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Resumo

A polipose serreada (PS) ¢ uma doenca rara caracterizada pela presenca de
polipos no célon, com uma histologia serreada (p6lipos serreados) e associada a risco
aumentado de desenvolvimento de cancro do coélon e recto (CCR). No entanto, as
causas moleculares envolvidas na susceptibilidade para esta doenca nao sao ainda
conhecidas.

Este trabalho teve como objectivo o estudo de genes candidatos para
susceptibilidade para a PS — AXIN2, BMPRIA ¢ MGMT, de forma a identificar
causas moleculares que possam ser responsaveis por este sindrome. Com o estudo
destes genes, pretendeu-se também contribuir para a caracterizagdo das vias de
tumorigénese envolvidas no mesmo. Com esta finalidade, foi efectuada a pesquisa de
mutagdes germinais nestes genes em 12 individuos com PS. Para o BMPRIA foram
ainda analisados 2 individuos com polipose juvenil. Foi também realizada a analise
de perda de heterozigotia (LOH) do locus do gene MGMT em 47 lesdes (polipos
serreados e adenomas tradicionais) de doentes com PS.

Foram identificadas 21 mutacdes germinais: 14 no gene AXIN2, 5 no gene
BMPRIA e 2 no gene MGMT. A andlise in silico, utilizando os softwares SIFT,
Polyphen, Human Splicing Finder, ESE Finder e Variant Effect Predictor (Ensembl),
em alguns casos, conjugada com a andlise de segregacdo da muta¢do com a doenga
nos familiares, permitiu a identificacio de 5 mutacdes como possivelmente
patogénicas: 2 no AXIN2 (c.1889G>A e ¢.2013 2024dell2) e 3 no BMPRIA
(c.430+1G>A, c431-26T>A e c.676-6A>C), duas delas nos dois doentes com
polipose juvenil. Foi detectada LOH do MGMT em 13/47 (28%) lesdes de PS, sendo
que todas apresentavam localizagdo preferencial no célon proximal/todo o célon e 9
possuiam também metilagdo do gene MGMT.

Em conclusdo, ndo se pode excluir o envolvimento dos trés genes estudados
na susceptibilidade para a PS, sendo necessarios estudos adicionais para confirmar a
patogenicidade das mutacdes detectadas. Adicionalmente, para além da metilagdo do
gene MGMT, verificou-se que a LOH ¢ também um evento precoce que contribui

para a iniciag@o tumoral no contexto de PS.

Palavras-chave: polipose serreada; genes de susceptibilidade para polipose serreada;

perda de heterozigotia; metilagdo do MGMT
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Abstract

Serrated polyposis (SP) is a rare disease characterized by the presence of
polyps in the colon, with a serrated histology (serrated polyps) and it is associated
with increased risk of developing colorectal cancer (CRC). However, the molecular
causes involved in the susceptibility to this disease are not yet known.

The aim of this work was to study candidate genes to susceptibility to SP -
AXIN2, BMPRIA and MGMT in order to identify molecular causes that may be
responsible for this syndrome. By studying these genes was also intended to
contribute to the characterization of pathways involved in tumorigenesis of this
disease. For this purpose, it was searched for germline mutations in these genes, in
12 individuals with SP. For BMPRIA were also analyzed two individuals with
juvenile polyposis. It was also performed the analysis of loss of heterozygosity
(LOH) of the MGMT gene locus in 47 lesions (serrated polyps and traditional
adenomas) of patients with SP.

21 germline mutations have been identified: 14 in AXIN2 gene, 5 in BMPRIA
gene and 2 in MGMT gene. In silico analysis, by using the software SIFT, Polyphen,
Human Splicing Finder, ESE Finder and Variant Effect Predictor (Ensembl), in
some cases together with the segregation analysis of the mutation in family members
with the disease, allowed the identification of 5 mutations as potentially pathogenic:
2 in AXIN2? (c.1889G>A and ¢.2013 2024del12) and 3 in BMPRIA (c.430+1G>A,
c.431-26T>A and c.676-6A> C), 2 of which, detected in two patients with juvenile
polyposis. It was detected LOH in the MGMT gene in 13/47 (28%) lesions of SP, all
of which showed preferential localization in the proximal colon/entire colon, and 9
also had MGMT gene methylation.

In conclusion, it cannot be excluded the involvement of all three genes
studied in susceptibility to SP, and additional studies are needed to confirm the
pathogenic mutations detected. Furthermore, in addition to methylation of MGMT
gene, it was found that LOH is also an early event that contributes to tumor initiation

in the context of SP.

Key-words: serrated polyposis; serrated polyposis susceptibility genes; loss of

heterozigosity; MGMT gene methylation
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1. Introducio
1.1. Cancro do célon e recto
O cancro do colon e recto (CCR) ¢ o quarto cancro mais frequente e o terceiro

mais mortal a nivel mundial (World Health Organization, 2012); sendo o terceiro
cancro mais comum em homens e o segundo mais frequente em mulheres (Ferlay et
al., 2010). Apresenta uma elevada morbilidade e mortalidade a nivel global, tendo
maior incidéncia em paises desenvolvidos (Moghaddam et al., 2007). Estima-se que,
em 2008, tenham ocorrido mais de 1,2 milhdes de novos casos € 608 700 mortes
provocadas por esta doenca, em todo o mundo (Jemal et al., 2011). No que diz
respeito as suas caracteristicas, ¢ um tipo de cancro bastante heterogéneo, uma vez
que comporta perfis moleculares, caracteristicas clinico-patologicas e vias de
progressao diferentes (Zambirinis et al., 2009).

O CCR tem uma etiologia multifactorial, que envolve factores ambientais
(como por exemplo: a dieta — nomeadamente o elevado consumo de carnes
vermelhas, a ingestdo de alcool e o tabagismo, que sdo factores de risco elevado para
o desenvolvimento desta neoplasia), e factores genéticos (como a predisposi¢ao
genética, nomeadamente a presenca de historia familiar de CCR) (Potter, 1999;
Gonzalez, 2007; Moghaddam et al., 2007).

O CCR pode ser esporadico ou familiar, sendo que aproximadamente 70%
sdo casos esporadicos, que surgem por acumulacdo de mutagdes somaticas; e 25-
30% estdo associados a formas familiares da doenca (Zambirinis et al., 2009;
Jasperson et al., 2010). Dentro das formas familiares, 5% desses casos estdo
associados a sindromes que apresentam mutagdes em genes de elevada penetrancia,
muito bem caracterizados, enquanto que os restantes 25% correspondem a mutagoes
em genes ainda desconhecidos, provavelmente na sua maioria genes de baixa
penetrancia, alguns ainda ndo caracterizados e que podem interagir com factores

ambientais, conduzindo a inicia¢do e progressao tumoral (Zambirinis et al., 2009).

1.1.1. Sequéncia adenoma-carcinoma

O CCR desenvolve-se através de uma série de eventos genéticos, que
conduzem a transformacdo do epitélio colico normal num adenoma culminando em
adenocarcinoma, na chamada sequéncia ‘“adenoma-carcinoma” (Pino e Chung,

2010). Estao descritas trés vias principais de alteracdes genéticas distintas que
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conduzem a tumorigénese: a via da instabilidade cromossémica (CIN), a da
instabilidade de microssatélites (MSI) e a do fenotipo metilador das ilhas de CpG
(CIMP), sendo que a maioria dos casos de CCR (80%) derivam da via CIN, ou via
supressora, a qual esta associada a sequéncia adenoma-carcinoma (Pino ¢ Chung,
2010).

A via CIN foi inicialmente proposta em 1990 por Fearon e Vogelstein. Estes
autores propuseram um modelo no qual elucidaram as alteragdes genéticas
essenciais, necessarias para o desenvolvimento de CCR através desta via. Estas
consistem na acumulagdo de alteragdes genéticas (por exemplo: mutagdes pontuais) e
epigenéticas (por exemplo: metilacgio do DNA) em multiplos genes (genes
supressores tumorais e oncogenes) que regulam o crescimento e diferenciagdo
celular. Todas estas alteragdes conferem vantagem selectiva de expansdo clonal a
cé¢lula mutada (Armaghany et al., 2012). A este modelo dé-se o nome de sequéncia

adenoma-carcinoma (Figura 1).

