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RESUMO

Souza, LD. Abordagens gendmicas para reclassificar variantes de significado clinico
incerto ndo codificantes e de efeito em splice em genes de predisposicdo hereditaria ao

cancer. [Tese]. Sao Paulo: Fundacdo Antdnio Prudente; 2025.

Cerca de 50 a 80% dos individuos em risco para sindromes de predisposi¢do hereditaria ao
cancer apresenta variantes de relevancia clinica desconhecida (VUS) em regifes codificantes
e/ou nao codificantes intragénicas. Avancos recentes no desenvolvimento de ferramentas
computacionais e moleculares (como o sequenciamento alvo de RNA) tem possibilitado a
priorizacéo e reclassificacdo de VUS em regides ndo codificantes ou previstas de alterarem o
splicing. Nesse sentido, o objetivo desse estudo foi estabelecer e validar um conjunto de
ferramentas genémicas, computacionais e experimentais que permitam reclassificar VUS néo
codificantes ou codificantes com possivel efeito em splice, e validar um painel de captura de
RNA de 27 genes de predisposicdo ao cancer. A selecdo de pacientes foi feita a partir da
reavaliacdo de arquivos VCFs prévios provenientes de testes genéticos de DNA que avaliaram
de 26 a 126 genes de predisposicdo hereditaria ao cancer realizados no Laboratério de
Diagnostico Genémico e em projetos de pesquisa do A.C Camargo Cancer Center utilizando o
software Varseq. Variantes raras exonicas (sindbnimas, missenses) e nao codificantes (intronicas
até 20 pb do limite do éxon e nas regides 5’ e 3° UTR) foram filtradas e avaliadas por
ferramentas de predicéo de splice (MaxEntScan, dbscSNV e SpliceAl) e de impacto na 5° UTR
(UTRannotator). O sequenciamento alvo de RNA (RNA-cap) foi realizado em pacientes com
variantes previstas de alterar splicing, utilizando RNA de leucécitos ou tecido normal na
plataforma Illumina NextSeq 500. Os padrdes de splicing foram analisados pelos softwares
rMATS, LeafCutterMD e FRASER2. Realizamos a revisdo e avaliagéo in silico dos VCFs de
2.076 pacientes, nos quais identificamos 4.518 variantes raras. Destas, 182 variantes sao
previstas de afetar splice em pelo menos um preditor, 32 de impactar a fungao da regido 5’UTR
e 898 estdo na regido 3’UTR em todos os genes. Para a validacdo do painel RNA-cap de 27
genes, foram sequenciados 50 individuos (14 pacientes com 14 variantes
patogénicas/provavelmente patogénicas [P/PP] distintas, 18 pacientes com 14 VUS distintas e
19 controles). Na avaliacdo das variantes P/PP, a ferramenta rMATS foi a que identificou mais
eventos de splice aberrantes (em 11/14 variantes), depois a LeafCutterMD e FRASER?2 (ambas
em 7 variantes), as quais concordaram em apenas 4 variantes. Das 14 VUS, trés variantes
ATM:c.7273G>A, BRCA2:c.7618-10T>G e MSH2:del 5UTR + del parcial do E1 foram



reclassificadas para P/PP, cinco para benigna/provavelmente benigna e seis permaneceram
VUS, alcancando uma taxa de reclassificagcdo de 57% das variantes. Duas VUS apresentaram
alteracdo de splice parcial e potencialmente prejudicial (NBN:c.2071-4A>G e
BRCAL:c.4096+1G>A), sendo necessario estudos complementares. As analises direcionadas ao
transcrito e desbalanco alélico complementaram as anélises do RNA-cap com mais evidéncias.
Estabelecemos critérios e um pipeline automatizado para a selecdo de variantes raras
codificantes e ndo codificantes previstas de alterar splice, padronizacdo para analise de splicing
diferencial e aberrante, assim como processamento/refinamento dos dados. A aplicacdo do
conjunto de ferramentas gendmicas, computacionais e experimentais forneceu evidéncias no
nivel de RNA suficientes para aprimorar a interpretacao clinica das VUS relacionadas ao cancer

hereditario.

Palavras-chave: Cancer hereditario. Splicing. Analise de RNA. Reclassificacdo de VUS.



ABSTRACT

Souza, LD. Genomic approaches for reclassifying noncoding and splice altering VUS in

cancer predisposing genes. [Tese]. Sdo Paulo: Fundacdo Antonio Prudente; 2025.

Approximately 50 to 80% of individuals at risk for hereditary cancer predisposition syndromes
presents variants of unknown clinical significance (VUS) in coding and/or non-coding
intragenic regions. Recent advances in the development of computational and molecular tools
(such as targeted RNA sequencing) have enabled the prioritization and reclassification of VUS
in non-coding regions or predicted to alter splicing. In this sense, the objective of this study was
to establish and validate a set of genomic, computational, and experimental tools that allow for
the reclassification of non-coding or coding VUS with a possible effect on splicing, and to
validate a capture panel of RNA from 27 cancer predisposition genes. Patient selection was
made from the re-evaluation of previous VCF files from genetic DNA tests that assessed 26 to
126 hereditary cancer predisposition genes conducted at the Genomic Diagnosis Laboratory
and in research projects at the A.C. Camargo Cancer Center using the Varseq software. Rare
exonic variants (synonymous, missense) and non-coding variants (intronic up to 20 bp from the
exon boundary and in the 5° and 3° UTR regions) were filtered and evaluated by splice
prediction tools (MaxEntScan, dbscSNV, and SpliceAl) and impact on the 5° UTR
(UTRannotator). Targeted RNA sequencing (RNA-cap) was performed in patients with variants
predicted to alter splicing, using RNA from leukocytes or normal tissue on the Illumina
NextSeq 500 platform. Splicing patterns were analyzed using the rMATS, LeafCutterMD, and
FRASER?2 software. We performed in silico review and evaluation of the VCFs from 2,076
patients, in which we identified 4,518 rare variants. Of these, 182 variants are predicted to affect
splicing by at least one predictor, 32 are expected to impact the function of the 5’UTR region,
and 898 are located in the 3’UTR region across all genes. For the validation of the RNA-cap
panel targeting 27 genes, 50 individuals were sequenced (14 patients with 14 pathogenic/likely
pathogenic [P/LP] variants, 18 patients with 14 VUS, and 19 controls). In the evaluation of
P/LP variants, the rMATS tool identified the most aberrant splicing events (in 11/14 variants),
followed by LeafCutterMD and FRASER2 (both detecting events in 7 variants), with
concordance in only 4 variants. Among the 14 VUS, three variants—ATM:c.7273G>A,
BRCAZ2:¢.7618-10T>G, and MSH2: 5'UTR deletion + partial exon 1 deletion—were reclassified
as P/LP, five as benign/likely benign, and six remained VUS, resulting in a reclassification rate
of 57%. Two VUS showed partial and potentially deleterious splicing alterations (NBN:c.2071-



4A>G and BRCAL:c.4096+1G>A), requiring further studies. Transcript-level and allelic
imbalance analyses complemented the RNA-cap analysis by providing additional evidence. We
established criteria and an automated pipeline for the selection of rare coding and non-coding
variants predicted to alter splicing, standardization for differential and aberrant splicing
analysis, as well as data processing and refinement. The application of a comprehensive set of
genomic, computational, and experimental tools provided sufficient RNA-level evidence to

improve the clinical interpretation of VUS related to hereditary cancer.

Key-words: Hereditary cancer. Splicing. RNA analyses. VUS reclassification.
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1. INTRODUCAO

1.1. Sindromes de Predisposi¢do Hereditaria ao Cancer

Na ultima década, devido aos avangos tecnoldgicos nas plataformas de sequenciamento
foi possivel melhorar a compreensdo da suscetibilidade ao cancer, na qual as sindromes de
predisposicdo hereditaria ao cancer (SPHC) representam aproximadamente de 5-10% de todos
0s casos de cancer. As SPHC ocorrem devido a presenca de variantes genéticas germinativas
patogénicas raras que elevam o risco para o desenvolvimento de algumas neoplasias,
dependendo do gene afetado. Hoje em dia sdo conhecidas aproximadamente mais de uma
centena de SPHC, as quais apresentam, em sua maioria, heranga autossomica dominante, como
€ 0 caso da sindrome de cancer de mama e ovario hereditarios e da sindrome de Lynch (Murff,
Spigel et al., 2004; Nagy, Sweet et al., 2004, Wang et al., 2023).

Sabe-se que o cancer é essencialmente uma doenca genética, por isso o0 entendimento
da sua genémica € fundamental para a préatica clinica. Entender as bases moleculares das SPHC
possibilita um diagnéstico e progndstico adequados para 0s pacientes, assim como, acesso ao
aconselhamento genético familiar, a adocdo de medidas de rastreamento/prevencao
direcionadas e personalizadas. Recentemente, diversas alteracGes genéticas germinativas
passaram a ter papel preditivo para a escolha de terapias alvo e eficiéncia do tratamento
oncologico, como por exemplo, a indicacdo de tratamento com inibidores de PARP para
individuos com alteracGes nos genes BRCAL e BRCA2 e indicacdo de imunoterapias naqueles
com alteracBes nos genes da sindrome de Lynch (lyevleva, Imyanitov et al., 2016).

Ja foram identificados mais de centena de genes que conferem riscos moderados a altos
para o desenvolvimento de cancer, como por exemplo, BRCA1, BRCA2, TP53, MLH1, MSH2,
ATM, BRIP1, CHEK2 e PALB2, conhecidos como genes de predisposi¢do ao cancer (GPC)
(Rahman, 2014). O estudo destes genes fornece informagdes importantes para o processo de
formagéo tumoral, podendo contribuir na busca de terapias mais efetivas. Grande parte dos
GPCs atuam regulando o funcionamento do ciclo celular de duas principais formas, regulando
negativamente a progressdao de ciclo celular ou em vias de reparo de DNA, funcéo
desempenhada pelos genes supressores de tumor, ou estimulando a entrada do ciclo celular,
funcdo desempenhada pelos proto-oncogenes. Alteragfes genéticas que modificam ou anulam

a funcéo destes genes podem promover a oncogénese, devido a desregulacdo dos mecanismos
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de controle do ciclo celular (Ward, 2002). A maioria dos GPCs ja descritos apresentam funcbes

de genes supressores de tumor.

O padrédo de heranca de predisposicdo ao cancer é diversificado, sendo que a maioria
dos GPCs apresentam heranga autossomica dominante, o que significa que, a presenca de
apenas uma Unica cépia alterada do gene ja é suficiente para o aumento de risco de cancer.
Porém, em outros casos, 0 mesmo gene ou grupos de genes relacionados a mesma sindrome
podem apresentar padrdo dominante e padrdo recessivo, de forma que a condicédo recessiva se
comporta de maneira mais agressiva, como por exemplo, o caso da sindrome de deficiéncia
constitucional de reparo de mal-pareamento (CMMRD) e da sindrome de Lynch (Rahman,
2014). Considera-se a penetrancia dos GPCs altamente heterogénea, na qual existem genes
associados a alelos raros de alta penetréncia e genes com alelos mais comuns de baixa
penetrancia ou penetrancia moderada, na qual varia de forma ampla os riscos de seus portadores
virem a desenvolver neoplasias. Existe ainda uma expressividade muito ampla da manifestacédo
dos fendtipos associados a alteracdes nos GPCs, sendo que uma Unica variante patogénica pode
causar fenotipos heterogéneos, enquanto o mesmo fenotipo pode acontecer pela identificacdo
de diferentes variantes patogénicas. Ou entdo uma mesma variante pode ocasionar um fenétipo
agressivo em um individuo, porém um fenotipo mais brando em outro. Isso revela a provavel
existéncia de variantes genéticas modificadoras de risco somado também a influéncia de fatores
ambientais, reforcando a necessidade de desenvolvimento de ferramentas preditivas validadas

por meio de aprendizado de maquina, por exemplo (Garutti et al., 2023).

1.2. Testes genéticos para SPHC

Em razdo ao avango de novas tecnologias, o diagndstico genético tornou-se mais efetivo
nos ultimos anos, como o0 sequenciamento de nova geragdo (NGS), o qual proporciona um
entendimento melhor da base genética de doencas mendelianas, como as SPHC. O
sequenciamento por NGS tornou-se a metodologia padrdo para o diagnéstico de doencas
genéticas, pois permite sequenciamento de muitos pacientes em um mesmo experimento e
analise de varias regifes do genoma em uma Unica reacdo, sendo considerada uma metodologia
rapida e custo-efetiva (Jamuar, Ene-Choo Tan, 2015). Logo, a analise por NGS com painéis
multigenes se tornou 0 método mais adequado para investigacdo genética de pacientes com

suspeita de SPHC, uma vez que existe uma ampla sobreposicdo de fendtipos entre as SPHC e,
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muitas vezes, pode acontecer da histéria clinica pessoal e familiar do paciente ser compativel

com mais de uma sindrome.

Devido ao amplo desenvolvimento da tecnologia de NGS na década passada, € um
aumento de testes genéticos como genotipagem, sequenciamento de genes Unicos, painéis de
genes, exomas, genomas, transcriptomas e ensaios epigenéticos para doencgas genéticas, foi
necessario a criacdao de normas e diretrizes para a interpretacdo da complexidade das variantes
genéticas. Criada em 2015 pelo American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG),
juntamente com Association for Molecular Pathology (AMP) e o College of American
Pathologists (CAP), a diretriz mais utilizada atualmente para a classificacdo de variantes
relacionadas a doencas mendelianas monogénicas de alta penetrancia, recomenda o uso de uma
terminologia padrdo para classificacdo de variantes em 5 classes: 'Patogénica’, 'Provavelmente
patogénica’, 'Significado incerto’, 'Provavelmente benigna’ e 'Benigna’. A classificagdo nessas
classes tem como base critérios que usam evidéncias disponiveis para cada variante, como por
exemplo, frequéncia da variante em bancos de dados populacionais, dados computacionais de
preditores in silico de patogenicidade, dados funcionais obtidos por experimentos in vitro e in

vivo, estudos de casos e controles, dados de segregacdo, etc. (Richards et al., 2015).

Desde a publicacdo dessa diretriz em 2015, grupos de experts de consércios
internacionais, como por exemplo, o ClinGen (https://www.clinicalgenome.org/) e Canvar-UK
(https://canvaruk.org/) foram elaborando ao longo do tempo recomendac6es especificas para
aplicacdo mais detalhada dos critérios da ACMG, para genes especificos. E em 2023 foram
publicadas recomendacdes adaptadas para classificacdo de variantes de splicing pelo grupo de
especialistas em splice da ClinGen (Walker et al., 2023), a qual possui novas orientacdes para
ponderar pontuagdes para variantes de splice, como por exemplo: utilizagdo de uma arvore de
decisédo para o critério PVS1 (do inglés, Pathogenic Very Strong) para os nucleotideos dentro e
fora da regido doadora e aceptora de splice; Calibrar ferramentas de predicdo in silico de splice;
Avaliar a qualidade do ensaio de RNA entre diferentes estudos para conseguir capturar mais

evidéncias relacionadas ao splice; entre outras.

1.3. VUS encontradas nos testes geneticos

O uso de painéis multigénicos apesar de altamente vantajosos pelo seu custo-beneficio
e maior resolutividade, também leva a descobertas complexas, como a identificacdo de
variantes patogénicas sem clara associacdo ao fenotipo e de muitas variantes de significado
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clinico incerto (VUS). VUS é uma variante genética que ndo apresenta implicacdes claras para
a funcdo do gene, devido & falta de evidéncias cientificas suficientes para determinar o seu
significado bioldgico e clinico. Em geral, as VUS ndo devem orientar decisdes clinicas, por isso
s80 necessarias pesquisas adicionais para orientar na classificacdo dessas variantes (Clift et al.,
2020).

As VUS séo principalmente variantes raras de substituicGes de nucleotideo em regides
codificantes do tipo missenses, sindbnimas ou insercdes/delecoes in frame, as quais podem estar
em residuos menos conservados ou em dominios funcionalmente menos relevantes para a
proteina. Estas também podem estar em regides envolvidas no splicing (variantes intrdnicas ou
exonicas) ou estar em regides ndo codificantes como nas regides 5’ ¢ 3° UTR. Dentre todas as
VUS encontradas em sequenciamento NGS, as de splice sdo o segundo tipo de variante mais
encontrada nos pacientes, ficando atras apenas das variantes VUS missenses (Truty et al., 2020;
Horton et al., 2022). As VUS de splice geralmente sdo aquelas que se encontram fora do sitio
doador ou aceptor de splice (motivos candnicos de splice), em regiGes menos conservadas, por
isso € mais dificil de prever seu real impacto no splice, conforme demonstrado na Figura 1
(Truty et al., 2020; Walker et al., 2023). Diferentemente dessas variantes, as que se encontram
nos dinucleotideos conservados GT-AG, possuem uma probabilidade muito alta de impactar o

splice, e por isso sdo, na maioria das vezes, classificadas como P/PP (Walker et al., 2023).

Existem ainda maltiplas regides regulatérias de splicing curtas (motifs) em cis de 6 a 8
pb ndo conservadas, no éxon chamadas de Intensificadores de splicing ex6nicos (Exonic
Splicing Enhancers - ESE) e Silenciadores de splicing exénico (Exonic Splicing Silencers -
ESS), e no intron sdo chamadas de Intensificadores de splicing intrénico (intronic Splicing
Enhancer - ISE) e Silenciadores de splicing intrénico (intronic Splicing Silencer - ISS), as quais
aumentam ou diminuem a incluséo inclusdo do éxon/intron no MRNA maduro através da
ligacdo de fatores de splicing proteicos (Figura 2) (Ramalho, 2012, Wang et al., 2023).
Variantes que alteram esses sitios sao muito mais desafiadoras de serem interpretadas, uma vez
que séo ignoradas pelos pipelines utilizados em laboratorios de diagnostico clinico, aparecendo
como variantes missenses, sindénimas ou variantes de intron profundo. Alteracdes nessas regioes

sdo a base para ocorréncia de muitas doencas genéticas raras (Wang et al., 2023).
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Figura 1 - Representacdo do sitio candnico de splicing ou regido consenso de splicing e o grau

de conservacao das bases
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Fonte: adaptado de Postel et al. (2022).

Legenda: Demonstra-se que o sitio doador e aceptor séo regides com alto grau de conservacéo dos dinucleotideos
GT-AG (variantes + 1,2 splice), porém as regiGes mais distantes do limite éxon/intron sdo menos conservadas e
por isso variantes que se encontram nessas regides sdo muitas vezes classificadas como VUS.

Figura 2 - Representacdo dos elementos cis regulatdrios de splicing presentes no mRNA

U1
hnRNP U2AF1 hnRNP snRNP

O — |

ISS ESE ESS ISE

Fonte: Gimeno-Valiente et al. (2024).

Legenda: Regides regulatérias silenciadoras de splice no éxon (exonic splicing silencers (ESSs)) e no intron
(intronic splicing silencers (1SSs)) estdo representados pelas caixas amarelas, e regides intensificadoras de splice
no éxon (exonic splicing enhancers (ESEs)), e no intron (intronic splicing enhancers (ISEs) estdo sendo
representados pelas caixas vermelhas. As caixas azuis claro estdo representando 0s éxons e a caixas roxas escuras
os introns. Diferentes fatores regulatdrios se ligam nessas sequéncias, 0s quais pertencem as duas familias
principais: as ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNPs) que se ligam nas regides silenciadoras (em
amarelo), e fatores ricos em serina/argina (SRSFs) que se ligam nas regides intensificadoras (em vermelho). A
ligacdo desses fatores pode ativar (arcos pretos) ou inibir (arcos vermelhos) o recrutamento dos componentes do
spliceossomo para as sequéncias AG ou GU que estdo nas bordas dos éxons, dessa forma ocorre a definicdo do
éxon.

Ponto de ramificagdo (ou branchpoint em inglés) € outra regido regulatdria, que
geralmente é uma adenina que se localiza entre 20 pb a 40 pb a montante de um sitio aceptor
candnico ou criptico de splice, sendo um dos primeiros elementos reconhecidos pelo

spliceossomo (Zhang et al., 2023). Variantes que interrompem essas regides podem levar a
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pseudoexonizacdo, retencdo total/parcial de um intron e salto de éxon resultando em um
transcrito com perda de funcdo (Barbosa et al., 2023). A taxa de deteccdo de variantes
patogénicas em regides de branchpoint é baixa (48 variantes foram identificadas nos ultimos
30 anos), isso ocorre pois nao existe uma abordagem computacional eficiente para detectar e
anotar tais variantes em sequenciamentos de NGS (Zhang et al., 2022). Na Figura 3 esta o
esquema representando o papel do branchpoint no splicing.

Figura 3 - Representacdo da regido de Branchpoint e processamento de retirada do intron

5'ss BP 3’ss
Vo _odae A

- -

Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2022).

Legenda: Processo de remocédo da regido intronica destacando a regido de Branchpoint, representada pela letra
‘A’, na qual o spliceossomo utiliza como base para formacdo do lago circular, ocorrendo a remogédo do intron e
unido dos éxon adjacentes.

1.4. Ferramentas de predicao in silico de splice

Algumas variantes no DNA podem afetar o processo normal de splicing resultando no
salto de sequéncias codificantes (denominado exon skipping) ou entdo a insercdo de sequéncias
ndo codificantes no RNA mensageiro (mRNA) (denominado intron retention), o que pode levar
a perda de funcdo do alelo. Identificar essas variantes é de extrema importancia para a realizacéo
de anélises posteriores complementares e para reportar no laudo clinico final, especialmente se
0 paciente apresentar teste genético negativo para variantes P/PP e identificacdo de variantes
VUS preditas de causar erro em splice em genes relacionados ao seu fenotipo.

Para triar tais variantes das demais encontradas no sequenciamento de DNA sao
utilizadas ferramentas de predicdo in silico de splice, como por exemplo, MaxEntScan (Yeo et
al., 2004), dbscSNV (Jian et al., 2014) e SpliceAl (Jaganathan et al., 2019), as quais s&o as mais
utilizadas atualmente no cenério clinico e que serdo descritas a seguir. Essas trés ferramentas
estdo disponiveis de forma gratuita no Variant Effect Predictor (VEP) do Ensembl

(https://www.ensembl.org/Tools/VEP). A maior parte dos preditores foca suas analises em

regides candnicas, em que existe algum tipo de conservacdo de bases (conforme descrito
anteriormente no topico 1.3). Existem poucos preditores para analise das regides regulatorias
do mRNA, os quais ainda ndo sdo tdo robustos, uma vez que essas regides sdo altamente

degeneradas podendo estar sobrepostas. Ainda, a previsao de splice pode ser mais desafiadora
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porque as atividades que ocorrem nesses elementos regulatérios podem se diferir dependendo
de sua localizagcdo ao longo do mRNA prematuro e estdo relacionadas a um determinado
contexto celular onde os niveis de expressdo das suas RBPs parceiras também podem ser
diferentes (Wang et al., 2023).

O preditor MaxEntScan se baseia no principio de entropia maxima utilizando sequéncias
curtas (medida de desordem ou aleatoriedade - MEP), o dbscSNV utiliza dois métodos de
montagem em conjunto para aperfeicoar a predicdo, o Adaboost (Ada Score) e Random Forest
(RF Score), ambos focam no possivel impacto dentro das regides consenso de splice levando
em conta a conservacao de bases e elementos cis de splice.Nas Figuras 4 e 5 estdo detalhadas
as regides de andlise de cada ferramenta, assim como o escore considerado ponto de corte para

a variante ser considerada com potencial risco de causar alteracdo no splice.

Figura 4 - Intervalo de analise da ferramenta MaxEntScan
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Fonte: autoria propria.

Legenda: Esse preditor foca nas regides do sitio nativo doador de splice (compreendendo os trés ultimos nt do
éxon até o sexto nt do intron), e do sitio aceptor de splice (compreendendo os Ultimos 20 nt do intron até os trés
primeiros nt do éxon). O ponto de corte estabelecido para considerar uma variante com potencial risco de causar
alteracdo no splice é a diferenca >= 3,0, do escores de entropia maxima da base referéncia e da base alternativa.

Figura 5 - Intervalo de analise da ferramenta dbscSNV
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Fonte: autoria propria.

Legenda: Esse preditor foca nas regides consenso 5’ (compreendendo os trés Gltimos nt do éxon até o oitavo nt
do intron), e na regido consenso 3’ (compreendendo os ultimos 12 nt do intron até os dois primeiros nt do éxon).
O ponto de corte estabelecido para considerar uma variante com potencial risco de causar alteracdo no splice é ter
0 escore Ada ou RF >=0,60.

Ja o SpliceAl se baseia em aprendizado de maquina, na qual uma rede neural profunda
consegue prever alteracdes de splice a partir de uma sequéncia de pre-mRNA avaliando uma
janela de 5 mil nucleotideos antes e depois do nucleotideo afetado, ou seja, ndo foca sua analise
apenas nas regides consenso de splice, como as duas ferramentas anteriores. E como vantagem

ainda consegue prever a perda/ganho do sitio doador ou aceptor de splice, assim como a posi¢do
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de formacdo de sitios cripticos de splice (sitios de splicing que estdo proximos dos sitios
candnicos, os quais podem ser utilizados de forma alternativa apds alteracbes nesses sitios). A
Figura 6 exemplifica o intervalo de analise dessa ferramenta e a explicacdo dos escores gerados
como resultados. Para mais informacdes o estudo de Garcia e colaboradores (2022) explica de
forma simplificada como funciona cada uma dessas ferramentas.

Existe ainda uma ferramenta paga que compila varios preditores in silico de splicing,
como: SpliceSiteFinder-like, MaxEntScan, GeneSplicer, NNSPLICE, ESEFinder, RESCUE-
ESSE e EX-SKIP. Os trés ultimos fazem deteccdo de sitios de ligacdo de intensificadores de
splicing exonico (ESE), que se baseiam em identificar ESES e prever se as mutag0es exdnicas
podem inativar esses elementos podendo vir a causar salto de éxons (Cartegni et al., 2003). Esse
agregador de ferramentas se chama Alamut® Visual e € um mddulo de predicdo de splicing
dentro do software ‘Sophia Genetics’ que faz chamada e anotagdo de variantes geralmente

utilizado em laboratérios de diagnostico clinico.

Figura 6 - Intervalo de analise da ferramenta SpliceAl

5kb : 5kb
a) G b) G GT

DS _DL:0.85:DP_DL:0 ;DS DG:0.20 : DP_DG:6

Fonte: Jaganathan et al. (2019).

Legenda: a) Foco da andlise nos 5 mil nt antes e depois da variante em questéo, gerando como resultados escores
de pontuacdo (delta score - DS) e escores de posi¢do (delta position - DP), para a perda ou ganho dos sitios
doadores e aceptores: perda do sitio doador (delta score donor loss - DS_DL) e a posic¢ao da perda (delta position
donor loss - DP_DL); ganho de um sitio doador (delta score donor gain - DS_DG) e a posi¢do do ganho (delta
position donor gain - DP_DG); perda do sitio aceptor (delta score acceptor loss - DS_AL) e a posi¢do da perda
(delta position aceptor loss - DP_AL); ganho de um sitio aceptor (delta score acceptor gain - DS_AG) e a posicao
do ganho (delta position aceptor gain - DP_AG). A posi¢ao de perda/ganho é contabilizada a partir da posicao da
variante em avaliacdo (para valores positivos a posicao estard a direita e para valores negativos a esqueda da
variante). O ponto de corte estabelecido para considerar uma variante com risco moderado de causar alteracdo no
splice é >= 0,20 dos escores DS_DL ou DS_DG ou DS_AL ou DS_AG. b) Representagdo dos resultados gerados
pela ferramenta para uma variante hipotética na posicao chr 2:179415980, demonstrando que houve a predicdo de
85% de chance de perda do sitio doador de splice na posicdo da variante em andlise e 20% de chance de ganho de
um sitio doador seis nucleotideos depois da variante, ou seja, na posi¢do 2:179415986.

1.5. Analise pareada de RNA e DNA

Geralmente, os testes genéticos convencionais de DNA capturam com boa qualidade de
cobertura as regides codificantes (éxons) e curtos trechos dos introns flanqueadores adjacentes
(£ 20 pb do limite do éxon) considerada faixa reportavel de variantes, caracteristica considerada
limitante, visto que variantes com potencial risco de serem patogénicas podem ficar fora dessa

area de cobertura, e consequentemente podem néo ser identificadas. No entanto, a interpretacdo



29

clinica dessas variantes ainda é muito dificil, assim como entender sua relevancia na
contribuicdo do impacto para a doencga, uma vez que essas variantes podem ndo impactar
diretamente a proteina, mas podem ter implicacdo em mecanismos de regulacdo pré ou pos

transcricionais, assim como na propria regulacéo de splicing (Whiffin et al., 2020).

Adicionar o sequenciamento de RNA (RNA-seq) ao sequenciamento de DNA (DNA-
seq) pode capturar eventos de splicing incorretos causados por variantes intrénicas ou variantes
exonicas sinbnimas, e tornar possivel a identificacdo de variantes patogénicas que poderiam ser
ignoradas ou classificadas como VUS. Eventos de splice podem levar saltos de éxon e/ou
insercdes de intron totais e/ou parciais de forma a perturbar a janela de leitura da traducéo,
sendo considerados eventos out-of-frame. Esse tipo de evento pode introduzir um codon de
parada prematuro (PTC - do inglés, premature termination codon), que dependendo da sua
localizag&o no transcrito pode ativar a via de nonsense-mediated-decay (NMD), levando a sua
degradacédo e eliminacdo da etapa de traducdo, ndo ocorrendo a formacdo de uma proteina
truncada. Também podem ter eventos de splice que ndo perturbam a janela de leitura da
traducdo, sendo considerados eventos in-frame. Nestes eventos é necessario observar se a
alteracdo afeta um dominio clinicamente relevante para a doenga, e quantos aminoacidos (aa)
sdo perdidos em relagdo ao comprimento total da proteina, sendo considerado potencialmente

prejudicial se essa perda for maior que 10%.

O RNA-seq mostrou ser efetivo em melhorar o rendimento diagnostico e resolucao de
testes genéticos de DNA. Muitos estudos ja identificaram variantes patogénicas em regides
intrénicas profundas em uma série de SPHC, como: cancer de mama e ovario hereditarios
(HBOC) (Zemankova et al., 2024), sindrome de Lynch, polipose adenomatosa familiar,
neurofibromatose, e sindrome de Li-Fraumeni (Landrith et al., 2020, Horton et al., 2022).
Porém, pouco se sabe sobre a prevaléncia dessas variantes intronicas profundas, e uma das

causas é a escalabilidade limitada dos métodos de teste de RNA (Landrith et al., 2020).

O estudo de Landrith e colaboradores (2020) juntamente com outros dois estudos mais
recentes (Horton et al., 2022; Kamps-Hughes et al., 2023) realizaram sequenciamento de RNA
de captura pareado com o sequenciamento de DNA em grandes coortes de 1.000, 43.524 e
20.317 pacientes, respectivamente, com painéis de 18 a 63 genes de predisposicdo hereditaria
ao cancer para o diagndstico clinico. No geral, estes pacientes tinham suspeita de cancer
hereditario, os quais ja tinham sido submetidos ao sequenciamento de DNA para teste genético,

e a anélise de RNA foi feita de forma complementar sem selecdo e/ou selecionando aqueles que
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possuiam variantes previstas de causar erro de splicing e/ou histérico familiar forte visando
aumentar da taxa de diagnostico com a possivel reclassificagdo de variantes. O perfil de splicing
destes pacientes foram comparados utilizando um grupo de individuos controles saudaveis e
um grupo de pacientes com variantes ja conhecidas de alterar o splice, dessa forma alcangaram
um aumento na taxa de diagnostico positivo, ou seja, conseguiram reclassificar as VUS
exclusivamente através da adicdo da analise de RNA (Landrith et al., 2020; Horton et al., 2022;
Kamps-Hughes et al., 2023). No trabalho de Landrith e colaboradores (2020) houve uma taxa
de 9,1% de aumento relativo na deteccdo de variantes patogénicas, ja no trabalho de Kamps-
Hughes e colaboradores (2023) alcangcaram uma taxa de reclassificacdo do total de VUS de
6,3%, em que 0,4% foram reclassificadas para P/PP e 5,9% para PB/B. Por Gltimo, o trabalho
de Horton e colaboradores (2024) relataram reclassificacdo de 71,1% da VUS de splice para
P/PB, devido a adicdo da analise de RNA, e aumento de 1,9% da taxa de diagnostico positivo
total. O destaque entre estes trés estudos de forma resumida € que os ensaios de RNA

diminuiram a taxa de VUS, ao mesmo tempo que aumentaram a taxa de positividade.

1.6. Ferramentas de bioinformaética para anélise de splicing

Nos Ultimos anos, ocorreu uma alta de analises de splicing através do RNA-seq como
complementac&o para o diagnostico, principalmente de individuos com doencas raras, quando
o teste genético de DNA era inconclusivo (Wang et al., 2023). Juntamente com essa alta houve
o desenvolvimento e utilizacdo de ferramentas de analise de RNA p0s sequenciamento para
deteccdo quantitativa de eventos de splice alternativos ou aberrantes associados a doencas
genéticas, as quais podem ser divididos em trés categorias principais: (i) anélise de splicing
diferencial; (ii) deteccéo de splicing aberrante e (iii) analise de rede relacionada ao splicing (Liu
et al., 2023). As analises de splicing avaliam as leituras (reads) que ficam principalmente nas
jungdes éxon-éxon, pois através dessa informacao é possivel saber como esta a ligacao entre 0s
éxons, ou seja, se ocorreu 0 processo de retirada dos introns de forma correta, pois as bordas
dos éxons que serdo afetadas e ndo o seu interior. A Figura 7 demonstra as reads que séo

priorizadas nesse tipo de analise.
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Figura 7 - Representacdo das regides que se concentram as analises de RNA pelas ferramentas

de bioinformética

Salto do éxon 7

Fonte: Autoria propria.

Legenda: As ferramentas focam nas leituras do sequenciamento (reads) que ficam nas jungdes éxon-éxon (tragos
em vermelho), pois sdo informativas em relacdo a alguma alteracdo de splice como a representada acima que
ocorreu salto do éxon 7, mas que também podem capturar eventos de saltos parciais de éxon, como também
insercoes totais e parciais de introns.

A andlise de splicing diferencial tem como principal objetivo avaliar o perfil de
splicing entre dois grupos de amostras de diferentes condicdes com multiplas réplicas
bioldgicas, como por exemplo, amostras casos e controles. Algumas ferramentas que se
destacam nesse tipo de analise sdo: rMATS v.4.3.0 (Shen et al., 2014), MISO (Katz et al.,
2010), DEX-seq (Anders et al., 2012), MAJIQ (Norton et al., 2018), Splice-q (de Melo Costa
et al., 2021) e DARTS (Zhang et al., 2019) (Liu et al., 2023). A ferramenta rMATS utilizada
nesse estudo, faz detec¢do de eventos de splicing que sdo diferentes entre dois grupos de
amostras. Para isso utiliza um modelo hierarquico para contabilizar a incerteza de amostragem
em réplicas individuais, assim como também a variabilidade entre réplicas e realiza a detec¢do
e quantificacdo de eventos de splicing alternativos diferenciais pela métrica de PSI (Percent
splice in), como por exemplo, uso alternativo do sitio 3’ ¢ 5’ (A3SS e ASSS), retengdo de intron
(RI), uso mutualmente exclusivo de éxons (MXE) e salto de éxon (SE) (Shen et al., 2014; Liu
etal., 2023).

A analise de deteccdo de Splice aberrante ou Outlier, tem como principal objetivo
encontrar um evento de splicing anormal/discrepante de um conjunto Unico com varias amostras
de controles e pacientes a partir do sequenciamento de transcriptoma. Algumas ferramentas que
se destacam nesse tipo de analise sdo: FRASER (Mertes et al., 2021), LeafCutterMD (Jenkinson
et al., 2020), SPOT (Ferraro et al., 2020) e Bisbee (Halperin et al., 2021). As duas primeiras
ferramentas foram utilizadas nesse estudo, e serdo detalhadas a seguir. Na ferramenta
LeafCutterMD, o splicing & medido como a excisdo de introns (ao invés da incluséo de éxons)
utilizando o modelo de distribuicdo Dirichlet-Multinomial, a qual faz a contagem de leituras do
RNA-seq que abrangem as jungOes exon-exon alternativamente unidos (spliced) utilizando
todas as amostras (pacientes e controles), dessa forma identificam as amostras individuais em
que essas leituras se desviam significativamente da expectativa com base na distribuicdo
ajustada (Wang et al., 2023). A ferramenta FRASER (Find RAre Splicing Events in RNA-seq)
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utiliza uma distribuicdo beta-binomial para avaliar a significancia estatistica de eventos outliers
candidatos identificados com base em diferentes métricas de splicing (ys, y3 ¢ 05, 63), dados
que se desviarem do modelo ajustado sdo caracterizados como outliers. Essa ferramenta oferece
como um diferencial a deteccdo de eventos de retencdo de introns outlier, caracteristica
indisponivel nos métodos das ferramentas anteriores (Liu et al., 2023; Wang et al., 2023). Essa
ferramenta pode ser utilizada como um submddulo dentro do pipeline DROP, recentemente
utilizado para diagnostico de doencas raras, por realizar trés analises principais com dados do
RNA-seq: expressdo génica aberrante, splicing aberrante e expressdo monoalélica especifica
(Yepez et al., 2021).

Por fim, a anélise de rede relacionada ao splicing que diferente das anteriores focam
na relacdo entre os diversos eventos e vias de splice no nivel de rede, alguns exemplos s&o:
SpliceNet (Yalamanchili et al., 2014), CoSpliceNet (Aghamirzaie et al., 2016), RWMG (Wang
et al., 2020) e SPIRON (Li et al., 2021) (Liu et al., 2023).

Em nosso estudo, utilizamos ferramentas dos dois primeiros tipos de anélise, que
apresentam aplicacBes para a deteccdo de eventos de splicing aberrante ocasionados por

variantes genéticas raras.

1.6.1. Meétricas utilizadas para detectar splicing alternativo

Existem muitas métricas para caracterizar eventos de splice alternativos ou aberrantes
possuindo suas proprias vantagens e um foco especifico de andlise (Liu et al., 2023). A
quantificacdo mais comum utilizada para detecgéo de eventos de splice diferencial entre grupos,
como no caso do rMATS, é o célculo através do valor de PSI (Percent Spliced in), que é
definido como numero de leituras que incluem o evento de splicing alternativo dividido pela
soma das leituras que incluem e excluem tal evento (numero total de leituras no entorno da
regido do evento de splicing) (Schafer et al., 2015). O valor de PSI varia de 0,0 a 1,0, no qual
o valor 0 significa que nenhuma leitura incluiu determinado evento e o valor 1 significa que
todas as leituras incluiram determinado evento, demonstrando uma relagdo de porcentagem
entre 0% e 100%, respectivamente. Um esquema desse calculo pode ser observado na Figura
8.
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Figura 8 - Esquema simplificado para o calculo do PSl entre diferentes isoformas de um mesmo

gene
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Fonte: Schafer et al. (2015).
Legenda: Nesse exemplo sdo mostradas trés isoformas para um determinado gene, nas quais primeiro e Gltimo
éxon sdo sempre inclusos, ja os éxons centrais sofrem alteragdo de inclusdo, dessa forma conta-se quantas reads
incluem e excluem determinado éxon. Logo quanto maior o PSI, mais esse éxon é incluso (presente em muitas
isoformas), e quanto menor o PSI, menos esse éxon é incluso (presente em poucas isoformas). IR — inclusion
reads; ER — exclusion reads.

