VARIACAO NO NUMERO DE COPIAS GENOMICAS
NA AVALIACAO DE GENES PRINCIPAIS DE
PREDISPOSICAO EM PACIENTES COM SINDROME
DE MAMA-COLON TRIADOS PARA MUTACOES NOS
GENES BRCA1, BRCA2, TP53, CHEK2, MLH1 E MSH2

FRANCINE BLUMENTAL DE ABREU

Tese apresentada a Fundagdao Antoénio
Prudente para obtencao do Titulo de Doutor
em Ciéncias

Area de concentragdo: Oncologia

Orientadora: Prof? Dra. Silvia Regina Rogatto

Sao Paulo
2012



FICHA CATALOGRAFICA

Preparada pela Biblioteca da Fundagao Anténio Prudente

Abreu, Francine Blumental de

Variagdo no numero de cdpias gendmicas na avaliagado de genes
principais de predisposi¢do em pacientes com sindrome de mama-
célon triados para mutagdes nos genes BRCA1, BRCA2, TP53,
CHEK2, MLH1 E MSH2 / Francine Blumental de Abreu — S&o Paulo,
2012.

245p.

Tese (Doutorado)-Fundagéo Antdnio Prudente.

Curso de Pés-Graduagao em Ciéncias - Area de concentracéo:
Oncologia.

Orientadora: Silvia Regina Rogatto

Descritores: 1. SiN,DROME DE LYNCH. 2. NEOPLASIAS DA MAMA.
3. VABIAQ/:\O DO NUMERO DE COPIA DO DNA. 4. HIBRIDIZAGAO
GENOMICA COMPARATIVA.




A minha familiall!!

DEDICATORIA

l:2

n:3

-4

A

15

=5

O

1IR3

!

16

7

[ ]

g

7

O Lh

I8

12

10

11

12

13



AGRADECIMENTOS

A minha familia...

Edilucia (II:5) e Antonio (II:6) por serem mais do que pais, por serem mais do que
amigos, por serem os meus super heréis! Obrigada pelos abragos, pelas palavras de
apoio e de ensinamento, pelo carinho, pelo amor incondicional! Obrigada por
estarem sempre disponiveis, por estenderem as mios depois de uma “rasteira” da
vida, por enxugarem as minhas lagrimas! Obrigada principalmente por me fazerem
acreditar que momentos dificeis existem, mas ao lado de vocés, eles se tornam mais
taceis. Obrigada por existirem, obrigada simplesmente por tudo! Obrigadal! Amo
voces!!!

Luciana (I1:7) pelas palavras de apoio e de ensinamento, pelo carinho e pelo amor!!
Obrigada por também estender as méaos depois de uma “rasteira” da vida! Obrigada
por fazer parte da minha vida! Obrigada!! Amo vocé!!!

Patricia (III:5) pelo carinho e pelo amor!! Obrigada por me ouvir! Obrigada pelos
conselhos e pelos “puxdes de orelha”! Obrigada por cuidar da nossa mée com tanto
carinho e amor! Te amo minha irmal!

Marcelo (III:7) (in memoriam), por estar presente (ndo de corpo, mas de alma) em
todos os momentos da minha vida! Obrigada pelos sonhos!! Obrigada pelo perfume!!
Te amo!!

Leozinho (III:8) pelos abragos apertados, pelos beijos “do gordo” e pelo brilho nos
olhos quando me veé! Obrigada por demonstrar amor e carinho da forma mais
sincera e pural Te amo meu irmiozinho!!

Lucy (II:9) e David (II:8) pelo imenso carinho! Obrigada pelas palavras de amigo,
ou melhor, pelas palavras de “mée e pai”! Obrigada pela for¢a e confianga!l Amo

voces!!



A minha orientadora...

Dra Silvia Regina Rogatto pela oportunidade, atengdo, preocupagdo, confianga e
ensinamentos durante todos esses anos. Obrigadal!

Aos alunos e funciondrios do Laboratério Neogene. Obrigada especial aos alunos
Fernanda, Hellen e Mateus ndo sé pelos ensinamentos e ajuda na realizagdo desse

trabalho, mas também pela amizade!

Aos pesquisadores...

Dra Ana Krepischi por ter me ajudado nos experimentos e andlises de CGH array.
Obrigada pelas palavras, abragos, carinho e disponibilidade nos momentos que mais
precisei. Obrigada pela confiancal

Dr Benedito pela disponibilidade e ateng¢do durante a execugdo deste trabalho.
Obrigada pelo apoio e confiangal!

Dra Carla Rosemberg pelo conselho e abrago no momento que mais precisei.
Muito obrigadal

Dra Dirce por disponibilizar seu laboratério, seus alunos e funcionarios no auxilio
de alguns experimentos. Obrigada pela confianga!

Dra Erika pela disponibilidade, atengdo e carinho. Obrigada por responder todos os
meus e-mails com rapidez e eficiéncial

Dra Maria Isabel por me ajudar na convocagio de pacientes e pela disponibilidade.
Obrigada, principalmente, pela confiancal!

Dr Rafael pela disponibilidade e aten¢do durante os momentos finais da tese.

Obrigadal

Agradecimento especial a Dra Ana Krepischi, Dra Dirce, Dr Fernando e Dra Maria
Isabel por confiarem em mim e por me ajudarem na realizagio de um sonho!

Obrigada do fundo meu coragio!!



Aos meus amigos...
“E o que importa ndo é o que vocé tem na vida, mas quem vocé tem na vida. E que

bons amigos sdo a famflia que nos permitiram escolher”

(autor desconhecido)

El6 e Carol por serem mais do que amigas irmés! Obrigada pelos queijos e vinhos,
cervejas, piadas, conselhos, baladas, filmes...obrigada por me fazerem chorar de
tanto rir...obrigada por enxugarem as minhas ldgrimas....obrigada por existirem e
tazerem parte da minha vida!!l Amo vocés!

Eliane, Renata e Fabiola por estarem perto mesmo estando longe! Obrigada pelos
e-mails, telefonemas, mensagens, visitas! Obrigada pelos ensinamentos!! Obrigada
pelo carinho!! Amo vocés!

Tati e Amanda pelo carinho, pelos conselhos e abragos! Obrigada por segurarem
minhas maos nos momentos mais dificeis! Obrigada pelos “puxdes de orelha”!

Obrigada por me fazerem sorrir!! Amo vocés!

Aos alunos e funcionarios do laboratério LGBM...
Bianca, Bruna, Cris, Dani, Elisa, Felipe, Gi e Marcia, pela disponibilidade em me
ajudar na execugio de alguns experimentos. Obrigada principalmente pelo carinho,

pelos fortes abragos, pelos conselhos!!! Vocés sdo pessoas muito especiais!!

Ao hospital AC Camargo...

Funcionirios do Banco de Macromoléculas (Ana, Eloisa e Louise) pela ajuda na
aquisi¢do das amostras e ajuda na pesquisa de amostras. Obrigada especial a Ana e
Eloisa por estarem do meu lado como amigas!

Funcionarios da Biblioteca (Jefterson e Sueli) pelo auxilio durante as pesquisas
bibliograficas, pesquisa de artigos cientificos e revisdo deste trabalho. Obrigada pelo
carinho com que me trataram todos esses anos!

Funcionarias da P6s-graduacio (Ana, Luciana e Vanusa) pelo auxilio oferecido no
decorrer desses anos.

Funcionarios do SAME por separar os prontudrios dos pacientes dessa pesquisa.



As Institui¢des de Fomento...

FAPESP e CNPq pelo suporte financeiro.

O valor das coisas nio estd no tempo que elas duram, mas na intensidade com que
acontecem. Por isso existem momentos inesqueciveis, coisas inexplicdveis e pessoas

Incomparéveis.

(Fernando Pessoa)



RESUMO

Abreu FB. Variagado no numero de copias gendmicas na avaliagcao de
genes principais de predisposicido em pacientes com Sindrome de
Mama-Célon triados para mutagoes nos genes BRCA1l, BRCA2, TP53,
CHEK2, MLH1 e MSH2. Sao Paulo; 2012. [Tese de Doutorado-Fundagao

Antonio Prudente].

A Sindrome de Lynch (SL) € uma sindrome hereditaria de predisposicéo ao
cancer colorretal associado com um risco aumentado de desenvolvimento
de tumores extracolénicos. No Brasil, o carcinoma mamario € o tumor
extracolénico de maior inciéncia na SL. Neste estudo, 65 pacientes foram
divididos em trés grupos: 1 e 2, composto por 59 pacientes negativos para
mutacdes nos genes BRCA1, BRCA2, TP53, CHEK2, MLH1 e MSH2 e, 3,
formado por 6 pacientes com mutacdo em um desses genes. O grupo 1
apresentava 26 pacientes com cancer de mama ou colorretal, grupo 2
apresentava 33 pacientes com cancer de mama e colorretal. As variacdes
no numero de copias genémicas (CNVs) foram investigadas pelo método de
CGH array utilizando a plataforma de 4x180K (Agilent Techonologies). Os
dados foram extraidos no Software Feature Extraction e analisados no
Software Genomic Workbench 5.0. Para a analise foram utilizados o
algoritmo estatistico ADM-2, threshold 6,7 e -0,3<log,=0,3 para determinar
as regioes de ganhos e perdas gendmicas. As alteragdes foram comparadas
com o banco de dados DGV e com um banco de dados especifico da
populagdo brasileira (grupo referéncia). Na analise de aCGH, foram
identificadas 451 alteragdes, sendo 161 do grupo 1, 257 do grupo 2 e 33 do
grupo 3. Apds a comparagao com o banco de dados da populagao brasileira,
as alteragdes foram classificadas em comuns, raras € novas raras. Foram
consideradas como relevantes para o estudo apenas as CNVs raras,
identificadas em 1% da populacao de referéncia, e as CNVs novas raras,

ausentes tanto na populacao de referéncia como no banco de dados DGV.



Entre os pacientes sem mutacdo, foram identificadas CVNs novas raras
comuns e exclusivas aos grupo 1 e 2. O gene SLC38A6 foi identificado em
duas pacientes do grupo 1 e uma do grupo 2. E um gene envolvido no
transporte de glutamina, um aminoacido envolvido em muitas fungdes, entre
elas producédo de ATP. Os genes envolvidos em ganho gendmico, GRM1 e
TMPRSS3 (exclusivos do grupo 1) e FOXP1 e BLM (exclusivos do grupo 2)
tém potencial para contribuir para o desenvolvimento tumoral. Na analise
familial, foram identificados genes e microRNA envolvidos em CNVs raras e
novas raras com potencial para o desenvolvimento e predisposicao ao
cancer de mama e colorretal. A perda gendmica no gene ROBO1 foi
identificada em duas pacientes (grupo 1 e 2) e em seus respectivos
familiares. Essa alteracao foi confirmada por qPCR e a baixa expressao da
proteina ROBO1 foi associada com pior prognostico da doenga. Os
resultados sugerem que determinadas alteragcbes gendmicas tem potencial

associacdo com a predisposicao hereditaria tumores de mama e colorretal.



SUMMARY

Abreu FB. [Analysis of copy number alterations in patients with breast
and colorectal cancer syndrome that are negative for BRCA1l, BRCAZ2,
TP53, CHEK2, MLH1 and MSH2 mutations]. Sdo Paulo, 2012. [Tese de

Doutorado-Fundacéo Anténio Prudente].

Lynch syndrome (LS) is a hereditary colorectal cancer syndrome associated
to an increased risk to develop extracolonic tumors. In Brazil, breast cancer
is the extracolonic tumor with more incidence among LS patients. On this
study, 65 patients were dividided into three groups: 1 and 2, composed of 59
patients negative for BRCA1, BRCA2, TP53, CHEK2, MLH1 and MSH2
mutations and, 3, composed of six patients with a mutation in one of these
genes. Group 1 had 26 patients with breast or colorectal cancer and group 2
had 33 patients with breast and colorectal cancer. Copy number variations
(CNVs) were investigated by CGH array using 4x180K platform (Agilent
Techonologies). Data were extracted by Feature Extraction Software and
analyzed by Genomic Workbench 5.0 Software, using the ADM2 algorithm
with a 6.7 threshold and absolute log ratio filter of -0,3<log»=0,3 to identify
genomic losses and gains. The DNA copy number imbalances were
compared to a Database of Genomics Variants (DGV) and to a Brazilian
reference group. It was identified 451 CNVs, where 161, 257 and 33 were
from group 1, 2 and 3, respectively. After the comparison with the reference
group, the CNVs were dividided into commum, rare and new rare. It was
considered for further analysis rares CNVs (identified in less than 1% of the
reference group) and new rares (absent in the reference group and DGV). In
cases with absence of gene mutations, new rare CNVs were both commonly
and exclusively detected in groups 1 and 2. Gain at SLC38A6 gene was
identified in two patients from group 1 and one patient from group 2. This
gene is involved on glutamine transport, that is an amino acid with multiple
functions, including ATP production. The GRM1 and TMPRSS3 genes



(exclusive from group 1) and FOXP1 and BLM genes (exclusive from group
2), all involved in genomic gains, may contribute to tumor development. The
familial member analysis, specific rare and new rare CNVs mapped on
specific genes as well as microRNAs were candidates to be associated
breast and colorectal cancer predisposition. Loss at ROBO1l gene was
observed in two patients (group 1 and 2) and in their affected relatives. This
alteration was confirmed by gPCR. In addition, weak ROBO1 protein
imunoexpression was associated with worse prognosis in hereditary breast
and colorectal tumors. In overall, these results sugest the involvement of
specific genomic alterations in hereditary breast and colorectal cancer

predisposition.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

LISTA DE FIGURAS

Fluxograma representando os trés subgrupos referente ao
GrupO amOSEral.......couuieei e

Representacédo grafica dos iniciadores utilizados na qPCR
para confirmagéo da perda de sequéncias do gene ROBOL1...

Representacdo grafica dos iniciadores utilizados na qPCR
para mapeamento da delegdo do gene ROBOL1.......................

Representacédo grafica das mutagdes identificadas no gene

Frequéncia de CNVs no grupo controle e amostrail..................

Representacdo  grafica das  alteragcbes  gendmicas
identificadas N0 grupo 1 € 2......cooiiiiiiiiiieeeee e

Representacao grafica dos tipos de CNVs (comuns, raras,
novas raras) detectadas ap6s a comparagdo com O grupo
controle Nos dois grupos de CASOS........uuuuriiiiieieeeeeeeeeeeeaeeeeeeee.

Representacédo grafica do numero de CNVs raras e novas

raras envolvidas em ganhose perdas genémicas.....................

Representacdo esquematica do ganho envolvendo o gene
SLC38A6 mapeado em 14923.1 e os heredogramas das
pacientes com essa alteragao............oouvuvuieeiiiiiiiiiiiieeee e,

20

44

45

55

56

58

62

63

77



Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Representagdo esquematica do ganho envolvendo o gene
KIAA1211 e FOXN3 e o heredograma da paciente SM98........

Representacdo esquematica do ganho envolvendo o gene
MAD1L1 e o heredograma da paciente VCS...........................

Representacao esquematica das alteragdes identificadas na
paciente SMB7...........ooo e

Representacdo esquematica da perda envolvendo o gene
PTPRN2 e o heredograma da paciente SM6..................ccee.....

Representacdo esquematica do ganho envolvendo o gene
RCBTB1, mapeado em 13014.3.......oiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee

Representacdo grafica do total de alteragbes gendmicas
identificadas nos pacientes positivos para mutagdes nos
genes BRCA1/BRCAZ2 e MLHT ...
Heredograma do caso SMS6.............coooiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e
Heredograma do caso SM37............ooovvvieiieeiiiiiiiiiee e
Representacdo esquematica das sondas mapeadas na
regido envolvida em perda genbmica e na regidao exoénica

mais proxima a alteragao..........cooeeeeeeiiiiiiiiiiien

Representagcdo esquematica da dele¢cdo do gene ROBO1 em
P T2, 3 e e e e ———————————

Representacao grafica das mutacdes identificadas no gene

105

107

113

115

116

118

140

141

143

145



Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

Figura 34

Figura 35

Analise grafica dos resultados obtidos por CGH array e

OGP CR e 152
Analise gréafica dos resultados obtidos na qPCR...................... 155
Representacao grafica do sitio de splicing alternativo
envolvendo o éxon 4 do gene ROBO1, a partid da analise de
bioinformatica realizada no site UCSC...............ccoceciiiiiiineenn. 156
Marcacao citoplasmatica forte da proteina ROBO1 em tecido
NOrMal de MaMA.......coeeiiiiie e 157
Padrao de expressao citoplasmatica da proteina ROBO1 em
células de carcinomas MamariosS........cccceveeeeeeeeeeeieeieeeeeeeeeeiinees 159
Padrao de expresséao citoplasmatica da proteina ROBO1 em
células de carcinoma colorretal.............ccoooiiiiiiiiiiiiiiie, 163
Heredograma do caso SM89.............oooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 167
Analise citogenética do caso SM89.............ceuvveveiiriiiiiiiiiinnennn. 169
Analise citogenética do caso SM89.2.............oovvvviriiiviiiiiieennn. 170
Analise citogenética do caso SM89.4...............oovvvmiiiiiiiiiiennn. 171
Analise citogenética do caso SM89.5............oovvvvviiiiiiiiiiiiiinnn, 172
Analise citogenética dos casos SM89.6 e SM89.7................... 173
Representacéo grafica do sequenciamento do gene BRCA1
na paciente SM89 e seus familiares............cccceeeeeeeiiieeinn. 175



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

LISTA DE TABELAS

Classificagdo dos pacientes de acordo com os critérios
estabelecidos para a Sindrome Hereditaria do Cancer de
Mam@a-CoOlON.... ..o
Dados clinicos e histopatoldgicos das pacientes do grupo 1...

Dados clinicos e histopatolégicos das pacientes do grupo 2...

Idade do desenvolvimento do primeiro tumor nas pacientes

O GruUPO 1,2 € 3.

Iniciadores utilizados no sequenciamento do gene ROBO1....

Condigdes da PCR para os genes MLH1, MSH2 e ROBOL1....

Categorizagao dos genes envolvidos em CNVs novas raras

por CGH array quanto as classes funcionais...........................

Iniciadores utilizados nas amplificagdes pela PCR..................

Mutacdes patogénicas nos genes BRCA1 e BRCA2

identificadas em quatro pacientes...........cccccceeeeiiiiiiiiiieeee e,

Mutacbes nao patogénicas previamente descritas no LOVD e
MMR Gene Unclassified Variants Database, identificadas em

NOVE PACIENTES......oeueiiee e e

Alteracbes novas raras e raras detectadas no grupo 1 apés

comparagao com o grupo de referéncia..............eevvveeeeniinnnnnn.

24

26

28

29

32

34

41

43

53

54



Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

Tabela 17

Tabela 18

Tabela 19

Tabela 20

Tabela 21

Tabela 22

Tabela 23

Tabela 24

Alteragdes novas raras e raras detectadas no grupo 2 apos

comparagao com o grupo de referéncia..............eevvveeeenniiinnnnnn.

Alteracdes raras comuns aos grupos 1 e 2 ou exclusivas de

cada grupo, apés comparagao com o grupo de referéncia......

Alteracbes novas raras comuns aos grupos 1 e 2 ou

exclusivas de cada grupO...........eeeeeiiiiiiiiiieeee e e e e e eeaeeee

Alteracbes com genes descritos utilizando o Hg19 (NCBI
Build 37, February 2009).........ccoviiiieeiiiieiiiiiieeiieeee e

Funcdes dos genes mapeados nas CNVs novas raras,

geradas pelo software DNA AnalytiCs..........cooevveveevvivuennnnnnnnnnns

Base de dados das sequéncias genémicas de acordo com as

CNVs novas raras detectadas.........c.ovevveeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee,

Total de CNVs identificadas nos pacientes com mutacéo.......

Alteracbes identificadas nos pacientes com mutagdo nos
genes BRCAL, BRCA2 e MLHL.........ccooiiiriiiiiie e,

Alteracdes identificadas na paciente SM6 e seus familiares....

Alteracdes identificadas na paciente SM26 e seus familiares..

Alteracdes identificadas na paciente SM34 e seus familiares..

Alteraces identificadas na paciente SM37 e seus familiares.

Alteracdes identificadas na paciente SM56 e seus familiares..

69

79

91

94

96

97

117

127

128

130

132

135



Tabela 25

Tabela 26

Tabela 27

Tabela 28

Tabela 29

Tabela 30

Tabela 31

Tabela 32

Tabela 33

Tabela 34

Alteracdes identificadas na paciente SM83 e seus familiares..

Alteracdes identificadas na paciente SM87 e seus familiares..

Mutacdes silenciosas identificadas nos familiares da paciente

Comparacao entre os dados clinicos e moleculares e os
familiares da paciente SM37, que apresentaram mais de

uma mutacéo silenciosa e ndo patogénica no ROBOL............

Calculo do intervalo da dosagem génica, a partir da relagéao
entre os genes HPRT € GAPDH...........coooiiiiiiiiiiiiiiiin

Comparagdo entre a intensidade de sinal obtida nas

metodologias de CGH array € qPCR.........ooovvvviviiiiniiiiienn,

Resultados da eficiéncia dos genes enddgenos e alvo na

Intensidade de sinal obtida na metodologia de gPCR em

todos os casos e em cada par de iniciador..............................

Associacdo entre a expressao da proteina ROBO1,
detectada por imunoistoquimica, e os dados clinicos de

amostras tumorais de mama com histoéria de cancer...............

Associagcdo entre a expressao da proteina ROBO1,
detectada por imunoistoquimica, e os dados clinicos de
amostras tumorais de colorretal que preencheram aos

critérios de Bethesda com histéria familial positiva de cancer.

136

137

147

147

150

151

153

154

160

164



Tabela 35

Tabela 36

Tabela 37

Caracteristicas fenotipicas observadas na paciente SM89 e

em dOiS famMiliares. .......coou oo 168

Resumo das caracteristicas da familia SM89...........c.cccceene.... 175

Alteragbes identificadas na paciente SM89 e em seus

familiares, geradas pelo software DNA Analytics..................... 178



aCGH*
ADM-2*
ATP*
CCR
CcDCvV*
CDRV*
CGH*
CM
CNA*
CNV*
Cq
Cy3*
Cy5*
DAPI*
ddNTP*
DGV*
DNA*
dUuTP*
EASE*
ER*
Exo-Sap I*
FAP
gDNA
GVGD*

HBCC*
HER-2*
HNPCC*
IHQ
INCA

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Array comparative genomic hybridization
Aberration detection method 2
Adenosine triphosphate

Cancer colorretal

Common disease, common variant
Common disease, rare variant
Comparative genomic hybridization
Cancer de mama

Copy number alteration

Copy number variation

Ciclo de quantificacao

Cyanine 3

Cyanine 5

4’ 6-diamidino-2-phenylindole
Dideoxynucleotide

Database of genomic variants
Deoxiribonucleic acid

Deoxyuridine triphosphate

The expression analysis systematic explorer
Estrogen receptor

Exonuclease | and Shrimp alcaline phosphatase
Polipose adenomatose familiar

DNA gendmico

International agency for research on cancer

Hereditary breast and colorectal cancer
Human epidermal growth fator receptor 2
Hereditary non-polyposis colorectal carcinoma
Imunoistoquimica

Instituto Nacional do Cancer



InSiGHT*
ISCN*
LCR*
LOH*
LOVD*
mirDIP*
MLPA*
MMR*
MsSI*
MSI-H*
MSI-L*
MS-PCR*
MSS*
NCBI*
PCR*
Polyphen*
qPCR*
gRT-PCR*
SHCMC
SIFT*
SIFT*

SL

SL1
SL2
SMC
SMCMH
SMCN
SMO
SNP*
TMA*
TNM
UCSC*

International society for gastrointestinal hereditary tumours
International software consulting network

Low copy repeats

Loss of heterozygosity

Leiden open variation database

MicroRNA data integration portal

Multiplex ligation-dependent probe amplification

Mismatch repair

Microsatellite instability

High microssatelite

Low microssatelite

Methylation specific polymerase chain reaction
Microssatellite stable

National center for biotechnology information

Polymerase chain reaction

Polymorphism phenotyping

Quantitative polymerase chain reaction

Quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction
Sindrome hereditaria do cancer de mama-colon
Sorting intolerant from tolerant

Sorting intolerant from tolerant

Sindrome de Lynch

Sindrome de Lynch 1

Sindrome de Lynch 2

Sindrome mama-colon

Sindrome mama-colon Meijers-Heijboer
Sindrome mama-colon Naseem
Sindrome de mama-ovario

Single nucleotide polymorphism

Tissue microarray

Estadio clinico

University of California, Santa Cruz



UTR* Untranslated region
VNTR* Variable number of tandem repeats
*siglas ou abreviaturas derivadas do inglés

Obs: a lista de genes foram geradas pelo software DNA Analytics (Agilent

Technologies)



1.1
1.2
1.3

2.1
2.2

3.1
3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3

3.24
3.2.5
3.2.6

41
411
41.2
4.2

4.2.1

4.2.2

INDICE

INTRODUGAO .......oceeieiterecesreesessesaessessessessessessesssssessssssssessesssssssssssens 1
Cancer Colorretal - Sindrome de Lynch (SL)...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinines 3
Sindrome de Cancer de Mama-Colon Hereditario (HBCC) ................... 10
Variagao no Numero de Cépias Gendmicas (CNVS)..........cceevevvvvvnnnnnnn. 13
(0] = | S 1 LSOO 18
ODbjetivo PrinCipal.............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 18
ODbjetivos SECUNUANIOS......coi i e e e e eeeeees 18
MATERIAL E METODOS.......cccooiitieicnces s e s s e s sssssssssssssssssssnes 19
Caracterizagdo das amosStras .........ccoovveeeviiieiiiiiiiee e 19
1Y/ =1oTe [o] (oo = RPN 30
Obtencao de DNA gendmiCO .........uuiiieieiiiiiiiiccce e, 30
Sequenciamento dos genes MLH1, MSH2 e ROBOL1 ...........ccceeeeeees 31
Hibridagdo gendbmica comparativa baseada em arrays (aCGH ou

CGH @ITAY) ettt 36
PCR quantitativa em Tempo Real (QPCR) ........cooiiiiiiiiiiiiiciiieeeeeeeee, 41
Imunoistoquimica (IHQ).........oooviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 47
Analise citogenética CIaSSICa ..........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiii 50
RESULTADOS .......irriereiisessssnsrrresssssssssssnssss s s s s ssssssssssssnssesssssnssssnnnns 52
SEeQUENCIAMENTO......uiiiiei e 52
Genes BRCAL, BRCA2, TP53 e CHEK2.........oeeiiiviiieeeeeeeeeee e, 52
GenNeS MLHL € MSH2 ...t e e 53
Hibridagdo gendbmica comparativa baseada em arrays (aCGH ou

CGH AITAY) ettt e e e e e e e e et e e e e e e e eeeanees 57
Casos sem mutagdo nos genes BRCA1, BRCA2, TP53, CHECK2,
MLHL € MSHZ ... 57

Cas0S COM MUIAGAOD .......cccevuieiiiiii e et e e e eeeaaans 117



423
4.3

4.3.1
4.3.2

5.1
5.1.1

5.1.2
5.1.3
5.2

5.21
5.2.2

Andlise de CNVs entre os familiares ...........ccoovvvviviiiiiiiiiiiiiiieiiiiieieeeee
Analise em familias especificas..........cccceiiiiiiiiiiiiiiiiii
Familia SM56 (Grupo 1) € SM37 (Grupo 2).......ccceeeeveiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee.
Familia SMBO .......ooeeeeiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee et

DISCUSSAD ......c.oecrereeeeresreesesaessessessessessessesssssessesssssesssssessesssssessssssssees
CGH @ITAY .
Casos sem mutagdo nos genes BRCA1, BRCA2, TP53, CHECK2,
MLHL € MSH2 ...t e e e e e e
Cas0S COM MUEAGAO .......iieii e e e e e eeeanes
Analise de CNVs entre os familiares ............cooooiiiiiiiii e
Analise em familias especifiCas.........cccceeviiiiiiiiiiiiiii
Familia SM56 (Grupo 1) € SM37 (Grup0 2).......uueieeeeeeeeeeeiiiieeeeeeeeeeeens
Familia SMBO .......oooeiieeeeee e

CONCLUSOES .......cceeeerirecenrerresss e ssesas e ssesss e ssesssssssesssssssessssssssssnsenns

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ccceemeeeeeeessesessessssnsessenenes
ANEXOS

Anexo 1 Heredogramas

Anexo 2 Critério de Amsterdam

Anexo 3 Critério de Bethesda



1 INTRODUGAO

O cancer de mama (CM) é a segunda neoplasia maligna mais
frequente e a primeira entre as mulheres, sendo responsavel por 23% (1,38
milhdes) de todos os novos casos de cancer e 14% (458.400) do total de
mortes pela doenga no mundo (JEMAL et al. 2011). Aproximadamente 50%
desses casos e 60% das mortes pela doenga ocorrem em paises em
desenvolvimento, devido a falta de disponibilidade aos servigos de deteccao
precoce da doenga. Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), estao
previstos 52.680 novos casos de CM para 2012. Na regido Sudeste, essa
neoplasia é a mais incidente entre as mulheres com um risco estimado de
29.360 casos novos por 100 mil (Ministério da Saude 2011).

Os fatores ambientais e genéticos sado considerados como mais
importantes associados ao risco de desenvolvimento do carcinoma de
mama. Os fatores ambientais sdo determinados pelo estilo de vida adotado
pelo paciente, como preferéncia por uma dieta alimentar pouco saudavel,
baseada em gorduras e proteinas de origem animal, baixa ingestdo de
frutas, vegetais e cereais, exposicdo cumulativa a estrégenos e ou
progesterona (FUQUA 2001), menarca precoce e menopausa tardia
(WILLET et al. 1999), entre outros. Os fatores genéticos incluem a histdria
familiar positiva para a presenga da doenca, presengca de genes de
predisposicdo e ou suscetibilidade associados a iniciagdo e progressao

tumoral (PETERS et al. 2001; THOMPSON e EASTON 2004).



O cancer colorretal (CCR) é o terceiro tumor mais frequente em
mulheres, com uma estimativa de 15.960 novos casos para o ano de 2012
no Brasil (Ministério da Saude 2011). Na regidao Sudeste, essa é a segunda
neoplasia mais frequente em mulheres, representando 9.800 casos novos
por 100 mil (Ministério da Saude 2011). Segundo JEMAL et al. (2011), a
incidéncia dos CCRs esta diminuindo somente nos EUA, devido a detecgao
e remogao de lesdes pré-malignas resultante de uma politica de incentivo
aos testes de screening para a detecgédo precoce da doenga. ATKIN et al.
(2010) relataram que se pacientes entre 55 e 64 anos de idade fizessem
testes de screening, a incidéncia do CCR diminuiria em 33% e a mortalidade
em 43%.

Os fatores de risco do CCR também estdo associados com fatores
ambientais, determinados pelo estilo de vida do paciente, como consumo
excessivo de alcool e tabaco (FRANCO et al. 2005), preferéncia por uma
dieta alimentar pouco saudavel, e por fatores genéticos. Estes
correspondem a histéria familiar positiva para a presenca da doenca e a
presenca de mutacdo em genes de predisposicdo ao desenvolvimento
tumoral, como o APC (responsavel pela Polipose Adenomatose Familiar -
FAP) e os genes de reparo a danos no DNA (do inglés, mismatch repair
genes - MMR) (responsaveis pela Sindrome de Lynch) (LYNCH et al. 2006).

As sindromes hereditarias de cancer representam entre 5-10% dos
casos e os agrupamentos familiais correspondem a 10-15% (NAGY et al.
2004). Enquanto os casos de agrupamentos de cancer podem ser causados

pela interagcdo entre genes de baixa ou moderada penetrancia, interacoes



gene-ambiente, ou ambos, as sindromes hereditarias sdo resultantes de
mutagdes germinativas em genes de alta penetrancia (NAGY et al. 2004).
Baseado na magnitude do risco, as familias podem ser classificadas em alto
risco, constituindo as sindromes de cancer hereditario, e risco moderado,
que constituem agregados familiais sem um padrdo Mendeliano classico
(NAGY et al. 2004; HAMPEL et al. 2004).

Embora as mutagdes germinativas em genes de alta penetrancia
sejam responsaveis por uma pequena parcela (5-10%) dos casos de cancer
em mulheres, mutagdes nos genes BRCAL e BRCA2 sio responsaveis por
50-70% dos casos de cancer de mama familial (HIRSHFIELD et al. 2010).
Mutagcbes germinativas nesses genes estdo associadas a Sindrome de
Cancer de Mama e Ovario (FEARON 1997). Porém, muta¢des herdadas
relacionadas a outros genes e ou associadas a algumas sindromes também
influenciam no risco aumentado de desenvolver o céncer de mama. A
Sindrome de Li-Fraumeni resulta em uma mutagdo no gene TP53 e esta
associada a um risco aumentado de desenvolver o tumor em idade jovem.
Uma delecdo no gene CHEK?2 esta associada a um risco duas vezes maior

de desenvolvimento do cancer de mama (MEIJERS-HEIJBOER et al. 2002).

1.1 CANCER COLORRETAL - SINDROME DE LYNCH (SL)

Aproximadamente entre 20 a 30% dos casos de cancer colorretal

apresentam um componente familial na sua origem que, na maioria das



vezes, esta associado com a histéria familial positiva da doenga (KOH et al.
2011).

O cancer Colorretal Hereditario sem Polipose (do inglés, Hereditary
Non-Polyposis Colorectal Carcinoma - HNPCC) ou Sindrome de Lynch (SL)
€ uma doenca autossémica dominante de alta penetrancia, responsavel por
2 a 5% dos casos de CCR do mundo (LYNCH et al. 2009; BIANCHI et al.
2011; LASTELLA et al. 2011). A SL pode ser classificada em SL1 e SL2 de
acordo com a presencga ou auséncia de tumores extracolénicos. A Sindrome
de Lynch 1 esta associada a predisposicao herdada de forma autossémica
dominante do carcinoma colorretal sem polipose em idade precoce,
predilecdo pelo célon proximal e multiplos CCRs primarios. A Sindrome de
Lynch 2, além de apresentar as mesmas caracteristicas que a SL1, também
esta associada ao cancer extracoldnico, particularmente ao carcinoma de
endomeétrio. Outros tumores tém sido associados com a SL, como ovario,
estdmago, trato hepatobiliar, pancreas, ureter, pélvis renal, cérebro e mama,
porém em menor frequéncia (LYNCH et al. 1988; WATSON e LYNCH 1994;
RISINGER et al. 1996; BOYD et al. 1999; LYNCH e LYNCH 2000;
OLIVEIRA-FERREIRA et al. 2004; LYNCH et al. 2009; DA SILVA et al.
2010).

O HNPCC ¢é caracterizado pelo desenvolvimento precoce de
carcinoma colorretal e um risco aumentado de desenvolver um segundo
tumor primario em um periodo de 10 (25%) e 15 anos (50%) apds o

diagndstico (BACKES e COHN 2011).



A definicdo molecular da SL requer a evidéncia de uma alteracao
germinativa nos genes de reparo. Essa demonstragao pode ser feita por
sequenciamento, para verificar a presenga de mutagao nos genes MMR, por
imunoistoquimica, para verificar a expressao protéica desses genes, ou por
analise de instabilidade de microssatélites (do inglés, microsatellite instability
- MSI), para avaliar a presenga de alteragbes na agdo das proteinas de
reparo.

Séo utilizados testes diagndsticos de triagem para avaliar mutagdes
germinativas nos genes de reparo (MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2) em
pacientes com HNPCC ou SL. A identificacdo dessas mutagdes é realizada
a partir da metodologia de sequenciamento. Como a metodologia de triagem
para mutagdes por sequenciamento € uma técnica de elevado custo, uma
alternativa é avaliar a expressao das proteinas de reparo e realizar a analise
de MSI, antes de verificar a presenga de mutagbes germinativas nos genes
MMR.

A anadlise da expressao das proteinas MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2
por imunoistoquimica é realizada para a identificacdo da presenga ou
auséncia de marcagao nuclear nas células tumorais. Em alguns casos, a
auséncia de marcacgao da proteina MLH1 é resultado de hipermetilacdo da
regidao promotora do gene. Porém, em muitos casos, a auséncia de
marcacgao dessa proteina e das proteinas MSH2, MSH6 e PMS2 resulta na
presenca de mutagdo nos respectivos genes (GARG e SOSLOW 2012).
Embora a anadlise destas proteinas ndo seja um teste diagndstico, ela é

utilizada como teste de triagem na avaliagdo dos pacientes com HNPCC. A



analise de MSI é realizada pela PCR utilizando-se cinco pares de iniciadores
estabelecidos no Workshop Internacional de HNPCC em Bethesda
(BOLAND et al. 1998). Dois pares de iniciadores amplificam regido de
repeticbes de mononucleotideos (BAT25 e BAT26) e trés pares, repeticdes
de dinocleotideos (D2S123, D5S346 e D17S250). As reagdes podem ser
realizadas utilizando-se tecidos tumorais frescos ou parafinados (BOLAND
et al. 1998). Apds as reagdes, os tumores podem ser classificados em alto-
MSI (MSI-H), quando dois ou mais marcadores apresentam MSI, baixo-MSI
(MSI-L), quando apenas um marcador apresenta MSI e estavel-MS (MSS),
quando nenhum marcador apresenta MSI (BOLAND et al. 1998).

Os principais genes de reparo descritos como associados a SL sao
mutL homolog 1 (MLH1; mapeado em 3p21), mutS homolog 2 (MSH2;
2p16), postmeiotic segregation increased 1 (PMS1; 2q31-q33), post meiotic
segregation increased 2 (PMS2; 7p22), mutS homolog 6 (MSH6; 2p15) e
mutL homolog 3 (MLH3) (PELTOMAKI e VASEN 1997; VASEN et al. 1999).
Os genes MMR estao relacionados a corregdo de danos que ocorrem
durante a sintese de DNA e participam das etapas iniciais da resposta
apoptotica a diferentes tipos de danos ao DNA.

Entre os portadores de mutagédo nos genes de reparo a danos no
DNA, mais de 90% correspondem a alteragdes germinativas nos genes
MLH1 e MSH2 (DE LA CHAPELLE 2005; BIANCHI et al. 2011). Mutagdes
nos genes MMR conferem um risco cumulativo entre 70% a 90% de
desenvolver CCR e, entre mulheres, ha um risco adicional, de 25% a 60%,

de desenvolver cancer de endométrio (VASEN et al. 2001; UMAR et al.



2004; MACDONALD 2011). Em 2008, o banco de dados InSiGHT
(http://www.insight-group.org), registrou mais de 500 mutacdes patogénicas
diferentes, 39% relacionadas ao MLH1, 40% ao MSH2, 16% ao MSH6 e 6%
ao PMS2 (NILBERT et al. 2008). Em abril de 2012, esse banco de dados
tem registrado 2809 mutagdes (patogénicas e ndo patogénicas) sendo 1100
no gene MLH1, 940 no MSH2, 547 no MSH6 e 222 no PMS2.

Em 2002, MULLER et al. investigaram MSI em 27 pacientes positivas
para mutagbes germinativas nos genes MLH1 ou MSH2 e que
apresentavam cancer de mama e colorretal. Foi identificada alta-MSI nos
tumores colorretais, porém os tumores mamarios nao apresentaram MSI.
Com isso, os autores sugeriram que o tumor mamario ndo esta associado
aos pacientes portadores da SL. Em 2003, DE LEEUW et al. relataram que
7/11 pacientes portadores de mutagdes germinativas nos genes MLH1,
MSH2 e MSH6 e com cancer de mama diagnosticadas como familias SL
apresentaram tumores com alta-MSI. Dessa maneira, os autores sugerem
que a deficiéncia do sistema de reparo ao DNA esteja envolvida com a
progressao acelerada do tumor mamario em estagios avangados da
tumorigénese em pacientes com a SL.

Em um estudo brasileiro, OLIVEIRA-FERREIRA et al. (2004)
relataram que 26,5% das mulheres com familias diagnosticadas com
HNPCC desenvolveram tumores de mama. Entre familias com cancer
colorretal familiar, os autores descreveram que o tumor de mama também foi
o mais frequente (27,8%). Em um estudo com pacientes diagnosticados com

HNPCC, de acordo com os critérios de Amsterdam | ou I, DA SILVA et al.



(2010) relataram que o tumor extracolénico de maior frequéncia entre as
mulheres foi o de mama, com 32/123 casos, seguido de outros 12 tipos
tumorais. O cancer de endométrio, tumor extracolénico de maior frequéncia
em outros paises, foi identificado em apenas 20/123 casos (16%). No estudo
de BUERKI et al. (2012), o cancer de mama foi o segundo tumor
extracolonico de maior frequéncia entre os pacientes portadores de
Sindrome de Lynch (11,8%). Os autores também relataram que a incidéncia
da doenga era maior em pacientes positivos para mutagdo no gene MSH2
(10,1%) e menor nos MLH1 positivos (2,7%).

Em um estudo com 87 mulheres sul africanas positivas para a
mutagdes em MLH1, BLOKHUIS et al. (2008) relataram que 53% dos
tumores extracoldénicos eram carcinomas mamarios. Os autores sugeriram
que os carcinomas mamarios fazem parte do espectro de tumores extra-
coldnicos associados a Sindrome de Lynch.

JENSEN et al. (2010) verificaram que 17/20 pacientes com
diagndstico de HNPCC e com alteragdes nos genes de reparo (analise de
instabilidade de microssatélites e de expressdo protéica por
imunoistoquimica) desenvolveram tumores mamarios. Esses tumores foram
diagnosticados em idade precoce, em média aos 50 anos, idade esta 10-20
anos antes do diagnéstico dos tumores esporadicos. Além disso, a idade
precoce de aparecimento do tumor corresponde a mesma observada ao
diagndstico dos tumores de colon e de endométrio nos pacientes com
HNPCC. Segundo os autores, mesmo que a etiologia do desenvolvimento

do cancer de mama em pacientes com HNPCC seja desconhecida, uma



alteracdo nos genes de reparo pode acelerar o acumulo de mutacdes
associadas aos genes de cancer de mama e dessa forma, contribuir para a
progressao tumoral.

Os critérios diagndsticos para a SL sao controversos, devido a
variagdes fenotipicas (WANG et al. 2007). O diagndstico clinico tem como
base os antecedentes familiares de cancer, de acordo com os critérios de
Amsterdam, e a suspeita clinica, de acordo com os critérios de Bethesda
(VASEN 2005). Porém, o diagndstico € confirmado por meio de testes
moleculares, como analise de mutagdes nos genes de reparo utilizando a
técnica de sequenciamento direto, avaliagcdo da expressao protéica dos
genes de reparo por imunoistoquimica e avaliagdo da instabilidade de
microssatélites (MSI) (GALA e CHUNG 2011).

Recentemente, foi identificado um subgrupo de familias que
preenchem os critérios clinicos para SL, porém nao apresentam mutagao
nos genes de reparo. Essas familias tém sido classificadas como Cancer
Colorretal Familiar do Tipo “X” (BOLAND 2005; CASE et al. 2008; GALA E
CHUNG 2011). Essa sindrome € caracterizada pelo menor risco de
desenvolvimento de tumores, desenvolvimento da doenca em idade tardia e
uma progressao mais lenta de adenoma para carcinoma (KOH et al. 2011;

KLARSKOQV et al. 2012).
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1.2 SINDROME DE CANCER DE MAMA-COLON HEREDITARIO

(HBCC)

O diagnéstico dos pacientes portadores da Sindrome Hereditaria do
Céancer Mama-Colon tem sido realizado de acordo com os Critérios de
MEIJERS-HEIJBOER et al. (2003) e NASEEM et al. (2006).

O Critério de MEIJERS-HEIJBOER et al. (2003) recomenda que pelo
menos dois parentes de primeiro ou segundo grau da paciente tenham sido
diagnosticados com cancer de mama antes dos 60 anos de idade. Além
disso, os pacientes devem preencher um dos critérios: 1) Pelo menos um
individuo diagnosticado com cancer de mama ou de coélon em qualquer
idade; 2) Pelo menos um individuo com CCR diagnosticado antes dos 50
anos de idade e um parente de primeiro ou segundo grau do paciente com
cancer de mama; 3) Pelo menos dois individuos diagnosticados com CCR
em qualquer idade e um parente de primeiro ou segundo grau do paciente
com cancer de mama.

Os critérios definidos por NASEEM et al. (2006) séo: (1) presenca de
um individuo diagnosticado com cancer de mama e célon em qualquer idade
além de um caso adicional desses tumores em familiares de primeiro ou
segundo grau; 2) presenga de um individuo diagnosticado com CCR antes
dos 50 anos de idade e um membro da familia diagnosticado com cancer de
mama antes dos 50 anos de idade ou dois parentes com cancer mamario
diagnosticado em qualquer idade; 3) histéria de dois individuos

diagnosticados com CCR em qualquer idade e pelo menos um membro da
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familia diagnosticado com cancer de mama antes dos 50 anos de idade ou
dois casos de cancer de mama diagnosticados em qualquer idade.

AGARWAL et al. (1986) relataram que mulheres com histéria de
cancer de mama apresentavam um risco duas vezes maior de desenvolver
CCR quando comparadas a pacientes sem historia. Em 2009, JANG et al.
descreveram que mulheres com histéria familial de cancer de mama
possuem um risco aumentado de desenvolver CCR. Além disso, os autores
relataram que esse risco aumentava quando mais de um parente era
diagnosticado com céncer de mama antes dos 50 anos de idade. Essa
associagao sugeriu a existéncia de uma Sindrome de predisposi¢cao
hereditaria associada ao cancer de mama e colon.

NASEEM et al. (2006) relataram que mutagdes em genes como 0O
BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2 ou CHEK2, poderiam conferir um elevado
risco para o desenvolvimento de tumores de mama ou de colon em
familiares de pacientes com a Sindrome do cancer de mama-célon.

Alguns estudos relatam que pacientes com mutagcdo no gene BRCA1
possuem um risco aumentado em 3-4 vezes de desenvolver CCR (FORD et
al. 1994; LIPTON et al. 2001). Outros estudos indicam que o risco de
pacientes com cancer de mama desenvolver o cancer colorretal € maior do
que o encontrado na populagao sem a doenga (FORD et al. 1994; BURKE et
al. 1997; OLSEN et al. 1999; LIN et al. 1999). LIPTON et al. (2001)
sugeriram que a sindrome de mama-colon ndo é resultado somente de
mutacdes nas linhagens germinativas dos genes de predisposicdo aos

tumores de mama (BRCAl1 e BRCA2) e cdélon (MLH1, MSH2, MSH6 e
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PMS2). Segundo os autores, € mais provavel que o HBCC seja resultado de
uma mutacao herdada ou somatica ainda ndo conhecida.

VAHTERISTO et al. (2002) e SCHUTTE et al. (2003) identificaram
1,1% de pacientes saudaveis com a mutagédo em 1100delC no gene CHEK2.
Por outro lado, 5,1% dos pacientes com cancer de mama e negativos para
mutacao nos genes BRCA1 e BRCA2 apresentavam essa dele¢do, o que
aparentemente conferiu um aumento duas vezes maior no risco do
desenvolvimento da doenga. DE JONG et al. (2005) observaram que essa
delecao também estava associada a um aumento no risco de desenvolver
CCR.

