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RESUMO

Braggio DA. Caracterizagao molecular dos tumores desmoédides. Séao

Paulo; 2015. [Tese de Doutorado-Fundagao Antonio Prudente]

Os tumores desmoides sdo proliferacbes mesenquimais fibroblasticas que,
apesar de nao originarem metastase, sdo extremamente invasivos
localmente. Esses tumores podem ser esporadicos ou relacionados a
sindromes genéticas, como a polipose adenomatosa familiar (FAP). Algumas
alteragcdes moleculares ja foram relatadas, entretanto, a tumorigénese
desses tumores ainda nao é totalmente compreendida. Assim, o objetivo
desse estudo € analisar e comparar o espectro de mutacbes somaticas nos
tumores desmoides esporadicos e associados a sindromes. Dez tumores
desmoéides foram analisados por sequenciamento do exoma. O DNA
extraido foi utilizado para a construgdo de uma biblioteca. O DNA
fragmentado foi hibridizado com moléculas de RNA correspondentes a
regiao do exoma (50Mb) e posteriormente capturado. As bibliotecas foram
amplificadas através de PCR em emulsdo e sequenciadas utilizando o
SOLID™ 4 System. Os dados de sequenciamento foram analisados através
de programas especificos, e as variantes identificadas somente no tecido
tumoral foram selecionadas. A validagdo de algumas variantes foi realizada
por sequenciamento alvo (target sequencing), por ser um método mais
sensivel através do lon AmpliSeq e sequenciamento na plataforma lon PGM.
Nossos resultados confirmaram as mutagdes somaticas nos genes ABCC2,
SLCO1C1, TTC37, ANKRD17, CADPS, DCAF4L1, PNN, LARGE,
ARHGAP32, ITGB1, SI e TPP2. Interessantemente, nossos resultados
obtidos através do sequenciamento do exoma mostraram que a mutacéo no
cédon 45 (S45F) do gene CTNNBL1 foi encontrada mesmo nos casos onde a
analise por Sanger n&o detectou nenhuma mutagdo neste gene,
corroborando a hipétese de que os tumores desmoides sdo dependentes da

via WNT/B-catenina. Além disso, esse resultado tem um significado clinico



importante, uma vez que a mutagcao S45F do gene CTNNB1 foi associada a
uma pior taxa de sobrevida livre de doenga. Na era da terapia-alvo, o
conhecimento de alteragbes genéticas que possam ajudar na estratificagao
de pacientes que precisem receber um acompanhamento mais frequente, ou
mesmo um tratamento mais agressivo, tornou-se crucial, uma vez que pode

auxiliar no controle dessa doenca.



SUMMARY

Braggio DA. [Molecular characterization of desmoid tumors]. Sdo Paulo;

2015. [Tese de Doutorado-Fundagao Antonio Prudente]

Desmoid tumors (DTs) are unique mesenchymal fibroblastic proliferations
that, despite the absolute lack of ability to metastasize, are extremely locally
invasive. The great majority of DTs occur sporadically, most of these are
caused by somatic mutations in B-catenin (CTNNB1) that lead to a
constitutive activation of WNT pathway. A small number of DTs can occur in
the background of familial adenomatous polyposis (FAP) and are associated
with inactivating germline mutations in the adenomatous polyposis coli (APC)
gene. However, as the genetic profile of desmoid tumors has not been
studied extensively and remains poorly characterized, the aim of this project
was to analyze the spectrum of somatic mutations in desmoid tumors. Ten
DTs were analyzed by massive parallel sequencing (exome). DNA was
captured by hybridization in solution to cRNA oligonucleotide baits, subjected
to an emulsion PCR, and then sequenced using the SOLID™ 4 System. The
sequence data were analyzed through specific bioinformatics software and
the variants identified only in tumor were selected for further validation. For
the sake of higher sensitivity and specificity, target sequencing using
customized lon AmpliSeq™ panels on the lon PGM™ plataform were used to
validate the alterations observed using the SOLID™ 4. We identified somatic
mutations in ABCC2, SLCO1C1, TTC37, ANKRD17, CADPS, DCAFA4L1,
PNN, LARGE, ARHGAP32, ITGB1, Sl and TPP2 genes. Interestingly, our
whole exome sequencing results showed that the mutation at codon 45
(S45F) of CTNNB1 gene was found even in those cases where the Sanger
sequencing did not detect any mutation. These results corroborate the
hypothesis that desmoid tumors are dependent on the Wnt/B-catenin
pathway. Furthermore, this observation is clinically meaningful since the

S45F CTNNB1 mutation has been associated with higher rates of local



recurrence in desmoid tumors. In the era of molecular targeted therapeutics,
the knowledge of genetic alterations that may help to stratify patients for
closer follow up or more aggressive treatment is crucial and could possibly

assist in the control of this disease.
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1 INTRODUGAO

Sarcomas sao tumores malignos de origem mesenquimal. Os dois
principais tipos de sarcomas s&o0 0s sarcomas 0sSseos e 0s sarcomas de
partes moles. Os sarcomas de partes moles podem acometer musculos,
gordura, tenddes, nervos periféricos, tecidos fibrosos, vasos sanguineos ou
tecidos mais profundos da pele. Eles podem ser encontrados em qualquer
parte do corpo, mas a maioria se desenvolve nas extremidades (SINGER et
al. 2000). Os sarcomas de parte moles correspondem a 1% de todas as
neoplasias malignas em adultos (RAJPUT e KRAYBILL 2003).

Dados de incidéncia mundial mostram que os sarcomas de partes
moles acometem de 1.8 a 5 pessoas a cada 100.000 habitantes (WIBMER et
al. 2010). Para 2015, o Instituto Nacional de Céancer dos Estados Unidos
(NCI, do inglés National Cancer Institute) estima 11.930 novos casos de
sarcomas de partes moles e 4.870 mortes causadas por esse tipo de tumor.
No Brasil, estima-se que ocorram 3.400 novos casos por ano e essa
incidéncia tem aumentado, como resultado do melhor conhecimento sobre
esse tipo de cancer, o que leva a um melhor diagnéstico.

Os tumores de partes moles podem ser benignos ou malignos,
levando-se em conta seu potencial metastatico. Dentre os tumores
considerados benignos, encontra-se a fibromatose. A fibromatose é uma
doenga com origem no tecido fibroso e que pode ser dividida em fibromatose

superficial e fibromatose profunda. A forma superficial de fibromatose



geralmente se desenvolve de forma menos agressiva e inclui a doenca de
dupuytren, fibromatose plantar e doenca de Peyronie (DE BREE et al. 2004).
A fibromatose profunda apresenta um perfil mais agressivo e é conhecida
como fibromatose agressiva, fibromatose tipo-desmoide ou, principalmente,

como tumor desmaoide.

1.1 OS TUMORES DESMOIDES

Os tumores desmoides (TDs) sao raros, compreendendo 0,03% de
todas as neoplasias e 3% de todos os tumores de partes moles. A incidéncia
estimada na populagdo mundial é de dois a quatro casos por cada milhao de
pessoas (REITAMO et al. 1986).

A origem celular dos tumores desmoides ainda € desconhecida,
porém acredita-se que esses tumores sdo originados a partir de células
chamadas fibroblastos. Os fibroblastos sdo encontrados em todo o nosso
corpo e sua principal fungao é fornecer suporte estrutural e protecao para os
orgaos vitais, tais como: pulmao, figado, vasos sanguineos, coragéo, rins,
pele, intestinos, etc. Além de suporte e protecdo de orgaos vitais, os
fibroblastos também desempenham um papel critico na cicatrizacdo de
feridas.

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), os tumores
desmodides sao definidos como uma proliferacdo clonal de fibroblastos que
surge nos tecidos moles profundos e sdo caracterizados pelo crescimento

infiltrativo e uma tendéncia de recorréncia local, mas uma incapacidade de



produzir metastase. Apesar de serem considerados histologicamente
benignos e de ndo serem capazes de gerar metastase, os tumores
desmoides apresentam um comportamento localmente agressivo, associado
a uma alta taxa de recorréncia local apés ressecg¢ao (DE BREE et al. 2009).
A caracterizagao dos tumores desmodides como um processo neoplasico, e
ndao uma hiperplasia fibrosa inflamatodria, foi reforcada pelos estudos
moleculares de inativacdo do cromossomo X, onde foi observado padrbes
uniformes de inativagdo do cromossomo X em todos os tumores desmoides
incluidos nesse estudo, enquanto o tecido normal se mostrou heterozigoto.
Estes resultados confirmaram que os tumores desmoides sdo um verdadeiro
processo neoplasico e nao um processo reativo policlonal (LI et al. 1996; DE
WEVER et al. 2000).

Apesar de serem um processo clonal, a biologia e o comportamento
dos tumores desmoides podem variar bastante. Em termos de crescimento
celular, os tumores desmodides podem variar de pequenas massas com
crescimento lento até tumores agressivos. Assim como o crescimento
celular, o curso clinico da doenca também ¢é imprevisivel, variando desde
crescimento tumoral incessante até estabilizagdo ou mesmo regressao
tumoral sem qualquer intervengcao médica (KASPER et al. 2011).

Esses tumores podem ocorrer em qualquer parte do corpo e sao
classificados através de sua localizacdo anatdmica em: tumores desmoides

extra-abdominal, abdominal ou intra-abdominal (Figura 1).



Imagem retirada de PathologyOutlines.com (1A,1C) e gentilmente cedida pelo Dr.
Raphael Pollock (1B)

Figura 1 - Diferentes tipos de tumores desmodides. Os desmoides podem ser

classificados como extra-abdominal (1A; tumor localizado na panturrilha), abdmoninal (1B,
tumor localizado na parede abdominal) ou intra-abdominal (1C; tumor localizado no

mesentério do intestino delgado).

Os tumores desmoides extra-abdominais, em geral, ocorrem na
proximidade articular das regides conhecidas como cintura pélvica e cintura
escapular (SHIMOYAMA et al. 2010). Os desmodides abdominais sao
encontrados tipicamente nos musculos da parede abdominal, e ocorrem
principalmente durante a gravidez ou periodo puerperal (ROBINSON et al.
2012). Os tumores desmoides intra-abdominais normalmente afetam o
mesentério, que € o tecido que prende as alcgas intestinais a parede interna
da cavidade abdominal (WRONSKI et al. 2012; LI DESTRI et al. 2014; BN et
al. 2015) (Figura 2). Dependendo da sua localizag&o, os tumores desmoides
podem se infiltrar em 6rgdos adjacentes, comprimir vasos sanguineos e
nervos ou, até mesmo, obstruir 6rgdos como o intestino (BERRI et al. 2011).
TDs ocorrem principalmente na faixa etaria entre 15 e 60 anos, com pico na

faixa etaria de cerca de 30 anos (KASPER et al. 2011).
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Figura 2 - Localizagdo dos tumores desmoides. Figura esquematica mostrando a

frequéncia e a localizagdo onde a maioria dos tumores desmoéides ocorrem.

1.2 DIAGNOSTICO

Independente da localizagcdo anatbmica, os tumores desmoides
compartiiham das mesmas caracteristicas macroscopicas e microscopicas.
TDs sao frequentemente grandes, com bordas infiltrativas.

A modalidade de escolha para o diagnéstico, avaliagao da extensao

dos tumores e exames de acompanhamento € a ressonancia magnética,



embora a tomografia computadorizada possa ser valiosa, especialmente
para os locais intra-abdominais (LEE et al. 2006).

Clinicamente, os principais diagndsticos diferenciais sdo os sarcomas
de parte moles, linfomas (extranodal), miosite ossificante e malformacdes
arteriovenosas. De maneira geral, é possivel excluir adequadamente as
doencas mencionadas com os tumores desmoides através do exame de
imagem, mas a diferenciagcado entre os tumores desmodides e os sarcomas
malignos permanece um desafio (LEE et al. 2006). O diagndstico definitivo é
estabelecido pela histologia.

Histologicamente, o diagndstico diferencial inclui fibrossarcoma,
sarcoma fibromixdéide de baixo grau, leiomiossarcoma de baixo grau,
tumores estromais gastrointestinais (GISTs), fibroma desmoplasico, mixoma,
fasciite nodular e o proprio tecido cicatricial (MENDENHALL et al. 2005;
PAPAGELOPOULOS et al. 2006). Por conta da similaridade entre os
tumores desmoides e o tecido cicatricial, a distingdo entre uma recorréncia
do tumor desmodide e o simples processo de cicatrizacdo no local de uma
resseccao anterior pode ser muito dificil. Com o objetivo de ajudar no
diagndstico diferencial, a imuno-histoquimica para [(-catenina vem sendo
utilizada, uma vez que os tumores desmoides, em geral, apresentam

positividade nuclear para (-catenina (Figura 3).



Figura 3 - Imuno-histoquimica para a-catenina. Coloragéo de H&E mostrando a

similaridade histolégica entre os tumores desmodides (3A) e o tecido cicatricial (3B).
Entretanto, uma intensa positividade nuclear para -catenina pode ser observada no tumor

desmoide (3C), mas n&o no tecido cicatricial (3D).

1.3 ETIOLOGIA

O conhecimento dos fatores etioldgicos e da patogénese € de
importancia fundamental para o tratamento médico e para o
desenvolvimento de novas drogas terapéuticas. Entretanto, a etiologia dessa

neoplasia mesenquimal ainda ndo é totalmente conhecida. Varios fatores ja



foram relatados como sendo fortemente associados com o seu
desenvolvimento.

Os tumores desmoides geralmente ocorrem esporadicamente, mas, em
cerca de 5% dos casos, estdo associados a polipose adenomatosa familiar
(FAP) (STURT et al. 2004). Esses tumores sao o resultado do crescimento
desregulado do tecido conjuntivo. Como dito anteriormente, o aumento da
expressao nuclear de B-catenina, uma proteina responsavel pela regulagao
da expressao génica, proliferagdo e sobrevivéncia celular, é caracteristico
tanto nos desmoéides esporadicos quanto nos associados a FAP.

A polipose adenomatosa familiar € uma doenga hereditaria,
autossbmica dominante, com penetrancia proxima de 100%. De maneira
geral, os pacientes portadores dessa sindrome desenvolvem de centenas a
milhares de pdlipos adenomatosos pré-malignos (LEOZ et al. 2015). Se néo
forem tratados a tempo, a maioria desses pacientes ira desenvolver cancer
de colorretal. Estudos mostram que a FAP ¢é responsavel por
aproximadamente 1% de todos os casos de cancer de colorretal (BURT et
al. 1990).

Uma porcentagem significativa (3.5-32%) dos pacientes com polipose
adenomatosa familial ira desenvolver pelo menos um tumor desmoide
durante a sua vida (BERTARIO et al. 2003; NIEUWENHUIS et al. 2011a). A
incidéncia dos tumores desmoides nos pacientes portadores de FAP foi
estimada em aproximadamente 850 vezes maior do que na populagcdo em
geral (FONG et al. 1993). Na maioria dos casos, os desmodides ocorrem

apos cirurgia profilatica para retirada dos podlipos caracteristicos da sindrome



FAP, sendo o trauma cirurgico o provavel gatilho para o desenvolvimento
dos tumores desmoides nos pacientes com polipose adenomatosa familiar
(LATCHFORD et al. 2006). Entretanto, em alguns casos, o tumor desmoide
pode ser a primeira manifestacdo da sindrome FAP. Cerca de 4% dos casos
de desmoides associados a FAP sdo encontrados como um achado
incidental no momento da cirurgia primaria para retirada dos polipos
(SLEIJFER 2009).

Nos pacientes com polipose adenomatosa familiar, o desenvolvimento
dos tumores desmoéides esta relacionado a mutagdes germinativas
inativadoras do gene supressor tumoral polipose coli adenomatosa (APC),
que resulta na acumulacdo de [B-catenina. Ja nos casos de tumores
desmoides esporadicos, aproximadamente 85% dos casos apresentam
mutagcbes somaticas ativadoras no gene CTNNB1, que codifica para a
proteina B-catenina ( GURBUZ et al. 1994; ALMAN et al. 1997; LI et al.

1998; MIYOSHI et al. 1998; TEJPAR et al. 1999).

1.4 FATORES DE RISCO

Em relacdo aos fatores de risco associados ao desenvolvimento dos
tumores desmdides, o trauma causado pela cirurgia tem sido apontado como
um fator de risco, uma vez que diversos estudos mostram que em
aproximadamente 25% dos casos de tumores desmoéides havia um trauma
anterior, na maioria dos casos trauma poés-cirurgico (SCHLEMMER 2005;

NIEUWENHUIS et al. 2011b). Nos pacientes portadores da sindrome FAP a
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taxa de risco parece ser ainda maior. Em até 5 anos apos cirurgia
abdominal, aproximademente 84% desses pacientes desenvolvem tumores
desmoides associados ao trauma pos-cirurgico (BERTARIO et al. 2001). Ja
foram relatados casos de desmodides que se desenvolveram apds varios
procedimentos, tais como toracotomia, colocagao de cateter, gastrectomia,
implante de silicone, transplante de figado e etc. (SKHIRI et al. 2004;
FLEETWOOQOD et al. 2014; KIM et al. 2014; SHIM et al. 2014; ENDO et al.
2015).

Ainda em relacdo a ocorréncia dos tumores desmoides, o hormdnio
estrogénio também parece estar relacionado a tumorigénese desses
tumores. Alguns estudos ja& mostraram que os desmodides que acometem
mulheres em idade fértil tem uma taxa de crescimento maior do que os que
acometem homens ou mulheres na pré ou poés-menopausa
(MICHOPOULOU et al. 2010; ROBINSON et al. 2012). Além disso, ja foi
demonstrado um aumento da ocorréncia de TDs durante a gravidez e em
mulheres que usam contraceptivos orais (REITAMO et al. 1986; SHIELDS et
al. 2001). Outro fator que sugere a influéncia do horménio estrogénio na
tumorigénese dos tumores desmdides € o relato de regressao tumoral apés
tratamento com tamoxifeno (OHASHI et al. 2006; PLAZA e YEPES 2012,
SKAPEK et al. 2013).

Ja em relacdo aos fatores de risco associados a recorréncia, a
localizagcdo tumoral parece exercer um papel importante na predicao de
recorréncia. Estudos mostram que os tumores desmoéides que se

desenvolvem nas extremidades s&o localmente agressivos e apresentam
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uma taxa de recorréncia local que pode variar de 24 a 77%. Ja as taxas de
recorréncia local para os desmoides intra-abdominal sdo mais elevadas do
que para tumores extra-abdominais (GRONCHI et al. 2003; PENG et al.
2012). Ao contrario de outros tumores, a idade nao se apresenta como fator
de prognéstico nos tumores desmoides (PIGNATTI et al. 2000). Outros
fatores como sexo e o status da margem pds-cirurgia ainda sao
considerados incertos como preditores de recorréncia local, devido aos
resultados controversos encontrados por diferentes estudos (GRONCHI et

al. 2003; NUYTTENS et al. 2000).

1.5 TRATAMENTO

O melhor tratamento deste tumor ainda ndo ¢é determinado.
Tradicionalmente, a cirurgia tem sido o pilar terapéutico no tratamento dos
tumores desmoides. No entanto, dada a importancia do sitio tumoral e da
variabilidade da evolugao clinica, a aplicagao e uso de intervengao cirurgica
tem sido amplamente discutida e debatida na recente literatura (MELIS et al.
2008; NAKAYAMA et al. 2008; SHIDO et al. 2009). Recentemente, varios
centros especializados no tratamento dos tumores desmoides tém adotado
uma abordagem conhecida como “vigilancia e espera”. Varios estudos tém
mostrado taxas de sobrevida livre de progressdo em 5 anos de
aproximadamente 50% para os pacientes tratados com essa nova
abordagem (BONVALOT et al. 2008; FIORE et al. 2009; BRIAND et al.

2014).
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Quando ocorre a progressao tumoral, a cirurgia ainda é uma opgao
valida, entretanto, como é potencialmente mutilante e com altas taxas de
recidiva local, tratamentos nao cirurgicos tém sido investigados, embora
geralmente esses estudos n&o sejam realizados em um padrao de ensaio
clinico controlado. Atualmente, a primeira linha de tratamento n&o cirurgico
utilizado nos tumores desmaoides € a terapia alvo utilizando o sorafenibe, que
inibe os receptores KIT, PDGFR e VEGFR (GOUNDER et al. 2011).
Diversos trabalhos ja correlacionaram a expressao da proteina VEGF com

uma maior atividade de p-catenina (COHEN et al. 1999; MAES et al. 2010),

entretanto, ndo existem estudos mostrando que a resposta dos tumores
desmoides ao sorafenibe esta relacionada a inibicao do receptor VEGFR.
Além do sorafenibe, outros tratamentos utilizados nos tumores
desmoides incluem terapia anti-hormonal, uso de anti-inflamatérios nao
esteroide, terapia alvo (como o uso do mesilato de imatinibe), quimioterapia
tradicional e radioterapia (JANINIS et al. 2003). As respostas clinicas foram
observadas apenas em um subconjunto de casos, porém marcadores
preditivos de resposta ndo foram encontrados. Por exemplo, estudos tém
mostrado que praticamente todos os tumores desmoides expressam o

receptor de estrogénio g, mas apenas um pequeno conjunto responde a

terapias contra esse alvo (DEYRUP et al. 2006).

A avaliacdo da eficacia das varias modalidades de tratamento é
complicada pela raridade e heterogeneidade da doenca. Até o momento nao
existem estudos grandes ou randomizados para avaliar adequadamente as

varias modalidades de tratamento. A avaliacdo da resposta ao tratamento
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também é complicada pela prépria histéria natural imprevisivel dos tumores

desmoides.