Outras medidas, como o Indice de Splice (s e ys3) e Eficiéncia de Splice (0s e 03), as
quais sdo utilizadas pela ferramenta FRASER. A primeira métrica mede o indice de splicing
nas extremidades 5 e 3’ dos introns, de forma geral s indica a proporgao (razdo) do numero
de leituras cortadas que abrangem o intron entre o doador (D) e o aceptor (A) por todos 0s
aceptores que sofreram splice junto com o doador de interesse, e o yzindica a proporcéao (razao)
do nimero de leituras cortadas abrangendo o intron entre o doador e o aceptor por todos 0s
doadores que sofreram splice junto com aceptor de interesse (Figura 9). Ja a segunda métrica
indica o indice de completude do splicing, em que 05 é a proporgéo (razdo) do nimero de todos
0s aceptores que sofreram splice com o doador de interesse por leituras ndo-processadas e
processadas que abrangem o limite exon-intron do doador, e 63 é a proporcdo do nimero de
todos os doadores que sofreram splice com o aceptor de interesse para leituras ndo-processadas

e processadas abrangendo o limite exon-intron do aceptor (Figura 10).
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Figura 9 - Equagao geral das métricas ys e y3

n(D, A) Wy(D. A) — n(D, A)

> (D, A7)’ Sp D, A)

Ys(D,A) =

Fonte: Liu et al. (2023).

Legenda: Equacao geral, em que n(D, A) refere-se ao ndmero de leituras processadas (split reads) abrangendo o
intron entre o doador e aceitador, e n(D,A’) sdo todas as leituras processadas do doador e aceptor, em que A’
(aceptor de interesse) correu por todos os sitios aceptores; e n(D’,A) sdo as leituras processadas do doador e
aceptor, em que D’ (doador de interesse) correu por todos os sitios doadores.

Figura 10: Equagao geral das métricas 05 e 03

, (D, A
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Fonte: Liu et al. (2023).

Legenda: Equacdo geral, em que n(D) refere-se ao nimero de leituras ndo-processadas (non-split reads)
abrangendo o limite éxon-intron do doador e n(A) refere-se ao numero de leituras ndo-processadas (non-split
reads) abrangendo o limite éxon-intron do aceptor.

Em relacdo as ferramentas p6s sequenciamento de RNA-seq para analise de eventos de
splicing alternativos e aberrantes, as mais utilizadas atualmente sdo: rMATS, MAJIQ,
LeafCutterMD e FRASER2. No entanto, essas ferramentas apresentam muitas vezes resultados
discordantes entre si, assim como diferentes graus de sensibilidade e especificidade. Como nédo
existe uma diretriz que indique quais os melhores parametros para otimizar a captura de eventos

significativos, cada estudo adota suas proprias métricas (Jaramillo et al., 2024).

1.7. Regides 5’ ¢ 3° UTR do mRNA

As regides ndo traduzidas 5° e 3’ (5’ e 3’ UTR, do inglés untranslated region) séo
trechos que se localizam no inicio e no final da sequéncia codificante do mRNA, ou seja, antes
do primeiro éxon e depois do ultimo éxon, respectivamente. Essas regifes sdo transcritas, porém
raramente traduzem proteinas, pois atuam como reguladores pds-transcricionais essenciais na
regulacdo da expressdo génica envolvidos no processamento e estabilizacdo de mRNA e
iniciacdo da traducdo. Em pelo menos 13% dos transcritos de genes de mamiferos acontece
splicing alternativo dentro das regides UTR, que pode gerar um nivel de controle pos-
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transcricional diferente (Wieder et al., 2024). Em estudos de Associagdo Genomica Ampla
(GWAS) cerca de 3,7% das variantes encontradas estdo localizadas em UTRs e através dos
Sequenciamentos de Genoma Completo (WGS), cada vez mais sdo encontradas variantes
relacionadas ao cancer nessas regides, embora pouco se sabe como essas alteracfes genéticas
podem contribuir funcionalmente para o surgimento da doenca (Steri et al., 2018; Schuster e
Hsieh, 2019).

Nas regides 5’UTR podem-se encontrar Quadros de Leitura Aberta a montante (UORFs
— Upstream Open Reading Frame) que ocorrem em aproximadamente metade dos transcritos
de mRNA humanos, sendo considerados importantes cis-reguladores de traducéo tecido
especifico. A uUORF é uma sequéncia no DNA que comega em um codon de iniciacdo AUG a
montante (UAUG — Upstream AUG), o qual antecede o0 AUG da sequéncia codificante (AUG
candnico) de determinado gene, e acaba num codon de término (UGA, UAG ou UAA) que
pode estar localizado antes ou depois do cédon de término candnico. Essa regido regulatoria,
que pode ser traduzida em um pequeno peptideo, funciona reduzindo em até 80% os niveis de
expressao de uma proteina, pelo fato de atuar reduzindo a eficiéncia do inicio da traducéo no
ribossomo através de diferentes mecanismos (Barbosa et al., 2013; Schulz et al., 2018; Whiffin
et al., 2020). Por isso, mutagdes raras ou polimorfismos que criam uAUGs modificam ou
interrompem o quadro de leitura de uUORFs (por indels), ou que removem o cddon de parada de
UORFs, podem afetar diretamente na expressdo proteica de determinado gene e estar
relacionadas ao aparecimento de vérias doencas humanas como disturbios metabdlicos ou
neurolégicos, sindromes hereditérias e cancer (Barbosa et al., 2013; Whiffin et al., 2020). Ao
remover o codon de parada a montante (uStop-Codon) pode se formar uma ORF sobreposta
(overlapping ORF - 0ORF) ao AUG canbnico, em que codon de parada correspondente vai se
estender alem do inicio da regido sequéncia codificante (CDS). Dessa forma, pode acontecer
uma oORF dentro do quadro de leitura (in-frame) com a CDS formando um transcrito alongado
(vai usar o mesmo codon de parada), ou ser fora do quadro de leitura (out-of-frame) terminando
dentro da CDS (Wieder et al., 2024). Na Figura 11 é possivel observar esses tipos diferentes de
ORFs: as ORFs a montante (UORF) e ORFs sobrepostas (0ORFs).
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Figura 11 - Representacdo de uma UORF e 0ORF in-frame e out-of-frame na regido 5’UTR
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Fonte: Adaptado de Wieder et al. (2024).

Legenda: A uORF tem UAUG com um cddon de parada a montante (uStop-Codon) localizado antes do AUG
candnico (em amarelo com linha pontilhada) da regido codificante (CDS), representada pela cor roxo escura e a
CDS com uma cor cinza transparente escura. A oORF tem um uAUG com um codon de parada que
ultrapassa/sobrepde 0 AUG can6nico podendo estar na mesma janela de leitura da CDS (in-frame) formando um
transcrito mais longo, ou fora do quadro de leitura (out-of-frame) terminando dentro da CDS antes do cédon de
parada canénico e a formacao de um transcrito mais curto, ambas representadas pela cor rosa claro.

Para variantes detectadas na regido 5S’UTR, recetentemente foi desenvolvido e validado
um preditor in silico de impacto de variantes genéticas, chamado ‘UTRannotator’ (Zhang et al.,
2021). O plugin ‘UTRannotator’ esta disponivel para utilizacdo via web do VEP ou via linha
de comando através do repositorio online
(https://github.com/ImperialCardioGenetics/UTRannotator). Essa ferramenta anota variantes
de alto impacto encontradas na regido 5’UTR de eucariotos que podem criar ou interromper
UORFs. Através desse plugin é possivel anotar pequenas variaces que incluem SNVs (1-5pb),
variantes multinucleotidicas (MNV) e insercdes/delecdes de pequena escala (indels). Além de
avaliar se a UORF ja possui evidéncia experimental de traducdo ou se determinada variante ja
é esperada para determinado transcrito através de uma lista curada de uORFs previamente

identificados num repositorio online de pequenos ORFs (www. Sorfs.org).

Essa ferramenta possui como saida possiveis cinco consequéncias que podem acontecer
dentro de uma UORF: criagdo de um novo codon AUG (UAUG_gained), perda de um cddon de
inicio AUG existente (UAUG_lost), perda de um codon de parada de uma ORF upstream
existente (USTOP_lost), criacdo de um novo cédon de parada dentro de uma ORF upstream
existente (USTOP_gained) e criagdo de uma mutacao frameshift em um ORF upstream existente
(uFrameshift) (Zhang et al., 2021).
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Em relagdo as regides 3’ UTR, estas regulam processos como: estabilidade, traducdo e
localizacdo do mRNA, além de conter em sua sequéncia elementos responsaveis pela ligagcdo
de micro-RNAs (miRNAS) e proteinas (RBPs — RNA binding proteins). ModificacGes em sua
sequéncia e em seu comprimento podem afetar a sinalizacdo de poliadenilacdo, a ligacédo de
miRNAs e RBPs, e consequentemente a expressdo génica (Steri et al., 2018). Alguns exemplos
mostram que elementos ricos em AU presentes na 3’ UTR do mRNA estdo super-representados
no cancer podendo ter papel na progressdo mitotica, e outro exemplo mostra que elementos
ricos em G estdo enriquecidos na regidao 3° UTR de 10 genes relacionados com o processo de
transicao epitélio mesénquima (Schuster e Hsieh, 2019). Os efeitos de alteragdes da regido 3’
UTR foram mais explorados no contexto de variantes comuns em estudos de GWAS e
biomarcadores somaticos, e poucos trabalhos exploraram variantes nessa regido como causas

de doencas genéticas de heranga Mendeliana, como nas SPHC.
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2. JUSTIFICATIVA

Os avangos recentes na gendémica levaram ao reconhecimento de quase uma centena de
novos genes de predisposicdo ao cancer. Estes avancos levaram também a um aumento dos
estudos relacionados as SPHC e da utilizacdo clinica do sequenciamento genético no contexto
de céncer familiar. No entanto, uma significativa parcela (50-80%) dos pacientes investigados
para SPHC apresentam variantes de significado clinico incerto. A identificacdo de VUS
representa um desafio para a pratica clinica e aconselhamento genético, uma vez que esse
resultado é inconclusivo em relacdo a presenca ou auséncia de uma determinada SPHC.
Algumas VUS, como variantes intrénicas em posi¢des nao-candnicas dos sitios de splice e
variantes sinénimas raras, podem apresentar efeitos danosos as proteinas por alterar o splice
normal do gene. A estratégia de realizacdo do sequenciamento alvo pareado de DNA e RNA
tem sido eficaz em auxiliar na reclassificacdo de VUS, pois o0 RNA pode fornecer mais
evidéncias do efeito e da expresséo das alteracdes detectadas no DNA.

Adicionalmente, as regides 5’ ¢ 3° UTRs sdo pouco exploradas no contexto de testes
genéticos clinicos, e variantes detectadas nessas regides sao de dificil interpretacdo (Schulz et
al., 2018; Whiffin et al., 2020). No entanto, estudos prévios ja demonstraram que variantes em
regides 5’ UTR contribuiram para doencas humanas de alta penetrancia quando nenhuma
variante candidata foi encontrada na sequéncia codificante (Liu et al., 1999; Matthes et al.,
2004; Calvo et al., 2009; Wen et al., 2009; Barbosa et al., 2013; Occhi et al., 2013; von Bohlen
etal., 2017; Schulz et al., 2018).

Nesse sentido, a proposta desse estudo € analisar variantes VUS encontradas em regides
ndo codificantes 5° e 3’ UTRs, além das encontradas em regides exonicas e intronicas
(intragénicas) que sdo previstas de alterarem o splicing, para aprimorar a reclassificagio dessas
variantes nos diagndsticos clinicos moleculares, ja que essas regides podem abrigar variantes
germinativas associadas a SPHC. Na Figura 12 é possivel ter uma visdao ampla dos elementos
regulatérios no mRNA, com enfoque nas regides que esse estudo ird investigar, as quais podem
alterar as uORFs nas regides de 5 UTR, causar splicing aberrante na regido intragénica a partir
de variantes intrénicas ou exénicas, e modificar a regulacdo do mMRNA por miRNA através da

alteragdo da regido 3’ UTR.
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Figura 12 - Representacao do trecho correspondente a transcricdo do mRNA no DNA
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Fonte: Modificada de Ellingford e colaboradores (2022).
Legenda: Destaque para as possiveis modificagBes genéticas em regides codificantes e ndo codificantes que

podem modificar a estrutura de um transcrito (por splicing aberrante) ou influenciar na regulacdo de sua traducéo
(alteragdes 5” ¢ 3° UTR).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Estabelecer e validar um conjunto de ferramentas gendmicas, computacionais e
experimentais que permitam reclassificar VUS ndo codificantes ou codificantes com possivel
efeito em splice, que possam ser implementadas na clinica para auxiliar no diagndstico das

sindromes de predisposi¢do hereditaria ao cancer.

3.2. Objetivos especificos

— Identificar variantes ndo codificantes (intronicas e nas regides 5’ e 3° UTRs) ou
codificantes com possivel efeito em splice em testes genéticos prévios;

— Desenvolver e validar uma metodologia para sequenciamento alvo de RNA (RNA-cap)
de 27 genes de predisposicdo hereditaria ao cancer;

— Avaliar por sequenciamento de RNA direcionado VUS preditas de afetar splice;

— Avaliar a relevancia das ferramentas in silico para analise de eventos de splicing

alternativos/aberrantes e da avaliacdo de RNA para a reclassificacdo de VUS.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Casuistica

Este projeto de pesquisa foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) sob o n°
3051/21 (CAAE: 43174921.3.0000.5432). Os pacientes que foram avaliados nesse estudo na
etapa de revisdo de variantes genéticas realizaram sequenciamento de DNA germinativo para
painéis de 26 a 126 genes entre 2016 e 2022 para fins de projetos de pesquisa prévios ou de
diagndstico clinico (testes do laboratério de diagnéstico genémico (LDG) do A.C Camargo ou
de laboratdrios externos para pacientes do Departamento de Oncogenética). Em relacdo aos
projetos de pesquisa prévios, foram revisados dados de 4 projetos com as seguintes casuisticas:
pacientes com cancer colorretal abaixo de 50 anos (97 pacientes); pacientes com cancer gastrico
e suspeita de predisposicao hereditéaria (idade jovem, multiplos casos na familia ou géstrico
difuso — 109 pacientes); pacientes com sarcoma abaixo de 40 anos (110 pacientes); pacientes
com tumores neuroenddcrinos abaixo de 40 anos (82 pacientes). Em relacao aos testes genéticos
clinicos realizados no LDG ou em laboratérios externos, os pacientes adicionados ao estudo
realizaram os testes apresentando suspeita de predisposicdo hereditaria ao cancer e em geral
preencheram critérios clinicos recomendados pela Agéncia Nacional de Saude ou guidelines
especificos seguidos na préatica clinica, como os do National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) e outras recomendacdes especificas de cada sindrome. Os pacientes dessa coorte em

sua maioria sdo portadores de cancer de mama e ovario.

4.2. Revisao de testes genéticos prévios para identificacdo das VUS de interesse

Para identificacdo dessas variantes, foi levantado os dados de projetos anteriores do
grupo, e adicionalmente os resultados de laudos LDG, chegando ao total de 2.076 pacientes.

A selecdo das variantes foi feita através dos arquivos de chamada de variantes brutos
(VCFs) gerados a partir do sequenciamento de painéis de 26, 62, 112, 113 ou 126 genes. Para
esse estudo, foi utilizado um painel de captura de RNA 27 genes de predisposi¢éo hereditaria
ao cancer, dos quais 20 estdo contidos em todos os painéis utilizados nos testes de DNA prévios
(APC, ATM, BRCAL, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSHS,
MUTYH, NBN, PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11 e TP53), mais informacdes

sobre cada painel com seus respectivos genes estdo no APENDICE A. A escolha dos 27 genes
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para esse estudo deve-se a sua relagdo definitiva e/ou moderada com as principais SPHC, as
informacOes sobre a relacdo de gene-doenca para os 27 genes, tipo de classificacdo
(definitiva/moderada) e tipo de heranca estio no APENDICE B.

Os VCFs de cada paciente foram avaliados no programa VarSeq (GoldenHelix)
utilizando 3 filtros especificos relacionados a ‘Qualidade da chamada de variante’,
‘Frequéncia populacional’ e em relacdo ao seu ‘Efeito/impacto no gene’, com intuito de
selecionar variantes germinativas raras ndo benignas ou provavelmente benignas. Na Tabela 1
resume os detalhes dos filtros aplicados.

Nesse estudo foram avaliadas variantes germinativas em regides codificantes e ndo
codificantes, como:

e ExOnicas: sindnimas ou missenses; ou
e Intrénicas: em até 20 pares de bases do limite do éxon ou nas regides 5’ e 3° UTR.

Para refinar a andlise foram retiradas as variantes mitocondriais e possiveis variantes
consideradas artefatos do sequenciamento, ou seja, falsas variantes que aparecem em regides
repetitivas em muitos pacientes.

Apesar dos painéis de genes utilizados ndo apresentarem sondas desenhadas para a
totalidade das regides 5° e 3’ UTRs, devido ao procedimento de fragmentacdo enzimatica e
captura do DNA, estas regides podem ser capturadas indiretamente por sondas direcionadas ao

primeiro e ultimo éxon (denominadas regides fora de alvo ou off-target).

Tabela 1 - Filtros personalizados aplicados no VarSeq para os VCFs

(continua)
Qualidade da chamada de variante Todas as variantes Q>20
Cobertura > 15X leituras
VAF > 35%
Frequéncia populacional Todas as variantes < 5% nas amostras da coorte
< 1% frequéncia no banco gnomAD

Fonte: Elaboracdo dos autores.
Legenda: Em paréntesis 0 nome original do filtro utilizado na ferramenta. VAF: Frequéncia alélica; B: Benigna;
PB: Provavelmente Benigna; nt: Nucleotideo (s).
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Tabela 1 - Filtros personalizados aplicados no VarSeq para os VCFs
(concluséo)

Efeito/impacto do gene Todas as variantes Exclui B e PB do Clinvar, inclui VUS
(conflicting, Uncertain Significance),
P/PP (Likely Pathogenic,

Pathogenic) e ndo descritas.

Variantes exdnicas e | Inclui: missense (missense variant),
intronicas (ndo-UTR) sinbnima  (synonymous  variant),
doador e aceitador de splice (splice
donor variant, splice aceptor variant)
[£1 nt a *2 nt], regido de splice
(splice region variant) [+3 nta +8 nt],
variantes intrénicas (intron variant)
[£8 nt a +20 nt].

Variantes em 5’UTR Inclui: localizadas na regido 5’UTR
(5 prime UTR variant, 5 prime UTR
premature start codon gain variant,

Initiator codon variant).

Variantes em 3 UTR Inclui: localizadas na regido 3’UTR

(3 prime UTR variant).

Fonte: Elaboracdo dos autores.
Legenda: Em paréntesis o nome original do filtro utilizado na ferramenta. VAF: Frequéncia alélica; B: Benigna;
PB: Provavelmente Benigna; nt: Nucleotideo (s).

As variantes que foram selecionadas por esses filtros do VarSeq foram posteriormente
avaliadas através da ferramenta Variant Effect Predictor (VEP) do Ensembl
(https://www.ensembl.org/Tools/VEP), utilizando programas de predicdo in silico quanto a
probabilidade de resultarem em alteracdo do splice (MaxEntScan, dbscSNV e SpliceAl) e
impacto na regido 5’UTR (UTRannotator) nos transcritos clinicamente relevantes, ou
transcritos MANE (do inglés “The Matched Annotation from the NCBI and EMBL-EBI”). O
projeto MANE é colaborativo e tem como principal objetivo concentrar-se na anotacao de genes
e transcritos humanos e definir um conjunto amplo de transcritos representativos e proteinas
correspondentes (quando aplicavel) para genes humanos (Morales et al., 2022). Ainda existem
os transcritos MANE Plus Clinical, que séo transcritos adicionais, em que o transcrito MANE
selecionado ndo € suficiente para relatar as variantes P/PP. Os transcritos MANE/ MANE Plus
Clinical selecionados para cada gene sdao: APC (NM_000038.6), MUTYH (NM_001048174.2 -


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Morales+J&cauthor_id=35388217
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MANE; NM_001128425.2 — MANE Plus Clinical); ATM (NM_000051.4), BARD1
(NM_000465.4), BMPR1A (NM_004329.3), BRCAl1 (NM_007294.4), BRCA2
(NM_000059.4), BRIP1 (NM_032043.3), CDH1 (NM_004360.5), CDK4 (NM_000075.4),
CDKN2A (NM_000077.5 — MANE; NM_058195.4 - MANE Plus Clinical), CHEK2
(NM_007194.4), EPCAM (NM_002354.3), MLH1 (NM_000249.4), MSH2 (NM_000251.3),
MSH6 (NM_000179.3), NBN (NM_002485.5), PALB2 (NM_024675.4), PMS2
(NM_000535.7), PTEN (NM_000314.8), RAD51C (NM_058216.3), RAD51D
(NM_002878.4), RET (NM_020975.6), SMARCA4 (NM_003072.5), STK11 (NM_000455.5),
TP53 (NM_000546.6), NF1 (NM_001042492.3).

Foram selecionadas variantes que apresentaram escores indicativos de alteragcdo no
splicing em pelo menos 1 dos 3 programas (diferenca >3 para MaxEntScan, ada e rf scores
>=0,6 para dbscSNV e delta score >=0,2 SpliceAl); Para impacto na regido 5’UTR, foram
selecionadas as variantes que apresentaram pelo menos uma das cinco consequéncias possiveis
de alteracdo: ganho de cédon de inicio a montante (UAUG_gained), perda de cddon de inicio a
montante (UAUG_lost), perda do codon de parada a montante (uSTOP_lost), ganho de codon
de parada a montante (USTOP_gained) e mutacdo de mudanca de quadro de leitura a montante
(uFrameshift); Para regido 3’UTR, como ainda ndo existe uma ferramenta de predicdo de
impacto no VEP ou outra op¢éo clinicamente validada, foram selecionadas todas as variantes
que na coluna “Consequence” da tabela gerada pelo VEP correspondiam a “3 prime UTR
variant” .

Antes da publicacdo da recomendacdo da Clingen (Walker et al., 2023) para variantes
de splice estdvamos adicionando ao estudo apenas variantes com cut-off do delta score >=0,50,
apos essa publicacdo foi estabelecido reduzir o cut-off para 0,20, pois foi visto que esse escore
abrange variantes com risco moderado de alterar o splice.

Na Figura 13 esta o resumo do processamento geral das variantes desde sua filtragem
personalizada no VarSeq, predigéo in silico com ferramentas especificas no VEP, e o0s critérios

principais para sua elegibilidade e inclusdo nesse estudo.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_058195.4?report=graph&search=NM_058195.4%3Ac.194-3433G%3EC

Figura 13 - Processamento geral das variantes
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ACMG.

Fonte: autoria propria.

4.3. Delineamento da validagdo do RNA-cap

A validacdo do RNA-cap foi realizada em trés etapas distintas, descritas na Figura 14.
Na primeira etapa foi feita a validacdo de 14 amostras positivas para alteracbes de splicing
patogénicas ou provavelmente patogénicas sabidamente ja conhecidas e caracterizadas na
literatura, compondo o grupo controle positivo. A segunda etapa consistiu na formacéo do grupo
controle negativo, ou seja, pessoas saudaveis sem cancer, composto por 19 amostras controles
do A.C Camargo (controle interno) mais 198 amostras do banco de dados disponivel a partir do
artigo de Landrith et al. 2020. Essas duas etapas compreendem o que denominamos de
Validacdo Técnica, que tem como objetivo a padronizacdo das técnicas experimentais, como
também as de analise de dados, que envolvem: a construcdo de biblioteca de cDNA, captura
por hibridizacdo, sequenciamento de nova geragdo e analise de dados através das ferramentas
rMATS, LeafCutterMD e FRASER2. A terceira etapa é denominada Validacao Clinica, na qual
selecionamos 18 pacientes com VUS previstas por softwares de predi¢do de afetar o padréo de
splicing para realizar o teste genético de RNA. Essa etapa tem como objetivo aplicar a técnica
padronizada para avaliar seu poder de reclassificacdo de VUS através do RNA-cap. Os
pacientes do controle positivo e com VUS foram referenciados e anonimizados nesse estudo
como ‘RNAP’.
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Figura 14 - Delineamento do estudo
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Fonte: autoria propria.

4.3.1. Critérios de inclusdo de pacientes

Os critérios de inclusdo de cada grupo do estudo descrito acima estdo detalhados nos
itens 4.3.1.1,4.3.1.2e¢4.3.1.3.

Para os pacientes selecionados, foi avaliada a disponibilidade de material bioldgico
(leucdécito congelado ou tecido normal) para extragdo de RNA no Biobanco institucional do
A.C.Camargo Cancer Center. Os pacientes que possuiam material disponivel e que tinham
concordado com o uso do material em pesquisas futuras sem necessidade de re-consentimento
foram incluidos diretamente no estudo. Aqueles que ndo possuiam material no Biobanco ou
desejavam ser re-consentidos a cada estudo foram monitorados através do sistema Tasy para
possivel inclusdo prospectiva apds alguma consulta médica. Caso aceitassem participar do
estudo, estes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), e dessa forma

uma amostra de sangue em tubo EDTA foi coletada por uma enfermeira de pesquisa do hospital.

4.3.1.1. Selecéo de individuos saudaveis do grupo controle negativo

O grupo controle negativo foi composto por 2 subgrupos: 19 individuos controle sem
cancer e sem critérios clinicos para sindromes de predisposicao hereditaria ao cancer, com RNA
de leucdcito congelado no biobanco do A.C. Camargo Cancer Center (Controle negativo
interno) e 198 individuos controles com dados de sequenciamento de RNA-cap realizado a
partir de amostras de leucocitos, com um painel de 18 genes supressores de tumor (APC, ATM,
BRCAL, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, MLH1, MSH2, MSH6, MUTYH, NF1, PALB2, PMS2,
PTEN, RAD51C, RAD51D, e TP53) do estudo realizado por Landrith e colaboradores (2020),
0s quais estdo disponiveis no Sequence Read Archive sob o numero PRINA603342 (Controle

negativo externo). Desse grupo, foram baixados os dados de 345 controles, que foram avaliados
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quanto a métricas de qualidade de sequenciamento e selecionados apenas aqueles com mais de
85% da regido alvo cobertas acima de 10X com intuito de dar mais confianca para as analises

posteriores, atingindo 198 individuos controles desse banco de dados.

4.3.1.2. Selecao de pacientes do grupo controle positivo

Ap0s as etapas de revisao dos VCFs prévios para selecdo de variantes e predi¢do do seu
efeito em splice, como descrito no topico 4.2, selecionou-se 14 pacientes portadores de
variantes que ocorreram em um dos 27 genes do painel e classificadas como patogénicas (P) ou
provavelmente patogénicas (PP) pelos critérios da ACMG. Para essas variantes, o efeito de
modificacdo do splice ja foi caracterizado em projetos anteriores do grupo ou foram publicadas
por outros pesquisadores no ClinVar, ou seja, selecionamos variantes sabidamente
spliceogénicas. Ja aquelas variantes preditas de afetar splice, mas que foram classificadas como
P ou PP devido a outras circunstancias, como por exemplo, devido a troca do aminoacido e ndo

devido ao seu efeito em splice foram excluidas do estudo.

4.3.1.3. Selecdo de pacientes com VUS possivelmente modificadoras de splice

Para identificacdo dos pacientes para este grupo foram utilizadas as mesmas abordagens
de revisdo e avaliagdo de variantes descritas no topico 4.2. Dessa forma, selecionamos 18
pacientes portadores de VUS em um dos 27 genes do painel e que foram previstas de alterarem
0 splice em pelo menos 1 dos 3 preditores in silico avaliados ou por possuirem grandes
delecdes/duplicacGes em que um efeito de splice é esperado, mas desconhecido, e ndo pode ser
previsto com as ferramentas.

Demos prioridade para variantes nas quais 0s respectivos pacientes tém o fendtipo
relacionado com o gene, e que ndo possuam quaisquer variantes P/PP no resultado do
sequenciamento de painel. Exemplos: pacientes com suspeita de Sindrome de Cancer de Mama
e Ovario Hereditarios com a identificacdo de uma VUS em genes relacionados, mas sem
apresentar nenhuma variante P ou PP em BRCAL e/ou BRCA2 em seu resultado diagndstico, ou
pacientes com suspeita de Sindrome de Lynch que apresentaram a identificagdo de uma VUS,

mas sem quaisquer variantes P ou PP nos genes de reparo do mal pareamento.

4.4. Sequenciamento alvo de RNA (RNA-cap)

4.4.1. Coleta de material biologico e extracdo de RNA

Para os pacientes elegiveis para inclusdo no grupo controle positivo ou no grupo com
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variantes VUS previstas de alterar splice foi verificado se estava presente amostras de leucécitos
ou tecido congelado ndo neoplésico no biobanco. Esses pacientes foram considerados
retrospectivos, e em todos eles 0 RNA foi extraido a partir do tecido normal. Durante esse
estudo, pacientes diagnosticados com variantes P/PP ou VUS previstas de alterar o splice, ou
VUS em regides 5’ ¢ 3° UTR também foram convidados para participarem do estudo pelos
médicos oncogeneticistas durante consultas de aconselhamento genético, e caso a resposta fosse
positiva, estes eram recrutados de forma prospectiva, sendo coletada amostra de sangue
periférico em um tubo de EDTA. De forma geral, pacientes retrospectivos tiveram RNA
extraido a partir de tecido normal, e pacientes prospectivos tiveram RNA extraido a partir de
leucdcitos. As amostras dos individuos do grupo controle negativo interno foram todas de
sangue periférico de individuos sem cancer provenientes do biobanco.

As extracdes de RNA total de leucdcito e tecido ndo neoplasico foram realizadas no
Biobanco dessa instituicdo, de acordo com os protocolos operacionais padréo estabelecidos
para cada tipo de amostra com o Kit QIAsymphony RNA (Qiagen). A integridade do RNA foi
avaliada pelo equipamento TapeStation (Agilent) e a concentracdo pelo equipamento Qubit®
com o uso do reagente QUANT-IT RNA assay kit (Life Technologies).

4.4.2. Construcéo da biblioteca por captura de RNA
O sequenciamento de captura de RNA (RNA-cap) envolveu primeiro a construcdo da
Biblioteca de transcriptoma total a partir de amostras de RNA total (sem deplecao para rRNA),

e depois a etapa de captura por hibridizacéo para enriquecimento das regides alvo dos 27 genes.

Considerando foram utilizadas tanto amostras de RNA de leucdcitos quanto de tecido
normal adjacente, para avaliarmos a expressdo esperada dos 27 genes em leucdcitos e nos
principais tecidos utilizados no estudo utilizamos o banco de dados GTEx Portal
(https://www.gtexportal.org/home/multiGeneQueryPage). A expressao de todos 0s genes pode
ser observada na Figura 15. Pode-se observar que a expressdo dos 27 genes no sangue €
semelhante em relacdo aos tecidos avaliados (ovério, colon, mama e estdmago), embora para
0s genes EPCAM e CDHL1 foi observada uma baixa expressdo em sangue total, e avaliamos
experimentalmente se a quantidade de sequéncias obtidas com o RNA-cap seria suficiente para

realizacdo das analises posteriores.


https://www.gtexportal.org/home/multiGeneQueryPage
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Figura 15 - Heatmap do GTEX Portal demonstrando a expressao dos 27 genes de predisposi¢éo
ao cancer em sangue total contra os principais tecidos analisados
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Fonte: Gerado no GTEXx Portal com os genes e tecidos de interesse.

As bibliotecas de DNA complementar (cDNA) foram geradas usando o kit
xGen™ RNA Library (Integrated DNA Technologies) para a construgdo da biblioteca cDNA
(transcriptoma total). Estabeleceu-se entrar com 300 ng de RNA total sem a necessidade de
realizar a deplecdo de rRNA, apenas as amostras CTRL_100, CTRL_103, RNAP-105, RNAP-
109, RNAP-111 e RNAP-112 que entraram com 500 ng iniciais, por questdo de teste. Apos
avaliar a viabilidade com entrada de 300 ng, todas as outras amostras entraram com essa
guantidade de massa.

Resumidamente, utilizamos 300 ng de RNA total, o qual é fragmentado por calor a 94°
C por 10 min para obten¢do do tamanho entre 300-350 pb e logo em seguida a primeira fita de
cDNA é sintetizada através de primers aleatorios (random primers). Apos a sintese da segunda
fita e adicdo da cauda A, € realizada a ligagdo dos adaptadores e indices, uma rodada de
amplificagdo por PCR com 12 ciclos seguida de purificacdo com beads magnéticas (Ampure
beads). As bibliotecas amplificadas sdo diluidas em 22 uL de Low EDTA TE, e avaliadas

quanto ao rendimento e perfil de fragmentos usando o Bioanalyer (Agilent) com kit DNA HS.
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As bibliotecas que passaram na avaliacdo de qualidade foram agrupadas em pools com
12 a 16 amostras, sendo a entrada de 200 ng totais de cDNA de cada amostra. Os pools de
amostras foram submetidos a captura com sondas de DNA direcionadas com o IDT gene panel
- XGEN lockdown probe, no periodo de aproximadamente 12h. As bibliotecas pds-captura
foram submetidas a uma segunda rodada de amplificagcdo por PCR de 10 ciclos, purificadas
com beads magnéticas e entdo avaliadas novamente no Bioanalyer. As bibliotecas foram
sequenciadas no equipamento NextSeq 500 (Illumina), com kits de leitura bilateral (2 X 150 ou
2 X 75 pares de base). Pacientes e controles sequenciados tiveram seus arquivos FASTQs brutos
depositados no SRA (do inglés, Sequence Read Archive) do NCBI sob o codigo de acesso e
link: PRINA1255641
(https://dataview.ncbi.nim.nih.gov/object/PRINA1255641?reviewer=bnm7bnok9k9nlklvgb7
ip5gunl&archive=sra).

4.5. Anélises de Bioinforméatica

4.5.1. Alinhamento de RNA e analise de expressdo génica

As analises de bioinformatica foram realizadas em colaboragdo com a facility de
Bioinfomatica do A.C.Camargo Cancer Center. Os dados gerados do sequenciamento de RNA
foram processados inicialmente na plataforma Illumina para identificacdo dos indexadores,
trimagem de indexes e geragdo dos arquivos FASTQ. As leituras foram alinhadas ao genoma
de referéncia humano hg38 usando o alinhador STAR v2.7.10b (Dobin et al., 2013). Foi
realizada anélise de controle de qualidade para avaliar a eficiéncia de captura, % rRNA e taxa
de cobertura dos 27 genes avaliados. As amostras foram consideradas adequadas quando >85%
das regides alvo apresentaram cobertura média >50X.

Para analise de expressao génica, apos o alinhamento de RNA, a contagem de leituras
por gene foi feita utilizando a ferramenta HTSeq (Anders et al., 2015). O nivel de expressédo
génica foi normalizado em transcritos por milhdo (TPM) e os resultados apresentados através

de gréaficos de heatmap utilizando a métrica do z-score.

4.5.2. Ferramentas de analise de eventos de splice

Foram utilizadas trés ferramentas para analise de eventos de splicing alternativos e
aberrantes: rMATS v.4.3.0 (https://github.com/Xinglab/rMATS), LeafCutterMD v.0.2
(http://davidaknowles.github.io/leafcutter/) e FRASER2 v.1.99.4 como um submodulo atraves



51

do pipeline DROP v.1.4.0 (https://github.com/gagneurlab/drop). Para cada ferramenta foi feito
um tipo de alinhamento no STAR recomendado pela documentacg&o individual de cada método:
no rMATS foi utilizado com os parametros padrbes de alinhamento da ferramenta quando o
arquivo de entrada € um FASTQ e com o GTF do Ensembl (GRCh38 versdao 104); no
LeafCutterMD foi utilizado com o pardmetro --twopassMode Basic e com 0 mesmo GTF do
Ensembl; e no FRASER?2 foi utilizado com o --twopassMode Basic, e com o GTF do Gencode
(versdo 46). O modo Two Pass do STAR permite o aumento da sensibilidade para o
descobrimento de novas jungdes, conseguindo detectar mais leituras de splice mapeadas a novas
juncoes.

Utilizamos essas 3 ferramentas de analise de splicing em sua maior parte com 0s
parametros padrdes (standard), com algumas modificacdes especificas. O rMATS foi executado
com dois grupos de amostras, que correspondem ao grupo controle negativo (individuos
saudaveis sem cancer) contra o paciente que possui uma variante P/PP (grupo controle positivo)
ou contra o paciente com VUS predita de causar splice. Utilizou-se parametros padréo
adicionando --NovelSS, o qual permite a deteccdo de novos sitios de splice levando em
consideracao sitios de splice ndo anotados. Ao executar a ferramenta, notamos que caso pelo
menos uma amostra dos controles (CTRLS) estivesse sem cobertura em alguma juncdo de
splice, gerava o valor O para essa juncdo, dessa forma o programa ndo conseguia calcular de
forma correta os valores de pvalue e FDR (do inglés, False Discovery Rate), anotando ambos
os valores como 1,0. Por isso, realizamos 2 anélises distintas com o rMATS: uma com todos 0s
CTRLs internos e externos (n = 217) contra a amostra do paciente, e uma segunda analise
apenas os controles internos (n = 19) contra o paciente (uma vez que a cobertura dos controles
internos foi maior e mais homogénea do que dos externos). Para o LeafCutterMD, cada paciente
foi avaliado contra todos os controles negativos de forma individual e parametros padrdo. O
FRASER?2 foi executado dentro da ferramenta DROP, com todas as amostras em conjunto num
grupo unico para os 27 genes de estudo atraves da criacdo de um arquivo yaml, o qual foi
adicionado no arquivo de configuracéo, e 0 Unico parametro alterado foi o quantileForFiltering
para 0.01.