MEIJERS-HEIJBOER et al. (2003) verificaram que em algumas
familias de pacientes que apresentavam delecdo no gene CHEK2 e que
foram diagnosticadas com carcinoma mamario também desenvolveram
cancer colorretal. Os autores observaram que 18% dos 55 familiares com
HBCC apresentavam a mutagdo 1100delC no gene CHEK2, enquanto que
apenas 4% de 380 familiares sem HBCC apresentavam essa mutagdo. Com
isso, os autores deram evidéncias de que esta alteracdo genética esta
associada a sindrome HBCC. A mutagdo 1100delC no gene CHEK2
promove o bloqueio da funcdo quinase da proteina (KILPIVAARA et al.
2003).

Ha poucos estudos envolvendo pacientes e, principalmente, familiares
com a Sindrome Hereditaria do Cancer de Mama e Cdlon. Essa é uma
doenga pouco conhecida e controversa, pois ndo ha relatos de genes de alta

ou moderada penetrancia responsaveis pelo desenvolvimento e
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predisposi¢cao desses tumores. Com isso, € possivel que alteracbes em
genes ainda nao descritos possam atuar como fatores de predisposi¢ao a

Sindrome Hereditaria do Cancer de Mama e Coélon.

1.3 VARIACAO NO NUMERO DE COPIAS GENOMICAS (CNVS)

As variagdes gendmicas mais comuns sao os SNPs (do inglés, single
nucleotide polymorphisms), VNTRs (do inglés, variable number of tandem
repeats), presenga ou auséncia de elementos de transi¢cao (elementos Alu) e
alteragdes estruturais (dele¢des, duplicagdes e inversdes) (XU et al. 2011).

As variagdes no numero de copias gendmicas sdo alteragdes
estruturais que envolvem fragmentos de DNA de um kilobase (Kb) a varios
megabases (Mb), representando aproximadamente 13% do genoma
humano (REDON et al. 2006; BECKMANN et al. 2007; STANKIEWICZ e
LUPSKI 2010). Segundo o} banco de dados DGV
(http://projects.tcag.ca/variation/), as CNVs compreendem pelo menos 25%
do genoma humano (XU et al. 2011). Por serem tdo abundantes e por
ocorrerem numa frequéncia de 100-10.000 vezes maior do que as mutacdes
em ponto, as CNVs representam uma importante fonte de variabilidade
genética e fenotipica, sendo responsaveis por muitas doengas complexas,
como cancer, diabetes, obesidade, doencas autoimunes e doencas
neurolégicas (DISKIN et al. 2009; FANCIULLI et al. 2010; MILLS et al. 2011;

XU et al. 2011). Dados atuais em literatura indicam que as CNVs podem
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contribuir para a patogénese e progressdao de muitos tumores (XU et al.
2011).

As CNVs sdo alteragdes germinativas que englobam milhares de
genes e podem ocorrer como evento de novo (ocorrendo pela primeira vez
na linhagem celular dos pais) ou serem herdadas (OSTROVNAYA et al.
2010). As CNVs estao preferencialmente localizadas proximas as regides
conhecidas como LCRs (do inglés, low copy repeats) ou duplicons. As LCRs
sao fragmentos de DNA maiores que 1 Kb e que apresentam homologias de
sequéncias entre si superiores a 90%. Quando as LCRs sdo maiores que 10
Kb e apresentam mais de 97% de homologia, elas podem ser responsaveis
pela instabilidade genémica local, podendo estimular ou mediar rearranjos
genbmicos constitucionais (recorrente ou nao recorrente) ou somaticos
(BRAUDE et al. 2006; HASTINGS et al. 2009; STANKIEWICZ e LUPSKI
2010).

Como as CNVs representam variagdes estruturais do genoma que
incluem perdas (delegbdes) ou ganhos (inser¢des ou duplicagdes) de regides
cromossbmicas, elas podem alterar a dosagem génica interferindo na
estrutura e na regulagao da expressao de genes supressores de tumor e/ou
oncogenes, e assim, desempenham um papel importante na predisposigao a
doencgas, como o cancer e na resposta a terapias (ESTIVILL e ARMENGOL
2007; XU et al. 2011).

Recentemente, as CNVs foram divididas em dois grupos: comuns e
raras. As CNVs comuns (CDCV - doenga comum, variante comum) sao

encontradas em >5% da populagdo e influenciam no risco para o
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desenvolvimento de algumas doengas, porém, estdo pouco relacionadas
com a herdabilidade. As CNVs raras (CDRV - doenga comum, variante rara)
sdo encontradas em menos de 1% da populagao e podem agir como fatores
de suscetibilidade dominante independente, sendo responsavel por um
aumento significativo no risco de desenvolver cancer (KUIPER et al. 2010;
NISHIYAMA et al. 2011).

Os resultados atuais indicam que a maioria dos individuos, normais
ou nao, possuem um numero de CNVs superior ao sabido (SHELLING e
FERGUSON 2007). De acordo com SHLIEN e MALKIN (2010), as CNVs
frequentemente encontradas na populacédo saudavel ou controle, podem ter
um importante papel no inicio da carcinogénese. BRAUDE et al. (2006)
demonstraram que 10% dos individuos normais apresentavam ganhos ou
perdas gendmicas mapeadas em 14q12, porém essa incidéncia aumentava
para 72% nos pacientes diagnosticados com leucemia mieléide crénica.

Nos ultimos anos, muitos estudos tém demonstrado uma relagao
entre as CNVs e a suscetibilidade ao cancer. Com relagdo ao cancer
colorretal, em 2010, THEAN et al. identificaram uma CNV em 3q26 em
familias diagnosticadas com cancer colorretal familial e negativas para
mutacdo no gene APC. Como ndo havia gene mapeado nesta regido de
CNV, os autores realizaram uma avaliacdo a 2 Mb da regido gendmica, na
qual detectaram o gene PPM1L. Este gene é responsavel pela codificagao
de uma serina-treonina fosfato e atua nas vias de sinalizacdo do TGFB e
BMP. Depois de uma analise de expressao do transcrito e identificacao de

baixa expressdo do mesmo, os autores sugeriram que a regiao de CNV
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contém um elemento upstream que regula a expressdo de um gene
candidato a supressor tumoral. Os autores apresentaram um novo
mecanismo envolvido em tumores colorretais associados a mutagao
negativa no gene APC.

Em 2011, VENKATACHALAM et al. utilizando a metodologia de CGH
array, identificaram novas CNVs mapeadas nos genes CDH18, GREM1,
BCR envolvendo trés pacientes com suspeita de CCR familial ou hereditario.
Os pacientes selecionados para o estudo apresentaram um dos itens a
seguir (1) diagnéstico de CCR até os 40 anos, (2) diagnéstico de CCR antes
dos 50 anos e apresentaram pelo menos dois parentes de primeiro grau com
a doenga, (3) diagnéstico de CCR antes dos 50 anos com um padréo
suspeito de herancga recessiva (por exemplo, irmaos afetados, porém os pais
nao possuiam a doencga), (4) diagnéstico de CCR antes dos 60 anos com
pelo menos trés parentes de primeiro grau com a doenga. Os autores
também identificaram por CGH array, duas perdas gendmicas envolvendo o
hsa-mir-491 e o hsa-mir-646, mapeados nos genes KIAA1797 e AK309218,
respectivamente. Essas alteragdes foram confirmadas por MLPA (do inglés,
multiplex ligation-dependent probe amplification) em um grupo independente
de pacientes diagnosticados com CCR antes dos 40 anos. Foram verificados
polimorfismos na estrutura stemloop e no microRNA maduro codificado pelo
hsa-mir-646. Segundo os autores, as CNVs germinativas identificadas nos
pacientes com CCR revelaram genes candidatos de suscetibilidade ao CCR.

Uma variedade de estudos em cancer de mama esporadico tem

demonstrado frequentes variagbes no numero de copias gendmicas
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englobando genes supressores tumorais e oncogenes envolvidos no
desenvolvimento e progressdo do carcinoma mamario. Porém, ha poucos
estudos em pacientes com canceres familiais.

Recentemente, um grupo de pesquisadores brasileiros relatou que o
numero de CNVs raras em pacientes com Sindrome de Mama-Ovario,
negativas para mutacdo nos genes BRCA1l e BRCA2, é superior ao de
pacientes saudaveis, sem historia pessoal e familial de cancer. Além disso,
identificaram perdas gendmicas raras exclusivas do grupo amostral
envolvendo genes potencialmente associados com a suscetibilidade,
desenvolvimento e progressao do cancer, como o ST6GALNACS, KIA1797 e
miR491. O gene ST6GALNACS5, mapeado em 1p31.1, é responsavel por
mediar o processo de metastase cerebral em pacientes com cancer de
mama. A regido cromossémica, onde se mapeiam KIA1797 e o miR491, foi
previamente identificada como alterada em um estudo envolvendo pacientes
com cancer colorretal (KREPISCHI et al. 2012a).

Para o nosso conhecimento, ndo ha estudos avaliando CNVs em
pacientes e em familiares com diagndstico de Sindrome Hereditaria do
Cancer de Mama e Codlon. Dessa maneira, este estudo é inédito e podera
auxiliar na classificacao clinica e identificacdo, por métodos moleculares, de

pacientes com essa doenca.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO PRINCIPAL

4 Identificar alteragbes no numero de copias gendmicas possivelmente
associadas com a etiologia da Sindrome de Céancer de Mama e Cdlon

Hereditario.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

v Comparar as CNVs com informagdes disponiveis no banco de dados
DGV e com as CNVs do grupo referéncia, composto por 100
mulheres saudaveis da populagao brasileira) (dados fornecidos pela
Dra Ana C. Krepischi - KREPISCHI et al. 2012a);

v Identificar a fungao e o envolvimento dos genes identificados nas
CNVs em processos tumorais;

v Em casos particulares, avaliar se os genes mapeados nas CNVs
segregaram entre os familiares dos probandos (afetados e nao

afetados por cancer).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZAGAO DAS AMOSTRAS

O grupo amostral desse estudo faz parte do Registro de Carcinomas
Colorretais do Hospital do Cancer A.C. Camargo, SP. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital A.C. Camargo, SP
(Registro CEP N°: 1175/08). Todas as pacientes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

A casuistica deste projeto consiste em 65 pacientes diagnosticadas
com céncer de mama e/ou colorretal, 20 familiares oriundos de oito familias
e uma amostra de tecido tumoral. O grupo amostral foi dividido em dois
grupos: pacientes negativos para mutagées em genes de predisposi¢céo para
o cancer de mama e colorretal e pacientes positivos para mutacdes nesses

genes (Figura 1).
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Figura 1 - Fluxograma representando os trés subgrupos referente ao grupo
amostral.

O grupo 1 é composto por 26 pacientes diagnosticadas com cancer
de mama ou célon e cinco parentes provenientes de trés familias. O grupo 2
é formado por 33 pacientes com cancer de mama e colén e nove parentes
provenientes de quatro familias. O grupo 3 é composto por seis pacientes
positivas para mutagdes em genes de predisposicdo ao cancer de mama e

colorretal e seis parentes provenientes de uma familia.
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Foram considerados no estudo os dados clinicos e histérico familiar
das pacientes com o critério estabelecido para a Sindrome Hereditaria do
Cancer de Mama-Cdélon (SHCMC), o qual estda em uso no Servigo de
Oncogenética e é integrante do Registro de Carcinomas Colorretais do
Hospital de Cancer AC Camargo, Sao Paulo.

Os critérios adotados para a sindrome hereditaria do cancer de
mama-colon (SMC) foram:

o] SMC1: tumor primario de mama e colon em qualquer idade ou

o] SMC2: diagnéstico de cancer de mama com um familiar (primeiro,
segundo ou terceiro grau) com cancer colorretal ou

o] SMC3: diagnéstico de cancer colorretal com um familiar (primeiro,
segundo ou terceiro grau) com cancer de mama.

Além do critério estabelecido para este estudo, existem outros dois
critérios descritos em literatura para a Sindrome Hereditaria do Cancer de
Mama-Célon: critério de MEIJERS-HEIJBOER et al. (2003) e critério de

NASEEM et al. (2006).

Critério de MEIJERS-HEIJBOER et al. (2003)

Dois individuos com cancer de mama (parente de primeiro e segundo
grau) com pelo menos um caso diagnosticado antes dos 60 anos de idade e
um dos itens abaixo:
o] SMCMH1: pelo menos um individuo com cancer de mama e colorretal

diagnosticados em qualquer idade;
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o] SMCMH2: pelo menos um individuo com céancer colorretal
diagnosticado antes dos 50 anos de idade e um parente de primeiro
ou segundo grau com cancer de mama;

o] SMCMH3: pelo menos dois individuos com cancer colorretal
diagnosticados em qualquer idade, parente de primeiro ou segundo

grau com cancer de mama.

Critério de NASEEM et al. (2006)

Pelo menos um dos itens abaixo:

o] SMCN1: um individuo com cancer de mama e colorretal em qualquer
idade e um caso de cancer de mama ou colorretal em parente de
primeiro ou segundo grau;

o] SMCN2: um individuo com cancer colorretal diagnosticado antes dos
50 anos de idade e um parente com cancer de mama antes dos 50
anos ou dois parentes com cancer de mama em qualquer idade;

o] SMCN3: dois individuos com cancer colorretal diagnosticados em
qualquer idade e pelo menos um parente com cancer de mama antes
dos 50 anos ou dois casos com cancer de mama em qualquer idade.
A classificacdo dos pacientes com Sindrome Hereditaria do Cancer

de Mama-Codlon, baseada na histéria familial de céancer descrita nos

heredogramas de cada paciente (Anexo 1), esta detalhada nas tabelas 1 a

3.

As informacgdes clinicas e histopatologicas das pacientes, como idade,

estadiamento clinico, histéria de cancer familial, recorréncia, presenca ou
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auséncia de metastases, foram obtidas com a colaboragao do Dr. Benedito
Mauro Rossi, Dra. Erika Maria Monteiro Santos e Dra. Maria Isabel Achatz,
Hospital do Cancer AC Camargo, SP. Essas informagdes estdo descritas

nas tabelas 1, 2 e 3, referentes aos grupos 1, 2 e 3, respectivamente.



Tabela 1 - Dados clinicos e histopatolégicos das pacientes do grupo 1.

Casos Criterio 1° Tumor Idade Outros TNM _ Tipo, ER/PR/HER2 Parentes afetados
Primario (anos) tumores Histolégico
SMC2, SMCMH1, [ rma: mama; Mae: tiredide; 2 Tias (P): mama; Tia
SM4 SMCN1, SMO3 Ca mama 48 - T2N2MO CLI +/+/+ (P): mama, CCR
SMC2, SMCMH3, N _ R
SM5 SMCN2, SMO2 Ca mama 36 - T2NOMO CDI +/+/- Tio (P): CCR; 2 Tias (P): mama; Tia (P): CCR
SM(C2, SMCN3, i 3Tios (P)/3 Primas (P): CCR; Prima (P): mama; Tio
SM10 SMOS Ca mama 52 T1IN1MO CP +/+/+ (P): figado
SMCZ, SLY4, Endométrio : Mae/Filha: mama; Tio (M): pulmé&o; Tio (M): CCR;
SMi11 SMO5 Camama >3 (40a) TxNxMO CDI '8 Tio (M): cabeca e pescogo
SM26 SMC3 CCR 78 i TINOMO ADNT nsa Fllllla'/Sobrmha/Prlma (P)/Tia (P): mama; Sogra:
ovario, pele
SM28 SMCgMS(I)v[lCNZ' Ca mama 35 Bexiga (45a) T3NOMO CDI -/-/+ Mée: bexiga, reto; Avo (M): bexiga
SMC2, SMCMHZ2, . . . . . x.
SM38 SMCN2, SMO4 Ca mama bilateral 42/47 - TxNOMO CDI +/+/ig Avé (M): mama; Irma: CCR
SMC3, SMCNH2, ~ . . )
SM44 SMCN2, SLY3 CCR 45 - TxNxMO ADNT nsa Mae/Irmd/2 Sobrinhas (M): mama
i P Mae/Tia (M)/ Bisavé (M): mama; Tia (M): tiredide;
SM48 SMC2, SMO2 Ca mama 36 TxNxMO CDI ig/ig/ig Tio (M): CCR; Avd (M): préstata;
SMC2, SMCN3, ) ) e Tio (M)/Tia (M): CCR; Irma/1 Prima (M):
SM56 SMO5 Camama >0 TXNxMO ig/ig/1g endométrio; 2 Primas (M): mama; Avo (M): laringe
SM60 SMC2, SMO1 Ca mama 40 - T2NOMO CDI +/+/- Tia (M): pulméo; Tia (M): CCR
SMé65 SMC3 CCR 62 - TZNOMO ADNT nsa Mae: mama; 2 Primas (M): mama
SM70  SMC3, SMCMH3 CCR 60 - T3NOMO ADNT nsa Pai: prostata; Mae: mama; Tia (M): CCR; Av6 (P):
tire6ide; Irma: mama bilateral
sM71 SMC3 CCR 52 L‘(r;ii’;r]‘a T2NOMO ADNT nsa Irmo: pulméo; Irma: mama; Tio (P): garganta
SM76* SMC2 Ca mama 39 - TxNOMO CDI ig/ig/ig -
SM78 SMC3, SMCMH1, CCR 43/51 i T2N1MO ADNT Nsa Mae: CCR; 2 Tios (M): prostata; 2 Primas (M):
SMCN1 mama
Irma3s: displasia mamaria; Mae: metaplasia
SMC2. SMCN3 esodfago; Avo (M): estdmago; Tia (M): mama; 2Tios
SM83 Si\AOZ ’ Ca mama 35 - T4NOMO CDI +/+/- avo (M): estomago; Tio avd (M): pulméo; Tio avo

(M): intestino; Tio avd (M): ossos; Tia avé (M):
mama
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Cont/ Tabela 1

Casos Critério 12 Tumor  Idade Outros TNM _Tipo bR /PR/HERZ Parentes afetados
Primario (anos) tumores Histoldgico
SMCZ' i XA TS . . 3.
SM91 SMCMH3, %?1322? 38/39 - TxNOMO CDI ig/ig/ig gﬁ;/tggfo CCR; Tia (P): mama; Irm3: mama
SMCN3, SM0O2
SM92 SMC(C3, SMCN1, CCR 47 i TINOMO ADNT nsa MaAe: mama; TIE)(M): CCR; Tia (M): mama, CCR;
SLY3 Avo (M): pulmio
SMC2, SMCN3, ) i Tia (M)/Prima (M): mama; Tia (M)/Tio avd (M):
SM98 SMO02 Camama 30 TINOMO CDI ig/-/+ CCR; Tia av6 (M): pancreas; Tio avd (M): pulmao
SM165 SMC2, SMO1 Ca mama 27 - TIN1MO ADN +/+/+ Tio (M): CCR
SM173 SMC2, SMO1 Ca mama 38 i ig i ig Irmao: CC~R; Pai: prostata; Tia (P): ovario; Primo
(P): pulméo
SM174 SMC3 CCR 54 ) T3NOMO ADNS nsa Irma:,ovarlo; [rma: mama; Irmao: préstata; Tio
(P): figado
SL155  SMC3, SMCN1 CCR 46 - T3N2MO ADNS nsa Pai/Primo (P): CCR; Tio (P): pulméo; Tia
(P)/Prima (P): mama
SL167  SMC3, SMCN1 CCR 40 - T2NOMO ADN nsa Tio (M): CCR; Tia (M): mama; Primo (M): linfoma;
Tio (P): pulmao; Avo (P): boca
Ca mama Irma: mama; Pai, Tio (P), Avo (P): renal; Tio (P):
VCS SMC2, SMO3 (bilateral) 29 - T2N2MO CDI +/+/- leucemia; Tia (P): ovario; Avé (P): pancreas; Avd

(M): CCR

Legenda. *paciente SM76 n&o possui heredograma. SMC: Sindrome Mama-Célon; SMCMH: Sindrome Mama-Célon Meijers-Heijboer; SMCN:
Sindrome Mama-Célon Naseem; SMO: Sindrome Mama Ovario; SLY: Sindrom de Lynch; Ca: carcinoma; CCR: cancer colorretal; a: anos; M: origem
materna; P: origem paterna; CLI: carcinoma lobular invasivo; CDI: carcinoma ductal invasivo; CP: carcinoma papilifero; CDIS: carcinoma ductal in
situ; ADNT: adenocarcinoma tubular; ADN: adenocarcinoma; ADNS: adenocarcinoma de sigmoide; nsa: ndo se aplica; ig: ignorado ou néo avaliado.
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Tabela 2 - Dados clinicos e histopatologicos das pacientes do grupo 2.

Critério 12 Tumor Tipo 22 Tumor Tipo Outros
Casos Primario (id) TNM Histoldgico Primario (id) TNM Histoldgico tumores ER/PR/HER2 Parentes afetados
SM6 SMC1 CCR (73a) TxNxMO ig Ca mama (74a) TisNOMO CDIS - +/+/- Mae: ttero
SMC1, SMCN1, . = . . .
SM7 SMO9 Ca mama (54a) TxNxMO ig CCR (56a) T1INOMO ADNT GIST (60a) Ig Irm3o: bexiga; Tia (M): mama; tia (M): pele
SMC1, SMCN1, i Tia (M): CCR; Tia (P): melanoma; Avé (M):
SM9 SLY3, SMO1 Ca mama (44a) TxN2MO CDI CCR (48a) T2NOMO ADNT ADN (49a) +/-/ bexiga
SMC(C1, SMCMH1, - . . ) o .
SM12 SMCN1, SLY3, CCR (41a) TxNOMO ig Camama (42a)  TisNOMO DI Ovario +/+]- Tia (P)/prima (P): mama; Primo (P):
SMO2 (43a) melanoma
. Irma: CCR, FAP; Irméo: FAP, gastrico;
SM14 SMC1, SMO1 Camama (37a)  TxNxMO ig CCR (463) TxNOMO ADNT - Ig Irmio, Mae: CCR; Pat: retal
SM19 SMcsll’v[S(I;/éCNl' Ca mama (60a) TxNxMx CDI CCR (71a) - - - Ig Pai: estdbmago; Mae: ttero; Irma: mama
SM23 S?L(?% Ssl\l/\l/ICOI\(I)L CCR (59a) T2N1MO ADNT Ca mama (64a) T1INOMO CDI - -/-/- Mae: ovario; Irmao: CCR
SM30 SMC1, SM09 Ca mama (56a) T1INOMO CDI CCR (62a) T3N2MO ADNT - Ig Pai: laringe; M&e: pulmao, Av6 (M): mama
SM33 SMC1 Ca mama (49a) TxNxMO CDI CCR (74a) T3NOMO ADNT - Ig -
SM34 SMCSll’VISOMSCNl' Ca mama (56a) T4NOMO CDI CCR (58a) T2NOMO ADNT - Ig 2 Primas (P)/irma: mama; Irmao: estdmago
SMC1, SMCMH1, . ) Pai: préstata; 2 Irmas/filha/sobrinha: mama;
SM37 SMCN1, SMO5 CCR (52a) TxNxMO ADNT Ca mama (73a) TisNOMO CLI Ig Sobrinho, tio (P): figado
SM47 SMC1 CCR (70a) TxN1MO ADNT Ca mama (76a) T4N2M1 CDI - +/+/- Pai: cabeca e pescogo; Irmao: figado
SM57 SMC1 Ca mama (67a) TxNxMO ig CCR (68a) TONOMO ADNT - ig -
SM59 SMC1, SMCN1 Camama(57a)  T2NOMO CDI CCR (57a) T3N2MO ADNM - Ig Irmdo: leucemia; Tia (M): CCR, dtero, mama;
Tia (P): mama; Tia (P): Gtero
SMé63 SMC1 Ca mama (52a) T2N2MO CDIS CCR (57a) T2N2MO ADNT - +/+/- Irmao: pulmdo
SMC1, SMCN1, Ca mama Irma: tiredide; Irma: mama, CCR; Tia (M):
SM64 SMO9 bilateral (55a) T2N2MO CDI CCR (57a) T2N2MO ADNT - +/+/- 65500
SMC1, SMCMH2, . Irma: mama bilateral; M3e: mama, pancreas;
SM67 SMO3 Ca mama (48a) TxNOMO CDI CCR (56a) T3N2MO ADNT - ig Primo (M): CCR; 2 Primas (P): mama
SM77  SMC1,SMCN1  Camama(92a)  TINOMO cpI CCR (92a) T3NOMO ADNT - /4 21;:2;“& Filho: CCR, pancreas; Sobrinha:
SM87 SMC1, SMCN1 Ca mama (88a) T1INOMO CDI CCR (88a) T4NOMO ADNT - +/+/- Irmd: mama
SM88 SMC1 Camama(52a)  T2NOMO cDI CCR (69a) T4NOMO ADNT Melanoma ig Tia (M): pulmdo; Irma: laringe; Prima (M):
(51a) mama; Prima (M): 6sseo
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Cont/ Tabela 2

Critério 12 Tumor Tipo 22 Tumor Tipo Outros
Casos Primario (id) TNM Histoldgico Primario (id) TNM Histolégico tumores ER/PR/HER2 Parentes afetados
SMC1. SMCN1 Pai: pancreas; Mae/av6 (M): endométrio; Tio
SM100 : § CCR (56a) TxNOMO ADNT Ca mama (76a) TxNxMO CDI - ig (M): melanoma; Irma/prima (P): mama; Tia
SMO5 P N A
(M): gastrico; Avo (P): eso6fago
SMC1, SMCMH1, Melanoma <. . <. .
SM101 SMCN1, SMO2 Ca mama (44a) T2NOMO CDI CCR (55a) TONOMO ADNT (51a) +/+/- Mae: mama; Irma: mama bilateral
SMC1. SMCN1 Tia (M)/Tio (M): renal; tio (M): pulmao; avd
SM150 . ! CCR (42a) T4N1MO ADNS Ca mama (43a) T2N1MO CDI GIST (44a) -/-/- (M): laringe; tio (P): figado; tio (P): leucemia;
SLY3, SM02 . - .
tia (P)/Prima (P): mama; tia (P): CCR
Mae: sigmobide; tio (M): CCR; tia (M):
SMC1, SMCMH1, . . } . meningioma; tia (M): pancreas; tio (M):
SL16 SMCN1, SM02 CCR (482) '8 ADNT Camama (492) '8 ChI '8 prostata; avo (M): pulmao; tia (P): mama
bilateral; avé (P): mama
- Irma: CCR; tio (M): prdstata; tia (M): mama,
SMC1, SMCMH1, Ca mama Ovario - . e LA R ok
SL24 SMCN1, SMO3 bilateral (25,33a) T2NOMO CDI CCR (35a) TxNxMx ADN (342) +/ig/ig utero; tia (M). larlngeA, avo (M). prostata; avo
(M): mama, ttero; avd (P): prostata
SL55 SMC1, SMO1 Camama (43a)  T2N1MO DI CCR (47a) T2N1MO ADNR - +/+ ]+ Av6 (M): duodeno; tia (M): nodulos mama,
tiredide; irm3o: adenoma
SL154* - CCR (42a) - - Camama (56a)  T2NOMx CLI E“‘iiggm" +/+/- Paciente foi adotada
LFS144 SMC;I’WSONéCNl’ Camama (61a) T2N1MO CDI CCR (68a) T3N1MO ADNM - +/-/+ Avd, 2 Tias (P): ca mama
Ca mama Melanoma . . e . .
MT5 SMC1, SM02 (38,42a) T2NOMO CDIS CCR (58a) - ADNIS (482) -/-/+ Tio (P): préstata; tia avé (M): mama
Endométrio =
MT16 SMC1, SMCN1 CCR (37a) T3NOMO ADNTP Ca mama (39a) T3NOMO CDIS (452) -/-/+ Irma: CCR
MT28 SMC1 CCR (62a) T3NOMO ADNT Camama (65a) . CDI Ovario )4/ Pai: b~ase lingua; mae: cavidade oral; avd (P):
(62a) pulmao
SMC1, SMCN1, Tire6ide . A R
MT39 SM09 Ca mama (69a) - CDIN CCR (71a) - - (772) +/ig/+ Avo (P): gastrico
Mae: mama; tia (M), tia avo (P), bisavo
SMC1, SMCN1, Ca mama Tireodide . (P), sobrinho (M): CCR; tio (M): cabeca
+/+
MT67 SM09 bilateral (55a) T1aNOMO CLI/CLIS CCR (56a) TINOMO ADNMD (55a) /+/ig e pescoco; sobrinho (M): sistema

nervoso central

Legenda. *paciente SL154 ndo possui heredograma. SMC: Sindrome Mama-Cdlon; SMCMH: Sindrome Mama-Cdlon Meijers-Heijboer; SMCN: Sindrome Mama-Cadlon
Naseem; SMO: Sindrome Mama Ovario; SLY: Sindrom de Lynch; ca: carcinoma; CCR: céncer colorretal; id: idade em anos; a: anos; M: origem materna; P: origem
paterna; CLI: carcinoma lobular invasivo; CDI: carcinoma ductal invasivo; CDIS: carcinoma ductal in situ; ADNT: adenocarcinoma tubular; ADN: adenocarcinoma; ADNM:
adenocarcinoma mucinoso; ADNR: adenocarcinoma retossigmoide; ADNIS: adenocarcinoma in situ; ADNMD: adenocarcinoma moderadamente diferenciado; ig: ignorado
ou nao avaliado.
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Tabela 3 - Dados clinicos e histopatolégicos das pacientes do grupo 3.

Critério 12 Tumor Tipo 22 Tumor Tipo Outros
Casos Primario (id) TNM Histoldgico Primario (id) TNM Histoldgico tumores ER/PR/HER2 Parentes afetados
Ca mama .
SM41 SMC?MS(I;/A[}CNZ' bilateral TISISOM CDIS nsa nsa nsa - +/+/ig Irma: CCR
(35/41a)
SMC1, SMCN1, . Pai: préstata; Irma: cerebral benigno; Irma:
SM50 SLY3, SMO2 Ca mama (36a) T2NOMO CDI CCR (47a) T4N1MO ADNT - ig mama
Ca mama Mae/Irma/3 Tias (M)/Tio
SM86 SMC2, SMCN2, bilateral T2NOMO CDI nsa nsa nsa - +/+/+ (M)/Sobrmha (M)/2 Prllmas (M).:
SMO2 (45/52a) mama; Tio (M): renal; Tio (P)/Tia (P):
célon; Avé (M): atero
SMC2, Mae: mama e ovario; Irma/Avé (M)/Tia
SM89 SMCMH2, Camama (40a) T2NOMO CDI nsa nsa nsa - -/-/- (M): mama; Tio (M): CCR; Tia (M):
SMCN2, SM02 linfoma
SM102 SMC1, SMCN1 CCR (59a) TONOMO ADNT Ca mama (63a) T2ZNOMO CDI - +/+/- Pai: sistema nervosa central; Tio (P): CCR
SMC1, SMCMH1, . Filha: CCR; irma: CCR; mée: mama; tio (P):
SL36 SMCN1, SMO9 CCR (43a) T3NOMO ADN Camama (48,54a)  T2NOMO CDI, CDIS - -/-/ig CCR

Legenda. SMC: Sindrome Mama-Cdlon; SMCMH: Sindrome Mama-Cdlon Meijers-Heijboer; SMCN: Sindrome Mama-Cdélon Naseem; SMO: Sindrome Mama Ovario; SLY:
Sindrom de Lynch; ca: carcinoma; CCR: cancer colorretal; id: idade em anos; a: anos; M: origem materna; P: origem paterna; CDI: carcinoma ductal invasivo; CDIS:
carcinoma ductal in situ; ADNT: adenocarcinoma tubular; ADN: adenocarcinoma; nsa: ndo se aplica; ig: ignorado ou ndo avaliado.
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Os dados das Tabelas 1 a 3 mostram que a média de idade ao
diagndstico do primeiro tumor nos pacientes do grupo 2 (53,19 anos) € maior
do que a idade do diagndstico do grupo 1 (43,76 anos). Dessa maneira,
verificou-se que os grupos diferem quanto a idade (Teste t de student; p=
0,004). No grupo 1, 19 pacientes desenvolveram tumor antes do 50 anos de
idade, quatro entre os 51-59 anos e trés acima dos 60 anos. No grupo 2, 13
pacientes desenvolveram o primeiro tumor antes dos 50 anos, 13 entre os
51-59 anos e nove acima dos 60 anos de idade. No grupo 3, cinco pacientes
desenvolveram tumor antes dos 50 anos e apenas uma, entre os 51-59 anos

(Tabela 4).

Tabela 4 - Idade do desenvolvimento do primeiro tumor nas pacientes do
grupo 1,2 e 3.

N (%)
Idade (anos)*
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
<50 19 13 5
51-59 4 11 1
260 3 9 0
Total 26 33 6

Legenda. *ldade (em anos) de desenvovimento do primeiro tumor; N:
numero de pacientes

Além dos critérios clinicos e histérico familiar, as amostras de sangue
periférico de todas as pacientes foram analisadas por sequenciamento direto
(ABI 3130, Applied Biosystems) para avaliar mutagdes nos genes BRCAL,
BRCA2, CHEK2 (1100delC), TP53, MLH1 e MSH2. Num estudo prévio,
coordenado pelo Dr Benedito Mauro Rossi e Dra Dirce M. Carraro, foram

avaliados 136 pacientes para mutagdes nos genes BRCA1, BRCA2, CHEK?2
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(1100delC) e TP53. Neste estudo, foram identificadas 18 mutagdes
patogénicas no gene BRCAL, sete no gene BRCA2, uma no CHEK2 e
nenhuma no TP53. Dos 136 pacientes, 65 preenchiam os critérios de Mama-

Colon e foram selecionados para o estudo de triagem de CNVs.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Obtencao de DNA gendémico

O DNA gendmico (gDNA) foi obtido a partir de linfocitos do sangue
periférico de todos os pacientes e familiares selecionados para o estudo. Em
um caso foi também utilizado o gDNA de tecido tumoral (caso SM89). O
DNA das amostras foi obtido no Banco de Macromoléculas do Hospital A.C.
Camargo, SP, sob a supervisao da Dra Dirce M. Carraro.

A extragdo de gDNA a partir de sangue periférico foi realizada
segundo o protocolo recomendado pelo fornecedor do Puregene Genomic
Purification Kit — Gentra (Qiagen). O isolamento do gDNA do tecido tumoral
foi baseado no método de digestdo com 20 mg/uL proteinase K (Sigma) e
adicdo de 1 mL do reagente fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1)
(Invitrogen). A precipitacdo do DNA foi realizada com etanol 100% gelado e
acetato de amdnio 7M. Apds a obtencéo do precipitado, o DNA foi eluido em
agua ultra pura estéril. Em seguida, o gDNA obtido a partir de sangue
periférico e tecido tumoral foram quantificados em espectrofotdmetro
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) e

armazenados a -20°C
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3.2.2 Sequenciamento dos genes MLH1, MSH2 e ROBO1

Como descrito acima, em um subconjunto de casos foi realizada a
reacao de sequenciamento direto de acordo com a metodologia de Sanger:
(1) amplificagdo dos éxons dos genes MLH1 e MSH2 e purificagao
enzimatica do amplicon, (2) incorporagao dos ddNTPs e (3) precipitagdo dos
produtos obtidos. Os genes MLH1 (GeneBank NM_000249.3), MSH2
(GeneBank NM_000251.1) e ROBO1l (GeneBank NM_002941.3) foram
divididos em 20, 16 e 26 fragmentos correspondentes aos 19, 16 e 31
éxons, respectivamente. Os pares de iniciadores foram desenhados nas
regides intrénicas, com o objetivo de verificar a presenga de mutagdes nos
éxons e regides de splicing. Na Tabela 5 estdo descritos os iniciadores do
gene ROBO1l. Os iniciadores dos genes MLH1 e MSH2 foram
disponibilizados pelo laboratério de diagndstico molecular, coordenado pela
Dra Dirce Maria Carraro.

As reacgbes de sequenciamento dos genes MLH1 e MSH2 foram
realizadas em todos os pacientes deste estudo. Mutagdes no gene ROBOL1
foram investigadas nas pacientes SM37 e SM56 e seus familiares (SM37-2,
SM37-2, SM37-4, SM37-5, SM56-2 e SM56-3).

Na PCR foram utilizados 5 uM de cada iniciador (forward e reverse),
10 yL de Master Mix (Promega) e 25 ng de gDNA. As condigdes da PCR

estio descritas na Tabela 6.



Tabela 5 - Iniciadores utilizados no sequenciamento do gene ROBOL1.

Tamanho do

Exon Seqiiéncias Amplicon
, Fi5 GITICTCAGCATAGCTAACC 3 16 06
R: 5 GTTTCTCAGCATAGCTAACC 3
F: 5 CGTGCTGTGTGTTGTCCTTG 3
3 R:5 GGAGGTGGAGGCATTTCAGG 3 269 pb
., F:5 GGCGGACACCAGAAAGATTGT 3 521 ot
R: 5 CCACTCCCTCTGCCAAACAC 3
. F:5 AGGACTGTATCTATCACTITTGGGTC 3 268 pb
R: 5 GGTAAAGATACACACAGTTAGACCA 3
o, F:5 CATCTGTCATGTAAACATAGC 3 751 o8
R: 5 GATGTGGAGATGATGTGATG 3
s F:5 GAATGTAGCATGTGCTTTGAAG 3 456 06
R: 5 CACTTACAGAGCTCCCATAGG 3
o F:5 GACAAGAATTGGTATATCATGACTG 3 -
R:5 CAGCTGCATGACTAAGTAATATG 3
o F:5 GTGATGGGAGAATACTTAGC 3 15 06
R: 5 TATCTACTGGCACCCTCTC 3
F: 5 CATGTCTGCTACTTTAATTAC 3
1 R:5 CTACTCTTCATTTAACACTTC 3 453 pb
F: 5 GCAGTTATCCATATTCATG 3
12-14 R. 5 GTGCAATTATAACATCTAAGG 3 846 pb
F: 5 CTGGCTTGGACTCTTCTTTAC 3
15 R:5 CAAGTAGGCAACAGATAGTTAC 3 331 pb
F: 5 GTGTAAGAATGTGGGATGAAG 3
16 R:5 CAAGAAAGTTAGTAATTAATGCC 3 469 pb
F: 5 GATATTAATTACCTGCTTTCAGTG 3
17 R:5 TACATGTTGCTATTTGGACCAG 3 319 pb
F: 5 GTAGTGCATGACAGTTTAGTAC 3
18 R:5 CTACATATTAAGTAAAGCTAACACC 3 444 pb
F: 5 GATGATGGTGAGTGGTGTG 3
19 R:5 GAAGTTAATATGTGGATACCGC 3 499 pb
F: 5 CATAGATCAGATTGTCAGAACTAC 3
2021 R. 5 GTGGTGTCATTGAGGAAGATG 3 1.724 pb
F: 5 GTGAGCATAACAAGATGAGG 3
22 R:5 CATGTAGGGAGAGGGAAAG 3 335 pb
F: 5 CTGATGACTCGCAAAGCTAC 3
23 R:5 GACAAGTTTCAACATCTAGTCG 3 500 pb
F: 5 CCTGACAATCTGAATACAACAATAG 3
24 R:5 GTCACCTACATACGTCAGTC 3 357 pb
F: 5 CAGTACCTTGCATGTTCTCTTG 3
25 R:5 GACCTTAGGAATCAGTCTTCTC 3 428 pb
F: 5 CTCCTTAATGTGACTGAGAACG 3
26 R.5 GACTTCATATGTTAATTGCCTGG 3 530 pb
F: 5 GAAGTAAAGGTCAAATCTGCATG 3
2T R:5 GTAAGATCATAGGACAGAATCAG 3 772 pb




Cont/ Tabela 4
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Tamanho do

Exon Seqiiéncias
Amplicon

F: 5 GCTGGAAGAGTTTGTTTAAG 3

28 382 pb
R: 5 CAGTGAATGCATTTGCTAGTCC 3

29 F: 5 GTATCTCGTAGGTGAATGTGGC 3 519 ob
R: 5 GAGAGCAAACTTCTTAATCTTACCA 3’ P

30 F: 5 CATTATGCTTATAGAGTGTCCTC 3 471 ob
R: 5 CCATCATAGACATTAGAGTACTG 3 P
F: 5 GTTGACATGAGCCCTTTCC 3

31 507 pb

R: 5 AGTGCAATGCCATATCTCAG




Tabela 6 - Condi¢cdes da PCR para os genes MLH1, MSH2 e ROBO1.

Condigcoes da PCR

Gene Exons
35 ciclos (desnaturagéo a 95°C por 30 seg,
MLH1 anelamento a T°C por 45 seg, extensao a 72°C
por 1 min)
E16 T=51°C
E5 T=55°C
E1, E2, ES, E4, E6,
E7-8, E9, E10,
E11, E12, E13, T=56°C
E14, E15, E17,
E18, E19
35 ciclos (desnaturagéo a 95°C por 30 seg,
MSH2 anelamento a T°C por 45 seg, extensdo a 72°C
por 1 min)
E4 T=42°C
E2, E3, E10, E14, _ a0
£16 T=47°C
E9 T=50°C
E5, E7, E8, E11 T=51°C
E6, E12, E13, E15 T=52°C
E1 T=59°C
35 ciclos (desnaturagéo a 95°C por 30 segq,
ROBO1 anelamento a T°C por 45 seg, extensédo a 72°C
por 1 min)
E11 T=55°C
E20-21 T=56°C
E2, E3, E4, E5,
E6-7, E8, E9, E10,
E12-14, E15, E16,
E17, E18, E19, g
E22, E23, E24, T=57°C
E25, E26, E27,
E28, E29, E30,
E31

Legenda - E: éxon; T: temperatura especifica de melting.
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O volume de 8,0 yL do produto amplificado foi purificado com a

enzima Exo-Sap | (USB/GE), com o intuito de remover os dNTPs e

iniciadores,

nao utilizados na reagcdao de amplificacdo. A reagao de

sequenciamento foi realizada com a adi¢cédo de 1,5 pL 5x Sequencing Buffer

BigDye Terminator v1.1, v3.1, 5 pyM do iniciador, 0,75 yL de BigDye®

Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), utilizando-se os
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pares de iniciadores especificos para cada fragmento amplificado. As
condicbes da reacdo de sequenciamento foram desnaturacdo a 95°C por 2
min, seguidos de 40 ciclos a 95°C por 18 seg, 50°C por 18 seg e 60°C por 3
min e 30 seg.

As amostras foram ressuspendidas em 13 uL de formamida Hi-Di
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), desnaturadas a 95°C em
termociclador por 3 min e imediatamente transferidas para recipiente com
gelo por 5 min. As reagbes de sequenciamento foram realizadas no

sequenciador ABI Prism 3130 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA).

Andlise dos dados de sequenciamento

As sequéncias foram analisadas no Software CLC Genomics
Workbench. Para a identificacdo das alteragdes, as sequéncias dos
pacientes foram alinhadas e comparadas com a sequéncia referéncia de
cada gene, a qual foi obtida no proéprio software CLC Genomics Workbech.

Genes MLH1 e MSH2. As alteragdes identificadas foram comparadas
com os bancos de dados LOVD (Leiden Open Variation Database - A Colon
cancer gene variant database
http://chromium.liacs.nl/LOVD2/colon_cancer/home.php), MMR Gene
Unclassified Variants Database (http://www.mmrmissense.net), SIFT (Sorting
Intolerant from Tolerant - http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html), POLYPHEN
(Polymorphism Phenotyping - http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) e Align
GVGD (http://agvgd.iarc.frlagvgd_input.php) para a interpretacédo e

determinagao do significado patogénico das alteragdes detectadas.
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As sequéncias alteradas foram classificadas como patogénicas
quando apresentavam um dos seguintes critérios: (1) alteragdo com efeito
deletério na proteina como mutagao nonsense ou frameshift, resultando em
um stop cédon prematuro; (2) mutagdo em sitios de splicing; (3) pequenas
insergdes ou delecgdes; (4) mutagbes missense descritas como patogénicas
em bancos de dados; (5) nas variantes de significado desconhecido
definidas como intolerante e possivelmente ou provavelmente patogénicas
pelos programas SIFT (http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html) e POLYPHEN
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) respectivamente, tiveram calculados
os efeitos das suas proteinas.

Gene ROBOL. As alteracbes encontradas foram classificadas de
acordo com os seguintes critérios: (1) mutagdo nonsense ou frameshift,
resultando em um stop cédon prematuro; (2) mutagdo em sitios de splicing;
(3) pequenas inser¢gdes ou delegcbes foram consideradas como

possivelmente patogénicas.

3.2.3 Hibridagcao genémica comparativa baseada em arrays (aCGH ou
CGH array)

Os perfis de variagdo no numero de cépias genbOmicas e as
sequéncias alteradas consideradas como associados a etiologia da
Sindrome de Cancer de Mama-Cdlon foram analisados pela metodologia de
CGH array, utilizando-se a plataforma de 4x180K (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA). Esta plataforma de oligonucleotideos apresenta

aproximadamente 170.000 sondas de 60pb que mapeiam genes
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particularmente envolvidos em cancer e outras sequéncias codificadoras e
nao-codificadoras (http://www.chem.agilent.com), presentes no banco de
dados gendmicos UCSC Hg18 (NCBI Build 36, March 2006).

A preparagao da amostra do gDNA consistiu na avaliacdo da
concentracdo e qualidade utilizando o sistema Nanodrop ND-1000
Spectrophotometer (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE) para
assegurar a auséncia de proteinas e sais. Apds a quantificagdo, as amostras
foram diluidas a uma concentragao final de 100 ng/uL. A integridade do
gDNA foi avaliada em gel de agarose 0,8% com 500 ng de amostra. Como
referéncia, foi usado gDNA comercial normal (Promega, Mennheim,
Germany).

Os procedimentos de digestdo, marcagcdo e hibridagcdo foram
realizados de acordo com as instru¢gdes recomendadas pelo fornecedor
(Agilent Technologies). As amostras foram submetidas a uma etapa de
digestdo enzimatica randémica em reagédo contendo 2,2 pyL de agua ultra-
pura estéril, 2,6 uyL de tampao de reacao 10X, 0,5 yL das enzimas Alu | e
Rsa | 10u/uL (Promega, Madison, WI). A reagao foi incubada a 37°C por 2
horas, 65°C por 15 min e mantida em gelo durante o procedimento. O tempo
de digestao das amostras foi determinado apds avaliagao da integridade do
gDNA em gel de agarose.

Em seguida, os DNAs testes e referéncia foram marcados
diferencialmente com Cy3™-dUTP and Cy5™-dUTP, respectivamente, em
uma reagao baseada no uso de iniciadores randémicos e na atividade da

enzima Exo-Klenow (Agilent Technologies). Essa reacgao foi realizada a 37°C
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por 2 horas e 65°C por 15 min. Foi realizada a purificagcdo das amostras com
o intuito de remover as cianinas nao incorporadas ao gDNA, utilizando-se
lllustra ProbeQuant G-50 Micro Columns (GE Healthcare). A purificagao foi
realizada de acordo com as instrucdes do fabricante. Apds a purificacéo, os
gDNAs marcados foram quantificados em Nanodrop ND-1000
Spectrophometer com o objetivo de calcular a eficiéncia da reagdo de
marcagao. A hibridacdo das amostras foi realizada segundo os valores de
eficiéncia descritos no protocolo da Agilent Technologies. Amostras dos
casos e de referéncia eram avaliados quanto a eficiéncia (Cy3™-dUTP: 25-
40 pmol/uL; Cy5™-dUTP: 20-35 pmol/uL) e combinados na razéo de 1:1.