Mutagdes e LOH no Mutagdes no KRAS Mutagdes e LOH no Mutagdes e Outras
APC (5q) (12q) DCC/SMAD 2/4 (18q) LOH no TP53 alteragdes?
. Lesdo Adenoma Adenoma Adenoma "
Célon normal adenomatosa ) . 1 v Carcinoma
b precoce - intermédio  [amd tardio

displasica

Tecido normal ~ ——» Inicia¢do tumoral ———p  Progressdo tumoral »  Neoplasia

Figura 1 — Sequéncia adenoma-carcinoma (adaptado de Fearon e Vogelstein, 1990); Legenda: LOH —

perda de heterozigotia (loss of heterozigosity).

Neste modelo, a inactivacdo do gene APC (adenomatous polyposis coli)
(5921-22), um gene supressor tumoral, leva a formagdo de um adenoma a partir da
mucosa colica normal, iniciando deste modo a tumorigénese. Este gene codifica para
uma proteina com o mesmo nome, com multiplos dominios funcionais, que regula a
diferenciagdo, adesdo, polaridade celular, migragcdo, desenvolvimento, apoptose
celular, e a segregacao dos cromossomas. No entanto, o seu papel principal como
gene supressor de tumor ¢ o da regulagdo negativa dos niveis intracelulares de p-
catenina, na via de transducgdo de sinal WNT/B-catenina (Pino e Chung, 2010). Em

seguida, ocorrem mutagdes no oncogene KRAS (12p12.1), as quais sdo responsaveis
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pela progressao dos adenomas (Pino e Chung, 2010; Boland e Goel, 2010), sendo
que este gene se encontra mutado em cerca de 30-50% de todos os CCR (Pino e
Chung, 2010).

A ocorréncia de alteragdes genéticas (nomeadamente deleccdes e perda de
heterozigotia (LOH)) em genes existentes no cromossoma 18q, promove a
progressdo e transformagdo maligna dos adenomas. Estas alteragdes ocorrem
principalmente em genes da via de sinalizacdo TGF-B (Transforming growth factor
B), nomeadamente os genes SMAD?2 (mothers against decapentaplegic homolog 2) e
SMAD4 (mothers against decapentaplegic homolog 4). Também a inactivagdo do
gene supressor de tumor DCC (18921.3) contribui para a progressao tumoral dos
adenomas (Pino e Chung, 2010; Boland e Goel, 2010).

Por ultimo, a transi¢do de adenoma tardio para carcinoma, ¢ mediada pela
perda bi-alélica ou inactivagdo do gene supressor tumoral 7P53 (17q13.1) (Boland e
Goel, 2010). O produto deste gene (p53) € um factor de transcricdo que controla a
transcri¢do de genes envolvidos no metabolismo do DNA, apoptose, regulacdo do
ciclo celular, senescéncia, angiogénese, resposta imunitaria, diferenciagdo e
migracao celular. Quando este gene ¢ inactivado, provoca uma proliferacao
descontrolada das células tumorais do epitélio cdlico (Pino e Chung, 2010;

Armaghany et al., 2012).

1.1.2. Via de transducio de sinal WNT/B-catenina

A via WNT/B-catenina tem um papel importante no desenvolvimento dos
orgdos, na embriogénese e na homeostasia celular. Esta via tem como principal
fungdo a regulacdo dos niveis intracelulares de B-catenina. A via ¢ activada quando
recebe um sinal externo: a proteina WNT liga-se ao seu receptor, um membro da
familia Frizzled. Este receptor envia um sinal a diversas proteinas intracelulares para
a formagao de um complexo, com as proteinas Dsh (Dishevelled), GSK-3 (glycogen
synthase kinase-3f), AXIN e APC (adenomatous polyposis coli). A Dsh é uma
fosfoproteina citoplasmatica que, quando estd activa inibe a actividade da GSK-3,
impedindo a fosforilagao da B-catenina. Quando a -catenina ndo esta fosforilada ndo
¢ degradada, pelo que se acumula no citoplasma. Deste modo, a B-catenina fica
disponivel para ser translocada para o nucleo, onde se liga a proteinas LEF/TCF

(lymphocyte enhancer binding factor/T-cell factor) que actuam como factores de
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transcri¢do, regulando a expressao de genes alvo da via WNT (Logan e Nusse,
2004).

Na auséncia de activacdo da via, a P-catenina ¢ fosforilada, pelo complexo
proteico de degradagdo (Figura 2) do qual fazem parte as proteinas AXIN, APC e
GSK3 (Centelles, 2012). A p-catenina fosforilada ¢ entdo reconhecida pela
ubiquitina, sendo degradada no proteossoma. Deste modo, os niveis citoplasmaticos
de B-catenina sdo baixos, pelo que ndo ha translocagdo para o nucleo e ndo ha

activagdo dos genes alvo.

Cwnt)

g W
= =
LRF'I f\ﬂ]ﬁ Frizzled LRPT(\[I-J Frizzled

Dishevelled Dishevelled

Degradagao da

B-catenina
. s catenln
Nucleo Nucleo

Figura 2 — Via WNT-B-catenina; A — via inactiva, B — via activa; Retirado de: Osakada et al., J
Neurosci, 2007

Uma outra forma de activacao desta via ¢ através da presenca de mutagdes em
genes desta via, que provocam a sua activacao constitutiva. Assim, as mutacdes que
activam a via impedem a degradagdo da B-catenina pelo proteossoma, aumentando a
sua concentragdo plasmatica e, consequentemente, a sua translocagdo para o ntcleo,
aumentando a transcricdo dos genes alvo da via WNT, o que conduz ao
desenvolvimento tumoral. De facto, a maioria dos tumores colorectais apresentam
mutagdes em genes especificos da via WNT/B-catenina (Albuquerque et al., 2010;

2011).

1.2. Sindromes hereditarios de CCR
Os sindromes hereditarios de CCR sdo definidos consoante as suas caracteristicas
clinicas, patologicas e, mais recentemente, pelas suas caracteristicas genéticas.
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Apesar de poder haver algumas semelhancas a nivel clinico, cada sindrome tem
riscos distintos de desenvolvimento tumoral, assim como caracteristicas clinicas e
etiologias genéticas especificas (Jasperson et al., 2010). Em geral, nestes sindromes,
o CCR desenvolve-se em individuos com idade inferior a 50 anos, e apresenta um
padrdo de transmissdo autossémica dominante ou recessiva. Pelo contrério, os casos
esporadicos, que sdo mais frequentes, ocorrem em pessoas com idade superior a 70
anos, sem qualquer historia familiar de neoplasia.

Os sindromes hereditarios de CCR, podem ser divididos em duas categorias: 0s
sindromes de CCR nao associados a polipose (HNPCC) e os sindromes associados a

polipose (Figura 3).

Sindrome de Lynch

Cancro do colon e
recto ndo associado a
polipose (HNPCC)

Cancro do colon e
recto familiar do tipo
X (FCCTX)

Polipose

Slnt.ir'm.nes adenomatosa familiar
hereditarios de

CCR

Polipose
adenomatosa familiar
atenuada

Polipose
Sindromes adenomatosa

associados a polipose associada ao gene

MUTYH

Polipose
hamartomatosa

Polipose serreada

Figura 3 — Sindromes hereditarios de CCR (Adaptado de Lindor et al., 2005)

1.2.1. Cancro do colon e recto hereditario nao associado a polipose
O termo HNPCC (cancro do colon e recto hereditario ndo associado a
polipose) ¢ utilizado para designar o cancro do colon e recto familiar que se

desenvolve na presenga de poucos polipos (Jass, 2006). O HNPCC ¢ definido a nivel
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clinico pelo preenchimento de todos os critérios de Amesterdao (Tabela 1). Dentro
do grupo de HNPCC distinguem-se o sindrome de Lynch e o cancro do cdlon e recto
familiar do tipo X (FCCTX). O sindrome de Lynch representa 2%-4% de todos os
CCR e define-se pela presenca de mutagdes germinais em genes do sistema de
reparacdo de erros no DNA do tipo mismatch (MMR) — nomeadamente nos genes
MLHI, MSH2, MSH6 ¢ PMS2. Os tumores que se desenvolvem no contexto de
sindrome de Lynch sdo caracterizados pela presenca de instabilidade de
microssatélites (MSI) que resulta da deficiéncia no sistema de reparagdo de erros no
DNA do tipo mismatch. As familias que preenchem os critérios de Amesterdao (CA)
mas que ndo possuem mutagdes germinais nos genes MMR e cujos tumores ndo

apresentam MSI sdo designadas por FCCTX (Lynch et al., 2006; Lindor, 2009).