Para a filtragem dos eventos significativos, cada ferramenta foi processada de maneira
diferente. No rMATS, foram analisados os arquivos tabulares com extensao ‘JC.txt’ (do inglés,
junction count) que continham as analises de splicing apenas das leituras que estavam alinhadas
nas juncles éxon-éxon, referente aos eventos A3SS, A5SS, MXE, Rl e SE. De maneira geral

foi feita a unido de todos os dataframes referente aos 5 eventos e aplicado os filtros com as
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seguintes condigdes: pvalue e FDR <= 0,05 e “IncLevelDifference” >= + 0,10 (diferenca de
PSI), obtendo uma tabela final e Unica contemplando todos os 5 eventos de splicing
estatisticamente significativos para todos os genes sequenciados para cada paciente. No
LeafCutterMD utilizou-se o arquivo final “leafcutter outlier pVals.txt” filtrando a coluna do
paciente para <=0,05, indicando qual evento de excisdo de intron era significativa para o
paciente em relagdo aos controles. No Drop/FRASER? ja existe um filtro padrdo para deteccdo
de eventos aberrantes no arquivo de configuracao e o resultado com os eventos significativos
ficam no arquivo “results_per junction.tsv”, o qual foi analisado neste estudo. A Tabela 2
apresenta um resumo das trés ferramentas com os destaques para cada parte da analise de dados.
Para cada ferramenta os comandos foram automatizados e os cddigos estdo disponiveis no

repositorio online (https://github.com/LarissaDS21/RNAcap_splice).

Tabela 2 - Resumo da anélise de dados pelas trés ferramentas de analise de splice

(casos e CTRLS)

cada paciente;
CTRLs internos X cada

paciente.

CTRLs de forma individual.

rMATS LeafCutterMD FRASER?2
Alinhamento Parémetros padréo de Utilizado --twopassMode Utilizado --twopassMode
STAR alinhamento da ferramenta, |Basic Basic

ndo utilizado --twopassMode

Basic
Parametros Adicionado --NovelSS Nenhum, todos parametros Modificado
modificados ou padrao ‘quantileForFiltering’ para
acrescentados 0.01 e adicdo do arquivo

yaml com 27 genes

Como foi rodado|CTRLs internos e externos X |Cada paciente com todos 0os  [Pacientes P/PP com todos 0s

CTRLs e Pacientes VUS

com todos 0s CTRLs.

Processamento
e/ou arquivos com
eventos

significativos

Unido dos arquivos JC.txt
dos 5 eventos de splice, com
filtros: pvalue e FDR <= 0,05
e “IncLevelDifference” >= +

0,10

Arquivo

“leafcutter outlier pVals.txt”

com filtro <=0,05 na coluna do

paciente.

Arquivo final j4 filtrado:
“results_per junction.tsv”.
Sem nenhum processamento

posterior.

Fonte: Elaboracdo dos autores.
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4.5.3. Gréficos de Sashimi e Boxplot

Os eventos de splicing obtidos pela metodologia de RNA-cap e pela validagdo por
sequenciamento de amplicons foram representados visualmente atraves de graficos do tipo
sashimi plot, gerados usando 0 programa rmats2sashimiplot
(https://github.com/Xinglab/rmats2sashimiplot). E, para observar a diferenca e distribui¢éo dos
valores de PSI entre o caso e controles, foram gerados graficos de boxplot em R para o evento
significativo de splice encontrado, uma vez que esse tipo de grafico simplifica a visualizagédo
da dispersdo dos valores de PSI dos controles em relacdo ao paciente estudado.

A ferramenta rmats2sashimiplot foi utilizada com o evento de splice significativo, o
qual foi filtrado e individualizado do arquivo JC.txt original gerado na ferramenta rMATS com
dois controles negativos internos e dois externos para visualizacdo e comparacdo dos eventos
entre caso e controles. Para visualizacdo dos valores de dispersdo do PSI dos CTRLSs contra o
PSI do paciente foi gerado um gréafico de Boxplot com o pacote ggplot2, no qual foi gerado um
ponto de destaque vermelho que representa o PSI do paciente através da fungdo ‘geom_point’
e a uma legenda com descricdo HGVS da sua respectiva variante através da funcdo

‘geom_label’. As analises foram realizadas utilizando o software R verséao 4.3.

4.6. Avaliagdes complementares do efeito de VUS em transcritos

A avaliacdo do efeito nos transcritos das variantes codificantes e nao-codificantes
selecionadas foi feita por duas abordagens: além da realizacdo o sequenciamento de RNA-cap,
como descrito em 4.4, para todas as variantes VUS também realizamos uma anélise direcionada
ao transcrito do gene afetado para validar o evento de splice, através de RT-PCR e
sequenciamento NGS, e quando possivel, foi realizada a avaliacdo de desbalango alélico tanto
nos dados de RNA-cap quanto de RT-PCR.

4.6.1. Andlise direcionada de transcritos

As variantes genéticas VUS foram avaliadas através do sequenciamento NGS de
amplicon. Essa analise também foi realizada para pacientes com variantes patogénicas
complexas, RNAP-03 (BRCA2: ¢.156_157insAlu) e RNAP-02 (PALB2 dup E11), e outros dois
pacientes com variantes P/PP RNAP-101 (MLH1:¢c.588+5G>C) e RNAP-118 (BRCAL:c.213-
11T>G) para validar seu efeito aberrante.
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Para isso, 0 RNA extraido de amostras de tecido normal adjacente ou sangue periférico
foi convertido em cDNA através de reacao de transcriptase reversa (RT). Resumidamente, de
100-250 ng de RNA total foi convertido em cDNA utilizando oligoDT e a enzima
SuperScriptlll (Invitrogen), conforme protocolo padréo do fabricante. Este cDNA foi utilizado
para a reacdo de PCR (RT-PCR) utilizando iniciadores desenhados para amplificar os possiveis

transcritos.

Para variantes intrénicas ou exoénicas preditas de afetar splice, foram desenhados
primers nos éxons flanqueadores da alteracdo (2 éxons a montante e 2 éxons a jusante do éxon
predito de ser alterado), a fim de gerar os fragmentos que possam conter o erro de splicing. Para
desenhar os primers, foram utilizadas as ferramentas Frankiln by Genoox
(https://franklin.genoox.com/clinical-db/home), UCSC Genome Browser (Santa Cruz, CA),
Primer3Plus (versdo 3.3.0, HHMI, EUA) e UCSC In Silico PCR (Santa Cruz, CA). Por essa
razdo, para pacientes com alteracfes no éxon 1 ou intron 1, ndo foi possivel realizar a anlise
de alteracdo de splicing por transcrito direcionado, uma vez que se ocorre algum evento de salto
do éxon 1 de forma total ou parcial ndo haverd uma regido existente a jusante para o primer se
ancorar e amplificar a regido de interesse. Para esses pacientes realizamos apenas a andlise do

desbalanco alélico, o qual é explicado com mais detalhes no tdpico 4.6.2, quando possivel.

Juntamente com as amostras de cada paciente foram realizadas reacdes de RT-PCR com
RNAs de 5 individuos controle. Os produtos das RT-PCR de pacientes e controles foram
visualizados em gel de agarose 2% corado com gel sybr safe (Invitrogen) em luz UV com
transiluminador (Alpha Innotec) e avaliados no equipamento de eletroforese automatizada

Agilent 2100 Bioanalyzer, para comparacdo do padrdo de produtos amplificados.

Os produtos amplificados foram preparados para sequenciamento NGS de amplicon,
utilizando o kit lon Plus Fragment Library (Thermo Fisher, SP, Brasil) na construcdo de
biblioteca e o sequenciamento foi realizado através da plataforma lonS5 (Thermo Fisher
Scientific, MA, EUA), seguindo as instrucdes do fabricante. Os arquivos do sequenciamento
foram alinhados no STAR conforme descrito no topico 4.5.1, e os BAMs foram analisados
utilizando as ferramentas IGV e/ou CLChioMain Workbench (CLC Bio, Denmark). As junc¢des

éxon-éxon foram avaliadas com a fungao “sashimi plot” do IGV (Robinson et al., 2011).

E importante destacar que os resultados referentes ao tamanho real dos amplicons
observados num ensaio do Bioanalyzer podem variar um pouco de ensaio para ensaio,

apresentando tamanhos aproximados. Nos resultados, o transcrito completo ou amplicon
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esperado foi identificado pela sigla FL (do inglés, full length) com uma seta da cor azul e 0
transcrito anormal esperado pelo erro de splicing foi identificado com uma seta de cor vermelha.
A nomenclatura do impacto de splice nos transcritos de RNA foi padronizada nas figuras, para
que: I. o simbolo ‘A’ seguido de um nimero represente o ‘salto total’ do respectivo éxon; II.
Para salto parcial, o ‘A’ é seguido pelo nimero do éxon, depois pela letra ‘p’ se a delegado for
no sentido 5’ do éxon, ou seguido da letra ‘q’ se o sentido for 3’ e entre parénteses a quantidade
de pares de base deletados; I11. Para eventos de insercao/retencao de intron utilizamos o simbolo
‘¥’ seguido do nimero do éxon adjacente e entre parénteses a quantidade de pares de base
inseridos (Morak et al., 2022).

4.6.2. Andlise de desbalanco alélico

Aqueles pacientes com VUS que possuiam uma variante exdnica heterozigota no
mesmo gene de ocorréncia da variante foram avaliados em relagdo ao desbalanco alélico. A
analise de desbalanco alélico consiste em observar se houve diferenca de expressao, através da
frequéncia alélica observada no RNA entre os dois alelos do gene, utilizando como marcador
algum polimorfismo em heterozigose encontrado em regido codificante no mesmo gene que se
encontra a VUS (SNP marcador). Para isso, nos pacientes foram avaliados os VCFs brutos do
sequenciamento prévio de DNA no software VarSeq, filtrando o gene em questéo e utilizando
apenas os filtros relacionados a ‘qualidade da chamada de variantes’, como descrito em 4.2
(quadro 1) para a identificacdo de polimorfismos em heterozigose na regido codificante. A
visualizac&o da regido dos polimorfismos foi feita através do software IGV a partir dos BAMs
gerados no proprio sequenciamento de RNA-cap e/ou com sequenciamento de RNA
direcionado com amplicon para investigar se houve uma expressao diferencial entre os alelos

do gene.

4.7. Reclassificacdo de variantes de splice e em regides ndo codificantes

As classificacOes das variantes elegiveis para o estudo antes da anélise de RNA foram
feitas utilizando os critérios gerais da ACMG (Richards et al., 2015) e atualizagdes feitas até
2021 (data de incluséo dos participantes no estudo) ou baseadas nos critérios informados nos
laudos clinicos. Apds a analise de RNA, além dos critérios anteriores, incorporamos na
classificacdo das variantes as recomendacOes do artigo de Walker e colaboradores (2023) -
criada pelo grupo de especialistas da ClinGen SVI Splicing Subgroup e que fornece

recomendacdes para a alteracdo da aplicacdo de codigos ACMG/AMP existentes relacionados
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ao splicing e a redefinigdo de outros cddigos para capturar evidéncias relacionadas ao splicing.
Ainda, utilizamos as diretrizes dos Registros de Especificacdo de Critérios da ClinGen (Criteria
Specification Registry - CSPEC) para 0s genes que apresentam CSPECs publicados: ATM,
BRCAL, BRCA2, MLH1 e TP53, e a classificacdo ACMG baseada em pontos (Tavtigian et al.,
2020).

Ja para as variantes nas regides 5’ ¢ 3’ UTR, nesse estudo ndo foi possivel
reclassificarmos essas variantes, pois outros experimentos funcionais seriam necessarios para
validar seu efeito no gene. Nesse estudo, a inclusdo dessas variantes deu-se de forma
exploratoria apenas na etapa de filtragem de variantes.

4.8. Analises estatisticas

Para identificar as variantes de splicing, foi avaliada a diferenca de PSI entre cada
paciente (controles positivos e grupo validagdo clinica) e os controles saudaveis, utilizando um
teste t bilateral de uma amostra. Na ferramenta rMATS um evento de splicing de um paciente
foi considerado como significativo quando a diferenca do seu PSI em relacdo a média do PSI
dos doadores saudaveis for >10 %, com valor de p <=0,05 e FDR <=0,05, e 0 PSI do evento no
paciente caso for >10% (para eventos Rl e A3SS/A5SS) ou <90% para eventos de SE. Para a
ferramenta LeafCutterMD o evento de splice tinha que ter o valor significativo de p <=0,05,
sendo também significativo em menos de 2 controles. Na ferramenta FRASER2 dentro do
pipeline DROP a variante precisava ter passado pelo filtro de qualidade padrao da ferramenta:
variagdo minima do delta PSI de 0,05 e valor do delta PSI maior que 0,1 foram considerados
outliers e cut-off de 0,1 para indicar o FDR maximo que um evento pode ter para ser

considerado um outlier.
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5. RESULTADOS

5.1. Levantamento de dados e filtragem de VCFs

Realizamos o levantamento dos dados de variantes germinativas de 1.026 pacientes dos
projetos anteriores do grupo de pesquisa e 1.050 pacientes avaliados pelo Laboratério de
Diagnostico Gendémico do A.C.Camargo Cancer Center (LDG), correspondendo a um total de
2.076 pacientes, que haviam sido submetidos a testes genéticos de DNA de 26 a 126 genes de
predisposicdo hereditaria ao cancer e possuiam o arquivo VCF bruto disponivel.

A partir dos arquivos VCFs, foram utilizados filtros personalizados no software VarSeq
para selecionar variantes germinativas raras exonicas (missenses ou sindnimas) ou intrénicas
(£20 pb limite éxon-intron, regides 5’ ¢ 3° UTR). Obtivemos 1.950 pacientes (93,9%) que
apresentaram pelo menos uma variante selecionada pelos filtros aplicados no VarSeq,
correspondendo a 9.174 variantes totais e 4.518 variantes Unicas, apds retirar possiveis 200
variantes artefatuais. As variantes do tipo missenses foram as mais frequentes em relacdo ao
total de variantes Unicas com 2.212 (49,0%), seguida das variantes na 3’'UTR que representam
898 (19,9%), depois as variantes intronicas com 543 (12%), variantes sinénimas com 481
(10,6%) e por tltimo as variantes na regido 5’UTR com 384 (8,5%). Na Figura 16 pode-se
observar um balango geral das variantes selecionadas por tipo na nossa coorte de estudo.

Figura 16 - Frequéncia geral das variantes por tipo
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Fonte: autoria propria.
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5.2. Selecdo de variantes previstas de impactar o splice ou com impacto na regiio 5’UTR

e as presentes na regido 3’UTR

As variantes selecionadas na etapa anterior foram avaliadas quanto ao seu impacto no
splicing utilizando os trés preditores in silico disponiveis no VEP: MaxEntScan, dbscSNV e
SpliceAl. Ja as variantes consideradas variantes de codon de inicio, variante de codon de inicio
prematuro e¢ na regido 5’UTR foram previstas quanto ao seu impacto na regidao 5’UTR
utilizando o preditor UTRannotator. Como ndo existe nenhum preditor estabelecido na clinica
para avaliagdo das variantes na regido 3’UTR para doengas genéticas mendelianas, todas as
variantes selecionadas pelos filtros do VarSeq “3 prime UTR variant” foram incluidas no estudo
sem nenhum tipo de priorizacdo. Todas as variantes apos selecdo foram classificadas atraves da
sua revisdo no ClinVar e seguindo os critérios da ACMG.

Na Figura 17 esta o resumo dos resultados obtidos a partir do processamento das
variantes desde a filtragem dos VVCFs brutos no VarSeq até a obtencdo das variantes de splice

e das regides 5 e 3’UTR para o estudo dos 27 genes.
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Figura 17 - Fluxograma representando os resultados obtidos em cada etapa do processamento

1.026 pacientes de 1.050 pacientes do
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aos 27 genes

127 pacientes 7 pacientes 435 pacientes

4.518 variantes Unicas ——

Fonte: autoria propria.
Legenda: LDG: Laboratério de Diagndstico Genémico do A.C.Camargo Cancer Center.

5.2.1. Variantes previstas de impactar splicing

Das 3.236 variantes Unicas missenses, sindbnimas e intronicas avaliadas in silico foram
encontradas 182 variantes Unicas preditas de afetar o splice (5,7%) em 297 pacientes, as quais
apresentaram impacto em pelo menos um preditor e em todos 0s genes presentes nos VCFs
brutos. Destas, 93 (51,6%) eram variantes intronicas, 72 (39,5%) missenses e 17 (8,9%)
sinbnimas. Para os 27 genes de predisposicdo do painel do estudo foram encontradas 74
variantes previstas de impactar o splice em 127 pacientes, em pelo menos 1 preditor. A partir
dessas variantes foi feita a classificagio ACMG e notou-se que as variantes missenses
classificadas como patogénicas MUTYH:c.1187G>A e BRCAZ2:c.9004G>A, apesar de
apresentarem pontuacdo que indique impacto de splicing, sdo patogénicas devido a troca do
aminoacido e ndo devido a sua spliceogenicidade (efeito em splice), por essa razdo 20 e 1

pacientes que possuiam exclusivamente essas variantes, respectivamente, foram excluidos do
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estudo. Além disso, variantes VUS que apesar de serem conflitantes segundo o ClinVar, a maior
parte dos laboratdrios ja as classificam como benignas (B) ou provavelmente benignas (PB),
também foram excluidas do estudo, SMARCAA4: ¢.2275-3C>A e BRCA2:¢.9116C>T,com 6 e 2
pacientes, respectivamente.

Dessa forma, para o estudo dos 27 genes restaram 70 variantes em 98 pacientes (um
paciente possui tanto uma variante P como uma VUS). Destas 70 variantes, 26 variantes foram
classificadas como P/PP em 32 pacientes (4 exonicas e 22 intronicas), as quais foram incluidas
no grupo Controle Positivo e serdo discutidas detalhadamente no topico 5.3.1. E 44 variantes
foram classificadas como VUS em 67 pacientes (24 exoénicas e 20 intronicas), que foram
incluidas no grupo com variantes VUS com possivel efeito em splice que serdo discutidas

detalhadamente no topico 5.3.2.

O esquema do processamento e refinamento das variantes preditas de impactar splice
estdo resumidas na Figura 18.

Figura 18 - Resumo do processamento das variantes preditas de impactar splice nos 27 genes
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Fonte: autoria propria.

Legenda: Processamento envolveu a exclusdo de variantes ndo spliceogénicas, e as classificadas como B/PB.
Foram selecionadas aquelas previstas de serem spliceogénicas e classificadas como P/PP ou VUS. B: Benigna;
PB: Provavelmente benigna; P: Patogénica; PP: Provavelmente patogénica; VUS: variante de significado incerto.

Das 26 variantes P/PP selecionadas, 24 tinham dados de literatura com estudos
funcionais ou estudos de RNA (RNA alvo direcionado [RT-PCR], ou RNA de captura ou
transcriptoma total, ensaio alélico especifico com mRNA) confirmando efeito em splice, e
apenas 2 variantes ndo tinham estudos publicados até 0 momento (ATM:c.5763-2A>T e PMS2:

€.250+1G>C). Em relacdo as 44 VUS, 18 ja tinham estudos funcionais ou de RNA depositado
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no ClinVar, sendo que para 11 foram descritos algum efeito em splice e 7 néo foi identificada

nenhuma anormalidade, enquanto 26 variantes ndo possuem nenhum tipo de estudo descrito.

Na Tabela 3 estd o resumo geral de todas as variantes classificadas como P/PP e na
Tabela 4 esta o resumo daquelas classificadas como VUS, as quais apresentaram o impacto em
splice em pelo menos um dos trés preditores. Nessas tabelas estdo presentes algumas
caracteristicas como: gene, aminoacido alterado (p.), distancia do éxon, nimero de pacientes
com aquela variante e 0s respectivos tumores primarios. Valores em vermelho indicam que
aquele valor atingiu o ponto de corte para o respectivo preditor (diferenca >= 3 para
MaxEntScan, Ada e RF scores >0,6 para dbscSNV e delta score >= 0,2 no SpliceAl). As

variantes com o fundo cinza claro na tabela foram sequenciadas com RNA-cap nesse estudo.
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Tabela 3 - Variantes P/PP previstas de alterarem o splicing nos 27 genes de estudo

(continua)
Preditores de Splicing
dbscSNV MaxEntScan SpliceAl
Pre
. Pred | Pred | Pred
Gene HGVS c. o. | P8 acme [ N%® | Tiposdewmor | A% | RT | A | ref. | pif. | Ds| ps| ps | %P
éxon Pac. Score | Score S_
AG | AL | DG
~ ~ - DL
01 ATM €.2921+1G>A na| 1nt P 1 | Cancer de mama 0,99 0,93 -1,9 6,29 | 8,18 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,91
02 | aTm ¢.8010+1delG na| 1nt p| p| Caneer de ) ) ) Ol ol o000l 000 005|100
préstata
03 Céncer de mama
ATM C.5763-2A>T na| 2nt P 1 i 099 | 093] 044| 880 837| 099 1,00 0,00 0,00
metastatico
04 | MSH2 C.942+3A>T na| 3nt P 1 | Cancercolorretal | 099 | 098| 254| 859 6,06| 0,00]| 0,00 0,00 | 0,49
05 | raDBIC ifﬁi‘é—gw na| 2nt p| 1| cancercolorretal ol ol ol ol ol ow]| ol oo0]ooo
06 | MLH1 C.677G>A R226Q | Ont P 1 | Cancer gastrico 0,99 10| 500 922 422| 0,00 000/ 029|044
07 MLH1 c.116+5G>C na| 5nt P 1 | Cancer colorretal 0,99 0,98 4,81 860 | 3,79 0,00 0,00 | 0,00 | 0,74

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Legenda: Variantes em cinza foram sequenciadas. HGVS c.: nomenclatura de variantes segundo o Human Genome Variation Society; p.: proteina; ACMG: classificacdo de
variantes segundo os critérios do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG); nt: nucleotideos; na: Nao se aplica; Dist. éxon: Distancia do éxon; Pac.:
pacientes; Alt.: alteracdo; Ref.: referéncia; Dif.: diferenca; Pred_DS_AG: delta score predito de ganho de sitio aceptor; Pred_DS_AL.: score predito de perda de sitio aceptor;
Pred_DS_DG: score predito de ganho de sitio doador; Pred_DS_DL.: score predito de perda de sitio doador; P: Patogénica; PP: Provavelmente patogénica.
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(continuagao)

Preditores de Splicing
dbscSNV MaxEntScan SpliceAl
Pre
. Pred | Pred | Pred
Gene HGVSc. P'St' ACMG N de Tipos de tumor Ada Rf Alt. Ref. Dif. | DS | DS | DS dD
éxon Pac. Score | Score S_
AG AL DG
- - - DL
08 Cancer de mama
MLH1 c.1667+1G>A na 1nt P 1 | e Cancer de 0,99 0,85 -1,56 6,62 | 8,18 0,00 0,00 | 0,02 | 0,98
colon
0 | MuTYH Pl 1 099 | o087| -a451| 631] *®8| 000/ 0,00/ 000/ 0096
€.933+3A>C na| 3nt Cancer colorretal J J o ’ 2 ’ ’ 2 '
0 | cHera | SO40TASAEHT na| 7nt|  PP| 1|cCancerdemama | (| O ©| ©| o0 000 000|098
11 Cancer de
CHEK?2 €.793-1G>A na 1nt P 1 oréstata 0,99 0,93 -2,59 6,16 | 8,75 0,92 0,99 | 0,00 0,0
12 CHEK2 €.1008+2T>G na| 2nt P 1 | Céancer de mama 0,99 0,88 0,96 859 | 764 0,00| 0,00 000 1,0
13 Cancer de mama
BRCA1 c.5074+2T>C na| 2nt P 4 | e Cancer de 0,99 0,6 0,28 748 | 7,76 | 0,00 | 0,03 | 0,00 | 0,74
Ovario

Fonte: Elaboracgdo dos autores.
Legenda: Variantes em cinza foram sequenciadas. HGVS c.: nomenclatura de variantes segundo o Human Genome Variation Society; p.: proteina; ACMG: classificacdo de
variantes segundo os critérios do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG); nt: nucleotideos; na: N&o se aplica; Dist. éxon: Distancia do éxon; Pac.:
pacientes; Alt.: alteracdo; Ref.: referéncia; Dif.: diferenca; Pred_DS_AG: delta score predito de ganho de sitio aceptor; Pred_DS_AL.: score predito de perda de sitio aceptor;
Pred_DS_DG: score predito de ganho de sitio doador; Pred_DS_DL.: score predito de perda de sitio doador; P: Patogénica; PP: Provavelmente patogénica.



Tabela 3 - Variantes P/PP previstas de alterarem o splicing nos 27 genes de estudo

64

(continuagao)

Preditores de Splicing
dbscSNV MaxEntScan SpliceAl
Pre
. Pred | Pred | Pred
Gene HGVSc. p. P'St' ACMG N de Tipos de tumor Ada Rf Alt. Ref. Dif. | DS | DS | DS dD
éxon Pac. Score | Score S

AG AL DG -

- - - DL

14 BRCA1l c.211A>G R71G 1nt P 4 | Cancer de mama 0,99 0,99 3,89 784 | 396 0,00 0,00 0,00 | 0,64

15 11 o

BRCA1 c.213-11T>G na nt PP 1 | Céancer de mama 0,99 0,96 -1,50 4841 6,34 | 0,20 | 0,71 ] 0,00 | 0,00

16 BRCA1 Cc.441+2T>A na| 2nt P 1 | Céancer de mama 0,99 0,47 -4,95 3,23 8,18 0,00 | 0,00 | 0,03 | 1,00
17 R1495 N . .

BRCA1 C.4484G>T M 0 nt P 1 | Céncer de ovario 0,99 0,99 555| 10,57 501 0,00 0,00 0,01 ] 0,60

18 BRCA1 c.5152+2T>C na 2nt P 1 | Cancer de mama 0,99 0,79 0,21 796 | 7,751 0,00 0,01 ] 0,00 | 0,90

19 | BrcAL ¢.5153-2A>C na| 2nt P 1 | cancer de mama 09| 093] 073| 878]| 804 021 0,99 0,02 0,00

20 | BrcAl C.547+2T>A na| 2nt P 1 | Cancer de mama 099| 09| 09| 908/ 818]| 000]| 0,00]| 0,000,099

Fonte: Elaboracdo dos autores.
Legenda: Variantes em cinza foram sequenciadas. HGVS c.: nomenclatura de variantes segundo o Human Genome Variation Society; p.: proteina; ACMG: classificacdo de
variantes segundo os critérios do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG); nt: nucleotideos; na: Nao se aplica; Dist. éxon: Distancia do éxon; Pac.:
pacientes; Alt.: alteracdo; Ref.: referéncia; Dif.: diferenca; Pred_DS_AG: delta score predito de ganho de sitio aceptor; Pred_DS_AL.: score predito de perda de sitio aceptor;
Pred_DS_DG: score predito de ganho de sitio doador; Pred_DS_DL.: score predito de perda de sitio doador; P: Patogénica; PP: Provavelmente patogénica.
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Tabela 3 - Variantes P/PP previstas de alterarem o splicing nos 27 genes de estudo
(concluséo)

Preditores de Splicing
dbscSNV MaxEntScan SpliceAl
Pre
. Pred | Pred | Pred
Gene HGVS c. p. P'St' ACMG N de Tipos de tumor Ada Rf Alt. Ref. Dif. | _DS | _DS | _DS d.b
éxon Pac. Score | Score S_
AG AL DG
- - - DL
21 CDH1 €.1565+1G>T na| 1nt P 1 | Céncer géstico 0,99 0,93 2,23 | 10,34 | 8,550 0,00 | 0,00 | 0,73 | 1,00
22 | epcam 556-14A>G 14 PP 598 | 7.66| 1,67 | 0,96 | 016 | 0,00 | 0,00
€000~ na nt 1 | Cancer de mama ) ) , ' ' ' ' , ,
23 R2659 Cancer de
BRCA2 | c.7976G>A | ont P| 2| prostata e Cancer | | 232| 310 078]| 000]| 000]| 000]|082
de mama
24 | BRCA2 c.517-1G>A na| 1nt P 1 | Cancer de mama 099 | 095| 1,25 1000 875| 057 | 0,78 | 0,00 | 0,00
25 | grea2 C.7806-2A>C na| 2nt p 1 | Paraganglioma 099 | 093| 029 833|804 073|097 000|001
de retroperitdneo
26 | pMs2 €.250+1G>C na| 1nt P 1 | cancer colorretal | 099 | 092 -020| 8,07| 827| 0,00/ 000/ 0,28 | 1,00

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Legenda: Variantes em cinza foram sequenciadas. HGVS c.: nomenclatura de variantes segundo o0 Human Genome Variation Society; p.: proteina; ACMG: classificacdo de
variantes segundo os critérios do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG); nt: nucleotideos; na: Nao se aplica; Dist. éxon: Distancia do éxon; Pac.:
pacientes; Alt.: alteracdo; Ref.: referéncia; Dif.: diferenca; Pred_DS_AG: delta score predito de ganho de sitio aceptor; Pred_DS_AL.: score predito de perda de sitio aceptor;
Pred_DS_DG: score predito de ganho de sitio doador; Pred_DS_DL.: score predito de perda de sitio doador; P: Patogénica; PP: Provavelmente patogénica.
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Tabela 4 - Variantes de significado incerto previstas de alterarem o splicing nos 27 genes de estudo

(continua)
Preditores de Splicing
dbscSNV MaxEntScan SpliceAl
. N Pred | Pred_ | Pred_ | Pred_
Gene HGVS c. D. Ex'ztn ACMG | de Tipos de tumor é::re g(f:ore Alt. |Ref. |Dif. |Ds |bs |Dbs_ |Ds.
Pac. AG AL DG DL
01 Céncer de pulméo
ATM €.6975G>A A2325= 0 VUS 3 | (neuroenddcrino) e 099| 098] -289| 402 690] 000]| 000 001]| 0,85
Cancer de mama
02 | AT™ c7273G>A | Goaoss | 34nt| VUS| 1| Céncer de préstata G| O o] O ©f o0oo| o000| 014| 069
03 Cancer de mama e
ATM C.2944C>T R982C 22nt | Vus 2 | ireside ) ) ) ) ()| 030 005| 000 0,00
04 Cancer de mama,
ATM CA871ASG H1624R 38 nt VUS 4 | ovario, e Céncer de O] O] ) ) “) 0,00 0,00| 0,27 0,05
ductos coletores
05 Tumor
ATM €.5005+19C> f 19 nt VUS 1 | neuroendécrino de ) “) () ) (] o00| o000| 045 0,03
G intestino

Fonte: Elaboracéo dos autores.

Legenda: Variantes em cinza foram sequenciadas. HGVS c.: nomenclatura de variantes segundo o Human Genome Variation Society; p.: proteina; ACMG: classificacdo de
variantes segundo os critérios do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG); nt: nucleotideos; na: Néo se aplica; Dist. éxon: Distancia do éxon; Pac.:
pacientes; Alt.: alteracdo; Ref.: referéncia; Dif.: diferenca; Pred_DS_AG: delta score predito de ganho de sitio aceptor; Pred_DS_AL.: score predito de perda de sitio aceptor;
Pred_DS_DG: score predito de ganho de sitio doador; Pred_DS_DL.: score predito de perda de sitio doador; VUS: Variante de significado incerto; HF: historico familiar; ¢
Variante em CHEK?2 entrou no estudo com conflitos de interpretaces no ClinVar (VUS/LB), devido aos resultados incertos de analises de RNA.
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(continuagao)

Preditores de Splicing

dbscSNV MaxEntScan SpliceAl
. N Pred_ | Pred_ | Pred_ | Pred_
Gene HGVS c. 0. Ex'ztn ACMG |de | Tipos de tumor éf:re E(f:ore Alt. |Rref. |Dif. |Ds  |ps. |ps. |Ds.
Pac. AG AL DG DL
06 Cancer colorretal e
ATM c.7174C>T R2392w | 84nt VUS 2 | Leiomiossarcoma ) ) ) O] ) 0,21 0,00 0,00 0,00
uterino
07 VUS/L Cancer colorretal,
CHEK2 c.320-5T>A na 5nt Be 5 | Céancer de tireoide, 0,80 0,72 5,95 7,66 1,71 0,02 0,01 0,00 0,00
Cancer de mama
08 .1376- .
CHEK?2 13ASG na 13 nt VUS 1 | Lipossarcoma O] O] 368 59| 227 099| 085]| 0,00 0,00
09 | CHEK? c.846+5G>C | na 5nt| VUS 1 | Cancer de mama 098| o08s| 536 831| 295 000| 000| 000| 0098
10 CDH1 €.833-3C>G na 3nt VUS 1 | Cancer gastrico 0,99 0,89 1,37 8,10 6,73 0,00 0,55 0,00 0,00
Lo lmuryn | cosa2a6 | na ont| wus| g | Gancergastrico, 099| 078| -048| 748| 796| 032| 095| 000 000
colorretal, mama

Fonte: Elaboracéo dos autores.
Legenda: Variantes em cinza foram sequenciadas. HGVS c.: nomenclatura de variantes segundo o Human Genome Variation Society; p.: proteina; ACMG: classificacdo de
variantes segundo os critérios do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG); nt: nucleotideos; na: Néo se aplica; Dist. éxon: Distancia do éxon; Pac.:
pacientes; Alt.: alteracdo; Ref.: referéncia; Dif.. diferenca; Pred_DS_AG: delta score predito de ganho de sitio aceptor; Pred_DS_AL.: score predito de perda de sitio aceptor;
Pred_DS_DG: score predito de ganho de sitio doador; Pred_DS_DL.: score predito de perda de sitio doador; VUS: Variante de significado incerto; HF: histérico familiar; 4

Variante em CHEK?2 entrou no estudo com conflitos de interpretages no ClinVar (VUS/LB), devido aos resultados incertos de analises de RNA.
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Tabela 4 - Variantes de significado incerto previstas de alterarem o splicing nos 27 genes de estudo
(continuagao)

Preditores de Splicing
dbscSNV MaxEntScan SpliceAl
. N Pred_ | Pred_ | Pred_ | Pred_
Gene HGVS c. 0. Ex'ztn ACMG |de | Tipos de tumor éf;re E(f:ore Alt. |Rref. |Dif. |Ds  |ps. |ps. |Ds.
Pac. AG AL DG DL

12 MUTYH €.1518+3A>T | na 3nt VUS 1 | Cancer colorretal 0,22 0,45 7,07 | 11,01 3,95 0,00 0,00 0,00 0,85
13 A

MLH1 €.790C>G H264D 0 nt vUS 1 | Céncer de mama 0,73 042 | 11,81 | 1043 | -1,38 0,00 0,00 0,12 0,00
14 Cancer de mama

MLH1 €.359C>G A120G 21nt VvUS 2 | feminino e Cance_r (_) (_) (_) (_) (_) 0,00 0,00 0,21 0,01

de mama masculino

15 Cancer de mama

MLH1 €.92C>G A31G 24 nt VvUS 1 masculino (_) (_) (_) (_) (_) 0,00 0,00 0,40 0,03
16 €.116+242A> 242 Informacgéo

MLHL g na nt|  Vus| 1| indisponivel OOl o6 | e |%0]|00 041000
17" 1 RAD5ID | c.80C>A T27K 2nt| VUS| 1| Cancerde mama 097| o075| 678| 654| -024| 000| 000| 000| 000
18 R 10,45

RAD51C C.571+4A>G na 4 nt VUS 1 | Céncer de mama 0,19 0,49 | 8,099 1 2,352 0,00 0,00 0,24 0,38

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Legenda: Variantes em cinza foram sequenciadas. HGVS c.: nomenclatura de variantes segundo o Human Genome Variation Society; p.: proteina; ACMG: classificacdo de
variantes segundo os critérios do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG); nt: nucleotideos; na: Néo se aplica; Dist. éxon: Distancia do éxon; Pac.:
pacientes; Alt.: alteracdo; Ref.: referéncia; Dif.. diferenca; Pred_DS_AG: delta score predito de ganho de sitio aceptor; Pred_DS_AL.: score predito de perda de sitio aceptor;
Pred_DS_DG: score predito de ganho de sitio doador; Pred_DS_DL.: score predito de perda de sitio doador; VUS: Variante de significado incerto; HF: histérico familiar; 4
Variante em CHEK?2 entrou no estudo com conflitos de interpretaces no ClinVar (VUS/LB), devido aos resultados incertos de analises de RNA.
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Tabela 4 - Variantes de significado incerto previstas de alterarem o splicing nos 27 genes de estudo
(continuagao)

Preditores de Splicing
dbscSNV MaxEntScan SpliceAl
. N Pred_ | Pred_ | Pred_ | Pred_
Gene HGVS c. 0. Ex'ztn ACMG | de | Tipos de tumor éf:re Ezore Alt. |Rref. |Dif. |Ds  |ps. |bs_ |Ds.
Pac. AG AL DG DL

19| nen €.995-16C>G | na 6nt| wvus| 1 Ssr? l:aFmer’ mas Ol | 668| 820 224 090| 063| 000 000
20 NBN c.2071-4A>G | na 4nt VUS 1 | Cancer colorretal 0,99 0,94 5,17 8,86 3,68 0,00 0,00 0,00 0,00
21 | NBN C.1454C>T T485M 56nt| VUS 1 | Cancer de ovario ) ) ) ) ()| 023 000| 000[ 0,00
22

BRCA1 24986+13A> na 13 nt VUS | 4 Cancer de mama ) ) ) ) (9] o00| o000 087 003
23 p— Cancer de mama +

BRCA2 : na 11 nt VUS 1 | Céncer de papila 099 092] -088| 378| 466] 099| 092 0,00]| 0,00

11A>G
duodenal

24

BRCA2 c.9006A>T E3002D 52 nt VUS 1 Cancer de mama (') (') (') (') (') 0,35 0,00 0,00 0,00
25

BRCA2 [ cO101A>G | o3034r | 16Nt | VUS| 1 | cancer de ovério O O 6] O ©f 000]| 000[ 024] 0,00

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Legenda: Variantes em cinza foram sequenciadas. HGVS c.: nomenclatura de variantes segundo o Human Genome Variation Society; p.: proteina; ACMG: classificacdo de
variantes segundo os critérios do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG); nt: nucleotideos; na: Néo se aplica; Dist. éxon: Distancia do éxon; Pac.:
pacientes; Alt.: alteracdo; Ref.: referéncia; Dif.: diferenca; Pred_DS_AG: delta score predito de ganho de sitio aceptor; Pred_DS_AL.: score predito de perda de sitio aceptor;
Pred_DS_DG: score predito de ganho de sitio doador; Pred_DS_DL.: score predito de perda de sitio doador; VUS: Variante de significado incerto; HF: histérico familiar; 4
Variante em CHEK?2 entrou no estudo com conflitos de interpretages no ClinVar (VUS/LB), devido aos resultados incertos de analises de RNA.
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Tabela 4 - Variantes de significado incerto previstas de alterarem o splicing nos 27 genes de estudo
(continuagao)

Preditores de Splicing
dbscSNV MaxEntScan SpliceAl
. N Pred | Pred_ | Pred_ | Pred_
Gene HGVS c. D. er'Ztn ACMG | de Tipos de tumor ?g:re g(‘:ore Alt. |Ref. |Dif. |Dps. |bs_ |Dps_ |Ds.
Pac. AG |AL |DG |DL
26 | BRCA2 €.9086C>T As020y | 3Lnt| VUS|, Cancer de ovario e ) ) ) ) ()| o000 000| 002 030
Cancer de mama
27 Cancer de mama +
BARD1 €.1569-3C>G | na 3nt VUS 1 | Céncer de papila 0,99 | 0,75| -8,89 5,42 | 14,30 ) O] ) )
duodenal
6 |BARDL | c1g35asT | De12v | 24nt| VUS| 1| Cancer de mama O O O ©f @ 0| 027| 000| 000
29 | BARDL | .556A5G 186G 191 vus | 1 Cancer de mama O O 6] O ©f 09| 008 000]| 000
' nt
30 | BARDL C.1808C>T T603 ont|  VUS 1 | Cancer de mama 097 | 077 | 765]| 1007 | 242| 000| 000 000 0,18
Soleripr | SOSASTAL ant| vus| 1| cancer de mama O o] o] o ©f ool ool oo 09

Fonte: Elaboracéo dos autores.