Em seguida, as amostras foram precipitadas em 19,5 pyL de acetato
de aménio 3M, 300 pL de EtOH 100% gelado e 5 yL de Human Cot-
11mg/mL (Invitrogen, Life Technologies). Os mesmos permaneceram 10-20
min a temperatura de -80°C, seguido de centrifugagao a 14.000 rpm por 30
min a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e foi adicionado 1 mL de EtOH
70% gelado, seguidos de homogeneizagcéo por inversao e centrifugacéo a
14.000 rpm por 15 min a 4°C. Ap6s a retirada do sobrenadante, as amostras
marcadas permaneceram a 37°C por alguns minutos para secagem do
sedimento sendo adicionados 44 pL de TE Buffer, 1x, Molecular Grade (10
mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5-8,0) (Promega). O material foi mantido em
banho-Maria a 37°C por 5 min para completa eluicido do sedimento.

O procedimento de hibridagao consistiu na adigao de 11 pyL de 10X
Blocking Agent e 55 uyL de Hi-RPM Hybridization Buffer. A reacao foi

incubada a 95°C por 3 min e 37°C por 30 min. Um volume de 100 pL de
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cada amostra foi aplicado a lamina 4x180K, a qual foi acondicionada a 65°C
por aproximadamente 20 horas.

A lavagem das laminas consistiu em banhos consecutivos das
solucdes presentes no kit do fornecedor incluindo Wash Buffer 1 por 5 min,
Wash Buffer 2 por 1 min, Acetonitrila por 30 seg e Solugao de Estabilizagado

e Secagem por 30 seg .

Analise dos dados de CGH array

As laminas foram digitalizadas utilizando o Agilent DNA Scanner com
o Software Scan Control 8.1 e os dados foram extraidos pelo Software
Feature Extraction 10.1.1.1 (Agilent Technologies). Os dados foram
analisados no Software DNA Analytics, versao Genomic Worchbench 5.0
(Agilent Technologies), o qual permite a identificacdo de regides genémicas
envolvidas em alteragdes estruturais, como perdas e ganhos. Essas
alterag¢des foram geradas utilizando o banco de dados Hg18 (NCBI Build 36,
March 2006). O algoritmo estatistico utilizado foi ADM-2 (do inglés,
Aberration Detection Method 2). Além disso, foram utilizadas as corregdes
Centralization e Fuzzy Zero, os quais sdo usados para remover pequenas
variagdes nas razdes de log,. Essas corre¢des fornecem informagdes sobre
a qualidade de cada sonda analisada. Para este estudo, foi criado um filtro
especifico como parametro para detecgao inicial de alteragcbes gendmicas:
log ratio error de 0,3, limiar de sensibilidade de 6,7 e presenca de no minimo
3 sondas consecutivas com valores -0,3<log»=20,3 para considerar um

determinado segmento como possivel regido de perda ou ganho.
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As regides identificadas como alteradas foram automaticamente
comparadas com o banco de dados Database of Genomic Variants (DGV -
http://projects.tcag.cal/variation/) e submetidas a duas analises. Na primeira,
foram consideradas todas as CNVs geradas pelo software DNA Analytics.
Nessa analise, foi realizada uma comparacao entre as CNVs envolvidas em
ganhos e perdas genémicas identificadas nos grupos 1 e 2. Em seguida,
essas alteragdes foram comparadas com as CNVs observadas no grupo de
referéncia, composto por 100 mulheres saudaveis da populacido brasileira
(KREPISCHI et al. 2012a). As CNVs comuns, presentes em mais de 1% da
populacdo de referéncia e no DGV, foram consideradas como comuns e
excluidas das analises posteriores. Foram consideradas como relevantes
para o estudo apenas as CNVs raras, identificadas em 1% da populagéo de
referéncia, e as CNVs novas raras, ausentes tanto na populagdo de
referéncia como no banco de dados DGV. Porém apenas 0s genes
envolvidos nas CNVs novas raras foram categorizados de acordo com as
suas fungdes (Tabela 7). Estas foram obtidas com o auxilio do software The
Expression Analysis Systematic Explorer, versao 2.0 (EASE).

Os gréficos ilustrando as regides de ganhos e perdas gendmicas
identificadas nos grupos 1, 2 e 3 foram realizadas no Software Graphpad

Prism 5 (Graphpad Software Inc.).
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Tabela 7 - Categorizacdo dos genes envolvidos em CNVs novas raras por
CGH array quanto as classes funcionais.

1. Estrutura celular, motilidade e transporte

Transporte

Organizagéo e estrutura intracelular

Matriz extracelular, membrana e citoesqueleto
Biogénese e organogénese citoplasmatica
Motilidade

2. Metabolismo celular

Metabolismo de proteinas
Metabolismo de DNA
Metabolismo de RNA
Metabolismo de lipideos
Metabolismo de carboidratos
Metabolismo geral

Regulagao da transcricéo

3. Crescimento, desenvolvimento e manutengao celular

Homeostasia
Diferenciagao celular e tecidual
Ciclo celular

Morte celular

4. Comunicagao celular

Transdugao de sinal
Resposta a estimulo externo
Adeséo celular

Sinalizagao célular a célula

Reconhecimento celular

5. Funcgao desconhecida

3.2.4 PCR quantitativa em Tempo Real (qPCR)

O gene ROBOL1 foi avaliado por gPCR para confirmar os resultados
obtidos na analise dos dados de aCGH.

Os iniciadores utilizados para a detec¢cdo do gene alvo ROBO1 foram

desenhados a partir da sequéncia de DNA do gene em questédo
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov, http://genome.ucsc.edu/) pelo programa
Primer-Blast (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/). O programa
Oligoanalyzer (http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer) foi
utilizado para prever possiveis formacdes de estruturas secundarias
(hairpins) e dimeros de iniciadores (homo e heterodimeros), que podem
levar a reducao da eficiéncia da reacdo. As sequéncias dos iniciadores para
0 gene alvo (tanto para a reacao de validagdo como de mapeamento da
alteragao) e referéncia estao descritos na Tabela 6.

Para a confirmacdo de perdas detectadas para sondas especificas no
experimento de aCGH, foram desenhados dois pares de iniciadores. O
iniciador 1 (P1), mapeado na regido do intron 4 e 5 do gene ROBO1,
flanqueia a sonda S21 (A _16_P16292303), uma das quatro sondas
alteradas envolvidas na perda identificada nesse gene. O iniciador 2 (P2),
mapeado na regido do éxon 4, flanqueia a sonda S26 (A_14_P133797),
mapeada no éxon mais préximo da alteragao identificada pela metodologia
de CGH array (Tabela 8, Figura 2). Para esta analise, foram utilizadas DNA
de duas pacientes (grupo 1: SM56 e grupo 2: SM37) que apresentaram a
delecao, e de quatro familiares da paciente SM37 (SM37.2, SM37.3, SM37.4
e SM37.5).

Com o objetivo de mapear a extensao da perda gendmica identificada
no gene ROBOL1 por CGH array foram desenhados seis pares de iniciadores
(P1 ao P6) flanqueando regides intrbnicas (anterior e posterior ao éxon 4),
exbnica e da regidao de splicing alternativo (Tabela 8, Figura 3). Para esta

analise, foram avaliadas amostras de duas pacientes (grupo 1: SM56 e
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grupo 2: SM37) que apresentaram a mesma dele¢cado por aCGH, e de seis
familiares, sendo dois da paciente SM56 (SM56.2 e SM56.3) e quatro da

SM37 (SM37.2, SM37.3, SM37.4 e SM37.5).

Tabela 8 - Iniciadores utilizados nas amplificagdes pela PCR.

Tamanho do

Gene Chr Seqiiéncias Amplicon
ROBO1

Reacéo de Validacédo

3(P1) F:5 CCTCTGTCCTCAAATTCCCTTGGA 3 140 pb
(14-5) R:5 TGCTCTTAATCCTCTTGTCTCACGA 3’

3 (P2) F:5 GCAGGCTCCCGTCTTCGTCA 3 99 pb
(E4) R:5 GCAGTTCAAAGTTGCAGGTTCTCCT 3

Mapeamento da alteracao

3(P1) F:5 GGTGTAGTCAAGGCGGACAC 3 179 pb
(E4) R:5 TGACGAAGACGGGAGCCTGC 3

3(P2) F:5 GCTAGGCCAATGTTATGCAGTG 3 209 pb
(E4) R:5 GCAGTTCAAAGTTGCAGGTTCTCCT 3

3(P3) F:5 GTTGAACACCCTTCAGACCTG 3 145 pb
(E4) R:5 GGTGTGAGCGAGGGTCATCT 3

3(P4) F:5 CACCCACTATTGAATGGTACA 3 122 pb
(E4) R:5 CCGTCCATGTACTATACGTAAG 3

3(P5) F:5 AATGTTGCTGCCGAGTGGAT 3 160 pb
(E4) R:5 GCGCCCAGTTTACTTACTGGCTAC 3

3(P6) F:5 AAGGAGTCTATGTCTGTGTAGCAAGG ¥ 118 pb
(E4) R:5 GATCAAACAAATGACGCCACTCTG 3

GAPDH*
12 F: 5 GCAACCGGGAAGGAAATGA 3 88 pb
(12-3) R:5 CAGGAGCGCAGGGTTAGTCA 3
HPRT*
X F: 5 GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA 3 110 pb

(E3) R:5 TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT 3

Legenda: * Genes enddgenos; E: éxon; I: intron; F: iniciador forward; R: iniciador reverse;
P: pard
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Figura 2 - Representacéo grafica dos iniciadores utilizados na gPCR para confirmagao da perda de sequéncias do gene

ROBOL1. A. O ROBO1 apresenta 31 éxons. O retangulo em laranja representa a perda genémica identificada no intron 4-5, detectada por aCGH,
e 0 éxon mais proximo dessa alteragéo. B. Esquema das oito sondas mapeadas nessa regido (S19 a S26). A regido das sondas destacadas pelo
retdngulo foram selecionadas para validagdo no experimento de gPCR. As letras em vermelho representam as sequéncias dos iniciadores e em
cinza, as sequéncias das sondas. P1_F e P1_R: par de iniciador 1 forward e reverse, respectivamente; P2_F e P2_R: par de inciador 2 forward e

reverse, respectivamente; S: sonda.
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Figura 3 - Representacao grafica dos iniciadores utilizados na qPCR para o mapeamento da delegdo do gene ROBOL1. A.
Estdo indicados os intros 3-4, exon 4 e intron 4-5 do ROBO1. O retangulo em laranja representa a perda genémica identificada no intron 4-5 e o
éxon mais proximo dessa alteracdo. B. Esquema das oito sondas mapeadas nessa regido (S19 a S26) presentes na plataforma de aCGH. C.
Esquema dos introns anterior e posterior ao éxon 4 e a localizagado dos seis pares de iniciadores construidos para o mapeamento da delegéo
identificada no intron 4-5. P*_F e P*_R: par de iniciador forward e reverse, respectivamente; * representa o nimero do iniciador (1 ao 6); S: sonda.
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O gene de referéncia, GAPDH, é frequentemente utilizado como gene
de referéncia em analises de gPCR e neste estudo foi também selecionado
por ter sido utilizado em estudo prévio de dosagem génica em amostras
obtidas a partir de sangue periférico (Reis et al. 2002). O gene HPRT foi
selecionado por estar mapeado em Xqg26.1. Dessa maneira, mulheres
apresentam duas copias do gene, enquanto homens apresentam uma unica
copia.

A eficiéncia da reacdo de amplificagao para cada par de iniciadores foi
determinada por meio de uma curva de diluigdo de um pool de DNA de
amostras de sangue periférico em concentragdes seriadas (100 ng, 10 ng, 1
ng, 0,1 ng e 0,01 ng). Para maior precisao, as rea¢gdes em duplicata foram
montadas no pipetador automatico QIAgility (Qiagen, Courtaboeuf, France).
Na reagao foram utilizados 10 ng de DNA, 10 uM de cada iniciador e 5 yL de
Power® SYBR® Green (Applied Biosystems, Foster City, CA) num volume
final de 12,0 pL. Foram utilizadas as seguintes condigcbes de reagao:
desnaturagao a 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 seg e
60°C por 1 min no ABI Prism 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). Para a avaliagdo de todos os genes
foram incluidos NTCs (no template control). Em todas as reag¢des foram
incluidos DNA obtidos a partir do sangue periférico de controles de mulheres
e homens saudaveis, sem histéria pessoal e familial de cancer, os quais

foram utilizados como normalizadoras da reagao.
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Anadlise dos dados de qPCR

Os valores de Cq (ciclo de quantificagdo) para cada diluicdo do DNA e
as concentracbes dos mesmas (log10 DNA) foram utilizados para a
construgcao da curva padrao. A partir desta curva foi calculada a equacgao da
reta e o valor da sua inclinagdo ou slope. O calculo da eficiéncia da

(1/slre) 41 Os ensaios

amplificacdo foi obtido pela formula E=10
demonstraram eficiéncias proximas a 100%, indicando que ao final de cada
ciclo o transcrito molde estava duplicado. Em alguns casos houve uma
variagéo de cerca de 10%, porém isso nao interferiu significativamente nos
resultados obtidos. Os picos das curvas de dissociagao foram avaliados para
verificar a especificidade do produto amplificado.

O intervalo do numero de coépias do gene ROBOL1 foi avaliado pelo
método 2% (Livak e Schmittgen, 2001).

9-AACq_ 5 —[ACq (alvo) - ACq (referéncia)]

Para o calculo do ACq (alvo) foi realizada a subtragdo da média do Cq

das duplicatas do gene alvo no grupo amostral e no grupo controle e para o

célculo do ACq (referéncia) foi realizada a subtracdo da média do Cq das

duplicatas do gene referéncia no grupo amostral € no grupo controle.

3.2.5 Imunoistoquimica (IHQ)

A expressao da proteina ROBO1 foi avaliada por imunoistoquimica.
Esta proteina foi selecionada a partir dos resultados obtidos na analise por
CGH array. A metodologia foi aplicada em laminas obtidas de um bloco de

parafina de um unico caso tumoral (SM37) e de microarranjos de tecido
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(tissue microarray - TMA), contendo amostras independentes de carcinomas
mamarios (313 casos) e colorretais (279 casos), selecionados a partir do
arquivo do Hospital A.C. Camargo.

As laminas contendo os cortes em parafina foram submetidas a
tratamento com xilol para a retirada da parafina e, em seguida, hidratadas
em solucbes com concentracbes decrescentes de etanol. A recuperacido
antigénica foi realizada segundo a padronizagéao do anticorpo selecionado. O
bloqueio da peroxidase endogena foi feito com solugdo de perdxido de
hidrogénio a 3% com trés trocas. Apdés o bloqueio da peroxidase, foi
realizado o bloqueio da avidina/biotina (DAKO® Biotin Blocking System) e
proteina (DAKO® Protein Block Serum-Free). As reacbes de
imunoistoquimica foram realizadas utilizando anticorpos primarios anti-
ROBO1 (ab7279, Abcam Inc, Cambrigde, MA) de acordo com as instrugdes
do fabricante. Apds 30 min de incubagao, as laminas foram lavadas em PBS
(tampéo salino fosfato) e incubadas por 30 min com o anticorpo secundario.
Em seguida, as mesmas foram incubadas por 30 min utilizando o sistema de
deteccdo de polimeros (Advanced TM HRP Link, Dako Cytomation, KO690,
Denmark). As reacdes foram realizadas a partir de solugbes contendo 0,6
mg/mL de 3.3’-diaminobenzina tetrahidrocloreto (DAB, Sigma, St Louis, MO)
e 0,01% H2O0,. As laminas foram coradas com hematoxilina de Mayer
(Allkimia®), desidratadas e montadas com laminula. As reacdes foram
acompanhadas de um controle positivo e dois controles negativos. O
controle positivo foi representado por um carcinoma de pulmé&o sabidamente

positivo para o anticorpo testado. E o primeiro controle negativo foi feito pela
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nao utilizacdo do anticorpo primario e o segundo pela retirada do anticorpo

secundario durante a reacao.

Analise dos dados de IHQ

Para os TMAs de mama e colorretal foram realizadas duas analises
envolvendo diferentes grupos de pacientes. Na primeira, foram utilizados os
casos com historia familial de cancer e, na segunda, foram utilizados os
pacientes que preenchiam os critérios de mama-célon (SMC), previamente
descritos no item 3.1 desta sec¢do. Dessa maneira, foram selecionados os
casos com diagnéstico de cancer de mama (TMA de mama) e parente com
CCR e os casos com diagnostico de CCR (TMA colorretal) e parentes com
cancer de mama.

Assim, no TMA de mama, foram realizadas duas analises: (1)
pacientes com histéria familial de cancer e (2) casos com parentes com
diagndstico de CCR. E no TMA colorretal, foram realizadas trés analises: (1)
pacientes com historia familial de cancer que preenchiam os critérios de
Amsterdam (Anexo 2); (2) pacientes com historia familiar de cancer que
preenchiam os critérios de Bethesda (Anexo 3) e (3) casos com parentes
com diagnéstico de cancer de mama.

O anticorpo policlonal de coelho ROBO1 (ab7279, Abcam Inc,
Cambrigde, MA; dilution 1:400), reconhece o dominio citoplasmatico da
proteina ROBO1. O padrao de marcacgao detectado na maioria dos tecidos
normais é citoplasmatica moderada, acompanhada por coloragao nuclear em

alguns tecidos. As células tumorais também apresentam marcagao
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citoplasmatica moderada, porém em muitos casos ha marcagao nuclear.
Enquanto as glandulas mamarias normais apresentam imunomarcagao
intensa, as tumorais apresentam marcagcao moderada ou fraca, além de
marcagao nuclear. No tecido colorretal normal e tumoral observa-se
imunocoloragdo moderada, porém o tumoral apresenta marcagao nuclear
(http://www.proteinatlas.org/). O escore de intensidade e extensdo foi
realizado visualmente pela estimativa da porcentagem de coloragao positiva
presente no citoplasma e membrana nuclear das células neoplasicas.

A analise foi realizada de acordo com a intensidade (0: marcagao
ausente; 1: fraca; 2: moderada; 3: marcacao forte) e extensdo da marcagao
nas células neoplasicas (1: 1/3; 2: 1/3 a 2/3; 3: acima de 2/3 da area total do
corte).

Os testes estatisticos utilizados foram Exato de Fisher e Qui-
Quadrado de Pearson, sendo que foram considerados resultados

estatisticamente significativos aqueles com P< 0,05.

3.2.6 Analise Citogenética Classica

A analise cromossdmica foi realizada em sete individuos da familia
SM89. Para a cultura dos linfécitos, foram coletados 5 mL de sangue
periférico de cada individuo com o anti-coagulante heparina. Os linfocitos
foram cultivados em meio RPMI (GIBCO) acrescido de 10% de Soro Bovino
Fetal (Hyclone), 50 pg/mL de penicilina, estraptavidina (0,5%) e
fitohemaglutinina (SIGMA). A cultura das células foi realizada segundo a

metodologia descrita por Moorhead et al. (1960). Apds 71 horas, as culturas
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foram submetidas a tratamento com colchicina 0,0016% por 1 hora. Em
seguida, a preparagao foi submetida a tratamento com solugcéo hipotdnica
KCI 0,075M seguido de fixagdo com metanol:acido acético (3:1) por trés
vezes.

As laminas contendo as preparagdes cromossOmicas foram
submetidas ao bandamento DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)-reverso
(padréao de bandas semelhante ao bandamento GTG). A técnica usada
consiste na imersdo das laminas contendo as preparacdes celulares em
solugdo seriada de etanol (70%, 90%, 100%) por 3 min cada. Apdos a
secagem, as laminas foram tratadas em solug¢ao de pepsina 10% a 37°C por
10 min. Em seguida, foram incubadas em solugao 2xSSC a 37°C por 10 min
e lavadas novamente em solugdo seriada de etanol. Apés a secagem, as
ldminas foram colocadas rapidamente em solugdo de formamida a 71°C e
lavadas em solugao seriada de etanol. Apds a secagem, foi adicionado 8 L
de DAPI nas regides com maior numero de metafases. Em seguida, as
ldminas foram mantidas a -20C por 24h antes da analise cromossdmica.

A analise citogenética foi realizada a partir da montagem e elaboragao
das formulas cariotipicas segundo recomendagdes do ISCN (2009). Um total
de 40 metafases por caso (SM89, SM89.2, SM89.3, SM89.4, SM89.5,
SM89.6, SM89.7) foram analisadas no microscopio Olympus BX61
conectado a um sistema de analise de imagens, Software BandView 4.5

(Applied Spectral Imaging, Israel).
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4 RESULTADOS

41 SEQUENCIAMENTO

4.1.1 Genes BRCA1, BRCA2, TP53 e CHEK2

A proposta deste estudo foi avaliar alteragbes genémicas por aCGH
num grupo de pacientes sem mutag¢des patogénicas nos genes BRCAL,
BRCA2, TP53 e CHEK2 avaliadas em um estudo anterior (coordenado pelo
Dr Benedito M Rossi e Dra Dirce M Carraro). Entretanto, no decorrer do
presente projeto alguns casos que estavam em analise dos dados de
sequenciamento foram confirmados como contendo tais mutagdes e ja
haviam sido analisados por aCGH. Por esta razdo, foram incluidos neste
estudo.

Entre esses casos, foram identificados trés com mutagdes
patogénicas no gene BRCAL incluindo: SM89 (Grupo 1), SM50 e SM102
(ambos do Grupo 2). No gene BRCA2, foi detectada mutacédo patoldgica
apenas no caso SM86 (Grupo 1) (Tabela 9). Estes casos ndo apresentaram

mutagdes nos genes TP53 e CHEK2.
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Tabela 9 - Mutacbes patogénicas no gene BRCAL1 e BRCAZ2 identificadas
em quatro pacientes.

Mutacao
Casos Grupo CNVs ;
Exon Nomenclatura

BRCA1

SM50 2 3 15 C.4794+1G>A

SM89 1 5 11 c.4406C>A, p.Y1429X

SM102 2 1 23 €.5582_5583insT, p.H1822Sfs*8
BRCA2

SM86 1 4 18 €.8423T>G, p.L2732*

41.2 Genes MLH1 e MSH2

Onze pacientes apresentaram mutagdes, envolvendo os genes MLH1
e MSH2. Entre as 10 mutagdes identificadas, apenas uma, no gene MLH1,
foi classificada como possivelmente patogénica. As demais foram
consideradas nao patogénicas (Tabela 10).

A mutacgao classificada como possivelmente patogénica identificada
no caso SM41 é do tipo missense, e esta localizada no éxon 16, na posi¢ao
1874, envolvendo a troca da base adenina por guanina. Essa alteragao
promove a troca do aminoacido tirosina por histidina (Tabela 10, Figura 4).

Entre as mutagbes classificadas como ndo patogénicas cinco foram
identificadas como missense (trés no MLH1 e duas no MSH2) e quatro
silenciosas (uma no MLHL1 e trés no MSH2) (Tabela 10, Figuras 4 e 5). Trés
casos (SM28, SM173 e SM154) apresentaram a mesma mutagdo nao

patogénica do tipo missense c.965G>A, p.G322D.
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Tabela 10 - Mutagbes nao patogénicas previamente descritas no LOVD e
MMR Gene Unclassified Variants Database, identificadas em nove
pacientes.

Casos Tgt;l:\llge Alteracao Exon Tipo Classificagcao
MLH1
SM41 12 C1874A>G,p.Y625H 16  Missense | ossivelmente
patogénica
SM91 0 c.637G>A, p.V213M 8 Missense Nao patogénica
SM98 18 c.1959G>T, p.L653L 17 Silenciosa Nao patogénica
SL55 4 €.2066A>G, p.Q689R 18 Missense Nao patogénica
SM100 13 €.2152C>T, p.H718Y 19 Missense N&o patogénica
SL36 8 c.2027T7>C, p.L67P 18 Missense Patogénica
MSH2
SM60 5 c.573C>T, p.L191L 3 Silenciosa N&o patogénica
SM28, 10
SM173, 7 €.965G>A, p.G322D 6 Missense N&o patogénica
SL154 8
SM91 0 €.984C>T, p.A328A 6 Silenciosa N&ao patogénica
SM67 4 c.1168 C>T; p.L390F 7 Missense N&o patogénica
SM92 6 €.1666T>C, p.L556L 11 Silenciosa Nao patogénica

A comparagédo entre o numero de CNVs entre os casos com e sem
mutagdes patogénicas nao foi diferente ente os casos analisados. O maior
numero de CNVs foi detectado na paciente SM98 (18 CNVs), que
apresentou mutacdo silenciosa ndo patogénica; em seguida foi a paciente
SM100 (13 CNVs) que apresentou mutacdo missense nao patogénica. A
paciente SM41 (12 CNVs) apresentou uma mutacdo missense
possivelmente patogénica. Os outros pacientes com mutagcdo né&o

patogénica apresentaram numero inferior ou igual a 10 CNVs.
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Figura 4 — Representagao

grafica das  mutagbes
identificadas no  gene
MLH1. A. SM41: mutacdo

missense e patogénica. B.
SM91: mutagcdo missense e nao
patogénica. C. SM100: mutacao
missense e nao patogénica. D.
SL55: mutagdo missense e nao
patogénica. E. SM98: mutacao
silenciosa e nao patogénica.
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Figura 5 - Representacdo grafica das mutacdes identificadas no gene
MSH2. A. SM28, SM173, SL154: mutagdo missense e ndo patogénica. B. SM67: mutagéo
missense e nao patogénica. C. SM91: mutagéo silenciosa e ndo patogénica. D. SM60:
mutagéo silenciosa e ndo patogénica.
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4.2 CGH ARRAY

4.2.1 Casos sem mutagcdo nos genes BRCA1, BRCA2, TP53, CHEK2,
MLH1, MSH2

No total foram identificadas 418 alteragbes genbmicas no grupo
amostral, composto por 59 pacientes (média: 7,08 CNVs/individuo, desvio
padrao (dp): 4,95 CNVs/individuo) e 706 no grupo controle, composto por
100 mulheres brasileiras e saudaveis (média: 7,06 CNVs/individuo, dp: 3,18
CNVs/individuo). Os dados da populagdo de mulheres brasileiras saudaveis
faz parte de um projeto aprovado pela FAPESP/CNPq - INCT de
Oncogendémica (Processo N°: 573589/2008-9). Estes achados foram
recentemente publicados (KREPISCHI et al. 2012a) e foram utilizados para a
comparagao com os dados do presente estudo.

O grupo 1, formado por 26 pacientes que tinham cancer de mama ou
colorretal, apresentou 161 alteragbes, envolvendo 76 regides
cromossOmicas, com média de 6,19 CNVs por individuo (dp: 5,0
CNVs/individuo). O grupo 2, composto por 33 pacientes com céncer de
mama e colorretal, apresentou 257 alteragdes, envolvendo 99 regides, com
média de 7,79 CNVs por individuo (dp: 7,0 CNVs/individuo).

A comparagao do numero de CNVs entre os 59 casos e os 100 casos
de referéncia ndo revelou diferenca significativa (P= 0,3882; Figura 6A).
Quando comparados individualmente com o grupo controle, os grupos 1 e 2
também n&o apresentaram diferenga significativa (P= 0,0983 e P= 0,8690,

respectivamente). Os casos que compdem o grupo 2 apresentaram um
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numero maior de CNVs, quando comparado com o grupo 1, entretanto, essa
diferenca também nao foi significativa (P= 0,1634; Figura 6B). O grupo 2
também apresentou um numero maior de CNVs quando comparado com o
grupo de referéncia, porém esse aumento nao foi significativo (P= 0,8690;

Teste de Mann-Whitney).

251 25+

20+ 20

154 154

10 104

Média de CNVs no genoma

Média de CNVs no genoma

T , T

Co nt'roles Ca;os (_‘-:1 G' 2
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Figura 6 - Frequéncia de CNVs no grupo controle e amostral. A. Nao foi
verificada diferenca significativa no numero de CNVs entre o grupo amostral e de referéncia
(P= 0,3882; Teste de Mann-Whitney). B. O grupo 2 apresentou um aumento no numero de
CNVs quando comparado com o grupo 1, porém néo foi significativo (P= 0,1634; Teste de
Mann-Whitney).

Dentre as alteragdes observadas no Grupo 1, 78 (48,45%) regides
estavam envolvidas em ganhos gendmicos e 83 (51,55%) em perdas
genbmicas (Figura 7A). A diferenca observada entre 0 numero de ganhos e
perdas gen6micas nao foi significativa (P= 0,4060). O tamanho das regides
de ganho variaram entre 15,7 Kb a 1,6 Mb (15.788 a 1.694.601 pb),
envolvendo o total de 147 genes e 2 microRNAs, enquanto as perdas
variaram de 21,0 Kb a 2,0 Mb (21.014 a 2.039.082 pb), englobando 96
genes e 3 microRNAs. A diferenca entre o tamanho das regides alteradas
envolvidas em ganhos e perdas genOmicas nao foi estatisticamente

significativa (P= 0,3986) (Figura 7B).
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Segundo os filtros adotados neste experimento, dois casos do grupo 1
nao apresentaram CNVs (SM91 e SM165) e trés casos, SM26 (17 CNVs),
SM98 (18 CNVs) e VCS (18 CNVs), apresentaram mais de 10 alteragdes
(Figura 7C).

Aproximadamente 15% das CNVs identificadas no grupo 1 estado
mapeadas no cromossomo 1 (24/161). Nos cromossomos 2, 3, 6, 8, 14, 15 e
22 foram observadas de 5 a 10% das CNVs. Os demais cromossomos (4, 5,
7,9, 10, 11, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 20, 21, X) apresentaram menos de 5%
das CNVs identificadas (Figura 7D).

Dentre as alteragbes observadas no Grupo 2, 119 (46,30%) regides
estavam envolvidas em ganhos e 138 (53,70%) em perdas genOmicas
(Figura 7A). A diferenga observada entre o numero de ganhos e perdas
genbmicas nao foi significativa (P= 0,3679). O tamanho das regides de
ganhos variaram entre 15,7 Kb a 96,5 Mb (15.788 a 96.494.907 pb),
envolvendo o total de 571 genes e 23 microRNAs, enquanto as perdas
variaram de 19,4 Kb a 5,6 Mb (19.463 a 5.670.203 pb), englobando 118
genes e 2 microRNAs. A diferenca entre o tamanho das regides alteradas
envolvidas em ganhos e perdas genémicas foi estatisticamente significativa
(P=0,0056) (Figura 7B).

Todos os casos do grupo 2 apresentaram pelo menos uma alteragao,
sendo que 8/33 apresentaram mais de 10 CNVs (SM7: 12, SM12: 11, SM37:
11, SM47: 19, SM64: 13, SM87: 22, SM88: 16, SM100: 13) (Figura 7C).

Aproximadamente 13% das CNVs identificadas entre as amostras do

grupo 2 estdo mapeadas no cromossomo 1 (33/257). Os cromossomos 19 e
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21 nao apresentaram CNVs. Por outro lado, nos cromossomos 2, 3, 4, 6, 8,
14 e 15 foram observadas de 5 a 10% das alteragdes. Os demais
cromossomos (5, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 16, 17, 18, 20, 22 e X) apresentaram
menos de 5% das CNVs identificadas (Figura 7D).

Os ganhos gendémicos do grupo 2 (15,7 Kb a 96,5 Mb) foram maiores
que as do grupo 1 (15,7 Kb a 1,6 Mb), porém essa diferengca nao foi
estatisticamente significativa (P= 0,1968, Teste de Mann-Whitney). O
mesmo foi observado entre as perdas genémicas. O grupo 2 apresentou
regides gendmicas envolvidas em perdas maiores (19,4 Kb a 5,6 Mb) que o
grupo 1 (21,0 Kb a 2,0 Mb), porém nao foi significativo (P= 0,9983, Teste de
Mann-Whitney).

No grupo de referéncia observou-se uma variacédo de tamanho entre
13,8 Kb a 2,0 Mb para ganho e uma variagédo entre 9,7 Kb a 6,0 Mb para
perda genbmica. O tamanho das alteragbes gendbmicas do grupo de
referéncia foi comparado com o tamanho das CNVs identificadas no grupo
amostral.

Nao foi observada diferenga significativa entre os tamanhos das
regides genbmicas envolvidas em ganhos dos grupos 1 e 2 quando
comparados com o grupo de referéncia (Grupo 1: P= 0,2973 e Grupo 2: P=
0,4249; Teste de Mann-Whitney). Porém, quando comparou-se o tamanho
das regides genémicas envolvidas em perdas nos grupos 1 e 2 com 0 grupo
de referéncia, observou-se uma diferenga marginalmente significativa com o
grupo 1 (P= 0,0609, Teste de Mann-Whitney) e uma diferenga significativa

com o grupo 2 (P=0,0271, Teste de Mann-Whitney).
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Apenas o hsa-mir-1268, mapeado em 15qg11.2, foi identificado como
alterado nos dois grupos. Ganhos do hsa-mir-1268 foi detectado em cinco
pacientes do Grupo 1 (SM4, SM48, SM92, SM98, VCS) e seis pacientes do
Grupo 2 (SM33, SM59, SM87, SM88, SL154 E MT67). Perdas envolvendo o
miR1268 foi detectado em um caso (MT39). Entre os pacientes envolvidos
em ganho, apenas dois (SL154 e MT67) apresentaram alteragdes idénticas,
de mesmo tamanho (1.609.899 pb). Os pacientes SM92 e VCS (Grupo 1) e
SM59 (Grupo 2) apresentaram a mesma alteragao, incluindo tamanho (pb) e

numero de sondas.
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Figura 7 - Representacao grafica das alteragdes gendmicas identificadas no grupo 1 e 2. A. Total de alteragdes envolvendo regides de
ganho e perda. B. Tamanho das altera¢cdes gendmicas envolvidas em ganhos e perdas. C. Quantidade de ganhos e perdas identificadas em cada paciente do
grupo amostral. Em azul e vermelho representam os casos com zero CNV e mais de 10 CNVs, respectivamente. D. Quantidade de ganhos e perdas

identificadas em cada cromossomo. Em azul estao representados os cromossomos sem alteragao.
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Apds a comparacao das alteragcbes com o grupo controle, as CNVs
foram divididas em trés classes: CNVs comuns, identificadas em mais de
1% do grupo referéncia (individuos saudaveis da populagédo brasileira);
CNVs raras, identificadas em 1% ou ausentes no grupo controle e as CNVs
novas raras, ausentes no grupo controle e no banco de dados DGV.

No grupo 1 foram identificadas 83 CNVs comuns, 66 raras e 12 novas
raras (Figura 7). No grupo 2, foram verificadas 133 CNVs comuns, 107 raras
e 17 novas raras (Figura 8). Nao houve diferenca significativa quando se

comparou os tipos de CNVs entre os dois grupos de casos (grupos 1 e 2).

175

161 275

257

83+

1334
1074

Namero de CNVs
Numero de CNVs

12

174

Figura 8 - Representagao grafica dos tipos de CNVs (comuns, raras € novas
raras) detectadas apds a comparagao com o grupo controle nos dois grupos
de casos. A. CNVs observadas no grupo 1. B. CNVs verificadas no grupo 2.

Neste estudo foram consideradas como relevantes apenas as CNVs
raras e novas raras. No grupo 1, 57 das 66 CNVs raras nao foram
detectadas na populacdo saudavel de referéncia; as demais, estdo descritas

em 1% dessa populagao e descritas no DGV. Apenas uma alteragao rara,
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envolvida em perda genémica, presente em 1% do grupo controle, ndo esta
descrita no banco de dados do DGV. Essa alteragao, identificada na
paciente SM28, tem 30.698 pb, esta mapeada em 3p24.3 e engloba o gene
TBC1D5. Todas as CNVs novas raras estdo ausentes no grupo controle e no
banco de dados do DGV (Tabela 11).

No grupo 2, 84/107 CNVs raras n&o estdo descritas na populagao
controle, e o restante, esta descrito em 1% dessa populagdo. Todas as
CNVs novas raras estao ausentes no grupo controle e no banco de dados do
DGV (Tabela 12).

No grupo 1, oito CNVs foram identificadas em mais de um paciente,
sendo sete raras (1p31.1, 4q34.1, 6p11.2, 6p21.33, 15911.2, 22911.23 e
Xg22.2) e uma nova rara (14923.1). No grupo 2, 11 CNVs foram
identificadas em mais de um paciente, sendo 10 raras (1p21.1, 3926.1,
4q34.1, 6p21.33, 8p11.23, 11911, 15911.2, Xp21.3 e Xg22.2) e uma nova
rara (11p11.2). Foram identificadas duas CNVs envolvendo a regiao
cromossOmica 6p21.33. Ambas estavam envolvidas em perdas gendmicas e
englobando os mesmos genes (HLA-H e HCG2P7), porém apresentavam
tamanhos diferentes (19.463 pb e 32.798 pb). A alteracdo de maior tamanho
estava ausente na populacao referéncia, porém também foi identificada em
pacientes do grupo 1 (SM71 e SM174). Outras CNVs mapeadas em 1p31.1,
4q34.1, 6p11.2, 6p21.33, 11p11.2, 14923.1, 15911.2, Xp21.3 e Xqg22.2
também foram identificadas em pacientes dos dois grupos amostrais. A
alteragado gendmica detectada nas regides cromossémicas 22q11.23 (Grupo
1) e 1p21.1, 3926.1, 8p11.23, 11g11 (Grupo 2) foram exclusivas de cada
grupo. Todas as CNVs, exceto a 6p21.33, identificadas em mais de um

paciente estavam envolvidas em ganhos gendmicos.



Tabela 11 - Alteragbes novas raras e raras detectadas no grupo 1 apds comparagao com o grupo de referéncia.

Novas Raras

Cronlfsglszomica Casos Start End Tal(T:)abl;ho C%::che S'::lgzs Evento P valor Genes MicroRNA F;Le?:?dn\?:
3p12.3 SM56 78990568 79028038 37470 0 4 P 5,29E-14 ROBO1 - -
4912 SM98 56785476 56809225 23749 0 3 G 5,32E-13 KIAA1211 - -
6g24.3 VCS 146324451 146392895 68444 0 4 G 1,31E-13 SHPRH, GRM1 - -
7p22.2 SM26 2513093 2536948 23855 0 3 G 1,32E-12 LFNG - -
7p22.2 VCS 2106885 2127052 20167 0 3 G 1,93E-16 MADIL1 - -
11p11.2 SM98 46965179 46988641 23462 0 3 G 1,08E-13 C11lorf49 - -
14q23.1 SM83 60588068 60606107 18039 0 3 G 3,564E-13  SLC38A6 - -
SM173 60588068 60606107 18039 0 3 G 4,27E-15 SLC38A6 - -
14932.11 SM98 89113111 89136415 23304 0 3 G 3,80E-12 FOXN3, PRO1768 - -
19913.32 VCS 52220023 52266884 46861 0 4 G 4,03E-14 NPAS1, TMEM160, ZC3H4 - -
21922.3 SM26 45195687 45218964 23277 0 3 G 7,76E-13  C21orf70 - -
21922.3 SM173 42682926 42756744 73818 0 8 G 6,18E-16 TMPRSS3, UBASH3A - -
Raras
Cronlfsglszomica Casos Start End Tal(T:)abl;ho C%::che S'::lgzs Evento P valor Genes MicroRNA F;Le?:?dn\?:
SM5 72541243 72681514 140271 0 6 G 3,67E-19 - - ++
1p31.1 VCS 72541243 72681514 140271 0 6 G 6,61E-17 - - ++
1p31.1 VCS 76801602 77352325 550723 0 34 P 1,33E-83 ST6GALNAC3, ST6GALNACS, PIGK - +
1p31.1 SM4 72541243 72652273 111030 1% 5 G 3,34E-33 - - ++
1p36.13 SM60 16887848 17104545 216697 0 6 P 4,02E-13 ESPNP, MSTP9 - ++
ACAP3, PUSL1, CPSF3L, GLTPD1,
TAS1R3, DVL1, MXRAS8, AURKAIP1,
1p36.33 SM26 1217817 1436882 219065 0 4 G 1,90E-23 CCNL2, LOC148413, MRPL20, - ++
LOC441869, TMEMS88B, VWA1,
ATAD3C, ATAD3B
1921.1 SM174 147203077 147510732 307655 1% 16 P 6,15E-21 LOC645166 - ++
1925.1 SL167 173715270 173993630 278360 0 24 G 4,53E-56 TNR - +
2p11.2 SM44 89387396 89902565 515169 1% 17 P 2,79E-26 - - ++
2p11.2-p11.1  SM174 89231429 91270511 2039082 0 29 P 6,84E-29 LOC654342 - ++
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Cont/ Tabela 11

Cronljggls%cr)nica Casos Start End Ta?;?)r;ho Cimfocl)e Slg;g:s Evento P valor Genes MicroRNA Zreeéﬁ\(;":
2p11.2-p11.1  SM174 89231429 91270511 2039082 0 29 P 6,84E-29 LOC654342 - ++
2p21 SM98 44026550 44089677 63127 0 5 G 1,39E-13 LRPPRC - +
2q37.3 SM173 242572531 242596854 24323 1% 5 P 1,37E-19 - - ++
3p14.2 SM98 60461801 60832267 370466 0 31 P 2,64E-87 FHIT - ++
3p24.3 SM28 17702466 17733164 30698 1% 3 P 2,12E-14 TBC1D5 - -
30925.1 SM28 152973708 153025401 51693 0 6 P 1,58E-13 LOC201651, AADAC - +
3q926.1 SL167 164023302 164101976 78674 0 5 G 1,48E-24 - - ++
4q34.1 SM4 173648289 173706608 58319 0 6 G 1,38E-16 GALNTL6 - ++
SM83 173648289 173706608 58319 0 6 G 4,76E-15 GALNTL6 - ++
5q11.2 SM98 55595250 55858437 263187 0 13 G 1,59E-14 - - +
6p11.2 SM56 57354689 57598026 243337 0 21 P 2,43E-20 PRIM2 - ++
SM98 57354689 57598026 243337 0 21 G 1,99E-18 PRIM2 - ++
6p21.32 SM65 32558477 32630048 71571 0 4 P 2,27E-20 HLA-DRB5, HLA-DRB6 - ++
6p21.33 SM71 29962649 29995447 32798 0 4 P 1,05E-24 HLA-H, HCG2P7 - ++
SM174 29962649 29995447 32798 0 4 P 2,38E-13 HLA-H, HCG2P7 - ++
6q14.1 SM60 78930685 79080188 149503 0 6 G 4,85E-14 - - ++
7p22.3 VCS 1234712 1275138 40426 0 4 G 4,67E-26 UNCX - ++
7922.1 SM26 100078445 100117194 38749 0 4 G 3,10E-12 ACTL6B, GNB2, GIGYF1 -
7936.1 VCS 150385608 150402661 17053 0 3 G 7,03E-18  CDKS5, SLC4A2 - +
8p22 SM98 15996182 16066256 70074 0 7 P 2,67E-27 MSR1, MSR1 - ++

DEFB103A, DEFB103B, SPAG11B,
DEFB104A, DEFB104B, DEFB106B,
8p23.1 VCS 7260242 7791134 530892 0 6 G 4,86E-15 DEFB106A, DEFB105B, DEFB105A, - ++
DEFB107A, DEFB107B, FAM90A7,
SPAG11A, DEFB4

8g22.2 SM44 100324211 100677923 353712 0 33 P 142E-95 VPS13B hsa-mir-599, +
hsa-mir-875

9p23 SM98 11917481 11997247 79766 0 P 2,16E-17 - - ++

9g34.2 VCS 136445503 136472396 26893 0 G 524E-20 RXRA - +
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Cont/ Tabela 11

Regiao Tamanho Grupo N° de . Presenca
Cromossémica Casos Start End (pb) Controle Sondas Evento P valor Genes MicroRNA de CNVs

ANUBL1, FAM21C, AGAPA4,
PTPN20B, PTPN20A, FRMPD2L1,
FRMPD2L2, BMS1P1, BMS1P5,

1Oq1111 2221 ) SM5 45478133 47172734 1694601 0 26 G 2,25E-22  SYT15, GPRIN2, PPYR1, - ++
att- LOC728643, ANXA8, ANXAS8L1,
FAM25C, FAM25G, FAM25B,
LOC642826, ANTXRL
GPRIN2, PPYR1, LOC728643,
10911.22 SM26 46404719 47104046 699327 0 18 P 1,65E-23  ANXAS8, ANXA8L1, FAM25C, - ++
FAM25G, FAM25B, LOC642826
10922.3 SM98 79390845 79470057 79212 0 8 G 9,96E-14 POLRS3A, RPS24, RPS24, RPS24 - +
IFITAL, IFITL, IFITS, SLC16A12, :
10923.31 SL167 91117725 91616789 499064 0 40 G 1,66E-61 PANKL, FLJ37201, KIF20B hsa-mir-107 +
11924.2 SM76 123710241 123774277 64036 0 5 P 1,68E-18 ORS8B2, OR8B3 - +
11925 SL155 133858824 134217023 358199 0 19 G 1,83E-33 - - ++
12p12.3 SM83 16293026 16594803 301777 0 18 G 1,64E-35 MGST1, LMO3 - +
12p13.31 SM173 9528390 9554349 25959 0 3 P 1,88E-16 - - ++
PRR20, LOC729233,
13921.1 SM5 56581739 56726208 144469 0 8 P 3,04E-14 LOC729240, LOC729246, - ++
LOC729250, LOC729240,
14911.2 SM56 19377090 19484213 107123 0 8 G 1,90E-28 OR4K2, OR4K5, OR4K1 - ++
LOC727924, OR4AM2, OR4N4, hsa-mir-
15911.2 SM4 19805760 20336087 530327 0 24 G 9,08E-30 LOC650137. GOLGASD, LOC283767 1268 ++
LOC727832, GOLGASC,
LOC646214, CXADRP2, POTEB, hsa-mir-
15911.2 SM48 18824422 20029853 1205431 0 43 G 1,85E-79 LOC727924, OR4M2, OR4N4. 1268 ++
LOC650137
LOC727832, GOLGASC,
LOC646214, CXADRP2, POTEB, hsa-mir-
15911.2 SM98 18835460 20366870 1531410 0 47 G 5,64E-45 LOC727924, ORAM2, OR4NA. 1268 ++

LOC650137, GOLGAS8D, LOC283767
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Crorﬁggls%omica Casos Start End Tar(’r;abr;ho ch;:fc;)le Sr::lggs Evento P valor Genes MicroRNA dezilnvg:
LOC727832, GOLGABC, LOC646214,
SM92 18692665 20060261 1367596 1% 47 G 546E-161 CXADRP2, POTEB, LOC727924, ol ++
15q11.2 OR4M2, OR4N4, LOC650137
LOC727832, GOLGABC, LOC646214, |
VCS 18692665 20060261 1367596 1% 47 G  821E-226 CXADRP2, POTEB, LOC727924, ol +
OR4M2, OR4N4, LOC650137
15925.3 SM5 84564656 84700852 136196 0 13 G 148E-19 AGBLL :
159253 SMO8 84627424 84700852 73428 0 8 G 695E-13 AGBLL :
16p13.3-p13.2 SM76 6243005 6328849 85844 0 7 P 219E21 A2BPL :
179253 SM28 75294309 75555217 260908 0 21 G 2,36E21 ENPP7, CBX2, CBX8, CBX4, TBCI1D16 : +
18912.1 VCS 27225938 27298267 72329 0 7 G 246E-19 DSG4, DSG3 : ¥
19p12 SM26_ 20399500 20493601 94101 0 5 P 1,09E-13 ZNF826 : +
19p13.3 VCS 721124 746808 25664 0 3 G 210E13 - :
2091333 SM26 60845336 60876102 30766 0 4 G 360E-15 NTSRI :
21p11.2-p11.1  SM5 9888612 10116158 227546 0 12 P MEs e OEh BACES : +
22q11.21 VCS 18513409 18544726 31317 0 4 G 747E-18  ZDHHCS : +
soqi1zs  SM28 23994418 24253362 258044 1% 21 G 214E-15 IGLL3, LRP5L : .
SM173 23994418 24253362 258944 1% 21 P 442E-32 IGLL3, LRP5L : ++
Xp21.3 SM98_ 26674328 26777592 103264 0 4 G 267E-13 - :
Xp22.11 SM4 22870465 22931729 61264 0 6 P 440E-26 DDX53 :
X222 SM5 102927098 102980861 53763 0 6 G 354E-15 PLPL, RAB9B :
SM98 102927098 102980861 53763 0 6 G 713E-15 PLP1, RAB9B : +
Xq22.2 SM26_ 103072582 103174860 102278 0 10 G 183E-15_ TMSBISB, H2BFXP, H2BFWT : +

P: perda genémica; G: ganho gendmico; - ausente; + <3 CNVs descritas no DGV; ++ mais de 3 CNVs descritas no DGV.

