes somaticas pode indicar que uma via especifica de dano e/ou

reparo de DNA esteja alterada nesta amostra.
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CONCLUSOES

Com o presente trabalho, podemos concluir que:

A metodologia escolhida para o trabalho foi satisfatéria, tendo
cumprido a proposta inicial, que foi a de cobrir a regidao dos 5 genes
de interesse através de reacdes de PCRs longas, diminuindo assim, o
numero de fragmentos que cobriam cada gene, e sendo essa etapa
realizada através da construgao de bibliotecas de fragmentos.

A plataforma lon Torrent, langada recentemente no mercado, é
confiavel na deteccao de alteragdes que reportam a troca de uma
base nucleotidica, porém, seus dados quanto aos achados de casos
de indels, ndo sdo confiaveis.

Nao foram encontradas alteragdes pontuais nas regides codificadoras
dos genes WT1, WTX e CTNNB1 nos quinze TWs analisados neste
estudo.

Foram encontradas 2 alteragdes no gene APC (descrever as
alteragdes) que levam a alteracdo de aminoacido e que nao foram
detectadas em individuos controles, podendo se tratar de alteracdes
patogénicas.

Foi encontrada uma alteragdo (Asn946Ser) em PLCGZ2 que leva a
alteracdo de aminoacido e que nao foi detectada em individuos

controles, podendo se tratar de alteragao patogénica.
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Nas alteragdes somaticas da grande maioria dos TWs foi observado
uma maior frequéncia da transicao G:C>A:T, o que difere da maior
frequéncia observada nos SNPs (A:T>G:C) de amostras controles e

TWs.
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Anexo 1 - Tabela com quantificacbes e volume de cada um dos 60
fragmentos em um dos pacientes, exemplificando os calculos para chegar a
molaridade e volume desejados de cada fragmento antes de dar inicio a
confeccdo dos pools individuais de cada paciente. Esses calculos foram
feitos para todos os pacientes.

Paciente 1060
Volume para 0,002

Fr Tamanho pb | []ng/ul Volume Massa total (ng) Molaridade (pmol) [mol/vol pmoles