Legenda: Variantes em cinza foram sequenciadas. HGVS c.: nomenclatura de variantes segundo o Human Genome Variation Society; p.: proteina; ACMG: classificacdo de
variantes segundo os critérios do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG); nt: nucleotideos; na: Néo se aplica; Dist. éxon: Distancia do éxon; Pac.:
pacientes; Alt.: alteracdo; Ref.: referéncia; Dif.. diferenca; Pred_DS_AG: delta score predito de ganho de sitio aceptor; Pred_DS_AL.: score predito de perda de sitio aceptor;
Pred_DS_DG: score predito de ganho de sitio doador; Pred_DS_DL.: score predito de perda de sitio doador; VUS: Variante de significado incerto; HF: histérico familiar; 4
Variante em CHEK?2 entrou no estudo com conflitos de interpretages no ClinVar (VUS/LB), devido aos resultados incertos de analises de RNA.
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(continuagao)

Preditores de Splicing

dbscSNV MaxEntScan SpliceAl
. N Pred_ | Pred_ | Pred_ | Pred_
Gene HGVS c. 0. Ex'ztn ACMG | de | Tipos de tumor éf:re Ezore Alt. |Rref. |Dif. |Ds  |ps. |bs_ |Ds.
Pac. AG AL DG DL
32 Sem cancer, mas
BRIP1 €.2487T>C 1.829= 5 nt VUS 1 | tem histérico ) ) ) ) ()| o000 o000 031 0,00
familiar
33 Tumor
CDK4 c.218G>A R73Q 0 nt VUS 1 [ neuroendacrino de 0,99 10| 328 872 499 000| 000]| 014] 0,77
estdbmago
34 PTEN c.1026+4A>T | na 4 nt VUS 1 | Céncer de ovario 097 o071 642| 867 253] 000]| 000 0,00]| 0,00
35 PTEN c.114T>G P38= 34nt VUS 1 | Céncer de ovério ) ) ) ) ()| 032 o000 0,08 0,00
36 €.1759+10G> Cancer gastrico,
RET T na 10 nt VUS 2 Cancer de mama ) ) ) ) ()| o000 o000 060 0,06

Fonte: Elaboracéo dos autores.
Legenda: Variantes em cinza foram sequenciadas. HGVS c.: nomenclatura de variantes segundo o Human Genome Variation Society; p.: proteina; ACMG: classificacdo de
variantes segundo os critérios do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG); nt: nucleotideos; na: Néo se aplica; Dist. éxon: Distancia do éxon; Pac.:
pacientes; Alt.: alteracdo; Ref.: referéncia; Dif.. diferenca; Pred_DS_AG: delta score predito de ganho de sitio aceptor; Pred_DS_AL.: score predito de perda de sitio aceptor;
Pred_DS_DG: score predito de ganho de sitio doador; Pred_DS_DL.: score predito de perda de sitio doador; VUS: Variante de significado incerto; HF: histérico familiar; 4

Variante em CHEK?2 entrou no estudo com conflitos de interpretaces no ClinVar (VUS/LB), devido aos resultados incertos de analises de RNA.
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Tabela 4 - Variantes de significado incerto previstas de alterarem o splicing nos 27 genes de estudo
(continuagao)

Preditores de Splicing
dbscSNV MaxEntScan SpliceAl
. N Pred_ | Pred_ | Pred_ | Pred_
Gene HGVS c. 0. Ex'ztn ACMG |de | Tipos de tumor éf:re E(f:ore Alt. |Rref. |Dif. |Ds  |ps. |ps. |Ds.
Pac. AG AL DG DL
37 Tumor
RET c2166G>T | K72eN | 12nt| wus| 2| neuroendocrino de ol ol ol ol ol os] 003| 000]| 000
pancreas e de
estdbmago
38 | ReET c3183C>G | L1061= | 4nt| VUS| 1| Cancer de ovério O O 6] O ©f o0oo| o000| 057| 027
39 Cancer colorretal,
SMARCA4 | c.859+5G>A na 5 nt VUS 2 | Mioma e cistos 0,99 0,66 5,54 9,60 4,06 0,00 0,00 0,01 0,19
ovarianos
40 | SMARCA4 | c5007+5G>A | na 5nt| VUS| 1| cancer colorretal 099| 085| 441| 841 400 000| 000| 010| 028
41 STK11 €.1108G>C G370R 0 nt VUS 1 | Céncer de mama 0,99 0,98 8,40 | 10,90 249 0,00 0,00 0,01 0,01
42 Tumor
STK11 €.1296G>A Q432= 6 nt VUS 1 | neuroenddcrino ) ) ) ) 6 0,00 0,00 0,43 0,03
hepatico

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Legenda: Variantes em cinza foram sequenciadas. HGVS c.: nomenclatura de variantes segundo o Human Genome Variation Society; p.: proteina; ACMG: classificacdo de
variantes segundo os critérios do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG); nt: nucleotideos; na: Néo se aplica; Dist. éxon: Distancia do éxon; Pac.:
pacientes; Alt.: alteracdo; Ref.: referéncia; Dif.. diferenca; Pred_DS_AG: delta score predito de ganho de sitio aceptor; Pred_DS_AL.: score predito de perda de sitio aceptor;
Pred_DS_DG: score predito de ganho de sitio doador; Pred_DS_DL.: score predito de perda de sitio doador; VUS: Variante de significado incerto; HF: histérico familiar; 4
Variante em CHEK?2 entrou no estudo com conflitos de interpretaces no ClinVar (VUS/LB), devido aos resultados incertos de analises de RNA.



Tabela 4 - Variantes de significado incerto previstas de alterarem o splicing nos 27 genes de estudo
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(concluséo)

Preditores de Splicing

dbscSNV MaxEntScan SpliceAl
Gene HGVS c. 0. Ex'ztn ACMG dNe Tipos de tumor éf:re Ezore Alt. | Ref. | Dif Erg(_j_ E)r;f_ Erg(_j_ E)rgf_
Pac. AG |AL |DGc |DL
43| 1ps3 C.114A>G Q38= 17nt| wvus| 1 g:ggﬁ:efﬁo Ol ol o] ol ol os| o15| 000 o000
4 1 1ps3 ¢.376-2dupA | na ont| wus| 1 Ssr? l:ég‘cer* mas Ol ol ol ol ol o2 00| oo o000

Fonte: Elaboracéo dos autores.
Legenda: Variantes em cinza foram sequenciadas. HGVS c.: nomenclatura de variantes segundo o Human Genome Variation Society; p.: proteina; ACMG: classificacdo de
variantes segundo os critérios do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG); nt: nucleotideos; na: Nao se aplica; Dist. éxon: Distancia do éxon; Pac.:
pacientes; Alt.: alteracdo; Ref.: referéncia; Dif.: diferenca; Pred_DS_AG: delta score predito de ganho de sitio aceptor; Pred_DS_AL.: score predito de perda de sitio aceptor;
Pred_DS_DG: score predito de ganho de sitio doador; Pred_DS_DL.: score predito de perda de sitio doador; VUS: Variante de significado incerto; HF: histérico familiar; ¢

Variante em CHEK?2 entrou no estudo com conflitos de interpretacfes no ClinVar (VUS/LB), devido aos resultados incertos de analises de RNA.
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5.2.1.1. Posigéo exodnica ou intronica e a frequéncia entre variantes P/PP versus
VUS

Analisando de forma geral as posi¢cGes das 26 variantes P/PP preditas de serem
spliceogénicas nos 27 genes (4 eram exonicas e 22 intrdnicas), ocorreu um enriquecimento de
cerca de 16/26 variantes na regido dos sitios doadores e aceptores candnicos de splice, + 1,2 pb
do intron (A-2, A-1 e D+1 e D+2), e todas as 4 variantes exonicas estavam entre o penudltimo
(D-2) e altimo nucleotideo do éxon (D-1). Das 22 variantes intrénicas, 4 estavam mais proximas
do doador canénico: 2 variantes estavam na posi¢cdo D+3, 1 na posicdo D+4 e 1 na posi¢do
D+5. E apenas 2/22 variantes intrdnicas estavam mais préximas do sitio aceptor candnico de

splicing nas posicoes A-11 e A-14.

Em relacdo as 44 VUS que geraram pontuacao indicativa de erro de splicing nos 27
genes (24 eram exonicas e 20 intrénicas), das variantes exdnicas ocorreu um enriquecimento
de 4/24 variantes no ultimo nucleotideo do éxon (D-1) e de 2/24 variantes no antepenultimo
nucleotideo do éxon (D-3), ja as demais variantes 18/24 tinham apenas 1 exemplar de cada com
distancia de 4 até 191 pb dentro do éxon. Das variantes intronicas, apenas 2/20 estdo na regido
candnica de splice ambas na posicdo A-2 e 18/20 intrénicas com distancia de £3 a +19 pb do
éxon (foi capturada uma profunda de 242 pb de distancia do intron). Das 18 variantes intronicas
fora da regido canénica de splice, 11 estavam préximas do sitio doador de splice: 3 variantes
na posic¢do D+4, 3 na posicdo D+5, uma na posi¢cdo D+3, D+10, D+13, D+19 e D+242. Apenas
7/18 estavam préximas da regido aceptora: 2 variantes na posicdo A-3, e apenas uma nas
posicdes A-4, A-5, A-11, A-13 e A-16. A variante MLH1:c.116+242A>G esta na posicao +242
pb do éxon, a qual foi anotada com base no transcrito MANE, porém é considerada uma variante
exonica no transcrito alternativo ndo MANE (ENST00000441265.6) a 79 pb dentro do éxon 1,
por essa questdo ela foi selecionada pelos filtros iniciais aplicados no VarSeq (selecionada por

ser exdnica missense). Todos esses resultados podem ser visualizados no Figura 19 abaixo.

Em resumo, a maior parte das variantes P/PP selecionadas para esse estudo estdo na
regido candnica de splice (sitio aceptor e doador), ja a maioria das variantes VUS estdo fora da
regido candnica de splice, na regido intrénica a partir da posi¢do +3 pb ou mais para dentro do
éxon de A+18 (18 nt de disténicia da posicdo aceptora) a D-3 (3 nt de distancia da posi¢do

doadora).
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Figura 19 - Posicgéo das variantes preditas de serem spliceogénicas
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Fonte: autoria propria

5.2.1.2. Comparacao entre os trés preditores in silico

Em relacdo aos resultados obtidos dos preditores in silico foi possivel notar que os
preditores dbscSNP e MaxEntScan conseguiram gerar escores para as regides canonicas de
splicing, considerando como sitio doador as posi¢des (-3 nt do éxon e +8 nt do intron), e (-3 nt
do éxon e +6 nt do intron), respectivamente, e como sitio aceptor (-12 nt do intron e +2 do
éxon), e (-20 nt do intron e +3 do éxon), respectivamente. Pequenas delecdes e insercdes ndo
geraram pontuacdes em ambos preditores, apenas no SpliceAl fazendo com que entrasse para
0 estudo dos 27 genes trés variantes P/PP (RAD51C:c.905-2_905-1delAG, ATM:c.8010+1delG,
CHEK2:c.846+4 846+7delAGTA) e duas VUS (BRIP1:c.93+4 93+7delAGTA; TP53:c.376-
2dupA). Como avaliamos as variantes com distancia maxima de 20 nt do éxon, os preditores
dbscSNV e MaxEntScan teriam a capacidade de avaliar o impacto no splice na maior parte das
variantes intrénicas, porém as variantes exbnicas mais profundas poderiam ndo gerar

pontuagOes nesses preditores.

Das 26 variantes unicas P/PP, 3/4 variantes que eram exonicas e estavam no ultimo ou
penultimo nucleotideo do éxon geraram pontuacdo nos trés preditores e uma variante
(BRCA2:c.7976G>A) gerou pontuacdo apenas no SpliceAl (DS_DL 0,82). Em relagdo as
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variantes intronicas, as 16 que estavam na regido canonica de splice (x1,2 pb do éxon) todas
tiveram predicdo indicativa de erro de splicing nas 3 ferramentas, exceto 2 que eram indels,
ATM:c.8010+1delG e RAD51C:c.905-2_905-1delAG, tiveram predicdo apenas pelo SpliceAl.
Das seis variantes intronicas fora da regido canonica de splice, 4/6 foram preditas pelas 3
ferramentas, enquanto apenas duas tiveram escore de impacto apenas pela ferramenta SpliceAl
(CHEK2:c.846+4_846+7delAGTA e EPCAM:c.556-14A>G). De forma geral, cerca de 21/26
variantes tinham escores indicativo de erro de splice nas 3 ferramentas e apenas 5/26 variantes
com predicdo em apenas 1 preditor, que foi no SpliceAl (4 intrénicas e 1 exbnica). Na Figura
20 estd um resumo da quantidade de variantes que foram preditas de impacto no splicing e seus
respectivos preditores.

Figura 20 - Quantidade de variantes P/PP por preditores in silico de splice
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Fonte: autoria propria.

Das 44 variantes VUS, 2/24 variantes ex6nicas tém predicao indicativa de erro de splice
nas 3 ferramentas (ATM:c.6975G>A e CDK4:c.218G>A) ambas localizadas no ultimo
nucleotideo do éxon, e todas as outras 22/24 exdnicas tém predicdo em apenas uma ferramenta:
4 variantes apenas no dbscSNV que estavam localizadas entre os trés Gltimos nucleotideos do
éxon, e 18 variantes apenas no SpliceAl com quatro nucleotideos de distancia ou mais para
dentro do éxon. Em relacéo as variantes intronicas, apenas duas estavam na regido canonica de
splice A-2 pb, MUTYH:c.934-2A>G foi previsto splice nas trés ferramentas, e a TP53:¢.376-
2dupA por ser uma indel foi prevista apenas no SpliceAl. Cerca de 18/44 variantes intronicas
gue estdo fora da regido canbnica, 6/18 foram previstas de impacto no splice pelas 3
ferramentas, 2/18 em 2 ferramentas, em que MUTYH:c.1518+3A>T foi prevista pelos
preditores MaxEntScan e SpliceAl e SMARCA4:¢.859+5G>A no dbscSNV e MaxEntScan, e

10/18 variantes previstas em apenas uma ferramenta, em que 8/10 variantes foram pelo
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SpliceAl e 2/10 foram pelo dbscSNV. Na Figura 21 estd um resumo da quantidade de variantes

que foram preditas de impacto no splicing e seus respectivos preditores.

Figura 21 - Quantidade de variantes VUS por preditores in silico de splice
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Fonte: autoria propria.

De modo geral foi possivel perceber que SpliceAl foi o unico preditor que conseguiu
gerar pontuagdes para VUS intronicas com +10 pb (exceto BRCA2:c.8755-11A>G), exbnicas
com distancia de 5 até 191 pb para dentro do éxon e que sozinho, no geral, detectou mais
variantes com potencial de splice em variantes tanto P/PP quanto VUS. Outro ponto a se
destacar é que a maior parte das variantes P/PP é vista de impactar o splice nos 3 preditores
(73,1%), enquanto a maior parte das variantes VUS (75%) é prevista de alterar splice em apenas
1 preditor.

5.2.2. Variantes com impacto na regido 5’UTR e as presentes na regiiao 3’UTR

Das 450 variantes presentes na regido 5S’UTR encontrou-se 32 variantes (7,1%) em 46
pacientes que foram previstas de impactar a regido 5’UTR pelo preditor UTRannotator em todos
0s genes. As variantess PTCH1 (NM_000264.5):c.202-568G>A e BRF1
(NM_001519.4):¢.544+3917 _544+3918insGG presentes em 5 e 8 pacientes, respectivamente,
foram excluidas por serem muito frequentes em nossa coorte (alta frequéncia populacional é
indicativo de que a variante tem baixo risco de causar a doenca), restando entdo 33 pacientes

com 26 variantes Unicas. Apos a classificagdo ACMG e revisdo de seus dados no ClinVar notou-
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se que 9 variantes Unicas foram classificadas como B/PB, 16 como VUS e apenas 1 foi
classificada como P por causar a perda no cddon de inicio no gene BRCA2 que tem alta
penetrancia. Das 26 variantes apenas 7 ja foram descritas e 19 ainda ndo estavam descritas no
ClinVar. Para os 27 genes de estudo foram encontrados apenas 7 pacientes com 6 variantes. Na
Tabela 5 estdo todas as variantes em que o impacto foi predito na regidao 5S’UTR em todos 0s
genes, e os transcritos MANE (clinicamente relevante) estdo em negrito. Nessa tabela ainda
estdo apresentados os resultados das consequéncias de impacto gerados pelo preditor
UTRannotator, sendo identificado o ‘ganho de um cddon de inicio a montante (WAUG gained)’
como a consequéncia mais frequente.

Para a regido 3’UTR foram encontradas muitas variantes, cerca de 898 variantes em
todos 0s genes em 999 pacientes, para 0s 27 genes do estudo foram encontradas 254 variantes

em 435 pacientes.



Tabela 5 - Previsdo de impacto em variantes na regido 5’UTR em todos os genes
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(continua)
Gene HGVS c. p. R:th‘ ACMG |ClinVar | Pac. Tipo de tumor ;c;;];ﬁuenma E%?gﬁgitao de
Osteossarcoma
1 BAP1 NM_004656.4:c.-28T>G () 27 nt (-) 1 | osteoblastico UAUG_lost NM_004656.3
Cancer de mama e ovario;
2 BRCA2* | NM_000059.4:c.2T>G Metl? |0nt P P 2 | Mama masculina UAUG_lost ENST00000530893.2
NM_001519.4:¢.544+3930
3 BRF1 _544+3931insTCGC () intron 5 () 1 | Tumor de reto alto uFrameshift ENST00000550208.1
NM_001519.4:¢.544+3920
4 BRF1 dupC () intron 5 () 1| Adenocarcinoma de colon | uFrameshift ENST00000550208.1
NM_001243777.1;
5 CEP57 NM_014679.5:c.-162G>A | (-) 162 nt (-) 1 | Cancer de ovério UAUG_gained |NM 014679.4
44nt
6 CEP57 NM_014679.5:c.45G>A Serl5= | (éxon 1) () 1 | Cancer de mama UAUG_gained | ENST00000544522.1
ENST00000425190.2 e
Arg180 ENST00000544772.1
7 CHEK2* | NM_007194.4:¢.538C>T Cys Exon 4 1 | Cancer de ovario UAUG_gained |(NM_001257387.1)
NM_007194.4;
NM_145862.2;
8 CHEK2* |NM_007194.4:c.-10C>T () 7.053 nt 1 | Informag&o indisponivel UAUG_gained |NM_001257387.1
ENST00000520260.1,
NM_001903.5:¢.1063- Tumor neuroenddcrino grau ENST00000522013.1,
9 CTNNAL |10497T>C () intron 7 (-) 1(1 uUSTOP_lost ENST00000540387.1

Fonte: Elaboracdo dos autores.
Legenda: HGVS c.: nomenclatura de variantes segundo 0 Human Genome Variation Society; p.: proteina; ACMG: classificacdo de variantes segundo os critérios do
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG); nt: nucleotideos; na: Néo se aplica; Dist. AUG: Distancia do cédon de inicio; Pac.: pacientes; UAUG _lost:
perda do codon de inicio a montante; uFrameshift: a variante causa uma alteragéo frameshift na janela de leitura da regido regulatéria a montante; uUAUG_gained: ganho de
um codon de inicio a montante; uSTOP_lost: perda do cédon de parada a montante; uSTOP_gained&UAUG_gained: dois eventos concomitantes, em que ocorreu um ganho
do cddon de parada e do cddon de inicio; Em negrito na coluna “Efeito no transcrito de referéncia” estdo os transcritos MANE; * variantes presentes nos 27 genes de estudo; ¢

Distancia do AUG candnico do transcrito MANE.



Tabela 5 - Previsao de impacto em variantes na regido 5’UTR em todos os genes
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(continuagéo)

Dist.

Consequéncia

Transcrito de

Gene HGVS c. p. AUGS ACMG |ClinVar | Pac. Tipo de tumor SUTR referéncia
Cancer de mama; Neoplasia
maligna do tecido
conjuntivo e de outros
10 MSH3 NM_002439.5:c.-12C>G () 11 nt (-) 2 | tecidos moles UAUG_gained | NM 002439.5
NM_000400.4:c.6-146_6- ENSTO00000391941.2,
11 ERCC2 145delCT () 162 nt () 1 | Informacdo indisponivel uSTOP_lost ENST00000586856.1
NM_207122.2:c.-
12 EXT2 31+403G>A Metl? |Ont () 1 | Informac&o indisponivel UAUG _lost ENST00000343631.3
NM_001114636.1:c.- Cancer de ovario e Cancer
13 FANCL |34T>G ) 33nt () 2 | de mama uSTOP_lost ENST00000449070.1
NM_001126049.2:c.-
14 KLLN 523delC () 518 nt () 1 | Cancer renal e de pardtida | uFrameshift NM _001126049.2
NM_001126049.2:c.-492_-
15 KLLN 491delCT () 487 nt () 1 | Céancer de testiculo uFrameshift NM _001126049.2
16 LZTR1 NM_006767.4:c.-38T>A (-) 38 nt 1 | Cancer de mama UAUG_gained |NM 006767.4
Argl78 Cancer renal do tipo células
17 MSH6* NM_000179.3:c.533G>A | His Exon 3 1| claras UAUG gained | NM _001281494.1
NM_006206.6:c.-
18 PDGFRA |13+10626C>T (-) 11 nt () 2 | Tumor de Wilms UAUG gained |ENST00000512143.1
Leiomiossarcoma, Tumor
NM_000264.5:¢.201+155G neuroenddcrino de baixo
19 PTCH1 >A (-) 353 nt () 2| grau UAUG _lost NM_001083605.1

Fonte: Elaboracdo dos autores.
Legenda: HGVS c.: nomenclatura de variantes segundo o Human Genome Variation Society; p.: proteina; ACMG: classificagdo de variantes segundo os critérios do
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG); nt: nucleotideos; na: N&o se aplica; Dist. AUG: Distancia do codon de inicio; Pac.: pacientes; UAUG_lost:
perda do codon de inicio a montante; uFrameshift: a variante causa uma alteragéo frameshift na janela de leitura da regido regulatéria a montante; UAUG_gained: ganho de
um codon de inicio a montante; uSTOP_lost: perda do cédon de parada a montante; uSTOP_gained&UAUG_gained: dois eventos concomitantes, em que ocorreu um ganho
do cédon de parada e do codon de inicio; Em negrito na coluna “Efeito no transcrito de referéncia” estao os transcritos MANE; * variantes presentes nos 27 genes de estudo; ¢
Distancia do AUG candnico do transcrito MANE.
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(concluséo)

Gene HGVS c. p. EIISJtGO ACMG |ClinVar | Pac. Tipo de tumor gic;p;ﬁuenma Ierfzrr]gﬁgi? de
Sarcoma de células
dendriticas foliculares de
NM_000264.5:¢.202- baixo grau, Cancer de
20 PTCH1 425T>G () 1335 nt (-) 2 | mama uSTOP_lost NM_001083607.1
NM_000264.5:¢.202- Lipossarcoma mixoide de
21 PTCH1 469T>A (-) 1291 nt (-) 1 | alto grau UAUG_lost NM_001083607.1
Cancer de mama (TN),
22 RAD50 NM_005732.4:c.-82C>T () 80 nt (-) 2 | Cancer de mama UAUG_gained |NM 005732.3
Adenocarcinoma de
23 RAD51C* | NM_058216.3:c.3G>A Metl? |0nt 1 | endométrio UAUG_lost ENST00000461271.1
NM_001754.5:¢.98- Carcinoma papilifero de NM_001001890.2;NM_
24 RUNX1 1229G>A () intron 3 (-) 1 | tireoide UAUG_gained |001122607.1
NM_003002.3;
Rabdomiossarcoma USTOP_gained | NM_001276504.1;
embrionério de alto grau &UAUG_gaine | NM_001276506.1;
25 SDHD NM_003002.4:c.-AC>T () 3nt 1 | metastético d NM_001276503.1
26 STK11* | NM_000455.5:c.-363G>C | (-) 360 nt (-) 1 | Cancer de mama uSTOP_lost NM_000455

Fonte: Elaboracdo dos autores.
Legenda: HGVS c.: nomenclatura de variantes segundo o0 Human Genome Variation Society; p.: proteina; ACMG: classificagdo de variantes segundo os critérios do
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG); nt: nucleotideos; na: Néo se aplica; Dist. AUG: Distancia do cédon de inicio; Pac.: pacientes; UAUG _lost:
perda do codon de inicio a montante; uFrameshift: a variante causa uma alteracao frameshift na janela de leitura da regido regulatéria a montante; uUAUG_gained: ganho de
um cédon de inicio a montante; uSTOP_lost: perda do cddon de parada a montante; uSTOP_gained&UAUG_gained: dois eventos concomitantes, em que ocorreu um ganho
do cdédon de parada e do coédon de inicio; Em negrito na coluna “Efeito no transcrito de referéncia” estao os transcritos MANE; * variantes presentes nos 27 genes de estudo; ¢

Distancia do AUG candnico do transcrito MANE.
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5.3. Selecdo de pacientes em seus respectivos grupos para validacdo do RNA-cap

Um total de 98 pacientes foram considerados elegiveis para o estudo, pois apresentaram
variantes classificadas como P/PP (ja conhecidas de serem spliceogénicas) ou VUS preditas de
causar dano em splice por pelo menos 1 preditor dentro dos 27 genes do estudo, 0s quais
compuseram 0s grupos controle positivo e grupo com VUS. Além disso, incluimos mais 9
pacientes extra-pipeline (3 controles positivos e 6 com VUS). Trés pacientes controles positivos
jatinham sido identificados em estudos anteriores do grupo/testes de rotina, logo suas variantes
ja apresentavam resultados prévios indicando serem spliceogénicas (RNAP-101, RNAP-02,
RNAP-03). Os seis pacientes (e um familiar) com VUS incluidos extra-pipeline foram
identificados, em testes de rotina do LDG e laboratdrio externo, como sendo interessantes para
0 estudo de splice (RNAP-103 RNAP-104, RNAP-106, RNAP-05, RNAP-09, RNAP-09.2 e
RNAP-124), os quais serdo discutidos com mais detalhes a seguir e estdo resumidos na Figura
22 e Tabela 6.
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Figura 22 - Descricdo da quantidade de pacientes e variantes que entraram via pipeline, extra-

pipeline e os que foram sequenciados

Via pipeline

70 variantes
unicas preditas
spliceogénicas

(98 pacientes)

|

26 variantes 44 yariantes
PIPP vus

(32 pacientes) (67 pacientes)

Via extra pipeline

: .

RNAP-103 — BRCAL:c.547+5G>A

RNAP-101 - MLHI1:c.588+5G>C RNAP-104 - MUTYH:c.1434+2C>T
RNAP-02 -. PALB2:dup exon 11 RNAP-106 — MUTYH:c.934-2A>G
RNAP-03 . BRCAZ2:c.156_157insAlu RNAP-05 . BRCAZ2:c.7618-10T=G
RNAP-09 - MSHZ2:delegdo UTR +

PIPP DEL parcial exon 1

RNAP-09.2 . MSH2:dele¢do UTR
+ DEL parcial exon 1
RNAP-124 . BRCAL:c.4096+1G>A

vus

Sequenciados

|
: ,

14 variantes 15 variantes
PIPP vus
(14 pacientes) (18 pacientes)

Fonte: autoria prépria.



Tabela 6 - Variantes adicionadas extra-pipeline
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Preditores de Splicing
dbscSNV MaxEntScan SpliceAl
Pre
Pred | Pred | Pred |d_D
Dist. N° de Ada |Rf DS | DS | DS |S_
Gene HGVS c. p. éxon ACMG |Pac. | Tipos de tumor Score |Score |Alt. |Ref. |Dif. | AG| AL | DG |DL
MLH1 €.588+5G>C na 5nt PP 1 | Cancer colorretal 099| 089]4,33| 10| 5,39| 0,00| 0,00| 0,00 0,89
NC_000016.9:9.(?_2362531
5)_(23625422_?)dup,
PALB2 referenciado como dup E11 |na na P 1| Cancer de mama () Gl GO GO GO O O O &
3 BRCA2 |c.156_157insAlu na 87 nt P 1 | Céncer de mama (-) GOl O O O O O O] 6
4 BRCA1 | c.547+5G>A na 5nt VUS 1 | Cancer de mama 0,99| 0,84| 4,20|9,08| 4,89| 0,00| 0,00| 0,10 0,25
5 Adenocarcinoma - -
MUTYH | c.1434+2C>T na 2nt VUS 1 | gastrico (-) (-)| 7,52] 0,23| 7,75| 0,00| 0,00 | 0,00| 0,00
6 Adenocarcinoma -
MUTYH | c.934-2A>G na 2nt VUS 10 | de Sigmadide 0,99| 0,78|0,48| 7,48| 7,95| 0,49| 0,95| 0,00 | 0,00
BRCA2 |c.7618-10T>G na 10 nt VUS 1 | Cancer de mama 0,99| 098] 0,88|7,11| 6,23| 0,96| 0,93| 0.00|0.00
MSH2 c.Del UTR + Del parcial E1 | na na VUS 2 | Céancer colorretal () G O GO GO O O O &
BRCA1 |c.4096+1G>A na 1nt VUS 1 | Cancer de mama 0,99| 098] 254|564 8,18| 0,00| 0,00| 0,01 0,24

Fonte: Elaboracéo dos autores.
Legenda: HGVS c.: nomenclatura de variantes segundo o Human Genome Variation Society; p.: proteina; ACMG: classificacdo de variantes segundo os critérios do American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG); nt: nucleotideos; na: N&o se aplica; Dist. éxon: Distancia do éxon; Pac.: pacientes; Alt.: alteracdo; Ref.: referéncia; Dif.:
diferenga; Pred_DS_AG: delta score predito de ganho de sitio aceptor; Pred_DS_AL: score predito de perda de sitio aceptor; Pred_DS_DG: score predito de ganho de sitio
doador; Pred_DS_DL.: score predito de perda de sitio doador; VUS: Variante de significado incerto.
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5.3.1. Selecdo de pacientes para o grupo controle positivo

Foram identificados 32 pacientes que possuiam 26 variantes P/PP spliceogénicas unicas
(Figura 18). Além desses pacientes, foram adicionados mais dois que possuiam variantes P ndo
passiveis de serem avaliadas pelos preditores de splice (RNAP-02 e RNAP-03), por serem
alteracdes de grandes alteracGes/insercdes. Os preditores utilizados tém como limitacédo avaliar
com maior rigor variantes de substituicdo de base Unica que estdo proximas da regido canonica
de splicing, logo variantes com grandes inser¢fes/delecdes ndo geram nenhum escore, pois a
ferramenta ndo é capaz de analisar seu devido impacto. A paciente RNAP-02 apresenta uma
variante de duplicacdo do éxon 11 no gene PALB2 e uma variante missense no mesmo gene
(c.3350G>A, p.Argl17Lys) localizada no altimo nucleotideo do éxon 12, classificada como P
pelo ClinGen expert group por seu efeito em splicing, que leva a um salto do E12 out-of-frame
(apesar de ndo ter sido predita de causar danos no splicing em nenhum preditor utilizado nesse
estudo). A paciente RNAP-03 apresenta uma variante de insercdo de um elemento transponivel
Alu no gene BRCA2, e tinha entrado para o estudo por conter a variante VUS
RAD51C:c.571+4A>G.

Ainda foi adicionado o paciente RNAP-101, com a variante patogénica MLH1
€.588+5G>C, a qual ja foi validada por técnicas de NGS e Sanger como tendo impacto em
splicing causando o salto total do éxon 7, e por isso essa amostra entrou diretamente em nosso
controle positivo, dessa forma alcangou-se 35 pacientes ao total.

Dos 35 individuos elegiveis para essa etapa foi dada preferéncia para 11 que ja possuiam
material disponivel em biobanco (RNAP-101, RNAP-107, RNAP-111, RNAP-112, RNAP-
113, RNAP-116, RNAP-117, RNAP-118, RNAP-120, RNAP-121 e RNAP-122). Trés
pacientes que ndo possuiam tecido disponivel no biobanco foram recrutados prospectivamente
(RNAP-01, RNAP-02 e RNAP-03). Todos estes 14 pacientes entraram para etapa de validacao

técnica no sequenciamento de RNA alvo, os quais estdo descritos na Tabela 7.

5.3.2. Selegdo de pacientes para o grupo com VUS possiveis modificadoras de splice
Foram identificados 67 pacientes que possuiam 44 variantes VUS previstas de impactar
splice (Figura 18). A esse grupo adicionou-se mais sete pacientes, com 6 VUS Unicas: 0s
pacientes RNAP-103, RNAP-104 e RNAP-106, os quais ja tinham sido identificados com
variantes preditas spliceogénicas em estudos anteriores, e os pacientes RNAP-05, RNAP-124,
RNAP-09 e RNAP-09.2 entraram de forma prospectiva através dos exames de rotina do LDG
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ou de laboratério externo. O paciente RNAP-09 é o probando e sua mée é a paciente RNAP-
09.2, os quais possuem a mesma variante complexa que causa a dele¢do da regido 5’ UTR e
uma delecdo parcial do éxon 1 no gene MSH2, porém com impacto no gene ainda

indeterminado. Ao final, alcangamos um total de 74 pacientes elegiveis com 49 VUS Unicas.

Desse grupo foram recrutados um total de 18 pacientes para validacdo clinica no
sequenciamento de RNA alvo, em que 11 ja tinham material disponivel em biobanco (RNAP-
103, RNAP-104, RNAP-105, RNAP-106, RNAP-108, RNAP-109, RNAP-110, RNAP-114,
RNAP-115, RNAP-123 e RNAP-124) e 7 foram recrutados prospectivamente (RNAP-03,
RNAP-04, RNAP-05, RNAP-06, RNAP-07, RNAP-09 e RNAP-09.2). Estes pacientes estdo

descritos na Tabela 7.

5.4. Sequenciamento alvo de RNA (RNA-cap)

Realizou-se o sequenciamento de RNA-cap com 50 pacientes (14 com variantes P/PP,
18 com VUS — sendo que um paciente apresentou uma variante P e uma VUS - e 19 controles).
A Tabela 7 contém a relacdo dos pacientes e seus dados clinicos e moleculares (sexo, idade ao

diagndstico, suas respectivas variantes e qual tecido foi avaliado).
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(continua)
Idade | Outros tumores primarios Tecido
Paciente Tumor Sexo |nodx |(idade) HF? | Gene Variante ACMG |avaliado
RNAP-01 Céncer de mama F 47 | Ndo Sim |CHEK2 |c.846+4 846+7delAGTA LP Leucdcitos
NC _000016.9:9.(?_23625315) (
23625422 ?)dup — dup E11 P
RNAP-02 Cancer de mama F 40 | Nao Sim | PALB2 €.3350G>A P Leucocitos
BRCA2 €.156_157insAlu P
RNAP-03 Cancer de mama F 61 | Ndo Sim |RAD51C |c.571+4A>G VUS Leucdcitos
Adenocarcinoma ductal
RNAP-04 Cancer de mama F 57 | pancreético (61) Sim |RAD51D |c.80C>A VUS Leucocitos
RNAP-05 Céncer de mama F 45 | N&do (-) |BRCA2 €.7618-10T>G VUS Leucdcitos
Ca pele: Carcinoma de
células escamosas bem
diferenciado e Carcinoma
RNAP-06 Cancer de Prostata M 73 | basocelular (73) Sim |ATM C.7273G>A VUS Leucocitos
Adenocarcinoma reto distal
RNAP-07 Cancer de Endométrio F 76 | (61) Sim | TP53 c.114A>G VUS Leucdcitos
Delecdo UTR + DEL parcial
RNAP-09 Cancer colorretal M 31| Nao Sim | MSH2 exon 1 VUS Leucocitos
Delecdo UTR + DEL parcial
RNAP-09.2 | Céancer colorretal F 61| Néo Sim | MSH2 exon 1 VUS Leucdcitos
Cancer endométrio (47) Retossigmai
RNAP-101 Cancer colorretal F 36 | Carcinoma basocelular (58) | (-) MLH1 €.588+5G>C PP de normal
Mama
RNAP-103 Céncer de mama F 69 | Nao Sim | BRCAl C.547+5G>A VUS normal

Fonte: Elaboracdo dos autores.
Idade no dx - idade no diagndstico; HF- histérico familiar; (-): ndo informado.



88

Tabela 7 - Pacientes que foram sequenciados com suas respectivas variantes e informacdes pessoais
(continuagao)

Idade | Qutros tumores primarios Tecido
Paciente Tumor Sexo |nodx |(idade) HF? | Gene Variante ACMG |avaliado
Estdmago
RNAP-104 Adenocarcinoma gastrico | M 42 | Ndo (-) MUTYH | c.1434+2C>T VUS normal
RNAP-105 Cancer colorretal F 48 | N&o descrito () MUTYH | c.934-2A>G VUS Reto normal
Né&o Metéstase de
dispon CCRem
RNAP-106 Cancer colorretal F ivel | Ndo Sim | MUTYH |c.934-2A>G VUS figado
RNAP-107 Cancer colorretal M 37 | Nao Sim | MSH2 €.942+3A>T P Tumor CCR
Néo
dispon Tireoide
RNAP-108 Cancer de Tireoide F ivel | Ndo (-) CHEK2 |c.320-5T>A VUS normal
Juncéo
retossigmoid
RNAP-109 Cancer colorretal F 49 | Néo descrito Sim |CHEK2 |c.320-5T>A VUS e
RNAP-110 Cancer colorretal F 47| Nao () NBN €.2071-4A>G VUS Reto normal
Apéndice
RNAP-111 Cancer colorretal M 28 | Nao Sim | RAD51C |c.905-2 905-1delAG P normal
Estdmago
RNAP-112 Cancer gastrico M 46 | Ndo descrito Sim | MLH1 C.677G>A P normal
Célon
RNAP-113 Cancer colorretal F 36 | Né&o descrito () MLH1 €.116+5G>C P normal
SMARCA Célon
RNAP-114 Cancer colorretal F 33| Néo () 4 €.859+5G>A VUS normal
Mama
RNAP-115 Céncer de mama F 52 | Nao Sim | MLH1 €.790C>G VUS normal
Retossigmoi
RNAP-116 Cancer colorretal M 50 | N&do () MUTYH | c.933+3A>C LP de normal

Fonte: Elaboracdo dos autores.
Idade no dx - idade no diagndstico; HF- histérico familiar; (-): ndo informado.
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(concluséo)

Idade | Outros tumores primarios Tecido

Paciente Tumor Sexo |nodx |(idade) HF? | Gene Variante ACMG |avaliado
Ovario
RNAP-117 Cancer de mama F 43 | Néo descrito (-) BRCA1 C.547+2T>A P normal
Mama
RNAP-118 Cancer de mama F 41| Ndo Sim | BRCAl €.213-11T>G PP normal

Baco - tumor

RNAP-120 Cancer de ovario F 68 | Ndo Sim | BRCA1l €.5074+2T>C P primério
Mama
RNAP-121 Céncer de mama F 62 | Ndo Sim |ATM €.2921+1G>A P normal
Mama
RNAP-122 Céncer de mama F 33| Nao Sim |BRCAlL €.5153-2A>C P normal
Mama
RNAP-123 Céncer de mama F 49| Nao Ndo |CHEK2 €.320-5T>A VUS normal
Adenoma tubular com Mama
RNAP-124 Céncer de mama F 34 | displasia de baixo grau (46) | (-) BRCA1 €.4096+1G>A VUS normal

Fonte: Elaboracdo dos autores.
Idade no dx - idade no diagndstico; HF- histérico familiar; (-): ndo informado.
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5.4.1. Construcéo da Biblioteca de cDNA por captura
O rendimento meédio das bibliotecas de cDNA foi de 68 ng/uL em 20 uL finais e gerou
fragmentos com tamanhos aproximados de 300-400 pb estando de acordo com o esperado pelas

especificacOes do kit (Figura 23).