68



Tabela 12 - Alteragbes novas raras e raras detectadas no grupo 2 apds comparagdo com o grupo de referéncia.

Novas Raras

Cror;ngglsaé?mica Casos Start End Tar(’r;)abr;ho C%::f;e s':;g:s Evento P valor Genes MicroRNA de?:?\]n\;}:
1923.3 SM150 162030664 162091051 60387 0 5 P 1,66E-15 - - -
1931.2 SM63 191625780 191727377 101597 0 3 P 9,18E-16 - - -
3p12.3 SM37 78990568 79028038 37470 0 4 P 1,19E-18 ROBO1 - -
3p14.1 SM87 71124097 71233818 109721 0 9 G 6,46E-13 FOXP1 - -
5p15.2 SM88 12752465 12787290 34825 0 3 P 1,17E-14 - - -
5q11.2 SM88 55603156 55657043 53887 0 5 G 5,95E-14 - - -
6p22.1 SM77 29201691 29260945 59254 0 6 P 3,31E-14 OR2J2 - -
7p22.3 SL16 996692 1047907 51215 0 8 G 4,00E-14  C7orf50 hsa-mir-339 -
7936.3 SM6 158001395 158021351 19956 0 5 P 1,25E-26 PTPRN2 hsa-mir-595 -
11p11.2 SM87 46965179 46988641 23462 0 3 G 2,01E-13 C11lorf49 - -

SM88 46965179 46988641 23462 0 3 G 6,87E-13  Cllorf49 - -
13q14.3 SM37 49039910 49062297 22387 0 5 G 1,02E-20 RCBTB1 - -
14923.1 LFS144 60588068 60606107 18039 0 3 G 7,19E-16  SLC38A6 - -
15926.1 SM87 89111000 89147948 36948 0 5 G 3,70E-12 BLM - -

16921 SM7 61782647 61890318 107671 0 5 P 6,82E-20 - - -

17925.1 SM87 71478161 71511523 33362 0 3 G 8,68E-15 ACOX1, LOC100134934, CDK3 - -

Xq13.1 SM87 71348690 71391442 42752 0 3 G 5,41E-14 ERCCG6L - -

Raras

Crorﬁggls%omica Casos Start End Tar(’r;abr;ho C?):ll::)c:)le S':;ggs Evento P valor Genes MicroRNA def:%n\f:

AMY2B, LOC648740, AMY2A,

0211 SM88 103899571 104012720 113149 0 6 G 1,67E-13 AMY1A. AMY1C, AMY1B - ++
AMY2B, LOC648740, AMY2A

SL154 103899571 104012720 113149 0 6 1,74E-27 AMYlA: AMY1C, AM‘YlB ' - ++

1p31.1 SM33 72541243 72681514 140271 0 6 4,93E-15 - - ++
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Cont/ Tabela 12

Regiao Tamanho  Grupo N° de . Presenca
Cromossémica Casos Start End (pb) Controle Sondas Evento P valor Genes MicroRNA de CNVs
1p36.33 sSM47 842526 870300 27774 0 3 G 3,31E-12  FLJ39609, SAMD11, NOC2L - +

SDF4, B3GALT6, FAM132A,
UBE2J2, LOC100128842,
SCNN1D, ACAPS3, PUSL1,
CPSF3L, GLTPD1, TAS1RS,
1p36.33 SM47 1147038 1436882 289844 0 9 G 2,34E-17 DVL1, MXRAS, AURKAIP1, - ++
CCNL2, LOC148413, MRPL20,
LOC441869, TMEM88B, VWAL,

ATAD3C, ATAD3B

1921.1 SM77 147346171 147510732 164561 1% 13 P 7,64E-16 - - ++

LOC645166, LOC645166,
LOC388692, FCGR1C,
PPIALAC, PPIAL4A,
o LOC728855, FCGRI1A,
1921.1-921.2 MT28 147203077 148081969 878892 1% 18 P 2,19E-14 HIST2H2BF. HIST2H3D, - ++
HIST2H4A, HIST2H4B,
HIST2H3C, HIST2H3A,

HIST2H2AA4, HIST2H2AA3

1944 MT39 246805321 246875216 69895 1% 6 G 3,76E-13 OR2T10, OR2T11, OR2T35 - -
2011.2 SM47 89387396 89902565 515169 1% 17 P 6,11E-18 - - -
2p11.2 SM88 85641167 85677891 36724 0 4 G 6,92E-13 SﬁffélVAMPS’ VAMPS, ; +

2p112-p11.1  SL24 89387396 91057322 1669926 0 18 P 333E24 - - o+

LOC654342, GGT8P,

2p11.2-q11.1  MT16 89222763 94892966 5670203 0 31 P 590E-17  OCORAS ; +
2p21 SM88 44026550 44089677 63127 0 5 G 9,13E13 LRPPRC -
2022.2 SL55 38254265 38346267 92002 0 9 P 2,03E-28  C2orf58 -
29321 SM47 186064414 186277467 213053 0 10 P 113E21 - -

2937.3 SM150 242514393 242666698 152305 0 13 P 387E-25 - . p

3p24.2 SM64 26254389 26371477 117088 0 4 P 2,07E-14 - . ¥

Se261 SM64 163977134 164101976 124842 0 7 G 147614 - - o

a4ee- SM100 163977134 164101976 124842 0 7 G 115E-16 - ; -+
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Cont/ Tabela 12

Cron?ggls%omica Casos Start End Tar(’r;abr;ho C(ci::fc:)le S':;ggs Evento P valor Genes MicroRNA Z::Z%nvg:
3q29 SM34 198515487 199044044 528557 0 37 P  507E-95 E\?#b?&%%zg' KIAAQ226, hsa-mir-922  ++
MYL5, MFSD7, PCGF3, CPLX1, GAK,
TMEM175, DGKQ, SLC26A1, IDUA,
4p16.3 SM47 663477 1721606 1058129 0 79 G 173E-28 58221%6\1’3557':;ElT’BRp'fzclfc;rﬁEf)Nz‘ ++
MAEA, KIAAL530, CRIPAK, FAM53A,
SLBP, TMEM129, TACC3
4p163 SM87 61352 107546 46194 0 4 G 227E-15 ZNF595, ZNF718 - -+
4922.2-q352 SM100 94533109 191028016 96494907 0 4905 G 0 Varios Varios +
4927 - 281 MT5 123062674 124438167 475493 0 41 G 129E-31 FGF2, NUDT6, SPATAS - +
493122 SM37 145061838 145197056 135218 0 5 P 165618 GYPB - ++
49322 SM63 162088801 162147533 58732 0 4 G 764E17 - - ++
oy SM7 173648289 173706608 58319 0 6 G 150E-12 GALNTL6 - -+
LFS144 173648289 173706608 58319 0 6 G 9,80E-15 GALNTL6 - ++
4341 SM87 173687683 173706608 18925 0 3 G 209E-12 GALNTL6 - +
4352 SM19 189868084 190768054 899970 0 50 G 510E-67 - - ++
4352 SM101 190850927 190887401 36474 0 3 G 467E-15 - - "
5p15.2 SM12 12645163 12722931 77768 0 4 P 862E13 - - +
6p11.2 SM47 57354689 57508026 243337 0 21 P 415618 PRIM2 - ++
6p11.2 SM87 57377759 57598026 220267 0 19 G  525E-18 PRIM2 - ++
6p11.2 SM88 57385552 57598026 212474 0 18 G 3,89E-16 PRIM2 - ++
SM6 20962649 29982112 19463 1% 3 P 171E-15 HLAH, HCG2P7 - ++
6p21.33 SL55 20962649 29982112 19463 1% 3 P 6,14E-35 HLAH, HCG2P7 ; ++
MT39 20962649 29982112 19463 1% 3 P 400E-29 HLAH, HCG2P7 - ++
6021.33 SM64 29962649 20995447 32798 0 4 P 952618 HLAH, HCG2P7 - ++
SM100 20962649 29995447 32798 0 4 P 861E-15 HLAH, HCG2P7 ; ++
6p21.33 SM88 29950605 30004836 54231 0 6 P 169E-17 HLA-H, HCG2P7, HCG4P6 - ++
6p25.3 SM100 129579 455857 326278 0 24 G  558E-17 DUSP22, IRF4, EXOC2 ; -+
6912 SM34 65552358 65828618 276260 0 18 P 327E-41 EVS - +
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Cont/ Tabela 12

Cron?ggls%omica Casos Start End Tar(’r;abr;ho Cﬁ::fc:)le S':;gzs Evento P valor Genes MicroRNA Z:aez%nvg:
6927 SM33 168081402 168324202 242800 0 16 G 1,12E-28 MLLT4, HGC6.3, KIF25, FRMD1 - ++
7p12.1 MT5 53428317 53550819 122502 1% 7 P 6,03E-17 - - ++
7p22.2 SM12 4325467 4494595 169128 0 8 P 8,02E-26 - - ++
7p22.3 SL16 1234712 1264286 29574 0 3 G 2,13E-22 UNCX - ++
DPY19L2P4, STEAP1, STEAP2
7921.13 SM12 89582137 90167047 584910 0 45 G 4,78E-63 C70r63, GTiDBPlo, Ci_DN12 ’ - ++
7931.31 SM87 120298740 120426730 127990 0 12 G 1,17E-15 ING3, C70rf58 - +
8p11.23 SM33 39356395 39464777 108382 1% 10 G 4,66E-19 ADAM5P, ADAM3A - ++
SM63 39356395 39464777 108382 1% 10 G 6,46E-51 ADAMS5P, ADAM3A - ++
8p11.23 SL16 39356395 39378251 21856 0 3 P 4,36E-28 ADAMS5P - ++
8p11.23 - p11.22 SM7 39356395 39511832 155437 0 13 P 7,59E-15 ADAMS5P, ADAM3A - ++
8p23.2 SM7 2337083 2546879 209796 0 10 P 7,52E-42 - - ++
8p23.3 SM100 897434 964825 67391 0 4 P 1,31E-19 - - ++
9p23 SM63 11942322 12104438 162116 0 6 P 8,50E-28 - - ++
9p23 SM150 12153030 12239707 86677 0 4 P 5,00E-15 - - ++
10p15.3 SL154 1204016 1706887 502871 0 38 P 1,52E-21 ADARB2, NCRNA00168 - +
10911.21 SM150 44567491 44669960 102469 1% 6 G 6,31E-16 - - ++
10q11.22 SM37 46395963 46568696 172733 1% 14 P 9,20E-33 GPRIN2, PPYR1, LOC728643 - ++
GPRINZ2, PPYR1, LOC728643,
ANXAS8, ANXAS8L1, FAM25C
10q11.22 MT39 46395963 47172734 776771 1% 24 P 2,59E-20 FAM25¢, FAM25I?;, LOC642£326, - ++
ANTXRL
10926.3 SM88 135103829 135227663 123834 1% 11 P 8,45E-35 LOC619207, CYP2E1, SYCE1 - ++
11p15.5 SM47 1941455 1993369 51914 0 8 G 3,76E-14 LOC100133545, H19 hsa-mir-675 ++
11q11 SM7 55141993 55207505 65512 0 7 G 2,22E-16 ORA4P4, OR4S2, OR4C6 - ++
SM150 55141993 55207505 65512 0 7 G 2,15E-16 OR4P4, OR4S2, OR4C6 - ++
11911 SM100 55157878 55187482 29604 0 4 P 3,20E-13 ORA4P4, OR4S2 - ++
11925 SM19 133858824 134217023 358199 0 19 G 6,52E-26 - - ++
12p13.31 SM33 9528390 9589925 61535 1% 6 G 2,93E-15 - - ++
12924.33 SM87 130299107 130381490 82383 0 6 P 1,09E-37 - - ++
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Cont/ Tabela 12

Regiao Tamanho Grupo N° de . Presenca
Cromossémica Casos Start End (pb) Controle Sondas Evento Pvalor Genes MicroRNA de CNVs

PRR20, LOC729233, LOC729240,

13921.1 SM63 56610686 56691555 80869 0 5 P 142E25 [ ootoek  aratass - +
13921.32 SM34 64630281 64779577 149296 0 6 P 385E-16 - -
139311 SM47 83920574 83973495 52921 0 4 G 434E-14 - -
14911.2 SM7 19286928 19484213 197285 0 11 G  159E-16 8§2:\("11' OR4N2, OR4K2, OR4KS, ; ++
14243 SM59 73060101 73092218 32117 0 4 P 436E-14 HEATR4, ACOTL - -+
14932.33 SM47 103627065 103644481 17416 0 4 G 757E-15 ASPG - +
1432.33 SM100 105856772 106312055 455283 0 38 G 166E-21 LOC100133469 - *
1432.33 SM100 105602402 105848535 246133 1% 18 P 083ES58 - - -+
1432.33 SL24 105962105 106002379 40274 1% 5 P 360E20 - - -+
LOC727832, GOLGASC, LOC646214,
15q11.2 SM12 18741516 19882911 1141395 0 30 G 2,59E-39 CXADRP2, POTEB, LOC727924, - +
OR4M2
LOC727832, GOLGASC, LOC646214,
CXADRP2, POTEB, LOC727924, hsa-mir-
15q11.2 SM33 18862856 20336087 1473231 0 44 G T22E108 Grans oRana LOCOSOLAT e ++

GOLGAS8D, LOC283767

LOC727832, GOLGAS8C, LOC646214, hsa-mir-
15q11.2 SM59 18692665 20060261 1367596 1% 47 G 1,35E-36 CXADRP2, POTEB, LOC727924, 1268 ++
OR4M2, OR4N4, LOC650137

LOC727832, GOLGASC, LOC646214,

15q911.2 SM67 18692665 19882911 1190246 1% 31 G 2,32E-80 CXADRP2, POTEB, LOC727924, - ++
OR4M2
LOC727832, GOLGAS8C, LOC646214,
CXADRP2, POTEB, LOC727924, hsa-mir-

15q911.2 SM87 18692665 20336087 1643422 0 49 G 3,40E-67 OR4M2, OR4N4, LOC650137, 1268 ++

GOLGAS8D, LOC283767

LOC646214, CXADRP2, POTEB, hsa-mir-
15911.2 SM88 19146396 20366870 1220474 0 40 G 4,64E-21 LOC727924, OR4AM2, OR4ANA4, 1268 ++
LOC650137, GOLGAS8D, LOC283767
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Regiao Tamanho Grupo N° de . Presenca
Cromossémica Casos Start End (pb) Controle Sondas Evento P valor Genes MicroRNA de CNVs

LOC727832, GOLGASC,

15911.2 MT16 18450362 19882911 1432549 0 32 G 8,83E-59 LOC646214, CXADRP2, POTEB, - ++
LOC727924, OR4M?2
LOC727832, GOLGASC,
LOC646214, CXADRP2, POTEB, .

15q11.2 MT39 18741516 20317192 1575676 0 47 P 2,61E-27 LOC727924. OR4M?2, OR4N4, hsa-mir-1268 ++
LOC650137, GOLGAS8D, LOC283767
LOC727832, GOLGASC,

o R LOC646214, CXADRP2, POTEB, e
SL154 18450362 20060261 1609899 1% 48 G 2,72E-74 LOC727924. OR4M?2, ORA4N4. hsa-mir-1268 ++

LOC650137

15q11.2
LOC727832, GOLGASC,

o ) LOC646214, CXADRP2, POTEB, o
MT67 18450362 20060261 1609899 1% 48 G 1,26E-33 LOC727924. OR4M?2, OR4N4, hsa-mir-1268 ++

LOC650137

15021.3 SM33 54484950 54513771 28821 0 5 G 2,74E-14 TEX9, MNS1 - ++

15021.3 SM87 54497983 54513771 15788 0 3 G 7,71E-15 TEX9, MNS1 - ++

RUNDC2C, LOC606724, BOLAZ2,
BOLAZ2B, GIYD1, GIYD2, SULT1A3,
SULT1A4, LOC388242, LOC613038,
LOC440354, SLC7A5P1, SPN,
QPRT, C160rf54, MAZ, PRRT2,
16p11.2 SM47 29238604 30104991 866387 0 48 G 5,63E-31 C160rf53, MVP, CDIPT, LOC440356, - ++
SEZ6L2, ASPHD1, KCTD13,
TMEM219, TAOK2, HIRIP3, INOSOE,
DOC2A, Cl160rf92, FAM57B, ALDOA,
PPPAC, TBX6, YPEL3, GDPDS,
MAPK3, LOC100271831, CORO1A

16p11.2 MT28 32481109 33559407 1078298 1% 19 G 6,54E-15 LOC729355, TP53TG3, SLC6A10P, - ++
LOC283914, LOC283914,
16p11.2 - p11.1 SM87 34309887 34584993 275106 0 10 G 1,49E-14 LOC146481 - ++
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Regido Tamanho Grupo
Cromossomica Casos Start End (pb) Controle

N° de
Sondas

Evento

P valor

Genes

MicroRNA

Presenca
de CNVs

16p13.3 SM47 447079 1440204 993125 0

84

2,14E-31

RAB11FIP3, C160rf10, SOLH,
C16o0rfl1, FLJ36208, PIGQ,
RAB40C, WFIKKN1,
C160rf13, C160rf14, WDR90,
RHOT2, RHBDL1, STUB1,
JMJID8, WDR24, FBXL16,
METRN, FAM173A, CCDC78,
HAGHL, HAGHL, NARFL,
MSLN, MSLNL, RPUSD1,
CHTF18, GNG13,
LOC388199, LMF1, SOXS,
LOC146336, SSTRS,
C1QTNF8, CACNAIH,
TPSG1, TPSB2, TPSAB1,
TPSD1, LOC100130430,
UBEZ2I, UBE2I, BAIAP3,
C160rf42, GNPTG, UNKL,
C160rf91, CCDC154, CLCN7

hsa-mir-662

++

16g22.3 MT67 72929586 72964983 35397 1%

7,59E-13

LOC283922

++

17921.31 SL154 41553026 41653061 100035 0

3,39E-15

KIAA1267

++

17925.3 SM47 76680753 77053383 372630 0

2,38E-23

BAIAP2, AATK, LOC388428,
AZI1, C170rf56, C170rf89,
SLC38A10, C170rf55,
TMEM105, BAHCCL1

hsa-mir-
657, hsa-
mir-338,
hsa-mir-
1250

++

18p11.32 SL154 1909485 1970987 61502

2,76E-13

++

20p12.1 MT67 14746898 14832929 86031

1,52E-15

MACROD?2

++

20p12.3 SM34 8163519 8216565 53046

2,97E-12

PLCB1

++

20p13 SM64 69321 124381 55060

8,83E-31

DEFB126, DEFB127,
DEFB128

o © |[Oo|jo|O

20q13.33 SM47 60845336 60876102 30766

A O | B|OO[O

®| T |T|T|T

6,39E-13

NTSR1
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Crorﬁgglsaéomica Casos Start End Tar(rrl)abr;ho ch;:fc;)le Sr:;g:s Evento P valor Genes MicroRNA Zzez%n\?sa
22q13.1 SM47 38315615 38389382 73767 0 7 G 2,34E-25 CACNALI - +
Xp21.3 SM33 26674328 26777592 103264 0 4 G 2,96E-15 - - +

SM87 26674328 26777592 103264 0 4 G 1,10E-15 - - +
Xq22.2 SM87 102927098 102980861 53763 0 6 G 3,49E-13 PLP1, RAB9B - +
SM88 102927098 102980861 53763 0 6 G 9,80E-15 PLP1, RAB9B - +

P: perda genémica; G: ganho genémico; - ausente; + <3 CNVs descritas no DGV; ++ mais de 3 CNVs descritas no DGV.
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No grupo 1, 41 das 66 CNVs raras estavam envolvidas em ganhos
(15.788 a 1.694.601 pb) e 25 em perdas genémicas (24.323 a 2.039.082 pb).
Onze das 12 CNVs novas raras compreendiam regides de ganho (18.093 a
73.818 pb) e uma de perda genémica (37.470 pb) (Figura 8A).

No grupo 2, 62 das 107 CNVs raras estavam envolvidas em ganhos
(15.788 a 96.494.907 pb) e 45 em perdas gendbmicas (19.463 a 5.670.203
pb). Entre as CNVs novas raras, 10 das 17 estavam associadas a ganhos
(18.039 a 109.721 pb) e 7 em perdas genbmicas (19.956 a 107.671 pb)
(Figura 8B).

Assim, os dois grupos de casos apresentaram um numero maior de
ganhos do que perdas tanto das CNVs raras como das novas raras (Figura

9).

L R e e,

M-l

Namero de CNVs
Numero de CNVs

Tipos das CNVs :
Tipos das CNVs

1 Ganho EE Perda A [J Ganho B Perda

B.

Figura 9 - Representacao grafica do numero de CNVs raras e novas raras

envolvidas em ganhos e perdas gendmicas. A. CNVs detectadas no grupo 1. B.
CNVs detectadas no grupo 2.
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As CNVs raras e novas raras foram comparadas dentro e entre os
grupos de pacientes para identificar quais eram exclusivas ou presentes em
mais de um caso.

Entre as alteragbes raras, foram identificadas 12 regides
cromossOmicas comuns aos dois grupos (nove ganhos, duas perdas e uma
perda/ganho), 47 eram exclusivas do grupo 1 (26 ganhos, 20 perdas e uma
perda/ganho) e 84 exclusivas do grupo 2 (45 ganhos e 39 perdas
genbmicas) (Tabela 13).

Entre as alteragbes novas raras, foram identificadas trés regides
cromossbmicas comuns aos dois grupos (dois ganhos e uma perda
genbmica), oito regides exclusivas do grupo 1 envolvidas em ganhos e 13

exclusivas do grupo 2 (sete ganhos e seis perdas gendmicas) (Tabela 13).



Tabela 13 - Alteragdes raras comuns aos grupos 1 e 2 ou exclusivas de cada grupo, apés comparagao com o grupo de referéncia.

CNVs Raras Comuns G1 e G2

Cron?igiséc‘)omica Casos Start End Ta?;:;;ho Cﬁ;l:rl?oc:e S'::lg:s Evento P valor Genes MicroRNA I;Le(s:(:ln\tl;:
SM5 (G1) 72541243 72681514 140271 0 6 G 3,67E-19 - - ++
1p31.1 SM33 (G2) 72541243 72681514 140271 0 6 G 4,93E-15 - - ++
VCS (G1) 72541243 72681514 140271 0 6 G 6,61E-17 - - ++
2p11.2 SM44 (G1) 89387396 89902565 515169 1% 17 P 2,79E-26 - - ++
SM47 (G2) 89387396 89902565 515169 1% 17 P 6,11E-18 - - ++
2p21 SM88 (G2) 44026550 44089677 63127 0 5 G 9,13E-13 LRPPRC - +
SM98 (G1) 44026550 44089677 63127 0 5 G 1,39E-13 LRPPRC - +
SM4 (G1)  1,74E+08 1,74E+08 58319 0 6 G 1,38E-16 GALNTL6 - ++
40341 SM7 (G2)  1,74E+08 1,74E+08 58319 0 6 G 1,50E-12 GALNTL6 - ++
SM83 (G1)  1,74E+08 1,74E+08 58319 0 6 G 4,76E-15 GALNTL6 - ++
LFS144 (G2) 1,74E+08 1,74E+08 58319 0 6 G 9,80E-15 GALNTL6 - ++
SM47 (G2) 57354689 57598026 243337 0 21 P 4,15E-18 PRIM2 - ++
6p11.2 SM56 (G1) 57354689 57598026 243337 0 21 P 2,43E-20 PRIM2 - ++
SM98 (G1) 57354689 57598026 243337 0 21 G 1,99E-18 PRIM2 - ++
SM7 (G2)1 29962649 29995447 32798 0 P 1,05E-24 HLA-H, HCG2P7 - ++
6p21.33 SM64 (G2) 29962649 29995447 32798 0 P 9,52E-18 HLA-H, HCG2P7 - ++
SM100 (G2) 29962649 29995447 32798 0 P 8,61E-15 HLA-H, HCG2P7 - ++
SM174 (G1) 29962649 29995447 32798 0 P 2,38E-13 HLA-H, HCG2P7 - ++
11q25 SM19 (G2) 1,34E+08 1,34E+08 358199 0 19 G 6,52E-26 - - ++
SL155 (G1) 1,34E+08 1,34E+08 358199 0 19 G 1,83E-33 - - ++
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Cont/ Tabela 13

Regido
CromossOmica

Tamanho Grupo N° de Presenca

Casos Start End (pb) Controle Sondas Evento P valor Genes MicroRNA de CNVs

LOC727832, GOLGASC, LOC646214,
SM59 (G2) 18692665 20060261 1367596 1% 47 G 1,35E-36 CXADRP2, POTEB, LOC727924, hsa-mir-1268 ++
OR4M2, OR4N4, LOC650137

LOC727832, GOLGASC, LOC646214,
15q11.2 SM92 (G1) 18692665 20060261 1367596 1% 47 G 5,46E-161 CXADRP2, POTEB, LOC727924, hsa-mir-1268 ++
OR4M2, OR4N4, LOC650137

LOC727832, GOLGAS8C, LOC646214,

VCS (G1) 18692665 20060261 1367596 1% 47 G 8,21E-226 CXADRP2, POTEB, LOC727924, hsa-mir-1268 ++
OR4M2, OR4N4, LOC650137

SM87 (G2) 54497983 54513771 15788 0 3 G 7,71E-15 TEX9, MNS1 - ++

159213 VCS (G1) 54497983 54513771 15788 0 3 G 6,06E-14 TEX9, MNS1 - ++
20q13.33 SM26 (G1) 60845336 60876102 30766 0 4 G 3,60E-15 NTSR1 - +
SM47 (G2) 60845336 60876102 30766 0 4 G 6,39E-13 NTSR1 - +

SM33 (G2) 26674328 26777592 103264 0 4 G 2,96E-15 - - +

Xp21.3 SM87 (G2) 26674328 26777592 103264 0 4 G 1,10E-15 - - +
SM98 (G1) 26674328 26777592 103264 0 4 G 2,67E-13 - - +

SM5 (G1) 1,03E+08 1,03E+08 53763 0 6 G 3,54E-15 PLP1, RAB9B - +

Xq22.2 SM87 (G2) 1,03E+08 1,03E+08 53763 0 6 G 3,49E-13 PLP1, RAB9B - +
SM88 (G2) 1,03E+08 1,03E+08 53763 0 6 G 9,80E-15 PLP1, RAB9B - +

SM98 (G1) 1,03E+08 1,03E+08 53763 0 6 G 7,13E-15 PLP1, RAB9B - +

80



Cont/ Tabela 13

CNVs Raras Exclusivas G1

Regiao Tamanho Grupo N° de . Presenca
Cromossémica Casos Start End (pb) Controle Sondas Evento P valor Genes MicroRNA de CNVs
1p31.1 SM4 72541243 72652273 111030 1% 5 G 3,34E-33 - - ++
1p31.1 VCS 76801602 77352325 550723 0 34 P 1,33E-83 ST6GALNAC3, ST6GALNACS, PIGK - +
1p36.13 SM60 16887848 17104545 216697 0 6 P 4,02E-13 ESPNP, MSTP9 - ++

ACAP3, PUSL1, CPSF3L, GLTPD1,
TASI1R3, DVL1, MXRAS8, AURKAIP1,
1p36.33 SM26 1217817 1436882 219065 0 4 G 1,90E-23 CCNL2, LOC148413, MRPL20, - ++
LOC441869, TMEM88B, VWAL,
ATAD3C, ATAD3B

1921.1 SM174  1,47E+08 1,48E+08 307655 1% 16 P 6,15E-21 LOC645166, LOC645166 - ++
1925.1 SL167  1,74E+08 1,74E+08 278360 0 24 G 4,53E-56 TNR - +
2p11.2-p111 SM174 89231429 91270511 2039082 0 29 P 6,84E-29 LOC654342 - ++
2q37.3 SM173  2,43E+08 2,43E+08 24323 1% 5 P 1,37E-19 - - ++
3p14.2 SM98 60461801 60832267 370466 0 31 P 2,64E-87 FHIT - ++
3p24.3 SM28 17702466 17733164 30698 1% 3 P 2,12E-14 TBC1D5 - -
3025.1 SM28 1,53E+08 1,53E+08 51693 0 6 P 1,68E-13 LOC201651, AADAC - +
3026.1 SL167  1,64E+08 1,64E+08 78674 0 5 G 1,48E-24 - - ++
5q11.2 SM98 55595250 55858437 263187 0 13 G 1,59E-14 - - +
6p21.32 SM65 32558477 32630048 71571 0 4 P 2,27E-20 HLA-DRB5, HLA-DRB6 - ++
6q14.1 SM60 78930685 79080188 149503 0 6 G 4,85E-14 - - ++
7p22.3 VCS 1234712 1275138 40426 0 4 G 4,67E-26 UNCX - ++
79221 SM26 1E+08 1E+08 38749 0 4 G 3,10E-12 ACTL6B, GNB2, GIGYF1 - +
7936.1 VCS 1,5E+08 1,5E+08 17053 0 3 G 7,03E-18 CDK5, SLC4A2 - +
8p22 SM98 15996182 16066256 70074 0 7 P 2,67E-27 MSR1 - ++
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Regido Tamanho Grupo N° de . Presenca
Cromossémica Casos Start End (pb) Controle Sondas Evento P valor Genes MicroRNA de CNVs
DEFB103A, DEFB103B, SPAG11B,
SPAG11B, DEFB104A, DEFB104B,
8p23.1 VCS 7260242 7791134 530892 0 6 4,86E-15 DEFB106B, DEFB106A, DEFB105B, - ++
DEFB105A, DEFB107A, DEFB107B,
FAM90A7, DEFB4
8922.2 SM44  1E+08 1,01E+08 353712 0 33 1,42E-95 VPS13B hsa-mir-599,
hsa-mir-875
9p23 SM98 11917481 11997247 79766 4 2,16E-17 - - ++
9q34.2 VCS 1,36E+08 1,36E+08 26893 5,24E-20 RXRA - +
ANUBL1, FAM21C, AGAP4, PTPN20B,
PTPN20A, FRMPD2L1, FRMPD2L2,
10911.21 - FRMPD2L1, FRMPD2L2, BMS1P1,
qﬂ '22 SM5 45478133 47172734 1694601 0 26 2,25E-22 BMS1P5, SYT15, GPRIN2, PPYR1, - ++
att. LOC728643, ANXA8, ANXAS8L1,
FAM25C, FAM25G, FAM25B,
LOC642826, ANTXRL
GPRINZ, PPYR1, LOC728643, ANXAS,
10911.22 SM26 46404719 47104046 699327 0 18 1,65E-23 ANXAS8L1, FAM25C, FAM25G, FAM25B, - ++
LOC642826
10922.3 SM98 79390845 79470057 79212 0 8 9,96E-14 POLR3A, RPS24, RPS24, RPS24 - +
IFITLL, IFITL, IFIT5, SLC16A12, PANK1, .
10923.31 SL167 91117725 91616789 499064 0 40 1,66E-61 PANKL, FLJ37201, KIF20B hsa-mir-107 +
11924.2 SM76 1,24E+08 1,24E+08 64036 0 5 1,68E-18 OR8B2, OR8B3 - +
MGST1, MGST1, MGST1, MGST1,
12p12.3 SM83 16293026 16594803 301777 0 18 1,64E-35 LMO3, LMO3 - +
12p13.31 SM173 9528390 9554349 25959 0 3 1,88E-16 - - ++
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Cronlfsgisééomica Casos Start End Tar(r;atl)r;ho c?):,:f;e S’:;g:s Evento P valor Genes MicroRNA Z':é?\ln\;}:
13921.1 SM5 56581739 56726208 144469 0 8 P 3,04E-14 EoRgg(z)élz_fec,T_égczggélz_goc,%)czégémo, +
14q11.2 SM56 19377090 19484213 107123 0 8 G  190E-28 OR4K2, OR4K5, ORAK1 - -+
15q11.2 SM4 19805760 20336087 530327 0 24 G  9,08E-30 tgggég?é‘?‘: ggihcgiéooﬁfgézsam? hsa-mir-1268  ++

LOC727832, GOLGASC, LOC646214,
15q11.2 SM48 18824422 20029853 1205431 0 43 G  185E-79 CXADRP2, POTEB, LOC727924, hsa-mir-1268  ++
OR4M2, OR4N4, LOC650137
LOC727832, GOLGASC, LOC646214,
15q11.2 SM9O8 18835460 20366870 1531410 0 47 G  564E-45 géﬁﬁgfghiﬁffééggggﬁm' hsa-mir-1268  ++
GOLGASD, LOC283767
1525.3 SM5 84564656 84700852 136196 0 13 G  148E-19 AGBLL - .
15q25.3 SM98 84627424 84700852 73428 0 G  6,95E-13 AGBLL ; ¥
16p13.3-p13.2  SM76 6243005 6328849 85844 0 P 219E-21 A2BPL ; ¥
17925.3 SM28 75294309 75555217 260908 0 21 G 236E-21 Egcplpg’lngz' CBX2, CBX8, CBX4, ; ++
18912.1 VCS 27225038 27298267 72329 0 G  246E-19 DSG4, DSG4, DSG3 ; "
19p12 SM26 20399500 20493601 94101 0 P 1,09E-13 ZNF826 ] -+
19p13.3 VCS 721124 746808 25684 0 G  210E-13 - ; ¥

21p11.2-p111  SM5 9888612 10116158 227546 0 12 P 1,94E-15 gi&fgﬁg‘é BAGE4, BAGES, ; +
22q11.21 VCS 18513400 18544726 31317 0 4 G  7,47E-18 ZDHHC8 ; -+
2241123 SM28 23094418 24253362 258944 1% 21 G  214E-15 IGLL3, LRP5L - -+

SM173 23004418 24253362 258944 1% 21 P 442E-32 IGLL3, LRP5L ; -+
Xp22.11 SM4 22870465 22931729 61264 0 6 P 4,40E-26 DDX53 ; ¥
Xq22.2 SM26  1,03E+08 1,03E+08 102278 0 10 G  183E-15 TMSB15B, H2BFXP, H2BFWT - +
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CNVs Raras Exclusivas G2

Regiao Tamanho Grupo N° de . Presenca
Cromossémica Casos Start End (pb) Controle Sondas Evento P valor Genes MicroRNA de CNVs
AMY2B, LOC648740, AMY2A, AMY1A,
- SM88 1,04E+08 1,04E+08 113149 0 6 G 1,67E-13 AMY1C. AMY1B - ++
p21.
AMY2B, LOC648740, AMY2A, AMY1A,
SL154  1,04E+08 1,04E+08 113149 0 6 G 1,74E-27 AMY1C. AMY1B - ++
1p36.33 SM47 842526 870300 27774 0 3 G 3,31E-12 FLJ39609, SAMD11, NOC2L - +
SDF4, B3GALT6, FAM132A, UBE2J2,
LOC100128842, SCNN1D, ACAPS3,
PUSL1, CPSF3L, GLTPD1, TAS1R3,
1p36.33 SM47 1147038 1436882 289844 0 9 G 2,34E-17 DVLL, MXRA8, AURKAIPL, CCNL2, - ++
LOC148413, MRPL20, LOC441869,
TMEMS88B, VWAL, ATAD3C, ATAD3B
19211 SM77 1,47E+08 1,48E+08 164561 1% 13 P 7,64E-16 - - ++
LOC645166, LOC645166, LOC388692,
FCGRI1C, PPIAL4C, PPIAL4A,
LOC728855, FCGRI1A, HIST2H2BF
- 0 _ ) ) ) _
1921.1-921.2 MT28 1,47E+08 1,48E+08 878892 1% 18 P 2,19E-14 HIST2H3D, HIST2H4A, HIST2H4B, ++
HIST2H3C, HIST2H3A, HIST2H2AA4,
HIST2H2AA3
1944 MT39 2,47E+08 2,47E+08 69895 1% 6 G 3,76E-13 OR2T10, OR2T11, OR2T35 - ++
2p11.2 SM88 85641167 85677891 36724 0 4 G 6,92E-13 GGCX, VAMPS8, VAMP5, RNF181 - +
2p11.2-p11.1 SL24 89387396 91057322 1669926 0 18 P 3,33E-24 - - ++
2p11.2-q11.1 MT16 89222763 94892966 5670203 0 31 P 5,90E-17 LOC654342, GGT8P, ANKRD20B - ++
2p22.2 SL55 38254265 38346267 92002 0 9 P 2,03E-28 C2o0rf58 - +
2932.1 SM47 1,86E+08 1,86E+08 213053 0 10 P 1,13E-21 - - +
2937.3 SM150 2,43E+08 2,43E+08 152305 0 13 P 3,87E-25 - - ++
3p24.2 SM64 26254389 26371477 117088 0 4 P 2,07E-14 - - +
30261 SM64 1,64E+08 1,64E+08 124842 0 7 G 1,47E-14 - - ++
s SM100 1,64E+08 1,64E+08 124842 0 7 G 1,15E-16 - - ++
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Regido Tamanho Grupo N° de . Presenca
Cromossémica Casos Start End (pb) Controle Sondas Evento P valor Genes MicroRNA de CNVs
BDH1, BDH1, BDH1, LOC220729,
3929 SM34 1,99E+08 1,99E+08 528557 0 37 P 5,97E-95 KIAA0226, KIAA0226, FYTTD1, hsa-mir-922 ++
LRCH3

MYL5, MFSD7, PCGF3, CPLX1, GAK,
TMEM175, DGKQ, SLC26A1, IDUA,
SLC26A1, SLC26A1, FGFRL1,
4p16.3 SM47 663477 1721606 1058129 0 79 G 1,73E-28 FGFRL1, FGFRL1, RNF212, SPON2, - ++
SPON2, LOC100130872, CTBP1,
C4orf42, MAEA, KIAA1530, CRIPAK,
FAMS3A, SLBP, TMEM129, TACC3

4p16.3 SM87 61352 107546 46194 0 4 G 2,27E-15 ZNF595, ZNF718 - ++
4q22.2 - q35.2 SM100 94533109 1,91E+08 96494907 0 4905 G 0 Vérios Vérios ++
4927 - q28.1 MT5 1,24E+08 1,24E+08 475493 0 41 G 1,29E-31 FGF2, NUDT6, SPATAS - +
4q931.22 SM37 1,45E+08 1,45E+08 135218 0 P 1,65E-18 GYPB - ++
4q32.2 SM63 1,62E+08 1,62E+08 58732 0 G 7,64E-17 - - ++
4q34.1 SM87 1,74E+08 1,74E+08 18925 0 G 2,09E-12 GALNTL6 - +
4q35.2 SM101 1,91E+08 1,91E+08 36474 0 G 4,67E-15 - - ++
4q35.2 SM19 1,9E+08 1,91E+08 899970 0 50 G 5,10E-67 - - ++
5p15.2 SM12 12645163 12722931 77768 0 4 P 8,62E-13 - - +
6p11.2 SM87 57377759 57598026 220267 0 19 G 5,25E-18 PRIM2 - ++
6p11.2 SM88 57385552 57598026 212474 0 18 G 3,89E-16 PRIM2 - ++
SM6 29962649 29982112 19463 1% 3 P 1,71E-15 HLA-H, HCG2P7 - ++

6p21.33 MT39 29962649 29982112 19463 1% 3 P 4,00E-29 HLA-H, HCG2P7 - ++
SL55 29962649 29982112 19463 1% 3 P 6,14E-35 HLA-H, HCG2P7 - ++

6p21.33 SM88 29950605 30004836 54231 0 6 P 1,69E-17 HLA-H, HCG2P7, HCG4P6 - ++
6p25.3 SM100 129579 455857 326278 0 24 G 5,68E-17 DUSP22, IRF4, EXOC2 - ++
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Crorlr-\:ggisﬁéomica Casos Start End Tar(r:)ir;ho C?):ll::)c:)le S?);ggs Evento P valor Genes MicroRNA dezilnvg:
6q12 SM34 65552358 65828618 276260 0 18 P 327E-41 EYS ; ¥
6027 SM33  1,68E+08 1,68E+08 242800 0 16 G 1,12E-28 MLLT4, HGC6.3, KIF25, FRMD1 - ++
7p12.1 MT5 53428317 53550819 122502 1% 7 P 603E-17 - ] -+
7p22.2 SM12 4325467 4494595 169128 0 P  802E-26 - - +
7p22.3 SL16 1234712 1264286 29574 0 G  213E-22 UNCX ; -+

DPY19L2P4, STEAPL, STEAP2,
7q21.13 SM12 89582137 90167047 584910 0 45 G  4,78E-63 STEAP2, STEAP2, C70rf63, ; -+
GTPBP10, CLDN12
7931.31 SM87  12E+08 12E+08 127990 0 12 G  1,17E-15 ING3, C7orf58 ; ¥
8p11.23 SL16 39356395 39378251 21856 0 3 P 436E-28 ADAMSP ] +
11,23 SM33 39356395 39464777 108382 1% 10 G  4,66E-19 ADAMSP, ADAM3A ; -+
SM63 39356395 39464777 108382 1% 10 G 646E-51 ADAMSP, ADAM3A ; "

8p11.23-p11.22  SM7 39356395 39511832 155437 0 13 P 7,59E-15 ADAMSP, ADAM3A - +
8p23.2 SM7 2337083 2546879 209796 0 10 P 752E-42 - ) ++
8p23.3 SM100 897434 964825 67391 0 4 P 131E-19 - - +
9p23 SM150 12153030 12239707 86677 0 4 P  500E-15 - ; -+
9p23 SM63 11942322 12104438 162116 0 6 P  850E-28 - ; -
10p15.3 SL154 1204016 1706887 502871 0 38 P 152E-21 ADARB2, NCRNA0O168 ; "
10q11.21 SM150 44567491 44669960 102469 1% 6 G  631E-16 - ; -+

GPRIN2, PPYR1, LOC728643,
10q11.22 MT39 46395963 47172734 776771 1% 24 P 2,50E-20 ANXA8, ANXASLL, FAM25C, FAM25G, ; -+
FAM25B, LOC642826, ANTXRL
10q11.22 SM37 46395963 46568696 172733 1% 14 P 920E-33 GPRIN2, PPYRL, LOC728643 ; -+
10926.3 SM88  1,35E+08 1,35E+08 123834 1% 11 8,45E-35 ggggll?zscyégrszl, SYCEL - ++
11p15.5 SM47 1941455 1993369 51914 0 8 G  376E-14 LOCL00133545, H19 hsa-mir-675  ++
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Regiao Tamanho Grupo N° de . Presenca
Cromossémica Casos Start End (pb) Controle Sondas Evento P valor Genes MicroRNA de CNVs
11911 SM100 55157878 55187482 29604 0 4 P 3,20E-13 OR4P4, OR4S2 - ++
111 SM7 55141993 55207505 65512 0 7 2,22E-16 OR4P4, OR4S2, OR4C6 - ++

a SM150 55141993 55207505 65512 0 7 G 2,15E-16 OR4P4, OR4S2, OR4C6 - ++
12p13.31 SM33 9528390 9589925 61535 1% 6 G 2,93E-15 - - ++
12024.33 SM87 1,3E+08 1,3E+08 82383 0 6 P 1,09E-37 - - ++

PRR20, LOC729233, LOC729240,

LOC729246, LOC729250, LOC729240,

PRR20, LOC729233, LOC729246,

LOC729250, LOC729240, LOC729233,
13921.1 SM63 56610686 56691555 80869 0 5 P 1,42E-25 PRR20, LOC729246, LOC729250, - ++

LOC729240, LOC729233, PRR20,

LOC729246, LOC729250, PRR20,

LOC729233, LOC729240, LOC729246,

LOC729250
13g21.32 SM34 64630281 64779577 149296 0 P 3,85E-16 - - +
13931.1 SM47 83920574 83973495 52921 0 G 4,34E-14 - - +
14911.2 SM7 19286928 19484213 197285 0 11 G  159E-16 823'\}("11’ ORAN2, OR4K2, OR4KS, ] ,+
14924.3 SM59 73060101 73092218 32117 0 4 P 4,36E-14 HEATR4, ACOT1 - ++
14932.33 SL24 1,06E+08 1,06E+08 40274 1% 5 P 3,60E-20 - - ++
14932.33 SM100 1,06E+08 1,06E+08 246133 1% 18 P 9,83E-58 - - ++
14932.33 SM100 1,06E+08 1,06E+08 455283 0 38 G 1,66E-21 LOC100133469 - ++
14932.33 SM47 1,04E+08 1,04E+08 17416 0 4 G 7,57E-15 ASPG - +

LOC727832, GOLGASC, LOC646214,
15911.2 MT16 18450362 19882911 1432549 0 32 G 8,83E-59 CXADRP2, POTEB, LOC727924, - ++

OR4M2

LOC727832, GOLGAS8C, LOC646214,

CXADRP2, POTEB, LOC727924, hsa-mir-
15911.2 MT39 18741516 20317192 1575676 0 47 P 2,61E-27 OR4M2, OR4N4, LOC650137, 1268 ++

GOLGAS8D, LOC283767
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Regido
Cromossomica

Casos

Start

End

Tamanho
(pb)

Grupo

Controle Sondas

N° de

Evento P valor

Genes

MicroRNA

Presenca
de CNVs

15q11.2

MT67

SL154

18450362

18450362

20060261

20060261

1609899

1609899

1%

1%

48

G 1,26E-33

G 2,72E-74

LOC727832, GOLGASC, LOC646214,
CXADRP2, POTEB, LOC727924,
OR4M2, OR4N4, LOC650137

LOC727832, GOLGAS8C, LOC646214,
CXADRP2, POTEB, LOC727924,
OR4M2, OR4N4, LOC650137

hsa-mir-
1268

hsa-mir-
1268

++

++

15q11.2

SM12

18741516

19882911

1141395

30

G 2,59E-39

LOC727832, GOLGAS8C, LOC646214,
CXADRP2, POTEB, LOC727924,
OR4M2

++

15q11.2

SM33

18862856

20336087

1473231

44

7,22E-
106

LOC727832, GOLGASC, LOC646214,
CXADRP2, POTEB, LOC727924,
OR4M2, OR4N4, LOC650137,
GOLGAS8D, LOC283767

hsa-mir-
1268

++

15q11.2

SM67

18692665

19882911

1190246

1%

G 2,32E-80

LOC727832, GOLGASC, LOC646214,
CXADRP2, POTEB, LOC727924,
OR4M2

++

15q11.2

SM87

18692665

20336087

1643422

49

G 3,40E-67

LOC727832, GOLGASC, LOC646214,
CXADRP2, POTEB, LOC727924,
OR4M2, OR4N4, LOC650137,
GOLGAS8D, LOC283767

hsa-mir-
1268

++

15q11.2

SM88

19146396

20366870

1220474

40

G 4,64E-21

LOC646214, CXADRP2, POTEB,
LOC727924, OR4AM2, OR4N4,
LOC650137, GOLGAS8D, LOC283767

hsa-mir-
1268

++

15¢21.3

SM33

54484950

54513771

28821

G 2,74E-14

TEX9, MNS1

++

16p11.2

MT28

32481109

33559407

1078298

1%

G 6,54E-15

LOC729355, TP53TG3, SLC6A10P,
LOC729355, TP53TG3, LOC729355,
TP53TG3

++
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Regiao Tamanho Grupo N° de . Presenca
Cromossémica Casos Start End (pb) Controle Sondas Evento P valor Genes MicroRNA de CNVs

RUNDC2C, LOC606724, BOLAZ2,
BOLAZ2B, GIYD1, GIYD2, SULT1A3,
SULT1A4, SULT1A3, SULT1A4,
LOC388242, LOC613038,
LOC440354, SLC7A5P1, SPN, SPN,
QPRT, Cl160rf54, MAZ, PRRT2,
C160rf53, MVP, MVP, CDIPT,

16p11.2 SM47 29238604 30104991 866387 0 48 G 5,63E-31 LOC440356, LOC440356, SEZ6L2, - ++
ASPHD1, KCTD13, TMEM219,
TAOK2, TAOK2, HIRIP3, INO8OE,
DOC2A, C160rf92, FAM57B,
ALDOA, ALDOA, ALDOA, ALDOA,
PPP4C, TBX6, YPELS, YPELS3,
GDPD3, MAPK3, LOC100271831,
CORO1A

LOC283914, LOC283914,
16p11.2 - p11.1 SM87 34309887 34584993 275106 0 10 G 1,49E-14 LOC146481 - ++

RAB11FIP3, RAB11FIP3, C160rf10,
SOLH, Cl6o0rfl1, FLJ36208, PIGQ,
PIGQ, RAB40C, WFIKKNL1,
C160rfl3, Cl16o0rfl4, WDR9O0,
RHOT2, RHBDL1, STUB1, JMJD8,
WDR24, FBXL16, METRN,
FAM173A, CCDC78, HAGHL,
HAGHL, NARFL, MSLN, MSLNL,
RPUSD1, CHTF18, GNG13,
LOC388199, LMF1, SOX8,
LOC146336, SSTR5, C1QTNFS,
CACNA1H, TPSG1, TPSB2,
TPSAB1, TPSD1, LOC100130430,
UBE2I, UBE2I, UBE2I, BAIAP3,
C160rf42, GNPTG, UNKL, UNKL,
C160rf91, CCDC154, CLCN7

16p13.3 SM47 447079 1440204 993125 0 84 G 2,14E-31 hsa-mir-662 ++

16922.3 MT67 72929586 72964983 35397 1% 4 7,59E-13 LOC283922 - ++

T

17921.31 SL154 41553026 41653061 100035 0 9 G 3,39E-15 KIAA1267 - ++
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BAIAP2, BAIAP2, BAIAPZ, AATK, hsa-mir-657,

17925.3 SM47 76680753 77053383 372630 0 33 G 238E23 (e e St CABAL, neamird3®, s
C170rf55, TMEM105, BAHCC1 1250

18p11.32 SL154 1909485 1970987 61502 0 5 P 276E-13 - - +

20p12.1 MT67 14746898 14832929 86031 0 8 P 152E-15 MACROD2 - ++

20p12.3 SM34 8163519 8216565 53046 0 4 P 297E-12 PLCBI - -+

20p13 SMe4 69321 124381 55060 0 5 P 883E-31 DEFB126, DEFB127, DEFB128 - +

22q13.1 SM47 38315615 38389382 73767 0 7 G  234E-25 CACNALI - +

P: perda genémica; G: ganho genémico; - ausente; + <3 CNVs descritas no DGV; ++ mais de 3 CNVs descritas no DGV.
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Tabela 14 - Alteragdes novas raras comuns aos grupos 1 e 2 ou exclusivas de cada grupo.