1.6 DESREGULAGAO DA VIA DE WNT/B-catenina NOS

TUMORES DESMOIDES

As investigagcbes relacionadas aos tumores desmodides associados
com a sindrome FAP levaram a um melhor conhecimento da desregulagéo
da via de Wnt/APC/B-catenina e sua importancia na tumorigénese dos
tumores desmoides (BERTARIO et al. 2003). Como consequéncia dessas
investigacdes iniciais, mutagbes somaticas do gene APC foram identificadas
em um pequeno grupo de desmoides esporadicos. Posteriormente e, mais
importante, mutagées no gene CTNNB1 (que codifica para B-catenina) foram
identificadas com uma prevaléncia elevada, de aproximadamente 85%, nos
tumores desmoides esporadicos (AMARY et al. 2007). A desregulagdo da
via B-catenina, juntamente com a estabilidade gendbmica encontrada nos
tumores desmodides, sugere que esta via tem um papel fundamental na
tumorigénese desses tumores.

APC e B-catenina sdo componentes fundamentais da via canénica de
Wnt (LOGAN e NUSSE 2004). O termo Wnt é derivado da combinagdo do
gene Wingless, responsavel pelo desenvolvimento das asas em Drosophila,
com o proto-oncogene Int-1, responsavel pelo desenvolvimento de tumores
mamarios quando ativado em camundongos. A via de Wnt é fisiologicamente

importante no desenvolvimento de diversos organismos. Embora os
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componentes desta via possam diferir entre os diversos organismos, o ponto
em comum dessa via entre todos os organismos é a regulacdo da
transcricdo génica mediada pela B-catenina (POLAKIS 2000a). A via
candnica de Wnt/B-catenina apresenta um papel duplo em células epiteliais,
agindo como uma molécula de adesao celular em juncbes aderentes e
também no processo de transcrigdo no nucleo (BARKER 2008). Nas células
mesenquimais, como as que compdem os tumores desmoides, apenas este
ultimo papel é importante.

Normalmente, os niveis de [-catenina sdo controlados através de um
complexo conhecido como complexo de destruicdo, que mantém a -
catenina fora do nucleo enquanto promove sua degradagao. Na auséncia de
um sinal Wnt, a B-catenina se liga ao complexo de destruicdo e através da
fosforilagdo é degradada pelo proteossomo. O complexo de destruicdo €
formado por pelo menos 4 proteinas: uma serina/treonina quinase,
conhecida como caseina quinase 1 (CK1), que fosforila a serina 45 da B-
catenina, marcando-a assim para ser fosforilada na treonina 41 e
sequencialmente nas serinas 37 e 33 por outra serina/treonina quinase,
conhecida como glicogénio sintase quinase 3 beta (GSK-3[3). Essa ultima
fosforilagdo €& responsavel por marcar a proteina [-catenina para
ubiquitinagao, que resulta em sua degradacgao pelo proteossomo. A proteina
APC, juntamente com outra proteina conhecida como axina, é responsavel
por estabilizar o complexo de destruicdo (XU e KIMELMAN 2007). Na
auséncia de B-catenina no nucleo, as proteinas fator celular-T (TCF)/fator

intensificador do linfécito (LEF) se ligam aos co-repressores Gro/TLE e
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CtBP, resultando na supressao ativa da transcricdo de genes alvos. As
proteinas TCF/LEF sao proteinas que atuam como adaptadores, se ligando
ao DNA e curvando o mesmo, o0 que permite que outros fatores de
transcricdo se liguem e alterem a transcricdo de genes alvos. Ambos
Gro/TLE e CtBP interagem com histona deacetilases para silenciar
transcricdo de determinados genes, através da alteragdo da estrutura da
cromatina (COUREY e JIA 2001).

A ativacado da via Wnt/B-catenina se da apos a ligacéo do ligante Wnt
aos receptores de superficie celular, que incluem 7 proteinas
transmembranares chamadas de Frizzled e os co-receptores LRP5 e LRP6,
que sao proteinas de baixa densidade relacionadas com o receptor LDL.
Quando ativadas pela ligagao de Wnt, os receptores recrutam e fosforilam
uma proteina citoplasmatica chamada dishevelled (DVL). A proteina
dishevelled, quando fosforilada, previne a fosforilagdo da [3-catenina pelo
complexo APC/AXINA/CK1/GSK-3B3 (KIKUCHI et al. 2007). A B-catenina
nao-fosforilada se acumula no citoplasma e, em seguida, se transloca para o
nucleo. Uma vez no nucleo, a B-catenina se liga a membros da familia
TCF/LEF para formar um complexo estavel através do deslocamento de
Gro/TLE (DANIELS e WEIS 2005), o que permite que a B-catenina recrute
uma variedade de coativadores que sdo necessarios para a sua atividade
transcricional, resultando na ativagdo da transcricdo de genes, tais como
CYCD1 e MYC que, em geral, promovem a proliferagcdo e sobrevivéncia

celular e, em alguns contextos, a diferenciacao celular.



16

A via Wnt desempenha um papel importante em diversos processos,
tais como desenvolvimento de érgaos, manutengao dos tecidos epiteliais e
cicatrizagdo de feridas (BARKER 2008; CHEON et al. 2002). Em processos
fisiologicos, a via Wnt é estritamente regulada, entretanto, qualquer
interrupcao desse processo, seja causado por mutagao ou por aumento de
expressdo génica, permite a acumulagdo de B-catenina no nucleo e,

consequentemente, pode promover a tumorigénese (Figura 4).

1.7 MUTAGOES NA VIA WNT NOS TUMORES DESMOIDES

Como normalmente ocorre com outras importantes vias celulares e
moleculares, a via de sinalizagdo Wnt frequentemente se encontra
desregulada em diversas neoplasias, uma vez que sua desregulagéo
proporciona um aumento no crescimento e na sobrevivéncia celular
(POLAKIS 2000b). Entre as varias proteinas envolvidas na via Wnt, ja foram
relatadas mutagdes nas proteinas B-catenina, APC e AXINA em diversos
tipos tumorais, sugerindo um possivel papel da mutagcdo em componentes
dessa via na tumorigénese (KIKUCHI 2003; POLAKIS 2007). Uma vez que
os tumores desmoides, em alguns aspectos se assemelham a um processo
de cicatrizagado descontrolada e que a via de Wnt desempenha um papel
fisioldgico importante na cicatrizacao de feridas, supbe-se que a
desregulacdo desta via € de extrema importancia na tumorigénese dos

tumores desmaoides.
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Figura 4 — Via candnica de sinalizagdo de Wnt/B-catenina. Na auséncia do
ligante Wnt, a proteina 3-catenina é fosforilada pelo complexo de destruigdo e destruida no
proteassoma. Na presenca do ligante, o complexo de destruigdo ¢é inibido e a B-catenina
nao fosforilada se acumula no nucleo, levando a ativagdo de diversos genes. Quando os
genes CTNNB1 ou APC se encontram mutados, a sequéncia de fosforilagdo da proteina -
catenina ndo pode ser realizada. Dessa forma, (B-catenina se torna estavel e se transloca

para o nucleo, levando a transcri¢gdo de diversos genes.

1.71 APC

O gene APC foi o primeiro gene identificado mutado nos tumores
desmoides. Esse gene esta localizado no cromossomo 5g21 (LEPPERT et
al. 1987). Este gene é composto por 21 éxons, sendo o maior de todos o

éxon 15, que compreende mais de 75% de toda a sequéncia codificadora
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(GOSS e GRODEN 2000). Varias isoformas desse gene ja foram relatadas.
Essas isoformas parecem ser especificas de alguns tecidos, entretanto a
funcdo exata de cada isoforma ainda é desconhecida (HORII et al. 1993;
PYLES et al. 1998). Trés regides sao consideradas fundamentais na
estrutura protéica do APC. Essas regides includem a regido N-terminal, que
contém sete dominios armadillo homdlogos os dominios da [B-catenina
(RUBINFELD et al. 1995), a regido central, que esta associada a ligacao
com AXINA, desempenhando assim um papel essencial na sinalizacéo
mediada por B-catenina, e, por ultimo, a regido C-terminal, que é essencial
para a ligagao do APC com a tubulina (MUNEMITSU et al. 1994) (Figura 5).

O papel de APC na degradagao de [-catenina ainda nao é
completamente compreendido. No cancer colorretal, a super-expressao da
proteina AXINA ¢é suficiente para reduzir a expressdo de [-catenina,
indicando que APC tem um papel importante, mas nao essencial na
regulagdo da B-catenina. De acordo com o modelo proposto por BIENZ et
al., APC se liga a B-catenina no citoplasma e no nucleo e a transfere para
onde ela possa se ligar ao complexo de destruigdo ou a E-caderina (BIENZ e
CLEVERS 2000). A identificagdo de uma expressao nuclear aberrante da
proteina APC nos tumores de Wilms, recapitulando os primeiros estagios de
diferenciagdo do rim (MASCHIETTO et al. 2008), corroboram estudos
anteriores que mostraram que a localizagao nuclear do APC pode estar
implicada na exportacdo da B-catenina nuclear, como tentativa de desativar

a via Wnt (NEUFELD et al. 2000; HENDERSON e FAGOTTO 2002).
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Entretanto, ndo ha relatos de expressdo nuclear de APC nos tumores

desmoides.
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Figura 5 - Regides do gene APC. A principais regides que compdem o gene APC
estdo representadas nessa figura, tais como as repeticbes armadillo, e regides que

interagem com outras proteinas, como a B-catenina.

Mutagdes pontuais inativadoras no gene APC sdo comuns e estao
presentes na maioria dos polipos e carcinomas colorretal esporadicos
(MIYOSHI et al. 1992; SCHIROSI et al. 2013; ZAUBER et al. 2014). Ja foram
relatadas mais de 1.600 mutagdes no gene APC, tanto mutacdes
germinativas, quanto esporadicas, e, em menor frequéncia, grandes
delecdes que incluem o gene APC (TORREZAN et al. 2012). A maioria das
mutagdes pontuais resulta em um codon de parada precoce e em uma
proteina truncada, que, dessa forma, nao consegue auxiliar na fosforilagao e
degradacdo de [-catenina (GOSS e GRODEN 2000). Enquanto as
mutag¢des germinativas podem ser encontradas por toda a extenséo do gene
APC, as mutagdes esporadicas sao frequentemente encontradas em uma

pequena regidao da extremidade 5 do gene APC, que é essencial para a
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interacdo de APC com B-catenina e Axina (RUBINFELD et al. 1995;
KISHIDA et al. 1998). Curiosamente, o gendtipo da mutagdo do gene APC
correlaciona-se com fendtipo da doenca e suas manifestagdes clinicas.
Mutacgdes entre os codons 1249 e 1330 estdo associados a uma forma mais
grave de FAP, com um inicio precoce do cancer de colorretal e um grande
numero de polipos (GOSS e GRODEN 2000), ao passo que as mutagdes
que ocorrem entre os cédons 1445-1578 estdo associados a um fendtipo
menos grave, mas com um aumento da frequéncia de tumores desmodides
(CASPARI et al. 1995). Notavelmente, as correlagdes gendtipo-fendtipo néo
sao sistematicamente observadas em familias de APC-positivos em todas as
populacdes, como mostra o estudo em pacientes brasileiros, que apresentou
divergéncia especialmente na associagdo de entre os cédons 1445-1578
com a ocorréncia de tumores desmoides, uma vez que na grande maioria
dos pacientes brasileiros as mutagdes se encontravam antes do codon 1444
(TORREZAN et al. 2013).

A maioria dos tumores desmoides associados a FAP localiza-se no
mesentério, embora um caso de desmdide extra-abdominal ja tenha sido
relatado (GROEN et al. 2008). Assim como no cancer colorretal, o local da
mutacdo do gene APC também pode ser um fator na determinagdo da
agressividade dos tumores desmoides. Mutagdes germinativas na
extremidade 3' do gene APC foram associadas a um fendtipo mais
agressivo, caracterizado pela presenca de varios desmdides no tronco e
extremidades com uma taxa de penetracdao de 100% (COUTURE et al.

2000). Curiosamente, embora os adenomas e os tumores desmodides
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associados a sindrome FAP tenham como evento inicial a mutagéo no gene
APC, os adenomas podem progredir para um cancer maligno altamente
agressivo, enquanto os tumores desmodides nao tem essa capacidade
(MIYAKI et al. 2008). Este fato pode ser explicado pela diferenga na origem
celular desses dois tumores ou pela ativacao de diferentes alvos abaixo de
B-catenina.

Mutagdes no gene APC também ocorrem em 5-10% dos casos de
tumores desmoides esporadicos. Essas mutagdes se desenvolvem em
pacientes que nao possuem mutagao germinativa em APC. Além disso,
estudos citogenéticos mostraram a ocorréncia de delegdes parciais no brago
longo do cromossomo 5, onde o gene APC esta localizado em alguns

desmoides (BRIDGE et al. 1992; FLETCHER et al. 1995).

1.7.2 CTNNB1

B-catenina humana, um homdélogo da proteina Armadillo encontrada
nas Drosophilas, € uma proteina multifuncional que desempenha um papel
essencial no desenvolvimento e na manutengao dos tecidos (CLEVERS e
NUSSE 2012). Esta proteina de 92 kDa é codificada pelo gene CTNNB1,
que encontra-se no cromossomo 3p21 (KRAUS et al. 1994). A B-catenina é
composta por trés dominios principais: um dominio N-terminal, no qual se
encontra o sitio de ligagao para a-catenina e os sitios de fosforilagdo para a
GSK-38, um dominio central de repeticao de armadillo, no qual se encontra
sitios de ligagdes para TCF/LEF, APC, AXINA, e E-caderina, e um dominio

C-terminal, que também desempenha um papel importante na co-ativagao
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transcricional de TCF/LEF (GOTTARDI e GUMBINER 2004) (Figura 6).
Funcionalmente, a B-catenina esta envolvida em dois processos importantes
de desenvolvimento: o primeiro sdo as interacdes célula-célula, através de
jungdes aderentes, por meio de ligacdo a E-caderina e a a-catenina na
superficie celular, e 0 segundo é a regulagado da expressao génica através
da ativacdo da via Wnt, que resulta na translocacdo de B-catenina para o
nucleo e na interagédo com os reguladores de transcricao da familia TCF/LEF

(BARKER 2008).

Dominio N-terminal Dominio Central Dominio C-terminal

Repeti¢coes armadillo

Sitio de

Fosforilacao
1 \ / 78
/ TCF
17 25 30 @ 40 48

DRKAAVSHWQQQSYLDSGIHSGATTTAPSLSG P-p-Cat'

Modificado de Megy et al., The Journal of biological chemistry,
'2005'

Figura 6 - Regides da B-catenina. A principais regides que compdem a B-catenina
estédo representadas nessa figura, tais como as repeticoes armadillo, e regides de ligagdo
com APC/Axina e TCF.
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Estudos anteriores mostraram que a B-catenina possui dois dominios
de transativagcdo, um conhecido como dominio de ativacdo N-terminal
(NTAD) e o outro conhecido como dominio de ativagao C-terminal (CTAD)
(HECHT et al. 1999; WILLERT e JONES 2006). Cada um destes dominios é
capaz de estimular a expressao génica de forma potente. Em particular, o
CTAD foi identificado como suficiente tanto para sinalizacido quanto para a
transformacgao oncogénica (AOKI et al. 1999).

O fato da expresséao protéica da -catenina se apresentar elevada em
praticamente todos os tumores desmodides esporadicos, apesar de
aproximadamente 10% dos desmdides serem selvagens para a mutagao do
gene CTNNB1 e APC, conduziu a procura de outros possiveis fatores
relacionados as desregulagdes da via Wnt. Estas investigacbes mostraram
que as mutacdes no gene CTNNB1 sdao muito frequentes nos tumores
desmoides esporadicos (MIYOSHI et al. 1998) e que as mutagdes dos genes
CTNBBL1 e APC sao mutuamente exclusivas (SPARKS et al. 1998).

Mutagbes no gene CTNNBL1 ja foram descritas em diversos tipos de
cancer, entre eles o carcinoma colorretal, o carcinoma hepatocelular, o
cancer de pancreas, o cancer gastrico, 0 melanoma, o hepatoblastoma e os
tumores de Wilms (MIRABELLI-PRIMDAHL et al. 1999; POLLOCK e
HAYWARD 2002; LI et al. 2004; ZENG et al. 2006; PAN et al. 2008;
TORNESELLO et al. 2013; TORREZAN et al. 2014; KOSAKI et al. 2014). As
mutacdes no gene CTNBB1 ocorrem quase exclusivamente no éxon 3, na
regido que codifica o dominio de fosforilagdo da (B-catenina. As mutagdes

nessa regiao inibem a fosforilagdo sequencial da B-catenina, impedindo que
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esta seja regulada pelo complexo de destrui¢ao, resultando na estabilizagao
e acumulacgao nuclear da B-catenina (LAZAR et al. 2008).

Curiosamente, nos tumores desmoides esporadicos apenas trés
mutagdes pontuais em dois cédons diferentes (41 e 45) sdo quase sempre
identificados nos pacientes com mutagao para o gene CTNNB1: ACC para
GCC no cédon 41 (T41A; substituicdo de treonina por alanina); TCT para
TTT no cédon 45 (S45F; substituicdo de serina por fenilalanina) e a TCT
para CCT no codon 45 (S45P; substituicao de serina por prolina) (LAZAR et
al. 2008). Esses dois cédons sao alvo de fosforilagdo por GSK-33 e CK1,
respectivamente. Em contraste, a maioria das outras neoplasias que
apresentam mutagdes no éxon 3 do gene CTNNB1 exibem uma variedade
muito mais ampla de mutagdes em multiplos coédons criticos (WILLERT e
NUSSE 1998; CLEVERS e NUSSE 2012). Esse fato indica que as mutagdes
em CTNNB1 encontradas nos tumores desmoéides podem afetar ou até
mesmo alterar as propriedades de sinalizagdo de B-catenina de maneiras
que sao favoraveis a tumorigénese dos tumores desmodides.

Devido a alta frequéncia de mutagdo no gene CTNNB1 nos tumores
desmoides esporadicos, relatada em aproximadamente 85%, diversos
estudos avaliaram o papel da analise mutacional da B-catenina como uma
potencial ferramenta diagndstica para os desmodides. Os resultados
mostraram que a analise mutacional da [B-catenina pode ser muito util em
lesdes de dificil diagndstico onde o diagnédstico diferencial inclua tumores

desmoides (COLOMBO et al. 2011; LE GUELLEC et al. 2012).
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O papel das diferentes mutagdes no gene CTNBB1 um prognéstico de
doenca também foi avaliado. Diversos estudos realizados em diversas
instituicdes diferentes mostraram que tumores desmoides com mutacdes no
cdédon 45 do gene CTNNB1 (S45F) apresentavam significativamente um
risco maior de recidiva (LAZAR et al. 2008; BO et al. 2012; COLOMBO et al.
2013; VAN BROEKHOVEN et al. 2015). Além disso, a mutagao S45F
também se mostrou como um marcador de prognéstico, uma vez que os
pacientes portadores dessa mutagdo apresentaram uma significativa
resposta pior ao tratamento com meloxicam (HAMADA et al. 2014).

As mutagdes de perda de fungao do gene APC e ganho de fungéo no
gene CTNBB1 resultam na acumulagdo nuclear de B-catenina. Muitas
proteinas codificadas pelos alvos de transcricao [(-catenina/TCF podem
afetar a transformacdo neoplasica, impactando na proliferacao,
diferenciagao, sobrevivéncia, migracdo e invasdo das células tumorais.
Grande parte do conhecimento sobre cancer associado a desregulagao da
via de sinalizacado da B-catenina resulta de estudos de cancer de colorretal,
onde foi identificada uma super-expressao de alvos transcricionais que na
via Wnt se encontram abaixo da B-catenina tais como: CCND1, c-MYC,
MMP-7, fascina, CX43, ITF2, PPAR- (MORIN e WEERARATNA 2003).
Entretanto, os mecanismos moleculares que resultam na transcricao génica
induzida por [(-catenina nao estdo bem caracterizados nos tumores
desmoides. Alguns genes alvo da B-catenina identificados no céncer de

colorretal, tais como PPARj, c-MYC, c-JUN, foram avaliados nos tumores

desmoides, no entanto os resultados mostraram que esses genes nao se
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apresentavam regulados positivamente nos desmoides (TEJPAR et al.
1999). Uma possivel explicagao para essa diferenca é que -catenina se liga
a diferentes fatores de transcricdo em diferentes tipos tumorais. De maneira
diferente do que ocorre em outros tipos tumorais, nos desmoides foi
identificado que a B-catenina se liga TCF3 (MORIN et al. 1997). Genes alvo
da B-catenina/TCF3 nos tumores desmodides ainda sao desconhecidos,
dessa forma estudos moleculares de larga escala podem ser uteis como
uma estratégia para identificar esses genes que até agora nao foram
determinados e que podem ter um papel importante na tumorigénese dos

tumores desmoides.

1.8 O POTENCIAL TERAPEUTICO DA VIA DE SINALIZAGAO

WNT

O padrao de crescimento lento dos tumores desmoides e a falta de
capacidade de gerar metastase sugerem que esses tumores podem ser
bons candidatos para terapias alvo-molecular. Com base nos dados citados
ao longo desse trabalho, o bloqueio da via de sinalizagédo de B-catenina
aparece como uma abordagem terapéutica atraente para o tratamento dos
tumores desmoides. Inibir sinalizacbes cruciais na via de [B-catenina, nas
quais as células tumorais dos desmodides podem ser dependentes,
potencialmente pode provocar efeitos significativos no combate a essa
doenca. No entanto, agentes que atuem diretamente na regulacdo negativa

da B-catenina ainda nido existem. No entanto, tais agentes, quando
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desenvolvidos, caso nao sejam inibidores seletivos, dificilmente seréo uteis
clinicamente devido ao comprometimento do funcionamento fisiolégico da B-
catenina normal (LEPOURCELET et al. 2004). Por essas razdes, o
desenvolvimento de inibidores moleculares de eventos relacionados a
estabilizagcado da [(B-catenina, como localizagcdo nuclear, a interagao proteina-
proteina, a atividade de transcrigcdo ou inibicdo de genes alvos especificos
de B-catenina pode ser mais atraente.