Figura 23 - Perfil das bibliotecas de transcriptoma total com amostras representativas de cada

um dos lotes de experimentos realizados
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Fonte: Autoria propria.
Legenda: (a) RNAP-112 com tamanho de fragmento mais frequente de 353 pb, (b) RNAP-114 com 335 pb, e (c)
RNAP-121 com 334 pb, (d) RNAP-06 com 331 pb.

O rendimento final médio das capturas foi de 2,5 ng/uL. A Figura 24 descreve o perfil
da biblioteca de captura obtido a partir do Bioanalyzer, apresentando o enriquecimento de
fragmentos entre 300 e 400 pb.

Foram feitas 4 rodadas de experimentos, que compreendeu a construgéo de biblioteca
por captura e sequenciamento. Foi obtido um enriquecimento médio de 33% para as regides
alvo, e a média de cobertura por base >50X foi de 96,25%. Informacgdes gerais do
sequenciamento como input, RIN, rendimento do sequenciamento, enriquecimento e % de
rRNA nas amostras estdo descritos na Tabela 8.

Em relacdo a presenca de RNA ribossomal (rRNA) nas amostras, a média foi 10,59%
de leituras totais mapeadas no rRNA, sendo que no Ultimo sequenciamento quase todas as

amostras tiveram mapeamento maior que 9%. Nos sequenciamentos anteriores apenas quatro
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amostras tiveram mais que 10% de leituras mapeadas no rRNA. Todas essas informacdes de

métricas de qualidade por amostra e lote de experimentos podem ser visualizadas na Tabela 8.

Figura 24 - Perfil das trés capturas de cDNA realizadas
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Fonte: Autoria prépria.
Legenda: (a) captura 1, (b) captura 2, (c) captura 3 e (d) captura 4.

Tabela 8 - InformacGes e métricas gerais do sequenciamento

(continua)
. Input N° total reads | Enriquecimento Méd. Cob. rRNA

Amostra Tipo RNA RIN mapeadas (%) cobertura ?&2; (%) Lote
CTRL_100 | Leucocito 500| 8,6 12665444 31,0 8292 95,2 2,8% 1
CTRL_102 | Leucocito 300| 8,2 19966565 33,0 13795 95,9 1,8% 1
CTRL_103 Leucocito 500| 8,2 26571451 38,0 21013 97,2 1,1% 1
CTRL_104 | Leucécito 300 (-) 21187382 34,0 15136 956| 1,5% 1
RNAP-03 Leucocito 300| 44 3155721 43,0 2865 99,9 0,7% 1
RNAP-105 Tecido 5001 7,1 7254688 30,0 4497 97,1 4,8% 1
RNAP-108 Tecido 300 8 13225622 33,0 9049 97,1 1,8% 1
RNAP-109 Tecido 500 6 15308959 32,0 10305 97,5 1,4% 1
RNAP-110 | Tecido 300| 4,6 9347800 37,0 7199 96,5 2,6% 1
RNAP-111 Tecido 500 9,5 7519640 26,00 4123 95,3 3,7% 1

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Legenda: Em vermelho amostras que tiveram RIN<4, cobertura 50X< 85%, ou mais que 10% de rRNA mapeadas

no sequenciamento.
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(continuagéo)

s | o | | |1 i Met | S| S L
RNAP-112 Tecido 500 3,7 1850247 30,0 1234 89,5 9,8% 1
RNAP-113 Tecido 300 3,2 5593648 38,0 4413 98,6 5,3% 1
CTRL _105 Leucécito 300 10 16762374 40,0 14132 96,3 1,7% 2
CTRL_106 Leuc6cito 300 10 16567277 42,0 14711 95,6 1,7% 2
RNAP-106 Tecido 300 8,8 26149010 36,0 20053 96,4 1,9% 2
RNAP-107 Tecido 300 95 8096094 25,0 4208 98,7 2,3% 2
RNAP-114 Tecido 300 3,5 10499287 36,0 7899 97 2,3% 2
RNAP-115 Tecido 300| 64 12469085 35,0 9223 99,5 2,0% 2
RNAP-116 Tecido 300 3,1 5636018 40,0 4700 99,1 5,1% 2
RNAP-117 Tecido 300 7,6 12099583 24,0 6150 97,6 1,8% 2
RNAP-118 Tecido 300| 5,7 6999898 39,0 5657 99,3 4,9% 2
CTRL_107 Leucocito 300 95 9607407 34,0 6871 93,6 6,8% 3
CTRL_108 Leuc6cito 300 95 12033317 36,0 9239 94,4 4,7% 3
CTRL_109 Leuc6cito 300| 9,6 15784429 36,0 11829 96,6 4,6% 3
CTRL_110 Leucocito 300 8,6 28003711 37,0 21710 97,4 3,0% 3
CTRL_111 Leucocito 300 7,1 8439275 33,0 6159 91,7 12,2% 3
CTRL_112 Leucdcito 300 8 13582424 35,0 10127 99,5 6,9% 3
RNAP-01 Leucocito 300 7,9 6346729 32,0 4278 94,8 11,2% 3
RNAP-02 Leucdcito 300 7 5348297 33,0 3730 95,2 12,5% 3
RNAP-04 Leucocito 300 6,7 10601314 35,0 7881 98,4 7,6% 3
RNAP-101 Tecido 300| 5,3 19984893 31,0 12835 99,2 2,6% 3
RNAP-103 Tecido 300 9 16741383 29,0 10277 99,2 5,2% 3
RNAP-104 Tecido 300| 6,5 4700425 28,0 2780 94,6 18,6% 3
RNAP-120 Tecido 300 7,6 4462588 40,0 3701 99,7 4,1% 3
RNAP-121 Tecido 300| 7.8 8542160 28,0 4943 97,4 9,5% 3
RNAP-122 Tecido 300| 8,2 11142137 29,0 6714 98,8 6,6% 3
RNAP-123 Tecido 300 54 13782042 30,0 8620 99,7 6,5% 3
CTRL_113 Leucocito 300| 6,5 16298577 34,0 11772 95,4 31,6% 4
CTRL 114 Leucocito 300 9,5 23847006 32,0 16303 96,9 22,2% 4
CTRL_115 Leucdcito 300 9,3 24684687 32,0 16923 96,6 | 22,4% 4
CTRL_116 Leucocito 300 9,1 15801938 34,0 11308 94,8 23,5% 4
CTRL_117 Leucdcito 300 8,8 51929617 37,0 40206 97,6 9,6% 4
CTRL_118 Leucocito 300| 6,6 42688283 35,0 31267 98,5 11,5% 4
CTRL_119 Leucdcito 300 8 31808644 33,0 22161 97,5| 19,9% 4
RNAP-05 Leucocito 300 7,6 16325566 33,0 11398 97,4 24,0% 4
RNAP-06 Leucocito 300| 5,6 10533611 31,0 7256 82,4 31,9% 4

Fonte: Elaboracdo dos autores.
Legenda: Em vermelho amostras que tiveram RIN<4, cobertura 50X< 85%, ou mais que 10% de rRNA mapeadas
no sequenciamento.
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RNAP-07 Leuc6cito 300| 34 7359821 29,0 4825 77,8 44,3% 4
RNAP-09 Leucécito 300 6,3 10639413 31,0 7112 94,3| 37,9% 4
RNAP-09.2 Leucdcito 300| 54 12280825 31,0 8212 95,8 33,5% 4
RNAP-124 Tecido 300| 8,9 25763928 27,0 14732 99,5 21,8% 4
MEDIA 14705931,33 33,4 10447 96,3 10,6%

5.4.2. Expressdo génica entre casos e controles

Os resultados obtidos em relacdo a expressdo dos 27 genes nos leucdcitos e tecido
normal adjacente ao tumor sdo ilustrados na Figura 25. Nota-se 0 mesmo padrdo de expressao
encontrado pela plataforma GTEX, em que o tecido sanguineo e o tecido normal adjacente
apresentam algumas diferencas esperadas como na expressao dos genes CDH1 e EPCAM, uma
vez que ambos codificam moléculas de adesdo/contato célula-célula e sdo mais expressos em
células epiteliais, por isso sdo mais expressos no tecido se comparado com o0s leucocitos.
Embora nos pacientes prospectivos, que foi feita a extracdo do RNA a partir de leucdcitos
(RNAP-01, RNAP-02, RNAP-03, RNAP-04, RNAP-05, RNAP-06, RNAP-07, RNAP-08,
RNAP-09 e RNAP-09.2), a expressdo desses dois genes estivesse um pouco mais alta em
comparagdo com os controles negativos, a expressdo estava mais baixa em relacdo as amostras
de tecidos normais adjacentes, com excecao dos pacientes RNAP-121 e RNAP-117 (ambos
tecidos mama). Por ultimo, vale destacar que nenhum paciente sequenciado possuia variantes
em nenhum desses dois genes, fato que ndo atrapalhou nas anélises posteriores. Alguns outros
genes também apresentam variagdes em niveis de expressdo entre as amostras, porém, como
avaliado pelo dado de cobertura, foi possivel obter com sequenciamento RNA-cap uma

cobertura adequada (pelo menos 50X em 85% da regido alvo) para a maioria das amostras.
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Figura 25 - Heatmap da expressdo dos 27 genes de estudo no sequenciamento de RNA-cap

entre amostras de tecido normal adjacente do tumor e leucdcitos
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Fonte: Autoria propria.
Legenda: Heatmap de individuos controles e pacientes. Os valores de expressdo génica representados estdo em
escala logaritmica de transcritos por milhdo (TPM).

5.5. Analises de dados

Nessa etapa, as trés ferramentas (rMATS, LeafCutterMD e FRASER?2) foram testadas
com os 14 pacientes controles positivos (com 14 variantes P/PP) e os 217 controles negativos
(19 internos e 198 externos) para o melhor entendimento dos resultados de saida de cada
ferramenta em si, assim como para estabelecermos pontos de corte de significancia e
identificarmos limitacGes (validacdo técnica). Apds essa etapa analisamos as amostras dos
pacientes com as VUS (validagdo clinica). Para cada paciente reuniu-se as informacdes
referentes a cada variante, como: localizacao, erro de splice (qual o impacto no transcrito de
RNA e na proteina), abrangéncia de algum dominio proteico relevante, desbalango alélico e
descri¢es no ClinVar por laboratérios clinicos de referéncia que realizaram teste de RNA

(Invitae e Ambry Genetics).
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5.5.1. Comparacdo das ferramentas de analise de splice em controles positivos

A ferramenta que mais detectou eventos de splice nas amostras com variantes
sabidamente spliceogénicas foi o rMATS (11 eventos), seguido pelo LeafCutterMD (7 eventos)
e FRASER2 (7 eventos). Observamos que as ferramentas apresentaram pouca concordancia
entre si, visto que apenas 4/14 variantes P/PP analisadas apresentaram o mesmo evento de splice
nas trés ferramentas (a variante BRCAL: c.547+2T>A apresentou 0 evento de salto do E7 no
rMATS e FRASER2, porém diferente no LeafCutterMD identificando salto do E8 e E9), 6/14
variantes tiveram o mesmo evento capturado por duas ferramentas (3 eventos identificados pelo
rMATS e LeafCutterMD e 3 eventos pelo rMATS e FRASER?2), a variante MLH1:¢.677G>A
apresentou evento de splice discordante entre rMATS e FRASER2. Para 3 variantes nao foi
encontrado nenhum efeito de splice significativo em nenhuma ferramenta. Todas essas
informacdes estdo resumidas e podem ser visualizadas no diagrama de Venn (Figura 26). O
detalhamento dos eventos esperados e identificados com cada ferramenta sdo apresentados no
item 5.5.2e5.5.3.

A ferramenta rMATS foi a mais completa para a analise de splice, pois ela tem como
vantagem a possibilidade de observar véarios eventos de splicing que podem acontecer ao
mesmo tempo proximo da variante, além de poder acrescentar como input um nimero grande
de controles contra uma Unica amostra do paciente ou réplicas bioldgicas. Com ela é possivel
entender com exatiddo quais os éxons envolvidos nos eventos, pois nas tabelas de resultados
tem suas as coordenadas iniciais-finais, também pode-se visualizar a cobertura de quantas
leituras incluiram e excluiram o evento de splice para o grupo de controles e o paciente, além
do valor do PSI e a diferenca entre os grupos. Em relacdo as limitacdes, podemos destacar a
dificuldade de observar onde os eventos de splice estdo acontecendo, pois nas tabelas de saida
sO aparecem as coordenadas gendmicas de onde comeca e termina cada éxon, por isso foi
necessario a cada analise utilizar o Genome Browser UCSC (disponivel online em
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) para conseguir localizar os éxons e introns
envolvidos nos eventos para melhor interpretacdo. Diferentes IDs de eventos serdo criados se
as posicdes iniciais-finais de cada éxon envolvido no evento se diferenciarem um pouco, devido

as quebras das leituras do sequenciamento, gerando varios eventos muito semelhantes entre si.

O LeafCutterMD gera como arquivo final uma tabela com a descri¢do de cada evento
em uma linha contendo suas posi¢Ges gendmicas (0 cromossomo e coordenadas da excisao de
introns com as jungdes), e cada coluna representa um paciente e seu valor de p para aquele

evento. Quando o p valor € <= 0,05 aquela exciséo € significativa para o paciente comparado
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com todas outras amostras. Filtramos a coluna do paciente para esse valor, e se 0 evento
referente a variante era significativo no paciente, também verificamos se algum controle
também apresentava o valor <= 0,05. A desvantagem é que a tabela s6 apresenta os valores de
p, sem nenhuma outra informacdo sobre o evento de splice, juncdo, nimero de reads que
incluiram ou ndo aquela juncao.

O resultado gerado pelo DROP com a ferramenta FRASER2 é uma tabela j& filtrada
para os eventos significativos, com as métricas de PSI, pValue, colunas que descrevem o
potencial impacto de splice e a probabilidade de causar uma alteracdo Frameshift. Para rodar a
ferramenta através do pipeline DROP é possivel ajustar diversos parametros para personalizar
os filtros de variantes significativas, porém mesmo realizando tentativas de ajustar diversos
parametros, ndo identificamos eventos adicionais.

Alguns pontos negativos que podemos destacar entre as trés ferramentas é que eventos
de retencdo ou salto parcial de éxon ou intron sdo dificeis de serem detectados nas trés
ferramentas, assim como também eventos que acontecem em regides que tem pouca cobertura

(poucas leituras).
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Figura 26 - Resumo das variantes P/PP que foram identificados eventos de splice significativos

entre as trés ferramentas

rMATS LeafCutterMD

PALBZ:c.dupE1l
MLH1:c.588+45G>C

MLH1:c.116+5G>C
BRCAZ1:c.5153-2A>C

CHEK2:c.846+4_846+7del
MSH2:¢.942+3A>T
RADS51C:c.905-2_905-1delAG

BRCA1:c.547+2T>A*
MLHI1:c.677G>A*

BRCA1:c.5074+2T>C

ATM:c.2921+1G>A

FRASER BRCA2:c.156 157ins151

MUTYH:c.933+3A>C

BRCAI1:c.213-11T>G

Fonte: Autoria propria.

Legenda: Visdo geral do desempenho de detec¢lo de variantes spliceogénicas pelas trés ferramentas. As trés
variantes para as quais ndo foi encontrado nenhum evento de splice significativo estdo descritas fora dos circulos.
*Variantes em que o evento de Splice encontrado néo foi exatamente o mesmo entre as ferramentas.

5.5.2. Resultados — grupo controle positivo

De forma geral, dos 14 pacientes com 14 variantes P/PP ja conhecidas de serem
spliceogénicas, foram encontrados eventos significativos de splice em 11 variantes, e apenas
para 3 variantes ndo foi encontrado nenhum efeito de splice por nenhuma das ferramentas. O
tipo de evento mais encontrado foi salto de éxon (SE) em 10 variantes, sendo 2 variantes com
evento SE in-frame (quando a janela de leitura de traducdo ndo é alterada perdendo alguns
aminoéacidos da cadeia de polipeptideos) e 8 variantes com evento SE out-of-frame (quando a
janela de leitura de traducéo € alterada causando na maioria dos casos na formagéo de um codon
de parada prematuro e uma proteina incompleta). Apenas foi encontrado um evento de uso
alternativo do sitio 5 de splice. Os resultados detalhados estdo descritos na Tabela 9 e serdo

discutidos com detalhes a seguir.



Tabela 9 - Resultados preditos versus obtidos a partir das variantes P/PP
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(continua)

Predicdo do A . .
_ _ ] ] spliceAl normalidade de splicing Ferra_lmentas que
Paciente Gene Variante (c.); éxon (E) ou intron (1) " . | observada. identificaram o
(tipo|Ascore| posi¢ao -
Nomenclatura HGVS . e p. splicing aberrante
no RNA)
RNAP-01 CHEK2 €.846+4_846+7del; (17) DL |0,98 |5 Salto do E7 in-frame, perdendo 18 |rMATS,
aa no dominio Serina- LeafcutterMD e
treonina/tirosina quinase. FRASER2
r.793_846del,
p.(Asp265_His282del)
RNAP-02 PALB2 NC_000016.9:9.(?_23625315)_(23625422_?)dup. Sem predicédo Salto do E11 e E12 in-frame rMATS;
Referenciado como dup E11. perdendo 79 aa do dominio WD40 | LeafCutterMD
(Parceiro e localizador do dominio
BRCAZ2), r.3115_3351del e
p.(Asn1039_Argl117del);
Salto do E12 out-of-frame, ndo
previsto de sofrer NMD, perdendo o
dominio WDA40. r.3203_3351del e
p.(Gly1068Valfs*5).
PALB2 €.3350G>A (E12) DL|0,14|0
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(continuagéo)

Predicao do lidade de solici F
_ _ » ) SpliceAl Anormalidade de splicing Ferramentas que
Paciente Gene Variante (c.); éxon (E) ou intron (I) - . | observada. identificaram o
(tipo|Ascore| posi¢ao -
Nomenclatura HGVS . e p. splicing aberrante
no RNA)
RNAP-03 BRCA2 €.156_157insAlu (E3) Sem predigdo Salto do E3 in-frame perdendo 83 | Nenhuma.
aa do dominio de ativagdo Identificado por
transcricional. inspecéo visual do
r.68 316del e Bioanalyzer.
p.(Asp23_LeulO5del).
RNAP-101 | MLH1 €.588+5G>C (17) DL|0,89|-5 Salto do E6 out-of-frame, previsto | rMATS,
de sofrer NMD. r.456_547del, LeafcutterMD
p.(Glul53Phefs*8)
RNAP-107 | MSH2 €.942+3A>T (I5) DL|0,49]|-3 Salto do E5 in-frame, perdendo 49 | rMATS,
aa do dominio MutS_Il e MutS_lII. | LeafcutterMD e
r.794 943del, FRASER2
p.(Val265_GIn314del)
RNAP-111 |RAD51C |c.905-2_905-1delAG (16) AL|0,91|3 Salto do E7 out-of-frame, previsto | rMATS,
de sofrer NMD. r.906_966del, LeafcutterMD e
p.(Glu303Trpfs*41) FRASER2
RNAP-112 | MLH1 c.677G>A (E8) DL |0,44|0; Salto do E8 out-of-frame, afetando | rMATS
DG|0,29|-4 0 dominio DNA mismatch repair e
resultando em PTC, previsto de
sofrer NMD. r.589_677del,
p.(GIn197Argfs*8)
RNAP-113 | MLH1 €.116+5G>C (11) DL |0,74|-5 Uso alternativo do sitio 5' splicea | rMATS,
231 pb depois do E1 utilizado LeafcutterMD
menos pelo paciente.
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Tabela 9 - Resultados preditos versus obtidos a partir das variantes P/PP
(continuagéo)

Predicdo do . .

_ _ » ) SpliceAl Anormalidade de splicing Ferra_\mentas que
Paciente Gene Variante (c.); éxon (E) ou intron (I) - . | observada. identificaram o

(tipo|Ascore| posi¢ao -
Nomenclatura HGVS . e p. splicing aberrante

no RNA)

RNAP-116 | MUTYH €.933+3A>C (110) DL |0,96 |3 Sem eventos significativos Nenhuma
identificados

RNAP-117 |BRCAl C.547+2T>A (I7) DL |0,99 |2 Salto do E7 out-of-frame, previsto | rMATS e FRASER2
de sofrer NMD. r.442_547del,
p.(GIn148Aspfs*51)

RNAP-118 |BRCAl €.213-11T>G (14) AL |0,71|-11; AG| |Retencdo de 59 pb na extremidade | Nenhuma.

0,20 |48 5'do exon 4, resultando em PTC e | Identificado por
previsto de sofrer NMD. inspecdo visual do
r.212_213ins 213-1_213-59. BAM no IGV.
p.(Arg71Serfs*11).

RNAP-120 |BRCA1 €.5074+2T>C (116) DL|0,74|2 Salto do E16 out-of-frame, afetando | rMATS, FRASER2
0 dominio BRCT e resultando em
PTC e previsto de sofrer NMD.
r.4992_5079del,
p.(Val1665Serfs*8).
RNAP-121 |ATM €.2921+1G>A (119) DL|0,91|-1 Salto do E19 out-of-frame, afetando | rMATS, FRASER2
o dominio serina-treonina quinase,
resultando em PTC e previsto de
sofrer NMD. r.2839_2921del,
p.(Tyr947GInfs*9).
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Tabela 9 - Resultados preditos versus obtidos a partir das variantes P/PP
(concluséo)

Predicdo do . .
: Anormalidade de splicing Ferramentas que
. . L . SpliceAl . e

Paciente Gene Variante (c.); éxon (E) ou intron (1) - . | observada. identificaram o

(tipo|Ascore| posi¢ao -
Nomenclatura HGVS . e p. splicing aberrante

no RNA)

RNAP-122 |BRCAl €.5153-2A>C (117) AL |0,99 | -2; Salto do E18 out-of-frame, afetando | rMATS
AG|0,21|-13 dominio BRCT, resultando em PTC

e previsto de sofrer NMD.
r.5153_5193del,
p.(Trpl718Serfs*2).

Fonte: Elaboracéo dos autores.
Legenda: DL - perda do sitio doador (Donor Loss); DG — ganho de um sitio doador (Donor Gain); AL- perda do sitio aceptor (Aceptor Loss); AG — ganho de um sitio aceptor
(Aceptor Gain); PTC — cddon de parada prematuro; NMD — nonsense mediated decay.

O resumo dos resultados da analise do rMATS pode ser visualizado na Tabela 10, no grafico de boxplots (Figura 27) e no gréafico de

sashimi plots (Figura 28), referente a cada evento, 0s quais serdo discutidos a seguir.
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Tabela 10 - Resumo dos resultados gerados no rMATS para pacientes com variantes que apresentaram eventos de splice significativos

Paciente Variante Evento splice Pvalue FDR PSI Ctrl (média) PSI Caso Dif. PSI Predicdo Splice
RNAP-01 CHEK?2: ¢.846+4 846+7del SE (E7) 0 0 1,0-1,0 (1,0) 0,491 0,509 SpAl

RNAP-02 PALB2 dup E11 SE(11e12) 0,01 0,047 0,548-1,0 (0,86) 1,0 -0,138 Sem predicdo
RNAP-101 MLH1: ¢.588+5G>C RI (17) 0 0 0,009-0,347 (0,10) 0,237 -0,134 AdRf, MES, SpAl
RNAP-107 MSH2: ¢.942+3A>T SE (E5) 0 0 0,76 - 1,0 (0,95) 0,348 0,605 AdRf, MES, SpAl
RNAP-111 ~ RAD51C: €.905-2_905-1delAG SE (E7) 0 0 0,626 — 1,0 (0,96) 0,384 0,578 SpAl

RNAP-112 MLH1:c.677G>A SE (E8) 0 0 1,0-1,0(1,0) 0,715 0,285 AdRf, MES
RNAP-113 MLH1: ¢.116+5G>C A5SS (E1) 0 0 0,004-1,0 (0,33) 0,056 0,278 AdRf, MES, SpAl
RNAP-117 MUTYH: ¢.933+3A>C SE (E7) 0 0 1,0-1,0(1,0) 0,532 0,468 AdRf, MES, SpAl
RNAP-120 BRCA1: ¢.5074+2T>C SE (E16) 0 0 0,822-1,0 (1,0) 0,277 0,719 AdRf, MES, SpAl
RNAP-121  ATM: €.2921+1G>A SE (E19) 0 0 0,819 -1,0(0,98) 0,374 0,609 AdRf, MES, SpAl
RNAP-122 BRCA1: €.5153-2A>C SE (E18) 0 0 1,0-1,0(1,0) 0,725 0,275 AdRf, MES, SpAl

Fonte: Elaboracdo dos autores.
Legenda: Preditores de splice - Ada e Rf score (AdRf), MaxEntScan (MES) e SpliceAl (SpAl). E: éxon; SE: salto de éxon; A5SS: uso alternativo do sitio 5” de splice; RI:
retencdo de intron.
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Foi visto que, nos eventos SE significativos de splice a diferenca de PSI entre controles
e pacientes teve como média ~0,4 (40%), e que eventos nos quais essa diferenca € >= 10%,

devem ser levados em consideracdo para uma analise mais profunda do evento de splice.

Figura 27 - Boxplots com a distribuicdo do PSI dos controles contra os valores do PSI dos

pacientes com variantes P/PP
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Fonte: Autoria propria.

Legenda: Os boxplots em cinza mostram o intervalo da distribuicdo dos valores de PSI dos controles negativos, e
o0s pontos vermelhos em destaque mostram os valores do PSI dos pacientes com cada variante patogénica em
questéo.
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Figura 28 - Sashimi plots dos eventos SE significativos encontrados
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Fonte: Autoria prépria.

Legenda: Os gréaficos de sashimi mostram o salto de éxon que pode ser observado com mais frequéncia e/ou
exclusivamente nos pacientes casos (na cor laranja claro) em comparacdo com individuos controles (na cor
vermelha). No gréfico o CTRL-1 se refere a um individuo controle negativo interno e CRTL-2 a um individuo
controle negativo externo. IncLevel refere-se ao PSI de inclusdo do exon nas amostras avaliadas. a. RNAP-01, b.
RNAP-107, c. RNAP-111, d. RNAP-112, e. RNAP-117, f. RNAP-120, g. RNAP-121, h. RNAP-122.

Os 2 eventos de salto de éxon in-frame foram identificados pelas 3 ferramentas em dois
pacientes. O primeiro com a variante em CHEK?2:c.846+4 846+7del localizada no intron 7
causou o salto in-frame do éxon 7 levando a perda de 18 aminoacidos do dominio tirosina-
quinase. Nos registros do ClinVar a Invitae descreveu que a variante causou o salto apenas do
éxon 7 que é in-frame, e descreveram o salto do éxon 7-8 sendo out-of-frame, no primeiro caso
a janela de leitura é preservada e no segundo caso o transcrito sofre degradacdo via NMD. Essa
paciente ndo possuia nenhuma variante exdnica para analise de desbalanco alélico. O segundo
paciente com a variante em MSH2:¢.942+3A>T localizada no intron 5 causou o salto in-frame
do éxon 5 levando a perda de 49 aminoacidos que fazem parte de um trecho dos dominios
MutS_Il e MutS_III, no qual a Invitae e Ambry Genetics também ja constataram o salto do
éxon 5 e preservacdo da janela de leitura. Esse paciente também néo possuia SNP marcador
para a anélise de desbalanco alélico.

Todos os outros 8 saltos de éxons ocasionam transcritos out-of-frame, gerando cédons
de parada prematuros nos pacientes RNAP-111 (encontrado nas 3 ferramentas), RNAP-02,
RNAP-101, RNAP-117, RNAP-120, RNAP-121 (encontrados em 2 ferramentas), RNAP-112
e RNAP-122 (encontrado em apenas 1 ferramenta). Sete dessas variantes ja foram descritas
pela Ambry e Invitae por anélises de RNA apontando os mesmos achados de formagéo de um

codon de parada prematuro e quase todos os transcritos sofrendo degradacéo via NMD.
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Apenas a variante BRCA1:¢.5153-2A>C do RNAP-122 tem 3 depdsitos no ClinVar,
porém nenhum deles tem descricdo detalhada do efeito de splice da variante e ndo foram
depositados por esses dois laboratdrios de referéncia. Nessa paciente, o evento de SE 18 foi
encontrado apenas pela ferramenta rMATS, quando avaliado contra os controles internos, em
que 100% das leituras apresentaram a incluséo do E18 nos controles, em contraste com 73%
das leituras do paciente, portanto, apresentando o salto do éxon em 27% das leituras. Essa

alteracdo levara a formacéo de um cédon de parada prematuro e é predita de levar a NMD.

Na paciente RNAP-02, com a duplicacdo do E11 no gene PALB2 e a variante
€.3350G>A (p.Argl117Lys), foi encontrado o salto do E11 e E12 pela ferramenta rMATS
(apenas contra com os CTRLs internos), um evento in-frame com a perda de 79 aminoacidos.
Esse evento ocorre em isoformas normais, e a paciente ndo apresentou leituras com essa
isoforma (PSI de inclusdo dos éxons 11 e 12 foi de 1,0 na paciente, e variou de 0,55 a 1,0 nos
controles). Ja na ferramenta LeafCutterMD foi identificado salto apenas do E12 que é out-of-
frame, com cddon de parada ap6s 5 aminoacidos. Nenhuma das ferramentas conseguiu
identificar a presenca de 2 éxons 11 (duplicacdo) no RNA, o que foi comprovado pela analise

direcionada ao transcrito (Figura 29).

Através da andlise direcionada ao transcrito na paciente RNAP-02 (PALB2 dup E11)
identificamos uma banda forte ndo presente nos CTRLsS, que € indicativo de duplicacdo do E11
com o salto do E12, ou seja, ocorre uma ligacao direta do E11 duplicado com o E13 (Figura
29). A confirmacdo da estrutura dessa banda foi realizada por sequenciamento de amplicon e
analise no CLC Genomics. Relembrando que, para todas as imagens de eletroforese capilar, o
transcrito completo ou amplicon esperado esta representado pela sigla FL com uma seta da cor
azul, e o transcrito anormal esperado pelo erro de splicing esta representado com uma seta de
cor vermelha. A nomenclatura do impacto de splice nos transcritos de RNA foi padronizada de

acordo com o que foi descrito no topico 4.6.1.
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Figura 29 - Imagem do gel do Bioanalyzer do paciente RNAP-02 para anlise da variante
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Fonte: Autoria prépria.

Legenda: O paciente estd na primeira canaleta, a seta azul indica o amplicon esperado de 440 pb (FL), e a seta
vermelha indica o amplicon alterado esperado de 379 pb indicativo de duplicacdo do E11 juntamente com salto
do E12, a qual est4 ausente nos controles.

Através da andlise de desbalanco alélico foi possivel identificar se a variante missense
presente no ultimo nucleotideo do E12 (c.3350G>A) estava em cis (N0 mesmo Cromossomo)
com a duplicacdo do E11 ou se estava em trans (em cromossomos distintos). Ao avaliar no
IGV, o alelo alternativo estava expresso em apenas 2% das leituras, enquanto o alelo referéncia
estd com expressdo de 98% (Figura 30), indicando que a duplicagdo e o alelo alternativo da
variante ¢.3350G>A estdo no mesmo cromossomo, Vvisto que pela analise direcionada ao
transcrito o paciente apresenta exclusivamente uma banda de tamanho molecular equivalente a
duplicacdo do E11 sem a presenca do E12 (Figura 29). Dessa forma ocorre o salto do E12
fazendo com que essa variante ndo seja incluida no transcrito maduro. No ClinVar, essa variante
ja tinha sido vista em combinag¢do com a duplicacdo do E11 em pelo menos 4 pacientes sem

Anemia de Falconi (indicando estarem em cis), o que foi confirmado por nossos dados.
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Figura 30 - Anéalise de desbalanco alélico do paciente RNA-02 a partir da variante missense
em PALB2:¢.3350G>A (chr16:23607864)
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Fonte: Autoria prépria.

Legenda: O mapeamento da esquerda demonstra a variante em heterozigose no sequenciamento de DNA. O
mapeamento da direita demonstra o sequenciamento alvo de RNA, podendo-se observar claramente o desbalancgo
alélico, em que a expressao do alelo selvagem tem VAF de 98% das leituras e o alelo alternativo apenas 2%.

Na paciente RNAP-113 com a variante em MLH1: ¢.116+5G>C (localizada no intron
1), foi detectado apenas um evento de uso alternativo do sitio 5” de splice, em que existe uma
ampla utilizacdo desse sitio nos individuos controles, porém esse sitio € menos utilizado na
paciente. Possivelmente o evento principal esperado para esse paciente (ndo inclusdo do éxon
1) ndo é passivel de deteccdo pelas ferramentas utilizadas, uma vez que ndo seria gerada uma
“nova juncdo” a partir desse evento. Essa paciente ndo possui SNP marcador. N&o foi possivel
realizar a analise direcionada ao transcrito, pois devido a localizacdo da variante os primers nao

conseguem se ancorar em uma regido anterior ao E1 caso esse éxon seja saltado na paciente.

Na paciente RNAP-101 que possui a variante em MLH1:¢.588+5G>C, localizada no
intron 7, foi detectado como significativo pelo rMATS e pelo LeafCutterMD um menor nivel
de salto do éxon 6. Nesse evento o E6 é mais incluso na paciente que nos controles com uma
diferenga muito pequena de PSI de 5,2%, que apesar de ser significativa, ndo entra no nosso
estudo, pois utilizamos o cut-off de diferenca de PSI de 10%. Observou-se também um evento
de retengdo do intron 7 significativo, sendo essa isoforma mais incluida na paciente, com a
diferenca do PSI de 13,4%. O salto do E6 nesse gene é sabidamente uma isoforma frequente

em individuos saudaveis.

Essa variante foi demonstrada, em outro estudo com participacdo de nosso grupo, de
causar o salto do E7 e E6 + E7 (eventos out-of-frame), através da anélise de RNA de sangue

periférico por RT-PCR e sequenciamento NGS (Pifiero et al., 2020). Na analise direcionada ao
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transcrito, a paciente com RNA extraido do retossigmoéide apresentou uma banda exclusiva
mais fraca (seta vermelha), que pode ser indicativo de salto do E7. No terceiro ensaio corremos
a amostra da paciente contra amostras controles de RNAs extraidos do colon. Observou-se que
o perfil de bandas (splice) do paciente é mais semelhante as amostras de célon do que das
amostras de leucdcitos, apresentando menos bandas (menos isoformas de transcritos). Ainda é
possivel reparar que apenas na paciente RNAP-101 apareceu essa segunda banda de tamanho
menor ao esperado para o transcrito full lenght (Figura 31).

Figura 31 - Imagem do gel do Bioanalyzer do paciente RNAP-101 para analise da variante
MLH1:c.588+5G>C
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Fonte: Autoria propria.

Legenda: Os trés ensaios estdo representados pelas letras (a), (b) e (c), respectivamente. Apenas no terceiro ensaio
correu o paciente contra os pacientes RNAP-107 e RNAP-113, que possuiam RNA extraido do c6lon. A seta azul
indica o amplicon esperado de 450 pb (FL), e a seta vermelha o amplicon alterado esperado de 407 pb, indicativo
do salto do E7 e que estd ausente nos CTRLs de leucécitos e de tecido.

Em resumo, as ferramentas do RNA-cap ndo detectaram o evento esperado que era salto
do E6-E7 e salto do E7, mas detectaram diferengas significativas na proporgdo das isoformas
normais dessa regido, indicando alteracdes relevantes de splice envolvendo esses éxons.

Através da eletroforese capilar, foi possivel perceber que as amostras de leucocitos tém uma
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diversidade maior de isoformas (apresentam mais bandas), devido ao splice alternativo de
MLH1, do que nas amostras dos tecidos retosigmoide/colon, que apresentam menos bandas.

As variantes P/PP que ndo apresentaram eventos significativos detectaveis pelas
ferramentas foram: a variante de insercdo Alu em BRCAZ2:c.156_157insAlu (RNAP-03); a
variante em MUTYH:c.933+3A>C (RNAP-116) e BRCAL: ¢.213-11T>G (RNAP-118). A
variante que esta no gene MUTYH no paciente que RNAP-116 pode néo ter apresentado eventos
significativos por conta da grande quantidade de isoformas transcritas para esse gene, que por
apresentar introns muito pequenos, apresenta retencdes de introns tanto nos casos como nos
controles. As ferramentas de analise de splicing podem ter dificuldade em reconhecer multiplos
eventos de splicing que ocorrem ao mesmo tempo através do sequenciamento de leituras curtas,
0 que pode ter contribuido para a ndo identificacdo de eventos anormais para essa variante.
Apesar de ndo estar numa posicao conservada, essa variante foi prevista de causar o salto do
éxon 10, e consequentemente juncdo E9-E11, por enfraquecer o sitio doador nativo de splice.

A analise direcionada ao transcrito foi realizada apenas nas pacientes RNAP-03 e
RNAP-118. A variante BRCA2: ¢.156_157insAlu na paciente RNAP-03 é conhecida como a
variante fundadora portuguesa, em que o elemento Alu do subtipo Ya5 € inserido no éxon 3 no
MRNA do BRCA2 (c.156_157insAluYab). Estudos identificaram que essa inser¢do leva ao
salto in-frame do E3 com a delecdo dos residuos de 23 a 105 na proteina, regido que contém
dois sitios de ativacdo de transcricdo, a qual é necesséaria para a fosforilagdo de BRCAZ2. O salto
do E3 j& foi visto também a niveis baixos em células normais e com alteracéo de splicing parcial
de 5% em amostras normais. Ao fazer a analise direcionada ao transcrito, o padrdo de bandas
da paciente se diferenciou um pouco dos controles, com uma diminuicdo da proporcdo do

transcrito full lenght e um aumento da banda com salto do E3 (Figura 32).
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Figura 32 - Imagem do gel do Bioanalyzer do paciente RNAP-03 para anlise da variante
BRCAZ2:c.156_157insAlu
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Fonte: Autoria prépria.