CNVs Novas Raras Comuns G1 e G2

Cron?ggis%omica Casos Start End Tar(r;abr;ho S':;gzs Evento P valor Genes MicroRNA
SM83 (G1) 60588068 60606107 18039 3 G 3,564E-13 SLC38A6 -
14923.1 SM173 (G1) 60588068 60606107 18039 3 G 4,27E-15 SLC38A6 -
LFS144 (G2) 60588068 60606107 18039 3 G 7,19E-16 SLC38A6 -
3p12.3 SM37 (G2) 78990568 79028038 37470 4 P 1,19E-18 ROBO1 -
SM56 (G1) 78990568 79028038 37470 4 P 5,29E-14 ROBO1 -
SM87 (G2) 46965179 46988641 23462 3 G 2,01E-13 C1l1orf49 -
11p11.2 SM88 (G2) 46965179 46988641 23462 3 G 6,87E-13 C11lorf49 -
SM98 (G1) 46965179 46988641 23462 3 G 1,08E-13 Cllorf49 -
CNVs Novas Raras Exclusivas G1
Cronl:fggisiomica Casos Start End Tal(:abr;ho Sﬁ;ggs Evento P valor Genes MicroRNA
4912 SM98 56785476 56809225 23749 3 G 5,32E-13 KIAA1211 -
6g24.3 VCS 146324451 146392895 68444 4 G 1,31E-13 SHPRH, GRM1 -
7p22.2 SM26 2513093 2536948 23855 3 G 1,32E-12 LFNG -
7p22.2 VCS 2106885 2127052 20167 3 G 1,93E-16 MAD1L1 -
14932.11 SM98 89113111 89136415 23304 3 G 3,80E-12 FOXN3, PRO1768 -
19913.32 VCS 52220023 52266884 46861 4 G 4,03E-14 NPAS1, TMEM160, ZC3H4 -
21922.3 SM26 45195687 45218964 23277 3 G 7,76E-13 C21orf70 -
21922.3 SM173 42682926 42756744 73818 8 G 6,18E-16 TMPRSS3, UBASH3A -
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CNVs Novas Raras Exclusivas G2

Regiao

Tamanho

N° de

Cromossémica Casos Start End (pb) Sondas Evento P valor Genes MicroRNA
1923.3 SM150 162030664 162091051 60387 5 P 1,66E-15 - -
1931.2 SM63 191625780 191727377 101597 3 P 9,18E-16 - -
3p14.1 SM87 71124097 71233818 109721 9 G 6,46E-13 FOXP1 -
5p15.2 SM88 12752465 12787290 34825 3 P 1,17E-14 - -
5911.2 SM88 55603156 55657043 53887 5 G 5,95E-14 - -
6p22.1 SM77 29201691 29260945 59254 6 P 3,31E-14 OR2J2 -
7p22.3 SL16 996692 1047907 51215 8 G 4,00E-14 C7orf50 hsa-mir-339
7q936.3 SM6 158001395 158021351 19956 5 P 1,25E-26 PTPRN2 hsa-mir-595
13q14.3 SM37 49039910 49062297 22387 5 G 1,02E-20 RCBTB1 -
15q26.1 SM87 89111000 89147948 36948 5 G 3,70E-12 BLM -
16921 SM7 61782647 61890318 107671 5 P 6,82E-20 - -
17q925.1 SM87 71478161 71511523 33362 3 G 8,68E-15 ACOX1, LOC100134934, CDK3 -
Xq13.1 SM87 71348690 71391442 42752 3 G 5,41E-14 ERCC6L -

P: perda genémica; G: ganho gendmico; - ausente
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Como descrito no item 3.2.3 da secdo Material e Métodos, todas as
alteragdes geradas pelo software DNA Analytics (Agilent Technologies)
foram baseadas no banco de dados Hg18 (NCBI Build 36, March 2006). No
grupo 1, 13 CNVs raras nado apresentavam genes descritos e duas CNVs
novas raras nao apresentavam genes caracterizados. No grupo 2, 30 CNVs
raras e cinco novas raras nao apresentavam genes descritos. Além disso,
uma CNV rara e duas novas raras nao apresentavam genes caracterizados.
Com o intuito de confirmar a auséncia de genes conhecidos nessas regides
cromossOmicas, as sequéncias de start e end de cada uma dessas
alteragdes foram pesquisadas no banco de dados UCSC Hg19 (NCBI Build
37, February 2009). Dessa maneira, verificou-se que no grupo 1, 3/13
alteragdes raras apresentavam genes descritos, e no grupo 2, 10/30
alteragdes raras e 1/5 novas raras, apresentavam genes descritos (Tabela

15).
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Tabela 15 - Alteragdes com genes descritos utilizando o Hg19 (NCBI Build 37,
February 2009).

Novas Raras

Regido Tamanho
. Casos Grupo Start Stop Evento Genes
Cromossomica (pb)
5p15.2 SM88 G2 12752465 12787290 34825 P TAG
Raras
Regido Tamanho
. Casos Grupo Start Stop Evento Genes
Cromossdmica (pb)
2qg32.1 SM47 G2 186064414 186277467 213053 P DD413621
2q37.3 SM173 G1 242572531 242596854 24323 P AK097934, BC101234
3q926.1 SL167 G1 164023302 164101976 78674 G BC073807
30261 SM64 G2 163977134 164101976 124842 G BC073807
aso- SM100 G2 163977134 164101976 124842 G BC073807
5p15.2 SM12 G2 12645163 12722931 77768 P TAG
8p23.2 SM7 G2 2337083 2546879 209796 P BC045738
8p23.3 SM100 G2 897434 964825 67391 P BC022082, BC038783
10911.21 SM150 G2 44567491 44669960 102469 G TMEM72-AS1
LOC283177,
11925 SL155 G1 133858824 134217023 358199 G
AK095081, AK125040
LOC283177,
11925 SM19 G2 133858824 134217023 358199 G
AK095081, AK125040
12924.33 SM87 G2 130299107 130381490 82383 P BC042649
BC042994,
14932.33 SM100 G2 105602402 105848535 246133 P
LINC00226

Como as CNVs novas raras ndao foram identificadas no grupo de
referéncia e nem no banco de dados do DGV, elas serdo detalhadamente
apresentadas. As CNVs novas raras sem genes conhecidos (1923.3, 1931.2,
5p15.2, 5911.2 e 16g21) ou caracterizados (C110rf49, C210rf70, C70rf50)
no banco de dados UCSC Hg18 (NCBI Build 36, March 2006), ndo seréo
detalhadas, porém poderdo ser alvo de estudos futuros. Apesar dessas
regides terem sido avaliadas no Hg19 e ter sido observados genes nessas
regides, eles nao codificam proteinas.

Os genes mapeados nas alteragdes cromossémicas novas raras

foram avaliados quanto as suas fungdes, utilizando o banco de dados EASE
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(http://david.niaid.nih.gov/david/ease.htm) (Tabela 16). Na Tabela 17 foram
descritos os dados das sequéncias genbmicas alteradas, como nome do
gene mapeado nessa regido, referéncia de localizacédo (start e end),
tamanho da alteracdo em pares de base (pb), numero de sondas presentes
na lamina de acordo com as informagdes do fabricante (Agilent
Technologies), numero de sondas alteradas de acordo com o software DNA

Analytics (Agilent Technologies) e localizagdo dessas sondas nos genes.



Tabela 16 - Fungdes dos genes mapeados nas CNVs novas raras, geradas pelo software DNA Analytics.

CNVs Novas Raras Comuns G1 e G2

Regiao

c N Casos Evento Genes Funcgéo génica
romossomica
3p12.3 G1f SM56 = ROBO1 Estrutura celular, motl'lldade e trarlsporte; crescimento, desenvolvimento
G2: SM37 € manutengao celular; comunicagao celular
G1: SM83, - . . ]
W@a1 SIS G sicass e ceuan molidade s anspore) metabojmo ceiar
G2: LFS144 ' ¢
CNVs Novas Raras Exclusivas G1
c Reg|aAo . Casos Evento Genes Fungao génica
romossomica
4912 SM98 G KIAA1211 Metabolismo celular
7p22.2 VCS G MAD1L1 Crescimento, desenvolvimento e manutengao celular
FOXN3 Metabolismo celular
14932.11 SM98 G PRO1768 i
CNVs Novas Raras Exclusivas G2
c Reg|ano . Casos Evento Genes Funcgao génica
romossomica
3p14.1 SM87 G FOXP1 Metabolismo celular
7936.3* SM6 P PTPRN2 Metabolismo celular
13q14.3 SM37 G RCBTB1 Crescimento, desenvolvimento e manutengao celular
15026.1 SM87 G BLM Metabgllsmo cglulaj; crescimento, desenvolvimento e manutengéo
celular; comunicagao celular
ACOX1 Estrutura celular, motilidade e transporte; metabolismo celular
17925.1 SM87 G  LOC100134934 - . .
CDK3 Estrutura celular, motilidade e transporte; metabolismo celular;

crescimento, desenvolvimento e manutengao celular

Legenda. * regido cromossdmica com microRNA (7g36.3: hsa-mir-595); P: perda gendmica; G: ganho gendémico; - ndo foram identificados.

96



Tabela 17 - Base de dados das sequéncias genémicas de acordo com as CNVs novas raras detectadas.

CNVs Comuns G1 e G2

Regiﬁno _ Casos Start End Tamanho Evento Genes Sopda_ls Sondas Localizagéo da
Cromossémica (pb) na ldamina alteradas sonda no gene
G1: SM56
3p12.3 G2: SM37 78990568 79028038 37470 P ROBO1 76 4 14-5
G1: SM83, SM173
14qg23.1 G2: LES144 60588068 60606107 18039 G SLC38A6 6 2 E14 ao E16
CNVs Exclusivas G1
RegiéAo _ Casos Start End Tamanho Evento Genes Sopda_ls Sondas Localizagado da
Cromossomica (pb) na lamina alteradas sonda no gene
4912 SM98 56785476 56809225 23749 G  KIAA1211 13 3 12-3
7p22.2 VCS 2106885 2127052 20167 G MAD1L1 32 3 111-12
14932.11 SM98 89113111 89136415 23304 G FOXN3 17 3 11-2
CNVs Exclusivas G2
RegiéAo _ Casos Start End Tamanho Evento Genes Sopd§s Sondas Localizagao da
Cromossomica (pb) na lamina alteradas sonda no gene
3p14.1 SM87 71124097 71233818 109721 G FOXP1 59 9 16-7 ao 112-13
7q936.3* SM6 158001395 158021351 19956 P PTPRN2 91 5 11-2
13q14.3 SM37 49039910 49062297 22387 G RCBTB1 12 3 11-2 ao 12-3
15q26.1 SM87 89111000 89147948 36948 G BLM 9 5 19-10 ao 118-19
ACOX1 4 1 23 )
-3 (CDK3) ao
17q925.1 SM87 71478161 71511523 33362 G EODE200134934 ;I 1 12-3 (ACOX1)

Legenda. * regido cromossémica com microRNA (7g36.3: hsa-mir-595); P: perda gendémica; G: ganho gendmico; |: intron; E: éxon.
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Entre as CNVs novas raras comuns aos grupos 1 e 2, foram
identificadas duas alteragdes envolvendo os genes ROBO1 e SLC38A6,
mapeados em 3p12.3 e 14q23.1, respectivamente. A perda genbmica
envolvendo o gene ROBO1, sera detalhada no item 4.3 desta segéo.

O ganho na regidao 14923.1, envolvendo o gene SLC38A6 foi
observado nos casos SM83 e SM173 (ambos do grupo 1) e LFS144 (grupo
2). O tamanho da alteracéo (18.039 pb) e as sequéncias alteradas, do éxon
14 ao éxon 16, também foram idénticas em todos os casos. A plataforma da
Agilent (4x180K), possui seis sondas para o gene SLC38A6 sendo duas
delas envolvidas em ganhos (Figura 10). Um familiar da paciente SM83
concordou em participar deste estudo, porém as alteracdes identificadas

nessa familia serdo apresentadas no item 4.2.3 desta secéo.
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Figura 10 - Representacao esquematica do ganho envolvendo o gene SLC38A6 mapeado em 14923.1 e os heredogramas

das pacientes com essa alteragdo. A. Ganho envolvendo o gene SLC38A6. B. Heredograma do caso SM173. A probanda do estudo, SM173
(111:3) desenvolveu cancer de mama aos 38 anos. C. Heredograma do caso LFS144. A paciente LFS144 (seta) apresentou cancer de mama e CCR

aos 61 e 68 anos, respectivamente. Ca: cancer; a: idade em anos.
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Entre as CNVs novas raras exclusivas do grupo 1, foram identificadas
quatro alteragcbes envolvendo os genes KIAA1211 (mapeado em 4q12),
MAD1L1 (mapeado em 7p22.2), FOXN3 (mapeado em 14q32.11),
TMPRSS3 e UBASH3A (ambos mapeados em 21g22.3).

O caso SM98 apresentou um total de 18 CNVs, sendo duas delas
novas raras envolvidas em ganhos gendmicos e englobando os genes
KIAA1211 e FOXN3. A plataforma 4x180K possui 13 sondas para o gene
KIAA1211 e 17 para o gene FOXN3. A alteragdo envolvendo o gene
KIAA1211 estava localizada no intron 2-3 e envolveu 23.749 pb (Figura
11A). O ganho no gene FOXN3 envolveu 23.304 pb e estava mapeada no
intron 1-2 (Figura 11B).

O ganho envolvendo o gene MADI1L1, mapeado em 7p22.2, foi
identificado na paciente VCS, a qual apresentou um total de 18 CNVs. O
gene identificado na alteragdo possui 32 sondas mapeadas na plataforma,
porém apenas trés, localizadas no intron 11-12, estavam envolvidas em

ganho genémico. O tamanho da alteragao foi 20.167 pb (Figura 12A).
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4q12: gene KIAA1211
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14q32.11: gene FOXN3
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7p22.2: gene MAD1L1
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Figura 12 - Representacdo esquematica do ganho envolvendo o gene MAD1L1 e o heredograma da paciente VCS. A.
Ganho envolvendo o gene MAD1L1, mapeado em 7p22.2. B. Heredograma do caso VCS. A paciente VCS (seta) foi diagnosticada com cancer de
mama aos 29 anos. Ca: cancer; a: idade em anos.
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Entre as CNVs novas raras exclusivas do grupo 2, foram identificadas
seis alteragdes envolvendo os genes FOXP1 (mapeado em 3p14.1),
PTPRN2 (mapeado em 7q36.3), RCBTB1 (mapeado em 13q14.3), BLM
(mapeado em 15926.1) e ACOX, LOC100134934, CDK3 (mapeados em
17925.1).

O caso SM87 apresentou um total de 22 CNVs, sendo trés novas
raras, envolvendo os genes FOXP1, BLM, ACOX, LOC100134934 e CDK3.
O gene FOXP1 possui 59 sondas mapeadas na plataforma, sendo nove
envolvidas no ganho identificado entre os introns 6-7 e 12-13 e englobando
109.721 pb (Figura 13A). O ganho na regido cromossémica 15q26.1
englobou 5/9 sondas mapeadas no gene BLM. A alteragdo com 36.948 pb
foi localizada entre os introns 9-10 ao 18-19 (Figura 13B). Os genes ACOX,
LOC100134934 e CDK3, mapeados na regiao 17g25.1, estdo envolvidos em
ganho gendmico. O gene ACOX é representado por quatro sondas e os
genes LOC100134934 e CDK3 por apenas uma. A alteragdo de 33.362 pb
englobou uma sonda de cada gene (Figura 13C). A irma da paciente SM87
(SM87.2 ou IlI:1), concordou em participar deste estudo, porém as
alteracbes apresentadas acima nao foram identificadas na familia.

A delegdo em 7q36.3 envolvendo o gene PTPRN2 foi identificada na
paciente SM6 e na sua filha (SM6.3 ou IlI:3). Nessa regido cromossémica
também foi identificado o microRNA, hsa-mir-595. O gene PTPRN2 é
representado por 91 sondas mapeadas, porém apenas quatro delas,

localizadas no intron 1-2, foram identificadas como alteradas. A CNV foi
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idéntica tanto no tamanho, 19.956 pb, como no numero de sondas
envolvidas (Figura 14).

O ganho do gene RCBTB1, mapeado em 13q14.3, foi identificado no
caso SM37 e em seus filhos (SM37.3 ou IV:1 e SM37.4 ou 1V:2), ambos sem
historia pessoal de cancer. A mesma paciente apresentou uma CNV nova
rara, envolvida em perda, englobando o gene ROBOL1, que sera descrita no
item 4.3 desta se¢ao. O tamanho da alteracdo em 13q14.3 foi 22.387 pb e a
regidao envolvida no ganho esta mapeada entre os introns 1-2 e 2-3. Ha 12
sondas desse gene na plataforma, sendo cinco envolvidas na alteragao

(Figura 15).



110

3p14.1: gene FOXP1

y
|l 2|
[ B Al
cu e —— o p—
R L e B = ™= A R B oE - B Ao
L - -1 =+ =+ o o+ -— = -+ oo ™S mm MM oo b TR L:-] w w0 - [--]
T o L ] by i) o -_— -— — — = = e e L ] L R K] o o cA o
2dd 9o o9 @ o g = == =TT wow SU 9 9g o o9 gnoa
n L]
----- i
i

_!T.__ﬂ-!_'u.-'f__.,}i___..!_-___w____llli_._.__._.'!_..i.. l!";imiz!i#' "I_l= R 'Ij '_. H,

Start: Stop:
71.124.097 71.233.818

il 1 2

A

Size: 109.721 pb




111

15q26.1: gene BLM
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17q25.1: genes ACOX1, LOC100134934, CDK3
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Figura 13 - Representagdo esquematica das alteragdes identificadas na
paciente SM87. A. Ganho envolvendo o gene FOXP1, mapeado em 3p14.1. B. Ganho
envolvendo o gene BLM, mapeado em 15926.1. C. Ganho envolvendo o gene ACOX1,
LOC100134934, CDK3, mapeados em 17g25.1. D. Heredograma do caso SM87. A
probanda do estudo SM87 (ll:1) apresentou cancer de mama e CCR aos 88 anos; a filha
SM87.2 (lll:1) foi diagnosticada com cancer de mama aos 58 anos. Ca: cancer; a: idade em
anos.
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7q36.3: gene PTPRN2
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Figura 14 - Representagcdo esquematica da perda envolvendo o gene
PTPRN2 e o heredograma da paciente SM6. A. Perda envolvendo o gene
PTPRN2, mapeado em 7q36.3. B. Heredograma do caso SM6. A paciente SM6 (lI:1)
apresentou CCR e cancer de mama aos 73 e 74 anos, respectivamente; o filho (SM6.2 ou
Ill:1) e a filha (SM6.3 ou IlI:3) ndo possuem historia pessoal de cancer. Ca: cancer; a: idade
em anos.
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13q14.3: gene RCBTB1
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Figura 15 - Representagdo esquematica do ganho envolvendo o gene

RCBTB1, mapeado em 13914.3. O heredograma da paciente SM37 sera
apresentado no item 4.3 desta secgao.
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Além da analise envolvendo todas as pacientes do grupo 1 e grupo 2,
foi realizada uma analise comparando as CNVs identificadas nas pacientes
que desenvolveram tumor acima dos 60 anos. Nessa analise, foram
selecionados trés pacientes do grupo 1 e nove do grupo 2. Entre as CNVs
identificadas nos pacientes do grupo 1, ndo foram observadas CNVs em
comum. Porém, no grupo 2 identificou-se 12 CNVs compartilhadas entre os
pacientes, sendo 11 CNVs comuns e uma CNV rara. Nessa analise,

observou-se que apenas 3/12 pacientes apresentaram mais de 10 CNVs.

4.2.2 Casos com mutacgao
Foram identificadas 33 alteragcbes nos seis pacientes positivos para
mutagbes nos genes BRCAl (SM50, SM89, SM102), BRCA2 (SM86) e

MLH1 (SM41, SL36) (Tabela 18).

Tabela 18 - Total de CNVs identificadas nos pacientes com mutacgao.

Genes Casos Grupo Tumor (idade) N° total de CNVs
SM50 2 Mama (36a); CCR (47a) 3
BRCA1 SM89 1 Mama (40a) 5
SM102 2 CCR (53a); mama (63a) 1
BRCA2 SM86 1 Mama (45a) 4
SM41 1 Mama (35a) 12
MLH1
SL36 2 CCR (43a); mama (50a) 8

Legenda. a: anos

Resumidamente, as pacientes com mutagcdo nos genes BRCAL e
BRCAZ2 apresentaram um numero inferior de CNVs (13 CNVs envolvendo 13

regides cromossémicas) quando comparadas com as pacientes com
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mutacdes no gene de reparo MLH1 (20 CNVs englobando 20 regides

cromossbmicas) (Figura 16).
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Figura 16 - Representacdo grafica do total de alteragcbes gendmicas
identificadas nos pacientes positivas para mutacées nos genes BRCA1/
BRCA2 e MLH1.

As pacientes com mutag¢des patogénicas nos genes BRCA1/BRCA2
apresentaram entre 1 (SM102) a 5 (SM89) CNVs (média: 3,25
CNVs/individuo e dp: 1,71 CNVs/individuo). Dentre essas alteragdes, seis
(46,15%) regides estavam envolvidas em ganhos e sete (53,85%) em perdas
genbmicas. O tamanho das regides de ganho variaram entre 26,9 Kb a
669,3 Kb (26.966 a 669.271 pb), envolvendo o total de 17 genes e um
microRNA, enquanto as perdas variaram de 19,3 Kb a 427,4 Kb (19.390 a
427.433 pb), englobando oito genes.

Entre as pacientes com mutagcdo no gene MLH1 foram detectadas 8
CNVs no caso SM41 e 12 no caso SL36 (média: 10,0 CNVs/individuo e dp:
2,83 CNVs/individuo). Foram observadas oito (40,0%) regides envolvidas em

ganhos e 12 (60,0%) em perdas genémicas. O tamanho das regides de
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ganho variaram entre 18,0 Kb a 1,5 Mb (18.039 a 1.513.410 pb), envolvendo
23 genes e um microRNA, enquanto as perdas variaram de 24,5 Kb a 3,4
Mb (24.499 a 3.744.294 pb), englobando 180 genes e quatro microRNAs.

O tamanho das CNVs, envolvidas tanto em ganhos como em perdas,
identificadas nos pacientes com mutagao no gene MLH1 foi maior quando
comparado com os pacientes com mutagao nos genes BRCA1 e BRCAZ2.
Porém essa diferenga nao foi significativa (P= 0,6982 e P= 0,8327,
respectivamente; Teste de Mann-Whitney).

Entre os microRNAs identificados nos pacientes com mutacgao,
apenas o0 hsa-mir-1268, envolvido em ganho gen6mico e mapeado em
15q11.2, foi detectado em mais de um paciente SM86 (BRCA2) e SM41
(MLH1). Porém essa alteragao nao foi idéntica e foi também identificada em
pacientes ndo portadores de mutagdes (Tabela 19).

Apdés a comparagdo com o grupo de referéncia (100 mulheres
brasileiras saudaveis) e com o banco de dados DGV, as pacientes
portadoras de mutagcdes em BRCA1/BRCA2 apresentaram oito CNVs raras
(quatro ganhos e quatro perdas gendmicas) € uma nova rara (ganho
gendmico). As pacientes portadoras de mutagcdo em MLH1 apresentaram 11
CNVs raras (seis ganhos e cinco perdas genémicas) e duas novas raras (um
ganho e uma perda gendémica).

Na Tabela 18 estdo representadas todas as CNVs identificadas nos

pacientes SM50, SM89, SM102, SM86, SM41 e SL36.



Tabela 18 - Alteragdes identificadas nos pacientes com mutacédo nos genes BRCA1, BRCA2 e MLHL1.

BRCA1
Regido Tamanho Grupo . N° . N°
Casos Cromossémica Start End (pb) Controle Tipo CNV Sondas Evento P valor Genes MicroRNAs CNVs
3926.1 163997028 164101976 104948 >1% Comuns 6 P 6,64E-72 -* - ++
4q13.2 69074940 69145174 70234 >1% Comuns 6 P 6,73E-42 UGT2B17 - ++
SM89 6q14.1 79035691 79080188 44497 >1% Comuns 3 P 3,40E-47 -* - ++
(G1) Xp22.2 11023614 11140914 117300 0 Nova rara 10 G 3,21E-34 HCCS, ARHGAP6 - -
Xp22.2 15480239 15693445 204206 0 Rara 19 G 176E-49 éigé' TMEM27, CASBP, - +
M50 6p11.2 57354689 57598026 243337 0 Rara 21 G 4,36E-11 PRIM2 - ++
(G2) 7934 142535765 142616483 80718 0 Rara 7 P 1,33E-14 PIP, TAS2R39 - +
9p21.1 31161777 31589210 427433 0 Rara 19 P 2,12E-30 -* +
(SG”;OZ 6p21.33 20962649 29982112 19463 1% Rara 3 p 6,28E-21 HLA-H, HCG2P7 - ++
BRCA2
Regiao Tamanho Grupo . N° . N°
Casos Cromossémica Start End (pb) Controle Tipo Sondas Evento P valor Genes MicroRNAs CNVs
1p31.1 72541243 72568209 26966 >1% Comuns 3 G 3,04E-14 - - ++
P704P, OR4Q3, OR4M1,
Swige 14g11.1-q11.2 18798441 19467712 669271 0 Rara 12 G BOTE-18 (N3 Oraks. ORAKS - ++
(G1) 15q11.2 19536835 20060261 523426 1% Rara 23 G 248E-45 tggggg?g‘?‘* ORAMZ, ORAN4, 1 camir-1268  ++
22q11.23 22701005 22720395 19390 0 Rara 3 P 364E-15 LOC391322, GSTTL, - ++

GSTTP2
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Cont/ Tabela 18

MLH1
Regiao Tamanho Grupo . N° . N°
Casos Cromossémica Start End (pb) Controle Tipo CNV Sondas Evento P valor Genes MicroRNAs CNVs
1p31.1 72541243 72652273 111030 >1% Comuns 5 G 4,85E-22 - - ++
1921.3 150822873 150853058 30185 >1% Comuns 3 1,57E-21 LCE3C, LCE3B - ++
1q44 246794352 246875216 80864 >1% Comuns 7 P 797E-11 82332’* OR2T10, OR2T11, ; +
2p22.3 34556234 34580733 24499 >1% Comuns 3 P 2,11E-59 - - ++
5p15.33 811969 873565 61596 1% Raras 3 P 4,96E-10 ZDHHC11 - ++
6p11.2 57354689 57598026 243337 0 Raras 21 G 1,36E-11  PRIM2 - ++
6p21.32 32587805 32630048 42243 >1% Comuns 3 P 4,88E-47 HLA-DRBS5, HLA-DRB6 - ++
6p21.33 20962649 30004836 42187 >1% Comuns 5 P 8,72E-18 HLA-H, HCG2P7, HCG4P6 - ++
FAM20C, PDGFA, PRKAR1B,
HEATR2, UNC84A, C70rf20,
ADAP1, COX19, CYP2W1,
SMa1 C70rf50, GPR146, GPER,
(1) ZFAND2A, UNCX, MICALL2,
7p22.3-p22.2 250032 3180773 2930741 0 Raras 198 P 9,90E-68 INTS1, MAFK, TMEM184A, hsa-mir-339  ++
PSMG3, KIAA1908, TFAMPL,
ELFN1, MAD1L1, FTSJ2,
NUDT1, SNX8, EIF3B, CHST12,
LFNG, C70rf27, IQCE, TTYHS3,
AMZ1, GNA12, CARD11
8p21.3 19221099 19482436 261337 0 Raras 23 1,46E-31 SH2D4A, CSGALNACT1 - +
14q32.2 95601727 95657184 55457 0 g‘;‘r’jg 4 P 2,09E-10 Cl40rf132 - -
LOC727832, GOLGASC,
LOC646214, CXADRP2, POTEB, | . .
15q11.2 18835460 20366870 1531410 0 Raras 47 G 6,31E-27 LOC727924, OR4M2, OR4N4, 1268 ++

LOC650137, GOLGASD,
LOC283767
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Cont/ Tabela 18

Regido Tamanho  Grupo . N° . N°
Casos Cromossémica Start End (pb) Controle Tipo CNV Sondas Evento P valor Genes MicroRNAs CNVs
AMY2B, LOC648740, AMY2A,
1p21.1 103899571 104012720 113149 0 Raras 6 G 2,32E-11 AMY1A AMY1C. AMY1B - ++
1p31.1 72541243 72568209 26966 >1% Comuns 3 P 1,24E-09 -* - ++
20912 40298071 40622903 324832 0 Raras 29 G 1,98E-15 PTPRT - +
PLEKHG4B, LOC389257,
CCDC127, SDHA, PDCD6,
AHRR, C5orf55, EXOC3,
LOC25845, SLC9A3, CEP72,
TPPP, ZDHHC11, BRD9,
5p15.33 204537 2430105 2225568 0 Raras 146 P 5,40E-45 BRD9, TRIP13, NKD2, - ++
SLC12A7, SLC6A19,
SL36 SLC6A18, TERT, CLPTMLL,
(G2) SLC6A3, LPCAT1, SDHAP3,
LOC728613, MRPL36,
NDUFS6, IRX4
HLA-H, HCG2P7, HCG4P6,
6p21.33 29962649 30026899 64250 0 Raras 6 P 4,66E-14 HLA-A29.1, HLA-A - ++
hsa-mir-210,
11p15.5-p15.4 200100 3944394 3744294 0 Raras 279 P 2,76E-79 Varios hsa-mir-675,  ++
hsa-mir-483
Novas
14923.1 60588068 60606107 18039 0 Raras 3 G 2,26E-09 SLC38A6 - -
17921.31 41527505 41635736 108231 1% Raras 10 G 2,23E-12 KIAA1267 - ++

Legenda. P: perda gendmca; G: ganho gendmico; - ausente; + <3 CNVs descritas no DGV; ++ mais de 3 CNVs descritas no DGV; * regides cromossémicas
analisadas no Hg19: somente a alteagdo em 3q16.1 (caso SM89) apresentou gene mapeado (BC073807), porém este ndo codifica proteina.
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4.2.3 Anadlise de CNVs entre os familiares

A selecdo de familiares foi realizada apds uma analise prévia dos
resultados de CGH array. Nessa analise, as CNVs foram classificadas em
comuns (presente no grupo de referéncia) e raras (ausente no grupo de
referéncia e com até trés descrigdes no banco de dados DGV). As CNVs
novas raras foram categorizadas de acordo com a Tabela 7, apresentada no
item 3.2.3 da se¢do Material e Métodos. Em seguida, utilizando-se o banco
de dados GeneCards (http://www.gencards.org - The Human Gene
Compendium) e o PUBMED (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed - US
National Library of Medicine), foram selecionados 0s genes com
envolvimento em processos tumorais. Dessa maneira, os familiares dos
pacientes que apresentavam essas alteragdes gendmicas especificas foram
convidados a participar do estudo.

Com isso, foram avaliados membros de oito familias (Grupo 1: SM26,
SM56 e SM83; Grupo 2: SM6, SM34, SM37, SM87; Grupo 3: SM89), sendo
cinco do grupo 1, nove do grupo 2 e seis do grupo 3. As alteracdes
identificadas nos probandos foram comparadas com as CNVs identificadas
nos seus familiares assim como com o grupo de referéncia e com o banco
de dados DGV.

Nas Tabelas 20 a 26 estdo representadas todas as CNVs
identificadas nos pacientes e em seus respectivos familiares. As CNVs
identificadas na familia da paciente SM89 serdo descritas na seg¢ao 4.3.2

desta secao.
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Na Tabela 20 estdo representadas as alteragdes identificadas na
familia SM6. Além da paciente SM6 (ll:1) diagnosticada com cancer
colorretal aos 73 anos e cancer de mama aos 74, fizeram parte do estudo
seu filho (SM6.2; 111:1) e sua filha (SM6.3; II:3), ambos sem histéria pessoal
de cancer. Entre as alteracbes observadas nesta familia, apenas quatro
segregaram entre os familiares. As alteragdbes mapeadas em 1p31.1,
6p21.32 e 15q11.2 representam CNVs comuns, porém a regiao
cromossOmica 7q36.3, envolvida em perda gendmica, representa uma CNV
nova rara. Essa alteracao foi descrita e detalhada no item 4.2.1 desta secéo.

A Tabela 21 representa as CNVs identificadas na familia SM26. A
paciente foi diagnosticada com CCR aos 78 anos e sua filha, SM26.2 (IV:1)
foi diagnosticada com cancer de mama aos 45 anos. Nesta familia, nove
CNVs apresentaram segregacao: sete CNVs comuns (1p31.1, 2p22.3,
3926.1, 3929, 8p11.23, 11911, 16p11.2) e duas CNVs raras (19p12,
Xq22.2). A perda gendmica identificada em 19p12 envolveu o gene ZNF826
e 0 ganho em Xp22.2 envolveu os genes TMSB15B, H2BFXP e H2BFWT.

As CNVs identificadas na familia SM34 estdo representadas na
Tabela 22. A paciente SM34 foi diagnosticada com cancer de mama e
colorretal aos 56 e 58 anos, respectivamente. Duas irmas da paciente
participaram do estudo: SM34.2 (ll:5) e SM34.3 (lll:6), porém apenas a
SM34.2 apresentou historia pessoal de cancer (cancer de mama aos 64
anos). Foram identificadas duas CNVs comuns e quatro CNVs raras nesta
familia. Todas as CNVs raras estavam envolvidas em perdas genbémicas.

Entre elas, duas foram identificadas tanto na paciente SM34 como nos
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familiares com (SM34.2) e sem (SM34.3) historia de cancer. As regides
envolvidas nessas alteragdes foram 6q12, englobando o gene EYS e
20p12.3, englobando o gene PLCB1. A perda genbmica em 3q29,
identificada na SM34 e SM34.2, envolveu os genes BDH1, LOC220729,
KIAA0226, FXTTD1 e LRCH3. A alteracdao em 20p12.3, identificada na
SM34 e SM34.3, envolveu o gene PLCBL.

Na familia SM37 foram identificadas cinco CNVs que segregavam
entre os familiares (Tabela 23). Participaram do estudo quatro parentes da
paciente SM37 (lll:1): dois filhos (SM37.3 ou IV:1 e SM37.4 ou IV:2), uma
filha (SM37.2 ou IV:3) e um irmao (SM37.5 ou I1lI:8). Entre os familiares,
apenas a filha, SM37.2, apresentou histéria pessoal de cancer (cancer de
mama aos 55 anos). Entre as alteragbes observadas, trés eram CNVs
comuns (2937.3, 14932.33 e 15914), uma CNV rara (4931.22) e uma CNV
nova rara (13q14.3). A regido cromossémica 13q14.3, envolvida em ganho,
foi descrita no item 4.2.1 desta sec¢ao.

Nenhuma das alteragbes identificadas na paciente SM56 segregou
entre os familiares (Tabela 24). A probanda SM56 desenvolveu cancer de
mama aos 50 anos; uma irma, SM56.2 (lll:5), apresentou cancer de
endométrio aos 58 anos e outra irma, SM56.3 (ll1:6) ndo apresentou histéria
pessoal de cancer.

Na Tabela 25 estdo representadas as alteracdes identificadas na
familia SM83. Participaram deste estudo a paciente SM83 (1V:1) que foi
diagnosticada com cancer de mama aos 35 anos, a irma gémea SM83.2

(IV:2) e a mae SM83.3 (Ill:2), ambas sem historia pessoal de cancer. Nesta
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familia foi identificada apenas uma CNV comum idéntica tanto na probanda
como na irma SM83.2.

Na familia SM87, quatro CNVs apresentaram segregagao entre os
individuos (Tabela 26). Entre as alteragdes, trés eram CNVs comuns
(1p31.1, 1921.1 e 22913.1) e uma rara (12924.33). A perda genbmica
envolvida na regido 12924.33 nao possui gene conhecido descrito. A
alteracao foi observada na paciente SM87 (I1:1), que apresentou cancer de
mama e CCR aos 88 anos, e na sua filha SM87.2 (lll:1) que desenvolveu
cancer de mama aos 58 anos. Trés alteracbes novas raras foram

identificadas na paciente SM87, porém estas ndo segregaram na familia.



Tabela 20 - Alteracdes identificadas na paciente SM6 (CCR aos 73 anos e cancer de mama aos 74) e seus familiares (SM6-2 e

SM6-3 sem histéria de cancer).

Familia SM6 (G2)

Regiao Tamanho  Grupo . N° . N°
Casos Cromossémica Start End (pb) Controle Tipo CNV Sondas Evento P valor Genes MicroRNAs CNVs
SMé6 72541243 72568209 26966 >1% Comum 3 P 1,64E-17 - - ++
SM6.2 1p31.1 72541243 72568209 26966 >1% Comum 3 P 2,36E-18 - - ++
SM6.3 72541243 72568209 26966 >1% Comum 3 G 2,06E-12 - - ++
SM6 3q26.1 163997028 164101976 104948 >1% Comum 6 P 7,62E-97 - - ++
SM6 502132 32587805 32630048 42243 >1% Comum 3 P 3,19E-17 HLA-DRBS5, HLA-DRB6 - ++
SM6.3 pet- 32587805 32630048 42243 >1% Comum 3 P 2,63E-15 HLA-DRB5, HLA-DRB6 - ++
SM6 6p21.33 29962649 29982112 19463 1% Rara 3 P 1,71E-15  HLA-H, HCG2P7 - ++
SM6 158001395 158021351 19956 0 Nova rara 5 P 1,25E-26 PTPRN2 hsa-mir-595 -
7936.3
SM6.3 158001395 158021351 19956 0 Nova rara 5 P 3,93E-15 PTPRN2 hsa-mir-595 -
LOC727832, GOLGASC,
o ) LOC646214, CXADRP2, —
SM6 18741516 20060261 1318745 >1% Comum 46 G 9.80E267 O1PR| 0727924, hsa-mir-1268  ++
1511.2 OR4M2, OR4N4, LOC650137
att. LOC727832, GOLGASC,
o ) LOC646214, CXADRP2, L
SM6.3 18741516 20060261 1318745 >1% Comum 46 G 1.876-207 [oree’ " Oe707024, hsa-mir-1268  ++
OR4M2, OR4N4, LOC650137
LOC727832, GOLGASC,
. ) LOC646214, CXADRP2, —
SM6.2 15q11.2 18692665 20060261 1367596 1% Rara 47 G TA2E168 L OiPR OC7o7024, hsa-mir-1268  ++
OR4M2, OR4N4, LOC650137
SM6 22q11.23 22677759 22720395 42636 >1%  Comum 5 G 626E-13 LOC391322, GSTTL, - ++

GSTTP2

Legenda. P: perda genémca; G: ganho gendmico; - ausente; + <3 CNVs descritas no DGV; ++ mais de 3 CNVs descritas no DGV.
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Tabela 21 - Alteragdes identificadas na paciente SM26 (CCR aos 78 anos) e sua filha SM26-2 (cancer de mama aos 45 anos).

Familia SM26 (G1)

Regiao Tamanho Grupo . N° . N°
Casos Cromossémica Start End (pb) Controle Tipo CNV Sondas Evento P valor Genes MicroRNAs CNVs

SM26 10311 72541243 72568209 26966 >1% Comum 3 G 1,30E-30 - - ++
SM26.2 Pt 72541243 72568209 26966 >1% Comum 3 G 2,26E-15 - - ++

ACAP3, PUSL1,

CPSF3L, GLTPD1,

TAS1R3, DVL1,

MXRAS8, AURKAIP1,
SM26 1p36.33 1217817 1436882 219065 0 Rara 4 G 1,90E-23 CCNL2, LOC148413, - ++

MRPL20, LOC441869,

TMEMS88B, VWAL,

ATAD3C, ATAD3B
SM26 20223 34556234 34580733 24499 >1% Comum 3 P 1,03E-45 - - ++
SM26.2 pes. 34556234 34580733 24499 >1% Comum 3 P 8,62E-44 - - ++
SM26 30261 163997028 164101976 104948 >1% Comum 6 P 4,57E-73 - - ++
SM26.2 s 163997028 164101976 104948 >1% Comum 6 P 1,09E-110 - - ++
SM26 196904149 196958667 54518 >1% Comum 9 P 8,84E-14 MUC20 hsa-mir-570 ++

3g29
SM26.2 196904149 196958667 54518 >1% Comum 9 P 1,48E-21 MUC20 hsa-mir-570 ++
SM26.2 4q13.2 69074940 69145174 70234 >1% Comum 6 P 9,56E-13 UGT2B17 - ++
SM26.2 6p21.32 32558477 32630048 71571 0 Rara 4 P 3,40E-10 HLA-DRB5, HLA-DRB6 - ++
SM26 7p22.2 2513093 2536948 23855 0 Nova rara 3 G 1,32E-12 LFNG - -
SM26 7q22.1 100078445 100117194 38749 0 Rara 4 G 3,0E-12 é%‘;g? GNB2, ] N
SM26 39356395 39494087 137692 >1% Comum 12 P 8,80E-81 ADAMS5P, ADAM3A - ++
8p11.23

SM26.2 P 39356395 39494087 137692 >1% Comum 12 P 4,48E-127 ADAMS5P, ADAM3A - ++
SM26.2 10911.22 47040244 47104046 63802 1% Rara 5 P 1,23E-10 - - ++
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Cont/ Tabela 21

Regido Tamanho Grupo . N° . N°
Casos Cromossémica Start End (pb) Controle Tipo CNV Sondas Evento P valor Genes MicroRNAs CNVs
GPRINZ, PPYRL,
LOC728643, ANXAS,
SM26 10q11.22 46404719 47104046 699327 0 Rara 18 p 1,65E-23 ANXASL1, FAM25C, ; ++
FAM25G, FAM258B.
LOC642826
SM26 ot 55134286 55207505 73219 >1% Comum P 7.71E-115 ORA4P4, OR4S2, ORACG ] ++
SM26.2 g 55134286 55207505 73219 >1% Comum P 343E-117 ORA4P4, OR4S2, ORACG ; ++
SM26 12p13.31 9528390 9604833 76443 >1% Comum G 403E-13 - - ++
P704P, OR4Q3,
SM26  14q11.1-q11.2 18798441 19497223 698782 >1% Comum 14 P 149E-18 ORAM1, ORAN2, ; ++
ORA4K2, OR4K5, ORAK1
SM26 32481109 33533640 1052531 >1% Comum 18 P 226E-17 ;?ggiigga TP53TGs, ; ++
16p11.2
, = LOC729355, TP53TG3, )
SM26.2 32481109 33533640 1052531 >1% Comum 18 P 47415 OCT29S ++
SM26.2 17921.31 41577320 41653061 75741 1% Rara 7 G 524E-18 KIAA1267 ; ++
SM26 o012 20399500 20493601 94101 0 Rara 5 P 1,09E-13  ZNF826 - ++
SM26.2 P 20399500 20493601 94101 0 Rara 5 P 376E-11 ZNF826 ; ++
SM26 20q13.33 60845336 60876102 30766 0 Rara 4 G  360E-15 NTSRI1 ; +
SM26 21q22.3 45195687 45218964 23277 0 Novarara 3 G 7,76E-13 C21orf70 ] -
SM26 103072582 103174860 102278 0 Rara 10 G 183E-15 L'\Z"valvi& H2BFXP, ; ++
Xq22.2
SM26.2 103072582 103174860 102278 0 Rara 10 G 671E-10 |MSBISB, H2BFXP, ; ++

H2BFWT

Legenda. P: perda genémca; G: ganho gendmico; - ausente; + <3 CNVs descritas no DGV; ++ mais de 3 CNVs descritas no DGV.
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Tabela 22 - Alteragdes identificadas na paciente SM34 (cancer de mama aos 56 anos e CCR aos 58) e seus familiares (SM34-2, cancer
de mama aos 64 anos, e SM34-3, sem historia de cancer) .