A identificacdo de novos genes alvo da B-catenina pode oferecer
novas oportunidades para desenvolvimento de agentes terapéuticos que
resultem em terapias-alvos, que possam ajudar no controle dessa doencga

com menos efeitos secundarios.

1.9 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAGAO COMO

ESTRATEGIA PARA IDENTIFICAGAO DE NOVAS MUTAGOES

Na busca pela identificagdo de novas alteragdes genéticas, o
sequenciamento completo dos genes vem sendo apontado como a técnica
de maior sensibilidade e o padrdao ouro para identificacio e localizacdo de
novas mutacdes esporadicas.

Atualmente, novas tecnologias de sequenciamento, chamadas de
sequenciamento de nova geragao (NGS), e varias plataformas de captura do
exoma humano para o sequenciamento paralelo massivo estdo sendo
comercializadas (GLEESON et al. 2015; HECHTMAN et al. 2015; PAIK et al.

2015). Essas plataformas utilizam diferentes metodologias, mas todas elas



28

sdo capazes de gerar informagao sobre milhdes de pares de bases em uma
unica corrida (ABECASIS et al. 2012). Dentre todas as metodologias, as
mais utilizadas consistem nas plataformas Illumina (http://www.illumina.com),
SOLID  System  (http://www.appliedbiosystems.com), lon  Torrent
(http://www.appliedbiosystems.com) e lon Proton
(http://www.appliedbiosystems.com).

Vérios trabalhos ja4 demonstraram a grande aplicabilidade dessas
plataformas nos estudos moleculares, tais como na identificacdo de novas
alteracdes genéticas (MOROZOVA e MARRA 2008; TORREZAN et al. 2014;
ZHOU et al. 2015b), como teste de diagndstico e monitoramento molecular
(CHANDRANI et al. 2015; DUNCAVAGE e TANDON 2015) e no
sequenciamento de genomas completos (WHEELER et al. 2008; QUEZADA-
ROMEGIALLI et al. 2015). Dessa forma, a utilizagdo do sequenciamento de
nova geragao pode ser uma ferramenta de grande utilidade na busca de

mutacdes até o momento desconhecidas nos tumores desmoides.

1.10 JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, os avangos nos estudos de biologia molecular e
genética dos tumores desmoides permitiram o estabelecimento de uma forte
associagao entre a presenga de mutagdes esporadicas no gene CTNNBL1 e
germinativas no gene APC e o risco de desenvolver tumores desmoides.

Em conjunto, as mutagdes nos genes APC e CTNBB1 podem ser

identificadas na grande maioria dos tumores desmodides. No entanto, é
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importante ressaltar que em 5-10% dos desmodides nenhuma destas
mutagdes sao identificadas, mesmo nos casos onde o aumento da
expressao nuclear de B-catenina é observada. Com o advento das
plataformas de sequenciamento de nova geracéo, o nivel de sensibilidade
para captar e caracterizar alteragdes presentes nos tumores atingiu um nivel
anteriormente inviavel, o que pode levar a um melhor entendimento da
desregulagao da via Wnt nos tumores desmoides.

A caracterizagdo da causa genética que leva ao desenvolvimento de
tumores desmoides e do processo de acumulo de mutacbes somaticas que
ocorrem durante a evolucdo do tumor pode auxiliar na maior compreensao
do processo de tumorigenese e no estabelecimento de estratégias de
diagndstico e tratamento.

Apesar do avangco no conhecimento molecular dos tumores
desmoides, pouco se sabe sobre os parceiros de ligacdo ou genes alvo da
B-catenina no microambiente dos tumores desmadides. Estudos de avaliagao
de mutagdo somatica em larga escala se fazem necessarios para preencher
essa falta de conhecimento.

A identificacdo de novos parceiros de ligagcdo ou genes alvo da (-
catenina pode resultar no desenvolvimento de agentes terapéuticos que
possam combater os tumores desmoides através de moléculas especificas,
direcionando a acdo o mais exclusivamente possivel as células tumorais,

reduzindo assim os efeitos colaterais do tratamento.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Definir um perfil de alteragdes somaticas em amostras de tumores

desmoides esporadicos ou relacionados a sindromes genéticas.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Construir bibliotecas para sequenciamento do exoma de amostras
pareadas de cada paciente com DNA extraidos dos leucécitos e do
tecido tumoral.

Sequenciar as bibliotecas das amostras na plataforma de
sequenciamento SOLID (Applied Biosystems).

Analisar e descrever as mutacbes somaticas identificadas nos
tumores desmoides dos dois grupos, com e sem mutagdo germinativa
no gene APC.

Validar as mutagbes somaticas encontradas por sequenciamento do

exoma nas mesmas amostras do estudo.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Hospital A.C.Camargo - Fundacédo Anténio Prudente, sob numero 1547/11

(Anexo 1).

3.2 PACIENTES

Neste estudo retrospectivo, foram incluidos um total de 10 tumores
desmoides confirmados histologicamente, que tenham sido submetidos ao
tratamento cirdrgico no A.C.Camargo Cancer Center, SP. Foram incluidas
amostras tumorais e de sangue periférico de todos os pacientes incluidos.
Como as caracteristicas clinicas da sindrome de polipose adenomatosa
familiar (FAP) sdo muito bem estabelecidas, o principal critério para selegcao
dos pacientes com tumores desmodides familiares foram caracteristicas
clinicas, que sdo descritas no Quadro 1. Essas caracteristicas foram
analisadas pelo prontuario do paciente, bem como pelas caracteristicas
histopatoldgicas dos tumores encontrados. Entretanto, em paralelo, todos os
tumores desmodides incluidos no projeto foram analisados por
sequenciamento pelo método de Sanger para a mutagdo do gene APC e

CTNNB1. Essa analise mutacional foi realizada com o intuito de reforgcar o
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diagndstico e a separacao dos tumores desmodides em esporadicos e
familiares e foi realizada antes do sequenciamento do exoma. Pacientes que
sO tenham sido submetidos a bidpsia foram excluidos desse estudo, uma
vez que a quantidade de DNA n&o era suficiente para o sequenciamento do

exoma.

Quadro 1 - Critérios para diagnéstico clinico da polipose adenomatosa
familiar (FAP)

Critérios Clinicos

FAP é diagnosticada em um individuo portando uma das seguintes caracteristicas:
1. Cem ou mais polipos adenomatosos colorretal,;
2. Menos de 100 pdlipos adenomatosos e um parente de primeiro grau com FAP;

3. A deteccdo de uma mutagdo germinativa deletéria no gene APC.

3.3 DESENHO DO ESTUDO

Diagnostico — Extragcdo de DNA a partir de tecido fresco e sangue
periférico dos 10 pacientes incluidos — Analise mutacional dos genes APC e
CTNNBL1 através do método de sequenciamento por Sanger — Anadlise de
alteragdes gendmicas somaticas através do sequenciamento do exoma dos
tecidos tumorais e sangue — Comparagdo das alteragbes adquiridas
encontradas entre os subtipos tumorais incluidos — Validagcdo das

alteracbes encontradas.
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3.4 EXTRAGAO DO DNA

O DNA genbmico dos tecidos tumorais congelados e do sangue
periférico foi isolado através da metodologia padrédo de extragdo de DNA
com fenol-cloroférmio, utilizando a proteinase K (BioAmerica Inc.).
Resumidamente, apds a digestdo com a proteinase K, o DNA foi precipitado
com fenol-cloroférmio (1:1), seguido pela segunda precipitagcdo com acetato
de sodio e etanol 100%.

A qualidade do DNA obtido foi avaliada através de gel de agarose. O
DNA é considerado excelente quando somente uma banda é observada,
otimo quando se observa uma banda com um smear e bom quando se é
observado somente um smear. A concentracido do DNA foi analisada através
do espectrofotdbmetro Nanodrop (Thermo Scientific). Toda a parte de
extragdo e analise da qualidade do DNA foi feita no Laboratério de

macromoléculas/biobanco do A.C.Camargo Cancer Center.

3.5 SEQUENCIAMENTO DOS GENES APC E CTNNB1 PELO

METODO DE SANGER

Para o sequenciamento dos genes APC e CTNNBL1, utilizamos os
primers fornecidos pelo Laboratério de Gendmica e Biologia Molecular do
A.C. Camargo Cancer Center e que ja foram utilizados em outros estudos
do grupo (TORREZAN et al. 2012, 2013; Anexo 2). Os primers foram

desenhados a partir da sequéncia génica do DNA genémico, disponibilizado
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pelo National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), dos genes APC (NM_000038) e CTNNB1

(NM_001098209).

3.5.1 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Para a reacdo de PCR foram utilizados 25 pL da enzima GoTaqg®
Green Master Mix, 2X (Promega), 2.5 uL de primer senso e 2.5 pL de primer
antisenso para se obter uma concentracéo final de 0.5 uM, 5 uL de DNA (10
ng/uL), e agua para completar a um volume final de 50 pL. As seguintes
condigbes foram utilizadas para as reacgdes de amplificagdo do gene
CTNNBL1: desnaturagao inicial a 95°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos
de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento dos iniciadores a
60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos. Para a
amplificagdo do gene APC, as seguintes condi¢des foram utilizadas:
desnaturagdo inicial a 95°C por 6 minutos, seguido por 40 ciclos de
desnaturagdo a 95°C por 45 segundos, anelamento dos iniciadores a 56°C
por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto.

Todos os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 2% e corados com SYBR® Safe (Life Technologies). Os
fragmentos de DNA amplificados foram visualizados através da luz
ultravioleta e fotografados utilizando um equipamento de fotodocumentagéo
Geldoc (BioRad). Apds a confirmacdo da amplificagcdo dos amplicons

desejados, os produtos foram armazenados a -20°C até o seu uso.



35

3.5.2 Purificagao dos produtos de PCR e reagcao de sequenciamento
Para eliminar qualquer substancia que pudesse inibir a reacao de
sequenciamento, os produtos de PCR foram purificados através da utilizacao
da exonuclease | (EXO) e fosfatase alcalina (SAP) (ExoSAP-IT, Affymetrix).
Os produtos de PCR foram misturados com tampéo de diluicdo e agua em
um volume final de 7 uL. A reagdo enzimatica foi incubada em um
termociclador por 30 minutos a 37°C, seguida da inativagdo das enzimas a
80°C por 15 minutos, conforme protocolo recomendado pelo fabricante.
Seguida da purificagédo, os produtos de PCR foram sequenciados utilizando
o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Standard (Applied Biosystems).
Inicialmente, as solugdes contendo o DNA, os iniciadores (senso ou
antisenso a 5 uM) e agua foram distribuidos em placas de 96 pogos,
totalizando um volume de 10 uL por pogo. A cada pogo foi adicionado 1 uL
da solucédo de Big Dye contendo ddNTPs (dNTPs marcados com corantes
fluorescentes que vao ser incorporados as fitas de DNA e poderao ser lidos
pelo sequenciador) e 1,5 uL do tampao de sequenciamento 5X. A reagao do
sequenciamento foi realizada no termociclador Applied Biosystems (Applied
Biosystems) nas seguintes condi¢cdes: uma desnaturacgéo inicial a 95°C por 1
minuto e 30 segundos, seguida por ciclagens a 95°C por 18 segundos, 52°C
por 18 segundos e 60°C por 4 minutos, com 40 repeticdes desse ciclo.
Posteriormente, para a precipitacdo do DNA foram adicionados a
reacado 1 uL de acetato de sédio 3 M pH 5.2, 1 uL de EDTA 125 mM pH 8 e
25 uyL de ETOH 100%. A reacao foi, entdo, deixada no escuro por 15

minutos. Em seguida, a reagao foi centrifugada a 4.000 rpm por 30 minutos a
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4°C. Apo6s descartar o sobrenadante, a reagao foi lavada com 35 uL de
ETOH 70% e centrifugada a 4.000 rpm por 30 minutos a 4°C. As amostras
foram ressuspendidas em 15 pL de formamida Hi-Di (Life Technologies) e a
reacao passou por uma desnaturacdo a 95°C por 3 minutos. A reacao foi
mantida no gelo até ser sequenciada no sequenciador automatico ABI
3130xI (Life Technologies). As sequéncias foram analisadas através do

programa CLCbio Main Workbench (CLC Bio Inc.).

3.6 SEQUENCIAMENTO DO EXOMA

As analises das alteragbes gendmicas foram realizadas por
sequenciamento paralelo macico das regides gendmicas correspondentes
ao exoma no laboratorio de genémica e biologia molecular.

O DNA genbmico (1ng) extraido e purificado foi utilizado para a
construcdo de uma biblioteca utilizando o SOLID™ Fragment Library
Barcoding Kit (Applied Biosystems). O enriquecimento da regido
correspondente ao exoma foi feita com o kit de captura direcionado para
todo o exoma humano SureSelect Human All Exon V4 kit 50Mb Kit (Agilent
Technologies), seguindo o protocolo do fabricante. Neste processo, todos os
éxons humanos séo capturados (1.22% do genoma, correspondentes as
regides codificadoras). Apos fragmentagao, selegao de tamanho e ligagao de
adaptadores especificos para o sequenciamento, o DNA gendmico foi ligado
a adaptadores especificos e hibridizado com sondas de RNA contendo

biotina, correspondentes a regidao do exoma (50Mb). Os fragmentos de DNA
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hibridizados com as sondas foram entdo capturados com a utilizagdo de
particulas magnéticas de estreptavidina, de acordo com as especificagdes
do fabricante (Figura 7). Apds a captura, as moléculas de DNA alvo sao
liberadas através da digestdo da sonda de RNA, para entdo serem
amplificadas através de PCR em emulsdo. Seguida ao preparo das
bibliotecas, as amostras enriquecidas foram sequenciadas utilizando a
plataforma SOLID™ 4 System (Life Technologies). A tecnologia utilizada
pelo sequenciamento do SOLID inclui uma amplificacdo em emulsao do DNA
ligado a esferas. Apos a amplificagdo e enriquecimento, as sondas contendo
os fragmentos de DNA modificados na extremidade 3" sdo depositadas em
uma lamina de vidro. O sequenciamento se da por seguidas etapas de
hibridizagdo e ligagdo. Os primers se hibridizam com a sequéncia do
adaptador P1 das sondas contendo os fragmentos de DNA e, entdo, um
conjunto de 4 diferentes sondas marcadas com fluoréforos competem para

se ligar ao primer de sequencimento.



38

Amostra gendmica
2000000000000
000000000000C

luﬁsuu
+ ﬁqe' +™)

DH A fraumunta do Tampoes SureSelect Moler:ulna de RNA con-
tendo biotina

ff‘*}l {
\%%_."1

Hibridizacio
l‘/_. | particulas magnéticas

2000C |/ de estreptavidina

0000C  9000¢
WWW + AHATQ

0000C 0000 M
20000 m;} s
=d

Lavagem das particulas
e ke i Amplificacio
SV AN o | Sequenciamento |
A AVARAVAV o

Modifcado de Agilent Technolegies [hitp:wws_ gen omics. agikent. com)

Figura 7 - Sistema de enriquecimento de regido alvo. Esquema mostrando a

metodologia do SureSelect, que utiliza longas moléculas de RNA biotiniladas que capturam

regides de interesse a partir de amostras de DNA fragmentado, enriquecendo essas
regides.



39

A ligacdo destes fragmentos, feita através da acdo de uma ligase,
resulta na liberagao do fluoréforo presente na sonda. Cada uma das quatro
sondas possui um fluoréforo diferente, portanto, cada um é detectado com
uma cor diferente. Essa fluoréscencia depende do par de base inicial
presente em cada sonda, o que permite a interrogacéo das duas primeiras
bases nas quais ele se hibridiza. Apds a hibridizacdo e deteccdo, as trés
bases finais da sonda sao clivadas, permitindo assim que todo o ciclo de
ligacdo, deteccdo e clivagem ocorra multiplas vezes. Apés uma série de
ciclos de ligacao, deteccao e clivagem, o produto de extensao é removido e
o0 molde é reposto com um primer complementar para a posi¢do n-1 para
uma segunda rodada de ciclos de ligagao. No total, cinco ciclos de primers
sdo realizados para cada fragmento de DNA molde. Dessa forma, cada base
€ interrogada em duas reagdes de ligagcao independentes realizadas por dois
primers diferentes, o que resulta em uma leitura precisa (99,9%) de cada

base (Figura 8).

3.7 ANALISE DO SEQUENCIAMENTO DO EXOMA

As sequéncias geradas no SOLID foram alinhadas através do
programa Bioscope (Life Technologies) a um genoma humano de referéncia
(UCSC hg19) e a um arquivo .BAD gerado pela empresa Agilent contendo
todas as coordenadas genbOmicas das regides alvos do kit SureSelect
Human All Exon 50Mb Kit. O programa Bioscope (Applied Biosystems) ja

apresenta parametros definidos para mapeamento de sequéncias curtas
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geradas pelo equipamento SOLID e realiza o mapeamento na sequéncia

genomica em color-base (Figura 9).
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Figura 8 - Sequenciamento SOLID™. Esquema mostrando uma visdo global de

como ocorre o sequenciamento em larga escala da plataforma SOLID™.
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Figura 8 - Color-code. Figura mostrando em qual cor resulta cada combinagio de

par de base.

Apos o mapeamento, foi realizada a detec¢cado de polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs) e pequenas delegcbes e insergcbes. Para a
chamada de SNPs foi utilizado o programa Bioscope versdo 1.3, uma vez
que este programa possui ferramentas para a detecgao de tipos especificos
de alteragcbes, como os SNPs e CNVs (variagbes no numero de copias).
Para a chamada INDELs foi utilizado o programa SHRIMP, que durante seu
fluxo de trabalho alinha as sequéncias genémicas contra um genoma alvo.

Uma vez feita a chamada dos SNPs e indels, todas as alteracbes
encontradas foram comparadas com dois bancos de dados de SNPs: o
dbSNP (versédo 131), que possui dados de 1.094 individuos, e o banco de
SNP do projeto 1000 Genomes. Dessa forma, s6 foram utilizadas para
validacéo alteragbes que ndo sejam SNPs previamente conhecidos. Além
disso, a sequéncia obtida através do DNA tumoral de cada paciente foi

comparada com a sequéncia germinativa obtida através do DNA de
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leucdcitos do mesmo paciente. Assim, foram excluidas da validagdo as
alteragbes germinativas de cada paciente e que provavelmente nao estao
relacionadas com a tumorigénese da fibromatose. Por fim, as alteragdes
especificas dos tumores desmoéides foram identificadas utilizando outros
programas disponiveis na literatura, como o MutationTaster e outros mais
recentes. Foram consideradas para a validacdo somente as alteragcdes que
levassem a alteracdo de base, com troca de aminoacido e insercdo ou
delecédo, que resultasse em uma alteragao do cédigo de leitura.

Todas as analises desse trabalho foram feitas em colaboragdao com o
grupo do Dr. Pedro A.F. Galante, no Instituto Sirio-Libanés de Ensino e
Pesquisa do Hospital Sirio-Libanés. Além disso, em paralelo esses dados
também foram analisados pelo grupo de bioinformatica do A.C. Camargo
Cancer Center.

S6 foram selecionadas para validagao posterior as sequéncias com
0s seguintes critérios: a) uma cobertura minima de 10 reads, b) frequéncia
da variante em no minimo 10% das sequéncias. Com intuito de validar essas
alteracdes, todas as mutacdes encontradas com o sequenciamento no
SOLID foram analisadas por sequenciamento pelo método de Sanger e lon

AmpliSeq.
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3.8 VALIDAGAO POR SEQUENCIAMENTO AUTOMATICO

DIRETO (METODO SANGER)

Para se ter um melhor entendimento e certeza que o sequenciamento
automatico Sanger seria sensivel suficiente para detectar as mutacdes
encontradas pelo sequenciamento em larga escala, inicialmente apenas 5
alteragdes foram selecionadas para serem validadas utilizando esse método.

Para o sequenciamento por Sanger, foi realizada uma reagcao de PCR
utilizando o DNA gendnico extraido das amostras tumorais. Para os cinco
genes de interesse para validagcdo, CTNNB1, HSPD1, MTCH2, CADPS e
ADAR, foram desenhados primers a partir da sequéncia génica (CTNNBL1:
NM_001098209, HSPD1: NM_002156, MTCH2: NM_014342, CADPS:
NM_003716, e ADAR: NM_001025107) do DNA gendémico disponibilizado

pelo NCBI para que amplificassem fragmentos de aproximadamente 300 pb.

Quadro 2 - Primers desenhados para validagdao do sequenciamento do
exoma

Gene Primer senso (5’-3") Primer anti-senso (5’-3’)

CTNNB1 | CAATCTACTAATGCTAATACTGTTTCG | TCTGACTTTCAGTAAGGCAATG
HSPD1 CCACGGGTGGTAGTTCTGAT TGAGTTCTCTCAAAAATGGAGATG
MTCH2 ACATTGCCAGTATCGATGGG GCAACATCTATGGGAAGATTGATTT
CADPS AATGGACAGTTTCCTCCTGCT TCCTCTGGTAGATTTACAGTTTTGG
ADAR TGGGACTCCGAAGAAAGAAA CGGCCATGTCTAAAAACTCAA

Para a reacdo de PCR foram utilizados 25 uL da enzima GoTaq®
Green Master Mix, 2X (Promega), 2.5 uL de primer senso e 2.5 yL de primer

antisenso para se obter uma concentracao final de 0.5 uM, 5 uL de DNA (10
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ng/uL) e agua para completar a um volume final de 50 uL. As seguintes
condicdes foram utilizadas para as reacées de PCR: desnaturacgao inicial a
95°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturagao a 94°C por 30
segundos, anelamento dos iniciadores a 60°C por 30 segundos e extenséo a
72°C por 45 segundos. Posteriormente, os produtos foram purificados
através enzima Exo-SAP-IT (Affymetrix) e sequenciados utilizando o kit
BigDye Terminator Cycle Sequencing Standard (Applied Biosystems) e o
sequenciador automatico ABI PRISM 3130XL (Life Technologies), seguindo
o mesmo do item 3.5.2. As sequéncias foram analisadas através do

programa CLCbio Main Workbench (CLC Bio Inc.).