Tabela 1 - Critérios de Amesterddo II (Jass, 2006)

e  Trés ou mais familiares afectados com CCR ou tumores extra-célicos do espectro do
sindrome de Lynch (endométrio, ovario, estdmago, intestino delgado, tracto hepatobiliar,
tracto urindrio, cérebro e pele), sendo um deles parente em 1° grau dos outros dois.

e  Pelo menos duas geracdes afectadas com CCR.

e  Pelo menos um individuo com CCR, diagnosticado antes dos 50 anos.

e  Exclusdo do sindrome de polipose adenomatosa familiar (PAF).

No caso do sindrome de Lynch, os tumores seguem a via da instabilidade de
microssatélites (MSI), ou via mutadora, e ndo a via CIN.

A via MSI para além de ser caracteristica da grande maioria dos tumores de
sindrome de Lynch, esta presente em cerca de 12% dos casos de CCR esporadico
(Boland e Goel, 2010). A MSI ¢ uma consequéncia da deficiéncia na reparagdo de
erros no DNA, causada por muta¢des germinais nos genes do sistema MMR, que
conduzem a inactivagdo destes mesmos genes. Um sistema MMR ineficaz leva a
uma incapacidade de reparacdo de emparelhamentos errados, inser¢oes e delegdes de
nucleotidos, resultantes de erros originados pela DNA polimerase, que ocorrem
durante a replicacdo do DNA (Umar et al., 2004). Os microssatélites sdo unidades
repetitivas de DNA (geralmente conjuntos de 1 a 6 pares de base, que se repetem
varias vezes), distribuidos ao longo de todo o genoma, principalmente em regides
ndo codificantes. O mecanismo de replicacdo do DNA tem tendéncia a cometer mais

erros em regides de sequéncias repetitivas, de maneira que os microssatélites
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acumulam mutagdes nas células que tém o sistema MMR ineficaz, resultando em
MSI. A alteracdo do comprimento das sequéncias microssatélite no DNA do tumor,
em comparacao com o DNA de mucosa colica normal, ¢ classificada como MSI
(Umar et al., 2004; Boland e Goel, 2010). Os tumores que nao apresentam MSI sdo

designados como sendo MSS (microssatélites estaveis).

1.2.2. Sindromes associados a polipose

No grupo dos sindromes associados a polipose, os mais frequentes sdo os
sindromes associados a polipose adenomatosa. Dentro deste grupo encontram-se: a
polipose adenomatosa familiar classica (PAF), a PAF atenuada (APAF) e a polipose
adenomatosa associada ao gene MUTYH (PAM).

A PAF caracteriza-se clinicamente pela presenca de centenas a milhares de
polipos adenomatosos distribuidos por todo o célon (Figura 4) e por um risco
aumentado de desenvolvimento de cancro que sera maximo por volta da 4* década de
vida caso os polipos ndo sejam removidos. Este sindrome estd associado a ocorréncia
de mutagdes germinais no gene APC e apresenta um padrdo de transmissao

autossomico dominante.

Coblon
transverso

Angulo
hepatico

Proximal Distal

Coélon
descendente

Colon
ascendente

Cego

Coélon sigmoide

Apéndice Recto

Figura 4 - Representacdo esquematica do cdlon e recto; Adaptado de:

http://www.houstoncolon.com/laparoscopic-surgery/laparoscopic-fags/; O célon pode ser classificado

em co6lon proximal ou célon distal. O cdlon proximal engloba o cego, o célon ascendente e o célon
transverso (a direita do angulo esplénico); e o colon distal engloba o colon descendente, sigmdide e

recto (a esquerda do angulo esplénico).

A APAF ¢ uma forma menos severa da PAF, que se caracteriza clinicamente

pela presenga de 10-99 adenomas no colon e risco aumentado de CCR, apesar de
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desenvolvimento mais tardio que na PAF. Se o diagnostico molecular for positivo
para mutagdes germinais no gene APC (em cerca de 40% dos casos), esta tem uma
transmissao autossémica dominante, mas se por outro lado, a pesquisa de mutagdes
germinais for positiva para o gene MUTYH (em cerca de 30% dos casos), esta ¢
designada por PAM, apresentando mutagdes bi-alélicas neste gene e tendo uma
transmissdo autossomica recessiva (Jasperson et al., 2010).

Na polipose hamartomatosa, as lesdes precursoras sdo o0s polipos
hamartomatosos, apresentando um risco elevado de desenvolvimento de CCR e
outros tipos de tumores. Fazem parte da polipose hamartomatosa, o sindrome de
Peutz-Jeghers (caracterizado pelo desenvolvimento de multiplos podlipos
hamartomatosos no tracto gastrointestinal, lesdes cutdneas nos labios e mucosa oral e
risco aumentado de CCR, resultante de muta¢des no gene STK/I! (LKBI)) e o
sindrome de polipose juvenil (sindrome autossémico dominante raro, caracterizado
pelo desenvolvimento de pelo menos 3 polipos juvenis no célon e com um risco
aumentado de CCR, que se encontra associado a mutagdes no gene BMPRIA ou no
gene SMAD4) (Jasperson et al., 2010).

Outro sindrome associado a polipose, € a polipose serreada. Esta caracteriza-
se pela presenga de podlipos distintos dos pdlipos adenomatosos, com uma histologia
serreada, os quais se denominam polipos serreados. No entanto, a causa molecular
que predispde para esta doenga ndo ¢ ainda conhecida (Figura 3) (Leggett e

Whitehall, 2010).

1.2.2.1. Polipose serreada

Existem diversos tipos de polipos serreados, constituindo um grupo
heterogéneo de pdlipos no coélon. Os pdlipos serreados incluem: pdlipos
hiperplasicos (PH), adenomas serreados sésseis (ASS), adenomas serreados
tradicionais (AST) e os polipos mistos serreados (PM) (Figura 5) (Snover et al.,
2005; Leggett e Whitehall, 2010; Sugumar e Sinicrope, 2010). A caracteristica
comum a todos estes pdlipos serreados ¢ a sua histologia de aparéncia serreada
(semelhante a dentes de serra) envolvendo as criptas do epitélio do colon (Leggett e
Whitehall, 2010). Histologicamente, os PH caracterizam-se por criptas alongadas,
com uma arquitectura serreada na parte superior das mesmas, ndo exibindo displasia.

Os ASS apresentam proliferagdo e arquitectura atipica, e podem apresentar ou nao
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displasia, enquanto os AST sdo pdlipos displasicos que apresentam uma serreagao

proeminente (Leggett ¢ Whitehall, 2010; Snover, 2011).

Figura 5 — Tipos de polipos serreados; Retirado de: Sugumar, et al.; F1000 Med. Rep., 2010; (A —
PH; B — ASS; C— AST)

Em 1980, Williams et al. (Torlakovic e Snover, 1996) descreveram pela
primeira vez a polipose hiperplasica, que caracterizaram pela presenga de multiplos
polipos hiperplésicos, no entanto, sem aparente potencial carcinogénico. Foi apenas
em 1996, que Torlakovic e Snover (Torlakovic e Snover, 1996) constataram que este
sindrome (em particular, quando existem adenomas serreados) parecia estar
associado ao desenvolvimento de CCR.