Familia SM34 (G2)

Casos Cronlfggisi‘)omica Start End Tar(r;a;)r;ho C?)::fotie Tipo CNV SoEZias Evento P valor Genes MicroRNAs Clr:ll:Is
SM34.3 1p21.1 103899571 104012720 113149 0 Rara 6 G 235E-12 ﬁmﬁ: mﬁi‘g?&\ﬁ'\émk - 4
SM34.2 1921.1 147308357 147645031 336674  >1% Comum 16 P 799E-19 LOC388692, FCGRIC ] -+
SM34 195009158 195066067 56909 >1% Comum P 172E-23 CFHR3, CFHR1 - ++
SM34.2 1931.3 195009158 195066067 56909 >1% Comum P 480E-32 CFHR3, CFHR1 ; ++
SM34.3 195009158 195066067 56909 >1% Comum P 356E-26 CFHR3, CFHR1 - 4
SM34 oo 198515487 199044044 528557 0 Rara 37 P  597E-95 ﬁ&%’i@’%&ﬂﬁ, LRcpg  hsamin922 4+
SM34.2 198515487 199044044 528557 0 Rara 37 P 140E-117 E:i'llo’z"zgﬁffg%gl', LRcpa  hsamir922 4+
SM34 65552358 65828618 276260 0 Rara 18 P 327E-41 EVYS ; "
SM34.2 6q12 65552358 65828618 276260 0 Rara 18 P 211E-37 EVYS ; "
SM34.3 65552358 65828618 276260 0 Rara 18 P 240E-31 EVYS ; ¥
SM34 8p11.23 39356395 39482185 125790  >1% Comum 11 G  208E-38 ADAMSP, ADAM3A ; -+
SM34.3 10q11.22 49339853 49809923 470070 0 Rara 36 G 3,90E-41 ARHGAP22, WDFY4, LRRC18 - ¥
SM34.3 1111 55134286 55207505 73219 >1% Comum 8 P 173E-77 ORA4P4, OR4S2, OR4C6 - ++
SM34.3 12p13.31 9528300 9554349 25959 0 Rara 3 P  853E-13 - ; -+
SM34 121331 9528390 9564066 35676 >1% Comum 4 P 124E-12 - ; ++
SM34.2 9528390 9564066 35676 >1% Comum 4 P 220E-14 - ; ++
SM34 jaqpigy 04630281 GATIOSTT 149296 0 Rara 6 P  385E-16 - ; ¥
SM34.3 64630281 64779577 149296 0 Rara 6 P  610E-18 - ; "
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Cont/ Tabela 22

Casos Crorﬁggisiomica Start End Tar(rrl)abr;ho C(;::f;e Tipo CNV SOE;aS Evento P valor Genes MicroRNAs C“:ls
SM34 16p11.2 32481109 33533640 1052531 >1% Comum 18 P 120E-13 ;?ggﬁigga TPS3TG3, ; -+
SM34 8163519 8216565 53046 0 Rara 4 P  297E-12 PLCBL - .
SM34.2 20p12.3 8163519 8216565 53046 0 Rara 4 P  911E-14 PLCB1 ; -
SM34.3 8163519 8216565 53046 0 Rara 4 P  301E-14 PLCBL ; .
SM34 22q11.23 22677759 22720395 42636 >1% Comum 5 P 169E22 LOC391322, GSTTL, GSTTP2 - .

Legenda. P: perda genébmca; G: ganho genémico; - ausente; + <3 CNVs descritas no DGV; ++ mais de 3 CNVs descritas no DGV.
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Tabela 23 - Alteragdes identificadas na paciente SM37 (CCR aos 52 anos e cancer de mama aos 73) e seus familiares (SM37-2 com
cancer de mama aos 55 anos, e SM37-3, SM37-4, SM37-5, sem historia de céancer) .

Familia SM37 (G2)

Casos Croniggisaéomica Start End Tal(1:)abr;ho C?):’:l?:le Tipo CNV So:;l:las Evento P valor Genes MicroRNAs Clr:ll:Is
SM37.3 1p31.1 72541243 72568209 26966 >1% Comum 3 P 7,93E-26 - - ++
SM37.4 72541243 72568209 26966 >1% Comum 3 P 6,55E-15 - - ++
SM37.2 1p36.13 17104145 17124754 20609 0 Rara 3 P 9,41E-12 CROCC - ++
SM37 1921.1 147308357 147510732 202375 >1% Comum 15 P 2,63E-32 - - ++
SM37.3 1921.1 147203077 147510732 307655 1% Rara 16 P 7,15E-20 LOC645166, LOC645166 - ++
SM37.2 1924.2 168497999 168525590 27591 0 Nova rara 3 G 1,94E-10 LOC284688 - -
SM37.5 1944 246805321 246852326 47005 >1% Comum 5 P 2,72E-71 OR2T10 - ++
SM37 2p22.3 34556234 34580733 24499 >1% Comum 3 G 2,75E-12 - - ++
SM37 242514393 242677269 162876 >1% Comum 14 P 1,17E-46 - - ++
SM37.2 242514393 242677269 162876 >1% Comum 14 P 2,36E-54 - - ++
SM37.3 2937.3 242514393 242677269 162876 >1% Comum 14 P 1,52E-42 - - ++
SM37.4 242514393 242677269 162876 >1% Comum 14 P 8,68E-38 - - ++
SM37.5 242514393 242677269 162876 >1% Comum 14 P 1,11E-51 - - ++
SM37 . 78990568 79028038 37470 0 Nova rara 4 P 1,19E-18 ROBO1 - -
SM37.2 %123 78990568 79028038 37470 0 Nova rara 4 P ROBO1 - -
SM37.3 3925.1 152995921 153025401 29480 0 Rara 4 P 1,10E-12 AADAC - +
SM37.3 3926.1 163997028 164101976 104948 >1% Comum 6 G 8,37E-22 - - ++
SM37.4 4q13.2 69074940 69145174 70234 >1% Comum 6 P 3,26E-91 UGT2B17 - ++
SM37 4q31.22 145061838 145197056 135218 0 Rara 5 P 1,65E-18 GYPB - ++
SM37.3 145061838 145197056 135218 0 Rara 5 P 7,05E-14 GYPB - ++
SM37 5p15.33 775994 830154 54160 >1% Comum 3 G 5,25E-14 - - ++
SM37.4 5p15.33 775994 873565 97571 >1% Comum 4 G 2,57E-13 ZDHHC11 - ++
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Cont/ Tabela 23

Casos Crorlr-\:ggisﬁéomica Start End Tar(r:)ir;ho C(;rnl::)c:)le Tipo CNV So':;as Evento P valor Genes MicroRNAs Cl\"ll:ls
SMIT4 32587805 32630048 42243 >1% Comum 3 P 138E24 HLA-DRBS5, HLA-DRB6 ; .
SM37.5 32587805 32630048 42243 1% Comum 3 P 189E-23 HLA-DRBS, HLA-DRB6 - 4
SM37.3 6q14.1 79035691 79080188 44497 >1% Comum 3 P 101E-14 - ; -+
SM37.2 7p22.3 1234712 1275138 40426 0 Rara 4 G 449E-12 UNCX - .
SM37.4  8p11.23 30356395 39494087 137692  >1% Comum 12 P 840E-128 ADAMSP, ADAM3A ; -+
SM37.5 8p23.3 2121198 2165888 44690 >1% Comum 4 P 152E-23 - - .
SM37 10q11.22 46395963 46568696 172733 1% Rara 14 P 920E-33 GPRIN2, PPYRL, LOC728643 - 4
SM37.2 11g11 55134286 55207505 73219 >1% Comum 8 G  320E-10 ORA4P4, OR4S2, OR4C6 - .
SM37.3  11g14.1 81259541 81208056 38515 0 Rara 3 P 160E-10 - - ++
w72 9528300 9564066 35676 >1% Comum 4 P 107E21 - ; -+
SM37.4 9528300 9564066 35676 >1% Comum 4 P 132623 - ; -+
SM37 49030910 49062297 22387 0 Novarara 5 G 102620 RCBTBL - ]
SM37.3  13q14.3 49039910 49062297 22387 0 Novarara 5 G 239E-18 RCBTBL ; ;
SM37.4 49039910 49062297 22387 0 Novarara 5 G  721E-17 RCBTBL - -
SM37.3 14q11.1-q11.2 18798441 19497223 698782  >1%  Comum 14 P 337E10 O e ot N - ++
SM37.3 149243 73071204 73092218 21014 >1% Comum 3 P 216E-13 HEATR4, ACOTL - ++
SM37 \aqangs 109896772 105881877 25105 >1% Comum P 270E-14 - ; -+
SM37.3 105856772 105881877 25105 >1% Comum P 102619 - ; -
SM37.2  15q11.2 18741516 19427550 686034 0 Rara 23 P 140E3T | OChators OxADRDS. POTER ++
LOC727832, GOLGAGC,
SM37.4 15q11.2 18741516 20060261 1318745  >1% Comum 46 P 491E-54 tggg‘z‘%;‘: géﬁazf’éhiﬁf& hﬁ""zgf' +
LOC650137
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Cont/ Tabela 23

Regido Tamanho Grupo . N° . N°
Casos Cromossémica Start End (pb) Controle Tipo CNV Sondas Evento P valor Genes MicroRNAs CNVs
LOC727832, GOLGASC,
o ) LOC646214, CXADRP2, POTEB, hsa-mir-
SM37.3 15911.2 18692665 20060261 1367596 1% Rara 47 P 1,90E-88 LOC727924. OR4M?2, OR4N4, 1268 ++
LOC650137
SM37.2 15q14 32523041 32578683 55642 1% Rara 3 P 7,89E-37 - - ++
SM37 32523041 32594400 71359 >1% Comum 4 P 9,00E-15 - - ++
SM37.3 15914 32523041 32594400 71359 >1% Comum 4 P 1,04E-63 - - ++
SM37.4 32523041 32594400 71359 >1% Comum 4 P 8,84E-71 - - ++
LOC729355, TP53TG3,
SM37 16p11.2 32481109 33533640 1052531 >1% Comum 18 P 1,60E-16 SLC6A10P, LOC729355, - ++
TP53TG3, LOC729355, TP53TG3
SM37.5 22q11.23 22677759 22720395 42636 >1% Comum 5 P 8,11E-53 LOC391322, GSTT1, GSTTP2 - ++

Legenda. *a familiar SM37-2 apresentou a mesma CNV que a paciente SM37, porém o software ndo a reconheceu. P: perda genédmca; G: ganho
gendmico; - ausente; + <3 CNVs descritas no DGV; ++ mais de 3 CNVs descritas no DGV.
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Tabela 24 - Alteragdes identificadas na paciente SM56 (cadncer de mama aos 50 anos) e suas irmas SM56-2 (cancer de endométrio

aos 55 anos) e SM56-3 (sem historia de cancer).

Familia SM56 (G1)

Casos Cronﬁggisaéomica Start End Tal(1:)abr;ho C?)::fotie Tipo CNV So:;as Evento P valor Genes MicroRNAs C::Is
SM56.3 1p31.1 72541243 72568209 26966 >1% Comum 3 P 251E12 - - +
SM56 78990568 79028038 37470 0 Novarara 4 P  529E-14 ROBOL - -
smse2  P12¥ 78990568 79028038 37470 0 Novarara 4 P ROBO1 - -
SM56.2  3q26.1 163997028 164101976 104948 >1% Comum 6 G 1,09E-29 - - -+
SM56.3 3929 196904149 196942358 38209 0 Rara 6 P 459E-15 MUC20 hsa-mir-570  ++
SM56 6p11.2 57354680 57598026 243337 0 Rara 21 P 243E20 PRIM2 - +
SM56.3 11911 55134286 55207505 73219 >1% Comum 8 G  4,06E-20 OR4P4, OR4S2, OR4C6 - -+
SM56 12p13.31 9528390 9604833 76443 >1% Comum G 124E23 - - -+
SM56.3 14q11.1-q11.2 18798441 19484213 685772 >1% Comum 13 G 231E-26 2?3@,%?&3,%?%’, ORAKL - ++
SM56 149112 19377090 19484213 107123 0 Rara 8 G  1,90E-28 OR4K2, OR4KS5, OR4K1L - +
LOC727832, GOLGAGC,
SM56.3  15q112 18692665 19882911 1190246 1% Rara 31 G  589E-49 LOC646214, CXADRP2, POTEB, - ++
LOC727924. OR4M?2
SM56.3 1792131 41527505 41653061 125556 0 Rara 11 G 3,13E-23 KIAA1267 - +
SM56 17q21.31 41527505 41700962 173457 >1% Comum 12 G 176E-31 KIAA1267 - -+

Legenda. *a familiar SM56-2 apresentou a mesma CNV que a paciente SM56, porém o software ndo a reconheceu P: perda genédmca; G: ganho gendmico;
- ausente; + <3 CNVs descritas no DGV; ++ mais de 3 CNVs descritas no DGV.
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Tabela 25 - Alteragbes identificadas na paciente SM83 (cancer de mama aos 35 anos) e seus familiares (SM83-2 e SM83-3 sem
histéria de cancer).

Familia SM83 (G1)

Regiao Tamanho Grupo - ° . N°
Casos Cromossémica Start End (pb) Controle Tipo CNV Sondas Evento P valor Genes MicroRNAs CNVs
SM83 10311 72541243 72568209 26966 >1% Comum 3 G 4,70E-32 - - ++
SM83.2 Pt 72541243 72568209 26966 >1% Comum 3 G 9,10E-32 - - ++
SM83 3926.1 163997028 164101976 104948 >1% Comum 6 G 2,27E-17 - - ++
SM83 4934 .1 173648289 173706608 58319 0 Rara 6 G 4,76E-15 GALNTL6 - ++
SM83 12p12.3 16293026 16594803 301777 0 Rara 18 G 1,64E-35 MGST1, LMO3 - +
SM83 14923.1 60588068 60606107 18039 0 Nova rara 3 G 3,54E-13 SLC38A6 - -
SM83.3 22q11.23 22677759 22720395 42636 >1% Comum 5 P 8,15E-25 LOC391322, GSTT1, GSTTP2 - ++

Legenda. P: perda genébmca; G: ganho genémico; - ausente; + <3 CNVs descritas no DGV; ++ mais de 3 CNVs descritas no DGV.
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Tabela 26 - Alteragdes identificadas na paciente SM87 (cancer de mama e CCR aos 88 anos) e sua filha SM87-2 (cancer de mama aos
58 anos).

Familia SM87 (G2)

Casos Croniggisaéomica Start End Ta?;?:;ho C?)::ﬁge Tipo CNV Son;as Evento P valor Genes MicroRNAs Cr\r‘ll\ols
SM87 1p31.1 72541243 72568209 26966 >1% Comum 3 P 3,05E-61 - - ++
SM87.2 72541243 72568209 26966 >1% Comum 3 P 1,14E-28 - - ++
SM87 16211 147308357 147510732 202375 >1% Comum 15 P 5,35E-35 - - ++
SM87.2 147308357 147510732 202375 >1% Comum 15 P 1,21E-23 - - ++
SM87 3p14.1 71124097 71233818 109721 0 Nova rara 9 G 6,46E-13 FOXP1 - -
SMm87 4p16.3 61352 107546 46194 0 Rara 4 G 2,27E-15 ZNF595, ZNF718 - ++
SM87 4q34.1 173687683 173706608 18925 0 Rara 3 G 2,09E-12 GALNTL6 - +
SM87 6p11.2 57377759 57598026 220267 0 Rara 19 G 5,25E-18 PRIM2 - ++
SM87 6p21.32 32587805 32630048 42243 >1% Comum 3 P 5,26E-56 HLA-DRB5, HLA-DRB6 - ++
SM87 7q931.31 120298740 120426730 127990 0 Rara 12 G 1,17E-15 ING3, C70rf58 - +
SM87.2 8p11.23 39356395 39494087 137692 >1% Comum 12 G 3,66E-13 ADAMS5P, ADAM3A - ++
SM87.2 10026.3 135103829 135227663 123834 1% Rara 11 G 1,14E-27 LOC619207, CYP2E1, SYCE1 - ++
SMm87 11p11.2 46965179 46988641 23462 0 Nova rara 3 G 2,01E-13 C1lorf49 - -
SM87 11911 55134286 55207505 73219 >1% Comum 8 G 9,02E-13 OR4P4, OR4S2, OR4C6 - ++
SM87.2 12p13.31 9528390 9564066 35676 >1% Comum 4 P 1,27E-30 - - ++
SMm87 12q24.33 130299107 130381490 82383 0 Rara 6 P 1,09E-37 - - ++
SM87.2 130299107 130381490 82383 0 Rara 6 P 2,41E-15 - - ++
SMm87 14932.33 105856772 105881877 25105 >1% Comum 3 G 3,24E-13 - - ++
SM87 14932.33 105602402 105630289 27887 >1% Comum 3 P 6,48E-58 - - ++
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Cont/ Tabela 26

Regiao Tamanho  Grupo . N° . N°

Casos Cromossémica Start End (pb) Controle Tipo CNV Sondas Evento P valor Genes MicroRNAs CNVs

LOC727832, GOLGASC,

. .n LOCB46214, CXADRP2, _—

SM87.2 15911.2 18450362 20060261 1609899 1% Rara 48 G 1,19E-36 POTEB, LOC727924, ORAM?, hsa-mir-1268 ++

OR4N4, LOC650137

LOC727832, GOLGASC,

LOC646214, CXADRP2,
SM87 15911.2 18692665 20336087 1643422 0 Rara 49 G 3,40E-67 POTEB, LOC727924, OR4M2, hsa-mir-1268 ++

OR4N4, LOC650137,

GOLGAS8D, LOC283767
SM87 15921.3 54497983 54513771 15788 0 Rara 3 G 7,71E-15 TEX9, MNS1 - ++
SM87 15q26.1 89111000 89147948 36948 0 Nova rara 5 G 3,70E-12 BLM - -
SM87  16p11.2-p11.1 34309887 34584993 275106 0 Rara 10 G 1,49E-14 LOC283914, LOC146481 - ++
SM87.2 17921.31 41527505 41625590 98085 0 Rara 9 G 1,22E-12  KIAA1267 - ++
SM87 179251 71478161 71511523 33362 0 Nova rara 3 G 8,68E-15 ACOX1, LOC100134934, CDK3 - -
SM87.2 22911.23 22677759 22720395 42636 >1% Comum 5 P 1,13E-57 LOC391322, GSTT1, GSTTP2 - ++
SM87 220131 37688858 37715585 26727 >1% Comum 3 P 3,36E-13 APOBEC3A, APOBEC3B - ++
SM87.2 are 37688858 37715585 26727 >1% Comum 3 P 3,89E-10 APOBEC3A, APOBEC3B - ++
SM87 Xp21.3 26674328 26777592 103264 0 Rara 4 G 1,10E-15 - - +
SM87 Xq13.1 71348690 71391442 42752 0 Nova rara 3 G 5,41E-14 ERCC6L - -
SM87 Xqg22.2 102927098 102980861 53763 0 Rara 6 G 3,49E-13 PLP1, RAB9B - +

Legenda. P: perda gendmca; G: ganho genémico; - ausente; + <3 CNVs descritas no DGV; ++ mais de 3 CNVs descritas no DGV.
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4.3 ANALISE EM FAMILIAS EPECIFICAS

4.3.1 Familia SM56 (Grupo 1) e SM37 (Grupo 2)

A CNV nova rara, detectada como delegdo no gene ROBO1 (3p12.3)
foi idéntica em duas pacientes de diferentes familias nao relacionadas:
SM56 (grupo 1) e SM37 (grupo 2). Dois familiares destes dois pacientes,
SM56.2 (lll:4; cancer de endométrio aos 55 anos) e SM37.2 (IV:3; cancer de
mama aos 55 anos), apresentaram a mesma perda gendmica. As duas
familias preenchem os critérios da Sindrome de Mama-Cdélon, SMC2
(paciente SM56) e SMC1 (paciente SM37), descrito no item 3.1 da segéo
Material e Métodos.

A paciente SM56 foi diagnosticada com cancer de mama aos 48 anos
e apresentou historia familial de céncer (Figura 17). Entre as parentes
convocadas para o estudo, apenas a irma, SM56.2, apresentou cancer de
endométrio aos 55 anos de idade. A probanda SM37 foi diagnosticada com
céncer colorretal aos 52 anos e cancer de mama aos 73 anos de idade.
Entre os familiares que participaram do estudo, apenas a filha, SM37.2,

apresentou cancer de mama aos 55 anos de idade (Figura 18).
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Figura 17 - Heredograma do caso SM56. A probanda do estudo (l1I:1, seta) apresentou cancer de mama (48 anos); a irmé (lll:4), SM56.2,
apresentou cancer de endométrio aos 55 anos. A irma, SM56.3 (111:6), nao tem histéria pessoal de cancer.
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Figura 18 - Heredograma do caso SM37. A probanda do estudo (lll:1) apresentou cancer de mama (52 anos) e colorretal (73 anos); a filha

(IV:3), SM37.2, apresentou cancer de mama aos 55 anos. Os filhos, SM37.3 (IV:1) e SM37.4 (IV:2), e irmao, SM37.5 (111:8), ndo possuem historico
pessoal de cancer.
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A plataforma de 4x180K (Agilent Technologies) possui 76 sondas
correspondentes ao gene ROBO1, sendo sete mapeadas em regides
exbnicas e as demais em regides intrénicas. Com os parametros utilizados,
foram identificadas quatro sondas intrbnicas envolvidas em perdas
genbmicas. A Figura 19 ilustra o gene ROBO1 e as sondas mapeadas tanto
na regido da perda gendmica (intron 4-5) como as sondas préximas a
alteracao (éxon 4). Nesta figura, é possivel identificar as sondas normais
(circulos pretos), as sondas alteradas (circulos verdes) e as sondas com log
menor que -0,30 (circulos azuis) em todos os pacientes e parentes
envolvidos nessa alteracdo. As sondas em azul, ndo registradas como
envolvidas em perdas (Software DNA Analytics, Agilent Technologies),
possuem uma intensidade de sinal igual a das sondas alteradas. Assim,
estas regides seriam alvos para validagao e avaliagao de perdas.

A perda genOmica envolvendo o gene ROBOL1 identificada nos
probandos e seus familiares apresentou o mesmo tamanho (37.470 pb) e
compreendeu as mesmas sequéncias (Figura 20). Porém, a alteragao
identificada em SM37.2 (IV:3) nao foi considerada significante por apresentar
um numero menor de sondas alteradas consecutivas do que o minimo
considerado como significante (acima de trés sondas consecutivas). Apesar
de apresentar um numero menor de sondas alteradas, a sonda S20,

considerada normal, apresentou um log de -0,48, sugestivo de perda.
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Figura 19 - Representacdo esquematica das sondas mapeadas na regido envolvida em perda gendmica e na regiao

exdnica mais proxima a alteragdo. A. Esquema do gene ROBO1. O retangulo em laranja representa a perda gendmica identificada no intron
4-5, a partir da reacdo de aCGH, e o éxon mais proximo dessa alteracdo B. Esquema das oito sondas mapeadas nessa regido. Os circulos em
verde representam as sondas com delegéo, gerados pelo software DNA analytics, em azul sdo as sondas com o valor de log menor que -0,30 e em
preto, sdo as sondas normais.
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Figura 20 - Representacdo esquematica da delegao do gene ROBO1 em 3p12.3 envolvendo a regido intrénica 4-5. A. Delegao
identificada nas pacientes SM56 (grupo 1) e SM37 (grupo 2). B. Delegao identificada na familiar SM56-2. C. Delecéo identificada na familiar SM37-2.
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Apos a identificagdo, por CGH array, da CNV nova rara, mapeada em
3p12.3 envolvendo o gene ROBO1, foram realizados experimentos de
sequenciamento direto, para avaliar a presenca de mutagdes, de gqPCR,
para confirmar e verificar a extensdo da delecdo, de bioinformatica, para
confirmar a perda do sitio de splice do éxon 4 e imunoistoquimica, para
verificar a expressao da proteina ROBO1 nos tecidos tumorais de mama e

colorretal em pacientes com histéria familial de cancer.

a. Sequenciamento gene ROBO1

O gene ROBOL1 foi dividido em 26 fragmentos correspondentes aos
31 éxons e jungdes introns-éxons. A reagao de sequenciamento foi realizada
nos casos SM56 e SM37 e em seis familiares, dois da paciente SM56
(SM56.2 e SM56.3) e quatro da paciente SM37 (SM37.2, SM37.3, SM37 .4,
SM37.5). Tanto as pacientes SM37 e SM56 como os familiares da SM56 nao
apresentaram mutacgoes.

Foram identificadas trés mutacdes silenciosas, sem troca de
aminoacidos, envolvendo o gene ROBOL1 apenas nos familiares da paciente
SM37. Todos os parentes do caso SM37 (SM37.2, SM37.3, SM37.4,
SM37.5) apresentaram a alteragao identificada no éxon 13, posicdo 1739,
envolvendo a troca da base guanina pela adenina. Dois destes parentes,
SM37.2 e SM37.3 apresentaram também a alteragdo no éxon 16, posicao
2210, envolvendo a troca da base adenina por timina. Em adicdo, os outros
dois parentes da paciente SM37, SM37.4 e SM37.5, apresentaram a

alteracao no éxon 19, posicao 2792, envolvendo a troca da base citosina por
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adenina. Desta forma, os casos SM37.2 e SM37.3 apresentaram duas
alteragdes no gene ROBO1 envolvendo os exons 13 e 16 enquanto os casos
SM37.4 e SM37.5 apresentaram duas alteragdes nos exons 13 e 19 (Tabela

27, Figura 21).

Tabela 27 - Mutacgdes silenciosas identificadas nos familiares da paciente
alvo SM37.

Casos Exon Alteragao Tipo
SM37.2, SM37.3, ) . .
SM37.4. SM37.5 13 ¢.1739G>A; p.S580S Silenciosa
SM37.2, SM37.3 16 c.2210A>T; p.V737V Silenciosa
SM37.4, SM37.5 19 c.2792C>A; p.T931T Silenciosa

Apesar de apresentarem as mesmas mutagdes silenciosas e nao
patogénicas, os individuos SM37.2 e SM37.3 ndo possuem semelhancgas
clinicas (como historia pessoal de cancer) nem moleculares (quantidade de
CNVs (Tabela 28). O mesmo ocorre entre os individuos SM37.4 e SM37.5

(Tabela 28).

Tabela 28 - Comparagdo entre os dados clinicos e moleculares e os
familiares da paciente SM37, que apresentaram mais de uma mutacio
silenciosa e n&o patogénica no ROBO1.

Parentesco Numero de

Exons Mutados Casos com SM37 CNVs Historia de cancer
13¢ 16 SM37.2 Filha 8 Mama (55 anos)
SM37.3 Filho 14 -
SM37.4 Filho 10 -

13e19 SM37.5 Irmao 5 ;
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Figura 21 - Representacao grafica das mutagdes identificadas no gene ROBO1. A. SM37.2, SM37.3, SM37.4, SM37.5: mutagéo
silenciosa. B. SM37.4, SM37.5: mutagéao silenciosa. C. SM37.4, SM37.5: mutagéo silenciosa.
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b. gPCR

Com o objetivo de confirmar as perdas genémicas envolvendo o gene
ROBO1 detectado nos probandos SM56 e SM37 e seus familiares, SM56.2
e SM37.2 foi utilizada a técnica de qPCR. Foram construidos dois pares de
iniciadores: (P1) flanqueando a sonda S20 mapeada no intron 4-5 e
envolvida na delecao identificada no CGH array e (P2) englobando a sonda
S26 mapeada no éxon 4, o mais proximo a delecio. A reacao foi realizada
nos casos SM56 e SM37 e em quatro familiares da paciente SM37 (SM37.2,
SM37.3, SM37.4, SM37.5).

As eficiéncias da PCR para os genes endégenos HPRT e GAPDH foi
de 2,03 e 2,18 respectivamente. Para o gene alvo ROBOL, as eficiéncias
foram 2,04 (iniciador 1) e 2,02 (iniciador 2), respectivamente.

A quantidade do numero de cépias do gene ROBOL foi calculada a
partir da relacéo entre o gene HPRT e GAPDH, uma vez que o HPRT esta
localizado no cromossomo X (Xg26.1) e o GAPDH, no cromossomo 12
(12p13). Com isso, mulheres apresentam duas copias de cada gene e
homens, uma copia do HPRT e duas copias do GAPDH. Dessa maneira, 0s
intervalos para a dosagem génica foi: perda, abaixo de 0,661; normal, entre

0,689 e 1,451 e ganhos, acima de 1,512 (Tabela 29).
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Tabela 29 - Calculo do intervalo da dosagem génica, a partir da relagao
entre os genes HPRT e GAPDH.

Sex N° Intervalo
Evento
o Copias Observado
2M(-ACt) HPRT/22(-ACt) GAPDH XY 1/2 Perda <0,661
2M(-ACt) HPRT/22(-ACt) GAPDH XX 2/2 Normal 0,689-1,451
27\ (-ACt) GAPDH/2M-ACt) HPRT XY 2/1 Ganho >1,512
27M-ACt) GAPDH/2M(-ACt) HPRT XX 2/2 Normal 0,689-1,451

Apos a normalizacdo das amostras, observou-se que para o iniciador
1, as pacientes SM56 e SM37 e a parente SM37.2 apresentaram uma copia
do gene ROBOL1, com intervalo entre 0,347 a 0,393. Ja os controles e casos
masculinos apresentaram duas copias do gene, com intervalo entre 0,764 a
1,206. Para o iniciador 2, todos os casos (femininos e masculinos) e
controles apresentaram duas cépias do gene ROBOL1 (intervalo entre 0,787

a 1,201) (Figura 22).
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Figura 22 - Analise grafica dos resultados obtidos na qPCR. A. Par de iniciador
1. B. Par de iniciador 2. As linhas tracejadas representam o limite de perda (<0,661) e de
ganho gendmico (=1,512). O intervalo entre as linhas representa a normalidade, ou seja,
duas copias do gene ROBOL1.
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Em seguida, foi realizada a comparacdo dos resultados da
quantificacdo do gene ROBOL1 pela gPCR com a intensidade de sinal obtida
na reagcao de aCGH. Nessa comparacao observou-se que para o iniciador 1,
apenas as pacientes SM56, SM37 e SM37.2 apresentaram perda de uma
copia do gene ROBO1l. E para o iniciador 2, todas as amostras

apresentaram duas cépias do gene (Tabela 30 e Figura 23).

Tabela 30 - Comparagao entre a intensidade de sinal obtida nas
metodologias de CGH array e gPCR.

Intensidade Sinal Intensidade Sinal

Casos (Iniciadores 1) (Iniciadores 2)
qPCR Evento aCGH Evento gPCR Evento aCGH Evento
SM37 0,393 Perda 0,435 Perda 0,885 Normal 0,763 Normal
SM37.2 0,383 Perda 0,446 Perda 0,823 Normal 0,830 Normal
SM37.3 0,772 Normal 0,912 Normal 0,843 Normal 0,830 Normal
SM37.4 0,764 Normal 0,962 Normal 0,856 Normal 0,945 Normal
SM37.5 1,087 Normal 0,980 Normal 1,161 Normal 0,827 Normal
SM56 0,347 Perda 0,548 Perda 0,787 Normal 0,812 Normal
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Figura 23 - Analise grafica dos resultados obtidos por CGH array e qPCR. A.
Par de iniciador 1. B. Par de iniciador 2. As barras indicam as intensidades de sinal obtidas
nas duas metodologias. As linhas tracejadas representam o limite de perda e ganho
gendmico utilizado na CGH array, log, -0,30= 0,812 e log, +0,30= 1,231, respectivamente.

Para o mapeamento da delegdo do gene ROBO1, foram construidos
seis pares de iniciadores ao longo do éxon 4. Os iniciadores englobam
regides intrbnicas (anterior e posterior ao éxon 4), exbnica e de sitio de
splice (Figura 36). Esse experimento foi realizado nos casos SM56 e SM37 e
em seis familiares, sendo dois da paciente SM56 (SM56.2 e SM56.3) e
quatro da SM37 (SM37.2, SM37.3, SM37.4 e SM37.5).

Para o calculo da eficiéncia, as reagbes foram realizadas triplicata em
duas placas de 96 pocgos: (1) contendo os genes endogenos (HPRT e
GAPDH) e trés iniciadores do gene alvo (P1, P2 e P3) e (2) contendo os
mesmos genes enddgenos e outros trés iniciadores para o gene alvo (P4, P5
e P6). A eficiéncia da PCR para os genes enddégenos e alvo estdo descritos

na Tabela 31.
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Tabela 31 - Resultados da eficiéncia dos genes endégenos e alvo na qPCR.

Placa 1 Placa 2
Gene Eficiéncia Gene Eficiéncia
Endégenos Endégenos
HPRT 2,03 HPRT 2,02
GAPDH 1,98 GAPDH 2,01
Alvo Alvo
P1 2,07 P4 2,01
P2 1,98 P5 2,02
P3 1,99 P6 2,06

Para essa analise, foi utilizado o mesmo calculo de relagao entre o
gene HPRT e GAPDH para obtencédo dos intervalos de dosagem génica.
Para perda, o intervalo foi abaixo de 0,816; normal, entre 0,870 e 1,031 e
ganhos, acima de 1,210.

Apds a normalizacdo das amostras, observou-se uma intensidade de
sinal minima e maxima de 0,820 (iniciador 2) e 1,158 (iniciador 6),
respectivamente, entre os controles femininos. Nos controles masculinos, a
intensidade foi de 0,689 (iniciador 6) e 1,180 (iniciadores 2 e 4). A partir
desses resultados, verificou-se que todos os controles apresentaram numero
de copias do gene ROBO1 dentro da normalidade. Com exceg¢ao do controle
masculino CL36, que apresentou intensidade de sinal abaixo do valor normal
para o iniciador 6.

Todos os casos masculinos apresentaram dosagem génica dentro do
intervalo de normalidade. Por outro lado, os casos femininos SM37, SM37.2
e SM56) apresentaram perda no numero de copias do gene ROBO1 na
regido de splice entre o éxon 4 e o intron 4-5, representada pelos pares de
iniciadores 5 e 6 (P5 e P6). Na Tabela 32 estdo descritas as intensidades de

sinal de todos os casos segundo cada iniciador avaliado. A Figura 24
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representa uma comparagao em barras das intensidades de cada iniciador

identificada em cada paciente.

Tabela 32 - Intensidades de sinal obtida na metodologia de qPCR em todos
0S casos e em cada par de iniciador.

Casos P1 P2 P3 P4 P5 P6

Femininos

SM37 0,846 0,825 0,891 0,822 0,788 0,948
SM37.2 0,799 0,922 0,825 0,795 0,817 0,811
SM56 0,880 0,638 0,697 0,683 0,735 0,780
SM56.2 1,386 1,608 1,540 1,431 1,531 1,537
SM56.3 1,261 1,374 1,357 1,211 1,219 1,282
Masculinos

SM37.3 0,954 1,038 0,925 0,947 0,932 1,184
SM37.4 0,975 0,998 0,895 0,863 0,991 0,944

SM37.5 1,449 1,469 1,268 1,339 1,291 1,377
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Figura 24 - Analise grafica dos resultados obtidos na qPCR. As barras indicam
as intensidades de sinal obtidas em cada par de iniciadores. As linhas tracejadas
representam o limite de perda e ganho genémico, 0,816 e 1,210, respectivamente.
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ApOs a caracterizagdo da extensao da delecao identificada no CGH
array, foi possivel verificar o envolvimento do sitio de splice do éxon 4 na
delecdo. A partir desse dado, realizou-se uma analise de bioinformatica
utilizando o site de bioinformatica UCSC Genome Bioinformatics
(http://genome.ucsc.edu/) para verificar se essa regidao estd envolvida em
splicing. A Figura 25 ilustra o resultado dessa analise, demonstrando que a

regidao do éxon 4 e intron 4-5 € uma regiao de splicing alternativo.
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Figura 25 - Representacgao grafica de splicing alternativo envolvendo o éxon
4 do gene ROBO1, a partir da analise de bioinformatica realizada no site

UCSC. O retangulo em vermelho ilustra a regido de comego e fim da alteragao identificada
no CGH array envolvida em splicing alternativo.
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c. Anadlise da expressao da proteina ROBO1

Tecido normal da paciente SM37

A avaliagao da expressao da proteina ROBO1 foi realizada em tecido
normal adjacente ao carcinoma lobular de mama da paciente SM37 para
verificar a intensidade de marcacdo em tecidos normais de mama.

De acordo com a Figura 26, o tecido normal apresentou

imunomarcacao citoplasmatica intensa.

Figura 26 - Marcacao citoplasmatica forte da proteina ROBO1 em tecido
normal de mama.
TMA de carcinoma mamario
Entre os 305 casos de carcinoma mamario presentes no microarranjo
de tecidos, 45 apresentavam historia familial positiva de cancer. Devido a
artefatos da técnica, alguns casos foram excluidos da analise estatistica.
Apenas 36 dos 45 tumores de mama de pacientes com histéria

familial positiva puderam ser avaliados para a expressao da proteina
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ROBO1. Em 61,12% das amostras foi detectada marcacgao fraca ou ausente;
27,78% moderada e 11,10% forte. A Figura 27 ilustra o padrao de expressao
do ROBO1 nas células tumorais mamarias.

Nessa analise também nao foi observada nenhuma associagao
significativa entre os dados clinico-patolégicos e auséncia ou expressao
fraca da proteina ROBO1 (Tabela 33). Embora nao significativo, entre os 22
pacientes com marcagcao ausente ou fraca, 18 apresentavam tamanho
tumoral 3-4, 18 apresentavam estadio lll-IV, 16 envolvimento linfonodal e 14
grau tumoral 2-3.

Além disso, mais de 50% dos pacientes com dados clinico-
patolégicos de pior progndstico apresentavam marcagéo ausente ou fraca.
Entre os pacientes triplos negativos, 3/3 foram identificados com marcagéao
ausente ou fraca. Os trés casos apresentavam tamanho tumoral 3-4, estadio

-V e envolvimento linfonodal.



Figura 27 - Padrao de expressao citoplasmatica da proteina ROBO1 em células de carcinomas mamarios. A. Escore 0 (auséncia
de marcacgao). B. Escore 1 (marcagéo fraca). C. Escore 2 (marcagdo moderada). D. Escore 3 (marcagao forte).
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Tabela 33 - Associagao entre a expressao da proteina ROBO1, detectada
por imunoistoquimica, e os dados clinicos de amostras tumorais de mama
com histdria familial de cancer.

N (%)

Variaveis n 01 2 3 P

Idade (anos) 0,908
<45 9 6 (27,3%) 2 (20,0%) 1 (25,0%)
245 27 16 (72,7%) 8 (80,0%) 3 (75,0%)

T 0,364
Ti- 8 4 (18,2%) 2 (20,0%) 2 (50,0%)
Taa 28 18 (81,8%) 8 (80,0%) 2 (50,0%)

Ln 0,189
Negativo 14 6 (27,3%) 6 (60,0%) 2 (50,0%)
Positivo 22 16 (72,7%) 4 (40,0%) 2 (50,0%)

M -
Negativo 36 22 (100,0%) 10 (100,0%) 4 (100,0%)
Positivo 0 - - -

Estadiamento 0,364
I-11 8 4 (18,2%) 2 (20,0%) 2 (50,0%)
"-1v 28 18 (81,8%) 8 (80,0%) 2 (50,0%)

Grau Tumoral 0,060
G1 10 8 (36,4%) - 2 (50,0%)
G,-G; 26 14 (63,4%) 10 (100,0%) 2 (50,0%)

ER 0,620
Negativo 7 5 (25,0%) 2 (22,2%) -
Positivo 25 15 (75,0%) 7 (77,8%) 3 (100,0%)

PR 0,836
Negativo 13 9 (47,4%) 3 (37,5%) 1(33,3%)
Positivo 17 10 (52,6%) 5 (62,5%) 2 (667%)

HER2 0,839
Negativo 29 18 (90,0%) 8 (88,9%) 3 (100,0%)
Positivo 3 2 (10,0%) 1(11,1%) -

Legenda. N e n: numero de pacientes; T: tamanho tumoral; Ln: envolvimento
linfonodal; M: metastase; ER: receptor de estégeno; PR: receptor de progesterona;
HERZ2: receptor do fator de crescimento epidermal humano 2.
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TMA de carcinoma colorretal

Entre os 288 casos de carcinoma colorretais presentes no
microarranjo de tecidos, cinco preencheram aos critérios de Amsterdam
(Anexo 2) e 44 os critérios de Bethesda (Anexo 3). Dessa maneira, os casos
foram analisados em grupos. Devido a artefatos da técnica, alguns casos

foram excluidos da analise estatistica.

Tumores com critério de Amsterdam

Este grupo compreende apenas cinco pacientes, todas com marcagao
citoplasmatica. Dois casos sdo positivos para mutagdes no gene de reparo
MSH2 e apresentaram marcacgao fraca da proteina ROBO1. Além disso,
ambas tinham auséncia de envolvimento linfonodal e grau tumoral 1.

Duas pacientes negativas para a mutagao apresentaram auséncia de
marcacgao para a proteina ROBO1 enquanto, a outra, apresentou marcagao
moderada. Nao houve nenhuma associagcéo dos dados clinicos-patologicos

e a intensidade da marcagao da proteina ROBO1 neste grupo.

Tumores com critério de Bethesda

Entre os 44 pacientes que preenchiam esse critério, 22 possuiam
historia familiar positiva de cancer, porém apenas 20 participaram da analise
estatistica. Em 65% dos casos foi observada marcagao fraca ou ausente,
20,0% moderada e 15,0% forte. A Figura 28 ilustra o padrao de expressao

do ROBO1 nas células tumorais de cdlon.
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Nao houve associagao significativa entre os dados clinico-patolégicos
e auséncia ou expressao fraca da proteina ROBO1. Porém, embora nao
significativo, a marcacgao fraca ou ausente também foi identificada nos casos
com pior prognostico, como tamanho tumoral 3-4, envolvimento linfonodal,

estadiamento IlI-IV e grau tumoral 2-3 (Tabela 34).



Figura 28 - Padrao de expresséao citoplasmatica da proteina ROBO1 em células de carcinoma colorretal. A. Escore 0 (auséncia
de marcacgao). B. Escore 1 (marcagéo fraca). C. Escore 2 (marcagdo moderada). D. Escore 3 (marcagao forte).
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Tabela 34 - Associagao entre a expressao da proteina ROBO1, detectada
por imunoistoquimica, e os dados clinicos de amostras tumorais de colorretal
que preencheram aos critérios de Bethesda com histdria familial positiva de
cancer.

N (%)

Variaveis n 01 2 3 P
Idade (anos) 0,540
<50 15 9 (69,2%) 3 (75,0%) 3 (100,0%)
250 5 4 (30,8%) 1 (25,0%) -
T 0,417
Ti 5 4 (33,3%) - 1 (50,0%)
Taa 12 8 (66,7%) 3 (100,0%) 1 (50,0%)
Ln 0,611
Negativo 7 4 (36,4%) 1 (33,3%) 2 (66,7%)
Positivo 10 7 (63,6%) 2 (66,7%) 1 (33,3%)
M 0,326
Negativo 14 9 (75,0%) 2 (50,0%) 3 (100,0%)
Positivo 5 3 (25,0%) 2 (50,0%) -
Estadiamento 0,515
I-11 7 4 (36,4%) 1(25,0%) 2 (66,7%)
1-1v 11 7 (63,6%) 3 (75,0%) 1(33,3%)
Grau Tumoral 0,405
G, 5 4 (33,3%) - 1 (33,3%)
Gr-G3 14 8 (66,7%) 4 (100,0%) 2 (66,7%)
Invasao 0,468
Perineural
Negativa 10 6 (54,5%) 2 (100,0%) 2 (66,7%)
Positiva 6 5 (45,5%) - 1(33,3%)
Embolia 0,646
Linfatica
Negativa 13 9 (69,2%) 2 (100,0%) 2 (667%)
Positiva 5 4 (30,8%) - 1 (33,3%)
Embolia 0,386
Vascular
Negativa 16 12(92,3%) 2(100,0%) 2 (66,7%)
Positiva 2 1(7,7%) - 1 (33,3%)

Legenda. N e n: numero de pacientes; T: tamanho tumoral; Ln: envolvimento
linfonodal; M: metastase.
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Andlise da expressao da proteina ROBO1 nos casos que
preenchem ao Critério da Sindrome de Mama-célon (SMC)

Para esta analise, foram utilizados tanto os casos com carcinoma
mamario como 0s casos com carcinoma colorretal, ambos positivos para
historia familial de cancer. Entre todos os pacientes presentes nos TMAs,
apenas nove preenchiam aos critérios da sindrome de mama-célon. Apenas
um paciente (SM9) faz parte da casuistica deste estudo (grupo 2: cancer de
mama e colorretal). O restante constitui pacientes independentes que
desenvolveram apenas um tumor.

Entre as pacientes, 6/9 apresentaram marcacéao fraca ou ausente, 1/9
moderada e 2/9 forte. As pacientes com marcacdo moderada e forte
desenvolveram cancer de mama, porém nao houve associacao entre o0s
dados clinico-patoldgicos e a intensidade de marcagao. Apesar da paciente
SM9 ter apresentado marcacéao forte, o tecido apresentou tamanho tumoral
3-4, envolvimento linfonodal e estadio Ill-IV. A paciente com marcagao
moderada apresentou essas mesmas caracteristicas.

Entre os casos com marcagao fraca ou ausente, um desenvolveu
cancer de mama enquanto os outros desenvolveram cancer colorretal.
Também nado houve associagdo entre os dados clinico-patolégicos dos
pacientes com a intensidade de marcacdo. Apenas um caso apresentou
tamanho tumoral 3-4, envolvimento linfonodal, estadio IlI-IV e grau tumoral

2-3.
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4.3.2 Familia SM89

Apdés a confirmagcdo de mutagcdo no gene BRCAL (c.4406C>A,
p.tyr1429X) na paciente SM89, seus familiares (SM89.2 — III:3, SM89.3 —
[1:8, SM89.4 — 1lI:4, SM89.5 — IV:5, SM89.6 — 1ll:14 e SM89.7 — 1I:7) foram
convocados para anamnese, analise cromossémica, avaliacdo da mutacao
especifica no gene BRCAL e triagem de CNVs.