3.9 VALIDAGAO POR TARGET SEQUENCING USANDO ION

AMPLISEQ™ E A PLATAFORMA ION PGM

Para a validagdo do sequenciamento do exoma, confeccionamos um
painel de 170.27kb, com variacdo de tamanho de amplicon de 125-275pb.
Esse painel foi confeccionado para genes completos e consistia em 1.066
amplicons, divididos em 2 pools. Os genes selecionados para a confecgéo
desse painel foram: APC, CTNNB1, MTCH2, ADAR, HSPD1, ITGB1, DPP6,
ADAMTSY9, MST1P2, CADPS, RAGE, MLL4, PPP1R15A, HRC, MTF1,
ARHGAP32, ORS8I2, CNTN6, MAST1, PRAMEF2, RAB6B, SI, DCAF4L1,
ANKRD17, METAP1, TTC37, ABCC2, CHEK1, SLCO1C1, SMAD9, TPP2,

PNN, MDGA2, CENPT, DRG2, NLRP12, LARGE.
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Utilizamos os painéis lon AmpliSeq™ para constru¢cao da biblioteca
utilizando 10ng de DNA de cada paciente, de acordo com as instrugdes do
fabricante (Life Technologies). Resumidamente, os genes alvos foram
amplificados utilizando os tubos de primers multiplexados pré-agrupados na
concentracdo pronta para uso. Apds a amplificacdo, os produtos
amplificados foram tratados com 2 pul do reagente Fupa para digerir
parcialmente os primers e fosforilar os produtos de amplificacdo. Os
produtos de amplificagdo foram, entdo, ligados aos adaptadores com
barcodes e purificados (Figura 10).

Apo6s, as bibliotecas foram transferidas para o Sistema lon
OneTouch™ para a preparacao do template. O sequenciamento foi, entéo,
realizado no sequenciador lon PGM™. A analise dos dados foi realizada
com lon Reporter™ Software. Em conjunto, todas as sequéncias foram
também analisadas no programa CLC Main Workbench (CLCbio), com o

intuito de descartar falsos-positivos.
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Figura 9 - Preparo de biblioteca para lon AmpliSeq™. Esquema mostrando as

principais etapas envolvidas no preparo das bibliotecas do lon Ampligseq™.

3.10 DESCRIGAO DAS MUTAGOES ENCONTRADAS

Conforme recomendado pela Human Genome Variation Society
(www.hgvs.org/mutnomen), a nomenclatura utilizada para as mutacdes
encontradas foi baseada em Den Dunnen e Antonarakis (DEN DUNNEN e

ANTONARAKIS 2000).
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3.11 SIGNIFICANCIA PATOGENICA DAS MUTAGOES

ENCONTRADAS

A interpretacdo e determinagdo da significancia patogénica das
mutacgdes foi investigada por 3 diferentes algoritmos. Com o objetivo de
prever a patogenicidade das alteragdes de significado clinico
desconhecido, utilizamos oS algoritmos POLYPHEN-2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/), SIFT
(http://sift.jevi.org/www/SIFT_BLink_submit.html) e  mutation taster

(http://www.mutationtaster.org/).
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4 RESULTADOS

Nesse estudo foram incluidos 10 pacientes nao relacionados. Destes,
3 (30%) preenchiam critério para sindrome polipose adenomatosa familiar
(FAP). Todos os 7 (70%) pacientes restantes foram considerados como

portadores de tumores desmoides esporadicos.

41 EXTRAGAO DO DNA

O DNA de todos os tumores desmoides, bem como seus respectivos
tecidos normais (sangue), foram extraidos e avaliados em gel de agarose
(0.8%) para verificar sua integridade. Para a maioria das amostras o DNA
extraido foi considerado de qualidade 6tima, como pode ser observado na
Figura 11. Todas as amostras apresentaram DNA com as taxas 260/280 e

260/230 acima de 2.0.

Figura 10 — Gel de agarose. Gel mostrando exemplos de DNA de amostras de

tumores desmoides extraidos.
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4.2 SEQUENCIAMENTO DOS GENES APC E CTNNB1 PELO

METODO DE SANGER

Todas as reagdes de PCR foram padronizadas utilizando DNA
gendmico extraido de leucdcito dos pacientes incluidos nesse estudo. Foram
consideradas reagdes padronizadas aquelas que apresentaram no gel de

agarose fragmentos uUnicos do tamanho esperado, como exemplificado na

Figura 12.
Stph APC (exon 12) (264pb
200pb ( ) (264pb)
100pb
N O DD D
N < N~ 0 O
OMmMMOMO®O@ODOMMM
< THRR TIRR THE T THEN TH
300pb
200pb CTNNB1 (exon 3) (292pb)
100pb

Figura 11 - Gel de agarose 2% da reacdo de PCR. PCR padronizado com

fragmentos apresentando banda unica de ~300 pb.

O sequenciamento automatico por Sanger foi realizado em todas as
20 amostras incluidas nesse estudo (10 tumores desmodides + 10 leucocitos
respectivos de cada tumor) com o intuito de rastrear as mutagdes

germinativas em APC e as mutagbes somaticas em CTNNB1. Todos os
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exons do gene APC foram rastreados. Ja para o gene CTNNB1, s6 o0 exon 3
foi rastreado, uma vez que todas as mutagdes relatadas nos tumores
desmoides se encontram nesse exon.

As andlises dos 10 pacientes rastreados para estes genes
identificaram 3 (30%) mutacdes germinativas no gene APC e 4 (40%)
mutagbes somaticas no gene CTNNB1. Nao foi encontrada nenhuma
mutacao em 3 (30%) amostras.

A mutacao germinativa do gene APC foi encontrada em todos (100%)
0s pacientes que preenchiam os critérios da sindrome FAP (Tabela 1). Das
mutagdes encontradas nos pacientes FAP, 2 (66.7%) delas eram delecao e
1 (33.3%) era mutagao pontual do tipo missense, todas elas levando a um
codon de parada prematuro. Em relacdo a localizagdo da mutagdo, as
amostras FB1 e FB8 (2/3; 66.7%) apresentaram a mutac¢ao no éxon 15, ja na
amostra FB7 (1/3; 33.3%) a mutacéo foi encontrada no exon 12 do gene
APC.

Dentre os pacientes com tumores desmoides esporadicos, a mutacao
no éxon 3 do gene CTNNBL1 foi encontrada em 4 (57.1%) amostras. Nao foi
detectada nenhuma mutacdo de CTNNB1 em 3 (42.9%) pacientes com
tumores desmodides esporadicos (Tabela 2). Das mutagdes encontradas,
todas (100%) foram mutagdes pontuais do tipo missense. Dentre os
pacientes mutados, a maioria (2/4; 50%) apresentou a mutagao c.121A>G
(p.-T41A). Um (25%) paciente apresentou a mutagédo c.134C>T (p.S45F) e

um paciente (25%) apresentou a mutacgéo c.133T>C (p.S45P).
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Tabela 1 - Dados mutacionais do gene APC nos tumores desmoides
incluidos nesse estudo

Amostra Status Mutacional
FB1T €.4393_4394delAG
p.Ser1465Trpfs*3
FB7T c.1370C>G
p.Ser457*
FBST €.3049_3052delAATG
p.Asn1017Metfs*4

Tabela 2 - Dados mutacionais do gene CTNNB1 nos tumores desmoides
incluidos nesse estudo

Amostra Status Mutacional
c.134C>T
FB2T
p.S45F
FB3T Nenhuma mutagéo encontrada
c.121A>G
FB4T
p.T41A
FB5T Nenhuma mutacao encontrada
c.133T>C
FB6T
p.S45P
c.121A>G
FBOT
p.T41A
FB10T Nenhuma mutagéo encontrada

Portanto, para o sequenciamento do exoma, foram incluidas 3
pacientes com tumores desmoides associados a FAP, todos com mutagao
germinativa para o gene APC, e 7 pacientes com tumores desmoides
esporadicos, sendo 4 deles mutados para o gene CTNNB1 e 3 deles
selvagens tanto para CTNNB1 quanto para APC. Uma vez que as mutagdes
dos genes CTNNB1 e APC foram analisadas tanto no sangue quanto nos

tecidos tumorais, pudemos confirmar a presenga da mutagado no gene APC
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tanto no sangue como no tecido tumoral dos pacientes associados a FAP. Ja
nos pacientes com tumores desmoides esporadicos as mutagdes no gene

CTNNBL1, foram encontradas somente nos tecidos tumorais.

4.3 CONFECGAO DAS BIBLIOTECAS

Para a construcdo das bibliotecas, todas as amostras foram
quantificadas no aparelho Qubit® (Invitrogen™), segundo recomendacdes
do fabricante, uma vez que a quantificacdo neste aparelho é altamente
sensivel e baseada na quantidade de fluorescéncia emitida.

Para este sequenciamento, foram construidas 20 bibliotecas,
utilizando o SOLID™ Fragment Library Barcoding Kit (Applied Biosystems) e
o SureSelect Human All Exon 50Mb Kit (Agilent). Para cada paciente, foram
realizadas duas bibliotecas com DNAs extraidos do tecido tumoral e do seu
respectivo leucécito, classificados como tumor e normal, respectivamente.
Em cada full slide (lamina de sequenciamento da plataforma SOLID) foi
incluido um pool com 10 bibliotecas (tumor e normal) provenientes de 5
pacientes .

Apoés a fragmentagcdo do DNA, espera-se que os fragmentos estejam
dentro do tamanho recomendado (entre 100 e 200 pb). Para checar se a
fragmentacdo do DNA ocorreu de forma correta, foi realizada uma etapa de
checagem no Bioanalyzer (Agilent) para verificagdo do tamanho dos
mesmos. A Figura 13 estd mostrando a fragmentacdo das 10 bibliotecas

incluidas no pool de bibliotecas 2.
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Figura 12 - Analise fragmentagdo do DNA (pool de bibliotecas 2). O

eletroferograma mostra que a fragmentacdo ocorreu de forma satisfatéria com os

fragmentos com tamanho em torno de aproximadamente 150 pb.
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Logo apds a amplificacdo dos fragmentos e a purificacao, todas as
bibliotecas foram corridas em um chip de DNA High Sensitivity no
Bioanalyzer (Agilent), para checar se as mesmas foram amplificadas da
forma como o fabricante recomenda. A Figura 14 apresenta a analise de 10

bibliotecas incluidas no pool de bibliotecas 2.
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Figura 13 - Analise das bibliotecas de DNA amplificadas (pool de bibliotecas

2). O eletroferograma mostra um Gnico pico no tamanho esperado de aproximadamente

250 pb.



55

ApoOs a etapa de amplificacao, foi feita a captura do DNA e a digestao
da sonda de RNA, seguida de nova purificagdo. Na sequéncia, todas as 20
bibliotecas confeccionadas foram novamente corridas em um chip de DNA

High Sensitivity (Agilent), como pode ser observado na Figura 15.
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Figura 14 - Analise de 10 bibliotecas pds-captura (pool de bibliotecas 1). O
eletroferograma mostra um pico no intervalo dos tamanhos 270-350 pb, o que é o tamanho

desejado de acordo com o estabelecido pelo fabricante.
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Apods a construcao, as bibliotecas foram amplificadas através de PCR

em emulsdo. Apdés a PCR em emulsido e o enriquecimento, mais um ponto

de checagem foi feito antes das bibliotecas serem sequenciadas, com o

objetivo de avaliar a qualidade da PCR em emulsdo e do enriquecimento.

Esse ponto de checagem é conhecido como workflow analysis (WFA) e é

exigido pelo fabricante (Applied Biosystems). A PCR em emulsdo e o

enriquecimento dos pools de bibliotecas (pools biblioteca 1.1 e 1.2 e pools

biblioteca 2.1 e 2.2) para serem sequenciados em cada full slide estavam de

acordo com os padrbes estabelecidos. Como pode ser observado na Figura

16, foram testadas duas condi¢des de quantidade de DNA para cada pool de

biblioteca. Foram escolhidos os pools 1 2 e 2_1 por apresentarem o maior

numero de reads nos parametros recomendados.
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Figura 15 - Resultado da WFA do pool de bibliotecas 1 e 2. Analise de WFA

mostrando que a biblioteca se mostrou adequada de acordo com o recomendado pelo

fabricante.
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O sequenciamento do exoma de todas as amostras incluidas neste
projeto foi realizado utilizando o SOLID™ 4 System. Para os 2 pools de
bibliotecas construidos, foram utilizados 2 full slides. Um pool de biblioteca
foi adicionado a cada full slide. Na Figura 17 pode ser observada a

densidade de deposicédo das sondas na lamina de sequenciamento.

| oerumit B uncerimn  WoDara|

Figura 17 - Deposicdo das sondas na lamina de sequenciamento. A
densidade de deposigdo em cada regido da lamina esta representada por uma escala de

cor onde as regides em amarelo e laranja apresentam alta densidade.
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4.4 ANALISE DO SEQUENCIAMENTO DO EXOMA

A analise do sequenciamento do exoma foi feita em colaboragao
com o pesquisador Dr. Pedro A. F. Galante, do Laboratério de Bioinformatica
do Instituto Sirio-Libanés de Ensino e Pesquisa. Além disso, em paralelo as
analises também foram feitas pelo grupo de bioinformatica do A.C. Camargo
Cancer Center.

Os resultados do sequenciamento dos exomas de 7 pacientes com
tumores desmoides esporadicos e 3 pacientes com tumores desmoides
associados a FAP foram obtidos. Os resultados das alteragbes genéticas
geradas através do sequenciamento pelo SOLID foram filtrados e os dados
gerados de todas as amostras foram submetidos a analise de bioinformatica.

No grupo dos tumores desmobides esporadicos, em média,
109.856.191 reads foram geradas para cada paciente, das quais
aproximadamente 66% foram mapeadas nas regides de interesse. A média
de cobertura obtida para as regides alvos foi de 88%. Pelo menos, 75% das
regides alvos capturadas foram cobertas por 10 ou mais reads para todas as
amostras de tumores desmaoides esporadicos, o que esta de acordo com a
literatura. Ja no grupo dos tumores desmaides associados a FAP, em média,
foram geradas 133.876.756 reads para cada paciente, dos quais
aproximadamente 68% foram mapeadas nas regides de interesse. A média
de cobertura obtida para as regides alvos foi de 92% (Tabela 3). Pelo
menos, 77% das regides alvos capturadas foram cobertas por 10 ou mais
reads para todas as amostras de tumores desmoides associados a FAP. No
casos dos tumores desmoéides associados a FAP, além das mutacdes
somaticas, também analisamos as mutag¢des germinativas do gene APC, por

se tratar de uma sindrome familial associada a mutagao nesse gene.



Tabela 3 - Dados gerados pelo sequenciamento do exoma dos tumores desmoides utilizando a plataforma SOLID
S - Sangue (amostra normal); T — Tumor (tecido tumoral)

o 0, 0,
Total de Reads on % Reads on % Reads off % Targets % Targets % Targets Cobertura
Amostra Fragmentos targets targets targets coverage coverage coverage média
>10x >20x >100x
tumores desmadides esporadicos
FB2S 72.101.860 45.113.562 62.57 37.43 55.44 44.90 6.93 31.29
FB2T 123.695.002 83.123.799 67.20 32.80 77.70 67.60 16.47 57.70
FB3S 113.023.660 69.341.965 61.35 38.65 76.67 63.45 11.72 48.23
FB3T 101.349.966 67.275.686 66.38 33.62 58.37 51.13 14.52 46.78
FB4S 93.019.567 57.312.137 61.61 38.39 73.36 58.50 8.10 39.81
FB4T 106.475.132 70.282.789 66.01 33.99 75.51 63.77 12.31 48.95
FB5S 133.682.090 88.920.386 66.52 33.48 81.73 71.19 18.62 63.61
FB5T 151.435.930 105.626.951 69.75 30.25 81.67 73.64 25.79 75.60
FB6S 94.647.536 62.349.027 65.87 34.13 76.95 61.66 9.97 44.61
FB6T 97.856.454 68.176.276 69.67 30.33 75.18 63.37 12.64 48.85
FB9S 82.580.253 51.376.709 62.21 37.79 71.31 55.18 6.43 35.80
FBOT 108.807.134 71.019.486 65.27 34.73 75.88 64.26 12.50 49.46
FB10S 119.837.164 76.096.171 63.50 36.50 75.73 65.00 14.50 52.90
FB10T 139.474.926 98.155.548 70.38 29.62 80.07 71.41 21.71 68.13
Média total 109.856.191 72.440.749 66 34 73.97 62.51 13.73 50.84
tumores desmoides associados a FAP

FB1S 147.429.448 101.213.110 68.65 31.35 81.87 73.21 23.57 72.60
FB1T 138.663.101 100.559.963 72.52 27.48 81.26 72.73 23.25 71.85
FB7S 72.101.860 45.113.562 62.57 37.43 55.44 44.90 6.93 31.29
FB7T 123.695.002 83.123.799 67.20 32.80 77.70 67.60 16.47 57.70
FB8S 113.023.660 69.341.965 61.35 38.65 76.67 63.45 11.72 48.23
FB8T 101.349.966 67.275.686 66.38 33.62 58.37 51.13 14.52 46.78
Média total 133.876.756 91.976.623 68 32 77.25 67.15 20.49 65.67
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As alteragdes somaticas foram identificadas pelo programa Bioscope
e pelo programa SHRIMP, de acordo com os seguintes critérios: a) uma
cobertura minima de 10 reads, b) frequéncia da variante em no minimo 10%
das sequéncias. Dentre os tumores desmoides esporadicos, no total foram
detectadas 395 SNVs (variagdes de nucleotideos) e 480 INDELs (inser¢oes
e delegbes), uma média de 132 SNVs (minimo 78 e maximo 292) e 160
INDELs (minimo 35 e maximo 138) foram detectadas para cada paciente. A
maioria das SNVs encontradas foram do tipo missense. De forma detalhada
foram encontradas 673 missense, 10 nonsense, 16 sitios de splice nas
extremidades 3’ ou 5’; e 480 INDELs: 373 frameshift e 7 sitio de splice na
extremidade 3. Nos tumores desmoides associados a FAP, todas as
mutagcbes germinativas encontradas no gene APC através do
sequenciamento automatico por Sanger também foram identificadas pelo
sequenciamento do exoma através do SOLID, tanto nas amostras tumorais
quanto nas amostras de sangue periférico. Em relagdo as alteragoes
somaticas, os mesmos critérios utilizados para os tumores desmoides
esporadicos foram utilizados para os tumores desmoides associados a FAP.
No total, foram detectadas 836 SNVs e 152 INDELs, uma média de 139
SNVs (minimo 114 e maximo 153) e 51 INDELs (minimo 34 e maximo 63)
foram detectadas para cada paciente. A maioria das SNVs encontradas
foram do tipo missense, sendo: 163 missense, 7 nonsense, 2 sitios de splice
nas extremidades 3’ ou 5’; e 92 INDELs: 124 frameshift e 1 sitio de splice na

extremidade 3’ (Tabela 4).
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Tabela 4 - Variagbes somaticas presentes nas amostras dos tumores
desmoides (ndo presentes nos leucocitos das respectivas amostras) e

ausentes no dbSNP

Tipo de alteragdo FB1* FB2 FB3 FB4 FB5 FB6 FB7* FB8* FB9 FB10
Total: SNVs 128 292 78 120 123 130 114 153 210 129
Nonsense 4 3 0 1 1 3 1 1 2 0
Missense 61 163 53 73 78 92 41 61 136 78
Sindnimas 21 121 24 45 43 33 20 20 66 51
Sitio de splicing 1 5 1 1 1 2 1 0 6 0
Total: INDELs 34 138 35 42 55 48 55 63 129 33
CDS 34 136 34 42 55 46 54 63 128 32
Sitio de Splicing 0 2 1 0 0 2 1 0 1 1

* Tumores desmoides associados a FAP

Todas as variacbes encontradas posteriormente passaram por uma

analise visual através do programa CLC Genomics Workbench (CLCbio)

para confirmar que sO estavam presentes nas amostras tumorais e que a

sequéncia estava com uma qualidade boa. Dentre todas as variagdes

encontradas e analisadas através do CLCbio, escolhemos as alteragdes

observadas na Tabela 5 para serem validadas.