Assim, a polipose hiperplasica, foi definida pela primeira vez em 2000 por
Jass e Burt, na WHO. Entretanto, em 2010, Snover et al., WHO, fizeram uma revisao
a defini¢do (Tabela 2), na qual foi adoptada para a polipose hiperplésica a designacgao
abrangente de polipose serreada (PS) uma vez que, actualmente, ¢ reconhecido que
as lesdes previamente classificadas como hiperplésicas, representam um grupo
heterogéneo de polipos que incluem, também, os ASS e os AST e ndo apenas PH
(Noffsinger, 2009). Definicdo de PS baseia-se assim no preenchimento de pelo
menos um dos critérios apresentados na tabela 2.

A PS ¢ entao uma condigdo rara, caracterizada a nivel clinico pela presenga
de multiplos polipos serreados no cdlon, os quais apresentam uma predisposi¢cdo

aumentada para o desenvolvimento de CCR (Jasperson et al., 2010).
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Tabela 2 — Critérios clinicos para a classifica¢ao de polipose serreada (WHO — Snover et al., 2010)

Critérios clinicos

*  Presenga de pelo menos 5 polipos serreados, a direita do colon sigmdide, em que pelo

menos dois apresentam um diametro superior a 10 mm.

*  Qualquer nimero de polipos serreados a direita do colon sigmoide em individuos

com pelo menos um familiar em 1° grau afectado com polipose serreada.

*  Presencga de mais de 20 pdlipos serreados de qualquer tamanho, distribuidos por todo

o célon.

1.2.3. Vias de tumorigénese associadas a polipose serreada

Recentemente, estudos que examinaram as alteragdes moleculares em poélipos
serreados e carcinomas serreados, tém demonstrado a existéncia de alteragdes
genéticas diferentes das que sdo observadas na via CIN. Por exemplo, mutagoes e
perda de heterozigotia nos genes APC e TP53, ocorrem raramente, enquanto que
alteracdes em sequéncias de microssatélites e hipermetilacao das ilhas CpG (regides
abundantes em dinucleotidos CG - combinagdo de pares de nucle6tidos citosina e
guanina, existentes nos promotores de alguns genes), sao mais comuns (Noffsinger,
2009; Leggett e Whitehall, 2010).

Assim, tém surgido evidéncias da existéncia de outras vias de tumorigénese,
que tentam explicar o desenvolvimento de PS, nomeadamente: a via serreada e a via

alternativa (Figura 6).
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Figura 6 — Modelo de tumorigénese colorectal (Adaptado de: Leggett ¢ Whitehall, Gastroenterol.,
2010). Via Serreada — predisposicao para niveis elevados de metilagdo, que aumentam a medida que a
lesdo progride; Via Alternativa — predisposigdo para niveis baixos de metilagdo. Este esquema
representa as vias predominantes, no entanto, devera haver sobreposi¢do entre elas. Ainda ndo sdo
bem conhecidas todas as alteragdes genéticas. As vias representadas a negrito sdo as que estdo melhor
caracterizadas, ao passo que as vias a italico representam suposi¢des. CIMP-H (CIMP-High, elevados

niveis de metilagdo); CIMP-L (CIMP-Low, baixos niveis de metila¢do).

1.2.3.1. Via serreada

Na via serreada, os polipos serreados sdo considerados as lesdes precursoras
de CCR (Young e Jass, 2006). Esta via compreende alteragdes moleculares muito
especificas, como € o caso da metilacao das ilhas CpG na regido promotora de varios
genes (CIMP), conduzindo a inactivagdo de genes supressores de tumor. A presenca
de mutacdes no oncogene BRAF também parece estar associada ao desenvolvimento
de CCR nesta via.

De facto, a ocorréncia de mutacdes no oncogene BRAF ¢ uma alteracao

caracteristica da via serreada, e parece ser um dos eventos genéticos mais precoces
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na iniciacdo de tumorigénese associada a polipose serreada (Leggett e Whitehall,
2010; Ahn et al., 2012). O gene BRAF codifica para uma proteina denominada
BRAF que faz parte da familia das proteinas RAF, sendo uma serina-treonina-
quinase que medeia respostas celulares a sinais de crescimento, (tais como: TGFf
(Transforming growth factor beta) e EGF (Epidermal growth factor)) através da via
de sinalizagdo RAS-RAF-MEK-ERK (mitogen-activated protein/extracellular
signal-regulated kinase-extracelular signal-regulated kinase), também designada por
MAPK (mitogen activated protein kinase), da qual o gene KRAS também faz parte
(Figura 7) (Kambara et al., 2004; Noffsinger, 2009; Ahn et al., 2012).

Factores de crescimento
Ex.: TGF, EGF

¥
i

Y PUOROLOUDTA
YuOUOROUOUDOUA
Aumento da transcrigdo de

genes, afectando o
crescimento e a proliferagao

Figura 7 - Via RAS-RAF-MEK-ERK; Adaptado de Leggett ¢ Whitehall, Gastroenterol., 2010; As
proteinas KRAS e BRAF intervém na transdu¢@o de sinal da via de sinalizagio MAPK, a partir de
estimulos extracelulares. Quando a ERK se encontra activa, ¢ translocada para o nucleo da célula,
onde vai activar factores de transcri¢do, alterando a expressdo de genes que regulam o crescimento e a

proliferacdo celular. RTK — Receptor of tyrosine kinase.

Esta via regula a expressdo génica e a apoptose celular. Quando ocorrem
mutagdes nos oncogenes BRAF e KRAS, ha uma activagdo constitutiva da via,
resultando numa proliferacdo celular descontrolada. No caso do BRAF, existe um
“hotspot” para a ocorréncia de mutagcdes — uma transversao de T>A na posi¢do 1796,

que provoca a alteragdo de um aminodacido, de valina para glutamato, no residuo 600
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(V600E) promovendo uma alteragdo do dominio quinase desta proteina
(Vandrovcova et al., 2006; Leggett ¢ Whitehall, 2010).

As mutagdes no BRAF sao encontradas em cerca de 30-75% dos tumores com
MSI, ao contrario das mutagdes no KRAS que parecem ser mais frequentes em
tumores MSS. Verificou-se que o gene BRAF ndo se encontra mutado em casos de
HNPCC, o que parece realcar a sua associacdo com a via serreada. Para além disso,
parece haver uma correlagdo entre as mutagdes no BRAF e o fenotipo CIMP, uma
vez que ambas as alteragdes sdo encontradas conjuntamente em tumores colorectais
(Vandrovcova et al., 2006; Leggett ¢ Whitehall, 2010). Verificou-se que a maioria
dos ASS (75-83%) possui mutagdes no BRAF e exibe um nivel elevado de CIMP
(CIMP-H), associando, deste modo, estas alteracdes a via serreada (Leggett e
Whitehall, 2010).

Em condi¢des normais, a proteina BRAF, induz o inicio da proliferagao
seguida de senescéncia celular. Quando ocorrem mutagdes no BRAF, surge um foco
proliferativo inicial, que ¢ seguido de um aumento de expressao do gene p/6INK4a e
um aumento de secre¢do de IGFBP7 (Insulin-like growth factor binding protein 7),
resultando em senescéncia celular, se ndo ocorrerem mais alteragdes. E este evento
que permite a transformacao do epitélio célico normal em PH. No entanto, quando
ocorre o silenciamento de genes que regulam o ciclo celular, devido a metilagao de
DNA, como ¢ o caso do gene pl6INK4a, IGFBP7 e p53, a célula escapa a apoptose,
progredindo deste modo, para ASS (Figura 8) (Leggett e Whitehall, 2010; Guarinos
etal., 2012).

A metilacdo do DNA, ¢ considerada como um evento epigenético e ndo um
evento genético, uma vez que ¢ a expressao génica que ¢ alterada e ndo o codigo
genético (Leggett e Whitehall, 2010; Venkatachalam et al., 2010).