WTX 1 8026 0,60 6,3 3,7674 0,000722153| 0,000114627 6,10673913|  0,0007|
WTX 2 7967 1,68 83 13,944 0,002692646| 0,000324415 2,157729167!
WTX3.1A 928 0,44 10,5 4,662 0,00772878 0,000736074 0,950990991
WTX3.2C 1537 26,10 24 626,4 0,626995646) 0,026124819 0,026794444
WTX3.2B 1018 17,40 28 487,2 0,736285326 0,026295904 0,026620115
WTX 3.3 1468 10,50 11 115,5 0,121043806 0,011003982 0,063613333
WTX 3.4 1057 77,80 11 855,8 1,245615312] 0,113237756 0,006181684
WT11 9671 13,21 48,5 640,685 0,101920094| 0,002101445 0,333104088
WT12a 4950 21,30 3 63,9] 0,01986014 0,006620047 0,105739437
WT12b 5230 1,33 58 7,714 0,002269157| 0,000391234 1,789210526
WT13a 5343 8,42 8,7 73,254 0,021092731 0,002424452 0,288725059
WT14 8269 0,92 26 23,816 0,004431007| 0,000170423 4,107418122
WT15a 4298 47,30 35 165,55 0,059258331] 0,016930952 0,041344397
WT15b 4883 6,81 5 34,05 0,010727957| 0,002145591 0,326250367
CTNNB11 3346 8,85 73 64,605 0,029704814 0,004069153 0,172025989
CTNNB1 2 8271 0,84 18,5 15,5955 0,002900868| 0,000156804 4,464181495
CTNNB13 8295 6,59 40 263,6 0,048889507| 0,001222238 0,57272003
CTNNB1 4 8509 0,77 64,5 49,8585 0,009014618| 0,000139762 5,008531695!
CTNNB15 8336 0,48 19,5 9,3405 0,001723848| 8,84025E-05 7,918329854/
APC1.1 443 40,20 10 402 1,396075708| 0,139607571 0,005014055
APC4 9310 2,91 8 23,28 0,00384698 0,000480873 1,455687285
APC1G 11795 2,23 17,8 39,694 0,005177422] 0,000290866 2,406603139!
APC7c 2677 2,87 9 25,83 0,014844401] 0,001649378 0,424402439
APC3 G 8863 0,485 9 4,365 0,000757688 8,41875E-05| 8,314773196
APC4 G 5612 0,963 7 6,741 0,001847963| 0,000263995 2,651568017,
APC5G 12100 26 26 67,6 0,008595041] 0,000330579 2,1175
APC6 G 9150 26,22 48 1258,56 0,211611602] 0,004408575 0,158781465
APC 11b 4867 3,05 58 176,9 0,055918193 0,000964107 0,726060656
2APC1la 5157 1,69 4 6,76 0,002016676 0,000504169 1,388423077
APC8G 6708 21,2 16 339,2 0,077794597| 0,004862162 0,143968868
APC13.2 5655 0,267 10,5 2,8035 0,000762701] 7,26382E-05 9,636797753
APC12G 10269 7,276 22 160,072 0,023981363 0,001090062 0,642165338
APC15A1 1708 7,47 9 67,23 0,060556656 0,006728517 0,104034806
APC15B1 1014 63,40 11 697,4 1,058109543 0,096191777 0,007277129
APC15.2 2260 120,00 75 900 0,612661675| 0,081688223 0,008569167
APC15.3 2228 25,30 16 404,8 0,279519403 0,017469963 0,040068775
APC15E1 1269 21,1 28 590,8 0,71625144 0,025580409 0,027364692
APC1548B 1561 20,1 31,5 633,15 0,624008279| 0,019809787 0,03533607
PLCG21.3 421 0,489 9 4,401 0,016082587| 0,001786954 0,391728016
PLCG2 3 8006 0,24 20 4,76 0,000914699 4,57349€E-05| 15,30558824
PLCG2 3.2 5656 24,60 35 86,1 0,02341965 0,006691328 0,104613008
PLCG2 4 7874 0,93 24 22,344 0,004365683| 0,000181903 3,848195489
PLCG2 5 8052 0,23 26,5 6,201 0,001184799| 4,47094E-05 15,65666667
PLCG2 6 7925 0,40 23 9,2 0,001785974 7,76511E-05| 9,0146875|
PLCG2 7a 3467 0,40 9 3,591 0,001593486| 0,000177054 3,953596491
PLCG2 7b 4500 1,46 13 18,98 0,006488889)| 0,000499145 1,40239726
PLCG2 8 429 19,30 17 328,1 1,176618254 0,069212838 0,010113731
PLCG2 9 8269 4,293 22 94,446 0,017571839| 0,00079872 0,876402283
PLCG2 10 8007 3,13 9 28,17 0,005412572 0,000601397 1,163956869
PLCG2 11 7998 54 28,5 153,9 0,029603555 0,001038721 0,673905556
PLCG212a 4339 0,37 9 3,321 0,001177513| 0,000130835 5,350257453|
PLCG212 b 3857 3,65 9 32,85 0,013103049| 0,001455894 0,48080411
PLCG2 13.2 6720 11,7 15,5 181,35 0,041517857 0,002678571 0,261333333
PLCG2 14 7986 5,69 115 65,435 0,012605714 0,001096149 0,638599297
PLCG2 15 7789 1,46 19 27,74 0,005479127| 0,000288375 2,427393836
PLCG2 15.1 6613 29,77 19,5 580,515 0,13505217 0,006925752 0,101072052
PLCG2 15.2 1176 68,00 27 1836 2,40188383 0,08895866 0,007868824




Anexo 2 - Tabela com todas as alteracbes encontradas no sequenciamento na plataforma lon Torrent,
juntamente com a porcentagem da alteragdo encontrada, separadas por gene. Algumas das alteragcbes séo
encontradas em mais de um paciente.

Gene

Alteracao % das reads com presenca da alteracdao Pacientes que reportaram a alteragao
Ser1068fs Delecao 35,3%/40,90% P396/C1

Arg51fs Delecao 62,9%/42,10%/38,80% P246/P178/P396

Gly552fs Delecao 40,6%/42,30%/39,30%/40,90% P1290/P178/P396/C4

Val968fs Delegéo 61,8%/64%/40%/43,40%/36,50%/36,40% P1110/P4159/P1290/P178/P396/C3
Ala133fs Delecéo 35,90% P396

Ala211fs Delegao 40,00% P1290

Ala275fs Delecéo 35,10% P1060

Ala449fs Delegao 39,30% P178

Ala464fs Delecéo 36,40% P1060

Ala585fs Delecdo 50,9%/60,90%/37,90%/41,90%/38,10%/45,80% P970/P1110/P1144/P1290/P1060/C3
Ala973fs Delecdo 40,00% P1060