Apos a analise visual, foram selecionadas 49 alteracbes para

validacédo (identificadas em 36 genes distintos), das quais 41 reportam

substituicbes de uma base que levam a uma troca de aminoacido, 5

reportam a substituicbes de uma base que gera um codon de parada

prematura e 3 reportam uma delec¢ao de base.
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Tabela 5 - Variagdes escolhidas para validagao inicial

Amostra(s) Cromossomo Posicao Ref Var Regido Gene
FB2T 10 101611359 A T CDSs ABCC2
FB1T 3 64607988 T G CDs ADAMTS9
FB2T 1 154574475 G A CDSs ADAR
FB3T 1 154574475 G A CDSs ADAR
FBAT 4 73956597 G A CDSs ANKRD17
FB6T 11 129062050 A T CDSs ARHGAP32
FBAT 3 62503858 G A CDSs CADPS
FB3T 16 67863762 G C CDSs CENPT
FB6T 16 67863762 G C CDSs CENPT
FB5T 11 125503234 A G CDSs CHEK1
FB7T 11 125503234 A G CDSs CHEK1
FB2T 3 1427454 CcC C CDSs CNTN6
FB3T 3 41266137 C T CDSs CTNNB1
FB5T 3 41266137 C T CDSs CTNNB1

FB10T 3 41266137 C T CDS CTNNB1
FBAT 4 41983939 C T CDSs DCAF4L1
FBAT 7 154519476 G A SpSite DPP6
FB5T 7 154519476 G A SpSite DPP6
FB1T 17 17997141 C A CDs DRG2
FB5T 17 17997141 C A CDSs DRG2
FBOT 19 49657552 C T CDS HRC
FB7T 2 198363406 G A CDSs HSPD1
FB3T 2 198363406 G A CDSs HSPD1
FBOT 2 198363406 G A CDSs HSPD1
FB6T 10 33217106 T C CDSs ITGB1
FBAT 22 33733642 T G CDSs LARGE
FB8T 19 12958435 CTC C CDS MAST1
FB1T 14 47504232 C T CDSs MDGA2
FB7T 14 47504232 C T CDs MDGA2
FBOT 4 99956609 T G CDSs METAP1
FB2T 19 36223242 C A CDS MLL4
FBOT 1 16975289 T A SpSite MST1P2
FB2T 11 47660301 A T CDS MTCH2
FB5T 11 47660301 A T CDs MTCH2
FB5T 1 38301376 G T CDSs MTF1
FBS8T 1 38301376 G T CDs MTF1
FB3T 19 54313733 T A CDSs NLRP12
FB6T 19 54313733 T A CDSs NLRP12

FB10T 11 55861279 TT T CDs ORS8I2
FB6T 14 39650980 G T CDSs PNN
FB2T 19 49377794 G A CDs PPP1R15A
FB1T 1 12919991 A G CDSs PRAMEF2
FB6T 3 133583460 A G CDSs RAB6B
FB7T 14 102729886 G A CDSs RAGE
FB3T 3 164716365 G T CDSs Sl
FB2T 12 20893178 A G CDSs SLCO1C1
FBAT 13 37427573 G A CDSs SMAD9
FBS8T 13 103296931 A G CDSs TPP2
FB2T 5 94830497 T C CDSs TTC37
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4.5 VALIDAGAO POR SANGER

De acordo com as andlises de bioinformatica, a maioria das
alteracbes encontradas foi observada nos tumores em uma frequéncia
menor do que 15%. Dessa forma, foi decidido que, a principio, para se ter
um melhor entendimento e certeza que o sequenciamento automatico
(Sanger) seria sensivel suficiente para detectar as mutacbes encontradas
pelo sequenciamento em larga escala, a validagdo por Sanger seria feita
primeiro, como um teste, em 4 alteracbes somente, uma vez que a
sensibilidade do Sanger ndo é tao alta. Escolhemos validar as alteragdes
encontradas nos genes MTCH2, HSPD1, ADAR e CADPS, uma vez que
essas alteracbes apareceram em mais de um paciente e/ou com uma
frequéncia em torno de 13%. Além disso, a maioria das amostras apresentou
uma cobertura de reads maior do que 50x para essas alteracdes (Tabela 6).
Dentre essas 4 mutagdes, 2 alteragbes (HSPD1 e ADAR) reportam uma
substituicdo de bases com troca de aminoacido e 2 (MTCH2 e CADPS)
reportam uma substituicdo de bases que resulta em um coédon de parada
prematura.

Os primers para essas alteragdes escolhidas foram desenhados, os
PCRs padronizados e sequenciados. Além desses 4 genes, optamos por
analisar novamente o sequenciamento por Sanger para o gene CTNNB1
para as amostras FB3T, FB5T e FB10T, uma vez que na analise inicial n&o
foi encontrada mutagdo para este gene, mas o sequenciamento do exoma

detectou uma mutagcdo bem caracteristica dos tumores desmoides no gene
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CTNNBL1 no cddon 45 (p.S45F) com uma frequéncia em torno de 10%, como

pode ser observado na Figura 18.

Tabela 6 - Variacbes escolhidas para validacao inicial por sequenciamento

capilar

total % Mudanca Mudan¢a Resultado da
Gene Amostras Crom. Posicao

reads alterado proteina cDNA validagao
MTCH2 FB5T 11 47660301 64 13% p.Arg77* C.229A>T Nao validado
ADAR FB2T 1 154574475 74 12% p.Gly215Ser  ¢.643G>A  Nao validado
ADAR FB3T 1 154574475 43 12% p.Gly215Ser  ¢.643G>A  Nao validado
HSPD1 FB8T 2 198363406 43 16% p.Gly56Glu c.167G>A  Nao validado
HSPD1 FBOT 2 198363406 66 12% p.Gly56Glu c.167G>A  Nao validado
CADPS FB4T 3 62503858 44 41% p.Arg787* c.2359C>T Validado

Crom. - Cromossomo

Para amplificacdo das regides com as alteragdes encontradas, foram
utilizados primers que flanqueavam a alteragdo e que amplificavam
fragmentos de aproximadamente 300 pb. Em seguida, foi realizado o
sequenciamento capilar.

Os dados mostraram que ndo foi possivel validar nenhuma das 2
alteracdes que resultam em substituicdo de base com troca de aminoacidos
(figura 19). Ja em relacdo as alteracbes que resultam em um coédon de
parada prematura, das 2 alteragdes encontradas pelo sequenciamento do
exoma, o sequenciamento automatico (Sanger) foi capaz de validar somente
a mutagcdo do gene CADPS (Figura 20). Entretanto, € importante ressaltar
que a frequéncia da variante mutada no caso especifico dessa mutacao é de
quase de 50%. Dessa forma, a validagdo dessa mutacdo, apesar de

importante, ndo torna claro se o sequenciamento automatico pelo método de
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Sanger é suficientemente sensivel para ser usado na validagédo de mutagdes

onde a frequéncia da variante mutada é relativamente baixa.

T

CTNNB1 GGACTCTGGAATCCATTCTGGTGCCAC TCCTTlTC AGGCAATCCT ACCTCCCAAGTCCTGT.
Consensus GGACTCTGGAATCCATTCTGGTGCCAC! TeerTETe AGGCAA AGTEET

Coversge -

. GGAATCCATTCTEGTGCCACTACCACA AAAGGCAATCHGGAGGAAGAGGATGTGGATACC TCCCAAGTCCTGT,

GGAATCCATTCTIGTGCCACTACCACA AAAGGCAATCRGGAGGAAGAGGATGTGGATACCTECCAAGTCETGT,

TCTGOTGCCACTACCACOGE TCCTTHTC TOA CCTCGCAAGTICTGT

TETGGTGCCACTACCACOGE TCC TCCCAAGTICTGT.

GGACTCTGGAATCCATTC AAAGGCAATCCTGAGS GTGGATACCTCCCAAGTCCTGT

GTGGATACCTCCCAAGTCCTGT,
TGGATACC TCCCAAGTCCTGT
G

cal AG
::mcmmn:wmncma-umucnmnmm GGATGTGGATACCTCCCAAGTCETOT
G ATACCT

8 AA
n:vcwno-aonuauuﬂcn

=4 :m-amauusac-ncm. AGGAAGAGGATGTGGATACCTCCCAA

GGACTCTOGAATCCATTET CTGAGGAAGAGGATGTGGATACC
GGACTCTGGAATCCATTCT AT CETGAGOAAGAGGAT GTCOATACE TECEAR
GGACTCTGGAATCCATTCT CAATCCTGAGGAAGAGGATGTGGATACE
GGACTCTGGAATCCATTE CAATCCTGAGGAAGAGGATGTGGAT
GAATCCATTC TGGTGCCACTACCAT AATCCTGAGG. GATGTGGAT A
GGAATCCATTCTGGTGCCACTACCAC AATCCTGAGGAAGAGGATGTGGATACT TECCAAGT
AATCCATTCTGGTGCCACTACCAC TCCTGAGGAAGAGGATGTGGATACC TC!
CTGGAATCCATTCTGGTGCCACTACCACAGE ATCCTGAGGAAGAGGATGTGGATACC TCCCAAGTC
CTGGAATCCATTCTGGTGCCACTACCACAGT ATCCTGAGGAAGAGGATGTGGATACC TCCCAAGTC
GG AT CC AT TC TG T GCCACTACCACAGCTCCTT ALCCIGAGGAAGAGGATGTGGATA

FB5T

T AT C T AL TGRAE T TGRAA T CEAT TE TORT GECACT ACCACAGE TEET THTCT -~ GAGTaaTAARGREAAT CTEARGARGAGTATETaGATAE

Consensis ACAGTCTTACETOOACTCTOOAATCCATTC TOBTGCCACTACCACAGETCCTTETET - - AAGGCAAT GGATAC
Cowmoe___ I :
?  CAGTCTTACCTGGACTCTOOAATCCATONTOGTGCCACTACCACAGE TCE AGOCAATCCTGACGARGAGGATOTGOATAC
TETTACCTGGACTCTOGAATCCATS) AGTGGTAAAGGCAAT CC TGAGGAA
GGAATCCATO) -GAG ARG BEAAT G TGAGGAAGAGGATGTGGATA
AATCCATGRTEGTGCCACTACCACAGE greT - -gacTaaTa TCCTGAGGAAGAGGATGTGGATAC
cvccurccnIcuuwaclAcMccAcAacv:cnq €1 166 CAAT CC TGAGGAAGAGGA TG TGGATAC
CCTGOACTCTGGAATCE crecrroTol ncmuuncsc.uccmmc TGTGGATAC
TateAcTAGEACAGETCET TETET TGGTAAAGGEA GGAAGAGGATGTGGATAG
CACTAGOACAGETCET TEITCT - - GAGTGGTAAAG GOAAGAGSATGTOGATAC
c THreT - lgAG ca 5
TCT - -GAGTG CAATCCTG
GAGT AATCETGAGGARGACEAT A TORA T A
T. . GAGTGGTAAAGGCA Ga
ST--GASTOGTAAAGS
GAGTGGTAAAGGCAA
.:wruua.emau..osn
GAGTGGTAAAGSS
rer - .ammnuucacurcuamuunmnua

Ac
AATCCTG GAGGATGTGGATAC
nnmcnuunucnnccvmuuunmnum
Ta

TAC
ATGTGGATAC
GATAC

AC ACCTOOACTCTOOAATCCATTE T30TACEACTACE TeT. -
Aca CCTGGACTCTGGAATCCAT TC TGGTGCCACTACE TeT -
Aca CETGGACTCTGGAATCCAT TE TGGTGEEACTACCA Ter
SGAATCCATTCTEBTGCCACTACCACAGETCCT TE]
TGETGCCACTACCACAGETCCTTETCT

CTMNB1 CTGGCAGCAACAGTCTTACCTGGACTCTGGAATCCATTCTGGTGCCACTACCACAGETCET *:!f-nm’snr‘nnnncnn’:c TAGOAAGAGRATOT]

fonsensus €TGGEAGEAACAGTET TACCTGGACTCTGGAATECATTCTGGTGECACTACCACAGCTCCT TCTCTGAGT GG TAAAGGEAATEC TGAGGAAGAGGATG]

AGGAAGAGGATG
AGGAAGAGGATG

ACGAAGAGGATGTGCATA!
—

T

AcTCT

Covernge
¢ CTOGCAGCATGAGTCTTACCTGOACTCTGOAATCCATTCTGGTGCCACT GCTCCTTCTGAG TGO TAAAGGCAATCCTGAGGA o]
TGGTGCCAC TACCACAGETCE CTGAGTEAGAGGATST]
cro ;.ccr:cncrcwcnn:nnc'c;rcc:-cu:uucuccmqr; AGGAAGAGGTTGT]
ACCTGGACTCIGGAAT TGGTGGCAC TAGCAGAG ¢ 167
T nnrnc-ml gTacCacT ara 1%
cree Tce TGGTGCCAC T GAGGAAGAGGA TG
cTeGCcAGEA uuvu\:cl\:vAccA CAATCCTGAGGAAGAGGATGT]
CTGGCAGCA TGGTGCCAC TAGGA! AT ATGT]
GGAATCCAT cTACCA TaA TG
CTCTOOAATCEATTETEOTOECAE TGAGGAAGAGGATG:
CTGGCAGCAACAGTCTTAC TGCCACT TGAGGAAGAGGATST
CTGGCAGCAACAGTCTTACC TecaT TacCACTACCACAGETC p oA GOAAG
CTGGCAGCAACAGTETTACC TG CCAT CeACTACCACAGCT AGT 8o ﬁsAAr,Aac,Arc.
CTGGCAGCAACAGTCTTACC TGGA GAATCCAT ACTAC TOAGTGATAANGOEAAT CCTOAGS
CTGGCAGCAACAGTETTACCTGGA GAATCEATTCTGOTECCACTACEA T AAAGGEAATCCTEACEAACAGEATE
GCAGCAACAGTCTTAGC TGGAGTCTGGAATC ACTAGCAGAGCTGCTTHTCTGAGTGGTAAAGS GAGGAAGAGGATG
AGCAACAGTCTTA GACTCTGGAATCCA ACTACCACAGETCCTTIATC TGAGTGGTAAAGGE AGGAAGAGGA TG'
AGCAACAGTCTTACCTGGACTCTGGAATCCA ACTACCACAGCTCCTTIGTCTGAGTGGTAAAGGE TGAGGAAGAGGATG:
cre TCTTAGCTGGACTCTGGAATCCA < CAGCTCCTTIGTC TGAGTGGTAAAGGCAATCCT!
TETTACCTGGACTCTAGAATECATTETGSTGECAC CAGETCCTTIGTC TGAGTGGTAAAGGCAATCCTGAG
CTTACCTGGACTCTGGAATCC T AGCTCCTTGTCTGAGTGGTAAAGGCAATCCTGAGE
CTTACCTGOACTCTOOAATCEATTETA0Ta CTCCTTOTCTGAGTGGTAAAGGCAATCC TGAGGAA
CTGGACTCTGGAATCEA céa TGGTAAAGGCAATCC TGAGGAA
TTACCTGGACTCTGGAATCCA TGAGTGGT
ACCTGGACTCTGGAATCCA T
ACCTGGACTCTGGAATCCA TeTer A Acoator]
CTGGACTCTGGAATECATTC GAGT 157}
166 GAATECATTC T 167}
€CTGGA GAATCCATTCTGGTGCCACTACCA 16
GACTCTGGAAT < AGGAAGAGGATST]
GACTCTGGAATECA AGGAAGAGGATGT]
TGGAATCCA TRTCTOAGTGATAAA AGGAAGAGGA TGT]
GGAATCCAT 16
CTGGACTCTGGAATCCA 3 16
cTcYnnAachArrcYuuvu\:cn\:vAccAc GAGTGGTAAAGGCAATCCTGAGGAAGAGGATST)
GAATCCATTCTGGTGCCACTACCACAGETE |, TOAGTGGTAAAGGCAATCCTGAGEAAGACCATSTH
GAATCCATTCTGOTGCCACTACCACAGETCC T THT AAAGGCAATCC TGAGGAAGAGGATG:
CATTCTGOTGCCACTACCACAGCTCCTICTCTOAS AAGGCAATCCTGAGOAAGAGGA TG
TCEATTCTGGTGCCAC TACCACAGETCC T THTC TGAG AGGCAATCCTGAGGAAGAGGA TG
TeEaTTCTO0 rr.:mrurmmrrvrrrwr.umr AATCCTGAGGAAGAGGATG:
AT IgeaTICTGCTGCCac SLIGICIGAGIGGIA ATce

Figura 18 - Sequenciamento do exoma. Sequéncia obtida através do

sequenciamento do exoma mostrando uma alteragdo no gene CTNNB1 nas amostras FB3T,
FB5T e FB10T.
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Figura 19 - Validacdo do sequeciamento do exoma (ADAR e HSPD1).

Sequenciamento por Sanger mostrando sequéncias selvagens para os genes ADAR e

HSPD1.
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120
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~TCCTTYITCTGAGTGGTA

Figura 20 - Validagdo do sequeciamento do exoma (CADPS e MTCH?2).
Sequenciamento por Sanger mostrando sequéncias selvagens para o gene MTCH2 e a

mutagao no gene CADPS.

Da mesma forma, também n&o foi possivel validar a alteragao
encontrada no gene CTNNB1, como pode ser observado na Figura 21. Por
ser tratar de uma alteragao ja relatada e muito caracteristica dos tumores
desmoides, acreditamos ser uma alteragcdo real e ndo algum artefato

produzido pelo sequenciamento do exoma. Entretanto, a sensibilidade do
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sequenciamento por Sanger nao se mostrou suficiente para validar
alteracbes em baixa frequéncia, como €& esperado. Esses resultados,
juntamente com os resultados do sequenciamento dos genes ADAR, HSPD1
e MTCH2, que no caso especifico desse trabalho, onde a frequéncia das
variantes mutadas era relativamente baixa, mostraram o sequenciamento
automatico pelo método de Sanger ndo € a metodologia mais precisa para
ser utilizada na validagao dos dados obtidos através do sequenciamento do
exoma. Dessa forma, optamos por validar todas as alteragdes através da
construcdo de um painel de primers customizado (lon AmpliSeq™),
utilizando o sequenciador lon PGM™ System, o que nos dara uma maior
cobertura e, consequentemente, maior sensibilidade para deteccao de

variantes com baixa frequéncia.
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Figura 21 - Validagdo do sequeciamento do exoma (CTNNB1). Eletroferograma mostrando a auséncia de alteragéo no cédon 45 do gene
CTNNB1 nas amostras FB3T, FB5T e FB10T.
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4.6 VALIDAGAO POR SEQUENCIAMENTO NGS E PAINEL DE
GENES (TARGET SEQ) UTILIZANDO ION AMPLISEQ™ E

PLATAFORMA ION PGM

Assim, para a validagdo do sequenciamento do exoma, optamos por
utilizar o sequenciamento de nova geragdo NGS (do inglés, next generation
sequencing) por target sequencing (sequenciamento alvo utilizando painel
de genes). Para isso, foi confeccionado um painel contendo 170.2 kb, com
genes completos e com 1.066 amplicons divididos em 2 pools. A variagao
dos tamanhos de amplicon foi de 125-275 pb. Todas as alteragdes
escolhidas para serem Vvalidadas foram analisadas através do
sequenciamento pelo lon AmpliSeq™, através do equipamento lon PGM™
System. As reads obtidas no sequenciamento foram mapeadas e analisadas
contra a sequéncia referéncia respectiva de cada gene estudado,
disponibilizada pelo National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov).

Obtivemos uma cobertura média dos pacientes incluidos nos tumores
e controles de 153x quando consideramos todas as alteragdes encontradas

nos genes analisados, o que é considerada adequada (Tabela 7).



Tabela 7 - Resultados da cobertura do sequenciamento (target seq) do painel de genes

Amostra Total de % Reads on % Reads % Targets % Targets % Targets Cobertura
Fragmentos targets off targets coverage >10x coverage >20x coverage >100x Média
FB1T* 247.635 93.91 6.09 97.79 97.31 84.55 203
FB2T 208.399 94.34 5.66 97.63 96.8 80.42 175
FB3T 201.356 94.31 5.69 97.74 97 83.71 188
FB4T 190.027 94.11 5.89 97.06 94.93 64.78 151
FB5T 181.603 93.95 6.05 97.4 96.13 73.96 152
FB6T 61.396 95.08 4.92 88.51 75.97 13.04 52
FB7T* 204.799 95.14 4.86 74.72 63.4 49.59 171
FB8T* 199.198 93.69 6.31 97.65 97.05 81.3 165
FBOT 217.510 94.11 5.89 97.69 96.66 83.86 183
FB10T 107.630 94.2 5.8 96.18 94.01 37.73 90
Média total 181.955 94 6 94 91 65 153

* Tumores desmoides associados a FAP

Das 49 alteragdes selecionadas, 15 (30.6%) tiveram a mutagao validada, 6 (12.2%) nao validaram como mutagdes
somaticas, pois as alteragbes também foram encontradas no sangue, e 28 (57.2%) nao validaram porque a alteragao

realmente nao foi identificada no sequenciamento (Tabela 8).