Cerca de metade de todos os genes possui, nas suas regides promotoras, ilhas
CpG, em que mais de 50% dos nucledtidos dessas regides geralmente sdo em
conteudo GC (Bock et al., 2006; Leggett ¢ Whitehall, 2010; Venkatachalam et al.,
2010). Estas ilhas CpG podem ser metiladas, através da adi¢do de um grupo metil a
uma citosina, pelos enzimas DNA metiltransferases (DNMT), e ocorrem em 20-30%
de todos os CCR, (Leggett ¢ Whitehall, 2010; Venkatachalam et al., 2010; Boland e
Goel, 2010).
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Figura 8 — Iniciagdo tumoral — via serreada; Adaptado de: Leggett ¢ Whitehall, Gastroenterol., 2010;
A activagdo da via MAPK resultante de mutagdes no BRAF é acompanhada por um foco proliferativo
inicial, seguido de um aumento de expressdo de p/6INK4a ¢ num aumento de secre¢do de IGFBP7,
que resulta em senescéncia celular. O silenciamento de qualquer um dos dois genes em questdo, por

metilagdo através de CIMP, facilita o escape a apoptose e a progressdo para ASS.

A hipermetilagdo das ilhas CpG esta relacionada com o silenciamento de
genes supressores tumorais ou genes de reparacdo de erros do DNA (como ¢
exemplo: o gene MLHI e o gene MGMT (O-6-methylguanine-DNA-
methyltransferase) que, quando silenciados, contribuem para o desenvolvimento
tumoral (Venkatachalam et al., 2010; Boland e Goel, 2010). Um subgrupo de
tumores colorectais com MSI apresenta também CIMP. No entanto, entre os tumores
CIMP, cerca de metade nao apresenta metilacdo do promotor do gene MLHI nem
MSI (Leggett e Whitehall, 2010; Boland e Goel, 2010).

Os ASS que adquirem metilagdo no gene MLHI, e consequentemente MSI,
poderdo evoluir para tumores que apresentam mutagdes no BRAF, tenotipo CIMP-H
e MSI. No entanto, se nao adquirirem metilacdo no gene MLHI, os ASS podem
também evoluir para tumores semelhantes aos anteriores, mas sem MSI. Esta
progressdo parece estar associada a activagdo da via WNT-B-catenina, por mutagdes

no gene APC, por exemplo (Figura 6) (Leggett e Whitehall, 2010).
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1.2.3.2.  Via alternativa

Nem todos os tumores no contexto de polipose serreada apresentam as
caracteristicas moleculares da via serreada. Existem tumores que ndo apresentam
mutacoes no gene BRAF e que nao tém MSI nem CIMP-H, pelo que, a via serreada
ndo explica o seu desenvolvimento tumoral. Assim, foi recentemente proposta uma
via alternativa de tumorigénese (Leggett e Whitehall, 2010)

Os tumores que nao apresentam mutagdes no BRAF t€m geralmente mutagdes
no KRAS (Leggett e Whitehall, 2010). Estes tumores apresentam também baixos
niveis de metilagdo (CIMP-L), e sdo geralmente tumores com microssatélites com
instabilidade de baixo grau (MSI-L) ou MSS. Na maior parte das vezes, estes
tumores estdo também associados ao silenciamento do gene MGMT, por
hipermetilacdo do seu promotor (Leggett e Whitehall, 2010; Guarinos et al., 2012).
Assim, nesta via, a mutacdo no KRAS sera um evento percursor, que associado a
metilagdo ou até a alteragdes na via WNT dard origem a um AST que depois evoluira
para carcinoma, por mecanismos ainda nao conhecidos € com as caracteristicas
descritas anteriormente. Por outro lado, e uma vez que os ATV tém caracteristicas
comuns com poélipos serreados (a arquitectura vilosa, semelhante as caracteristicas
viliformes dos AST; a activagdo da via MAPK; a elevada frequéncia de eventos de
metilacdo e a elevada produgdo de muco) pensa-se que também possam fazer parte
desta via. Neste caso, o evento tumoral seria a mutacdo no gene APC, dando origem
aum AT pequeno, que por metilagdo do MGMT e mutagdo no KRAS evoluiriam para
ATV que depois progride para carcinoma (Figura 6) (Leggett e Whitehall, 2010).

Assim, no modelo da via alternativa (Figura 6), o KRAS pode adquirir
mutagdes apos o sinal de activacdo da via WNT, facilitando a progressao de AT
pequeno para ATV. Dai que, apesar do KRAS estar envolvido na mesma via de
sinalizagdo que o BRAF, mutacdes nestes dois genes nao sdo equivalentes, nem

apresentam consequéncias funcionais semelhantes (Leggett e Whitehall, 2010).

1.2.4. Polipose serreada com historia familiar de polipos e/ou CCR

Nos ultimos anos tém surgido evidéncias de que a PS pode ocorrer em varios
membros da mesma familia, com consequente aumento do risco de desenvolvimento
de CCR e de possiveis tumores extracédlicos (como tumores pancredticos) em
familiares de doentes com PS (Young e Jass, 2006; Rosty et al., 2011; Win et al.,
2012).
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Num estudo desenvolvido por Rashid et al., em que se estudaram 13
individuos com PS, verificou-se que a probabilidade de desenvolvimento de CCR em
familiares desses doentes era cerca de 27%, e que a PS pode desenvolver-se em
varios individuos da mesma familia (Rashid et al., 2000; Young e Jass, 2006). Num
estudo realizado no IPOLFG, E.P.E. em 14 individuos com PS, verificou-se que 57%
tinham um parente em primeiro grau com polipos, e que 33% apresentavam histéria
familiar de CCR (Lage et al., 2004; Young e Jass, 2006). Também Boparai et al. e
Win et al. verificaram que familiares de individuos com PS tém um risco de
desenvolver CCR, cerca de 5 vezes superior ao da populagdo em geral e um risco de
desenvolverem PS, cerca de 39 vezes superior (Boparai et al., 2010; Win et al.,
2012).

No entanto, a base genética que leva a susceptibilidade para o
desenvolvimento de PS e, consequentemente, que se associa ao risco familiar de PS,

ainda ndo ¢ conhecida (Leggett ¢ Whitehall, 2010; Rosty et al., 2011).

1.3. Genes candidatos para susceptibilidade para a polipose serreada

A partir de estudos realizados pelo grupo de gastrenterologia do IPOLFG, E.P.E.,
e a partir de estudos documentados na literatura, foram encontradas determinadas
alteracdes associadas a genes (germinais ou somaticas, dependendo dos genes),
nomeadamente: AXIN2, BMPRIA e MGMT, que tornam estes genes, genes

candidatos para a susceptibilidade de desenvolvimento de PS.

1.3.1. AXIN2

O gene AXIN2 (Axis inhibition protein 2) localiza-se no cromossoma 17q23.2
(Figura 9), numa regido que apresenta elevada frequéncia de perda de heterozigotia
(LOH) em casos de tumores da mama, neuroblastomas e outros tumores (NCBI),

sendo constituido por dez exdes e nove intrdes, com um tamanho aproximado de

2.5kb de DNA gendmico.
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Figura 9 — Localiza¢do do gene AXIN2 no cromossoma 17 humano;

Adaptado de: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/AXIN2

Este gene codifica para uma proteina com o mesmo nome (também designada
por conductina), que intervém na via de sinalizacdo WNT e que faz parte do
complexo de degradacdo da B-catenina, sendo por isso um regulador negativo da f-
catenina (Jho et al., 2002; Kim et al, 2009). A AXIN2 é uma proteina constituida por
843 aminodcidos, e contém um dominio RGS (regulador da sinalizagdo a proteinas
G), um dominio de ligacdo a GSK-3p, um dominio de ligagdo a P-catenina, um
dominio de ligagdo a proteina PP2Ac (protein phosphatase 24, subunit C) € um
dominio DIX (dominio de ligagdo as proteinas Dsh e AXIN) (Figura 10).