GIn913fs Delecdo 38,3%/36,50%/43,30%/50% P178/P396/P1060/C4

Gly236fs Delegéo 38,50% P396

Gly432fs Delecdo 40,00% P1060

His1094fs Delecdo 62,5%/42,40% P4181/C1

Leu487fs Delecao 36,7%/39,10% P1290/C3

Lys12fs Delecéo 46,40% P1060

Lys64fs Delecéo 35,00% C4

Pro1029fs Delecéo 35,00% P1290

Pro804fs Delecao 41,70% P1060

Pro805fs Delecao 60%/36,40% P1068/P1290

Ser1068fs Delecao 35,3%/40,90% P396/C1

Ser318fs Delecao 35,70% P178

Ser514fs Delecao 45,9%/38%136,80%/47,20% P1290/P178/P396/P1060




Gene

Gene
CTNNB1

Thr95fs Delecao 63,3%/50%/38,90%/42,90% P246/P1068/P1144/C3

Val155fs Delecao 42,90% P1290
53,6%/54,20%/59,30%/54,90%/39,30%/35,60%/42,90%/ 37,20%/ P095/P970/P1068/P1110/P1144/P031/P1290/

Gly1031fs Delecao 40,80%/41,90%/37,90%/36,80% P178/P396/P1060/C1/C3
56,4%/4,60%/60,20%/39%/37,50%/37,70%/39,20%/36,80%/

Pro1038fs Delecao 38,10% P095/P970/P4181/P1290/178/P396/P1060/C1/ C3
56,9%/61,30%/52%/56,80%/59%/40,10%/50%/41,30%/44,70%/ P095/P246/P970/P1068/P1110/P1144/P4159/

Pro1058fs Delecao 44,70%/43,40%/35,60%/48,70%/41,10%/43,20% P031/P1290/P178/P396/P1060/C1/C3/C4

Alteracao % das reads com presenca da alteragdo Pacientes que reportaram a alteracao
52,6%/54,10%/53,70%/52%/49,10%/36,70%/46,30%/66,70%/ P001/P095/P970/P1110/P1144/P4159/P4181/

Ala313fs Delecao 46,90%/36,40%/46,50%/38,90%/44,80%/38,50%/44,40% P031/P1290/P178/P396/P1060/C1/C3/C4

Ala375fs Delecao 35,00% P1060

Arg389fs Delecao 36%/45,90% P031/P178

Gly338fs Delecdo 38,10% P1060

Leu515fs Delecéo 49%/38,10%/36%/38,3%/41,80%/35,50%/38,6% P031/P178/P396/P1060/C1/C3/C4

Ser381fs Delecéo 38,1%/43,80% P031/P1290

Val318fs Delecao 36,4%/37,10% P4272/P1290

Alteracao % das reads com presenca da alteragao Pacientes que reportaram a alteragao

Ala239fs Delecao 43,6%/44,20%/36% P031/P1290/C1

Ala518fs Delecao 50,00% C1

Ala576fs Delecao 42,10% P4181

GIn92Arg A>G 60,00% P095

Glu105fs Delecao 50%/36,40% P095/P031

Glu226fs Delecao 36,4%/40,60%/38,80%/37,50% P4181/P031/P1290/P396

Glu562fs Delecao 38,5%/47,10% P178/C1

Gly616fs Delecao 37,8%/37,50%/46,20%/45%/47,10% P178/P396/C1/C3/C4

Gly725fs Delecao 35,90%/40,0% P031/C1

Gly765fs Delecao 38,10%/37,70%/40,90% P1290/P178/P1060

Lys312fs Delecao 50,00% P1110




Gene
APC

Met763Val T>A 50,00% P001

Ser502fs Delecao 60%/52,30%/54,40%/51%/37,30%/41,40% P001/P970/P1068/P1110/P1144/P4159

Ser718fs Insercéo 50,00% P001

Val561fs Delecao 40%/47,10% C1/C4

Alteracao % das reads com presenca da alteragdo Pacientes que reportaram a alteracao