71



Tabela 8 - Alteracbes analisadas nos tumores desmaides através de sequenciamento alvo (Target-seq) por lon AmpliSeq™

Seq exoma Targ_:z:'Seq

Amostras Crom Posigio Gene Tipo de alteragao Alteracao Freq o0k Resultado da

Alteragcao cDNA proteina Cobertura Validagao

Tumor tumor % cobertura
(%) do gene

FB2 10 101611359 ABCC2 NSY c.4609A>T p.lle1537Phe 26 30 94.5 Validada
FB1 3 64607988 ADAMTS9 NSY c.2572A>C p.Lys858GIn 36 14 94.1 Nao validada
FB2 1 154574475 ADAR NSY c.643G>A p.Gly215Ser 74 12 89 Nao validada
FB3 1 154574475 ADAR NSY c.643G>A p.Gly215Ser 43 12 88.5 N&o validada

FB4 4 73956597 ANKRD17 NSY c.6748C>T p.Pro2250Ser 69 39.1 741 Validada

FB6 11 129062050 ARHGAP32 NSY c.44T>A p.-Val15Asp 37 40.5 121 Validada

FB4 3 62503858 CADPS STP c.2359C>T p.Arg787* 44 40.9 63.4 Validada
FB3 16 67863762 CENPT NSY c.1092C>G p.His364GIn 36 25 76.5 Nao validada
FB6 16 67863762 CENPT NSY c.1092C>G p.His364GIn 29 10.4 5.94 Nao validada
FB5 11 125503234 CHEK1 NSY c.601A>G p-Met201Val 10 40 88.5 Nao somatica
FB7 11 125503234 CHEK1 NSY c.601A>G p.-Met201Val 32 375 63.5 Nao somatica

FB3 3 41266137 CTNNB1 NSY c.134C>T p-Ser45Phe 25 8 89.7 Validada

FB5 3 41266137 CTNNB1 NSY c.134C>T p.-Ser45Phe 50 6 80.1 Validada

FB10 3 41266137 CTNNB1 NSY c.134C>T p-Ser45Phe 32 9.4 47.6 Validada

FB4 4 41983939 DCAF4L1 NSY c.130C>T p.Arg44Cys 56 23.2 100 Validada
FB4 7 154519476 DPP6 Sps c.763-1G>A - 29 17 34.2 Nao somatica
FB5 7 154519476 DPP6 Sps c.763-1G>A - 28 21 58.0 Nao somatica
FB1 17 17997141 DRG2 NSY c.79C>A p.Leu27Met 35 5.7 68.0 N&o validada
FB5 17 17997141 DRG2 NSY c.79C>A p.Leu27Met 29 31.8 56.5 Nao validada
FB9 19 49657552 HRC NSY c.943G>A p.Gly315Arg 82 15 68.8 Nao validada
FB7 2 198363406 HSPD1 NSY c.167G>A p.Gly56Glu 34 24 56.5 Nao validada
FB8 2 198363406 HSPD1 NSY c.167G>A p.Gly56Glu 43 16 96.1 Nao validada
FB9 2 198363406 HSPD1 NSY c.167G>A p.Gly56Glu 66 12 98.9 N&o validada

FB6 10 33217106 ITGB1 NSY c.463A>G p-Met155Val 46 50 11.8 Validada

FB4 22 33733642 LARGE NSY c.1277A>C p.-Asn426Thr 22 54.5 50.3 Validada
FB1 14 47504232 MDGA2 NSY c.1594G>A p.Val532Met 44 4.8 87.2 N&o validada
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FB7
FB9
FB2
FB9
FB2
FB5
FB5
FB8
FB3
FB6
FB6
FB2
FB1
FB6
FB7
FB8
FB2
FB4
FB8

FB2

14

19

11
11

19
19
14
19

14

12
13
13

5

47504232
99956609
36223242
16975289
47660301
47660301
38301376
38301376
54313733
54313733
39650980
49377794
12919991
133583460
102729886
164716365
20893178
37427573
103296931

94830497

MDGA2
METAP1
MLL4
MST1P2
MTCH2
MTCH2
MTF1
MTF1
NLRP12
NLRP12
PNN
PPP1R15A
PRAMEF2
RABGB
RAGE
S
SLCO1C1
SMAD9
TPP2

TTC37

NSY
STP
NSY
Sps
STP
STP
NSY
NSY
NSY
NSY
NSY
NSY
NSY
NSY
STP
NSY
NSY
NSY
NSY

Sps

c.1594G>A
¢.338T>G
c.5792C>A
c.584-1T>A
C.229A>T
C.229A>T
c.820C>A
c.820C>A
c.1180A>T
c.1180A>T
c.2067G>T
c.1304G>A
c.731A>G
c.97T>C
€.280C>T
c.4503C>A
c.1609A>G
c.1243C>T
c.2200A>G
c.878-
108106T>C

p.Val532Met
p.Leu113*
p.Pro1931His
p.Arg77*
p.Arg77*
p.His274Asn
p.His274Asn
p-Asn394Tyr
p.Asn394Tyr
p.Arg689Ser
p.Arg435GIn
p.His244Arg
p.Phe33Leu
p.Arg94*
p.Asn1501Lys
p.lle537Val
p.Arg415Trp
p.lle734Val

32
22
11
59
64
36
28
15
32
44
26
73
32
22
15
57

21
41

41

21.9
31.9
55
19
13
22
25
20
25
15.9
34.6
16
21.9
27.3
47
31.6
27.9
42.9
39

29.7

55.2
90.8
431
90.8
83.8
76.3
76.3
82.7
99.2
16.9
12.6
75.4
61.3
11.6
37.8
80.9
83.9
51.5
81.8

92.4

Nao validada
Nao validada
Nao somatica
N&o validada
N&ao validada
Nao validada
Nao validada
N&o validada
Nao validada
N&o validada
Validada
N&ao validada
N&o validada
Nao validada
Nao validada
Validada
Validada
Nao somatica
Validada

Validada

Crom. — Cromossomo; NSY — mutagédo missense; Sps — Sitio de splicing alternativo; STP — mutagao que resulta em cdédon de parada prematura
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As caracteristicas do NGS e a patogenicidade de cada mutacao
validada podem ser observadas com mais detalhes na Tabela 9. Dentre as
alteragbes validadas, nenhuma tinha sido relatada na literatura. Entretanto,
existem varios estudos mostrando a relagdo do gene ITGB1, ANKRD17,
ARHGAP32 e S| com diversos tipos tumorais, entre eles colorretal, célon e
estébmago.

O gene PNN ja foi relacionado em estudos anteriores com a via WNT,
no entanto, nenhum outro gene encontrado alterado em nosso estudo
parece ter relagdo com a via WNT/a-catenina, o que sugere que realmente a
mutacdo na [(-catenina é o fator principal na tumorigénese dos tumores
desmoides, reforgcando a teoria conhecida como “oncogene addiction”. De
toda forma, estudos posteriores serdo de extrema importancia para o melhor
entendimento da relacdo dessas alteragbes com a tumorigénese dos
tumores desmaoides.

Além dessas mutacbes mencionadas acima, a mutagcdo no gene
CTNNB1 nas amostras FB3T, FB5T e FB10T também foi validada (Figura
22), o que corrobora diversos estudos que mostram que os tumores
desmoéides sao dependentes da via WNT, especialmente da [(-catenina.
Esse dado é de grande importancia, pois sugere que o fato de existirem
tumores desmoides esporadicos que nao apresentam mutagdo para
CTNNB1 pode ser simplesmente um artefato causado pela falta de
sensibilidade do método empregado para analise da mutagéo.

Além disso, essa mutagcdo no gene CTNNBL1 é a provavel explicagao
da localizagao nuclear da a-catenina nas amostras FB3T, FB5T e FB10T,
fato que anteriormente era de dificli compreensdao, uma vez que

acreditdvamos que esses casos apresentavam o gene CTNNB1 selvagem.



Tabela 9 - Mutacbes somaticas validadas nos tumores desmoides através do lon AmpliSeq™

Seq exoma Seq lon Analise in silico
Amostras Gene Tipo de Alteracao Cobertura
Cobertura Tumor Freq tumor (%) Tumor Freq tumor (%) SIFT Polyphen-2 Mutation Taster
FB2T ABCC2 NSY 26 30 258 39.5 Patogénica Provavelmente Polimorfismo
FB4T ANKRD17 NSY 69 39.1 266 40.6 Tolerada  Provavelmente CD
FB6T ARHGAP32 NSY 37 40.5 39 38.5 Patogénica Provavelmente CD
FB4T CADPS STP 44 40.9 52 51.9 N/A N/A N/A
FB3 CTNNB1 NSY 25 8 77 221 Patogénica Provavelmente CD
FB5 CTNNB1 NSY 50 6 52 28.9 Patogénica Provavelmente CD
FB10 CTNNB1 NSY 32 9.4 60 36.7 Patogénica Provavelmente CD
FB4T DCAF4L1 NSY 56 23.2 214 45.8 Patogénica Provavelmente Polimorfismo
FB6T ITGB1 NSY 46 50 76 34.2 Patogénica Provavelmente Polimorfismo
FB4T LARGE NSY 22 54.5 76 43.4 Tolerada Benigna Polimorfismo
FB6T PNN NSY 26 34.6 72 26.4 Patogénica Provavelmente Polimorfismo
FB8T Sl NSY 57 31.6 162 38.2 Patogénica Provavelmente Polimorfismo
FB2T SLCOl1C1 NSY 43 27.9 68 60.3 Tolerada Benigna Polimorfismo
FB8T TPP2 NSY 41 39 134 34.2 Tolerada Benigna CD
FB2T TTC37 NSY 41 29.7 272 375 Tolerada Benigna CD

NSY — do inglés, Nonsynonymous substitution; STP — do inglés, stop codon; CD — causadora de doenca
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Figura 16 - Alinhamento das leituras obtidas pelo sequenciamento na plataforma lon Torrent contra a sequéncia gendémica. O

alinhamento da sequéncia do paciente FB3T, obtida através do sequenciamento alvo, identifica a mutagdo p.S45F do gene CTNNBL1.
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FB2 FB3 FB4 FB5 FB6 FB9 FB10
ABCC2
ANKRD17
ARHGAP32
CADPS
CTNNB1
DCAF4L1
ITGB1
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SLCO1C1
TTC37

Missense
Stop Codon

Figura 17 - Distribuicdo dos genes potencialmente associados aos tumores

desmoides esporadicos.

FB1 FB7 FB8
sl
TPP2

Missense
Figura 184 - Distribuicdo dos genes potencialmente associados aos tumores

desmodides associados a FAP.
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4.7 SEQUENCIAMENTO AUTOMATICO X SEQUENCIAMENTO
DE NOVA GERAGAO NA DETECGAO DA MUTAGAO DO GENE

CTNNB1

Devido a importancia da mutacdo do gene CTNNBL1 na biologia dos
tumores desmoides e, principalmente, no diagndstico diferencial desses
tumores, a identificagdo da metodologia mais sensivel e especifica para se
analisar o status mutacional desse gene torna-se de extrema relevancia.

A sensibilidade do NGS (SOLID + lon PGM) para a detecgdo de
mutagcdes no gene CTNNB1 em tumores desmoides esporadicos na nossa
casuistica foi 100% (7/7). A especificidade do NGS nas amostras incluidas
nesse estudo também foi de 100%, uma vez que nido foram detectadas
mutagdes no gene CTNNB1 nos 3 tumores desmoides associados a FAP.
Dentro deste mesmo grupo de amostras incluidas, a sensibilidade do

sequenciamento automatico por Sanger foi de 57.1% (4/7).
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Tabela 10 - Concordancia entre os resultados do sequenciamento
automatico por Sanger e do sequenciamento de nova geragao

Sequenciamento de nova

~ Total
geragao
Mutacéao Mutacao nao
detectada detectada
Sequenciamento Mutacao detectada 4 0 4
Automatico Mutacao nao 3 0 3
por Sanger detectada
Total 7 0
Tabela 11 - Detalhes da concordancia entre os resultados do

sequenciamento automatico por Sanger e do sequenciamento de nova
geragao

Sequenciamento de nova geragao

T41A S45F S45P Total
M =
Sequenciamento utagao 2 1 1 4
.. detectada
automatico por Mutacio néo
Sanger detectada 0 3 0 3
Total 2 4 1

O sequenciamento de nova geracéo, especialmente o que foi utilizado
nesse trabalho, chamado de sequenciamento alvo (target sequencing), tem
a vantagem de em um unico experimento detectar mutagdes multiplas nos
genes de interesse, 0 que torna o seu custo-beneficio excelente para uso na
pratica clinica. Nossos resultados mostram que o0 sequenciamento
automatico do tipo Sanger, junto com o fato que as mutagées do gene
CTNNB1 se apresentam em alta frequéncia nos tumores desmoides, mas
nao nas histologias que fazem diagndstico diferencial com esse tumor,
indicam que o método baseado em NGS é ideal para ser usado como um

teste de diagnostico adjuvante dos tumores desmoides.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo caracterizar molecularmente os
tumores desmoides através da identificacdo de alteragdes presentes no
exoma desses tumores, utilizando para isso o sequeciamento de nova
geragao.

Os tumores desmoides sao proliferagdes mesenquimais fibroblasticas
extremamente invasivas localmente, mas que ndo possuem a habilidade de
originar metastase. Esses tumores, na grande maioria dos casos, sao
esporadicos, mas também podem estar associados a sindromes genéticas,
como a polipose adenomatosa familiar (FAP). Os estudos nos tumores
desmoides associados com a sindrome FAP revelaram que a via Wnt/B-
catenina se encontra desregulada nesses tumores, tanto nos esporadicos
quanto aos associados a FAP. Essa desregulagcdo da via Wnt culmina no
acumulo de pB-catenina nuclear, que € uma caracteristica comum a
praticamente quase todos os tumores desmoéides (BHATTACHARYA et al.
2005; NG et al. 2005) e ressalta a importancia dessa na tumorigénese dos
tumores desmoéides (BERTARIO et al. 2003).

Mutagbes germinativas no gene APC foram observadas nos tumores
desmoides associados a FAP por diversos grupos (MIYAKI et al. 2008;
TORREZAN et al. 2013; IKENOUE et al. 2015), entretanto, até o momento,
nenhuma outra mutacéo diferente da do gene APC é conhecida por estar

associada ao tumores desmoides relacionados a sindrome FAP. Nossos
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resultados de sequenciamento automatico corroboram esse dado, uma vez
que, na nossa casuistica, todos os desmoéides associados a FAP
apresentaram mutagdo germinativa para o gene APC. Alguns trabalhos
identificaram um acumulo de mutagdes no gene APC entre os cddons 1016
e 1070 e entre os codons 1265 e 2035 dos pacientes com tumores
desmoides associados a FAP. Nossos resultados também identificaram uma
frequéncia maior de mutagdes entre os cddons citados acima (LEFEVRE et
al. 2008; MIYAKI et al. 2008; SCHIESSLING et al. 2013). Dos 3 pacientes
com desmoides associados a FAP incluidos nesse trabalho, 2 apresentaram
a mutacao do gene APC nos codons citados acima, sendo que uma mutagao
foi encontrada no cédon 1465 e a outra no codon 1017.

A mutacdo somatica de APC também ja foi observada nos casos de
tumores desmoides esporadicos, entrentanto, de forma oposta aos tumores
associados a FAP, onde a mutagcdo do gene APC se encontra na maioria
dos tumores, nos desmoéides esporadicos a mutacdo somatica de APC é
bastante atipica, sendo encontrada em uma frequéncia em torno de 10%
(GIAROLA et al. 1998). Essa baixa frequéncia de mutagao somatica no gene
APC, junto ao pequeno numero de amostras incluidas nesse trabalho, pode
ser a razao pelo qual nenhuma mutacdo somatica foi encontrada em APC
nos 7 casos de tumores desmoéides esporadicos incluidos na nossa
casuistica. Semelhante ao demonstrado por varios grupos, nossos
resultados de sequenciamento automatico por Sanger mostraram uma alta
frequéncia (~57%) de mutacao do gene CTNNBL1 (que codifica a proteina f3-

catenina) nos tumores desmoides esporadicos. De acordo com a literatura, a
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frequéncia de mutagcdo de B-catenina nos desmodides esporadicos
identificada através do sequenciamento automatico por Sanger varia de 64 a
85% (LAZAR et al. 2008; WANG et al. 2012; COLOMBO et al. 2011, 2013;
MULLEN et al. 2013). Até o presente momento, todas as mutagbes no gene
CTNNB1 encontradas nos tumores desmoides foram reportadas no éxon 3.
Curiosamente, dentre todas as mutagbes relatadas, quase 100% dos
tumores desmoides esporadicos apresentam apenas trés mutacdes pontuais
em dois cédons diferentes (41 e 45). A mutagdo mais frequente dos tumores
desmoides esporadicos ocorre no cédon 41 e resulta na substituicdo de uma
treonina por uma alanina (p.T41A), sendo encontrada em aproximadamente
49% dos casos mutados para [(-catenina. Nossos resultados corroboram
esse dado de frequéncia, uma vez que dos 4 casos identificados como
mutados pelo sequenciamento automatico, 2 (50%) apresentaram a mutagao
citada acima. A segunda mutagcdo mais frequente ocorre no cddon 45,
resulta em uma troca de serina por fenilalanina (p.S45F) e é encontrada em
uma frequéncia de aproximadamente 32% nos tumores desmodides
esporadicos. Na nossa casuistica, dos 4 pacientes mutados, identificamos a
mutacao p.S45F em 1 paciente (25%), o que esta bem préximo do reportado
na literatura. A terceira mutagao mais frequente também ocorre no cédon 45
e resulta em uma substituicdo de serina por prolina (p.S45P). Essa mutagao
€ reportada em aproximadamente 3% dos casos de desmoides esporadicos
(LAZAR et al. 2008; COLOMBO et al. 2011, 2013; MULLEN et al. 2013).
Dentre os nossos pacientes analisados, encontramos 1 (1/4; 25%) com esta

mutacdo. Até onde é do nosso conhecimento, esse € o primeiro trabalho a



83

reportar frequéncias de mutagdes do gene CTNNBL1 nos tumores desmodides
de pacientes compostos pela populacdo brasileira. Uma vez que,
sabidamente, a populacao brasileira € altamente miscigenada, ndo temos
como afirmar se este achado é uma coincidéncia causada pelo pequeno
numero de pacientes incluidos nesse estudo ou se € resultado da alta
miscigenacao da populagao brasileira. Estudos posteriores, incluindo um
maior numero de amostras de tumores desmaides, e, se possivel, pacientes
de diferentes regides brasileiras, sdo necessarios para identificar com maior
precisdo a frequéncia de mutagdes no gene CTNNB1 nos tumores
desmoides esporadicos de pacientes brasileiros.

O estudo do status mutacional da B-catenina se torna cada vez mais
importante, ndo somente para o melhor entendimento dessa doenca, mas
também como uma forma de aprimorar o diagnéstico molecular dos tumores
desmoéides, uma vez que apesar da imuno-histoquimica para B-catenina
nuclear ser util no diagndstico diferencial dos desmdides e regularmente
incluida no processo de diagnéstico, existem limitacdes definidas, como por
exemplo: a variacdo da expressao nuclear de [3-catenina, inclusive dentro da
mesma amostra tumoral; a expressao da [(-catenina nuclear em outras
histologias, inclusive que fazem parte do diagndstico diferencial dos tumores
desmoéides, como o proprio tecido cicatricial; e a expressao focal da -
catenina nuclear em alguns casos de tumores desméides (MONTGOMERY
et al. 2002; BHATTACHARYA et al. 2005; CARLSON e FLETCHER 2007;
COFFIN et al. 2007). Varios trabalhos ja propuseram incluir a analise

mutacional da b-catenina como parte do diagndstico (COLOMBO et al. 2011;
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LE GUELLEC et al. 2012; WANG et al. 2012), entrentanto é importante
ressaltar que em 5-10% dos desmoéides nao sao identificadas mutagbes nem
no gene CTNNB1, nem no gene APC, mesmo nos casos onde o aumento da
expressao nuclear de B-catenina € observada. Dessa forma, estudos que
identifiquem alteracbes genéticas em larga escala se fazem necessarios
com o intuito de melhorar o conhecimento da biologia dos tumores
desmoides, visando o descobrimento de novas alteracbes que possam ser
utilizadas no diagndéstico molecular desses tumores.

Além da identificacdo de novos marcadores moleculares para o
diagndstico dos tumores desmoides, estudos de avaliagdo de mutagao
somatica em larga escala podem auxiliar na identificagdo de novos parceiros
de ligagcdo ou genes alvo da [-catenina, o que pode resultar no
desenvolvimento de terapia-alvo, direcionando a ag¢do o0 mais
exclusivamente possivel as células tumorais, reduzindo assim, os efeitos
colaterais do tratamento.

Com o advento das plataformas de sequenciamento de nova geragéo,
o nivel de sensibilidade para captar e caracterizar alteracdes presentes nos
tumores atingiu um nivel anteriormente inviavel (KAISER 2008), o que pode
levar a um melhor entendimento da desregulagdo da via Wnt nos tumores
desmodides. Atualmente estdo sendo comercializadas diferentes plataformas
de sequenciamento em larga escala e um numero ainda maior de programas
para a andlise de dados gerados por esses sequenciamentos de nova
geragdo. O uso de diferentes programas (cada um com seu préprio

algoritmo) combinado com as diferentes tecnologias comercializadas para o
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sequenciamento de nova geragao podem levar a erros que sao
caracteristicos de cada plataforma (XUAN et al. 2013). Dessa forma, se
torna crucial conhecer esses erros para que a escolha da plataforma que
sera utilizada esteja de acordo com o objetivo do estudo e para garantir que
seja a plataforma correta para se chegar ao resultado desejado.

Umas dessas plataformas que estdo sendo utilizadas para o
sequenciamento de nova geragado € o SOLID, que segundo SASSON e
MICHAEL (2010), gera dados bastantes confiaveis em relagdo a SNPs e
INDELs, com uma taxa de erro maior perto do final da regido 3’ (SASSON e
MICHAEL 2010). XUAN et al. (2013) demonstraram que o erro mais comum
dessa plataforma é o de substituicdo, porém esse é o sistema que apresenta
a menor taxa de erro (XUAN et al. 2013) e, portanto, foi a plataforma
escolhida, uma vez que era a plataforma disponivel no nosso laboratério
para esse estudo que visa identificar e caracterizar as alteracbes
moleculares dos tumores desmoides.

Em nosso estudo, nds utilizamos sequenciamento completo do exoma
para identificar novos genes que possam estar associados a tumorigénese
dos tumores desmodides. Devido a variedade de aberragdes genéticas
complexas encontrada nos tumores, nem sempre é possivel contar com
sequéncias humanas de referéncia padrao (STRATTON et al. 2009;
ULAHANNAN et al. 2013). Assim, nés optamos por utilizar na nossa analise
amostras de sangue periférico de cada paciente incluido nesse estudo com
o intuito de filtrar as variantes que possivelmente sejam sé caracteristicas

pessoais e que, portanto, provavelmente ndo estdo associadas a
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tumorigénese dos tumores desmodides, caracterizando as mutagdes
somaticas reais. Apds sequenciamento do exoma, os dados gerados pelo
sequenciamento foram alinhados ao genoma humano de referéncia e para a
chamada das variantes foi utilizado o programa Bioscope e SHRIMP para
fazer a chamada das SNVs (variagbes de nucleotideos) e INDELs (insercées
e delegbes), respectivamente. Apdés a chamada de variantes, foram
utilizados critérios onde ficaram apenas as variantes presentes nas regides
codificadoras e em sitio de splice e que apresentassem uma cobertura
minima de 10 reads e a frequéncia da base variante em no minimo 10% das
sequéncias.