AXIN2
Aminoscido 1 81 200 327 413 476 761 843
| m ] A\ | |
I \ I I
Dominio Domini Dominio de Dominio de Domini
RGS de ligacdo ligagdo DIX
ligagio p-catenina PP2Ac

GSK3p

Figura 10 — Representagdo esquematica da proteina AXIN2; Adaptado de: Kim et al., Hum. Pathol.,
2009

Num estudo prévio realizado pelo grupo de gastrenterologia da UIPM, (Silva
et al., submetido para publicacdo), em doentes com PS, foi encontrada uma mutagao
germinal homozigoética in frame, que leva a deleccdo de 12 pb, no exdo 7 do gene
AXIN2, num individuo de uma das familias estudadas. Foram também analisadas

duas das filhas deste individuo, que se revelaram ambas heterozigoticas para a
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referida mutacdo, sendo que uma delas apresentava 11 PH aos 42 anos. Para além
disso, foi observado que os PH deste individuo (individuo index), apresentavam uma
menor expressao do gene AXIN2, em comparacdo com mucosas colicas normais.

Num estudo realizado por Lammi et al., foi reportada uma familia finlandesa
da qual oito membros apresentavam oligodontia (doenga autossémica dominante,
rara, definida pela falta de seis ou mais dentes definitivos, excluindo os terceiros
molares). Para além da oligodontia, os doentes afectados, apresentavam igualmente
CCR e/ou polipos (1-68), nomeadamente PH, AT e ATV. Foram pesquisadas
mutagdes germinais no gene AXIN2 desses doentes e foi encontrada uma mutagdo
nonsense no exao 7 (¢.1966 C>T) em todos os membros da familia que possuiam
oligodontia, constatando que essa mutacdo ndo aparecia em nenhum dos elementos
sauddveis da familia. Uma vez que os doentes que apresentavam oligodontia,
também apresentavam CCR, concluiram que a mutagdo segregava com a oligodontia
e com CCR (Lammi et al., 2004).

Estes resultados sugerem, que um subgrupo de CCR hereditario (que pode
incluir alguns casos de PS) pode ser causado por mutagdes no gene AXIN2 (Lammi

et al., 2004).

1.3.2. BMPRIA

O gene BMPRIA (bone morphogenic protein receptor 1A) localiza-se no
cromossoma 10q22.3 (Figura 11) sendo constituido por onze exdes e dez intrdes,
compreendendo aproximadamente 168.5kb de DNA genomico. Este gene codifica
para um receptor com o mesmo nome, que esta envolvido na via TGF-f/BMP
(transforming growth factor 5/ bone morphogenic protein), pertencente a familia das
serinas/treoninas quinases transmembranares. A proteina BMPRIA tem 532
aminoacidos e possui dois dominios funcionais: o dominio GS (assim denominado
por conter nessa regido uma sequéncia de aminoacidos SGSGSG; regido da proteina
que ¢ fosforilada) e o dominio proteina quinase (Figura 12). Os ligandos deste

receptor pertencem a superfamilia TGF-p.
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Figura 11 — Localizag¢do do gene BMPR1A4 no cromossoma 10 humano;

Adaptado de: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/BMPRI1A

Aminoacido 1 204 233/234 525 532

o . | ]

Dominio GS Dominio
Proteina quinase

Figura 12 - Representacdo esquematica da proteina BMPR1A;
Fonte: http://www.uniprot.org/uniprot/P36894

A familia do TGF-f desempenha um papel importante durante a
embriogénese, regulando diversos processos, como ¢ o caso da proliferacdo e
diferenciagdo celular, ¢ mesmo a apoptose. Esta familia ¢ constituida por varias
subfamilias, como € o caso a subfamilia BMP (Kodach et al., 2008).

Na via de sinalizacio BMP, as moléculas BMP ligam-se aos receptores
transmembranares (BMPR1-A e -B; BMPR2), promovendo a sua heterodimerizagdo
e a fosforilagdo do BMPR1 pelos dominios quinase do BMPR2. O BMPRI
fosforilado induz a fosforilagdo de proteinas SMAD especificas, como as SMAD 1, 5
e 8. Estas proteinas fosforiladas formam entdo um complexo, com a proteina

SMAD4, sendo depois translocados para o nucleo, onde vao activar a transcri¢do de

genes alvos da via BMP (Figura 13) (Lorente-Trigos et al., 2010; Perotti et al., 2012).
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Figura 13 — Via de sinalizagdo BMP; Adaptado de: Yavropoulou ¢ Yovos, Hormones, 2007

Brosens et al. descreveram a existéncia de mutagdes germinais neste gene,
ocorrendo em cerca de 50-60% dos doentes diagnosticados com sindrome de
polipose juvenil (Brosens et al., 2011). Foram também descritas mutacdes germinais
no BMPRIA, em 4/8 (50%) familias estudadas com sindrome de polipose mista
hereditaria (Cheah et al., 2009) (caracterizada pela presenca de véarios tipos de
polipos no tracto gastrointestinal, nomeadamente polipos hiperplésicos e
adenomatosos no coélon, poélipos mistos assim como polipos juvenis, € com risco
elevado de desenvolvimento de CCR) (Kamocki et al., 2012). Mais recentemente,
Nieminen et al., descreveram que a presenca de mutacdes neste gene também ¢

encontrada em cerca de 11% das familias FCCTX estudadas (Nieminen et al., 2011).

1.3.3. MGMT

O gene MGMT (O-6-methylguanine-DNA-methyltransferase) ¢ um gene de
reparagao de erros do DNA, que repara residuos de guanina inapropriadamente
metilados, sendo constituido por cinco exdes, com um total de aproximadamente
300kb de DNA gendmico. Este gene localiza-se no cromossoma 10q26 (Figura 14), e
codifica para uma proteina com o mesmo nome composta por dois dominios: o

dominio metiltransferase ¢ o dominio de ligagdo ao DNA (Figura 15).
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Figura 14 — Localizag@o do gene MGMT no cromossoma 10 humano;

Adaptado de: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/BMPR1A

Aminoacido 1 6 90 92 175 238
|_' : A

Dominio metiltransferase Dominio de ligacdo ao DNA

Figura 15 — Representagdo esquematica da proteina MGMT; Adaptado de:

http://www.phosphosite.org

Na auséncia de actividade da proteina MGMT, a O°-metilguanina (MeG)
emparelha erradamente com a timina, durante a replicagdo do DNA, resultando em
transigdes G:C>A:T. A proteina MGMT catalisa a transferéncia do grupo metil
(CH3) no DNA para o residuo de cisteina existente no seu centro activo, sendo deste
modo restaurada a estrutura do DNA (Figura 16). A metilcisteina formada no centro
activo do MGMT nao ¢ convertida novamente em cisteina, dai que a proteina so
pode actuar uma unica vez. A forma metilada da proteina MGMT sofre entdo uma

alteracdo conformacional que conduz a sua rapida degradacao (Halford et al., 2005).
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Figura 16 — Reparagio dos aductos O°-Metilguanina pela MGMT; Adaptado de: Silber et al., BBA,
2012; A MGMT cataliza a transferéncia do grupo metil (CH;) que se encontra ligado ao O° da

guanina no DNA, para o residuo de cisteina existente no seu centro activo.

A hipermetilacdo do promotor do gene MGMT conduz a sua inactivacao,
resultando numa diminui¢do da expressdo nuclear desta proteina em varios tecidos,
nomeadamente no tecido coélico, pelo que tem sido associado a tumorigénese
colorectal (Halford et al., 2005).

Geralmente, a metilacdo do MGMT esta associada a mutagdoes no KRAS e a
CIMP-L, como referido anteriormente (Leggett e Whitehall, 2010).

Num estudo realizado pelo grupo de gastrenterologia da UIPM do IPOLFG,
E.P.E., em doentes com PS, verificou-se que 57% das lesdes desses individuos
apresentavam metilagdo do MGMT (Silva et al., submetido para publicagdo).