Ala597fs Insercao 42,90% P396

Ans641fs Insergao 60,00% P1068

Arg1623fs Delegéo 35,30% P1290

Arg2525His G>A 44,90% C4

Arg2833fs Delecéo 44%143,90%/38,30%/43%/44,60% P031/P1290/P178/C1/C4

Gly2294fs Delecédo 41,20%/35,70%/37,50% P1290/P178/C3

Gly2502Ser G>A 54,4%/45,90% P1110/P1144

Gly2827fs Delecao 46,7%/40,30%/40%/35,30% P396/P1060/C3/C4

His33fs Insercéo 40% P1144

lle2541Val A>G 47,70% P178

Lys586fs Delecéo 40,00% P396

Met1413Val A>G 53,70% P970
61,1%/57,10%/56,20%/55,70%/40,80%/36,20%/46,20%/40%/ P095/P246/P970/P1068/P1144/P4159/P4181/

Met314fs Delecao 44,30%/43,80%/36,70%/44%148,40%/42,70%/47,70% P031/P1290/P178/P396/P1060/C1/C3/C4

Met701fs Delecao 46%/45,50%/40,80%/35%/35,90%/36,50% P031/P1290/P178/P1060/C1/C3

Phe178fs Delecao 40,00% P1290

Pro2216fs Delecgao 36,50% C1
58,1%/40%/42,50%/38,50%/43,10%/41%/38,90%/36,20%/ P970/P4159/P4272/P031/P1290/P178/P396/

Pro2474fs Delecao 42,70%/48,50%/43% P1060/C1/C3/C4
62,2%/60,60%/54,60%/58,10%/57,90%/42%/39,80%/39,90%/
40%/37,60%/64,10%/40,10%/40,30%/47,20%/41,50%/48,70%/ P095/P246/P970/P1068/P1110/P1144/P4159/

Ser1419fs Delecao 48,30% P4181/P4272/P031/P1290/P178/P396/P1060/C1/ C3/C4

Thr2308fs Delecao 42,5%, 40%, 39,30%, 37,20% P031, P1290, P178, C3

Thr584fs Delecéo 62,5%/52,40%/58,30%/36,80%/38,10%/35,70%/38% P095/P246/P1068/P031/P1290/C3/C4

Thr626fs Delecédo 50,00% P396




Gene
PLCG2

98%1/56,20%/98,30%/97,80%/98,10%/98,30%/98,40%/97,50%/
96,60%/98,40%/98,80%/99,40%/49,70%/98,70%/98,40%/

P095/P970/P1068/P1110/P1144/P4159/P4181/

Val1822Asp T>A 38,30% P4272/P031/P1290/P178/P396/P1060/C1/C3/C4
Val312fs Delecao 60,00% P031

Val530fs Delecao 61,1%/38,10%/40%/36,90%/35%/40%/36 % P246/P4181/P4272/P031/P1290/P396/C3
Alteracao % das reads com presenca da alteracdao Pacientes que reportaram a alteragao
Ala21fs Delecéo 50,00% P396

Arg582fs Delegao 36,40% P178

Arg687fs Delecgao 35,70% C1

Asn946Ser A>G 44,40% P4181

Asp633fs Delecéo 50%/61,20%/45%/56,20%/35,50% P095/P970/P031/C3/C4

Asp998fs Delecéo 64,9%, 44,60%, 41%, 40,60%, 48,50% P246, P031, P396, P1060, C1

Cys791fs Delecao 40%/42,90% P1144/C1

Gly363fs Delegéo 37,00% P031

Gly667fs Delecdo 50,00% P1290

Gly804fs Delecdo 50%/71,40%/58,10%/40% P246/P970/P1068/P1144

Gly866fs Delecéo 37%, 35,90%, 36% P1144, P4272, C3

Hist244Arg A>G 88,2%/43,90%/66,70% P970/P1110/C4

lle749fs Delecao 37,5%/75%1/54,10%/37,10%/46,20%/41,30%/37,50%/45% P1144/P001/P1068/P031/P1290/P396/P1060/C3
Lys207fs Delecéo 40,00% P4272

Lys801fs Delecéo 40,00% C1

Pro171fs Delecao 35,5%, 37,10%, 40,90%, 41,10%, 43,50%, 44,90%, 45,50% P031, P1290, P178, P396, C1, C3, C4
Thr596fs Delecao 37,5%/42,30%/37,90%/36,70%/45,70% P178/P396/P1060/C1/C4