A paciente SM89 foi diagnosticada com cancer de mama aos 40 anos.
A probanda, além de preencher os critérios da Sindrome de Mama-cdlon
(SMC2), descrito no item 3.1 do material e métodos, também preenche os
critérios da Sindrome de Mama-ovario (SMO). Entre as seis parentes que
aceitaram participar do estudo, apenas duas apresentaram histéria pessoal
de cancer: a irma, SM89.4 (lll:4), desenvolveu cancer de mama aos 35 anos

e, a tia, SM89.3 (11:8), apresentou linfoma aos 45 anos (Figura 29).



-1 |2
Cancer de mama
E7a
o A Mo & © O
I1:1 -2 I-3 [1:9 II-5 111 [I:6 -7 112 -8
Cancer de mama CCR Cancer de mama Linfoma
a0a 41a 53a 45a
-5 | 211 -2 -6 -3 n-7 -4 -3 -9 l1:10 -11 l:12 =13 l:15 I1-14
Céncer de mama Céncer de mama
40a 353
§& gL e
VA V-2 V3 v4 s V6 VT V-8

Figura 29 - Heredograma do caso SM89. A probanda do estudo (Ill:1, seta) foi diagnosticada com cancer de mama aos 40 anos; a irma
(I11:4), SM89.4, apresentou cancer de mama aos 35 anos; a tia (11:8), SM89.3, apresentou linfoma aos 45 anos. Os parentes SM89.2 (lII:3), SM89.5
(IV:5), SM89.6 (Ill:14) e SM89.7 (11:7) ndo possuem histdrico pessoal de cancer. A tia (I:6) € positiva para mutagéo no gene BRCAL.
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No exame clinico, a probanda e as familiares SM89.4 (lll:4) e
SM89.5 (IV:5) apresentaram o mesmo fendtipo (Tabela 35) e foi
observado um histérico reprodutivo semelhante nas SM89 e SM89-4

(GIIPIAEI e GIIIPIAEII, respectivamente).

Tabela 35 - Caracteristicas fenotipicas observadas na paciente SM89 e
em dois familiares.

Caracteristicas Fenotipicas Pacientes
SM89 SM89.4 SM89.5

Habito longilineo + + +
Fenda palpebral discretamente obliqua + + +
descendente

Nariz longo com ponta proeminente + + +
Hipoplasia das asas nasais + + +
Palato alto + + +
Prognatia discreta + + +
Pescocgo alado e curto + + +
Implantagao baixa de cabelos em nuca + + +
Maos com dedos alongados e . + N
clinodactilia do 3° e 4° dedos

Pés com dedos alongados e clinodactilia + + +

do 4° dedos
Legenda. + presenga

Apos a identificagdo das caracteristicas fenotipicas, foi realizada a
analise cromossOmica de todas as pacientes, exceto da SM89.3. Entre os
individuos avaliados, foram identificadas uma variedade de alteragdes
estruturais, como ganho ou perda cromossdémica, associagdes
teloméricas (tas), cromossomos dicéntricos (dic) e a presenca de
cromossomos marcadores (M).

O caso SM89, positiva para mutacdo em BRCAL, com diagndstico
de cancer e com fendtipo peculiar, apresentou uma possivel delecdo no

braco curto do cromossomo 19, pequenos cromossomos marcadores
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(Figura 30A-B), delegdo do cromossomo 1, translocagdo entre os

cromossomos 1 e 7, cromossomos dicéntricos e fusbes teloméricas

(Figura 30C-D).

¢ i

1445} 2 (46} 345) 445 5 (46)
86 % 24 23 48 33 §d
S

46} 1145} 845} 445§ 10 (46} 1{45) 12(45)
. . . . . 0 AR ﬁ 3 ‘
13445 14 (45) 15 (46) 16 (46} AT (46} 18 (46}
19 (45) 20 (46) 4 (46) 27 (46) X 445) Wilp
-
M B

11461 Z4T Fras] 4 ds) 5147
147 Trae) B [4E) e 10 (481 11487 12 48
86 84 b4¢ &5 3& 53
13 4B) 14 (48] A5 Ay 18 (471 17 I

45 18 (46

ix 28 A% A ‘3
LENEL] 20 (A5 21[47] 2Z2(47] M [aE] Y1l
01 e D

Figura 30 - Analise citogenética do caso SM89. A-B. Caridtipo 47,XX,19p-
(?),17p-(?),+M. C-D. Caridtipo 45,XX,Xqg+,del(1)(g42.1),-2,+dic(1;2) (1pter>q36.3::2p4).
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A SM89.2 (lll:3), negativa para mutacdo em BRCAl e sem

diagndstico de cancer, apresentou fusdes teloméricas (Figura 31A-B) e

cromossomos marcadores (Figura 31C-D).
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Figura 31 - Andlise citogenética do caso SM89.2. A-B. Cariétipo 4,XX,+fuséo1.

C-D. Caridtipo 48,XX,+13,+M.




A SM89.4 (Ill:4),
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positiva para mutacdo em BRCALl, com

diagndstico de cancer e com fendtipo peculiar, apresentou possivel

delecdo no braco curto do cromossomo 19, pequenos Cromossomos

marcadores e perda do cromossomo 20 (Figura 32A) e presenga de

multiplos fragmentos cromossémicos (Figura 32B).
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Figura 32 - Analise citogenética do caso SM89.4. A. Cariétipo 45,XX,:1p,-20,+M.

B. Multiplos fragmentos cromossdmicos.
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A SM89.5 (IV:5), positiva para mutacdo em BRCAL, sem
diagndstico de cancer e com fendtipo peculiar, apresentou possivel
delecdo no brago curto do cromossomo 19, translocagcdo entre os
cromossomos 6 e 14, perdas e ganhos cromossdmicos e pequenos

cromossomos marcadores (Figura 33).

Figura 33 - Analise citogenética do caso SM89.5. Caridtipo 45,XX,-1,7g+,-9,-
15,-16,+17,+17,-20,+M1,+M2.
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A SM89.6 (l1:14) e SM89.7 (lI:7), ambas negativas para mutagao
em BRCA1l e sem diagnostico de cancer, apresentaram apenas fusao
telomérica, envolvendo diferentes cromossomos (SM89.6: cromossomos
9 e 15; SM89.7: cromossomos 11 e 16) (Figura 34A-B). A SM89.7

também apresentou ganhos e perdas cromossdémicas (Figura 34C).
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Figura 34 - Analise citogenética do caso SM89.6 e SM89.7. A. SM89.6:
fusdo telomérica entre os cromossomos 9 e 15. B. SM89.7: fusao telomérica entre os
cromossomos 11 e 16. C. SM89.7: fusdo telomérica, +14,+14,+14,+16,+16,+16.
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A presenga de pequenos cromossomos marcadores foram
identificados apenas nos casos com fendtipo peculiar SM89, SM89.4 e
SM89.5.

A anadlise de sequenciamento do gene BRCA1, demonstrou que os
familiares SM89.4 (lll:4) e SM89.5 (1V:5) apresentavam a mesma mutagao
do probando (c.4406C>A, p.tyr1429X), ou seja, a troca de uma citosina
por adenina, gerando um stop cédon no dominio de ligagdo do DNA da
proteina BRCA1 (Figura 35). Esta mutagcdo gera uma proteina truncada,
sem o dominio BRCT, resultando na perda da regulagéo do ciclo celular e

reparo a danos do DNA.
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Figura 35 - Representacao grafica do sequenciamento do gene BRCAL

na paciente SM89 e seus familiares. A. Mutagdo nonsense resultado da
substituicdo da citosina por adenina, foi identificada na paciente SM89 e nos familiares
SM89.4 e SM89.5. B. Os familiares SM89.2, SM89.3, SM89.6 e SM89.7 nao
apresentaram a mutacgao.
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A Tabela 36 representa um resumo da presenga e auséncia de
mutacgao, histéria pessoal de cancer e parentesco dos familiares com a

paciente SM89.

Tabela 36 - Resumo das caracteristicas da familia SM89.

Caracteristicas
Casos

Heredograma Parentesco Mutacdao  Cancer Fenétipo*
SM89 1 Probanda + Mama +
SM89.2 :3 Irma - - ig
SM89.3 11:8 Tia (M) - Linfoma ig
SM89.4 4 Irma + Mama +
Sobrinha
SM89.5 IV:5 (Filha SM89.4) + - +
Prima
SM89.6 l:14 (Filha SM89.3) - - ig
SM89.7 I:7 Tia (M) - - ig
Legenda. * caracteristicas fisicas descritas na tabela 34; - negativo/auséncia; +

positivo/presencga; ig ndo foi analisado; M: origem materna.

A metodologia de aCGH foi aplicada em amostras de DNA do
sangue periférico e do tecido tumoral mamario da probanda SM89. No
primeiro, identificou-se um total de 5 CNVs, sendo dois ganhos e trés
perdas gendmicas. As CNVs envolvidas em ganhos foram classificadas
como rara e nova rara e, as envolvidas em perda, eram comuns. No
tecido tumoral, identificou-se um total de 165 CNVs, sendo 92 ganhos e
73 perdas gendmicas. As alteragbes detectadas no DNA do sangue
periférico também foram observadas no DNA tumoral.

A analise do DNA tumoral dos familiares da paciente SM89,
revelou uma variagédo entre 3-20 CNVs (média de 7,33/individuo; desvio

padrdo: 6,74 CNVs/individuo). Os pacientes com a mutagdo no gene
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BRCAL1 apresentaram 12 CNVs (SM89: 5 CNVs; SM89.4: 3 CNVs;
SM89.5: 4CNVs). Ja os pacientes, negativos para a mutagéao,
apresentaram 36 CNVs (SM89.2: 2 CNVs; SM89.3: 4 CNVs; SM89.6: 10
CNVs; SM89.7: 20 CNVs).

Apds a comparacdo com banco de dados da amostra de referéncia
e com o DGV, foram identificadas no grupo de pacientes positivos para
mutacdo no gene BRCAL, quatro CNVs envolvidas em ganhos
gendmicos, sendo duas raras e duas novas raras, mapeadas na mesma
regidao cromossémica (Xp22.2), porém de tamanhos diferentes (CNV rara:
204.206 pb e 222.400 pb; CNV nova rara: 117.300 pb e 130.095 pb). A
sobrinha da probanda, SM89.5, apresentou apenas uma CNV rara
envolvida em perda genémica englobando a regido cromossdmica 5q13.2
(tamanho: 1.520.706 pb) (Tabela 36).

Entre os pacientes negativos para mutagao no gene BRCAL, foram
identificadas 17 CNVs raras (dois ganhos e 18 perdas genémicas) e seis
CNVs novas raras (um ganho e cinco perdas genbmicas). A irma da
probanda, SM89.2, apresentou apenas duas CNVs raras, envolvidas em
perda gendmica (Tabela 37).

Apenas as CNVs comuns foram idénticas em mais de um individuo
da familia SM89. As CNVs raras e novas raras n&do foram idénticas,
porém envolveram a mesma regidao cromossémica. As CNVs raras 9q34.2
e 22q911.21, envolvidas em perdas gendmicas, foram identificadas nos
individuos SM89.6 (tia) e SM89.7 (sobrinha) que nao desenvolveram

cancer e nao apresentaram a mutagdo no gene BRCA1. O gene RXRA,



177

mapeado em 9q34.2, esta envolvido com metabolismo e comunicagao
celular e foi descrito nos processos tumorais de mama e colorretal. A
alteracao identificada na regido 22q11.21 possui mais de um gene, porém
apenas um foi idéntico nas duas pacientes, RTN4R. Esse gene esta
envolvido na  estrutura, motilidade, transporte, crescimento,
desenvolvimento, manutencdo e comunicagao celular, porém nao foi
descrito em processos tumorais. A CNV mapeada em Xp22.2 foi
identificada em cinco individuos, porém duas foram semelhantes nas
SM89 e SM89.4 e trés nas SM89, SM89.2 e SM89.4. As pacientes SM89
e SM89.4 desenvolveram cancer de mama em idade jovem, apresentam a
mutacdo em BRCA1l e possuem o mesmo fendtipo. A alteragao
envolvendo essas pacientes engloba os genes HCCS e ARHGAPG.
Ambos estdo envolvidos na estrutura, motilidade, transporte,
metabolismo, crescimento, desenvolvimento e manutengao celular. Porém
apenas o gene ARHGAP6 também esta envolvido na comunicagao

celular.



Tabela 37 - Alteragdes identificadas na paciente SM89 e em seus familiares, geradas pelo software DNA Analytics.

Regido Tamanh Grupo . N° . N°

Casos Cromossémica Start End o (pb) Controle Tipo CNV Sondas Evento P valor Genes MicroRNAs CNVs
SM89.4'* 72541243 72568209 26966 >1% Comum 3 P 2,51E-17 -* - ++
SM89.5' 10311 72541243 72568209 26966 >1% Comum 3 P 297E-22 -* - ++
SM89.6 ol 72541243 72568209 26966 >1% Comum 3 G 5,16E-13 -* - ++
SM89.7 72541243 72568209 26966 >1% Comum 3 P 4,09E-19 -* - ++
SM89.2 1p31.1 72541243 72652273 111030 1% Rara 5 P 7,28E-13  -* - ++
SM89.3* 1p34.3 34919088 35000653 81565 0 Nova rara 6 G 1,47E-10 GJB5, GJB4 - -
SM89.7 1p36.33 842526 870300 27774 0 Rara 3 P 2,15E-11 FLJ39609, SAMD11, NOC2L - +

FLJ39609, SAMD11, NOC2L,

KLHL17, PLEKHN1, HES4,

HES4, ISG15, AGRN,

Clorfl59, TTLL1O,

TNFRSF18, TNFRSF4,

SDF4, B3GALT6, FAM132A, hsa-mir-

UBE2J2, LOC100128842, 200b, hsa-
SM89.7 1p36.33 842526 1436882 594356 0 Rara 37 P 3,67E-35 SCNNLD, ACAP3, PUSLL, mir-200a, ++

CPSF3L, GLTPD1, TAS1R3, hsa-mir-429

DVL1, MXRAS8, AURKAIP1,

CCNL2, LOC148413,

MRPL20, LOC441869,

TMEMS88B, VWAL, ATAD3C,

ATAD3B

OR2T34, OR2T10, OR2T11,
SM89.7 1944 2,47E+08 2,47E+08 88004 0 Rara 8 G 6,86E-10 OR2T35. OR2T27 - ++
SM89.6 2p22.3 34556234 34580733 24499 >1% Comum 3 P 3,34E-42 -* - ++
SM89'* 1,64E+08 1,64E+08 104948 >1% Comum 6 P 6,64E-72 -* - ++
SM89.5' 3926.1 1,64E+08 1,64E+08 104948 >1% Comum P 2,34E-137 -* - ++
SM89.6 1,64E+08 1,64E+08 104948 >1% Comum P 5,73E-122 -* - ++
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Regido

Casos .-
Cromossomica

Start

End

Tamanho
(pb)

Grupo
Controle

Tipo CNV

NO
Sondas

Evento P valor

Genes MicroRNAs

ND
CNVs

SM89.7 4p16.3

663477

1613342

949865

Rara

70

4,37E-32

MYL5, MFSD7, PCGF3,
CPLX1, GAK, TMEM175,
DGKQ, SLC26A1, IDUA,
FGFRL1, RNF212,
SPONZ2, LOC100130872,
CTBP1, C4orf42, MAEA,
KIAA1530, CRIPAK,
FAMS3A

++

SM89™

SM89.3* 4q13.2

69074940
69074940

69145174
69145174

70234
70234

>1%
>1%

Comum

Comum

6,73E-42
8,87E-40

UGT2B17 -
uGT2B17 -

++

++

SM89.5" 5q13.2

68885150

70405856

1520706

1%

Rara

1,53E-17

OCLN, LOC647859,
GTF2H2C, GTF2H2,
GTF2H2B, GTF2H2D,
LOC100272216,
LOC653188, SERF1A,
SERF1A, SERF1B, -
SMN2, SMN1,
LOC100170939,
SERF1A, SERF1A,
SERF1B, NAIP, OCLN,
LOC647859

++

SM89.6 6p21.33

31395130

31434141

39011

Rara

1,68E-23

HLA-B -

++

SM89'* 6q14.1

79035691

79080188

44497

>1%

Comum

3,40E-47

*

++

SM89.7 7p15.2

27152097

27165304

13207

0

Nova rara

1,79E-14

HOXAG, HOXA7 -

SM89.7 7p22.3

1020523

1030877

10354

0

Nova rara

WIW| w|lw

T| V|0V | T

2,06E-09

C70rf50 hsa-mir-339

SM89.7 7p22.3-p22.2

983424

2127052

1143628

Rara

88

1,86E-55

CYP2W1, C70rf50,
GPR146, GPER,
ZFANDZ2A, UNCX,
MICALL2, INTS1, MAFK,
TMEM184A, PSMG3,
PSMG3, KIAA1908,
TFAMP1, ELFN1,
MAD1L1

hsa-mir-339

++

SM89.7 7q36.1

1,5E+08

1,5E+08

17053

Rara

3

1,39E-14

CDKS5, SLC4A2 -

179



Cont/ Tabela 37

Regiao Tamanho  Grupo . N° . N°
Casos Cromossémica Start End (pb) Controle Tipo CNV Sondas Evento P valor Genes MicroRNAs CNVs
SM89.7 7436.1 151E+08 1,51E+08 42788 0 Rara 5 P 1,18E-09 PRKAG2 ; +
SM89.7 9q22.31 94915121 94958628 43507 0 Nova rara 4 P  882E-11 C90rf89, NINJ1 - -
SM89.7 9q34.11 1,31E+08 1,31E+08 55934 0 Rara 6 P  291E-24 SH3GLB2, FAM73B - +
SM89.7 9q34.2 1,36E+08 1,36E+08 26893 0 Rara 3 P  7.67E-65 RXRA - +
SM89.6 9q34.2 1,36E+08 1,36E+08 35286 0 Rara 4 P 1,32E-09 RXRA - +
SM89.7 10926.3 1,34E+08 1,34E+08 31413 0 Rara 3 P 295E-19 INPP5A - +
1 ; 2.35E-  OR4P4, OR4S2, ]
SM89.5 55134286 55207505 73219  >1%  Comum 8 P s ORace ++
SM89.6 11911 55134286 55207505 73219  >1%  Comum 8 G  556E-14 8232?3' ORA4S2, ) ++
SM89.7 55134286 55207505 73219  >1%  Comum G 199E-12 8232‘; OR4S2, - ++
SM89.3*  12p13.31 9528390 9554349 25959 0 Rara P 172E-13 - ) ++
SM89.7  12p13.31 9528390 9604833 76443  >1%  Comum G  7.00E-13 -* - ++
DDX51, NOCAL,
SM89.7  12q24.33  1,31E+08 1,32E+08 347999 0 Rara 24 P 239E-12 GALNT9, GALNTO, ; ++
LOC100130238
SM89.3*  14q24.3 73071204 73092218 21014  >1%  Comum 3 P  950E-10 HEATR4, ACOTL ; ++
LOC727832,
GOLGASC,
SM89.6 15q11.2 18862856 19833742 970886 0 Rara 23 G  7,88E-36 LOC646214, ; ++
CXADRP2, POTEB,
LOC727924
SM89.6  17g21.31 41527505 41700962 173457  >1%  Comum 12 G  126E-17 KIAA1267 - ++
KIAA1303, CHMPS,
FLJ90757, BAIAP2, hsamir 657
AATK, LOC388428, Apiipedd
SM89.7 17925.3 76533841 77072840 538999 0 Rara 47 P 3,04E-25 AZI1, C170rf56, AT
C170rf89, SLC38A10, el

C17orf55, TMEM105,
BAHCC1
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Regido Tamanho Grupo . N° . N°
Casos Cromossémica Start End (pb) Controle Tipo CNV Sondas Evento P valor Genes MicroRNAs CNVs
MORG1, DHPS,
SM89.7 19p13.13 12647311 12675266 27955 0 Nova rara 3 P 2,51E-11 FBXWO TNPO2 - -
SM89.6 22q11.21 18523876 18650642 126766 0 Rara 16 P 2,17E-12 LOC150197, RTN4R - ++
TRMT2A, RANBP1, hsa-mir-
SM89.7 22q11.21 18481712 18650642 168930 0 Rara 20 P 1,73E-22 ZDHHCS8, LOC150197, ++
1286
RTN4R
SM89.6 22q12.2 28662058 28690655 28597 0 Nova rara 4 P 4,89E-12 MTMRS3 - -
SM89'* Xp22.2 11023614 11140914 117300 0 Nova rara 10 G 3,208E-34 HCCS, ARHGAP6 - -
SM89.4™ Xp22.2 11023614 11153709 130095 0 Nova rara 11 G 1,13E-46 HCCS, ARHGAP6 - -
1 ACE2, TMEM27,
SM89 Xp22.2 15489239 15693445 204206 0 Rara 19 G 1,76E-49 CASBP, CASB - +
1% ACE2, TMEM27,
SM89.4 Xp22.2 15489239 15711639 222400 0 Rara 20 G 1,55E-75 CASBP, CA5B - +
BMX, ACE2, TMEM27,
SM89.2 Xp22.2 15462061 15711639 249578 0 Rara 23 P 8,48E-29 CASBP, CA5B - +

Legenda. P: perda genémica; G: ganho genémico; ': positivo para mutagéo no gene BRCA1; *: positivo para histéria familial de cancer; - auséncia;
+: < 3 CNVs descritas no banco de dados DGV; ++: > 3 CNVs no DGV; * regides cromossémicas analisadas no Hg19: .apenas a alteragédo em 3q26.1
apresentou gene mapeado (BC073807), porém ele n&o codifica proteina.
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5 DISCUSSAO

As variagdes genéticas herdadas, como numero de cépias, SNPs e
mutacdes germinativas em genes especificos, tém sido associadas com o
aumento do risco de desenvolvimento do céancer. No final dos anos 80,
foram identificados alguns genes de suscetibilidade ao cancer, como BRCA1
e BRCA2 (cancer de mama e ovario), MLH1 e MSH2 (cancer colorretal) e
CDKN2A (melanoma), que conferem um risco aumentado para o
desenvolvimento do tumor entre os portadores (FLETCHER e HOULSTON
2010). Existem aproximadamente 100 genes de alta penetrancia
responsaveis por algumas sindromes hereditarias de cancer. Estas, além de
apresentarem fortes evidéncias de histéria familiar, geralmente afetam
mulitplas geragcbes e obedecem um padrdao de heranga Mendeliana. A
maioria desses tumores resulta da segregacdo de mutacdes ou delecédo de
genes supressores tumorais. Essas variagbes genéticas herdadas podem
promover a perda de funcdo de genes supressores tumorais, que resultam
no aumento do risco de desenvolvimento de cancer entre os portadores de
mutacdes nesses genes de predisposi¢cao (KUIPER et al. 2010). Exemplos
destes genes incluem os supressores de tumor BRCAl e BRCAZ2,
envolvidos na Sindrome do Céncer de Mama-Ovario; MLH1 e MSH2 na
Sindrome de Lynch e CDKN2A em melanomas familiais. De acordo com a
hipotese de KNUDSON (1971), € necessario dois eventos para promover o

desenvolvimento do tumor. No caso das doencas hereditarias, o primeiro
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evento representa a transmissdo de uma alteragdo germinantiva para a
préoxima geragao, enquanto o segundo evento, ocorre no decorrer da vida.

Mesmo sabendo que as sindromes de canceres hereditarios sao
relativamente raras, representando 5 a 10% de todos os casos da doencga
(NAGY et al. 2004), portadores de mutagdes possuem um risco aumentado
de desenvolver um tumor. Um exemplo s&o pacientes com mutacdo nos
genes BRCAl e BRCAZ2. Portadores de mutagdo germinativa em BRCAL
tém um risco cumulativo aumentado de desenvolver cancer de mama e
ovario. Outros tumores associados a mutagdes em BRCAL sdo o cancer de
trompa de falopio, cancer de préstata e tumor de Wilms (THOMPSON e
EASTON 2002; HODGSON et al. 2007). Em relagdo ao gene BRCAZ2,
observa-se um maior risco para cancer de mama em homens, cancer de
préstata, pancreas, estbmago, vias biliares e melanoma, além do cancer de
mama e ovario (ROBSON et al. 1998; Anonymous 1999; THOMPSON e
EASTON 2002; SHULMAN 2010).

Neste estudo, foi realizada a avaliagado de alteragbes genémicas por
CGH array para identificar genes candidatos associados a Sindrome do
Cancer de Mama-Célon em probandos e seus familiares. Para isso, em um
estudo prévio, foram avaliadas mutagdes em genes que ja foram descritos
como tendo alta penetrancia associados a estes tumores particulares. Entre
eles, o BRCA1 e BRCA2 associado a Sindrome do céncer de mama e
ovario, o gene TP53 associado a Sindrome de Li-Fraumeni, os genes de
reparo a danos no DNA (MLH1 e MSH2) associados a Sindrome de Lynch e

o gene CHEK2 ja relatado em pacientes com sindromes hereditarias de
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cancer de mama e colon. Grande parte da investigacdo destas mutacdes
fizeram parte de outro estudo coordenado pelo Dr Benedito Mauro Rossi e
Dra Dirce M Carraro (DOMINGUEZ et al. 2008; VALENTIN et al. 2011;
SANTOS et al. 2012).

As CNVs identificadas neste estudo foram classificadas em comuns,
raras e novas raras apés comparagao com o grupo referéncia. Estas CNVs
podem ocorrer em genes supressores tumorais ou oncogenes envolvidos em
processos tumorais. Em 2010, SHLIEN e MALKIN relataram que apesar das
CNVs comuns serem frequentemente identificadas na populacdo saudavel,
elas podem desempenhar um importante papel nos estagios iniciais da
carcinogénese. Segundo os autores, essas CNVs podem conferir um risco
moderado para o desenvolvimento da doenca. Nesse mesmo ano, KUIPER
et al. (2010) relataram que as CNVs raras podem alterar genes envolvidos
em processos tumorais, resultando no aumento do risco de desenvolvimento
tumoral. Em seu estudo, SHLIEN e MALKIN (2010) relataram que, muitas
vezes, as alteragdes raras podem segregar juntamente com a doenga entre
os familiares.

As alteragbes raras e novas raras englobando genes candidatos ao
desenvolvimento e predisposi¢ao tumoral, envolvidos em ganhos ou perdas
genbmicas, foram comuns (observadas em pacientes do grupo 1 e 2) ou
exclusivas de cada grupo. Porém, apenas as CNVs novas raras, ausentes
no grupo controle e no banco de dados do DGV, serdo apresentadas abaixo.
As CNVs novas raras identificadas nos pacientes sem mutacdo serao

discutidos no item 5.1.1 e as alteragbes gendmicas identificadas nos
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pacientes positivos para mutacdo nos genes de predisposicdo serao

discutidos no item 5.1.2.

5.1 CGH ARRAY

5.1.1 Casos sem mutagdao nos genes BRCA1l, BRCA2, TP53, CHEK?2,
MLH1, MSH2

Neste estudo observou-se uma diferenga nao significativa no numero
total de copias gendmicas entre os grupos 1 e 2. O grupo 1 (pacientes com
cancer de mama ou colorretal) apresentou uma média de CNVs semelhante
ao grupo controle, porém o grupo 2 (pacientes com cancer de mama e
colorretal) apresentou um aumento de CNVs quando comparado com o
grupo controle e o grupo 1.

A semelhanga no numero de CNVs entre o grupo 1 e o grupo controle
também foi observada em dois estudos, YOSHIHARA et al. (2011) e
KREPISCHI et al. (2012a). No estudo de YOSHIHARA et al. (2011), os
autores compararam o numero de CNVs identificadas em trés grupos
distintos: (1) pacientes positivas para mutagdo no gene BRCA1l e com
diagndstico de cancer de ovario; (2) pacientes sem a mutagdo, mas com a
doenga (grupo esporadico); (3) pacientes saudaveis (grupo controle). Eles
observaram que nao houve diferenga significativa entre o numero de CNVs
identificadas no grupo de pacientes BRCAL positiva e o grupo controle.
KREPISCHI et al. (2012a) compararam o numero de CNVs identificadas em

pacientes com diagnéstico precoce de cancer de mama, porém negativas
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para mutagcao nos genes de predisposicdo BRCAL1 e BRCA2, com um grupo
controle. Neste estudo, eles ndo observaram diferenca entre o total e o
tamanho de CNVs no grupo amostral quando comparado com o grupo
controle. Porém, a proporcdo de CNVs raras nos pacientes foi maior do que
na populacao controle.

Apesar do grupo 2 apresentar maior numero de CNVs, a porcentagem
de CNVs comuns, raras e novas raras identificadas nos dois grupos foi
semelhante, aproximadamente 52%, 41% e 7%, respectivamente. O elevado
numero de CNVs raras e novas raras pode conferir as pacientes um risco
aumentado de desenvolver a doenga. KREPISCHI et al. (2012a) sugeriram
que esse risco € proporcional ao numero de CNVs raras identificadas no
paciente.

Além disso, observou-se que a média de idade de desenvolvimento
tumoral das pacientes do grupo 2 foi superior quando comparado com o
grupo 1. Porém apds a analise de CNVs nestas pacientes, verificou-se que o
grupo 1 nao apresentava CNVs compartilhadas entre elas e o grupo 2
apresentou CNVs comuns compartilhadas. Esse resultado sugere que as
CNVs raras e novas raras identificadas nas pacientes sejam responsaveis
pelo desenvolvimento tumoral.

Tanto no grupo 1 como no grupo 2 foi identificada uma CNV nova rara
em mais de um paciente. No grupo 1, a alteragdo, mapeada em 14qg23.1,
envolveu o gene SLC38A6. No grupo 2, a alteragdo estava mapeada em

11p11.2 e envolveu a Cl1lorf49.
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A CNV nova rara, mapeada em 14g23.1 (gene SLC38A6), envolvida
em ganho gendmico, foi identificada nos pacientes SM83 e SM173 (ambos
do grupo 1) e LFS144 (grupo 2).

O gene SLC38A6 é composto por 17 éxons e € membro da
superfamilia carreadora de solutos (SLC). Esta superfamilia compreende um
grande grupo de proteinas transportadoras de membrana responsaveis pelo
fluxo de nutrientes, metabdlitos, drogas e toxinas. Os genes SLC codificam
transportadores passivos e idnicos (HE et al. 2009; HOGLUND et al. 2011).
De acordo com URBAN et al. (2006), esses transportadores mantém a
homeostasia celular e corporal pela promocao da importagcdo de nutrientes e
exportagdo de componentes toxicos celulares. Além disso, os autores
relatam que eles desempenham um importante papel na resposta a drogas,
podendo atuar como alvos terapéuticos, facilitando a absorgcédo, metabolismo
e eliminagao dessas drogas. Alteragdes genéticas nos transportadores SLC
tém sido associadas com algumas doengas Mendelianas, como doengas
metabdlicas e neuroldgicas. Os membros dessa familia fazem parte de
diversas clasess funcionais, incluindo neurotransmissores e transportadores
de nutrientes, metais pesados e xenobidticos (URBAN et al. 2006).
SUNDBERG et al. (2008) demonstraram, por hibridagao in situ, a expressao
do gene SLC38A6 em cérebro de camundongo.

A familia de transportadores SLC38 codificam 11 transportadores
denominados SNAT (do inglés, sodium-coupled amino acid transporters).
HAGGLUND et al. (2011) relataram que existem apenas cinco tipos de

SNATSs e que estes estao divididos em A (SLC38A1, SLC38A2, SLC38A4) e
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N (SLC38A3 e SLC38A5), porém todos, exceto SLC38A4 (MACKENZIE e
ERICKSON 2004), sao transportadores de glutamina. A glutamina é o
aminoacido de maior abundancia no corpo e desempenha muitas funcdes,
como sintese de proteina, produgao de ATP, regulacdo do equilibrio acido-
basico nos rins, doagao de carbono e transportador ndo téxico de aménia na
circulagao sanguinea. Segundo a literatura, o transporte de glutamina é
maior em células tumorais do que normais (BODE et al. 2002). Além disso,
nas células tumorais o nivel de glutaminase, enzima responsavel pelo
metabolismo da glutamina, € maior, ja que elas utilizam ndo s6 a glutamina,
mas seus metabdlitos para sobrevivéncia. YUNEVA et al. (2007) observaram
que o aumento do metabolismo da glutamina acelera a proliferagéo e a
necessidade por ATP de células normais e tumorais.

Com isso, o ganho genémico do gene SLC38A6, identificado nas
pacientes (SM83, SM173 e LFS144) pode estar relacionado com o
desenvolvimento tumoral, pois 0 ganho de transportadores de glutamina
resultam em aumento do transporte desse aminoacido, aumento de
glutamina e de seus metabdlitos nas células, maior producdo de ATP e,
consequentemente, maior sobrevivéncia de células tumorais. Para avaliar o
envolvimento desse gene com a predisposicdo dos tumores, seria
necessario a triagem dessa CNV nos familiares das pacientes.

A CNV nova rara, mapeada em 11p11.2 (Cl11lorf49), envolvida em
ganho gendmico, foi identificada nos pacientes SM98 (grupo 1), SM87 e

SM88 (ambos do grupo 2). A Cl1orf49 precisa ser melhor caracterizada em
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estudos futuros para avaliar seu papel nos processos tumorais de mama ou
colon e predisposicao a doencga.

Entre as CNVs novas raras exclusivas do grupo 1, foram
identificadas oito ganhos gendmicos envolvendo seis regides
cromossOmicas: 4912 (KIAA1211), 6g24.3 (SHPRH e GRM1), 7p22.2 (LFNG
e MADI1L1), 14932.11 (FOXN3 e PRO1768), 19913.32 (NPAS1, TMEM160 e
ZC3H4), 21922.3 (C210rf70, TMPRSS3 e UBASH3A).

As CNVs descritas acima foram identificadas em quatro pacientes
(SM26, SM98, SM173, VCS), sendo que alguns deles apresentaram mais de
uma alteragcao (SM26, SM98 e VCS). As CNVs novas raras envolvendo as
regides cromossémicas 4q12 (KIAA1211) e 14q32.11 (FOXN3 e PRO1768)
foram identificadas na paciente SM98. Os ganhos genémicos, mapeados
em 4912 e 14932.11, foram identificados nas regides intrbnicas dos genes
KIAA1211 (intron 2-3) e FOXN3 (intron 1-2), respectivamente. O gene
KIAA1211 codifica uma proteina ainda nao caracterizada e o gene FOXN3
codifica uma proteina que atua como repressora da transcricado. Segundo a
literatura, 0 aumento de expressao do gene FOXNS3 pode estar envolvido em
processos tumorais, como renal, oral de células escamosas e de ovario, e na
resposta a tratamento do cancer (SCOTT e PLON 2005). Como a alteragéo
detectada na paciente SM98 ¢ intrénica ela pode nao ter papel funcional.

As alteragdes envolvendo as regides cromossémicas 6q24.3 (SHPRH
e GRM1), 7p22.2 (MAD1L1) e 19q13.32 (NPAS1, TMEM160 e ZC3H4)

foram identificadas na paciente VCS. Entre os genes envolvidos nessas
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alteragdes, GRM1, MAD1L1 e NPAS1 foram descritos previamente em
tumores de mama ou colorretal.

O gene GRM1, mapeado em 6q24, codifica um receptor de glutamato
1, membro da familia de receptores transmembrana de proteinas G. Esta
altamente expresso no sistema nervoso central, sendo responsavel por
mediar a excitabilidade neuronal, a sinapse e a liberacdo de
neurotransmissores. Além disso, esta envolvido em processos patolégicos e
fisiol6gicos como aprendizado, formagao de memaria, neuro degeneracéao e
dor (PIN e DUVOISIN 1995; DE BLASI et al. 2001; HERMANS e CHALLISS
2001). Recentes estudos sugerem o envolvimento desse gene em tumores,
como melanoma (POLLOCK et al. 2003). Em 2007, ORTIZ et al. observaram
que o gene GRM1 estava altamente expresso em 7/19 amostras de
melanoma e em 12/18 linhagens celulares desse tumor. Porém, ndo estava
expresso nas células normais ou nos tumores benignos. Em 2012, um grupo
de pesquisadores identificaram a expressao desse gene em linhagem celular
de cancer de mama triplo negativo (SPEYER et al. 2012). O objetivo dos
pesquisadores foi identificar a capacidade de proliferacdo dessas células
com elevada expressao do gene. Para isso, utilizaram drogas para inibir a
via glutamato-Grms e observaram a inibigdo das células tumorais. De acordo
com os autores, essa inibicdo estava correlacionada com o aumento da
apoptose. Os autores sugerem que os inibidores da via glutamato-Grms sao
importantes alvos para terapia do cancer de mama triplo negativo.

O gene MAD1L1, mapeado em 7p22, é responsavel pelo checkpoint

durante a mitose, desempenhando um importante papel no ciclo celular.
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Apesar de apresentar caracteristicas de genes supressorres tumorais, YUAN
et al. (2006) verificaram um aumento na expressao do gene MAD1L1 na
linhagem celular de cancer mamario e de células primarias de mama.
Segundo os autores, em nenhum momento o nivel de expressao desse gene
na linhagem de cancer de mama foi inferior do que nas células epiteliais
normais de mama. Os autores sugerem que 0 aumento de expressao de
genes responsaveis pelo checkpoint podem ser marcadores de presenga de
instabilidade cromossémica no cancer de mama.

O gene NPAS1, mapeado em 19q13.32, composto por 11 éxons,
codifica uma proteina membro da familia de fatores de transcricdo. Sua
funcdo ainda nao ¢é totalmente conhecida, porém desempenha um
importante papel no final da embriogénese e no desenvolvimento pds natal.
Em 2008, um grupo de pesquisadores observaram, por aCGH, perda
homozigota desse gene em linhagens celulares de cancer de mama
(KOMATSU et al. 2008). Em seguida, os autores realizaram qPCR em 30
amostras microdissecadas de cancer de mama primario e identificaram
delecdo homozigota em 11/30 (36,7%) das amostras. Com o intuito de
verificar se essas delegdes eram exclusivas de tecidos tumorais, os autores
realizaram gPCR em 30 amostras pareadas (tecido normal e tumoral da
mesma paciente) de mama. As amostras tumorais com delecado homozigota
também apresentaram essa alteragdo no tecido normal. Além disso,
observou-se perda de uma coépia do gene em nove (30%) amostras tumorais
e normais. Dessa maneira, eles sugeriram que essa seja uma regiao de

polimorfismo frequentemente deletada em pacientes com cancer de mama.
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Neste estudo, o ganho genémico identificado no gene NPAS1 néao
pode ser associado ao desenvolvimento tumoral da paciente, pois seu
envolvimento com cancer de mama pode ser resultado da perda de um ou
dois alelos do gene, tanto em células normais como tumorais de mama. Por
outro lado, o ganho nos genes GRM1 e MAD1L1 podem estar envolvidos
com o desenvolvimento tumoral em idade precoce da paciente VCS. Pois,
observou-se na literatura, que o aumento de expressédo do gene GRM1
contribui com a proliferagdo de células tumorais e do gene MADI1L1
representa presencga de instabilidade cromossdémica no tumor. Sugere-se a
triagem dessa alteragdo em familiares da paciente VCS e o estudo funcional
desses genes para verificar 0 envolvimento dos mesmos na predisposigao
tumoral.

Os ganhos genO6micos mapeados em 21g22.3 (C21orf70) e 7p22.2
(LFNG) foram identificadas na paciente SM26.

O gene LFNG, mapeado em 7p22.2, codifica uma proteina que
modula a ligagao entre o receptor Notch 1-4 e seu ligante Delta 1-3 e Jagged
1 e 2 (THELU et al. 2002). Os genes Notch codificam uma proteina
transmembrana que regula a divisao celular, diferenciacédo e sobrevivéncia
de células tronco e/ou células progenitoras em varios tecidos, incluindo
mama e célon (CALLAHAN e EGAN 2004; FRE et al. 2005). REEDIJK et al.
(2008) observaram que os genes NOTCH1 e LFNG estdo expressos em
altos niveis em casos de CCR familial e sugeriram que eles podem
desempenhar um papel importante no desenvolvimento e progressao

tumoral.
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Apesar da alteracao identificada nesse gene nao ter envolvido trés
sondas consecutivas, o ganho genémico em LFNG, associado ao quadro
clinico da paciente SM26, pode contribuir para o desenvolvimento de
canceres nessa familia. Com isso, o papel do gene LFNG na sindrome de
cancer de mama e colorretal precisa ser investigado em maiores detalhes.

A CNV nova rara, envolvida em ganho gendmico, mapeada em
21922.3 (TMPRSS3 e UBASHS3A) foi identificada na paciente SM173. O
gene TMPRSS3, mapeado em 21g22.3, codifica uma proteina pertencente a
familia de serina protease, as quais estdo envolvidas em diversos processos
biolégicos. WALLRAPP et al. (2000) verificaram, por Northern blot, a
expressdo aumentada desse gene em cancer pancreatico. Além disso, os
autores identificaram uma correlacdo entre a expressdo aumentada do
transcrito e o potencial metastatico de linhagens celulares de cancer
pancreatico. Com isso, os autores sugeriram seu envolvimento com invasao
tumoral e metastase. Em 2004, um grupo de pesquisadores identificaram o
aumento de expressdao de uma nova variante do gene TMPRSS3
(SAWASAKI et al. 2004). No estudo, foi avaliada a expressdo da nova
variante do gene TMPRSS3 em 50 tumores ovarianos (41 adenocarcinomas,
3 de potencial maligno baixo e 6 adenomas) e sete tecidos normais de
ovario. Os autores relataram um aumento de expressao do gene nos tecidos
tumorais quando comparados com o normal. Além disso, observaram uma
expressao aumentada em carcinomas do que em adenomas. Entre os
carcinomas, foi identificado um aumento de expressdo do gene TMPRSS3

nos casos com estagio clinico avangado. Dessa maneira, os autores
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sugeriram que a nova variante do gene TMPRSS3 desenvolve um
importante papel no desenvolvimento e progressao do cancer de ovario. Em
2012, GUERRERO et al. avaliaram o padrdo de metilagdo em carcinoma de
ovario. Entre os genes identificados, os autores verificaram que o gene
TMPRSS3 apresentava expressao aumentada nos tecidos tumorais de
ovario. Segundo os autores, esse aumento de expressao € resultante da
hipometilagado das regides de controle desse gene.

O gene UBASHS3A, mapeado em 21g22.3, composto por 15 éxons,
codifica uma proteina altamente expressa em tecidos do sistema imune,
como bago, timo, medula d&ssea e leucécitos do sangue periférico
(WATTENHOFER et al. 2001). Nao ha relatos em literatura do envolvimento
desse gene em tumores.

Em literatura, a expressdao aumentada do gene TMPRSS3 foi
associada com o desenvolvimento e progressdo de cancer de ovario, porém
0 gene nao foi associado com a predisposi¢cao familial. Segundo a histéria
familial de cancer da paciente, a tia paterna foi diagnosticada com cancer de
ovario.

Apesar das alteragdes identificadas neste grupo serem “paciente-
especifica”, dois genes alterados neste grupo (GRM1 e TMPRSS3) podem
contribuir para o desenvolvimento e predisposi¢cao tumoral. Essas alteraces
foram identificadas em duas pacientes diferentes (VCS e SM173), ambas
diagnosticadas com cancer de mama em idade precoce. Essas alteragoes
precisam ser avaliadas em outros membros dessas familias assim como

investigar o seu papel funcional como genes de predisposi¢cdo tumoral.
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Entre as CNVs novas raras exclusivas do grupo 2, foram
identificadas seis ganhos, envolvendo as regides cromossdémicas 3p14.1,
7p22.3, 13914.3, 15926.1, 17925.1 e Xq13.1, e duas perdas gendmicas,
envolvendo as regides 6p22.1 e 7q36.3. As regides cromossdmicas 1g23.3,
1931.2, 5p15.2 e 16921, todas envolvidas em perda genbmica, e a 5q11.2,
envolvida em ganho, n&o apresentaram genes conhecidos segundo a base
de dados Hg18 (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway?db=hg18). Apds
comparagao com a base de dados Hg19 (http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgGateway?hgsid=273251913&clade=mammal&org=Human&db=hg19),
apenas a regiao 5p15.2 apresentou gene mapeado, denominado TAG.

As CNVs descritas acima foram identificadas em nove pacientes
(SM6, SM7, SM37, SM63, SM77, SM87, SM88, SM150, SL16), sendo que
alguns deles apresentaram mais de uma alteragao (SM87 e SM88).

Os ganhos gendmicos englobando as regides 3p14.1 (FOXPL1),
1526.1 (BLM), 17925.1 (ACOX1, LOC100134934, CDK3) e Xq13.1
(ERCC6L) foram identificadas na paciente SM87. Com excec¢do do gene
ERCC6L, as sondas nos demais genes estavam mapeadas em regides
exbnicas dos genes.

O gene FOXP1, mapeado na regido 3p14.1, composto por 21 éxons,
€ membro de uma familia de fatores de transcricdo (FOX) que contém um
dominio de ligacdo de DNA. Esses fatores de transcricao estdo envolvidos
em diversos processos celulares e desempenham um importante papel no
desenvolvimento celular (LAl et al. 1991; KAUFMANN e KNOCHEL 1996). O

gene FOXP1 possui aumento de expressdo em tumores hematolégicos,
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como linfomas, além de uma associagdo com pior prognostico da doenga,
sugerindo uma possivel fungdo de oncogene (KOON et al. 2007). Por outro
lado, em alguns tecidos tumorais, como mama, pulmé&o, cabega e pescoco,
esse gene apresenta baixa expressao génica, sugerindo sua atuagao como
supressor tumoral (KOON et al. 2007). BANHAM et al. (2001) relataram que
esse gene possui expressao protéica aumentada em tecidos normais de
colon, pancreas, rim, baco e ovario.

KOON et al. (2007) sugeriram que o aumento de expressao do gene
FOXPL1 pode ser o resultado da translocagao entre os genes FOXP1 e o IHG
(Immunoglobulin heavy chain), t(3;14), da trissomia do cromossomo 3
observada em linfoma ou o resultado de quebras na regido codificadora do
gene. BANHAM et al. (2001) estudaram o padrao de expressao protéica, por
imunoistoquimica, em 128 tumores sodlidos (célon, estbmago, rim, pulmao,
mama, cabeca e pescog¢o, pancreas e prostata). Eles identificaram que
18/20 tumores de colon apresentaram expressao protéica de FOXP1 fraca
ou ausente no nucleo. Além disso, eles observaram uma perda de marcacao
citoplasmatica e aumento de marcacao nuclear na transi¢cao entre o epitélio
normal e o tumoral. Em tumores de mama, foi observada uma marcagao
nuclear forte em 3/9 casos, um caso teve marcagcédo negativa e o restante
apresentou marcacao fraca. Os tumores de mama foram divididos em in situ
com marcacao forte e ductal com marcacgao fraca ou ausente.

RAYOO et al. (2009) investigaram a expressdao de FOXP1 em
tumores mamarios e correlacionaram com parametros clinopatolégicos e

presenca de receptor estrogeno (ER). A reacdo de imunoistoquimica foi
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realizada em 126 tecidos tumorais de mama, sendo 35 BRCAL positivo, 34
BRCA2 positivo e 57 sem a mutagdo no gene BRCA (esporadicos). Foi
identificada marcacgao forte em 54% dos tumores familiais e em 46% dos
esporadicos. Além disso, observou-se uma correlagao significativa entre a
marcacao FOXP1 e os tumores ER positivos. Por outro lado, a auséncia de
expressao dessa proteina foi associada com baixa sobrevida e curto periodo
livre de recidiva em tumores familiais de mama.