Tendo em conta que, a metilagdo pode constituir um de dois eventos
genéticos, responsaveis pela susceptibilidade para PS, permanece por identificar o
outro evento e a sua contribuicdo para a tumorigénese. Esse outro evento pode ser
um evento somatico — por exemplo perda de heterozigotia, ou entdo um evento

germinal — uma mutacdo germinal no gene MGMT.
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2. Objectivos

O principal objectivo deste trabalho consistiu no estudo de genes candidatos de
modo a identificar genes e/ou variantes de susceptibilidade para o desenvolvimento
de polipose serreada. Adicionalmente, com o estudo destes genes (AXIN2, BMPRIA
e MGMT) pretendeu-se também contribuir para a caracterizagdo molecular deste

sindrome e das vias de tumorigénese envolvidas no mesmo.
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3. Procedimento experimental

3.1. Material biolégico

Para o estudo dos genes AXIN2, BMPRIA ¢ MGMT foram seleccionados 12
individuos que preenchem pelo menos um dos critérios de PS, seguidos na Clinica de
Risco Familiar do IPOLFG, E.P.E., na Consulta de Risco Familiar de Cancro do
Coélon e Recto; 10 dos individuos estudados apresentavam historia de PS, CCR e/ou
polipos em familiares de 1° grau, e 2 dos individuos eram casos esporadicos de PS
(assim classificados porque os familiares em 1° grau eram assintomaticos, ou porque
as colonoscopias realizadas nestes familiares ndo apresentavam lesoes).
Foram também incluidos, um total de 9 familiares de alguns dos
individuos proband destas familias, de modo a efectuar estudos de segregacdo de
algumas variantes genéticas com a doenga. Na analise do BMPRIA foram ainda
estudados 3 individuos adicionais (2 com polipose juvenil e 1 com polipose mista). A
analise mutacional foi realizada a partir de DNA genoémico extraido de sangue
periférico de cada individuo. Para o gene BMPRIA, foi ainda analisado o RNA de
uma das amostras incluidas no estudo, de modo a complementar a analise mutacional
para a referida amostra. No caso do gene MGMT foi ainda realizada a andlise da
perda de heterozigotia (LOH) do locus deste gene em 47 amostras de DNA gendmico
extraido a partir de tecido incluido em parafina, obtido de véarias lesdes de polipose
serreada (PH, ASS, AST, AT, ATV e carcinomas), e respectiva mucosa normal ou
sangue periférico. Estas amostras, provenientes do servico de Anatomia Patologica
do IPOLFG, E.P.E., foram obtidas dos mesmos individuos seleccionados para a
analise de mutagdes germinais. A tabela com as caracteristicas clinicas dos doentes

com PS, que foram estudados neste trabalho, encontra-se no Anexo 1.

3.2. Métodos
3.2.1. Extraccio de DNA genémico a partir de sangue periférico
O DNA gendmico correspondente a cada amostra utilizada neste estudo, ja
tinha sido extraido previamente.
A extraccdo do DNA genomico a partir de sangue periférico foi realizada
utilizando o kit comercial CITOGENE — Genomic DNA Purification Kit (Citomed),

de acordo com o descrito pelo fabricante. Posteriormente, o DNA foi quantificado no
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espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), e uma aliquota foi depois

diluida em dgua destilada (80ng/ul), e armazenado a -20°C.

3.2.2. Extraccio de DNA gendémico a partir de tecido incluido em
parafina
O DNA gendmico correspondente a cada amostra utilizada neste estudo, ja
tinha sido previamente extraido, através de uma extrac¢ao fenol-cloroférmio. Uma
vez que o DNA resultante desta extrac¢do, se pode encontrar muito fragmentado e
também pelo facto de alguns dos componentes utilizados nesta extrac¢do absorverem
ao mesmo comprimento de onda que o DNA (260nm), este ndo deve ser quantificado
espectrofotometricamente, pelo que foi quantificado por electroforese em gel de
agarose 0,8% (p/v) por comparacdo com padrdes de DNA com concentragdo

conhecida.

3.2.3. Extracciao de RNA a partir de sangue periférico
A extraccdo de RNA a partir de sangue periférico foi realizada através do
método descrito para o reagente Trizol da Invitrogen (Anexo 2). As amostras de

RNA foram posteriormente armazenadas a -80°C.

3.2.4. Analise de mutacdes germinais nos genes AXIN2, BMPRIA e
MGMT
3.24.1. Reaccido em cadeia da polimerase (PCR)

A técnica de PCR (Reaccdo em cadeia da polimerase) baseia-se na
amplificacdo enzimadtica in vitro de um fragmento de DNA de interesse por
replicacdo, onde se obtém milhares de copias da cadeia original. Esta amplificacdo ¢
efectuada partindo de quantidades minimas de material genético, recorrendo a dois
primers (oligonucledtidos iniciadores de cadeia) de sequéncia conhecida e especifica
para o fragmento a amplificar, que vao hibridar com as extremidades 3'-OH da
cadeia dupla de DNA. Para além dos primers, esta reac¢do necessita ainda de outros
componentes: DNA genomico; enzima DNA Tag polimerase (extraida de uma
bactéria termofilica — Thermus aquaticus, sendo termoestavel e termorresistente
mantendo a sua actividade a temperaturas elevadas); uma solugdo tampao (que
permite a manuten¢do do pH optimo para a actividade enzimatica); dNTP’s; e ainda

o~ ;. + . y .
10es magnésio — Mg2 (co-factor enzimatico).
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Este processo envolve trés fases que se repetem durante varios ciclos,
(geralmente 30 a 40). As fases do PCR, realizadas no termociclador sao:
desnaturacdo (separacao da cadeia dupla de DNA molde através da quebra das

pontes de hidrogénio, estabelecidas entre bases complementares, realizada a cerca de

95°C); annealing ou hibridacdo dos primers (ligagdo dos primers as cadeias simples
de DNA, a uma temperatura variavel — entre 50-70°C) e elongacdo (a DNA Tagq
polimerase adiciona nucleotidos a cadeia molde no sentido 5°- 3°, sintetizando uma

nova cadeia de DNA complementar a cadeia molde, a 72°C).

3.2.4.2. Optimizacao das reaccoes de PCR

As condigdes Optimas para as reacgdoes de PCR foram optimizadas para cada
fragmento a amplificar, de modo a que apenas a banda de DNA de interesse fosse
amplificada (com a excep¢do de alguns fragmentos, para os quais ja tinham sido
optimizadas as referidas condi¢des). Essa optimizagdo baseou-se no ajuste de
diversos parametros, tais como: o numero de ciclos da reacc¢do, a concentragao de
Mg*", a temperatura a que ocorre a hibridagdo e a concentragio dos primers.

Para a optimizacao de uma reaccao de PCR na qual ndo se observou qualquer
amplificacdo do fragmento a estudar, de um modo geral, foi necessario diminuir a
temperatura de hibridagao dos primers. Por outro lado, nos casos em que se observou
a existéncia de fragmentos inespecificos, optou-se pelo aumento da temperatura e/ou
da concentracao de Mg2+ e/ou diminuicao do nimero de ciclos da reac¢ao. Nos casos
em que se realizaram estas alteracdes e ainda se verificou inespecificidade, utilizou-
se um estabilizador de DNA, como ¢ o caso do dimetilsulféoxido (DMSO), que
melhora a desnaturacdo, sendo também bastante util para sequenciagcdo de

fragmentos que na sua sequéncia possuem um elevado contetido em GC.