A principio, nés buscamos as variantes somaticas (SNVs e Indels)
nas 3.445 alteragdes identificadas pela chamada de variantes. Apds a
utilizacao de filtros controles para a selecdo de variantes mais robustas, nés
identificamos 207 SNVs e 35 INDELs (Anexo 3). Com intuito de tentar
escolher as sequéncias que se encontravam boas e que, dessa forma,
teriam uma chance maior de reportar alteracdes verdadeiras e ndo somente
artefatos, uma analise visual no programa CLC Genomics Workbench foi
feita. Apds essa analise, nos identificamos 49 alteragdes que pareciam
promissoras. Ao analisarmos os dados obtidos, identificamos um alto
numero de alteragdes que se apresentavam com baixa frequéncia da
variante alterada. Para se ter um melhor entendimento e certeza que o
sequenciamento automatico (Sanger) seria sensivel suficiente para detectar
as mutacgdes encontradas pelo sequenciamento em larga escala, a validagao

por Sanger seria feita primeiro, como um teste, em 4 alteracbes somente,
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uma vez que a sensibilidade do Sanger nao é tao alta. O sequenciamento
por Sanger validou somente 1 alteragcao dentre as 4 escolhidas, porém a
frequéncia da variante alterada era alta (41%). Além disso, o
sequenciamento automatico ndo foi capaz de validar nenhuma das
mutagdes identificadas no gene CTNNBL. Por ser tratar de uma mutagao ja
muito bem caracterizada e tipica dos tumores desmoides (p.S45F),
acreditamos que essas alteracbes sao verdadeiras, entretanto o
sequenciamento por Sanger nao foi suficientemente sensivel para identificar
essa mutacdo. Além disso, os resultados recentemente publicados por
AITKEN et al. (2015) corroboram a hipotese de que as alteragbes sao
verdadeiras. Os resultados do grupo acima mostraram que o
sequenciamento de nova geracao através do lon PGM System identificou 8
mutacdes no gene CTNNB1 que nao foram possiveis de serem detectadas
pelo método utilizado pelos autores (PCR associada a digestdo por uma
enzima de restricdo especifica), sendo que dentre essas 8 mutacdes, 5
(62.5%) eram do tipo p.S45F. Dessa forma, optamos por validar todas as
alteragdes escolhidas por sequenciamento alvo (targeted sequencing)
através do lon AmpliSeq e sequenciamento na plataforma lon PGM por ser
um método mais sensivel. Entretanto, como LOMAN (2012) mostrou que a
plataforma lon Torrent apresenta um alto indice de erro ao se tratar de
alteracdes do tipo delecao ou insercdo de uma base, no momento do estudo,
quando ainda o grupo estava estabelecendo os critérios para selegao e
validacao das variantes, optamos por validar somente as alteragdes do tipo

SNVs.
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ApoOs avaliar todas as variagdes através do programa CLC Genomics
Workbench (CLCbio) para confirmar que s6 estavam presente nas amostras
tumorais, selecionamos 33 genes para validagao, das quais 30 reportam
substituicbes de uma base que levam a uma troca de aminoacido e 3
reportam a substituicbes de uma base que gera um codon de parada
prematura. Das 49 alteragbes escolhidas, 15 (30.6%) alteragcdes foram
validadas pelo lon PGM. Dentre os 13 genes onde identificamos mutagodes, 8
ja foram observados alterados em cancer. Entretanto, com exceg¢ao da
mutagcdo em B-catenina (p.S45F), nenhuma outra mutagao esta descrita na
literatura.

Uma das alteracbes validadas foi a mutagcdo c.4609A>T do gene
ABCC2, que codifica uma proteina chamada de proteina de resisténcia a
multiplas drogas 2 (MRP2). Esta proteina esta envolvida no transporte de
substancias para fora das células e ja foi associada a resisténcia a multiplas
drogas (TONIGOLD et al. 2014; VASILYEVA et al. 2015). Além disso, foi
mostrado que uma alta expressdo do gene ABCC2 junto com a baixa
expressdo do gene ABCG2 sao eventos precoces na sequéncia adenoma-
carcinoma colorretal (ANDERSEN et al. 2015).

Outro gene validado como mutado nas nossas amostras (c.6748C>T)
que também foi observado no cancer de colorretal foi o gene ANKRD17.
Este gene codifica uma proteina com repeticbes de anquirina, que estéao
associadas com as interagbes proteina-proteina. IOANA et al. (2010),

mostraram que o cancer de colorretal apresenta uma baixa expressdo do
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MRNA de ANKRD17 quando comparado com amostras normais (IOANA et
al. 2010).

A mutacdo do gene CADPS (c.2359C>T) também foi validada pelo
lon PGM em uma amostra de tumor desmoide esporadico. Esse gene
codifica uma proteina que atua tanto no citosol como na membrana,
necessaria para exocitose regulada por Ca®" das vesiculas secretoras. Dois
trabalhos ja indicaram que a perda da expressao desse gene parece ser um
indicador de pior prognéstico ( MILLER et al. 2011; HAIDER et al. 2014).

O gene ARHGAP32 codifica a proteina RICS, que atua na modulagao
de Rho GTPase. A mutagao validada foi a c.44T>A. SCHULTE et al. (2012)
encontraram esse gene fusionado com o gene TAOK1 em uma linhagem
celular de cancer de mama.

De todas as mutagbes validadas, o gene ITGB1 é o mais estudado.
Segundo o polyphen, a mutagédo (c.463A>G ) somatica encontrada em um
tumor desmoide é patogénica. ITGB1 é uma integrina do tipo . As integrinas
sao proteinas heterodiméricas constituidas por subunidades alfa e beta.
Membros da familia das integrinas sdo receptores de membrana envolvidos
na adesdo celular e reconhecimento de uma variedade de processos,
incluindo embriogénese, homeostasia, reparagdo de tecidos, a resposta
imune e difusdo metastatica de células tumorais. Existem varios trabalhos
que mostraram que ITGB1 esta regulada positivamente em diversos tipos
tumorais e esta associada a diversos processos, como progressao tumoral e
metastases, dentre eles o cancer colorretal e o cancer de ovario ( YANG et

al. 2014; YE et al. 2014; SONG et al. 2014, 2015; ZHOU et al. 2015a).



90

Outra mutacao validada através do lon PGM foi no gene Sl, que
codifica uma enzima sacarase-isomaltase, que é expressa no intestino. A
proteina codificada é sintetizada como uma proteina precursora que é
clivada por proteases pancreaticas em duas subunidades enzimaticas: a
sucrase e a isomaltase. Estas duas subunidades se heterodimerizam para
formar o complexo de sacarose-isomaltase. RODRIGUEZ et al. (2013),
identificaram através do sequenciamento de nova geragao esse gene como
um dos genes mais frequentemente mutados em uma coorte de 105
pacientes com leucemia linféide crénica.

O gene PNN, que codifica uma proteina associada ao desmossomo,
também apresentou uma mutacgao validada (c.2067G>T). A super expressao
desse gene ja foi relacionada com cancer de pulmao de nao pequenas
células. De todos os genes novos identificados como mutados nos tumores
desmoides, esse é o unico no qual ja foi identificada uma ligagdo com a via
Whnt/B-catenina. JOO et al. (2007) mostraram que esse gene afeta a via Wnt,
provavelmente através do seu envolvimento com a atividade do TCF/LEF.
Além disso, foi demonstrado que em células deficientes em PNN a atividade
do reporter do TCF/LEF apresentava-se regulada positivamente, assim
como foi observado uma expressao e distribuicdo desregulada de p-catenina
e Tcf4 (JOO et al. 2010).

A mutacdo ¢.2200A>G do gene TPP2 também foi validada. Esse
gene codifica uma peptidase. Sua super-expressao foi relacionada a
progressdo dos carcinomas de células escamosas da cavidade oral

(USUKURA et al. 2013).
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Além dessas mutagdes desconhecidas, a mutagao do gene CTNNB1
(p.S45F) também foi validada em 3 pacientes com tumores desmodides
esporadicos que o0 sequenciamento automatico por Sanger tinha mostrado
que possuiam o gene CTNNB1 selvagem. De todas as mutag¢des validadas,
consideramos essa como a mais importante e interessante, apesar de ja
estar muito bem caracterizada na literatura. Esse resultado enfatiza mais
uma vez a importancia da via Wnt e principalmente da proteina -catenina
na tumorigénese dos tumores desmoides, corroborando assim, com a teoria
de que os tumores desmoides sofrem do efeito conhecido como “oncogene
addiction”. Segundo essa teoria, alguns tumores aparentemente séao
dependentes de um ou alguns genes para manter seu fendtipo maligno
(WEINSTEIN e JOE 2008).

Esse é um dado extremamente importante no historico da mutagao de
CTNNB1 nos tumores desmoides. Os primeiros trabalhos que identificaram a
mutacdo de CTNNB1 nos tumores desmoides reportavam uma frequéncia
de mutagao que variava entre 30-50% (MIYOSHI et al. 1998; TEJPAR et al.
1999). Com o passar dos anos, e, consequentemente, com o
desenvolvimento de técnicas capazes de aumentar a sensibilidade das
técnicas de sequenciamento, a frequéncia de mutacdo de CTNNB1 nos
tumores desmoéides comegou a ser reportada em aproximadamente 85% dos
casos ( LAZAR et al. 2008; COLOMBO et al. 2011). Entretanto, nossos
dados mostram que quanto maior a sensibilidade do método utilizado para o
sequenciamento, maior a frequéncia de mutagdes encontradas no gene

CTNNB1, o que indica que, na verdade, a maioria dos tumores desmoides
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esporadicos, considerados posteriormente como selvagens para os genes
CTNNB1 e APC, muito provalvemente possuem mutagdes no gene
CTNNB1, porém em uma frequéncia tao baixa que € preciso utilizar métodos
mais sensiveis para se identificar essa mutacao.

Além de serem importantes para o conhecimento da biologia tumoral
dos desmoides, nossos resultados também sdo muito importantes na parte
clinica, uma vez que diversos estudos associaram a mutacdo no cédon 45
do gene CTNNB1 (p.S45F) com um risco significativamente maior de
recidiva ( LAZAR et al. 2008; BO et al. 2012; COLOMBO et al. 2013; VAN
BROEKHOVEN et al. 2015). Além disso, a mutagdo p.S45F também se
mostrou como um marcador de prognostico, uma vez que o0s pacientes
portadores dessa mutagao apresentaram uma significativa resposta pior ao
tratamento com meloxicam (HAMADA et al. 2014). Curiosamente, os
desmoides que até entdo eram considereados selvagens para o0 gene
CTNNBL1, sao normalmente relacionados a um melhor prognéstico ( LAZAR
et al. 2008; COLOMBO et al. 2013). Entretanto, nossos resultados mostram
que esses tumores, na maioria das vezes, apresentam a mutagao p.S45F,
sO que em baixa frequéncia. Esse dado conflitante é de extrema importancia,
pois sugere que a frequéncia de variantes mutadas € um melhor marcador
de progndstico do que somente a presencga ou nao dessa mutacao.

Uma vez que esse dado sobre a mutagdao p.S45F nos tumores
desmoides que anteriormente eram considerados selvagens para o gene
CTNNB1 é muito recente, o acompanhamento desses pacientes se torna de

extrema importancia para se entender se a baixa frequéncia dessa variante
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mutada realmente resulta em um tumor menos agressivo ou ainda assim
resulta em um tumor agressivo, porém tardiamente.

Pacientes portadores de tumores desmodides com a mutagao p.S45F,
por serem mais agressivos, normalmente s&o observados com uma
frequéncia e cuidado maior. Entretanto, no caso da nossa casuistica, esses
3 pacientes que foram sequenciados através do sequeciamento automatico
por Sanger, seriam considerados como selvagens para B-catenina e néao
tirariam vantagem dessa observacdo mais cuidadosa. Além disso, essa
informacdo sobre a mutacdo seria de extrema importancia para o
oncologista clinico na hora de decidir qual linha de tratamento seguir com
esse paciente, uma vez que essa mutacao parece ser um marcador de pior
prognostico.

Até o momento, o sequenciamento automatico por Sanger é o
padrdo-ouro para a analise mutacional do gene CTNNB1, entrentanto
nossos resultados mostraram que esse tipo de estratégia ndao € a melhor
para sequenciar o gene CTNNB1 nos tumores desmoides, pois ndo é capaz
de identificar as mutagdes com frequéncia menor do que 15% da variante
mutada. De 7 pacientes com tumores esporadicos, o sequenciamento
automatico nao foi capaz de identificar a mutacdo de B-catenina em 3
(42.9%) pacientes. E preocupante pensar em quantos desses pacientes
estdo sendo considerados selvagens para B-catenina, quando na verdade
sao mutados.

O sequenciamento automatico apresentou uma especificidade de

100%, entretanto a sensibilidade foi de 57.1%. Ja o sequenciamento alvo
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utiizando a plataforma lon PGM apresentou uma sensibilidade e
especificidade de 100%. AITKEN et al. (2015) observaram uma frequéncia
de 92.36% de sensibilidade e 100% de especificidade para o
sequenciamento de nova geragao feito utilizando o lon PGM. Ja a
metodologia de PCR associada a digestdo por uma enzima de restricdo
especifica mostrou ter uma sensibilidade de 82.41%.

Além de ser mais sensivel do que o sequenciamento automatico, o
sequenciamento de nova geragao € mais eficiente do que as metodologias
que estao sendo utilizadas no momento para detecgao da mutagado do gene
CTNNB1, uma vez que permite o rastreio de varias alteragdées em um unico
ensaio e o custo-beneficio € comparavel ao de outras metodologias, como o
sequenciamento automatico por Sanger. Dessa forma, nossos resultados
indicam que o sequenciamento alvo deveria ser incorporado na pratica
clinica como padrdo ouro de analise mutacional do gene CTNNB1, pelo

menos nos casos dos pacientes com tumores desmoides.
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CONCLUSOES

Com o presente trabalho, podemos concluir que:

O sequenciamento pelo método de Sanger ndo é suficientemente
sensivel para ser utilizado na validagdo da mutagdo do gene CTNNB1
encontrada em baixa frequéncia através dos métodos de
sequenciamento de nova geragcdo. Mesmo nos casos onde nao foi
possivel detectar mutacdo do gene CTNNB1 pelo sequenciamento
(método Sanger), o sequenciamento do exoma mostrou que a
mutagao neste gene esta presente em uma frequéncia mais baixa e,
por isso, sO sendo detectado por métodos mais sensiveis,
corroborando a hipotese de que os tumores desmoéides sao
dependentes da via WNT/B-catenina.

As mutagdes somaticas nos genes ABCC2 (c.4609A>T), SLCO1C1
(c.1609A>G), TTC37 (c.3691A>G), CTNNB1 (c.134C>T), ANKRD17
(c.6748C>T), CADPS (c.2359C>T), DCAF4L1 (c.130C>T), LARGE
(c.1277A>C), ARHGAP32 (c.44T>A), ITGB1 (c.463A>G), PNN
(c.2067G>T ), Sl (c.4503C>A) e TPP2 (c.2200A>G) foram
identificadas nos tumores desmoides analisados nesse trabalho, a
maioria delas pela primeira vez.

A analise mutacional de B-catenina deveria ser incluida como parte do

processo de diagnéstico dos tumores desmodides e o
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senquenciamento alvo por NGS deveria ser a metodologia padrao
para essas analises, uma vez que nossos resultados mostram que o
sequenciamento alvo apresentou uma sensibilidade de 100% na
deteccdo de mutagcbes no gene CTNNB1, contra 57.1% do

sequenciamento automatico do tipo Sanger.
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Projeto: 1547/11

Titulo: "Caracterizagao Molecular dos Tumores Desmoides”.
Pesquisador Responsavel: Dra. Isabela Werneck da Cunha

Co-Pesquisadores: Dra. Dirce Maria Carraro, Dr. Fernando Augusto Soares, Dr.
Emmanuel Dias Neto e Dr. Ademar Lopes.
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esporadicos assim como as amostras de sangue periférico dos mesmos individuos por
‘analises de sequenciamento (exoma) de alta performance.

Pendéncias apontadas em parecer anterior:

- Propbem a validagao das alteragbes por avaliagdo da expressao de proteinas por
imunoistoquimica (numero amostral ndo especificado ou estimado).

- Nao fica claro o objetivo em se fazer a analise dos tumores esporadicos e familiais
comparados com as amostras de sangue periférico. Os objetivos devem ser
esclarecidos.
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ha informagdes sobre a possivel detecgao de mutagdes e como esses dados poderao
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Comentarios Finais:
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Os autores incluiram a analise de sequenciamento do gene APC previamente a
analise global, como sugerido.

Também explicam a inclusao de casos com tumores esporadicos e familiais.

O projeto tem relevancia na area e podera trazer importantes contribuigbes para o
entendimento dos tumores desmdides.

Devido ao fato dos pesquisadores ainda estarem aguardando o resultado final do
Grant internacional, o estudo ainda nao é caracterizado com cooperagao estrangeira,
mas se o financiamento for aprovado, o projeto devera ser analisado pela CONEP e
somente podera ser iniciado apos sua aprovagao.
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Anexo 2 - Quadro com os primers desenhados para o sequenciamento dos
genes APC e CTNNBI1.

Gene Exon | Primer senso (5-3’) Primer anti-senso (5’-3’)

CTNNB1 | 3 CAATCTACTAATGCTAATACTGTTTCG | TCTGACTTTCAGTAAGGCAATG
APC 1 CTCCACTGTTTCATCCTCTTAG CTAAGAACTAACTAGCCATTGGAG
APC 2 GTGCGTGCTTTGAGAGTGATC CAACACCCAAATCGAGAGAAG
APC 3 CCTGACCCAAGTGGACTTTTC CTTCAGAATCCCAGGAAACG
APC 4 CATTATTAGCACTGCACTTTAGG CAGGCCTAAAGTTGGGTAAAAC
APC 5 GCACCATGACTGACGTATTTG3 GCAGAACAGAACAGTACCAG
APC 6 CCTGAGCTTTTAAGTGGTAG CTGACAGCTAAAGTAAGGTATC
APC 7 CACAGTTCCATGCCTTTATCAG CTGGAAATATGCATTCAGGAC
APC 8 CAGACACTTCATTTGGAGTACC GATTACAGGTGTGAGCCACTG
APC 9 CTGATTACTTCATCCTGGAAAG GGCTGATATGAATTTTCTCCTC3
APC 10 GGTTATATTAGTGATCCCTGC GGTGGCCTTATATCCTAATTC
APC 11 CTTCTTCACTGTTGGCAAGG GTAAAGATAAGCGAATGTGAAGC
APC 12 CCTGTTGCTTATCATTTCTCACC CACAACTGCCCTCTAAGCC

APC 13 CACGGCTAGCCAGAATTTC CTCATGGCTAAAAGAAGGCAG
APC 14 GGGACGGGCAATAGGATAG CCTATGGGCTACACCTCTC

APC 15A1 | GGAGATGTGGAATACTTGG GATGCCTTGGGACTTAAATTGTC
APC 15A2 | GCTTGCCATCTCTTCATGTTAG GCATTTCTCTCATCTGTCACAC
APC 15A3 | CAGGAACTTCTTCAAAGCGAG GATTCCTTGATTGTCTTTGCTC
APC 15A4 | CAATACCCAGCCGACCTAG CAATAGGCTGATCCACATGAC
APC 15B1 | CTCTGAAGAAGAACAGCATGAAG CTGAAGATAAACTAGAACCCTGC
APC 15B2 | GAAAAGATTGGAACTAGGTCAG GCATCTGGAAGAACCTGGAC
APC 15B3 | CCTCCTCAAACAGCTCAAAC GCTGACTTGGTTTCCTTGC

APC 15B4 | GAAACAGAATCAGAGCAGCC CAGGTATGGTTACAGATGAGG
APC 15C1 | GGCACAGTCAGGTGAATTTG GCGTGTAATGATGAGGTGAATC
APC 15C2 | CACCAGTAAAACCTATACCACA GAGAACTCAGAGAGGAATTATG
APC 15C3 | CCAAAGACATACCAGACAGAG CTACTTACTATGGAATTTGCACC
APC 15C4 | CAAGACTCAAGGGTGATAATGA CAGGACTTGTACTTGAGGAGC
APC 15D1 | CAGCCCCTTCAAGCAAACATG GTTTGGTAAGGTTCTGTTGGC
APC 15D2 | CTCAACTTCCAAGGACATCATC GTGGGACTGAGATTAGGTGG
APC 15D3 | CTAGGTCCCAGGCACAAAC CAATTCTCACCCAAACATCCTC
APC 15D4 | CCGTTTCCTCAGGTGCTAC GAGTCACTCTGGCAGCAAC

APC 15E1 | CCCTGTATCAGAGACTAATGAAAG GGAAGTTGGGATGGGATGC

* Para o exon 15, realizar a reagdo de PCR com primers 1F e 4R (exemplo: 15A1F e
15A4R; 15B1F e 15B4R, e assim por diante) e, em seguida, executar o sequenciamento
com 0s primers internos.




Anexo 3 - Tabela com todas as alteragdes encontradas no sequenciamento do exoma através do SOLID apds a
aplicagao de filtros robustos (207 SNVs e 35 INDELSs).