Legenda: Na primeira canaleta do gel (a) e (b) esta a amostra do paciente e nas demais canaletas as amostras
controles. A seta azul indica o amplicon esperado com 636 pb (FL), e a seta vermelha indica a possivel banda que
representa o amplicon com o salto do E3, o qual também pode estar presente nos CTRLS, os quais apresentam
bandas mais fracas de tamanhos aproximados. Observa-se também no paciente uma banda exclusiva forte com
tamanho em torno de 70 pb, para a qual no foi possivel prever a origem.

A paciente RNAP-118 possui a variante BRCA1: ¢.213-11T>G que esta localizada no
intron 4, e ao fazer a inspecdo visual do BAM do sequenciamento de RNA-cap no IGV
conseguimos identificar uma retencao de 59 pb do intron 4 ao inicio do E5 (Figura 33). Também
conseguimos identificar a ligagdo do éxon 4 (éxon anterior) ao primeiro nucleotideo dessa
retencdo que € suportado por 75 leituras, enquanto apenas 14 leituras suportam o evento de
splice normal que pode ser visualizado na Figura 34. Essa retencdo provavelmente aconteceu,
pois a variante enfraqueceu o sitio aceptor canénico de splice, fortalecendo um sitio criptico de
splice na posicéo 60 e 61 pb de distancia do E5. Esse evento de retencéo ja tinha sido descrito
por alguns laboratdrios no ClinVar, sendo um evento que leva a criagdo de um codon de parada

prematuro e NMD.
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Figura 33 - Visualizacéo da retencdo 59 pb do intron 4, devido a variante BRCA1:¢.213-11T>G

Cobertura: 13-19 reads

" 59 pb: 6 reads

¥ "\$
1 10 20 30 40 50

RNAP_118

Fonte: Autoria propria.
Legenda: Evento com cobertura de 13 a 19 leituras nos 59 nucleotideos anteriores do éxon 5.

Figura 34 - Visualizagdo do grafico de sashimi gerado através do IGV
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Fonte: Autoria prépria.

Legenda: As duas primeiras tracks sdo o CTRL externo e o CTRL externo, respectivamente, e a Gltima track é a
do paciente. Pode-se observar que apenas no paciente € visto esse evento de splice em que ocorre a unido do E4
aos nucleotideos que foram retidos do final do intron 4 (seta vermelha), ndo visto nos controles.

Através da andlise direcionada ao transcrito identificou exclusivamente uma banda
maior em comparacao com o produto principal amplificado esperado, que pode ser indicativo

dessa retengdo (Figura 35). Essa paciente possui sete SNPs marcadores (cinco no éxon 10, um
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no éxon 12 e outro no éxon 15), em que a maior parte das VAFs estdo na propor¢do de 70% e
30%, apenas a variante ¢.3113A>G no éxon 10 e c.4308T>C no éxon 12 que estavam

balanceadas.

Figura 35 - Imagem do gel do Bioanalyzer do paciente RNAP-118 para analise da variante
BRCA1:c.213-11T>G
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Fonte: Autoria propria.

Legenda: Na primeira canaleta esta a amostra do paciente, a seta azul indica o amplicon principal que tem 590 pb
(FL), a seta vermelha indica o amplicon alterado esperado de 649 ph, em que sdo retidos 59 pb do intron 4 no
inicio do E5. Enquanto as préximas bandas com peso molecular mais alto nos CTRLs tém tamanho entre 670 a
690 pb.

5.5.3. Resultados — grupo de pacientes com VUS preditas de impactar splice

Na etapa de validacéo clinica foram avaliadas 14 variantes Unicas em 18 pacientes nas
trés ferramentas e apenas 5 variantes Unicas apresentaram efeito em splice detectado (CHEK2:
€.320-5T>A, NBN: ¢.2071-4A>G, MLH1: ¢.790C>G, ATM: c.7273G>A e BRCAL:
€.4096+1G>A), sendo que o rMATS detectou todos 0s 5 eventos, 0 FRASER?2 detectou 2 e 0
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LeafCutterMD detectou 1. Dessa forma, foi identificado um evento de uso alternativo do sitio
5 de splice para a variante em ATM, salto de éxon in-frame para a variante em NBN e saltos de

éxon in-frame e out-frame para as variantes em CHEK2, MLH1 e BRCAL.

Atraveés da andlise direcionada ao transcrito conseguimos identificar alteragdo de splice
para 2 variantes com resultado negativo no RNA-cap: na paciente RNAP-05 (BRCA2: ¢.7618-
10T>G), que ocorreu a insercdo de 9 nt do intron 15 ao éxon 16, e nos pacientes RNAP-105 e
RNAP-106 (MUTYH: ¢.934-2A>G), que ocorreu a perda de 9 nt iniciais do éxon 11. Néo
conseguimos fazer esse tipo de analise nas amostras RNAP-07 (TP53:¢.114A>G) e RNAP-110
(NBN: ¢.2071-4A>G), pois 0 RIN dessas amostras ndo estava adequado, assim como nos
pacientes RNAP-04 (RAD51D:c.80C>A), RNAP-09 e RNAP-09.2 (MSH2:del 5UTR + del
parcial do E1), nas quais suas variantes estavam localizadas no E1 ou I1. Porém, conseguimos
identificar perda do transcrito que abrigava o alelo mutante através da técnica de desbalanco
alélico no paciente RNAP-09. Dessa forma, foram encontrados mais 3 eventos anormais de
splice (nos genes BRCA2, MUTYH e MSH2), chegando num total de 8/14 VUS confirmadas
como spliceogénicas combinando as técnicas RNA-cap, analise direcionada ao transcrito ou

desbalanco alélico.

Cada paciente e suas variantes reclassificadas ou nao serdo descritos com mais detalhes
a seguir no proximo tépico 5.6, onde foram reunidos todos resultados referentes as analises do
RNA-cap, transcrito direcionado e desbalango alélico. O resumo dos resultados preditos versus
obtidos para cada variante estdo descritos na Tabela 11, os resultados detalhados dos eventos
detectados pelas trés ferramentas na Tabela 12 e 0os Boxplots com as amostras que apresentaram

efeito em splice na ferramenta rIMATS sao apresentados nas Figuras 36 e 37.
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(continua)
Predicao do Transcrito
Yariante (c); |SpliceAl Anormalidade de splicing Ferra}mentas que direcionado I?esbe_llango alélico
Paciente Gene éxon (E) ou (tipo|Ascore[pos no |pearvada identificaram o . . (visualizagéo no IGV
intron (1) RNA); (outros ' splicing aberrante (inspegdo visual na dos Alelos alt/ref)
" ’ Nomenclatura HGVSr. e p. eletroforese capilar)
preditores)
RNAP-03 RAD51C c.571+4A>G (13) DL | 0,38 | -4; Sem eventos significativos Nenhuma Banda normal em N&o tem SNP
identificados relacdo aos CTRLs.  marcador.
DG|0,24|0
RNAP-04 RAD51D c.80C>A (E1) |na; AdRf Sem eventos significativos Nenhuma \Variante no E1, nfo é |[SNP marcador é a
identificados possivel analisar. prépria variante. VAF
alelo ref/alt (8% /
92%).
RNAP-05 BRCA2 €.7618-10T>G  |AL|0,93]10; Retencéo in-frame de 9 nt do intron |[Nenhuma Banda anormal em  VCF néo disponivel
(115) 15 no inicio do E16, inserindo um relacdo aos CTRLs. |para analise de SNP
AG 0,96 |1 PTC. .7617_7618ins7618-9_7618- marcador.
le
p.(GIn2539_Leu2540insPheVal*).
RNAP-06 ATM €.7273G>A (E49)|DL | 0,64 | 34; Uso alternativo do sitio 5' de splice, rMATS, FRASER2 |Banda anormal em  |SNP marcador é a
com a perda de 37 pb finais do E49, relacdo aos CTRLs. [prdpria variante. VAF
DG[014]-4 que afeta 0 dominio FAT, levando o alelo ref/alt (100% /
salto parcial out-of-frame, 0%).
resultando em PTC e previsto de
sofrer NMD. r.7270_7307del e
p.(Val2424llefs*13).
RNAP-07 TP53 c.114A>G (E4) |AG|0,61]-1 N4o avaliavel (baixa cobertura) Néo avaliavel N4o foi possivel analisar, RIN da amostra
insatisfatorio.
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(continuagéo)

NUDIX (ndo critico para a
proteina). r.934_942del e
p.(Val312_GIn314del).

Predicao do Transcrito
\/anante (c); SE)|ICEA| Anormalidade de splicing Ferra}mentas que direcionado E_)esba_llango alélico
Paciente Gene éxon (E) ou (tipo|Ascore|pos no |, carvada identificaram o . . (visualizagéo no IGV
intron (1) RNA); (outros ' splicing aberrante (inspegdo visual na dos Alelos alt/ref)
" v Nomenclatura HGVS . e p. eletroforese capilar)
preditores)
RNAP-09 e [MSH2 c.del 5’'UTR + del jna Delecéo da regido promotora e do  |Nenhuma \Variante de grande  [SNP marcador
RNAP-09.2 parcial do E1 inicio do E1. Auséncia de delecdo na regido €.1168C>T (E7).
(E1) transcricdo neste alelo. 5’UTR e parcial do  [VAF alelo ref/alt do
Chr2:9.47401398 47403273delinsA E1, ndo sendo probando (100% /
lu (del 1876bp). possivel a analise. 0%).
RNAP-103 |BRCAL c.547+5G>A (17) DL | 0,25 | 5; Sem eventos significativos Nenhuma Banda normal em N&o tem SNP
identificados relacdo aos CTRLs.  marcador.
DG|0,10|-1
RNAP-104 MUTYH €.1434+2C>T na; Mes Sem eventos significativos Nenhuma Banda normal em N&o tem SNP
(114) identificados relagdo aos CTRLs.  marcador.
RNAP-105e MUTYH €.934-2A>G AL |0,95]-2; Delecéo in-frame dos 9 nt iniciais  |Nenhuma Eletroforese capilar  [RNAP-105: N&o tem
RNAP-106 (110) do E11, perdendo 3 aa do dominio ndo informativa. SNP marcador.
AG |0,32]-11

\Visualizagdo do
levento no grafico de
sashimi (IGV), a partir
do BAM da analise
direcionada ao
transcrito.

RNAP-106: VCF nédo
disponivel para
analise.

Fonte: Elaboracdo dos autores.
Legenda: DL — perca do sitio doador (Donor Loss); DG — ganho de um sitio doador (Donor Gain); AL- perca do sitio aceptor (Aceptor Loss); AG — ganho de um sitio aceptor
(Aceptor Gain); na: ndo se aplica; AdRf — Ada e Rf Score; Ada — Ad Score apenas; MES — MaxEntScan; PTC — c6don de parada prematuro; NMD — nonsense mediated decay.
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(continuagéo)

. Pre'di(;éo do Transcrito "
\//anante (c); SE)|ICEA| Anormalidade de splicing Ferra}mentas que direcionado E_)esba_llango alélico
Paciente Gene «,axon (E) ou (t1p0|A.sc0re|pos n0 | hservada. |de_nF|f|caram 0 (inspeco visual na (visualizacéo no IGV
intron (1) RNA_), (outros Nomenclatura HGVS r. e p. splicing aberrante eletroforese capilar) dos Alelos alt/ref)
preditores)
RNAP-108, [CHEK2 €.320-5T>A (12) |na; AdRf Salto do E3, E4 e E5 out-of-frame  |[MATS, FRASER2 |Banda anormal em  [Nenhuma amostra
RNAP-109 e perdendo o dominio FHA, relacdo aos CTRLs.  possui SNP marcador.
RNAP-123 r.320_683del e p.(Glul07Valfs*7),
resultando em PTC e previsto de
sofrer NMD. Salto do E3 e E4 in-
frame perdendo 91 aa e afetando
dominio FHA r.320_592del e
p.(Glul07_Lys197del).
Alongamento do E3 (FRASER?2).
RNAP-110 |NBN €.2071-4A>G AG | 0,92 | -4; Salto do E13 in-frame, perdendo 52 [rMATS N&o foi possivel SNP marcador
(113) aa, afetando o dominio DNA analisar, RIN da €.102G>A (E2) VAF
AL[013]-16 damage repair protein Nbs1 domain. amostra insatisfatorio. @lelo ref/alt (42% /
r.1915_2070del, 58%).
p.(Asn639_Lys690del) c.1197T>C (E10)
\VAF alelo ref/alt (1%
99%).
RNAP-114 |SMARCA4  [c.859+5G>A (I5) |na; AdRf, Mes Sem eventos significativos Nenhuma Duas bandas fracas  [N&o tem SNP
identificados diferentes dos CTRLs. |marcador.
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(concluséo)

BRCT. r.671_4096del.
p.(Ala224_Leul365del).

. Pre'di(;éo do Transcrito "
\/anante (c); SE)|ICEA| Anormalidade de splicing Ferra}mentas que direcionado E_)esba_llango alélico
Paciente Gene ?xon (E) ou (tlp0|A.sc0re|pos o |sheervada. |de_nyf|caram 0 (inspecdio visual na (visualizagéo no IGV
intron (1) RNA_), (outros Nomenclatura HGVS r. e p. splicing aberrante eletroforese capilar) dos Alelos alt/ref)
preditores)
RNAP-115 |MLH1 €.790C>G (E9) |na; Ad \/arios eventos de salto entre o0s rMATS Banda normal em /A propria variante é
éxons 9, 10 e 11, que esté localizado relacdo aos CTRLs  jum SNP marcador
0 dominio DNA mismatch repair com RNA extraido de VAF alelo ref/alt
protein S5. SE (9) r.678_790del e mama normal. (58% / 42%).
p.(Glu227Serfs*42); SE (10)
r.791_884del e p.(His264Leufs*2); outro: €.655A>G
SE (9-10) r.678_884del e (E8) VAF alelo ref/alt
p.(Glu227_Ser295del) salto in- (61% 7 39%).
frame de 69 aa; SE (10-11)
r.791 1038del e
p.(Arg265Phefs*14);
RNAP-124 | BRCAl c.4096+1G>A |DL|0,69|1; Salto do E10 in-frame, perdendo rMATS e N&o foi possivel Cinco SNPs
(110) 1.142 aa e afetando o dominio LeafCutterMD analisar. marcadores.
DG |0,10|-44

€.1067A>G (E10)
VAF alelo ref/alt
(90% / 10%);
€.2612C>T (E10)
(34% / 66%);
c.3113A>G (E10)
(34% / 66%);
€.3548A>G (E10)
(17% / 83%);
.4837A>G (E15)
(82% / 18%).
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Tabela 12 - Resumo dos resultados gerados pelas trés ferramentas para pacientes com VUS que apresentaram eventos de splice significativos

Paciente Variante Ferramenta Evento splice Pvalue FDR PSI Ctrl (média) Eio Dif. PSI  Predigdo Splice
RNAP-06 ATM: c.7273G>A rMATS AS5SS (E49) 0 0 0,899 - 1,0 (0,98) 0,539 0,444 SpAl
FRASER2 Exon truncado (49) euso  9,945E-06 na na na 0,23 SpAl
reduzido do intron 49
RNAP-06
RNAP-108 CHEK2:¢.320-5T>A  rMATS SE(3,4¢e5) 0 0 1,0-1,0 (1,0) 0,873 0,127 AdRf
RNAP-108 FRASER2 Alongamento do E3 0,01 na na na 0,16 AdRf
RNAP-109 CHEK2: c.320-5T>A  rMATS SE(3,4¢e5) 0 0 1,0-1,0 (1,0) 0,852 0,148 AdRf
RNAP-123 CHEK2: ¢c.320-5T>A  rMATS SE(3,4eb5) 0 0 1,0-1,0(1,0) 0,931 0,069 AdRf
RNAP-123 rMATS SE(3e4d) 0 0 0,989- 1,0 (1,0) 0,929 0,071 AdRf
RNAP-110 NBN: ¢.2071-4A>G rMATS SE (13) 0 0 0,838-1,0(0,98) 0,847 0,136 AdRf, MES,
SpAl
RNAP-115 MLH1: ¢.790C>G rMATS SE (10 e 11) 6,22E-06 1,50E-04 0,455 - 1,0 (0,80) 0,918 0,12 Ad, na
RNAP-124 BRCA1: c.4096+1G>A rMATS SE (10) parcial 0 0 0,662-1,0 (0,99) 0,896 0,11 AdRf, MES,
SpAl
RNAP-124 LeafCutterMD  SE (10) parcial 0,02 na na na na
RNAP-124 rMATS SE (10) total 0 0 0,806-1,0 (1,0) 0,883 0,1

Fonte: Elaboracdo dos autores.
Legenda: SE- Salto de éxon; A5SS- Uso alternativo do sitio 5° splice; SpAl- SpliceAl; AdRf — Ada e Rf Score; Ad, na — apenas Ada Score; MES — MaxEntScan; na — ndo

se aplica.
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Figura 36 - Boxplot com a distribuicdo do PSI dos controles x PSI dos pacientes com VUS

(sem variantes em CHEK?2)
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Fonte: Autoria propria.

Legenda: Os boxplots em cinza mostram o intervalo da distribui¢do dos valores de PSI dos controles negativos, e
os pontos vermelhos em destaque os valores do PSI dos pacientes com as variantes VUS em questdo, pontos
pequenos em cinza s&o a dispersdo dos PSI dos controles.
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Figura 37 - Boxplot com a distribuicdo do PSI dos controles x PSI dos pacientes com VUS
com variantes em CHEK2:¢.320-5T>A

RNAP_108 .

RNAP_109 .

Pacientes

RNAP 123 SE (3, 4 e 5) L

RNAP 123 SE (3 e 4) .

0.85 0.90 0.95 1.00
PSI

Fonte: Autoria prépria.

Legenda: Os boxplots em cinza mostram o intervalo da distribuicdo dos valores de PSI dos controles negativos, e
os pontos vermelhos em destaque os valores do PSI dos pacientes com as variantes VUS em questdo, pontos
pequenos em cinza sdo a dispersao dos PSI dos controles.

5.6. Reclassificacao das VUS

A partir da reclassificacdo das VUS (realizada seguindo os critérios descritos no item
4.7) dividimos as variantes em trés categorias principais: (i) VUS para as quais foram
encontradas evidéncias suficientes para eleva-las para P ou PP (VUS — P/PP); (ii) VUS para
as quais as evidéncias nao foram suficientes para sua reclassificacdo (VUS = VUS); e (iii) as

que foram encontradas evidéncias suficientes para rebaixa-las para B ou PB (VUS — B/PB).
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No geral, conseguimos reclassificar 3 variantes para P/PP, 5 para B/PB e 6 continuaram
VUS, totalizando uma taxa de reclassificacdo de VUS de 57% (8/14). Na Tabela 13 a seguir
estd o resumo dos critérios ACMG aplicados antes e depois do RNA-cap e, na Figura 38, uma
visdo geral da reclassificacdo final de variantes. Os resultados das analises direcionadas ao
transcrito obtidos no Bioanalyzer através da eletroforese capilar serdo apresentados a seguir
individualmente para cada paciente.



Tabela 13 - Resumo da reclassificacdo de VUS com os critérios ACMG aplicados antes e depois da anélise de RNA-cap

Classificacéo final

Paciente Variante (c.) Antes RNA-cap Depois do RNA-cap (points-based)

RNAP-03 RAD51C c.571+4A>G PM2_sup, PP3 PM2_sup (1), PP3 (1) VUS

RNAP-04 RAD51D:c.80C>A PM2_sup PM2_sup (1) VUS

RNAP-05 BRCA2:¢.7618-10T>G PM2_sup, PP3 PVS1_strong (RNA) (4), Provavelmente patogénica
PM5_strong (PTC) (4),
PM2_sup (1)

RNAP-06 ATM:c.7273G>A PM2_sup, PP3 PVS1 (RNA) (8), PM2_sup (1) | Provavelmente Patogénica

RNAP-07 TP53:¢c.114A>G PM2_sup, PP3 PM2_sup (1), PP3 (1) VUS

RNAP-09 e RNAP-09.2

MSH2:del 5'UTR + del parcial do E1

Laboratério externo

PVS1 (8), PM2_sup (1) e PP4
1)

Patogénica

RNAP-103 BRCAL:c.547+5G>A PM2_sup, PP3 PM2_sup (1), PP3 (1), Provavelmente benigna
BP7_strong (RNA) (-4)
RNAP-104 MUTYH:c.1434+2C>T PM2_sup, BP4 PM2_sup (1), BP4 (-1), Provavelmente benigna

BP7_strong (RNA) (-4)

RNAP-105 e RNAP-
106

MUTYH:c.934-2A>G

PVS1, BS1, BS2

PVS1(RNA_NA) (0),
BS1 strong (-4), BS2_strong
(-4)

Benigna

RNAP-108, RNAP-109

CHEK2:¢.320-5T>A

PM2_sup, BS2_sup, BP4*

BS2_sup (-1), BP4 (-1), PVS1

Provavelmente benigna

e RNAP-123 (RNA_NA)

RNAP-110 NBN:c.2071-4A>G PM2_sup, PP3 PM2_sup (1), PP3 (1), VUS
PVS1 _mod (RNA_NA) (0)

RNAP-114 SMARCA4:c.859+5G>A PM2_sup PM2_sup (1), BP7_strong Provavelmente benigna
(RNA) (-4)

RNAP-115 MLH1:¢.790C>G PM2_sup, PP3 PM2_sup (1), BP4 (-1), VUS
BP7_Strong (RNA_NA) (0)

RNAP-124 BRCA1:c.4096+1G>A PVS1_strong, PM2_sup e PP3 PVS1_mod (RNA) (2), VUS

PM2 sup(1), PP3 (1)

Fonte: Elaboracgdo dos autores.
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Figura 38 - Reclassificacdo final de variantes ap6s o estudo combinando as técnicas de RNA-
cap, anélise direcionada ao transcrito e desbalango alélico

Antes da anilise de Depois da analise
RNA de RNA
.
2PP
6 VUS
VUS 14
4PB

e

Fonte: Autoria prépria (feito no Flourish).
Legenda: Apo6s a analise combinada foi possivel reduzir o nimero inicial de VUS encontradas no sequenciamento
de painel de DNA.

5.6.1. VUS reclassificadas para P/PP

A paciente RNAP-05 tem um histoérico familiar relevante afetando todas as 3 geracoes
do lado paterno, conforme demonstrado no heredograma abaixo (Figura 39), a qual é portadora
da variante em BRCA2: ¢.7618-10T>G que esta localizada no intron 15 a dez nucleotideos de
distancia do E16. Esta variante ndo apresentou nenhum evento de splice significativo detectavel
pelas 3 ferramentas, porém foi reclassificada no ClinVar no final do ano de 2023 para
provavelmente patogénica. Este depdsito foi feito pela Ambry que detectou splicing anormal,
na qual a variante enfraquece o sitio nativo aceptor de splice ao criar ou aumentar a forca de
um novo sitio aceptor de splice introduzindo um cédon de parada prematuro, e gerando um
transcrito que sofre NMD. O VCF do paciente ndo esta disponivel para analise de SNP

marcador.
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Figura 39 - Heredograma da paciente RNAP-05
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Fonte: Autoria propria.

Legenda: O heredograma demonstra as trés geracOes afetadas predominantemente por céncer de mama e
colorretal, na qual a legenda encontra-se na parte superior esquerda da imagem. A idade na imagem se refere a
idade ao diagndstico dos respectivos canceres.

Através da analise direcionada ao transcrito foi possivel observar a retengdo no mRNA
de 9 nucleotideos antes do E16 (TTTGTGTAG; mRNA r.7617_7618insuuuguguag) com uma
cobertura aproximada de 900X presente apenas na paciente, a qual insere um cddon de parada
prematuro ‘TAG — UGA’ (p.GIn2539_Leu2540insPheVal*) (Figura 40), consequentemente

levando a perda de funcéo desse alelo.
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Figura 40 - Visualizagdo da analise direcionada ao transcrito para a variante BRCA2: ¢.7618-
10T>G (chr 13:32357732) no IGV
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Fonte: Autoria prépria.

Legenda: A troca do T>G na posi¢édo -10 forma com o nucleotideo anterior o dinucleotideo ‘AG’, ou seja, um
sitio aceptor, dessa forma ocorre a reten¢do dos 9 Gltimos nucleotideos do intron 15 no mRNA (13:32357733 -
13:32357741) com cobertura de 900 leituras apenas no paciente.

Ainda com os amplicons gerados através da técnica de analise direcionada ao transcrito
e realizando a eletroforese capilar, foi possivel observar uma segunda banda muito proxima e
acima da banda do amplicon principal, evidenciando um fragmento maior que € resultado da
retencdo adicional desses 9 nt, conforme demonstrado na Figura 41. A partir dos resultados
desse estudo e demais evidéncias, foi possivel reclassificar a variante como provavelmente
patogénica (PVS1_strong (RNA), PM5_strong (PTC), PM2_sup).
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Figura 41 - Imagem do gel do Bioanalyzer do paciente RNAP-05 para andlise da variante
BRCAZ2:c.7618-10T>G
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Fonte: Autoria prépria.

Legenda: No gel (a) e (b) o paciente estd na primeira canaleta, possuindo duas bandas com tamanhos muito
préximos. A seta azul indica o amplicon esperado de 342 pb (FL), enquanto a seta vermelha indica o transcrito
aberrante esperado com 351 pb, devido a inser¢éo de 9 nt no inicio do E16, o qual estd ausente nos CTRLSs.

O paciente RNAP-06 tem um forte histérico de cancer familiar de heranca paterna
afetando todas as geracdes, conforme mostrado no heredograma (Figura 42), o qual é portador
da variante exdnica em ATM:c.7273G>A, que esta localizada a 34 nucleotideos de distancia do
final do E49. Essa variante apresentou um evento significativo de uso alternativo do sitio 5° de
splice, tanto pela ferramenta rMATS quanto pelo FRASER2. Nesse evento os controles
possuiam o éxon 49 inteiro com inclusdo de 90% a 100% das leituras, enquanto o paciente tem
inclusdo de 53% das leituras que cobrem o éxon completo, e 47% das leituras cobrem apenas
0s 181 pb iniciais do E49, ocorrendo uma delecgéo parcial dos 38 pb finais. No grafico de sashimi
(Figura 43) é possivel ver o respectivo evento. Esse mesmo resultado foi visto nos dois tipos de
analise, tanto na analise do BAM do RNA-cap como do BAM do transcrito direcionado,

representado na Figura 44. Essa alteracdo enfraquece o sitio candnico de splicing presente na
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borda, utilizando um sitio criptico de splice 4 nucleotideos antes da variante, por isso a alteracao
na posi¢do 34 pb utiliza um sitio na posicao 38 pb antes do éxon causando um salto parcial do
E49. Nesse evento o salto parcial é considerado out-of-frame formando um cédon de parada

prematuro depois de 13 aminoacidos, e o transcrito € previsto de sofrer NMD.

Essa variante ja € um SNP marcador, e como ocorre 0o uso do sitio de splice 4
nucleotideos antes da variante, o alelo alterado é deletado, apresentando o alelo referéncia em
quase 100% das leituras e reducdo de cobertura de leituras até o final do E49 (Figura 44). No
ClinVar essa variante tem ID 1686480, com apenas um deposito feito pela Mendelics como

VUS sem descri¢do personalizada.

Figura 42 - Heredograma do paciente RNAP-06
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Fonte: Autoria propria.
Legenda: O heredograma demonstra as quatro geracGes afetadas por diferentes tipos de cancer descritos na parte
superior da imagem. A idade na imagem se refere a idade ao diagndstico dos respectivos canceres.
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Figura 43 - Sashimi plot mostrando a utilizacéo dos sitios alternativos e candnicos de splice
no paciente RNAP-06 e trés controles
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Fonte: Autoria prépria.

Legenda: Visualizagdo do evento com trés controles externos (cor vermelha) e a amostra do paciente (cor laranja).
O uso do sitio alternativo de splicing causada pela variante dentro do éxon tem suporte de 6.218 leituras, vista
apenas no paciente.
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Figura 44 - Analise dos BAMs do paciente RNAP-06 oriundos da analise direcionada ao

transcrito e do RNA-cap
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Fonte: Autoria propria.

Legenda: Analises (a) direcionada ao transcrito; (b) RNA-cap. E possivel observar uma reducio de leituras mais
acentuado no paciente do que nos controles a partir da posi¢do 11:108329200, conforme previsto pelo SpliceAl
para a formacao de um novo sitio doador (GT) a 4 pb antes da variante. A prépria variante ja ¢ um SNP marcador,
podendo observar que ocorre apenas a expressdo do alelo referéncia, isso indica que o alelo alternativo fortalece o
sitio de splicing alternativo 4 pb antes (11:108329200-108329201 — ‘GT’), o qual é mais utilizado que o sitio
candnico no final do éxon salto, dessa forma esse alelo ndo chega a ser expresso, apenas o0 de referéncia com as
leituras que se estendem até o final do éxon 49.

Resultados semelhantes foram obtidos fazendo a inspec¢éo visual da analise direcionada

ao transcrito, que na eletroforese capilar apresentou uma banda forte com peso molecular menor
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e ausente nos controles. Esse fato corrobora com os resultados encontrados no rMATS, com o
éxon 49 mais curto devido ao uso alternativo da regidao 5’ de splice dentro do éxon, forma um
fragmento de 623 pb visivel apenas no paciente (Figura 45). Dessa forma, a partir dos resultados
desse estudo e demais evidéncias, foi possivel reclassificar a variante como provavelmente

patogénica.

Figura 45 - Imagem do gel do Bioanalyzer da paciente RNAP-06 para analise da variante
ATM:c.7273G>A
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Fonte: Autoria propria.

Legenda: No gel (a) e (b) o paciente estd na primeira canaleta, possuindo a banda referente ao amplicon esperado
com 677 pb (seta azul - FL), e a banda referente ao transcrito anormal com aproximadamente 639 pb (seta
vermelha), indicativa do salto parcial do final do E49, ausente nos CTRLSs.

Os pacientes RNAP-09 e RNAP-09.2 sdo filho e mae, respectivamente, de
ancestralidade asiatica, os quais apresentam forte historico familiar de cancer e possuem cancer

no reto. O heredograma pode ser visualizado através da Figura 46.
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Figura 46 - Heredograma do probando com destaque para o histérico familiar de cancer na

familia materna, com maior frequéncia de incidéncia de cancer colorretal e uterino

1709741634479-PHYP E Coiorectal cancer ‘] Uterine cancer E Breast cancer B Skin cancar D Careinoma of unknown primary D Conditian &
2024-03-06
_ ¢ g .Y (] n
) (#) ( k 4 /
O [] 1% . A

W et ~— - S
arcroma of Unkrown primary, 51y Ulerinie cancer, 53y Ulerine cancer, 60y Colon cancer, 40y Lung cancer, 58y Lung cancer, 70y
Smokiny Smoking

- Vo~ / 7~
) Herine cancer, 58y 67y Bréast cancer  Colon cancer
Uterine cancer, 4y Multiple skin cancer
Colon cancer, 45y

bW 50

asy Colon cancer. 36y Colon cances, 38y

y
ctal cancer, M1, 31y
dMMR (loss MSHZ)

Fonte: Autoria propria.

Em ambos foi identificada uma variante de grande delegao que envolve a regido S’UTR
e delecdo parcial do éxon 1 no gene MSH2. Como dito anteriormente, por se tratar de uma
variante complexa que envolve o primeiro éxon, ndo foi visto efeito em splice em nenhuma das
ferramentas. Para entender o impacto no gene realizamos a analise de desbalanco alélico, pois
por estar na por¢do inicial do gene, ndo foi possivel fazer a analise direcionada ao transcrito.
Ambos possuem um SNP localizado no éxon 7 (MSH2:c.1168C>T), sendo que a mde €
homozigota para a variante e o filho heterozigoto. Essa variante € rara na populagéo brasileira,
porém mais frequente na populacéo asiatica (MAF 2,92% no banco de dados japonés 4.7KJPN
(Tadaka et al., 2019) e MAF de 0,8% no banco de dados Genome Asia (GenomeAsial00K
Consortium, 2019)), o que explica o fato da méde ser homozigota. Dessa forma, o SNP foi
considerado apenas no filho como um marcador e elegivel para analise do desbalango. A
avaliacdo do BAM do RNA-cap evidenciou a presenca de 100% das leituras apenas para o alelo
referéncia, isso significa que o alelo com delegdo da regido 5’UTR e delegdo parcial do E1 que
ele herdou da mée néo esta sendo expresso, apenas o alelo normal herdado do pai esta sendo
expresso. Esse desbalanco alélico foi visto tanto no sequenciamento de RNA-cap, como
também em uma PCR especifica que amplificava essa regido (amplicon 234 pb), que pode ser

visualizada na Figura 47.

O teste de DNA do paciente RNAP-09 era um teste de laboratério externo. Para melhor
caracterizar a variante do DNA, realizamos um novo teste de painel multigenes no DNA,
realizando o sequenciamento de 62 genes — entre eles 0 MSH2. Através da inspe¢do visual do


https://www.nature.com/articles/s41439-019-0059-5#auth-Shu-Tadaka-Aff1-Aff2
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alinhamento no IGV e CLCGenomics, foi possivel identificar o ponto de quebra da variante,
demonstrando que ela leva a delecdo da regido promotora, UTR e inicio do éxon 1 (cerca de
1876 bp) (Figura 48), além de ocorrer uma insercao de sequéncia Alu impedindo a transcricéo
do alelo alterado. Dessa forma, essa variante foi reclassificada como uma variante patogénica
recebendo 0S critérios PVS1, PM2_supp, PP4 e nomenclatura
Chr2:47401398_47403273delinsAlu (del 1876bp), NM_000251.3:¢.-1794_82delinsAlu.

Figura 47 - Analise de desbalanco alélico no paciente RNAP-09 com a variante
MSH2:¢.1168C>T (chr 2:47.429.833 — hg38 ou chr2:47.656.972 — hg19)

chr2:47.656.972

|||||

Fonte: Autoria propria.

Legenda: A expressdo do alelo selvagem é observada em 100% das leituras, no sequenciamento de RNA-cap
alinhado ao genoma referéncia hg38 (a), como no sequenciamento de amplicon alinhado ao genoma referéncia
hg19 (b).
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Figura 48 - Visualizacdo da delecéo de aproximadamente 1876 pb da regido promotora e
parcial do E1 do gene MSH2

| runp.00

Fonte: Autoria propria.
Legenda: Na imagem destaca-se o ponto de quebra (seta em vermelho), que possui queda da cobertura.

5.6.2. VUS reclassificadas para B/PB
Cinco VUS foram rebaixadas para B ou PB nos pacientes: RNAP-103, RNAP-104,
RNAP-105 e RNAP-106, RNAP-108, RNAP-109, RNAP-114.

A paciente RNAP-103 com a variante no intron 7, BRCAL:¢.547+5G>A ndo apresentou
nenhum evento significativo de splice. No ClinVar existe apenas um depdsito para essa variante
pelo laboratério da Invitae, em que diz que esta ndo esta presente no banco de dados
populacional do gnomAD, ndo foi relatada em estudos com individuos em condicGes
relacionadas com alteracdo em BRCAL e que, apesar dos preditores demonstrarem que pode
ocorrer dano no sitio consenso de splice ainda ndo foi confirmada a partir de estudos
transcricionais. Esta paciente ndo possui SNP marcador, todas suas variantes exnicas estavam
em homozigose. Na anélise direcionada ao transcrito, o padrdo de bandas do paciente ficou
igual ao dos individuos controles, conforme pode ser visualizado na Figura 49, sendo indicativo

de néo alteracéo de splice.
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Figura 49 - Imagem do gel do Bioanalyzer do paciente RNAP-103 para analise da variante
BRCAL: c.547+5G>A
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Fonte: Autoria propria.
Legenda: No gel (a) e (b) apresentam dois ensaios, em que o perfil de bandas do paciente esta igual ao dos
controles, sendo indicativo de ndo alteracdo de splice. A seta azul indica o amplicon esperado com 365 pb (FL).

O paciente RNAP-104 com a variante MUTYH: ¢.1434+2C>T no intron 14 nao
apresentou nenhum evento significativo de splice proximo do éxon 14, porém no ClinVar 0s
laboratérios Ambry Genetics e Invitae classificaram a variante como B e PB, respectivamente.
E importante destacar que essa variante troca um sitio doador atipico de splice ‘GC’ para um
sitio doador consenso ‘GT’, dessa forma o sitio fica mais forte que antes e por isso é mais

utilizado, sem ocasionar erro de splice.

Este paciente também ndo possui SNP marcador para analise de desbalango alélico. Na
analise direcionada ao transcrito o padrdo de bandas do paciente ficou igual ao dos individuos
controles, conforme pode ser visualizado na Figura 50, sendo indicativo de ndo alteracdo de
splice. Diante dessas evidéncias e demais estudos, foi possivel reclassificar essa variante para
provavelmente benigna (PM2_sup, PP3, BP7_strong (RNA)).
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Figura 50 - Imagem do gel do Bioanalyzer do paciente RNAP-104 para analise da variante
MUTYH: ¢.1434+2C>T
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Fonte: Autoria prépria.

Legenda: No gel (a) e (b) demonstram 2 ensaios realizados em que o perfil de bandas do paciente esta igual ao
dos controles, sendo indicativo de ndo alteragdo de splice. A seta azul indica o amplicon esperado com 532 pb
(FL).

As pacientes RNAP-105 e RNAP-106 possuem a variante MUTYH:c.934-2A>G no
intron 10, e ndo apresentaram nenhum evento significativo detectado relacionado a variante em
analise. A paciente RNAP-105 ndo possui SNP marcador, enquanto o VCF do paciente RNAP-
106 esta indisponivel. A variante MUTYH:c.934-2A>G ja foi descrita por Hernandez e
colaboradores (2022) que classificaram como provavelmente benigna devido a diversos fatores,
um deles é que essa variante foi identificada em mais de 800 individuos em homozigose ou
heterozigose, nos quais 0s individuos em homozigose (com os dois alelos alterados com essa
variante) ndo apresentavam o fenétipo de Polipose Associada ao MUTYH (MAP). A frequéncia
alélica dessa variante é considerada relativamente alta no gnomAD com 1,54%, que leva em
conta a frequéncia maxima subpopulacional (exoma + genoma) com pelo menos 2 mil alelos,
e 2,1% no banco de dados de Referéncia Japonés Multi Omics “jMorp” (Tadaka et al., 2024)
baseado em 4.773 genomas de individuos japoneses sequenciados. Ao realizarem a analise de
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RNA em individuos ndo aparentados observaram uma delecéo de 9 nucleotideos no comego do
éxon 11, levando a um evento in-frame com perda de 3 aminoacidos num dominio nao critico
para a proteina, evento que nao foi observado em nenhum individuo controle. Conseguimos
observar esse mesmo evento apenas com a analise dos BAMs gerados pela técnica da analise

direcionada ao transcrito, porém com pouca cobertura, conforme mostrado na Figura 51.