SHIGEKAWA et al. (2011) avalariaram a expressdo de FOXP1 por
imunoistoquimica em 133 tumores de mama. Neste estudo os autores
identificaram que 67% dos tumores (89 casos) apresentaram marcagao
nuclear positiva para a proteina FOXP1 e estavam correlacionados
positivamente com o grau tumoral e receptores hormonais, como estrogeno
(ER) e progesterona (PgR). Em um estudo com linhagem celular de mama
MCF-7, os autores observaram um aumento de expressdo do mRNA do
gene FOXP1 apds a ativagdo do receptor de estroégeno, sugerindo que a
expressdo de mRNA do gene FOXP1 é regulada pelo ER em células
tumorais de mama. Os autores também identificaram, por western blotting,
um aumento da expressao protéica de FOXP1 apds estimulo do ER. Com o
intuito de verificar se 0 ganho ou perda de expressdo do gene FOXP1
contribui para o desenvolvimento de células tumorais em tecidos ER
positivos, foi realizada a transfeccdo em células MCF-7 com pcDNAS-
FOXP1-Myc, resultando no aumento de expressao do gene, e siRNA do
gene FOXP1, promovendo a perda de expressao do gene. Na presenga de

ER, o aumento da expressao do gene FOXP1 promoveu um aumento nas
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taxas de crescimento celular quando comparadas com as células controle.
Por outro lado, a perda de expressao do gene FOXP1 interrompeu o
crescimento celular.

Em 2012, um grupo de pesquisadores identificaram, por
imunoistoquimica, uma associagao entre a marcagao positiva da proteina
FOXP1 em tecidos tumorais mamarios com um prognéstico favoravel da
doenca e aumento da sobrevida em pacientes previamente tratados com
tamoxifeno (IJICHI et al. 2012).

O gene BLM, mapeado em 15g26.1, codifica uma DNA helicase, que
participa da replicacdo e reparo do DNA. Mutacdo no gene BLM esta
associada a Sindrome de Bloom (BS) caracterizada por baixa estatura,
sensibilidade a luz, problemas de fertilizacdo e predisposicao ao
desenvolvimento de alguns tumores em idade jovem, como leucemia
linfocitica, linfoma e tumores de origem epitelial (THACKER 2005). A falta de
atividade das helicases nas células de individuos com BS promove uma
instabilidade gendmica, caracterizada pelo aumento de recombinagéo
somatica, quebras cromossémicas e mutagdes génicas (GRODEN et al.
1990; GRODEN e GERMAN 1992; GERMAN 1993).

TURLEY et al. (2001) identificaram, por imunoistoquimica, que a
proteina BLM se expressa em tecidos tumorais de origem linféide e epitelial
e, em tecidos normais na presencga de células em proliferagao, como tecido
linfoide, pele e trato digestivo. Os tecidos tumorais de origem epitelial e
linféide, como tumores mamarios, renais, pulmonares, colorretais e linfomas,

apresentaram marcacao nuclear intensa da proteina. Em 2010, FRANK et al.
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avaliaram se a presenga do polimorfismo P868L no gene BLM estaria
associado com o desenvolvimento do cancer colorretal. Os autores
observaram que pacientes com esse polimorfismo P868L apresentavam um
risco aumentado de desenvolver cancer retal. Além disso, sugeriram que
esse polimorfismo pode desempenhar um importante papel em estagios
avangados do CCR. Em 2011, MIRZAEI et al. relataram que a expressao
aumentada da proteina BLM é responsavel pelo aumento significativo do
acumulo de rearranjos cromossOmicos.

O gene CDK3 (cyclin-dependent kinase 3), composto por 8 éxons,
membro da familia das CDKs, é responsavel pela sintese de uma proteina
serina/treonina quinase, responsavel pelo controle da progressao celular
pela interacdo com varios reguladores e substratos (MALUMBRES e
BARBACID 2001). O gene CDK3 é um importante regulador do ciclo celular,
pois atua no inicio da fase G1, atingindo atividade intensa no final dessa
fase, e com isso, desempenhando um importante papel na transicdo da fase
G1 para S. Esse gene é expresso em varios tecidos normais e em linhagens
celulares de alguns tumores, como glioblastoma e neuroblastoma
(MEYERSON et al. 1992; SCHANG et al. 2002; REN e ROLLINS 2004).
ZHENG et al. (2008) relataram a expressado protéica desse gene em 15
linhagens celulares diferentes e a maioria delas apresentou aumento de
expressao, como células de glioblastoma, de cancer pulmonar, carcinoma
colorretal, cancer de prostata, osteossarcoma, carcinoma epidermoéide e

melanoma.
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Segundo dados da literatura, os genes FOXP1, BLM e CDK3 estao
direta ou indiretamente envolvidos no desenvolvimento dos tumores
mamarios ou colorretais. A expressao diminuida de FOXP1 tem sido descrita
em tumores de mama e de célon, porém a expressdo aumentada desse
gene em associagao com a presencga dos receptores hormonais, estrégeno e
progesterona, é responsavel pelo aumento do crescimento de células
tumorais mamarias. O gene BLM esta envolvido com elevado risco de
desenvolvimento de cancer retal e o aumento de sua expressao esta
associada com o aumento da instabilidade cromossémica e danos ao DNA.
Dessa maneira, sugere-se que os ganhos detectados nos genes FOXP1 e
em BLM podem contribuir para o desenvolvimento de cancer colorretal e
mamario, diagnosticados na paciente SM87.

A CNV nova rara, enolvida em perda gendémica, englobando o gene
OR2J2, um receptor olfatério, mapeado em 6p22.1, foi identificada no caso
SM77. Segundo o quadro clinico da paciente, ela desenvolveu cancer de
mama e colorretal aos 92 anos. Assim, € possivel que varias alteracbes em
genes criticos isoladamente ja associados a tumores esporadicos possam
ter papel no desenvolvimento dos tumores de mama e colorretal
diagnosticados no caso SM77. Para verificar a associagao dessas alteragoes
na predisposi¢cao tumoral presente na familia, sera necessario a triagem de
CNVs nos parentes.

A CNV nova rara 7p22.3 (C70rf50), envolvida em ganho genémico, foi
identificada na paciente SL16. Por ser ndo ainda caracterizada ha a

necessiade de outros estudos para avaliar o papel desta C70rf50 em
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processos tumorais de mama ou colon e predisposicdo a doenga. Em
resumo, os dados apresentados sugerem que o cancer colorretal e mamario
sejam resultado de varias CNVs, incluindo as duas raras envolvendo o0s
genes UNCX (ganho) e ADAM5P (perda).

A perda genbmica em 5p15.2 (TAG) foi identificada no caso SM88.
Este gene possui transcrito ndo codificante de 624 pb. Além dessa alteracao,
a paciente apresentou oito CNVs raras e duas CNVs novas raras, porém
nenhuma delas apresentou gene com fungdo conhecida. Estes resultados
sugerem o envolvimento de varias CNVs raras no desenvolvimento tumoral
de mama e coélon diagnosticados na paciente.

As alteragdbes em 7q36.3, identificada na paciente SM6, e em
13914.3, identificada na paciente SM37, serado discutidas no item 5.3 desta
secao, pois também foram identificadas nos respectivos familiares.

Apesar das alteragdes identificadas neste grupo serem “paciente-
especifica”, alguns genes (por exemplo, FOXP1 e BLM), tém potencial para

contribuir para o desenvolvimento tumoral.

5.1.2 Casos com mutagao

Em 2008, SHLIEN et al. relataram que pacientes portadores da
Sindrome de Li-Fraumeni positivos para mutagdes no gene TP53
apresentaram maior numero de alteragdes gendmicas quando comparados
com pacientes negativos para essa mutagdo. Além disso, os autores
relataram que pacientes com mutacdo e com histéria familial de cancer

também apresentavam maior numeros de CNVs. Esse aumento no numero
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de CNVs também foi observado nas pacientes deste estudo que
apresentaram mutagao no gene MLH1 (SM41 e SL36) e histéria familial de
cancer. Segundo KREPISCHI et al. (2012b) é dificil determinar se o elevado
numero de CNVs em pacientes com mutagdo em genes conhecidos é
resultado de instabilidade cromossOmica ou se essas alteragdes estao
diretamente envolvidas no processo tumoral juntamente com a mutagao
conhecida. Os autores sugerem que essas duas hipoteses nao sao
exclusivas, pois o elevado numero de CNVs nesses pacientes pode ser
resultado do inicio do cancer gerada pela mutacdo, mas também pode
contribuir para o processo tumoral. Dessa maneira, o acumulo de alteragdes
pode resultar numa manifestacdo precoce ou mais severa da doenca.

Nos pacientes com mutagdes nao patogénicas, observou-se uma
média de 7,5 CNVs por individuos. Os pacientes com mutacbées nao
patogénicas no gene MLH1 (média de 9,0 CNVs por individuo), SM91 e
SM98 (grupo 1), SM100 e SL55 (grupo 2), apresentaram 0, 18, 13 e 4 CNVs,
respectivamente. Além da mutagcdo missense no gene MLH1, o caso SM91
apresentou uma mutagao silenciosa nao patogénica no gene MSH2. Tanto a
paciente como a irma desenvolveram cancer de mama bilateral, a primeira
aos 38 e 39 anos e a segunda, aos 26 anos.

Entre as cinco mutagdes nado patogénicas identificadas no gene
MSH2 (média de 8,0 CNVs por individuo), uma (c.965G>A, p.G322D) foi
observada em trés casos nao relacionados por parentesco (SM28, SM173 e
SL154). Os casos SM28 e SM173 (grupo 1) desenvolveram cancer de mama

aos 35 e 38 anos, respectivamente. O caso SL154 (grupo 2) desenvolveu
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CCR aos 42 anos e cancer de mama aos 56. Na analise de aCGH, os trés
casos apresentaram um elevado numero de CNVs, entre 7 a 10. As outras
mutagdes identificadas (c.573C>T, p.L191L; c.984C>T, p.A328A; c.1168
C>T; p.L390F; c.1666T>C, p.L556L), foram observadas em outros trés casos
do grupo 1 (SM60, SM91 e SM92) e em um caso do grupo 2 (SM67). Os
casos SM60 e SM92 apresentaram 5 e 6 CNVs totais, respectivamente. O
primeiro foi diagnosticado com cancer de mama aos 40 anos e 0 segundo,
CCR aos 47 anos. O caso SM67, com 4 CNVs, desenvolveu cancer de
mama aos 48 anos e CCR aos 56.

Os pacientes com mutagao nao patogénica nos genes MLH1 e MSH2
apresentaram uma média de CNVs semelhante aos pacientes sem mutacao,
sugerindo que as mutagbes nao patogénicas nado sdo responsaveis pelo
aumento da instabilidade cromossd6mica e n&do estdo diretamente envolvidas
no processo tumoral.

Por outro lado, as pacientes com mutagdo patogénica nos genes
BRCA1 (SM50, SM89 e SM102) e BRCA2 (SM86) apresentaram baixo
numero de alteragdes gendmicas. Foi observado uma média de 3,25 CNVs
por individuo positivo para mutagado nos genes BRCAs (variagado entre 1 a 5
CNVs). Quando comparado com o grupo controle, verificou-se uma
diminuicao significativa no numero de CNVs (p= 0,0190, Teste de Mann-
Whitney). Porém, quando comparado com o grupo de pacientes com a
doenca, mas sem a mutacao, observou-se um aumento no numero de CNVs
(média de 6,44 CNVs por individuo), embora n&o significativo (p= 0,1839).

Resultado semelhante foi relatado por YOSHIHARA et al. (2011).
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5.1.3 Analise de CNVs entre os familiares

Neste estudo foram selecionados para analise de CVNs entre os
familiares oito pacientes e 20 parentes de primeiro grau. Nas familias SM6,
SM26 e SM87 foram analisados os filhos das pacientes; nas familias SM34 e
SM&56 foram analisados os irmaos; na familia SM37 foram analisados filhos e
irm&o; na familia SM83 foram analisados mae e irma. Na familia SM89 foram
analisados irmas, sobrinha, tias e prima da paciente. As familias SM56 e
SM37 serao discutidas no item 5.3.1 e, a familia SM89, no item 5.3.2.

Entre as familias de pacientes sem mutagdo (SM6, SM26, SM34,
SM37, SM56, SM83, SM87), foram identificadas 32 CNVs tanto nos
pacientes como nos respectivos familiares, sendo 22 (68,8%) comuns, oito
(25,0%) raras e duas (6,2%) novas raras. Na familia com mutagcéo no gene
BRCAL (SM89), apenas quatro CNVs comuns foram observadas na paciente
e nos familiares.

Na familia SM6 foram identificadas trés CNVs comuns e uma nova
rara na paciente e em pelo menos um parente (SM6.2 ou SM6.3). A CNV
nova rara, mapeada em 7q36.3, envolvida em perda gendmica, foi
identificada na paciente SM6 e na filha SM6.3 (sem histérico de cancer até o
presente). A delegdo em 7q36.3 esta localizada no intron 1-2 do gene
PTPRNZ2 e engloba o microRNA 595.

O gene PTPRN2 é composto por 23 éxons e codifica a proteina da
familia tirosina fosfatase (PTP). Essa familia génica regula uma variedade de

processos celulares, como crescimento e diferenciagao celular, ciclo celular
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tendo sido relacionada ao desenvolvimento de tumores (NORDGARD et al.
2008). O gene PTPRN2 se expressa no cérebro, pancreas, glandula
pituitaria e uma isoforma se expressa no intestino. RUSH et al. (2004)
relataram hipermetilacdo do gene PTPRN2 em amostras de leucemia
linfocitica crénica. Em um estudo de analise de metilacdo em células
escamosas de carcinoma pulmonar e em células ndo tumorais adjacentes,
ANGLIM et al. (2008) identificou oito genes hipermetilados nos tecidos de
carcinoma pulmonar de estadio 1 e nos mais avancados. SELAMAT et al.
(2011) relataram que o gene PTPRN2 esta frequentemente metilado em
adenocarcinoma e carcinoma de células escamosas de pulmao.

Segundo o mirDIP:  microRNA Data Integration Portal
(http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/index.jsp), o microRNA 595 possivelmente
regula os genes EP300 (score: 71,45), FLRT2 (score: 68,01) e NEK9 (score:
67,82). Entre eles, apenas o gene EP300 foi relatado como envolvido em
processos tumorais, incluindo mama e colorretal. Este gene, mapeado em
22p13.2, considerado supressor tumoral, codifica uma proteina que regula a
transcricdo pela via de remodelamento da cromatina. Além disso, é
importante para a proliferacdo e diferenciagcdo celular. A regiédo
cromossbmica 22q, no qual o gene estd mapeado, € uma regido que
apresenta frequente perda de heterozigose em diversos tumores, como
mama, ovario, colorretal, gastrico e pancreatico (CAMPBELL et al. 2004).
Segundo a literatura, foram identificados nesse gene mutagdes somaticas
missense em 27 tumores colorretais (MURAOKA et al. 1996). GAYTHER et

al. (2000) identificaram duas mutagbes em tumores primarios de mama e
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colorretal, quatro em linhagem celular de cancer mamario, colorretal e
pancreatico. CAMPBELL et al. (2004) relataram que nao é possivel associar
alteragdes germinativas do gene EP300 com sindromes hereditarias de
cancer, porém eles sugerem que além do cancer de mama, mutacdes
germinativas nesse gene pode favorecer o desenvolvimento do céancer
colorretal, jd que algumas mutagdes somaticas em tumores primarios de
célon ja foram descritos pela literatura (MURAOKA et al. 1996; GAYTHER et
al. 2000).

Como a alteragdo no gene PTPRN2 estava mapeada em regido
intrdnica, sugere-se que o desenvolvimento tumoral esteja relacionado a
outros fatores, como perda do microRNA 595 e, possivelmente, ao acumulo
de CNVs identificadas na paciente SM6.

Entre as CNVs identificadas na familia SM26, nove (sete comuns e
duas raras) foram idénticas tanto na paciente como na filha SMZ26.2
(diagnosticada com cancer de mama aos 45 anos). As CNVs raras,
mapeadas em 19p12 e Xqg22.2, estavam envolvidas em perda e ganho
genbmico, respectivamente. A perda genbémica em 19p12 englobou o
pseudogene ZNF826 (do inglés, zinc finger protein 826). Esse pseudogene é
composto por 3 éxons e transcreve um RNA nao codificante. A alteracdo em
Xq22.2, envolvida em ganho genbmico, englobou os genes TMSB15B,
H2BFXP e H2BFWT. Entre eles, ha relatos em literatura apenas do gene
TMSB15B em processos tumorais. O gene TMSB15B, composto por 3
éxons, codifica uma proteina de ligagao a actina e possui um importante

papel na organizacado do citoesquleto. Além disso, pode estar envolvido na
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migracao celular. BANYARD et al. (2009) identificaram um aumento de
expressao do gene em linhagens celular especificas, como PC-3 (carcinoma
de prostata), MDA-MB-231 (cancer de mama), NCI-H322 (cancer de pulmao)
e Caco-2 (carcinoma colorretal). Os autores também observaram um
aumento de expressao em tecido normal e tumoral de colon.

Apesar da paciente SM26 e da filha SM26.2 terem apresentado uma
CNV rara em comum, o desenvolvimento da doenca pode ser resultado do
acumulo de CNVs raras e novas raras identificadas em cada uma delas.

Na familia SM34 foram identificadas duas CNVs comuns e quatro
raras idénticas na paciente e em um dos familiares (SM34.2 e SM34.3).
Todas a CNVs raras (3929, 6912, 13921.32, 20p12.3) estavam envolvidas
em perdas gendmicas. A alteracdo em 3929, identificada na SM34 e SM34.2
(diagnosticada com cancer de mama aos 64 anos), envolve os genes BDH1,
LOC220729, KIAA0226, FYTTD1 e LRCH3 e o microRNA 922. A delecao
em 13q21.32, identificada na SM34 e SM34.3 (sem histdria de cancer) nao
possui gene descrito (tanto na plataforma Hg18 como na Hg19). As perdas
em 6q12 e 20p12.3 foram identificadas na SM34, SM34.2 e SM34.3 e
envolvem os genes EYS e PLCB1, respectivamente.

Os genes identificados como alterados ndo foram, para o nosso
conhecimento, descritos em literatura como envolvidos em processos
tumorais. A alteracdo em 3q29 promoveu a perda dos genes BDH1,
LOC220729, KIAA0226 e FYTTD1 e parte do gene LRCH3. O gene BDH1
codifica uma proteina membro da familia dehidrogenase e redutase, que

cataliza os principais corpos cetdnicos (acetoacetato e hidroxibutirato)
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produzidos durante o catabolismo dos acidos graxos. Os corpos cetdnicos
sdo utilizados como fonte de energia pelo coragdo e cérebro quando a
quantidade de glicose disponivel no corpo esta diminuida. O KIAA0226
regula negativamente o trafego das vias endociticas e dificulta o processo de
maturagao dos autofagossomos. O gene LRCH3 codifica uma proteina com
um dominio LRR (do inglés leucine-rich repeats) e um dominio CH (do
inglés, calponin homology actin-binding). O dominio CH é responsavel pela
ligagdo com actina, que participa de diversos processos celulares, como
contracdo muscular, motilidade celular, divisdo celular, movimento de
vesiculas e organelas, sinalizagcado celular e estabelecimento e manutengao
das jungbes e do formato celular. A perda identificada neste estudo
compromete a ligagcao da actina, pois a alteragédo esta localizada na porgao
terminal do gene, o qual codifica o dominio CH. O gene FYTTD1 é
responsavel por expor os mMRNAs do nucleo para o citoplasma. Ele participa
da via DDX39B/UAP56-NFX1 com o intuito de garantir a exportagdo do
MRNA e encaminha-lo para o poro nuclear. A perda em 6q12 envolveu os
éxons 13 ao 22 do gene EYS, composto por 43 éxons. Este codifica uma
proteina que é expressa em células fotoreceptoras da retina e tem funcao de
manter a integridade dessas células. Quando mutado, causa a retinite
pigmentosa tipo 25, uma doenga autossdmica recessiva que promove a
degeneragao das células fotoreceptoras da retina. A delegdo em 20p12.3
estava mapeada no intron 2-3 do gene PLCB1,composto por 32 éxons. Este
codifica uma proteina que cataliza a formacao de 1,4,5-trifosfato inositol e

diacilglicerol a partir do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato. Essa reacgao utiliza
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calcio como um cofator e desempenha um importante papel na transdugao
de sinais intracelulares. Dessa maneira, a perda em 3q29 envolvendo os
genes LRCH3 e FYTTD1 podem contribuir para a predisposi¢cao hereditaria
ao desenvolvimentos destes tumores.

Na familia SM83 foi identificada apenas uma CNV comum (1p31.1)
na paciente SM83 e na irma gémea SM83.2. A alteracdo em 1p31.1,
envolvida em ganho genémico, ndo apresentava gene mapeado conhecido
(segundo o banco de dados do Hg18 e Hg19). Por se tratar de uma CNV
comum e as parentes nao terem sido diagnosticadas com a doenga, sugere-
se, inicialmente, que a CNV nao tenha associagdo com o desenvolvimento
nem predisposicdo a doenga. Porém, estudos futuros nessa regido
cromossbmica podem demonstrar a presenga de genes de baixa
penetrancia responsaveis pelo desenvolvimento e predisposi¢cao a doenca.
Além dessa alteracdo, a paciente SM83 apresentou duas CNVs raras
(MGST1, LMO3 e GALNTL6) e uma nova rara (SLC38A6), as quais podem
ter relevancia no quadro clinico da paciente SM83.

Entre as CNVs identificadas na familia SM87, apenas quatro (trés
comuns e uma rara) foram idénticas tanto na paciente SM87 como na filha
SM87.2 (sem historia de cancer). A alteracdo rara, envolvida em perda
genbmica e mapeada em 12g24.33, nao apresentou gene mapeado no
banco de dados Hg18, porém no Hg19 foi identificado o gene BC042649.
Este possui um transcrito com 1.328 pb, porém nao codifica proteina. Dessa
maneira, sugere-se que a perda do gene BC042649 pode ter associagao

com o desenvolvimento e predisposi¢cao tumoral. Porém estudos futuros
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envolvendo essa regido cromossémica podem identificar o papel funcional
do gene. Além disso, o quadro clinico da paciente pode ser resultado da
associagao de CNVs, entre elas, a CNV nova rara (descrita no item 5.1.2)

envolvendo os genes FOXP1 e BLM.

5.2 ANALISE EM FAMILIAS EPECIFICAS

5.2.1 Familia SM56 (Grupo 1) e SM37 (Grupo 2)

A paciente SM56 apresentou cinco CNVs, sendo duas comuns, duas
raras e uma nova rara. A CNV nova rara envolveu o gene ROBO1, mapeado
em 3p12.3. Essa perda genbmica foi identificada na irma, SM56.2, com
diagnostico de cancer de endométrio aos 58 anos. Esta foi a unica CNV
identificada tanto na paciente como no parente.

O caso SM37 apresentou 11 alteracdes, sendo sete comuns, duas
raras e duas novas raras. Entre as CNVs novas raras, foram identificadas
uma perda e um ganho envolvendo as regides 3p12.3 e 13q14.3,
respectivamente. Entre os familiares, foi identificada perda em 3p12.3 na
filha SM37.2 (diagnosticada com cancer de mama aos 55 anos) e ganho em
13914.3 nos filhos SM37.3 e SM37.4 (sem histérico da doenca).

O gene RCBTB1 (Regulator of Chromosome Condensation (RCC1)
and BTB (POZ) Domain containing protein 1), mapeado em 13q14.3 e
envolvido em ganho gendmico, é composto por 13 éxons. SOLOMOU et al.
(2003) relataram que essa regido encontra-se deletada em

aproximadamente 50% dos pacientes com diagnostico de leucemia
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linfocitica crénica. De acordo com os autores, outras doengas malignas
como linfoma ndo Hodgkin, carcinoma de cabega e pescogo e carcinoma de
células ndo pequenas de pulmao também apresentam essa regido deletada.
ZHOU e MUNGER (2010) sugeriram que o gene RCBTB1 é um candidato a
supressor tumoral. Os autores identificaram baixa expressdao do gene
RCBTB1 em linhagens celulares de cancer colorretal, cervical e linfoma.
Além disso, observaram que o aumento da expressao do gene resultou na
ativacao da via de reparo ao DNA, promovendo a diminui¢ao da viabilidade
celular por meio de inducdo de apoptose. Neste estudo, foi identificado
ganho genémico englobando o éxon 2 do gene RCBTB1. Segundo o site
UCSC Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu), os éxons 1 e 2
desse gene sdao 5 UTR (do inglés, untranslated region). Segundo a
literatura, o comprimento da regido 5’ UTR varia entre 18 a 210 nucleotideos
e alteragbes nesse comprimento podem prejudicar a eficiéncia da tradugao
e, consequentemente, a sintese protéica (PESOLE et al. 2000;
CHATTERJEE e PAL 2009). CHATTERJEE e PAL (2009) relataram outro
mecanismo, associado ao comprimento da regidao 5’ UTR, de predisposigéao
ao cancer de mama envolvendo a diminuicdo de expressdo do gene
supressor tumoral BRCA1l. O gene BRCA1l possui dois promotores
diferentes (alfa e beta), os quais codificam dois transcritos diferentes com
comprimentos da regidao 5’ UTR diferentes. Segundo os autores, o transcrito
de maior tamanho encontrado somente em tecido tumoral de mama,
enquanto o menor, pode ser identificado tanto em tecido normal como

tumoral de mama. Os autores relatam que a traducdo do maior transcrito
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tem sua eficiéncia 10 vezes reduzida quando comparada com o transcrito de
menor tamanho. Com isso, ocorre a deficiéncia da expressao da proteina
BRCA1, contribuindo para o desenvolvimento tumoral de mama.

Dessa maneira, a alteragdo identificada nessa regiao 5 UTR do
RCBTB1 pode estar envolvido com o desenvolvimento tumoral da paciente e
a suscetibilidade ao cancer entre os familiares afetados.

As pacientes SM56 (cancer de mama aos 50 anos) e SM37 (CCR e
cancer de mama aos 52 e 73 anos, respectivamente) apresentaram a
mesma CNV nova rara mapeada na regidao 3p12.3, englobando o gene
ROBOL1, envolvida em perda gendmica. Além das pacientes, essa alteragao
também foi identificada nos respectivos familiares SM56.2 e SM37.2, ambas
com histodria de cancer.

O gene ROBO1/DUTT1, mapeado em 3p12.3, composto por 31
éxons, codifica um receptor transmembrana pertencente a familia de
receptores de moléculas de adesao celular neural. A proteina ROBO1
apresenta uma porg¢ao extracelular N-terminal que consiste em um dominio
formado por cinco repetigdes de imunoglobulina-like (Ig) e um dominio de
trés repeticbes de fibronectina tipo 3 (FN3), seguido da porgcao
transmembrana e da porcdo intracelular C-terminal, formada por quatro
repeticdes citoplasmaticas (CC0O-CC3) (CHEDOTAL 2007; HOHENESTER
2008; LEGG et al. 2008). Enquanto os dominios Ig1 e Ig2 s&o necessarios
para a ligacao da proteina Slit2 codificada pelo gene SLIT, responsavel pelo
desenvolvimento do sistema nervoso central, o dominio citoplasmatico nao

possui uma funcao especifica. Porém, CC0O e CC1 apresentam um sitio de
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fosforilagdo de tirosina e CC2 e CC3 apresentam sequéncias ricas em
prolina. Além disso, CC1 liga-se ao dominio P3 do receptor netrina-1 DCC
(do inglés, deleted in colorectal cancer) e CC3 liga-se as GTPases
(CHEDOTAL 2007).

Em 2001, XIAN et al. demonstraram que a delecdo dos sitios de
ligacao Ig1 e Ig2 da proteina ROBO1 resulta no desenvolvimento anormal do
pulm&o. Posteriomente os autores (XIAN et al. 2004) observaram que a
ligacdo de anticorpos ao dominio Ig1 promove a inibicdo do crescimento
tumoral in vivo.

Estudos genéticos e bioquimicos tém identificado proteinas
citoplasmaticas que participam ou modulam a sinalizagédo do Slit através da
ligacdo aos dominios citoplasmaticos da proteina ROBO1, como Abl (do
inglés, Ableson tyrosine kinase) e GTPases da familia Rho (CHEDOTAL
2007; HOHENESTER 2008). Abl tem um efeito negativo na sinalizagao Slit-
Robo. Ao se ligar ao dominio citoplasmatico CCO e CC1, promove a
fosforilagao e inativacdo do ROBO1. Porém, de acordo com KHUSIAL et al.
(2010), Src é responsavel pela ativagao da Abl, que promove a estabilizagcéo
da proteina ROBO1 e o0 aumento da atividade das GTPases Cdc42 e Rac1,
gerando assim, a migragao de células transformadas. A inibigdo da atividade
da Abl é responsavel pela diminuicdo do nivel de proteina ROBO1 e inibicdo
da migracdo de células transformadas. Além disso, os autores
demonstraram que a inibicao da sinalizacdo ROBO1 promove a inibicao da

migracgao de células tumorais sem interferir na atividade da Abl.
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As GTPases sao responsaveis pela modulacdo do citoesqueleto e
desempenham um papel central no crescimento de axbénios e migragao
celular (CHEDOTAL 2007). A proteina srGAP1 liga-se ao dominio
citoplasmatico CC3 de ROBO1 e promove a inativacdo da proteina GTPase
Cdc42 (do inglés, cell division cycle 42). Por outro lado, a proteina Dock/Nck
se liga ao dominio CC2 ou CC3 promovendo a ativagao de outra GTPase,
Rac (HOHENESTER 2008).

Além de participarem do desenvolvimento do sistema nervoso, os
genes ROBO1 e SLIT2 sao importantes para o desenvolvimento pulmonar,
renal e da glandula mamaria. De acordo com CHEDOTAL et al. (2005),
esses genes estdao envolvidos em algumas doengas humanas, como
inflamacao e cancer.

O gene ROBO1, candidato a supressor tumoral (DALLOL et al. 2002;
ARAKAWA 2004; XIAN et al. 2004), é expresso em tecidos neurais, glandula
mamaria, coracdo, pulmao, pancreas, placenta, prostata e musculo
esquelético. Ele esta envolvido nos processos biologicos de adesao,
diferenciagdo e migracédo celular. Em 2009, SHEN et al. relataram que o
tratamento com anticorpo monoclonal que se liga ao receptor ROBO1,
impedindo a interagdo Slit-Robo, inibe o crescimento e a angiogénese
tumoral, demonstrando que este €& um importante processo no
desenvolvimento de carcinomas de células escamosas.

Por ser considerado um gene supressor tumoral, alteragbes
moleculares como a inativagdo (por exemplo, por hipermetilagdo) ou a

expressao diminuida do transcrito do gene ROBO1 (por exemplo, delegao)
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poderiam resultar na desorganizagao celular e tecidual, como é visto no
desenvolvimento de estagios pré-invasivos tumorais (SUNDARESAN et al.
1998; GHOSH et al. 2009). SUNDARESAN et al. (1998) sugeriram que a
delecédo do gene é um evento precoce no desenvolvimento do céancer
pulmonar semelhante ao descrito em outros tumores, como displasias
epiteliais (CHUNG et al. 1995; HUNG et al. 1995; GHOSH et al. 2009).
DALLOL et al. (2002) relataram que a inativagdo do gene por LOH (perda de
heterozigose) e hipermetilagdo é freqientemente encontrado em canceres
pulmonares, renais e mamarios. Os autores também relataram que a
delecdo do gene ROBOL1 foi detectada em duas linhagens celulares de
cancer de pulmao e em uma de mama. Em um estudo com roedores, XIAN
et al. (2004) demonstraram a importancia do gene ROBO1 como supressor
tumoral. Entre os animais homozigotos ROBO1-/-, 63% morreram de
insuficiéncia respiratoria devido ao desenvolvimento anormal do pulmao e o
restante sobreviveu até um ano de idade, porém desenvolveram hiperplasia
dos bronquios. Entre os heterozigotos (ROBO1 +/-), observou-se que os
animais desenvolveram linfoma e carcinoma invasivo de pulmao no segundo
ano de vida. Os autores realizaram gRT-PCR e imunoistoquimica para
verificar a expressao génica e protéica de ROBO1. No primeiro experimento
nao foi identificada expressédo génica e, no segundo, 9/12 tecidos tumorais
de pulmio apresentaram expressao muito fraca. Com isso, os autores
sugeriram que o outro alelo pode estar hipermetilado.

Mais recentemente, GHOSH et al. (2009) observaram uma frequente

inativacao bialélica resultante de delecdo e metilagdo nesse gene em
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carcinomas primarios de cabeca e pescogo. Neste estudo, os autores
identificaram uma correlacéo entre as alteracdes moleculares, como deleg¢ao
(analisada por LOH) e metilagdo (analisada por MS-PCR), do gene ROBO1
com o padrao de expressdo do mRNA e da proteina.

Outros autores descreveram que o padrdo de expressdo do gene
ROBOL é controlado por metilagdo em canceres colorretais (DALLOL et al.
2002, 2003; NARAYAN et al. 2006). Em conjunto, estes dados indicam que
tanto a delegcdo quanto a inativagao por metilagdo do gene ROBO1 foram
detectados em carcinomas mamarios e colorretais esporadicos.

Para o nosso conhecimento, este € o primeiro relato de perdas do
gene ROBO1 como um evento constitucional associado a Sindrome do
Cancer de mama e coélon e ao desenvovimento tumoral. Como trata-se de
uma alteracdo envolvendo a perda de um gene supressor tumoral que
segrega entre os familiares com diagndstico de cancer, € possivel que a
perda por delegao e a metilagdo aberrante sejam os dois eventos essenciais
para a inativagao deste gene supressor tumoral e que estas alteracoes
estejam relacionadas a predisposi¢cao hereditaria ao desenvolvimento destes
tumores. Porém, como nao foi possivel obter os tecidos tumorais das
pacientes, a analise de metilagao ndo pdde ser realizada.

A analise de sequenciamento do gene ROBOL1 nao revelou mutagao
em ponto nos casos avaliados. De acordo com CHEDOTAL et al. (2005), até
o momento, nao foi identificada nenhuma mutacdo somatica em ponto no

gene ROBO1 em tecidos tumorais.
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Para a confirmagao da delegdo por aCGH como evento primario para
o desenvolvimento e predisposicdo dos tumores de mama e cdlon, foram
realizadas duas analises de amplificagdo do DNA gendémico: a primeira, nas
regides flanqueadas pelas sondas envolvidas em perdas nos pacientes e em
seus familiares e, a segunda, na regido do éxon mais préximo as sondas
alteradas.

No primeiro experimento foram utilizados dois pares de iniciadores, o
primeiro englobando uma das sondas mapeadas na regiao intrénica e o
segundo englobando a sonda mapeada no éxon mais préximo da regido
alterada. A alteragdo na regiao intrénica foi confirmada no caso SM37 e na
parente SM37-2. Ja a regiao contendo a sonda exdnica foi considerada
normal, ou seja, sem alteragdo no numero de coépias. No segundo
experimento foram utilizados seis pares de iniciadores flanqueando todo o
éxon 4, incluindo regides intrénicas (anterior e posterior ao €xon), exdnicas e
sitios de splicing alternativo. Foi observado que a perda intrénica identificada
no caso SM37 e na parente SM37.2 estendeu-se até o éxon 4, resultando
possivelmente numa proteina truncada, com a perda do dominio Ig-like I,
dominio de ligagdo com a proteina SLIT2.

A analise da expressdo da proteina ROBO1 foi realizada no tecido
normal adjacente ao tumor da paciente SM37 e em amostras independentes
de carcinoma mamario e colorretal hereditarios. No tecido normal, usado
como controle, identificou-se marcacéo forte da proteina, um dado relatado
no The Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org). Nas amostras

independentes de carcinoma mamario e colorretal provenientes de pacientes
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com histéria familial avaliadas no TMA, foi identificada uma associagdo nao
significativa entre a expressao protéica ausente e fraca com caracteristicas
de pior prognéstico, como tamanho tumoral (3 e 4), comprometimento de
linfonodos, estadiamento IlI-1V e grau tumoral 2-3. Os achados desse estudo
corroboram com os dados descritos em literatura. WANG et al. (2011)
estudaram a expressao protéica ROBO1 em pacientes com cancer de mama
com presenca ou auséncia de metastase cerebral. Os autores nao
identificaram uma associagao significativa entre o padréao de expressao da
proteina com tamanho tumoral, envolvimento linfonodal, estadio e grau
histolégico, porém relataram que pacientes com carcinoma mamario invasivo
ou ductal in situ apresentavam um padrdo de marcacdo inferior ao
observado nas pacientes com adenofibroma (59,1%, 45,3% e 87,0%,
respectivamente). O mesmo aconteceu quando os autores compararam
pacientes com metastase cerebral e sem metastase (12,5% e 56,3%,
respectivamente). Os autores sugeriram o uso desse gene como marcador
prognéstico do cancer de mama invasivo e metastase cerebral.

Apesar deste estudo nao ter identificado o segundo evento (por falta
de material bioldgico), foi possivel confirmar a delecao do gene ROBO1.
Alem disso, foi demonstrada a expressao protéica fraca ou ausente da
proteina ROBO1 em casos de canceres de mama e colon hereditarios.
Assim, baseados em nossos resultados e em dados da literatura é possivel
que a delecao de um alelo e hipermetilagdo do outro, estejam associados a
predisposicao hereditaria ao cancer nestas familias. Estudos funcionais sao

necessarios para confirmar essa hipotese.
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5.2.2 Familia SM89

A familia da paciente SM89 foi convidada a participar do estudo apés
a confirmagdo de mutagcdo no gene BRCAL e a identificagao de alteragdes
genotipicas (pela metodologia de aCGH) e fenotipicas (apdés anamnese).

Participaram deste estudo seis parentes da probanda, sendo dois com
histéria pessoal positiva de cancer (SM89.3 e SM89.4) e, os demais, sem
evidéncia da doenca (SM89.2, SM89.5, SM89.6, SM89.7). Foram realizadas
analises para verificar se as alteragées gendmicas, como presenga de CNVs
e mutacado no gene BRCAL, segregavam entre os familiares. Além disso, foi
realizada analise cromossOmica para verificar uma possivel associacdo com
as caracteristicas fenotipicas, identificadas em mais de um individuo da
familia.

Tanto a paciente SM89 como os familiares, positivos para mutagcéo no
gene BRCAL, apresentaram um numero baixo de CNVs, variando de 3 a 5.
Os familiares, negativos para essa mutagao, apresentaram um numero entre
3 a 20 CNVs. Como citado acima, esses dados corroboram com o trabalho
de YOSHIHARA et al. (2011).

As pacientes portadoras da mutacdo em BRCAl (SM89, SM89.4,
SM89.5) ndo apresentaram CNVs idénticas, porém a SM89 e SM89.4,
ambas com diagndstico de cancer de mama e com histérico de aborto
espontaneo, apresentaram um ganho genbOmico envolvenda a regido
cromossOmica Xp22.2, porém nao possuiam o mesmo tamanho. Segundo a
literatura, a presenga de mutagcéo no gene BRCAL nao esta associado com

0 aumento no risco de aborto espontaneo (Friedman et al. 2006). Os autores
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também demonstraram que pacientes com histérico de aborto espontaneo
nao possuem risco aumentado de desenvolver cancer de mama.

Além da identificagdo de alteragdes gendmicas no sangue periférico
da probanda, realizou-se a triagem de CNVs no tecido tumoral (carcinoma
ductal invasivo) da paciente. As alteragdes identificadas no sangue também
foram identificadas no tecido tumoral. BAE et al. (2010) também observaram
uma concordancia entre o numero de copias gendbmicas identificadas no
DNA sanguineo de pacientes com cancer de mama e no DNA tumoral das
mesmas. De acordo com os autores, apesar de ser necessario mais estudos
para a confirmacdo do uso de sangue periférico na triagem de genes
possivelmente associados com o desenvolvimento de tumores primarios de
mama, os resultados encontrados no estudo demonstram a eficiéncia da
reagcao de CGH array para identificagdo de CNVs no sangue periférico, no
caso de auséncia de tecido tumoral.

Neste estudo, observou-se uma diferenca no numero de CNVs
identificadas no sangue periférico (5 CNVs) e no tecido tumoral (165 CNVs).
Segundo SHLIEN e MALKIN (2009) ha uma diferenga nas regides de CNVs
nos pacientes com cancer hereditario ou esporadico. De acordo com o
estudo, pessoas saudaveis apresentam um numero baixo de CNVs no
genoma, enquanto pacientes com risco aumentado de desenvolver tumor
em idade jovem, apresentam um numero excessivo ou aumentado de CNVs
no genoma. Dessa maneira, é possivel identificar, no sangue periférico de
pacientes com mutagdo em genes de predisposicédo, a presenga de CNVs

herdadas e adquiridas. Ja no tecido tumoral é possivel identificar as CNVs
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herdadas, adquiridas e aquelas tumor-especificas (adquiridas durante o
desenvolvimento tumoral). Portanto, o numero de CNVs no tecido € maior do
gue no sangue periférico.

Diante das caracteristicas fenotipicas peculiares (habito longilineo,
fenda palpebral discretamente obliqua descendente, nariz longo com ponta
proeminente e hipoplasia de asas nasais, palato alto, prognatia discreta,
pescoco alado e curto, implantagcdo baixa de cabelos em nuca, maos com
dedos alongados e clinodactilia do 3° e 4° dedos e, pés com dedos
alongados e clinodactilia do 4° dedo) identificadas em trés individuos (SM89,
SM89.4 e SM89.5), da auséncia de CNVs comuns entre elas e da limitagéao
da técnica de CGH array em identificar translocacbes e fusdes
cromossoémicas, foi realizada a analise cromossémica em todos os membros
da familia SM89. Nessa analise, foi verificada a presenga de cromossomos
marcadores, rearranjos estruturais e fusées cromossdmicas, revelando
grande instabilidade gendmica. Porém apenas os casos SM89, SM89.4 e
SM89.5 (fendtipo tipico e positivos para mutagdo em BRCAL) apresentaram
pequenos cromossomos marcadores em mosaicismo.

Segundo a literatura, a deficiéncia das proteinas BRCA1 e BRCA2
resultam em perda da recombinagdo homdloga, um processo de reparagao
conservativo do DNA, promovendo uma reparacao inadequada do DNA e
resultando em instabilidades gendmicas como aumento de delegdes,
translocagdes e fusées cromossdmicas (VENKITARAMAN 2002; WALSH et
al. 2008). Apesar dessas instabilidades gendmicas serem resultado da

deficiéncia das proteinas BRCA1 e BRCAZ2, translocagdes e fusdes
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cromossbmicas foram observadas tanto no grupo positivo como negativo
para mutacdo no gene BRCA1. Porém, essas instabilidades apresentaram
maior frequéncia no grupo das portadoras de mutacgao.

Este achado é inédito em literatura e apresenta evidéncias de uma
nova sindrome genética associada com a presengca de um marcador

cromossOmico e sinais fenotipicos especificos.
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CONCLUSOES

Apos a comparacao das alteracdes identificadas nos pacientes do
grupo 1 e do grupo 2 com o grupo controle, foi possivel classifica-las
em comuns, raras € novas raras. As CNVs raras e novas raras podem
conter genes associados com a Sindrome de Cancer de Mama e

Colorretal Hereditaria.

Em oito familias, envolvendo 20 parentes, foram identificadas CNVs
raras e novas raras nos pacientes e seus respectivos parentes. A
familia SM6 apresentou uma delegao englobando o hsa-mir-595. Na
familia SM37 observou-se duas CNVs novas raras, envolvendo os
genes RCBTB1 (5 UTR) e ROBO1. A familia SM56 também
apresentou uma dele¢do envolvendo o gene ROBOL. Esses genes
sao fortes candidatos a predisposi¢cao hereditaria ao cancer de mama
e colorretal. Nas demais familias, sugere-se que o acumulo de CNVs

esteja relacionado a predisposi¢ao tumoral.

Os resultados obtidos nas pacientes do grupo 1, sugerem que 0s
genes GRM1, MADI1L1 e TMPRSS3 estejam associados com o
cancer de mama diagnosticado em idade precoce nas pacientes VCS

(genes GRM1 e MAD1L1) e SM173 (gene TMPRSS3).
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A paciente SM87 (grupo 2) apresentou aleteragdes nos genes FOXP1
e BLM. Estudos adicionais sdo necessarios para verificar o papel

desses genes na predisposi¢gao tumoral.

Foi identificada a delecdo do gene ROBO1 em dois pacientes de
familias ndo aparentadas (SM56 e SM37) e em membros dessas
familias com diagnostico de cancer de mama e de endomeétrio.
Sugere-se que esse seja um gene candidato para a predisposi¢ao da

Sindrome do Cancer de Mama-Coélon Hereditario.

Foi detectado ganho do gene SLC38A6 em duas pacientes do grupo
1 e uma do grupo 2. Este gene codifica uma proteina de membrana,
responsavel pelo transporte de glutamina, importante no metabolismo
celular. Serdo necessarios estudos futuros para verificar uma possivel

associacao deste gene com a predisposigao tumoral.
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Anexo 2 - Critérios de Amsterdan | (VASEN et al. 1991) e Il (VASEN et al.

1999) para diagnéstico clinico da Sindrome de Lynch.

1. Critério de Amsterdan |
Pelo menos trés membros de uma mesma familia com cancer
colorretal:
v Um dos membros deve ser parente em primeiro grau dos outros
dois;
v" Pelo menos duas geragdes devem ser acometidas pela doenga;
v" Pelo menos um dos membros deve ter sido diagnosticado com a
doenca antes dos 50 anos de idade;

v' Exclusao dos casos de polipose adenomatosa familiar (FAP).

2. Critério de Amsterdan Il

Pelo menos trés membros de uma mesma familia com cancer colorretal ou
tumores associados com a doenga, como cancer de endométrio, cancer de
pelve renal, cancer de ureter ou cancer de intestino delgado:
v Um dos membros deve ser parente em primeiro grau dos outros
dois;
v" Pelo menos duas geragdes devem ser acometidas pela doenga;
v" Pelo menos um dos membros deve ter sido diagnosticado com a
doenca antes dos 50 anos de idade;

v' Exclusao dos casos de polipose adenomatosa familiar (FAP).



Anexo 3 - Critérios de Bethesda para o rastreamento de individuos

suspeitos para Sindrome de Lynch (UMAR et al. 2004).

Critério de Bethesda

4 Diagndstico de cancer colorretal antes dos 50 anos de idade;

4 Presenca de cancer colorretal sincrbnico ou metacrénico, ou um
tumor extracolénico associado a sindrome, independentemente da
idade;

4 CCR com histologia de alto-MSI diagnosticado em paciente com
menos de 60 anos;

4 Um individuo diagnosticado com CCR e um parente de primeiro grau
com tumor relacionado a sindrome, com um dos tumores tendo sido
diagnosticado antes dos 50 anos;

4 Um individuo diagnosticado com CCR com um ou dois parentes de
primeiro ou segundo grau com tumor relacionado a sindrome,

independentemente da idade.