Amostras Crom. Posigao Variante Varlante % Regiao Gene Cédon Cédon AA ref. AA Tipo d?
ref. Mut. alterado ref. var. var. alteragao
SNPs

FB10T 17 74465266 15 9 37.50 CDS AANAT GTC ATC V | NSY
FB6T 17 67252402 19 5 20.83 CDS ABCA5 AAT TAT N Y NSY
FB1T 16 48172244 18 5 21.74 CDS ABCC12 ATT GTT | \ NSY
FB2T 10 101611359 57 25 30.49 CDS ABCC2 ATT TTT | F NSY
FB2T 18 47311718 25 11 30.56 CDS ACAA2 AAT GAT N D NSY
FB2T 18 47311717 22 11 33.33 CDS ACAA2 AAT AGT N S NSY
FBOT 17 35627752 31 15 32.61 CDS ACACA GCA CCA A P NSY
FBOT 17 35627751 30 15 33.33 CDS ACACA GCA GGA A G NSY
FB2T 2 207395608 22 17 43.59 SpSite ADAM23 - - - - -

FBOT 4 175899098 72 18 20.00 CDS ADAM29 TTG GTG L V NSY
FB5T 4 175899098 28 6 17.65 CDS ADAM29 TTG GTG L V NSY
FB5T 9 136307562 10 5 33.33 CDS ADAMTS13 CCA ACA P T NSY
FB1T 3 64607988 31 5 13.89 CDS ADAMTS9 AAG CAG K Q NSY
FB2T 1 154574475 65 9 12.16 CDS ADAR GGT AGT G S NSY
FB3T 1 154574475 38 5 11.63 CDS ADAR GGT AGT G S NSY
FB2T 7 150840963 15 9 37.50 CDS AGAP3 CCC CTC P L NSY
FB5T 8 6605227 22 6 21.43 CDS AGPATS ATA ACA | T NSY
FB6T 14 105413143 18 6 25.00 CDS AHNAK2 CCA CTA P L NSY
FB6T 7 91603139 17 9 34.62 CDS AKAP9 TTG ATG L M NSY
FB8T 17 19575196 36 6 14.29 CDS ALDH3A2 AAA AGA K R NSY
FB1T 2 73718040 37 10 21.28 CDS ALMS1 TTT TCT F S NSY
FB2T 2 73718040 77 19 19.79 CDS ALMSH1 TTT TCT F S NSY
FB7T 2 73718040 41 10 19.61 CDS ALMS1 TTT TCT F S NSY
FBOT 2 73678609 61 12 16.44 CDS ALMS1 GAC GCC D A NSY
FB4T 2 73718040 39 9 18.75 CDS ALMSA1 TTT TCT F S NSY
FB5T 2 73718040 45 8 15.09 CDS ALMS1 TTT TCT F S NSY
FB6T 2 73718040 33 8 19.51 CDS ALMS1 TTT TCT F S NSY
FB8T 2 73718040 45 8 15.09 CDS ALMSA1 TTT TCT F S NSY
FB4T 4 73956597 39 23 37.10 CDS ANKRD17 CCA TCA P S NSY
FB7T 1 94639448 47 15 24.19 CDS ARHGAP29 GGT AGT G S NSY
FB6T 11 129062050 45 17 27.42 CDS ARHGAP32 GTC GAC Vv D NSY
FB6T 6 69666555 12 9 42.86 CDS BAI3 CAG CTG Q L NSY
FB2T 5 70805932 46 10 17.86 CDS BDP1 GTA CTA \ L NSY
FB4T X 18221749 41 23 35.94 CDS BEND2 GCA GAA A E NSY
FB5T 15 90167032 53 10 15.87 CDS C150RF42 GGC GCC G A NSY
FB8T 15 90167032 50 11 18.03 CDS C150RF42 GGC GCC G A NSY




FB10T 13 24895617 66 9 12.00 CDS C1QTNF9 GCG GTG A \' NSY
FB2T 2 27804603 78 15 16.13 CDS C20RF16 GCT TCT A S NSY
FBOT 2 27804889 106 15 12.40 CDS C20RF16 CTC CCC L P NSY
FBOT 2 27804603 81 16 16.49 CDS C20RF16 GCT TCT A S NSY
FB10T 2 27804499 40 12 23.08 CDS C20RF16 TGC TAC C Y NSY
FBOT 5 179069949 67 18 21.18 CDS C50RF60 TGT CGT C R NSY
FBOT 9 111853329 36 10 21.74 CDS C90RF5 GAA GAT E D NSY
FB4T 3 62503858 26 18 40.91 CDS CADPS CGA TGA R * STP
FBIOT 2 55523187 52 9 14.75 CDS CCDCB88A AAG AAC K N NSY
FBST 2 204599618 25 20 44.44 CDS CD28 GCA ACA A T NSY
FB8T 1 91967358 53 9 14.52 CDS CDC7 AAA TAA K * NSY
FBOT 10 85970868 76 20 20.83 CDS CDHR1 GTT ATT \4 I NSY
FB6T 19 42085790 25 9 26.47 CDS CEACAM21 AAC AGC N S NSY
FB3T 16 67863762 27 9 25.00 CDS CENPT CAC CAG H Q NSY
FB6T 16 67863762 26 3 10.34 CDS CENPT CAC CAG H Q NSY
FB2T 1 25153580 16 9 36.00 CDS CLIC4 AAG CAG K Q NSY
FBOT 1 25153580 24 11 31.43 CDS CLIC4 AAG CAG K Q NSY
FB3T 3 1415613 21 5 19.23 CDS CNTNG6 GAA AAA E K NSY
FB3T 3 41266137 23 2 8.00 CDS CTNNB1 TCT 11T S F NSY
FB5T 3 41266137 47 3 6.00 CDS CTNNB1 TCT TTT S F NSY
FB10T 3 41266137 29 3 9.38 CDS CTNNB1 TCT 11T S F NSY
FB1T 22 37705271 17 5 22 CDS CYTH4 AAG TAG K * NSY
FB4T 4 41983939 43 13 23.21 CDS DCAF4L1 CGT TGT R C NSY
FB4T 4 41983939 23 16 41.03 CDS DCAF4L1 CGT TGT R C NSY
FB4T 7 14733771 28 16 36.36 CDS DGKB GTG ATG Vv M NSY
FB2T 12 124414277 24 9 27.27 CDS DNAH10 TGG GGG W G NSY
FB1T 17 17997141 33 2 22.83 CDS DRG2 CTG ATG L NSY
FB5T 17 17997141 22 7 24.92 CDS DRG2 CTG ATG L NSY
FBOT 2 73989987 19 14 42.42 SpSite DUSP11 - - - - -

FBOT 2 73989988 26 13 33.33 SpSite DUSP11 - - - - -

FBOT 3 138191233 44 10 18.52 CDS ESYT3 GGG GAG G E NSY
FB1T 10 61014164 36 5 4 CDS FAM13C GAC CAC D H NSY
FBOT X 37027691 84 20 19.23 CDS FAM47C TTC TGC F C NSY
FB5T 4 155507577 61 10 14.08 CDS FGA AAC ACC N T NSY
FB4T 1 152328808 59 12 16.90 CDS FLG2 GGC GTC G \' NSY
FB2T 9 14737475 73 17 18.89 CDS FREM1 TTG 11T L F NSY
FBOT 1 78428606 64 28 30.43 CDS FUBP1 ACC AAC T N NSY
FB2T 7 43484839 1 10 90.91 CDS HECW1 ACG CCG T P NSY
FBIT 5 179043886 78 13 14.29 CDS HNRNPH1 ATG ATA M I NSY
FBIT 19 49657552 70 12 14.63 CDS HRC GGA AGA G R NSY
FB7T 2 198363406 26 8 23.53 CDS HSPD1 GGG GAG G E NSY




FB8T 2 198363406 36 7 16.28 CDS HSPD1 GGG GAG G E NSY
FBIT 2 198363406 58 8 12.12 CDs HSPD1 GGG GAG G E NSY
FB6T 10 33217106 23 23 50.00 CDS ITGB1 ATG GTG M \'/ NSY
FB1T 21 46047591 43 9 17.31 CDS KRTAP10-9 TGC TAC C Y NSY
FB6T 18 6956724 14 11 44.00 CDS LAMA1 GAC AAC D N NSY
FB4T 18 21494777 16 12 42.86 CDS LAMA3 CCT ACT P T NSY
FB4T 22 33733642 10 12 54.55 CDS LARGE AAC ACC N T NSY
FB6T 8 38250477 13 9 40.91 CDS LETM2 TTG TTT L F NSY
FB2T 19 55107812 51 31 37.80 CDS LILRA1 CAC TAC H Y NSY
FBIT 19 54744182 48 12 20.00 CDS LILRAG TTC TAC F Y NSY
FB8T 7 123302544 42 20 32.26 CDS LMOD2 CGT TGT R C NSY
FB2T 16 22545899 71 10 12.35 CDS LOC100132247 ACA ATA T | NSY
FBIT 15 52017218 60 14 18.92 CDS LYSMD2 TTT TAT F Y NSY
FB2T X 140995339 67 11 14.10 CDS MAGECA1 TGG GGG W G NSY
FB8T X 140994656 40 9 18.37 CDS MAGEC1 TCC TAC S Y NSY
FB2T 7 77756581 31 10 24.39 CDS MAGI2 CTA CCA L P NSY
FBOT 8 6289097 31 18 36.73 CDS MCPH1 ATT AAT | N NSY
FBOT 8 6289096 33 18 35.29 CDS MCPH1 ATT TTT | F NSY
FB1T 14 47504232 38 5 11.63 CDS MDGA2 GTG ATG Vv M NSY
FB7T 14 47504232 25 7 21.88 CDS MDGA2 GTG ATG \'4 M NSY
FBIT 4 99956609 15 7 31.82 CDS METAP1 TTA TGA L * STP
FBIT 1 16975289 48 11 18.64 SpSite MST1P2 - - - - -

FB2T 11 47660301 56 8 12.50 CDS MTCH2 AGA TGA R * NSY
FB5T 11 47660301 28 8 22.22 CDS MTCH2 AGA TGA R * NSY
FB5T 11 47660295 27 8 22.86 CDS MTCH2 TGT CGT C R NSY
FB5T 11 47660294 26 8 23.53 CDS MTCH2 TGT TAT C Y NSY
FB5T 1 38301376 12 3 20.00 CDS MTF1 CAC AAC H N NSY
FBST 1 38301376 21 7 25.00 CDS MTF1 CAC AAC H N NSY
FB8T 8 17228548 21 7 25.00 CDS MTMR7 CCA CGA P R NSY
FB1T 7 100643560 38 18 32.14 CDS MUC12 CGT CAT R H NSY
FBIT 7 100682124 98 22 18.33 CDS MUC17 CTT CAT L H NSY
FB4T 7 100677737 23 5 17.86 CDS MUC17 TG GTG L Vv NSY
FB2T 3 195512981 43 9 17.31 CDS MUC4 CCT TCT P S NSY
FB2T 3 195512789 50 13 20.63 CDS MUC4 CCT TCT P S NSY
FBIT 3 195512981 57 16 21.92 CDS MUC4 CCT TCT P S NSY
FB10T 3 195512789 32 9 21.95 CDS MUC4 CCT TCT P S NSY
FB1T 3 195538618 18 5 21.74 CDS MUC4 CAT CCT H P NSY
FB5T 3 195538618 8 5 38.46 CDS MUC4 CAT CCT H P NSY
FB8T 3 195513076 26 6 18.75 CDS MUC4 CGT CCT R P NSY
FB3T 11 1017529 107 22 17.05 CDS MUC6 CAT TAT H Y NSY
FB8T 11 1018348 87 13 13.00 CDS MUC6 CCT TCT P S NSY
FB8T 11 1016662 123 19 13.38 CDS MUC6 CCT TCT P S NSY
FBIT 11 1017596 140 33 19.08 CDS MUC6 CAA CAC Q H NSY
FB10T 11 1017529 95 18 15.93 CDS MUC6 CAT TAT H Y NSY




FB10T 11 1017591 74 29 28.16 CDS MUCG6 CGA CAA R Q NSY
FBST 2 204002968 24 15 38.46 CDS NBEALA1 CGA CAA R Q NSY
FB8T 5 43277425 37 17 31.48 CDS NIM1 ATG GTG M Vv NSY
FB7T 4 85416934 23 9 28.12 CDS NKX6-1 GGA GTA G \' NSY
FB3T 19 54313733 37 7 15.91 CDS NLRP12 AAC TAC N Y NSY
FB6T 19 54313733 24 8 25.00 CDS NLRP12 AAC TAC N Y NSY
FB10T 11 123900367 56 9 13.85 CDS OR10G8 ATG ACG M T NSY
FB4T 1 248722738 36 12 25.00 CDS OR2T29 ATG TG M L NSY
FB10T 11 55110877 67 11 14.10 CDS OR4A16 ATG ATA M I NSY
FB2T 8 52746236 27 9 25.00 CDS PCMTD1 GAA CAA E Q NSY
FB2T 3 111638052 53 10 15.87 CDS PHLDB2 TCT TTT S F NSY
FB1T 17 34894458 17 6 23 CDS PIGW TTT TGT F C NSY
FB8T 3 17053500 50 10 16.67 CDS PLCL2 AAG GAG K E NSY
FB6T 14 39650980 17 9 34.62 CDS PNN AGG AGT R S NSY
FB2T 18 14542916 40 12 23.08 CDS POTEC ACG AAG T K NSY
FB2T 18 14542908 52 16 23.53 CDS POTEC GTG ATG \Y M NSY
FB10T 2 131976108 4 11 21.15 CDS POTEE ACT GCT T A NSY
FB2T 19 49377794 61 12 16.44 CDS PPP1R15A CGG CAG R Q NSY
FB1T 1 12919991 25 7 21.88 CDS PRAMEF2 CAT CGT H R NSY
FB2T 5 23526903 67 10 12.99 CDS PRDM9 ATT ACT | T NSY
FB2T 19 43690529 58 15 20.55 CDS PSG5 ACA ATA T I NSY
FB2T 17 74288508 44 9 16.98 CDS QRICHZ2 GAT GTT D Vv NSY
FBOT 20 56918806 26 9 25.71 CDS RAB22A CAA CCA Q P NSY
FBOT 20 56918805 25 9 26.47 CDS RAB22A CAA AAA Q K NSY
FB6T 3 133583460 16 6 27.27 CDS RAB6B TTC CTC F L NSY
FB7T 14 102729886 8 7 46.67 CDS RAGE CGA TGA R * STP
FB2T 21 15596778 29 10 25.64 CDS RBM11 GGC AGC G S NSY
FB2T 4 39297364 50 13 20.63 CDS RFC1 GTT TTT Vv F NSY
FB1T 1 182501860 68 12 15.00 CDS RGSL1 TG GTG L \Y NSY
FB5T 14 24620470 5 15 75.00 CDS RNF31 GGA GTA G Vv NSY
FB2T 13 27828369 46 10 17.86 CDS RPL21 TTG TGG L W NSY
FB5T 1 152127327 65 12 15.58 CDS RPTN CAT GAT H D NSY
FB8T 1 152127327 90 18 16.67 CDS RPTN CAT GAT H D NSY
FBOT 20 43836294 56 12 17.65 CDS SEMGH1 TCA TTA S L NSY
FB2T 4 52895087 23 15 39.47 CDS SGCB ATT CTT | L NSY
FBOT 4 52895087 32 12 27.27 CDS SGCB ATT CTT | L NSY
FB8T 3 164716365 38 26 40.62 CDS Si AAC AAA N K NSY
FB2T 14 72190413 40 28 41.18 CDS SIPA1L1 CGG TGG R w NSY
FB2T 7 122839916 19 18 48.65 CDS SLC13A1 GTC ATC \' | NSY
FB2T 1 67512971 25 13 34.21 CDS SLC35D1 GTA ATA \' | NSY
FBOT 1 67512971 27 10 27.03 CDS SLC35D1 GTA ATA Vv I NSY
FB2T 17 7385709 34 10 22.73 CDS SLC35G6 GGT CGT G R NSY
FB2T 9 108118494 55 11 16.67 CDS SLC44A1 GCA ACA A T NSY
FB2T 12 20893178 31 12 27.91 CDS SLCco1C1 ATA GTA | Vv NSY




FB7T 6 71501465 48 9 15.79 CDS SMAP1 AAA ATA K | NSY
FBOT 6 71501465 60 12 16.67 CDS SMAP1 AAA ATA K | NSY
FB4T 11 14284276 34 20 37.04 CDS SPON1 CCG TCG P S NSY
FB10T 1 29475185 26 9 25.71 CDS SRSF4 TCC ACC S T NSY
FB6T 2 191934456 14 8 36.36 CDS STAT4 GAC TAC D Y NSY
FB10T 12 11174515 55 9 14.06 CDS TAS2R19 CCC CTC P L NSY
FB8T 12 11286214 34 9 20.93 CDS TAS2R30 CAG CAC Q H NSY
FB2T 12 11244096 50 16 24.24 CDS TAS2R43 ATA GTA I Vv NSY
FBIT 14 20876457 90 13 12.62 CDS TEP1 AAG GAG K E NSY
FB2T 2 85554300 85 12 12.37 CDS TGOLN2 GAC GAG D E NSY
FBOT 18 254357 23 12 34.29 SpSite THOCA1 - - - - -

FB8T 13 103296931 25 16 39.02 CDS TPP2 ATT GTT [ Vv NSY
FBIT 22 38120707 84 14 14.29 CDS TRIOBP ACC ATC T I NSY
FBOT 10 75072391 41 17 29.31 CDS TTC18 TTA TAA L * NSY
FBOT 10 75072390 42 17 28.81 CDS TTC18 TTA TTT L F NSY
FB2T 5 94830497 29 12 29.27 CDS TTC37 AAG GAG K E NSY
FBOT 22 50659471 111 20 15.27 CDS TUBGCP6 ATC ACC | T NSY
FB10T 18 9887726 61 11 15.28 CDS TXNDC2 GAT GGT D G NSY
FBOT 7 100349614 110 34 23.61 CDS ZAN CTC CCC L P NSY
FBIT 13 32884862 34 9 20.93 CDS ZAR1L GAA AAA E K NSY
FB5T 8 146156498 35 9 20.45 CDS ZNF16 ACC CCC T P NSY
FBOT 9 97063226 45 11 19.64 CDS ZNF169 GAT GAG D E NSY
FB2T 7 99669415 68 13 16.05 CDS ZNF3 AAT AGT N S NSY
FB4T 5 150275733 36 6 14.29 CDS ZNF300 AGT AGA S R NSY
FB4T 19 57869006 30 8 21.05 CDS ZNF304 AGT AAT S N NSY
FBOT 19 21719693 45 6 11.76 CDS ZNF429 TCT ACT S T NSY
FB6T 9 95618564 22 5 18.52 CDS ZNF484 AGT TGT S C NSY
FBIOT 19 22847465 15 6 28.57 CDS ZNF492 TCT ACT S T NSY
FBIT 19 52942245 92 18 16.36 CDS ZNF534 CAA CGA Q R NSY
FBOT 19 37488364 55 15 21.43 CDS ZNF568 CAT TAT H Y NSY
FBIOT 19 58290665 75 12 13.79 CDS ZNF586 GTG TTG \' L NSY
FB2T 19 52618811 51 9 15.00 CDS ZNF616 TTT CTT F L NSY
FB2T 19 52618811 51 9 60 CDS ZNF616 TTT CTT F L NSY
FBIOT 19 22362777 44 9 16.98 CDS ZNF676 AAA ATA K | NSY
FB8T 8 7215970 77 21 21.43 CDS ZNF705G TAT TGT Y C NSY
FBOT 19 35449000 64 14 17.95 CDS ZNF792 GAA CAA E Q NSY




Indels

Amostras Crom. Posicao Referéncia Alterada Variante ref. Va“"'llante % Regido Gene Tipo d~e
ut. alterado alteragao
FB2T 16 16232207 T T 6 9 60% CDS ABCCH1 Frameshift
FB5T 4 74270872 AA A 10 3 23% CDS ALB Frameshift
FB5T 4 74270872 AA A 10 3 23% CDS ALB Frameshift
FB2T 2 39170941 T T 0 15 100% CDS ARHGEF33 Frameshift
FB5T 14 58796357 T TA 7 3 30% CDS ARID4A Frameshift
FB4T 14 52471024 AT ATAAAT 0 11 100% CDS C140rf166 Frameshift
FB8T 20 20163576 AA A 7 4 36% CDS C200rf26 Frameshift
FB5T 1 181689804 GA G 6 5 45% CDS CACNA1E Frameshift
FB1T 1 43825587 G GTGAG 18 7 28% CDS CDC20 Frameshift
FB2T 3 1427454 cC c 34 18 35% CDS CNTN6 Frameshift
FB2T 13 40254283 AAACA A 8 5 38% CDS COG6 Frameshift
FB2T 6 132168996 G GTTGT 8 14 64% CDS ENPP1 Frameshift
FB6T 9 96233421 A AAC 11 2 15% SpSite FAM120A -
FB7T 12 100994159 GG G 19 4 17% SpSite GAS2L3 -
FB7T 5 140032607 G GAG 15 2 12% CDS IK Frameshift
FB4T 21 35229030 TGT T 4 6 60% CDS ITSN1 Frameshift
FB5T 12 49937660 CcC C 5 8 62% CDS KCNH3 Frameshift
FB5T 12 49937660 CcC C 5 8 62% CDS KCNH3 Frameshift
FB5T 6 138628597 T T 12 6 33% CDS KIAA1244 Frameshift
FB2T 11 71806403 CcC C 12 16 57% CDS LRTOMT Frameshift
FBST 19 12958435 CTC C 10 2 17% CDS MAST1 Frameshift
FBOT 13 29881590 GGG G 16 3 16% CDS MTUS2 Frameshift
FB10T 9 113491009 T T 13 12 48% CDS MUSK Frameshift
FBOT 4 106879600 ACA A 11 2 15% CDS NPNT Frameshift
FB10T 11 55861279 T T 19 15 44% CDS OR8I2 Frameshift
FB2T 2 68389573 A ATA 14 4 22% CDS PNO1 Frameshift
FB5T 17 2270720 C CAGTT 13 2 13% CDS SGSM2 Frameshift
FBOT 19 38673133 T T 10 14 58% CDS SIPA1L3 Frameshift
FBIOT 1 153750219 CC C 16 12 43% CDS SLC27A3 Frameshift
FB2T 1 168281935 T T 18 8 31% CDS TBX19 Frameshift
FB2T 10 25312103 A AA 10 8 44% SpSite THNSLA1 - |
FB7T 14 81467864 CAT C 7 3 30% CDS TSHR Frameshift
FB5T 1 229783280 G GAGCA 15 2 12% CDS URB2 Frameshift
FB5T 16 716272 C CACCAC 8 2 20% CDS WDR90 Frameshift
FB10T 17 40946910 C CTT 16 3 16% CDS WNK4 Frameshift

* Verde — alteragbes validadas;
nao validadas.

— alteragdes analisadas, mas também encontradas no sangue; Amarelo — alteragdes analisadas, mas