Figura 51 - Imagem do Sashimi plot gerada no IGV das amostras RNAP-105 e RNAP-106
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Fonte: Autoria propria.

Legenda: Ambos os pacientes possuem a variante MUTYH:c.934-2A>G e apresentam um salto dos primeiros 9
nt do E11 (setas pretas) com cobertura na primeira amostra de 6 leituras e na segunda de 232 leituras, evento ndo
visualizado no RNAP-107 que é uma amostra de célon normal sem a variante e CTRL-01 é uma amostra de
leucdcito.

Também através da andlise direcionada ao transcrito foi possivel observar muitos
padrdes de bandas, tanto nos pacientes como nos controles, demonstrando a grande quantidade
de isoformas que esse gene possui. No primeiro ensaio observa-se que tanto as pacientes
RNAP-105 e RNAP-106 tém menos bandas que os individuos controles, porém a amostra de
RNA da primeira paciente é de reto e a amostra da segunda é de uma metastase de CCR no
figado, enquanto as amostras dos controles s&o de leucdcitos. Por isso, foi realizado um segundo
ensaio com amostras de colon de outros pacientes, RNAP-107 e RNAP-113 (sem variantes
patogénicas ou VUS em MUTYH), com dois individuos controles (leucécitos) para avaliar o
padrédo de bandas (splicing). Ainda assim apareceram muitas bandas, as pacientes RNAP-105
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e RNAP-106 tiveram padrdes de bandas similares, porém um pouco diferente dos pacientes
com RNA do célon, e semelhantes com as amostras de leucécitos dos controles, exceto pela
auséncia de duas bandas com peso molecular mais baixo presente apenas nos leucdcitos. 1sso
demonstra que o splicing ocorre de forma diferenciada nesses trés tecidos avaliados, ficando
dificil a comparacdo de splicing normal e anormal, por isso a eletroforese capilar ndo é

informativa nesses casos. Os dois ensaios podem ser visualizados na Figura 52.

Figura 52 - Imagem do gel do Bioanalyzer das pacientes RNAP-105 e RNAP-106 para analise
da variante MUTYH:c.934-2A>G
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Fonte: Autoria propria.

Legenda: No gel (a) e (b) demonstram dois ensaios para a avaliacdo de splicing no tecido de c6lon (RNAP-107 e
RNAP-113) e de leucdcitos (CTRL_01 e CTRL_04) contra os pacientes RNAP-105 e RNAP-106.

Dessa forma, com o nosso estudo e demais evidéncias essa variante foi reclassificada
para benigna (PVS1(RNA_NA), BS1 strong, BS2_strong).

Os pacientes RNAP-108, RNAP-109 e RNAP-123 possuem a variante CHEK?2:¢.320-
5T>Ano intron 2 e, segundo a ferramenta rMATS apresentaram o evento de splice significativo
de salto do éxon 3 ocorrendo a jungdo do E2 com o E6, logo houve também o salto dos éxons
4 e 5, e outro evento que apareceu apenas na paciente RNAP-123, que foi o salto do éxon 3 e
4. O evento que salta os trés éxons é out-of-frame levando a um codon de parada 7 aminoacidos

depois, nesse evento que é comum nos trés pacientes, o éxon 3 é sempre incluido pelos controles
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(PSI= 1) e nas pacientes esse éxon é s6 um pouco menos incluso, com os PSI iguais a 0,873,
0,852 e 0,929. Enquanto o salto do E3 e E4 é in-frame com a perda de 91 aminoacidos, 0s
controles sempre incluem o E3 e no paciente RNAP-123 a inclusdo é de 93%, com uma
diferenca minima de 6,9%. Os éxons 3 e 4 codificam dominio FHA da proteina CHEK2, porém
com esse salto, esse dominio ndo serd incluido na proteina. Esse mesmo evento j& foi descrito
pelo laboratério GeneDx que diz que o salto desses dois éxons ocorre de maneira in-frame
presente em 20% dos transcritos, e classificaram como provavelmente benigna, juntamente com
a Ambry Genetics. Os trés pacientes ndo possuem SNPs marcadores para analise de desbalanco

alélico.

Na andlise direcionada ao transcrito, os pacientes RNAP-108, RNAP-109 e RNAP-123
tiveram seu RNA extraido do tecido normal da tireoide, juncdo retossigmdide e mama,
respectivamente, e apresentaram em conjunto uma banda exclusiva que é indicativa do salto
dos éxons 3 e 4, ausente nos controles, e demonstrado na Figura 53. As bandas sdo bem
parecidas entre tecidos diferentes, podendo relacionar esse resultado ao fato de que o splicing
do gene CHEK2 parece ser semelhante em diferentes tecidos apresentando as mesmas
isoformas. Com base nas evidéncias encontradas nesse e demais estudos, essa variante foi
reclassificada para provavelmente benigna (BS2_sup, BP4, PVS1 (RNA_NA)).
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Figura 53 - Imagem do gel do Bioanalyzer das pacientes RNAP-08, RNAP-09 e RNAP-123
para analise da variante CHEK?2:¢.320-5T>A
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Fonte: Autoria prépria.

Legenda: As trés primeiras canaletas sdo das pacientes portadoras da variante. A seta azul indica o amplicon
esperado com 688 pb (FL) e a seta vermelha indica o amplicon anormal esperado com 521 pb, que é indicativo do
salto do E3 e E4, ausente nos CTRLS.

A paciente RNAP-114 com variante em SMARCA4:¢.859+5G>A localizada no intron 5
ndo apresentou eventos de splicing alternativos significativos em regides proximas da variante.
Segundo a Ambry, que realizou estudo de RNA néo observou impacto no mRNA e somando
outros parametros que ndo foram associados a doenca, a variante foi classificada como PB. Por
outro lado, a Invitae classificou a variante como VUS, pois estudos internos mostraram que a
variante alterou o splicing resultando em uma proteina com impacto desconhecido. Esse

paciente ndo possui nenhum SNP marcador para a analise de desbalanco alélico.

Na analise direcionada ao transcrito, o padréo de bandas do paciente ficou parecido com

os individuos controles, conforme demonstrado na Figura 54.
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Figura 54 - Imagem do gel do Bioanalyzer da paciente RNAP-114 para analise da variante
SMARCA4:¢c.859+5G>A
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Fonte: Autoria propria.
Legenda: No gel (a), (b) e (c) estdo os trés ensaios realizados. A seta azul indica o amplicon esperado com 974
pb (FL).

Utilizando a adaptacdo dos codigos ACMG para variantes de splice fora do sitio
canonico de splice (Walker et al., 2023), essa variante segundo o SpliceAl possui Delta Score
0,19 para perda do sitio doador, indicando que ndo € possivel assinalar o coédigo PP3 (predigédo
in silico em que ferramentas de predigdo suportam efeito deletério no gene), pois o ponto de
corte para essa ferramenta é acima ou igual a 0,20. Ainda com essa adaptacéo é possivel aplicar
0 codigo BP7_strong para variantes fora dos sitios candnicos de splice £1,2, as quais ndo se
observou nenhum impacto através de dados de RNA-seq. Com modificacdo desses codigos e
utilizando a classificagio ACMG baseada em pontos, essa variante € reclassificada para

provavelmente benigna (PM2_sup, BP7_strong (RNA)).
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5.6.3. VUS que permaneceram como VUS
As 8 variantes VUS encontradas nos pacientes: RNAP-03, RNAP-04, RNAP-07,
RNAP-110, RNAP-115 e RNAP-124 continuaram como VUS.

A paciente  RNAP-03 possui uma variante P e a variante intronica no
RAD51C:c.571+4A>G localizada no intron 3 predita de causar dano no splice devido a sua
pontuacdo no SpliceAl (Donor Loss 38% e Donor Gain 24%). Porém nenhuma ferramenta
detectou nenhum evento significativo e essa paciente ndo tem nenhuma variante exénica nesse
gene para a analise do desbalanco alélico. Segundo os depo6sitos no ClinVar, Invitae detectou
niveis inconclusivos de splicing alterado, e estudos internos da Ambry Genetics apontaram
splice alterado também ocorrendo em individuos sem cancer, porém com impacto clinico
desconhecido, ambos a classificando ainda como uma variante de significado incerto. O
laboratério Color classifica a variante como PP, considerando os resultados de estudos que
apontam o salto do E3, levando a frameshift.

Na analise direcionada ao transcrito, o perfil de bandas ficou parecido com os controles,
lembrando que a amostra de RNA do paciente também foi extraida de leucdcitos, exceto por
alguma variagéo de intensidade das bandas entre o paciente e controles. Seus fragmentos estdo
representados por setas na Figura 55. Dessa forma, essa variante continua como VUS, com

aplicacdo dos critérios PM2_sup, PP3.
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Figura 55 - Imagem do gel do Bioanalyzer da paciente RNAP-03 para andlise da variante
RAD51C:c.571+4A>G
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Fonte: Autoria propria.

Legenda: No gel (a) e (b) mostra os dois ensaios realizados no Bioanalyzer. O amplicon esperado em azul com
688 pb (FL) e a possivel banda do transcrito sem o éxon 3 esta indicado com a seta vermelha com 521 pb, e
presente também nos CTRLs conforme descrito pela Ambry Genetics.

A paciente RNAP-04 possui a variante missense em RAD51D:c.80C>A, que se localiza
2 pb do final do primeiro éxon. Geralmente variantes que se localizam no primeiro éxon ou no
primeiro intron de um gene sdo desafiadoras para serem analisadas quanto ao seu efeito em
splicing, pois por ser 0 primeiro éxon ele ndo possui éxons a montante (apenas a jusante), logo
identificar um possivel salto de éxon com 0 RNA-cap e rMATS nao € possivel. Por isso, como
esperado, a analise do rMATS ndo evidenciou nenhum evento significativo proximo do éxon 1
(E1). Pelo fato da variante c.80C>A se localizar em regi&o exonica, ela também é considerada
um SNP marcador para avaliagao de “Desbalango alélico”, no qual foi visto que o alelo normal
esta sendo bem mais expresso, com frequéncia alélica (VAF) de 92%, enquanto o alelo variante
foi detectado em apenas 8% das leituras. Esse resultado sugere que ocorra um salto do éxon 1
no alelo contendo a variante, onde esta localizado cddon de inicio ‘AUG’. Entretanto existe um
codon de inicio in-frame alternativo no E5 e no E6 do transcrito MANE e em outras isoformas
alternativas, por isso se ocorrer um salto do E1, devido a presenca dessa variante, a proteina
ainda seré traduzida nos AUGs alternativos in-frame, que nao alterardo o quadro de leitura da
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proteina. Essa variante ainda tem alta frequéncia no banco de dados populacional do Japdo néo
esperada para a doenca de 0,26%.

Yang e colaboradores (2022) detectaram uma variante PP na posicdo ¢.82C>G
(p.Val28Met), a dois nucleotideos de distancia desta variante no proximo cddon, a qual foi
realizada a anlise de splicing por RT-PCR, clonagem e sequenciamento de DNA. Identificaram
alteracdo de splicing com a perda do final da regido 5’UTR junto com 0 éxon 1 inteiro (c.-
86_c.82) compreendendo um fragmento168 pb. Pelo método de clonagem observaram a
abolicdo completa do splicing normal pelo alelo mutante, ndo gerando nenhum transcrito
normal. Devido a evidéncias insuficientes, essa variante continua sendo uma VUS, com

aplicacdo do critério PM2_sup.

A paciente RNAP-07, com a variante sindbnima em TP53:c.114A>G (p.GIn38=)
localizada a 17 pb de disténcia do final do E4, ndo apresentou evento significativo em splice
em nenhuma das ferramentas. Uma vez que essa amostra teve uma qualidade ruim de
integridade do RNA (RIN 3,4) e baixa cobertura total (77,8% de cobertura em 50X) e no gene
TP53 (81,4% em 50X), consideramos que a analise de RNA-cap foi inconclusiva, pois ao
observar a cobertura dessa variante no IGV, a qual também é um SNP marcador, sé tinha
cobertura de 1 leitura. Essa variante também ndo tem depoésito no ClinVar, ou seja, nenhuma
evidéncia clinica. Devido a evidéncias insuficientes, essa variante continua sendo VUS, com

aplicacdo dos critérios PM2_sup, PP3.

A paciente RNAP-110, com variante em NBN:c.2071-4A>G localizada no intron 13
apresentou salto do éxon 13. Enquanto os controles apresentaram o intervalo de inclusdo do
éxon de 0,84 a 1,0 (84% a 100%), o paciente teve um PSI de ~0,85 (85%), apresentando uma
diferenca de PSI com a media dos controles de ~0,14 (14%). Isso significa que esse evento
também ocorre de forma alternativa nos controles, o qual pode ser visualizado através da Figura
56. Esse salto do éxon ocorre de forma in-frame, ndo alterando a janela de leitura de traducéo,
mas esse evento causa a perda de 52 pb que correspondem a parte inicial do dominio “DNA
damage repair protein Nbs1” e cerca de 6,9% da proteina. Essa variante foi descrita pela Invitae
como produzindo uma proteina alterada devido a dano no splicing, mas com o impacto
funcional ainda desconhecido. Além disso, a pela Ambry Genetics ap6s a analise de RNA
constataram que a variante resulta em um defeito de splicing incompleto e que o impacto clinico

dessa variante ainda é desconhecido.



145

Figura 56 — Gréfico de sashimi apresentando evento de salto do éxon 13 presente no paciente

RNAP-110 e em um controle externo
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Fonte: Autoria prépria.
Legenda: O evento de SE 13 foi visto no paciente e nos controles, porém no paciente esse salto ocorre numa
propor¢do maior de leituras, sendo considerado um evento significativo em comparag¢do com os controles.

Na analise de desbalanco alélico, o alelo alterado da variante sinénima
(NM_002485.5:¢.1197T>C — no éxon 10) teve VAF de 99% do alelo alternativo, enquanto a
VAF do alelo referéncia foi de 1%. Em outro SNP marcador na variante sinénima
(NM_002485.5:¢.102G>A - éxon 2), a VAF do alelo referéncia foi 42% e do alelo variante
58%. Nao foi possivel realizar a analise direcionada ao transcrito com esse paciente, pois devido
a integridade do RNA néo estar adequada (RIN = 4,6) e, mesmo testando de dois pares de
primers diferentes, a amostra ndo amplificou, apenas nos individuos controles. Devido a
evidéncias insuficientes, essa variante continua sendo VUS, com aplicacdo dos critérios
PM2_sup, PP3, PVS1 _mod(RNA_NA).

A paciente RNAP-115, com variante em MLH1:c.790C>G localizada no ultimo
nucleotideo do éxon 9, apresentou pela ferramenta rMATS quatro eventos de splice
significativos de salto de éxon in-frame e out-of-frame envolvendo os éxons 9, 10 e 11 que
codificam para o dominio DNA mismatch repair protein S5 da proteina MLH1. Foi visto 3
saltos de éxons out-of-frame (salto do E9, salto do E10, salto do E10-E11) e um salto de éxon
in-frame (E9-E10) perdendo 69 aminoacidos. Em todos os eventos, o PSI do paciente estava
incluso no intervalo de PSI dos CTRLSs, evidenciando que esses eventos ocorrem naturalmente
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em individuos sem a variante e que esses exons sdo altamente variaveis na inclusdo no transcrito
maduro através do splicing alternativo. Isso também reflete na diferenga de PSI que é muito
pequena entre o paciente e os CTRLS, apenas o evento do salto do E10-E11 apresentou uma
diferenca acima de 10%, por isso foi 0 unico evento que foi depositado na tabela 12 e

representado no gréfico boxplot (Figura 36).

Nos depdsitos do ClinVar, a Invitae classificou como provavelmente benigna, porém
sem descricdo, e a Ambry ndo fez estudos de RNA e ndo descreveu casos na literatura de
individuos afetados com essa variante, apenas a troca de aminoécido que possui propriedades
quimicas semelhantes, por isso a classificaram como VUS. Por ser uma variante exdnica,
também foi possivel avaliar se ocorreu o desbalanco alélico a partir desta mesma variante. O
resultado foi que a variante apresentou uma expressdo balanceada, na qual a VAF do alelo
normal foi de 58% e do alelo alterado de 42%. Isso indica que ambos os alelos estdo sendo
expressos em proporcdes equivalentes, ndo ocorrendo degradacdo do transcrito com o alelo
alterado, conforme pode ser visualizado na Figura 57. A partir dessa analise também observou

gue ndo teve um enriquecimento de delecdo do E9 no alelo alternativo.

Figura 57 - Analise de desbalanco alélico a partir da variante missense em MLH1:c.790C>G
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Fonte: Autoria propria.
Legenda: Na imagem é possivel observar que expressdo do alelo selvagem e o alterado estéo balanceados.
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Para analise direcionada ao transcrito foram realizados trés ensaios com o Bioanalyzer,
representados na Figura 58: o primeiro analisou a amostra do paciente oriunda do tecido da
mama normal contra trés CTRLSs de tecido de leucdcito, o segundo ensaio apenas com mais trés
individuos controles e o ultimo com dois pacientes, RNAP-119 e RNAP-107 de tecido da mama
nomal (que possuiam variantes patogénicas apenas em BRCA2 e BRCAL, respectivamente) com
mais dois controles (leucécitos) contra o paciente. Através da Ultima andlise foi visto que as
bandas dos pacientes RNAP-119 e RNAP-107 eram semelhantes com as bandas do paciente
RNAP-115, porém um pouco diferentes dos controles de leucdcitos. Dessa forma, pode-se
explicar que o splicing alternativo de MLH1 é diferente entre o tecido da mama e os leucdcitos,
em que o primeiro possui menos isoformas que o segundo, ou seja, menos diversidade de
isoformas. Também foi possivel observar que o padréo de bandas da paciente estava idéntico
com os pacientes RNAP-119 e RNAP-107, sendo indicativo de que ndo houve uma alteracédo

de splicing na mama.

Figura 58 - Imagem do gel do Bioanalyzer da paciente RNAP-115 para analise da variante
MLH1:¢c.790C>G
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Fonte: Autoria propria.

Legenda: No gel (a), (b) e (c) estao os trés ensaios realizados. No UGltimo ensaio estdo as amostras dos pacientes
com RNA oriundo da mama normal (RNAP-115, RNAP-119 e RNAP-122) contra as amostras dos individuos
controles de leucocitos, notando-se um padréo de banda diferente, com uma diversidade menor de bandas que as
amostras de leucocitos, embora com padréo parecido entre si. A seta azul indica 0 amplicon esperado com 540 pb.
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Considerando esse resultado de padrdo de splicing distinto entre o tecido mamario e
leucdcitos, realizamos uma andlise extra no rIMATS com esse paciente contra outros seis
pacientes (RNAP-118, RNAP-119, RNAP-121, RNAP-122, RNAP-123 e RNAP-124), em que
0 RNA extraido dessas amostras também era de mama normal e ndo possuiam variantes VUS
nem P/PP no gene MLH1. Foi encontrado o evento de salto do E10 com éxons flanqueadores
E9 e E11, em que a paciente inclui menos o E10 (84%) comparado com os controles que
incluem de ~94% a 98%. Outro evento também significativo foi identificado, em que ocorre o
salto dos éxons 9, 10 e 11 e éxons flanqueadores 8 e 12, sendo menos incluso na paciente com
50% das leituras e nos controles tirando uma amostra discrepante, tem inclusao de 77% a 100%.
No entanto, como o nimero de pacientes controles é pequeno (6), essa analise ndo é conclusiva
sobre o potencial efeito em splicing dessa variante, sendo mantida a classificacdo de VUS com
aplicacdo dos critérios PM2_sup, BP4, BP7_Strong (RNA_NA).

A paciente RNAP-124, com variante BRCAL1:¢.4096+1G>A localizada no intron 10
apresentou um salto do éxon 10 in-frame levando a perda de 1.142 aminoéacidos do dominio
BRCT. Os depositos dessa variante no ClinVar sdo conflitantes para classificacdes de variante
de significado incerto e provavelmente patogénica por laboratérios de referéncia, que
descrevem que ocorre uma perda parcial do E10, a qual ocorre de forma natural nos controles,
porém é retida uma funcdo residual minima na proteina. A ferramenta rMATS detectou um
evento SE do éxon 10 completo, com a diferenca de PSI entre caso e controles de 10%, e outro
evento com salto do éxon 10 parcial retendo os 118 pb iniciais do E10 com a diferenca de PSI
de 11%. Essa diferenca é pequena, porém atinge o valor que estabelecemos para considerar o
evento como significativo. A ferramenta LeafCutterMD apresenta um resultado semelhante, em
que os 122 pb iniciais do E10 se ligam diretamente ao E11, essa juncdo acontece em apenas 2
CTRLs externos.

Nesse paciente foram encontrados cinco SNPs marcadores, quatro variantes no E10
(c.1067A>G, ¢.2612C>T, ¢.3113A>G e ¢.3548A>G), ilustradas na Figura 59, e uma no E15
(c.4837A>G). A variante BRCAL: ¢.1067A>G estava a 394 pb do inicio do E10, tinha 90% de
expressdo do alelo referéncia e 10% do alelo alternativo. As proximas variantes ¢.2612C>T e
€.3113A>G, que estdo a 502 pb de distancia uma da outra estavam com expressoes semelhantes,
alelo referéncia 34% e alelo alternativo 66%, indicando estarem em cis entre si e com um certo
desbalanco. O ultimo SNP marcador desse éxon tinha proporcdes diferentes de expresséo: alelo
referéncia 17% e alelo alternativo 83%. Se tivesse ocorrido um salto de splicing completo

(delecdo completa [100% das reads] do restante do E10 na isoforma que abriga o alelo alterado),
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todos esses SNPs marcadores sO teriam a expressdo ou do alelo referéncia ou do alelo
alternativo em cis com o alelo alterado. Porém, nesse caso vemos a expressao de ambos 0s
alelos de forma desbalanceada, indicando a ocorréncia de leaky splicing (termo utilizado
quando a variante leva a uma producdo parcial de transcritos alterados e de transcritos full
lenght).

Figura 59: Visdo geral dos 4 SNPs marcadores encontrados no E10 da paciente RNAP-124

Fonte: Autoria propria.

Legenda: Os SNPs marcadores sdo: BRCAL:c.1067A>G (em vermelho); BRCA1:c.2612C>T (em azul);
BRCAL:c.3113A>G (em verde); e BRCAL:c.3548A>G (em roxo). O trecho de salto parcial do E10 encontrado no
rMATS, o qual retem apenas 0s 118 pb iniciais esta representado em laranja.

N&o foi possivel realizar a analise direcionada ao transcrito neste paciente, pois o éxon
10 é muito extenso, o qual possui 3.426 nucleotideos. Tentamos desenhar primers no final do
E9 e inicio do E11 para conseguir amplificar a isoforma com o salto parcial do E10 que geraria
um amplicon de aproximadamente 230 pb, porém ndo houve amplificacdo na paciente nem nos
controles, e no sequenciamento s apareceu cobertura proximo das regifes em que estavam 0s
primers, com nenhuma leitura mapeada no E10. Devido as evidéncias insuficientes, essa

variante continua como VUS, com a aplicacao dos critérios PVS1 _mod (RNA), PM2_sup, PP3.
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6. DISCUSSAO

Em nosso estudo, implementamos e validamos um conjunto de ferramentas
computacionais, gendmicas e experimentais para aprimorar a priorizacao e interpretacdo clinica
de VUS preditas como spliceogénicas em genes de predisposi¢do hereditaria ao cancer. A
integracdo de maltiplos métodos, como preditores de splicing, sequenciamento de RNA por
captura e por transcrito direcionado permitiu ndo apenas a identificacdo de potenciais eventos
aberrantes, mas também a criacdo de um pipeline automatizado robusto para a selecdo e
avaliacdo de variantes, tanto codificantes quanto ndo codificantes.

Este projeto descreveu a analise de RNA como uma ferramenta complementar ao teste
genético de DNA para investigar o splicing aberrante através do sequenciamento de captura de
MRNA em 50 pacientes, a partir de amostras de leucdcitos ou tecido normal. Avaliamos
variantes de nucleotideo Unico exénicas e intrdnicas até 20 pares de base do limite éxon-intron
com a adicédo de algumas delec¢des/duplicacOes de interesse, assim como variantes presentes nas
regides 5” ¢ 3> UTR nos 27 genes de predisposicdo hereditaria ao cancer com intuito de auxiliar
na reclassificacdo das VUS.

N&o existe ainda um protocolo padrdo Unico de ponta a ponta para as analises de RNA,
especificamente para a analise de splicing, que inclui desde a coleta do material bioldgico,
armazenamento, extracdo, construcdo de biblioteca de transcriptoma total ou de captura,
pipelines robustos para processamento dos FASTQs e mapeamento de RNA, parametros
adequados as ferramentas para deteccdo de splicing diferencial e/ou aberrante.

O que temos atualmente nesse contexto sdo recomendacdes para triagem de variantes
de splice encontradas a partir do sequenciamento de DNA e interpretacdo das variantes
intrbnicas presentes nos sitios candnicos e ndo candnicos. Essas recomendacBes foram
adaptadas aos critérios da ACMG e desenvolvida pelo grupo de especialistas de splice da
ClinGen em 2023 (ClinGen SVI Splicing Subgroup) (Walker et al.,2023). Neste trabalho, foi
recomendado o uso do SpliceAl como a ferramenta padréo para triagem de variantes de splice
no cenario clinico com o cut-off de >= 0,20, o qual indica risco moderado de causar erro de
splicing, além de apresentar uma arvore de decisdo para ponderar o peso de maior forca, o
‘PVS1’, nas variantes nos dinucleotideos conservados intrénicos £1,2 e aplicagdo de outros
codigos em outras variantes intronicas para ressaltar a evidéncia de impacto no RNA, quando
existir dados de estudos robustos (Walker et al.,2023).

Em relacgdo a triagem de variantes com potencial de serem spliceogénicas (preditas de
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serem spliceogénicas), cerca de 14,30% dos 2.076 pacientes totais desse estudo tinham
variantes preditas de causar erro de splice, valor proximo ao encontrado em outro estudo que
foi de 17,5% (Kamps-Hughes et al., 2023). Utilizamos os preditores dbscSNP, MaxEntScan e
SpliceAl por serem os mais utilizados para o diagnoéstico clinico e em outros estudos para o
mesmo tipo de andlise, além de estarem disponiveis de forma gratuita (Casadei et al., 2019;
Wai et al., 2020; Horton et al., 2022; Kamps-Hughes et al., 2023). Entraram para o estudo
apenas aquelas variantes preditas de causar erro de splicing em pelo menos um dos trés
preditores, que pode ter levado a exclusao de variantes que tem a capacidade de alterar o splice,
mas que ndo foram preditas por nenhum dos preditores. Uma vantagem desse estudo foi termos
capturado variantes sindbnimas para analise do impacto de splicing, as quais geralmente sdo
negligenciadas no cenario de diagndstico clinico por ndo alterarem o aminoacido, mas que
podem ter a capacidade de alterar o splice, sendo que representam 8,9% das variantes preditas
spliceogénicas.

E importante destacar que esses trés preditores sdo desenhados para prever variantes de
nucleotideo Unico, sendo que o SpliceAl consegue prever também algumas indels, por isso a
predicdo de variantes de grandes delecbes/insercdes (CNVs) ndo geram pontuacdes. Dessa
forma, ao serem identificadas CNVs no sequenciamento convencional de DNA, todas devem
ser avaliadas de forma minuciosa e individual para validar se elas causam ou néo alteracdo de
splice relevantes. Nesse estudo demonstramos atraves do RNA-cap o efeito em splicing e na
regulacao da transcricdo de duas CNVs: a variante patogénica em PALB2 que leva a duplicacdo
em tandem do E11 seguida do salto do E12; e a variante em MSH2 (classificada inicialmente
como VUS) reclassificada para patogénica por deletar a regido promotora do gene e impedir
sua transcricdo, atraves da confirmacdo da expressdo monoalélica. Nesse sentido, estudos ja
destacaram que a analise de RNA auxilia a determinar se grandes duplica¢fes ocorreram em
tandem em relagdo a sequéncia referéncia (Horton et al., 2022).

Em relacdo a pequenas delecGes e insercdes (indels) o Unico preditor que conseguiu
gerar escores para essas variantes foi o SpliceAl, no qual trés variantes P/PP e duas VUS foram
preditas como spliceogéncias nos 27 genes. Vale destacar que conseguimos validar efeito de
splice anormal de duas dessas trés variantes indels patogénicas, CHEK?2:c.846+4 846+7del e
RAD51C:c.905-2_905-1delAG. A predicdo de indels por essa ferramenta é possivel, pois ela
possui um banco de dados de pequenas delecdes/insercdes de 1 a 4 bases em genes especificos.
Logo, indels maiores talvez ndo sejam bem previstas por esse preditor.

O SpliceAl, por nédo se basear nas regides canodnicas, mas sim no impacto de splice cinco
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mil nucleotideos antes e depois da variante em questao (independentemente da sua posicao) foi
a ferramenta com melhor desempenho para a triagem das variantes de splice, uma vez que
detectou mais variantes potenciais de serem spliceogénicas P/PP e VUS que entraram para o
estudo. Outra vantagem desse preditor é gerar pontuagdes indicativas de erro de splice em
variantes mais internas do éxon (variantes exonicas distantes da borda — deep exonic), como
por exemplo, VUS exdnicas a partir da posigdo 5 até 191 pb dentro do éxon e VVUS intrénicas
com =10 pb de distancia do éxon. Por outro lado, as outras ferramentas geram escores de
predicdo para variantes exonicas localizadas até no maximo os trés ultimos nucleotideos
proximos da borda e para variantes intronicas até as posi¢es D+8 e A-20.

E importante ressaltar que, antes da recomendacéo da ClinGen (Walker et al., 2023) e
antes da criacdo do SpliceAl em 2019 era mais comum os estudos utilizarem a ferramenta paga
Alamut que agrega 7 preditores de splicing (SpliceSiteFinder-like, MaxEntScan, GeneSplicer,
NNSPLICE, ESEFinder, RESCUE-ESSE e EX-SKIP), na qual ndo estava incluso o SpliceAl
(Casadei et al., 2019; Wangensteen et al., 2019; Gelli et al., 2019; Morak et al., 2019; Rofes et
al., 2020; Ryu et al., 2020; Agiannitopoulos et al., 2021; Castillo-Guardiola et al., 2022; Bozsik
et al., 2022; Li et al., 2022; Li et al., 2022). Diversos estudos compararam a performance de
multiplas ferramentas de bioinformatica de predicdo de splice e encontraram o SpliceAl como
apresentando o melhor sensibilidade e especificidade (Findlay et al., 2018; Ha et al., 2021,
Riepe et al., 2021; Jang et al., 2022). Ainda, essa ferramenta demonstrou ser razoavelmente
eficaz para a prever ganhos de sitios AG, embora ndo tao assertivo em prever a perdas do sitio
aceptor com o ganho de variantes AG (Zhang et al., 2023). Por todas essas evidéncias discutidas
e vantagens identificadas nesse estudo, ela € atualmente a ferramenta mais indicada para fazer
a triagem das variantes spliceogénicas no contexto do cenario clinico.

Em nosso estudo, as variantes P/PP preditas de serem spliceogénicas estavam
localizadas em sua maioria nas regides candnicas de splice 1,2 pb do intron e nos dois ultimos
nucleotideos do éxon. Este mesmo padrdo foi visto no estudo de Kamps-Hughes e
colaboradores (2023), no qual dentre as variantes potenciais de causar alteracdo no splice
classificadas como P/PP, a maior parte estavam localizadas nas regiGes candnicas em relagédo
as VUS. No estudo de Horton e colaboradores (2022), das variantes que tinham classificagéo
P/PP, 95,6% estavam localizadas nesses dinucleotideos conservados e 62,7% no ultimo
nucleotideo do éxon. Além disso, encontramos uma frequéncia maior de variantes P/PP e VUS
na regido doadora (D+3, D+4 e D+5 pb) apds o sitio candnico doador (D+1,2 pb) do que nas

regides aceptoras (A-3, A-4 e A-5 pb) apos o sitio candnico aceptor (A-1,-2 pb). No estudo de
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Kamps-Hughes e colaboradores (2023), os autores também relataram que houve um
enriquecimento nas posi¢des D+3, D+4 e D+5 do sitio de splicing do doador candnico, embora
no estudo de Horton e colaboradores (2022) mais variantes foram encontradas na regiao
aceptora (A-3 ao A-5) do que na regido doadora (D+3 ao D+5). Porém nesse estudo, a maior
parte das variantes da regido aceptora tinham classificacdo PB, enquanto as da regido doadora
tinham mais classificacbes VUS ou PP/P, ou seja, variantes reportaveis. O estudo de Wai e
colaboradores (2020), encontrou que 77% das SNVs que apresentaram splicing anormais
estavam localizadas na regido doadora consenso (3 ultimos nt do éxon até o 8° nt do intron) e
13/19 SNVs na regido aceptora (os Gltimos 8 nt do intron até 3 nt do éxon) alteraram o splice,
por isso pode-se afirmar que variantes na regido doadora podem ter uma probabilidade maior
de ocasionar erros de splice se comparados com a regido aceptora.

Sabe-se que as posi¢des canbnicas de splice £1,2 pb sdo altamente conservadas com
uma média no phyloP de 6,34 (Blakes et al., 2022), e que cerca de 89% das variantes
encontradas nessa regido séo classificadas como P/PP e apenas 10% como VUS (Walker et al.,
2023). As variantes proximas do sitio candnico também possuem certo grau de conservagéao,
sendo suas posicdes e sua média de conservacao no phyloP de D+5 (3,44), D+4 (2,39), D+3
(1,97), D+6 (1,29) e a menos conservada A-4 (0,076) (Blakes et al., 2022), isso pode explicar
0 porqué variantes nessas regides sdo mais preditas de causar dano em splice do que variantes
em outras posigdes intronicas, e por isso foram mais enriquecidas em nossa coorte e nos outros
3 estudos (Wai et al., 2020; Horton et al., 2022; Kamps-Hughes et al., 2023).

Posicbes de splicing ndo canbnicas podem abrigar variantes deletérias. No estudo de
Blakes e colaboradores (2022) foi relatado que a posicdo D+5 e D-1 (Gltimo nt do éxon)
provavelmente podem abrigar variantes prejudiciais, e que estimativas de trabalhos anteriores
indicam que pode haver um aumento de 90% de variantes patogénicas na posi¢do D+5 em
variantes de novo proximas da regido de splice em genes dominantes de doencas raras (Lord et
al.,2019; Blakes et al., 2022). Ainda no estudo de Horton e colaboradores (2022) os autores
relataram que houve maior atualizacdo de variantes localizadas na regido D+5 ou D+3 ap0s a
analise de RNA. Em nosso estudo, tivemos quatro variantes na regido D+5 que foram
sequenciadas pela técnica de RNA-cap: 2 variantes P/PP (RNAP-101 MLH1:¢.588+5G>C e
RNAP-113 MLH1:c.116+5G>C) e 2 VUS (RNAP-103 BRCA1:c.547+5G>A e RNAP-114
SMARCAA4:¢.859+5G>A) sendo observado diferentes eventos de splice. A primeira variante em
MLH1 gerou diferentes saltos E6, E7 ou E6 + E7, ja a segunda variante em MLH1 foi visto

nesse estudo o uso reduzido do sitio alternativo 5” de splice, embora outros estudos relatarem
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alteracdo de splice. Ja para ambas as variantes VUS, ndo foram encontradas evidéncias de
impactos no splice pelo RNA-cap, e pela anélise do transcrito direcionado. Isso demonstra que
os efeitos esperados podem ser diversos para essa posicao.

Das variantes intronicas encontradas na regido aceptora, no estudo Kamps-Hughes e
colaboradores (2023) observou-se que as posi¢des A-11, A-10 e A-9 do sitio aceptor canbnico
na maioria das vezes estavam propensas a se tornar novos sitios aceptores de splice. J& Horton
e colaboradores (2022) observaram que, depois das variantes encontradas nos sitios D+5 e D+3,
as variantes com distancia de 10 nucleotideos do éxon foram as que mais sofreram
reclassificacbes apds a analise de RNA. Isso foi visto no nosso estudo com a variante
BRCA2:¢c.7618-10T>G (VUS — P) que se tornou um sitio aceptor mais forte que o sitio
candnico ocorrendo a retencao de 9 pb do intron com adicdo de um cddon de parada prematuro
e alteracdo do splice. J& para a variante P BRCA1:c.213-11T>G, houve a retencdo de
aproximadamente 59 pb do intron, devido a diminuicdo da forca do sitio aceptor candnico e a
utilizacdo de um sitio aceptor criptico de splice na posicdo -60 e -61.

As variantes localizadas fora da regido reportavel em painéis multigenes de DNA (£ 20
pb do éxon) em geral, carecem de evidéncias cientificas para interpretacdo e possivel
reclassificacdo. Alguns estudos ja reportaram que variantes que causam alteragdo no splicing
podem estar localizadas numa regido de intron profundo, com uma distancia do éxon > 200 pb
(Casadei et al., 2019; Canson et al., 2020; Horton et al., 2022; Kamps-Hughes et al., 2023,
Horton et al., 2024; Jaramillo et al., 2024), mas essas areas sdo dificilmente cobertas por painéis
génicos, possuindo baixa cobertura e qualidade de sequenciamento, sendo inviaveis para a
deteccdo no sequenciamento de DNA sozinho. Dois estudos que fizeram o teste pareado DNA
e RNA em grandes coortes tiveram pouca representatividade de variantes intronicas profundas
(deep intronic) na reclassificagdo para aumento da taxa de diagndstico positivo. No primeiro
estudo, apenas 8 de 20.317 pacientes totais (0,04%) tiveram variantes fora da zona reportavel
reclassificadas de VUS para P/PP (Kamps-Hughes et al., 2023), as quais estavam a mais de 200
pb de distancia do éxon (FH:c.1391-269A>G, APC:c.531+1482A>G, ATM:c.2639-384A>G,
PALB2:c.49-1123C>G e NF1:c.1642-449A>G). Em um segundo estudo, 28 de 43.524
pacientes totais (0,06%) tiveram uma nova variante intrénica profunda P/PP detectada
exclusivamente pela adi¢do do sequenciamento de RNA (Horton et al., 2024). Ainda, o estudo
de Kamps-Hughes e colaboradores (2023), as variantes intronicas profundas representaram
5,6% de um total de 605 variantes spliceogénicas, das quais apenas 2/34 variantes presentes em
dois pacientes foram classificadas como benignas e 27/34 variantes foram classificadas como
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VUS (79,4%), ou seja, uma vez encontradas variantes preditas de serem spliceogénicas nessas
regides a maioria serd reclassificada para VUS. Em suma, mesmo com a adicdo do
sequenciamento de RNA, variantes além de 20 pb séo ainda um desafio para interpretacdo
clinica. Por ultimo, cerca de 93% dessas 605 variantes estavam dentro do intervalo reportavel
de variantes. Neste presente trabalho ndo selecionamos variantes além de + 20 pb de distancia
do éxon, visto que a cobertura dos painéis de DNA para além desse limite é irregular e conforme
apresentado nos estudos acima, existe uma probabilidade pequena dessas variantes sofrerem

reclassificacdo de VUS para P/PP.