Trp258fs Delecao 48,4%136,70%/37,20% P178/P4181/P4272

Trp646fs Delecao 64,2%/50% P1068/P178

Val1135fs Delecao 40,00% P178




Anexo 3 — Carta de aprovacgéo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

Hospital

. Comité de Etica em
A.- c-_camargo ' Pesquisa - CEP

Centro de Tr em Cincer

S@o Paulo, 13 de Dezembro de 2010,

A .
Dra. Dirce Maria Carraro

Ref.: Projeto de Pesquisa n°. 1142/08
“Defini¢io do perfil de alteragdes das sequéncias dos genes APC, B-catenina, WT1,
WTX ¢ PLCG2 em tumores de Wilms”. : '

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio
Antonio Prudente — Hospital do Cincer - A.C. Camargo/SP, em sua tltima reunido de
07/12/2010,  tomaram conhecimento- e aprovaram o projeto emendado - (datado de
novembro/2010) contemplando modificagdes para mudanga de nivel de mestrado para
doutorado.

Atenciosamente,

—
Prof. DX, Luiz Paulo Kowalski
Coordenador/do Comité de Etica em Pesquisa

11

Fundagio Antonio Prudente — CNPJ/MF N. 60.961.968/0001-06
Rua Prof. Anténio Prudente, 211 - Liberdade — S50 Paulo, SP - 01509-900
! . Telefone: (11) 2189-5000
Www.accamargo.org.br



H 03P ital g Comité de Etica em
A.C.Camargo Pesquisa - CEP

Sdo Paulo, 18 de Dezembro de 2008.

A
Dra. Dirce Maria Carraro

'Ref.: Projeto de Pesquisa n°. 1142/08
""Defini¢do do perfil de alteragdes das sequencias dos genes APC, B-catenina, WT1,
WTX e PLCG2 em tumores de Wilms".

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagio Antonio Prudente -
Hospital A.C. Camargo, em sua {ltima reunifo de 09/12/2008, apés analisarem as respostas
a0s questionamentos realizados em reunido de 11/1 1/2008, aprovaram a realizagdo do estudo
em referéncia, datado de Novembro/2008 e tomaram . conhecimento dos seguintes
documentos:

» Folha de Rosto para Pesquisa envolvendo Seres Humanos;

» Termo de Compromisso do Pesquisador com resolugdes CNS;

» Termo de Dispensa do Consentimento Livre e Esclarecido;

» Orgamento financeiro detalhado;

» Declaragio de Ciéncia e Comprometimento do Laboratério de Gendmica e Biologia
Molecular.

Infarmaq_ﬁes a respeito do andamento do referido projeto deverdo ser encaminhadas a
assistente do CEP dentro de 12 meses. . -

Atenciosamente,

Rua Prof. Antdnio Prudente, 211 - Liberdade - 530 Palo SP CEP 01509-900 - CNPJ 60.961.968/0001-06 i

Tel/Fax (0XX11)2189.5020 ~ cep_heancer@hcancer.org,br



PARECER CONSUBSTANCIADO'

Projeto: 1142/08

 Titulo: “Definicao do perfil de alteragoes das sequéncias dos genes APC,
B-catenina, WT1, WTX e PLCG2 em tumores de Wilms".

Pesquisador Responsavel: Dra. Dirce Maria Carraro
Tese de Mestrado da Aluna: Bruna Duries de Figueirédo Barros
Patrocinador: FAPESP

Objetivo geral:

Definir alteragdes na sequéncia gendmica, incluindo exons e introns,
correspondentes aos genes APC, B-catenina, WT1, WTX e PLCG2 em
amostras de tumores de Wilms.

Pendéncias apontadas em parecer anterior:
- Questionamentos: :

O projeto cita: o nosso grupo. Qual é esse grupo especificar. (pag. 2 da
introdugao).

Cita que a maioria dos casos de TW de Wilms é esporadica. Explicitar o
que é esporadico: o que na doenga, o surgimento da doenga, da mutago...

- Justificativa - O APC se torna interessante - explicitar. - -

- Corregdes solicitadas:

Corrigir erros de ortografia. _
No item 3.1- amostras, Retirar a (ltima frase que diz: Este projeto devera ser
enviado ao Comité de Etica nos proximos dias. '

Comentarios finais:

Verificamos as respostas do pesquisador aos itens acima, assim como a
documentagéo apresentada e consideramos respondidas todas as solicitagdes
realizadas por este comité.

Parecer Final;
Projeto Aprovado.

n