Em relacdo as variantes das regides ndo traduzidas, realizamos apenas a filtragem das
que estavam localizadas na regido 3’UTR sem utilizar nenhuma estratégia de priorizacdo, pois
atualmente faltam ferramentas de predicao e abordagens experimentais validadas clinicamente
para reclassificar essas variantes. Ja as variantes na regido 5> UTR foram filtradas e preditas
pelo UTR Annotator, porém a predi¢do de impacto na maior parte das vezes estava anotada em
transcritos ndo-MANE, dificultando ainda mais a interpretacdo dessas variantes. Ainda, poucas
variantes foram preditas de ter efeitos em 5’ UTR nos 27 genes de nosso estudo, e essas

variantes serdo mais exploradas em um projeto futuro do grupo.

A andlise de RNA para as variantes de splice comecou de forma desafiadora desde a
etapa de validacdo técnica, na qual buscamos validar os efeitos de splice ja conhecidos das
variantes P/PP spliceogénicas. Observamos que das trés ferramentas de analise de splice, o
rMATS foi a que mais identificou eventos esperados (11/14), seguido do LeafCutterMD e
FRASER2 com 7/14 eventos cada. No entanto, com essas ferramentas ndo foi possivel
identificar o efeito de splice em trés variantes P/PP: BRCA2:c.156_157insAlu (RNAP-03),
MUTYH:c.933+3A>C (RNAP-116) e BRCA1:c.213-11T>G (RNAP-118). Em outras variantes
foi identificada uma alteracdo de splice, mas ndo do evento esperado ja descrito por outros
estudos, como para: MLH1:¢.588+5G>C (RNAP-101) e MLH1:c.116+5G>C (RNAP-113).
Percebemos entéo que essas ferramentas tem como limitag&o ndo encontrar eventos de splicing
que ocorrem em pequenas ou grandes inser¢oes de intron (BRCA1:¢.213-11T>G), variantes que
estdo no éxon e/ou intron 1 (MLH1:c.116+5G>C), e quando ocorrem multiplos eventos de
splice a0 mesmo tempo em uma mesma regido (MLH1:¢.588+5G>C e MUTYH:c.933+3A>C),
ou seja, quando um gene possui muitas isoformas devido a grande quantidade de eventos
alternativos de splice, tendo como exemplo o gene MUTYH, no qual seus introns sdo muito
curtos e possui multiplas isoformas. O trabalho de Jaramillo e colaboradores (2024) ao avaliar
quatro ferramentas analise de splice (rMATS, MAJIQ, FRASER2 e LeafCutterMD) identificou
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que o rMATS também foi a ferramenta que detectou mais eventos de splicing alternativos
(11/14 eventos) sendo o mais sensivel, identificando exclusivamente 7 eventos, seguido da
ferramenta MAJIQ e FRASER?2 (4/14 eventos), por Gltimo LeafCutterMD (2/14 eventos). Em
todos esses 14 eventos alguma anormalidade ja tinha sido encontrada a partir da inspec¢éo visual
dos BAMs gerados do RNA-seq transcriptoma total. Nesse estudo, foram identificadas trés
variantes que foram perdidas por essas quatro ferramentas, dessa forma descreveram as
principais limitacGes encontradas: eventos de retencdo de intron tem maior probabilidade de
serem perdidos comparados com outros eventos, e que as ferramentas conseguem detectar
eventos anormais de splice com no minimo 5X de cobertura de leituras na nova juncao. Essas
limitacOes de deteccdo também j& foram vistas e descritas em estudos e revisdo anteriores,
relacionando-as com os dados gerados do RNA-seq de leituras curtas (Brand&o et al., 2019;
Wang et al., 2023), os quais descreveram que o0 comprimento curto das leituras torna mais dificil
0 mapeamento das isoformas, ndo sendo suficiente para fasear eventos de splicing individuais,
e detectar transcritos originados de diferentes eventos. Nesse sentido, utilizar o sequenciamento
de leituras longas poderia solucionar a complexidade da estrutura exénica e intrénica de
transcritos completos/inteiros, pelo fato de ndo precisar reconstruir sequéncias curtas na etapa
de bioinformatica (Walker et al., 2023; Wang et al., 2023).

A complementacéo das anélises do RNA-cap com a avaliacdo do transcrito direcionado
e desbalanco alélico foram essenciais para compreender melhor os eventos de splicing
complexos tanto em variantes P/PP como VUS, quando as ferramentas ndo encontraram
nenhum evento de splice anormal a partir dos BAMs gerados no RNA-cap, ou para
complementar eventos de splicing anormais detectados no RNA-cap. Alguns exemplos séo os
pacientes RNAP-118 e RNAP-05, em que s6 foi possivel observar a retencao de intron através
da inspecdo visual das bandas na eletroforese capilar e no IGV. A anélise do desbalanco alélico
foi muito importante para avaliar de forma indireta a perda da expressdo completa do alelo
alterado que tinha uma grande dele¢do que envolveu a regido 5’UTR e a delegdo parcial do
éxon 1 no gene MSH2, nos pacientes RNAP-09 e RNAP-09.02. Outro caso semelhante foi o do
paciente RNAP-04 com uma variante no final do E1 RAD51D:c.80C>A, 0 que a torna nao
passivel de analise pelas ferramentas, porém como é considerada um SNP marcador, permitiu
observar que houve perda do alelo alterado, indicando que nesse alelo 0 E1 é saltado e néo
expresso. Essa complementagdo por RT-PCR também foi crucial no trabalho de Jaramillo e
colaboradores (2024) para as trés variantes que foram perdidas pelas ferramentas de analise de

splice, conseguindo validar os eventos anormais, lembrando que alguma anormalidade ja havia
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sido detectada previamente no IGV, a partir da analise de seus BAMs oriundos do RNA-seq.
Todas essas evidéncias demostram que apenas as ferramentas de anélise de splicing diferencial
e de splicing discrepante ndo sdo suficientes para caracterizar um evento de splicing anormal,
principalmente aqueles eventos parciais de retencdo/insercao de intron/éxon, uma vez que essas
ferramentas conseguem identificar melhor eventos de retencdo/insercdo de éxon/intron
completos. Por outro lado, essas ferramentas sdo essenciais para fornecer os valores
quantitativos que demonstram se o evento de splice é ou nédo significativo, os quais ndo sdo
possiveis de se extrair apenas a partir da inspecao visual, como as métricas de P valor, FDR e
PSI.

Tendo como base as evidéncias achadas no nosso estudo e de Jaramillo e colaboradores
(2024), é possivel afirmar que a inspecdo visual dos BAMs gerados no RNA-seq € muito
importante, pois nessa inspecdo podem identificar anormalidades de splice que ndo sédo
detectadas pelas ferramentas. Sendo assim, a inspecéo visual pode ser considerada como a
primeira linha de andlise, em complemento as ferramentas de splice para apoiar o resultado com
suas métricas de significancia, e as variantes que nao forem detectadas pelas ferramentas
precisam da validacdo do evento através do RT-PCR (analise do transcrito direcionado) seguido
de sequenciamento NGS.

Utilizamos amostras de leucdcitos de individuos saudaveis como controles negativos e
amostras de tecido congelado para a maioria das amostras dos pacientes que eram
retrospectivos, tanto para o0 RNA-cap como para as analises do transcrito direcionado. Ao
utilizar amostras de leucécitos nos controles assumiu-se que o padrdo de splicing € parecido
com as amostras de tecido solido dos pacientes, porém sabe-se que para alguns genes esse
padrdo pode ser diferente. Levando em conta o contexto clinico dos testes genéticos, coletar
amostras de sangue de individuos é considerada uma técnica menos invasiva, rapida e custo
efetiva. Existem estudos que ja compararam perfis de splice entre amostras de tecido normal da
mama e de sangue e constataram que 11 genes relacionados ao HBOC (BARD1, BRCAL,
BRCA2, BRIP1, CHEK2, PALB2, RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2 e XRCC3)
apresentaram perfis de splice parecidos entre esses dois tecidos (Davy et al., 2017;
Wangensteen et al., 2019). No nosso estudo, a partir da analise do transcrito direcionado, no
paciente RNAP-115, foi possivel constatar que o perfil de splicing do gene MLH1 é diferente
no tecido da mama em relacdo ao sangue. No paciente 0 RNA foi extraido da mama normal, e
observou-se que seu padrdo de bandas era idéntico as amostras de outros pacientes com amostra

de mama normais (que apresentaram poucas bandas), porém diferente das amostras controles
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de leucdcitos (que apresentaram mais bandas). Essa evidéncia demonstra que a variante ndo
causou uma perda da diversidade de isoformas, mas que o tecido de mama possui menos
isoformas que os leucocitos, logo possui menos eventos de splicing alternativos. O ideal seria
ter a amostra de leucocito do paciente para fazer uma avaliagdo mais adequada contra 0s
controles, e por esse motivo a variante permaneceu como VUS.

A integridade do RNA (RIN) é um fator determinante no NGS, pois quanto mais
fragmentada a molécula de mRNA mais vieses sdo acrescentados para as analises de expressao
génica e de splicing. Nesse estudo ndo limitamos as analises das amostras: RNAP-03, RNAP-
07, RNAP-110, RNAP-112, RNAP-113, RNAP-114 e RNAP-116 que tinham RIN baixo entre
3,1 e 4,6 para realizagdo do RNA-cap nem para o transcrito direcionado. Em todas essas
amostras foi possivel a realizacdo do RNA-cap, as quais apresentaram boas meétricas de
qualidade de sequenciamento, exceto para a amostra RNAP-07, em que a expressdo génica do
gene TP53 foi baixa no paciente e controles, assim como o valor de cobertura, com menos de
10X no éxon que abrangia a variante. J& a amostra RNAP-06 com variante no gene ATM teve
RIN médio de 5,6 e cobertura também abaixo do estabelecido (82,4%), porém como esse gene
¢ altamente expresso nos tecidos dos controles e do paciente, a cobertura dos éxons foi
homogénea, a amostra foi viavel para as analises posteriores. Para a analise de transcrito
direcionado néo foi possivel realizar RT-PCR nas amostras RNAP-110 e RNAP-07, por falha
na PCR, devido seu material que estava altamente fragmentado. Com isso pode-se estabelecer
gue amostras com RIN acima de 5 sdo adequadas para as analises de RNA-cap e transcrito
direcionado, embora amostras com RIN de no minimo 3,0 podem ser viaveis apenas para RNA-
cap em genes em que a expressao génica é adequada no tecido de origem, mas essas amostras
ndo sdo viaveis para analise do transcrito direcionado.

E importante destacar que uma variante ser spliceogénica (que altera o splicing) néo é
sinbnimo de ser uma variante patogénica, mesmo quando esse evento de splice é anormal
(ocorrendo apenas no paciente). Ao detectar a alteracdo de splicing é preciso identificar se, por
exemplo, eventos de salto de éxon s&o in-frame ou out-frame e, quando in-frame, se acontecem
em um dominio critico para a fun¢éo da proteina. 1sso ocorreu com a variante MUTYH:c.934-
2A>G nos pacientes RNAP-105 e RNAP-106, em que foi vista a dele¢do in-frame de 9
nucleotideos no inicio do E11, num dominio néo critico para proteina. Ainda, é preciso avaliar
se a regido excluida representa mais ou menos que 10% do comprimento total da proteina, e
nos casos com interrupgdo da janela de leitura, se o transcrito sofre degradacdo via NMD.

Existem ainda variantes candidatas a “resgate”, por exemplo, se ocorre uma variante com perda
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de fungdo em um éxon que é naturalmente saltado, o codigo PVS1 ndo deve ser aplicado, ou se
num evento in-frame a expressdo génica mantida € >10% com perda parcial de um dominio
funcionalmente relevante para proteina, ou em um dominio/regido ndo conhecido removendo
menos que 10% do comprimento da proteina (Walker et al., 2023). Em resumo, é preciso avaliar
de forma individual, minuciosa e criteriosa todos esses aspectos para determinar se houve de
fato uma alteracdo de splicing prejudicial para a proteina, para poder caracterizar a variante
spliceogénica como patogénica/provavelmente patogénica ou néo.

Utilizamos as novas recomendacdes (Walker et al., 2023) para interpretacdo de
variantes de splice nesse estudo e 3 variantes foram reclassificadas para P/PP, 5 para B/PB e 6
continuaram VUS. A partir do escore no SpliceAl >=0,20 foi possivel adicionar o codigo PP3,
e de forma contraria retirar o codigo PP3 das que estavam com escore entre >0,1 e <0,2, e ainda
adicionar o codigo BP7 aquelas com escore <= 0,1, que ndo estavam na posicdo +1,2 de splice,
0 que contribuiu na reclassificacdo da variante SMARCA4:c.859+5G>A para PB. Ainda,
seguindo as recomendacOes de Walker e colaboradores (2023), conseguimos dar peso PVS1
cheio para variantes fora dos sitios canénicos, as quais foram comprovadas de causar 0 erro
completo de splice e levar a transcritos NMD com cédon de parada prematuro através da nossa
analise de RNA, o que ndo era possivel anteriormente. Nesse aspecto, a forca da adicdo desse
critério foi decisiva para as mudancas de classificacdo das trés variantes VUS para P/PP
(BRCA2:¢.7618-10T>G, ATM:c.7273G>A e MSH2:del 5'UTR + del parcial do E1). Além disso,
conseguimos remover ou reduzir a forca de PVS1 de variantes exdnicas e intrénicas dentro ou
fora do sitio canénico, as quais foram vistas de causar alteracdo de splicing, porém de forma
ndo danosa a proteina no ensaio de RNA (MUTYH:c.934-2A>G e NBN:c.2071-4A>G), ou
quando ocorreu uma alteragao de splice de forma parcial (leaky splicing) (CHEK2:¢.320-5T>A,
MLH1:¢c.790C>G e BRCAL:c.4096+1G>A).

Existe uma propensdo das VUS preditas como spliceogénicas serem mais reclassificadas
para PB/B do que para PP/P. No estudo de Horton e colaboradores (2024), dos casos VUS,
45,5% foram reclassificadas para PB/B, e no nosso estudo cerca de 36% das variantes sofreram
esse rebaixamento. A aplicagdo do codigo BP7_strong sé foi possivel através dessa nova
recomendac&o, para variantes que ndo se observou nenhuma alteracédo de splice pelo ensaio de
RNA, sendo essencial para a mudanca de classificacdo das variantes de estudo
BRCAL:c.547+5G>A, MUTYH:c.1434+2C>T e SMARCAA4:¢c.859+5G>A.

No nosso estudo, variantes no gene ATM, BRCA2 e MSH2 foram elevadas de VUS para
P/PP, enquanto variantes no gene MUTYH (em dois pacientes) e em CHEK2 (em trés pacientes)
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foram rebaixadas para PB. Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de Horton e
colaboradores (2024) que relata que o aumento da taxa positiva de diagndstico (variantes
reclassificadas para PP/P) foi superior a 5% nos genes ATM, CDH1, MLH1 e NF1, enquanto a
taxa de decaimento de VUS aconteceu em quase todos os genes do estudo, porém de forma
mais relevante nos genes CHEK2, MUTYH, NF1 e TP53.

Em relacdo as variantes que permaneceram como VUS, temos duas variantes
(TP53:c.114A>G e NBN:c.2071-4A>G) nos pacientes RNAP-07 e RNAP-110,
respectivamente, que suas amostras ndo tinham RIN adequado, por isso ndo conseguimos gerar
evidéncias de RNA para impactar em suas classificages. Ainda, temos a variante no paciente
RNAP-04 (RAD51D:c.80C>A) que estd no E1, a qual ndo é possivel realizar tambeém a anélise
direcionada ao transcrito. No paciente RNAP-03 (RAD51C:c.571+4A>G) ndo vimos grandes
diferencas na inspecéo visual dos BAMs e no padréo de bandas da eletroforese capilar, embora
alguns laboratérios ja tenham descrito o evento de salto do E3. No paciente RNAP-115
(MLH1:¢c.790C>G) néo foi visto alteracdo de splice, visto que o alelo alternativo estava sendo
expresso normalmente, comprovando que ndo houve perda do E9, porém o efeito da troca de
aminoacidos na proteina ainda € inconclusivo. Por altimo, tem as variantes que possuem
eventos de splice incompletos (leaky splice) nas amostras RNAP-110 e RNAP-124
(NBN:c.2071-4A>G e BRCAL:c.4096+1G>A). Esse termo significa que eventos anormais de
splicing ocorrem em uma propor¢do pequena, de forma parcial, reduzindo as taxas de splicing
normal, mas ndo o excluindo, dessa maneira ndo se sabe se essa pequena proporcao de splicing
anormal é suficiente para desencadear o fendtipo associado ao gene.

No caso da variante NBN:c.2071-4A>G, foi identificado um salto in-frame do E13 pelo
rMATS, em que o nivel de inclusdo no paciente desse éxon € um pouco menor (85%) que a
média dos controles (98%). Por apresentar um evento incompleto, ndo é possivel aplicar
PVS1 mod (RNA), mantendo sua classificacgio como VUS. No caso da variante
BRCAL:c.4096+1G>A foi visto o salto parcial e total do E10 com nivel de inclusdo parecido
com os controles, porém levemente reduzido com uma diferenga de PSI de 11% e 10%,
respectivamente, sendo que na literatura € relatado que mesmo com a perda do E10, a proteina
mantém uma fungdo minima suficiente para seu desempenho. E o salto parcial do E10 é
ocasionado pela utilizacdo um sitio de splice dentro do éxon, o qual também € utilizado por
isoformas alternativas. De acordo com o CSpec de BRCAL publicado pela ClinGen/ENIGMA
deve-se adicionar o critério PVS1_mod (RNA) para salto do E10, porém mesmo com a adi¢do
desse critério a variante continua sendo VUS. E importante destacar que segundo a Gltima
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revisdo do ENIGMA em 2018 essa variante permanece VUS, e na recomendacdo do CSpec do
gene existe uma nota para alteracfes de salto deste éxon, que menciona que “a possibilidade de
variantes de risco intermediario ndo deve ser descartada”.

Eventos incompletos (ou parciais) ainda sdo considerados grandes desafios atuais para
as analises de splicing utilizando o RNA, pois a propor¢do desse evento anormal pode estar
relacionada com a expressdo e severidade do fen6tipo do paciente e/ou reducdo de penetrancia
de um fenotipo clinico esperado. Estudos demonstraram que variantes no gene BRCA1 que
conseguem manter a expressdo génica entre 20-30% do transcrito funcional ndo devem ser
classificadas como patogénicas em individuos com HBOC (Walker et al., 2023). Por isso,
devem ser realizados mais estudos que avaliam eventos de splicing utilizando a métrica do PSl,
ou através da expressdo alélica especifica (desbalango alélico), correlacionando os fenétipos
dos pacientes para poder estabelecer pontos de corte minimos de expressdo de transcritos
funcionais para cada gene.

Estudos que avaliaram grandes coortes de individuos suspeitos em serem portadores de
sindromes de predisposicdo hereditaria (Horton et al., 2022; Kamps-Hughes et al., 2023,
Horton et al., 2024) concluiram que o teste genético de RNA foi significativamente mais
relevante para ao aumento das taxas de classificagfes definitivas e reducdo de VUS em
individuos autodeclarados negros/afro-americanos, asiaticos ou hispanicos, comparados com
individuos autodeclarados brancos ndo hispanicos. Dessa forma, essa metodologia consegue
mitigar as discrepancias no diagnostico e tratamento de salde de populacdes subrepresentadas
nos bancos de dados populacionais de variantes genéticas (Ambry Genetics, 2025). Nosso
estudo contribuiu na reclassificacdo de trés variantes spliceogénicas VUS para patogénicas,
BRCAZ2:¢.7618-10T>G, ATM:c.7273G>A, MSH2:c.del 5’UTR + del parcial do E1, as quais ndo
estdo presentes em nenhum dos bancos de frequéncias populacionais, como gnomAD. A
primeira variante possui apenas trés depdsitos no ClinVar (Mendelics, Ambry e Invitae) e ja foi
identificada em outro estudo do nosso grupo em um individuo masculino com cancer de mama;
a segunda possui com apenas um deposito do laboratorio Mendelics e a terceira ndo possui
evidéncias clinicas no ClinVar. Isso indica que essas variantes sdo raras e encontradas na
populacdo brasileira, e uma vez classificadas como patogénicas pode-se estender essa
classificacdo para outros pacientes tanto aparentados como ndo aparentados portadores da
mesma variante, funcionando como um efeito cascata (Horton et al., 2024; Ambry Genetics,
2025). Além disso, essas reclassificacGes podem solucionar casos com resultados inconclusivos
de predisposicdo ao cancer familiar e promover oportunidades profilaticas e terapéuticas
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(Horton et al., 2024).

A aplicacgdo do sequenciamento de RNA como complemento ao teste genético de DNA
nas condicdes atuais, seria mais indicado/adequado para pacientes que apresentem resultado
negativo ou inconclusivo (VUS) no teste genético de DNA, os quais também possuem alto risco
de cancer hereditario com um forte historico familiar e/ou pessoal. Porém, deve-se destacar que
é uma metodologia considerada de alto custo e de alta complexidade, que depende do trabalho
conjunto de uma equipe multidisciplinar composta por especialistas capacitados e atualizados
para identificacdo/interpretacdo dos eventos de splice em relacdo a uma coorte robusta de
controles para realizar a interpretacdo de variantes spliceogénicas. Ainda, em relagdo ao acesso
ao teste, o teste de RNA ndo é coberto por planos de saude brasileiros, e provavelmente o
paciente que teria que arcar com o0s custos adicionais para complementacao do seu diagnostico.
Atualmente apenas o laboratério Fleury, com parceria com a Ambry Genetics, oferece um
painel comercial de cancer expandido com andlise de RNA a partir de amostras de sangue,
chamado “RNAinsight”.

Dentre as limitacGes deste estudo esta o fato de que, para fins de padronizacdo de
parametros para filtragem de eventos anormais de splicing, avaliamos na validacdo clinica
apenas pacientes que possuiam VUS preditas de serem spliceogénicas e direcionamos a
investigacdo das variantes de splicing somente no gene da VUS de cada caso. Com esses
parametros definidos e validados, poderemos utilizar as ferramentas de maneira exploratéria
com a aplicacdo de filtros ajustados (mais ou menos restringentes) para descobertas secundarias
de splicing anormal em outros genes de predisposicdo hereditaria (sem variante candidata a
priori), que precisardo ter seu efeito confirmado com analise direcionada ao transcrito e/ou
desbalanco alélico. No entanto, o processo de descobrir um novo diagndstico a partir de um
paciente sem nenhuma variante canditada tem um rendimento inferior daqueles pacientes com
uma VUS candidata ja identificada (Jaramillo et al., 2024). Outra limitag&o do estudo é que ndo
incluimos em nossas analises variantes em regides pouco conservadas, como sitios de ponto de
ramificagdo (branchpoints) (que geralmente se localizam nas posigdes -20 a -40 nucleotidos de
distdncia do sitio aceptor AG). Também ndo avaliamos o impacto nas regides de
intensificadores/silenciadores intrénicos/exdnicos, 0s quais sdo regibes muito curtas, mal
definidas, que variam muito na distancia dos sitios de splice, podendo sobrepor éxons ou
introns, e por isso séo dificeis de serem identificados e, caso uma variante seja identificada
nessas regides, o desafio serd entender se afetara a afinidade de ligacdo dos fatores regulatorios
de splicing neles (Barbosa et al., 2023). Por fim, nesse estudo ndo realizamos o tratamento com
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puromicina previamente a extracdo de RNA (que tem como intuito impedir a degradacdo de
transcritos com codon de parada prematuro via nonsense mediated decay [NMD]). Optamos
por essa abordagem, pois estudos recentes que fizeram captura de RNA com amostras tratadas
(P+) e ndo tratadas com puromicina (P-) conseguiram capturar 0s mesmos transcritos em ambas
as condicdes, porem amostras P- tiveram uma menor intensidade e frequéncia da variante
alterada. E possivel detectar essas variantes mesmo em baixa frequéncia, pelo fato de
alcancarem alta cobertura para as regides alvo através do método de captura, logo
demonstraram que o tratamento de puromicina ndo € essencial se for utilizada essa abordagem
de sequenciamento de RNA (Schwenk et al 2023).

De forma resumida, podemos considerar como desafios que permanecem mesmo com a
adicdo do teste de RNA: (i) ferramentas de predicdo de splice devem ser continuamente
atualizadas e treinadas (Walker et al., 2023), pois tem dificuldade em identificar e prever
impacto em sitios ndo conservados e redundantes (como branchpoints, ESE/ESS e ISE/ISS),
assim como prever variantes que ativam eventos de pseudoexonizagdo em regides intronicas
profundas ou variantes que impactam sitios canénicos atipicos (ndo GT-AG) nas posicles + 1,2
pb (Canson et al., 2020; Walker et al., 2023), uma vez que o desempenho dessas ferramentas
diminui em variantes > 10 pb de disténcia das juncdes de splice (Barbosa et al., 2023); (ii)
dificil interpretacdo de variantes em intron profundo e das que causam eventos de splicing
incompletos, devido a falta ainda de estudos de analises de RNA que usem a métrica de PSI ou
expressao alélica correlacionando com o fenotipo do paciente (Kamps-Hughes et al., 2023;
Walker et al., 2023); (iii) limitacBes inerentes ao sequenciamento de leituras curtas para
variantes que causam multiplos eventos de splicing ou de genes que possuem muitas isoformas
(multiplos eventos alternativos) (Wang et al., 2023); (iv) limitacdo de deteccdo de eventos de
retencdo parcial de introns pelas ferramentas de andlise de splicing diferencial como rMATS e
splicing outlier como o FRASER2 (Wang et al., 2023; Jaramillo et al., 2024); (v) amostras de
leucdcitos podem ndo representar de forma fiel o perfil de splice, ou expressao do transcrito no
tecido de origem da doenca (Wai et al., 2020; Kamps-Hughes et al., 2023); (vi) esfor¢os para
treinamentos continuos de cientistas na interpretacdo de variantes, assim como o0
compartilhamento de dados e a colaboracdo entre pesquisadores, laboratérios e médicos no

objetivo comum que é oferecer melhores resultados para os pacientes (Horton et al., 2024).
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7. CONCLUSAO

Conseguimos concluir no presente estudo que:

Desenvolvemos um pipeline com preditores in silico e parametros de filtragem para
priorizamos variantes raras, codificantes ou ndo codificantes e preditas como
spliceogénicas ou com efeito em UTRs. Através da revisdo de testes genéticos prévios
identificamos 182/3.236 (5,6%) variantes intrénicas e exodnicas preditas como
spliceogénicas, assim como 32/384 (8,3%) variantes com possivel impacto na regido

5°’UTR, e realizamos um levantamento de 898 variantes que estavam na regido 3’UTR.

Validamos uma metodologia para sequenciamento alvo de RNA de 27 genes de
predisposicdo ao cancer, com a qual obtivemos boas métricas de cobertura para as
regides alvo. A comparacdo entre ferramentas de analise de splice evidenciou que o
rMATS foi a ferramenta mais sensivel para a deteccdo de eventos no grupo de pacientes

com variantes P/PP spliceogénicas, identificando 78% dos eventos desse grupo (11/14).

Identificamos limitaces das ferramentas de analise de splice para detectar eventos de
retencdo parcial de intron, maltiplos eventos de splicing alternativos concomitantes e
eventos envolvendo o primeiro éxon e/ou intron. Por isso, complementar o RNA-cap
com o sequenciamento de RNA direcionado e analise de desbalanco alélico foi essencial
nas analises de algumas variantes. Essas analises também contribuiram com a
identificacdo de novas evidéncias ou confirmacdo de evidéncias que tinham sido
encontradas via ferramentas de splice e/ou inspecdo visual dos BAMs do RNA-cap,

apoiando as conclusdes das analises.

Na validag&o clinica para avaliagdo de VUS, a combinacdo de abordagens de analise de
RNA permitiu a reclassificacdo de 57% (8/14) das variantes, sendo trés variantes
reclassificadas para P/PP e 5 para B/PB. Das 6 VUS na qual a classificacdo foi mantida
como VUS, duas apresentaram alteracdo de splice parcial e potencialmente prejudicial
(NBN:c.2071-4A>G e BRCA1:c.4096+1G>A), porém sdo necessarios outros estudos
funcionais ou populacionais para identificar qual a real consequéncia fenotipica da

reducdo da isoforma normal e o0 impacto para o desenvolvimento da doenca.
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A combinacdo da utilizacdo do SpliceAl para triagem de variantes preditas de serem
spliceogénicas, rMATS para analise do perfil de splice entre 0 caso vs. controles, e
inspecéo visual dos BAMs do RNA-cap foram complementares entre si para identificar
as variantes, compreender os eventos anormais de splicing de forma quantitativa e

qualitativa, e contribuir para a classificacdo de variantes.
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APENDICE A - Painéis de genes utilizados para teste genético

Em verde estdo 0s genes presentes em cada painel e em azul estdo os genes comuns nos 6
painéis.

Genes 26G 27G* 35G 39G 924G 112G GENES
(DNA) | (RNA) | (DNA) | (DNA) | (DNA) | (DNA) |COMUNS
ACD () () () () () X ()
AlIP () ) ) ) X X )
AKT1 () () () () () X ()
ALK () () () () X X ()
APC X X X X X X X
ATM X X X X X X X
AXIN2 () ) () () () X )
BAP1 ) ) X X X X )
BARD1 X X X ) ) X )
BLM () () () X X X ()
BMPRIA |[(9) X X X X X ()
BRCA1 X X X X X X X
BRCA2 X X X X X X X
BRIP1 X X X X X X X
BUB1B () () () () X X ()
CASR () () () () X ()
CDC73 () () () () X X ()
CDH1 X X X X X X X
CDK4 () X () X X X ()
CDKN1B | () () () () () X ()
CDKNIC |(5) () () () X X ()
CDKN2A | (-) X X X X X )
CEBPA () () () () X X ()
CEP57 () () () () X () ()
CHEK?2 X X X X X X X
CREBBP | () () () () () X ()
CTNNAL | () () () () () X ()
CYLD () () () () X () ()
DDB2 () () () () X () ()
DICERL | (5) () () () X X ()
DIS3L2 () () () () X X ()
EGFR () () () () X X ()
EGLN1 () () () () () X ()
EPCAM | X X X X X X X
ERBB2 () () () () () X ()
ERCC2 () () () () X X ()




ERCC3 ) ) ) () X @) ()
ERCC4 ) ) ) () X () ()
ERCC5 () () () () X ©) ()
EXT1 () () () () X X ©)
EXT2 () () () () X X ()
EZH2 () () () () X () ()
FAMI175A | X () () () () ©) ©)
FANCA  |() () () X X () ()
FANCB | (-) ) ) X X () ()
FANCC |() () () X X X ()
FANCD2 | (-) () () X X ©) ©)
FANCE | () () () X X ©) ©)
FANCF | () () () X X ©) ©)
FANCG |(9) () () X X X ()
FANCI ) () () X X () )
FANCL ) () () X X () ()
FANCM | () () () () X X ©)
FH () () () () X X ©)
FLCN () () () () X X ©)
GALNT12 | () () () () ©) X ©)
GATA2 () ©) ©) ©) X X ()
GPC3 () () () () X () ©)
GREM1 |(9) () X () () X ()
HNF1IA | () ©) ©) ©) X X ©)
HOXB13 |(-) () () () () X ©)
HRAS () ©) ©) ©) X X ©)
KIF1B () () () () () X ©)
KIT () ©) ©) ©) X X ©)
LZTR1 () () () () () X ©)
MAX () () () () X X ©)
MC1R () ©) ©) () ©) X ©)
MEN1 () ) ) X X X ()
MET () ©) ©) ©) X X ()
MITF () () () () () X ()
MLH1 X X X X X X X
MLHS3 () ©) () ©) () X ()
MRE11  [X ) X () () X ()
MSH?2 X X X X X X X
MSH3 () () X () () X ()
MSH6 X X X X X X X
MUTYH [X X X X X X X
NBN X X X X X X X
NF1 () X ©) ©) X X ©)
NF2 () () () () X X ()




NSD1 () () () () X X ()
NTHL1 () () X () () X ()
PALB2 X X X X X X X
PHOX2B | (-) () ) ) X X ()
PIK3CA |X () X () () () ()
PMS1 () () () X X () ()
PMS2 X X X X X X X
POLD1  |() () X () () X ()
POLE () () X () () X ()
POLH () () () () () X ()
POT1 () () () () () X ()
PRF1 () () () () X () ()
PRKARIA |(-) () () () X X ()
PRSS1 () () () () () X ()
PTCH1  |() () () () X X ()
PTEN X X X X X X X
RAD50  [X ) X @ () X ()
RAD51C | X X X X X X X
RAD51D |X X X X X X X
RB1 () () () () X X @)
RECQL4 | () () () () X X ()
RET ) X () X X X ()
RHBDF2 | (-) () () () X X ()
RUNX1 | () () () () X X ()
SBDS ) ) ) () X () ()
SCG5 () () X () () ©) ()
SDHA () () () () () X ()
SDHAF2 | () () () () X X ()
SDHB () () () () X X ()
SDHC () () () () X X ()
SDHD () () () () X X ()
SLX4 () () () () X X ()
SMAD4 () ) X X X X )
SMARCA4 | (-) X () () () X ()
SMARCB1 | (-) ) ) () X X ()
SMARCEL |(-) () () () X ()
STK11 X X X X X X X
SUFU () () () () X X ()
TERC () () () () () X ()
TERF2IP_ | () () () () () X ()
TERT () () () () () X ()
TMEM127 | (9) ) ) () X X ()
TP53 X X X X X X X
TSC1 () () () () X X ()




TSC2 () () () () X S ()
VHL () () () X X S ()
WRN () () () () X e ()
WT1 () () () () X S ()
XPA () () () () X X ()
XPC () () () () X S ()
XRCC2 X () X () (-) X (-)
YAP1 () () @) @) () < ()

X: presente no painel; (-): ndo presente no painel.

*Painel de captura de 27 genes utilizado para o sequenciamento alvo de RNA.




APENDICE B - Tabela com a relacio Gene-Doenca

Gene Classificacdo Doenca relacionada Tipo de heranca
APC Definitiva Polipose adenomatosa familiar tipo 1 AD
Definitiva Tumor desmoide AD
Definitiva Adenocarcinoma gastrico e Polipose AD
proximal do estdmago
Definitiva Polipose adenomatosa familiar classica AD
ou atenuada
Moderada Sarcoma AD
ATM Definitiva Ataxia Telangiectasia AR
Definitiva Carcinoma de mama hereditéario AD
Moderada Sarcoma AD
Moderada Cancer colorretal ndo-poliposo AD
hereditario
BARD1 Definitiva Carcinoma de mama hereditario AD
BRCA1 Definitiva Suscetibilidade para Cancer de mamae AD
ovario familiar
Definitiva Anemia de Fanconi, grupo de AR
complementacdo S
Moderada Suscetibilidade para cancer de pancreas AD
BRCA2 Definitiva Suscetibilidade para Cancer de mamae AD
ovario familiar
Definitiva Complementacdo de anemia de AR
Fanconi grupo D1
Definitiva Carcinoma de prostata familiar AD
Forte Suscetibilidade para cancer de pancreas AD
Moderada Sarcoma AD
BRIP1 Definitiva Anemia de Falconi AR
Definitiva Complementagdo de anemia de AR
Fanconi grupo J
Definitiva Cancer de ovario familiar AD
Forte Carcinoma de mama hereditario AD
Moderada Adenoma colorretal AD
CDH1 Definitiva Adenocarcinoma gastrico difuso AD
hereditario
Definitiva Carcinoma de mama hereditario AD



Definitiva Sindromes de cancer gastrico difuso AD
relacionado com CDH1 e céncer de
mama lobular
Definitiva Sindrome blefaroqueilodontia 1 AD
Moderada Fenda do palato mole AD
CHEK2 Definitiva Sindrome Li-Fraumeni 2 AR
Definitiva Carcinoma de mama hereditério AD
Definitiva Sindrome Li-Fraumeni AD
Moderada Leucemia mieldide aguda AD
Moderada Cancer colorretal AD
EPCAM Definitiva Diarreia congénita 5 com enteropatia AR
em tufos
Definitiva Sindrome de Lynch AD
MLH1 Definitiva Sindrome de cancer do reparo de mal AR
pareamento 1
Definitiva Sindrome de Lynch 2 AD
Definitiva Sindrome de Muir-Torre AD
Forte Cancer de ovario AD
Moderada Rabdomiossarcoma AR
Moderada Neoplasia maligna do pancreas AD
MSH2 Definitiva Sindrome de Lynch AD
Definitiva Sindrome de cancer do reparo de mal AR
pareamento
Definitiva Sindrome de Muir-Torre AD
Forte Cancer de ovario AD
Moderada Rabdomiossarcoma AR
Moderada Cancer de prostata AD
Moderada Neoplasia maligna do pancreas AD
MSH6 Definitiva Céncer de endométrio AD
Definitiva Sindrome de Lynch AD
Definitiva Sindrome de cancer do reparo de mal AR
pareamento
Forte Céancer de ovario AD
Moderada Rabdomiossarcoma AR
Moderada Neoplasia maligna do pancreas AD



Moderada Sindrome de Muir-Torre AD
MUTYH Definitiva Polipose adenomatosa familiar 2 AR
NBN Definitiva Sindrome de ruptura de Nijmegen AR
Moderada Rabdomiossarcoma AR
PALB2 Definitiva Complementagdo de anemia de AR
Fanconi grupo N
Definitiva Carcinoma de mama hereditario AD
Forte Suscetibilidade a cancer de pancreas AD
Moderada Céncer de ovario familiar AD
PMS2 Definitiva Sindrome de Lynch AD
Definitiva Sindrome de cancer do reparo de mal AR
pareamento
Moderada Rabdomiossarcoma AR
Moderada Céncer de Ovério AD
Moderada Neoplasia maligna do pancreas AD
Moderada Sindrome de Muir-Torre AR
PTEN Definitiva Sindrome de Cowden AD
Definitiva Sindrome de Proteus AD
Definitiva Sindrome do tumor hamartoma PTEN ~ AD
Definitiva Sindrome de macrocefalia-autismo AD
Moderada Carcinoma de células renais AD
Moderada Leiomiossarcoma AR
RAD51C Definitiva Suscetibilidade ao cancer de mama e AD
ovario familiar
Forte Complementacdo de anemia de AR
Fanconi grupo O
RAD51D Definitiva Suscetibilidade ao cancer de mama e AD
ovério familiar
STK11 Definitiva Carcinoma pancreético familiar AD
Definitiva Sindrome de Peutz-Jeghers AD
TP53 Definitiva Sindrome de Li-Fraumeni AD
Definitiva Céncer de mama AD
Forte Sarcoma AD
Forte Carcinoma adrenocortical hereditério AD

Fonte: https://search.thegencc.org/

AD: Autossdmica dominante; AR: Autossdmica recessiva.