3.2.4.3. Amplificacao por PCR dos varios exdes dos genes AXIN2,
BMPRIA e MGMT
Todos os primers utilizados para a amplificacdo de cada fragmento dos genes
AXIN2, BMPRIA e MGMT ja tinham sido desenhados previamente.
O gene AXIN? foi analisado em treze fragmentos, o gene BMPRIA em dez
fragmentos, enquanto que o gene MGMT foi analisado em seis fragmentos, tendo
sido analisadas todas as sequéncias codificantes e regides flanqueadoras dos exdes

(as sequéncias dos primers utilizados encontram-se descritas no Anexo 3).
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Para cada amostra, foi preparada uma mistura prévia, para um volume de
11,5ul, contendo todos os reagentes necessarios para a reac¢do de PCR, e foi
adicionado 1ul do DNA gendmico respectivo. Todas as condigdes utilizadas na
amplificacao por PCR dos fragmentos dos genes em estudo, encontram-se descritas
no Anexo 4. Em seguida, as reac¢des de PCR foram executadas num termociclador

Veriti (Applied Biosystems), no qual se utilizou o programa descrito na Tabela 3.

Tabela 3 — Programa (SEQ) utilizado na amplifica¢@o por PCR dos fragmentos de cada gene estudado

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacio inicial 95°C Smin 1
Desnaturacio 94°C 50seg
Hibridacao Variavel 30seg 30 a 40
Extensao 72°C 50seg
~ 72°C 7min 1
Extensao final 15°C _ )
3.24.4. Controlo da eficiéncia dos produtos amplificados

por electroforese em gel de agarose

Apos a reacgdo de PCR, foi realizado o controlo da eficiéncia da reaccdo através
da realizagdo de uma electroforese em gel de agarose 2% (p/v) ou 1% (p/v)
(consoante o peso molecular do fragmento a amplificar), de modo a permitir a
separacdo de fragmentos de DNA de acordo com o seu peso molecular, através da
aplicacdo de um campo eléctrico.

Na preparacdo do gel de agarose foi adicionado brometo de etidio (10 mg/mL,
Biotechnology), que permitiu a visualizagdo dos produtos amplificados quando
sujeitos a radiagdo ultravioleta, num transiluminador (BioDocAnalyze, Biometra).

Para o controlo da eficiéncia das optimizagdes, foi utilizado o volume total da
amostra apos o PCR, para a realizacdo da electroforese. Para tal utilizaram-se os
12,5ul do produto de PCR, ao qual foram adicionados 3ul de Orange G 5x, sendo
que este reagente ¢ um tampao de amostra, que tem a finalidade de lhe conferir
densidade, facilitando a deposicdo do produto amplificado no poco do gel e
permitindo também a visualizagdo da migragdo das amostras no decurso da
electroforese. Para o controlo da eficiéncia das reaccdes de PCR correspondentes a
amplificacdo dos varios exdes, para cada amostra de DNA, utilizaram-se 3ul do
produto amplificado juntamente com 7ul de Orange G 1x (Nota: este procedimento
foi 0 mesmo para o controlo da eficiéncia da amplificagdo na analise de LOH — ponto

3.2.5.1. e para o controlo do resultado da purificagdo do DNA a partir de gel de
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agarose QIAquick Gel Extraction (Qiagen) — ponto 3.2.4.6.). Também se aplicou no
gel, um marcador de peso molecular — pUC Mix marcador 8 (Fermentas), que
apresenta um padrao de bandas referéncia de 67-1118pb, permitindo determinar o
tamanho em pares de base do fragmento amplificado. A electroforese realizou-se a
uma voltagem de 140V durante, aproximadamente, 30 minutos.

A partir das bandas obtidas, foi possivel calcular-se a quantidade de produto a
usar para a reaccdo de sequenciagdo (o mesmo se aplica para a analise dos
marcadores de microssatélites — ponto 3.2.5.2.). A preparacdo de todas as solucdes

utilizadas nesta técnica encontra-se descrita no Anexo 3.

3.24.5. Reaccdo de transcricdo reversa seguida de PCR
(RT-PCR)

O cDNA (DNA complementar) ¢ obtido a partir de uma cadeia molde de
mRNA, através da técnica RT-PCR. Esta técnica bascia-se numa reac¢do de
transcrigdo reversa, que utiliza um enzima, a transcriptase reversa, para converter o
RNA em cDNA de cadeia simples, e posteriormente converte o hibrido RNA-cDNA,
em moléculas de cDNA de cadeia dupla, que serdo depois amplificadas numa
reacc¢ao de PCR.

Para a sintese de cDNA, foi necessario juntar um volume variavel de RNA de
cada amostra (correspondente a uma concentragdo final de 1pg de RNA), 0,5ul de
hexameros de primers (3ug/pl, Roche) — mistura de hexanucledtidos com
terminacdes aleatorias 5° e 3’ com grupo hidroxilo, e 4gua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC, Merck) — que tem como fung¢do inactivar os enzimas
RNase; até perfazer um volume final de 7,75ul. A mistura foi posteriormente
desnaturada num termociclador a 70°C, durante 10 minutos, e depois colocada em
gelo. De seguida, foi adicionada uma mistura reaccional, composta por 4ul de dNTPs
(25mM, GE Healthcare); 4ul de tampao 5x (Invitrogen), 2ul de ditiotreitol (DTT)
(0,1M, Invitrogen) — que ¢ um estabilizador enzimatico e proteico; 0,75ul de
RNaseOUT™ (40U/ul, Invitrogen) — inibidor da ac¢do das ribonucleases; 1ul de
enzima transcriptase reversa Superscript (200U/ul, Invitrogen) e 0,5ul de enzima
single strand binding protein (SSB) (4,47ug/ml, Promega), que se liga as cadeias

simples de RNA, evitando desta maneira a sua hibridacdo prematura. Em seguida, foi
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realizada a reaccdo de transcricdo reversa num termociclador Veriti (Applied
Biosystems).
O programa utilizado para a sintese de cDNA encontra-se esquematizado na

Tabela 4.

Tabela 4 — Programa de RT-PCR utilizado na sintese de cDNA num termociclador Veriti (Applied

Biosystems)

Etapa Temperatura Tempo

D ¢ 50 inicial 70°C 10min
esnaturacio inicia 15°C i

42°C 60min

Reac¢io de RT-PCR 70°C 15min
15°C -

De maneira a confirmar a sintese de cDNA efectuada, realizou-se a
amplificacdo por PCR do gene G6PD — glucose-6-phospate 1-dehydrogenase, que se
encontra localizado em Xq28, sendo expresso de forma ubiqua em todas as células
humanas. O controlo de eficiéncia do produto amplificado foi realizado em gel de
agarose 2% (p/v), tal como descrito em 3.2.5.. Apo6s a confirmagdo da sintese de
cDNA, o gene BMPRIA foi amplificado por PCR, consoante as condi¢des descritas
no Anexo 6, tendo sido depois, controlado o produto total de PCR, em gel de agarose
a 1% (Anexo 5), uma vez que a banda de cDNA esperada possuia mais de 2000pb.
Devido ao tamanho deste fragmento, foi utilizado um marcador que possui um
padrdo de bandas de referéncia entre 125-23120pb — marcador Lambda/HindIII

(Fermentas) (Anexo 5).

3.2.4.6. Purificacdo dos produtos amplificados por PCR

Apos amplificagdo por PCR, dos fragmentos em estudo, estes foram
submetidos a uma purificacdo. A purificagdo permite eliminar primers que nao
hibridaram, pequenos fragmentos de acidos nucleicos que hibridaram com os primers
de forma inespecifica, e mesmo sais que possam existir.

Para a purificagio foram adicionados 2l da enzima ExoSAP-IT® a 9,5ul do
produto amplificado, perfazendo um volume final de 11,5ul. Em seguida, as
amostras foram colocadas num termociclador Biometra (Alfagene), cujo programa

utilizado se encontra descrito na Tabela 5.
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Tabela 5 — Programa utilizado na purificagdo do produto amplificado por PCR no termociclador

Biometra (Alfagene)

Temperatura Tempo
37°C 15 min
80°C 15 min
4°C -

Para alguns fragmentos ndo foi possivel eliminar completamente todas as
bandas inespecificas no PCR, pelo que foi necessdrio recorrer a extracgdo e
purificacdo do produto amplificado a partir da banda observada no gel de agarose 2%
(p/v), utilizando-se o kit de purificagdo de DNA a partir de gel de agarose QlAquick
Gel Extraction (Qiagen), cujo protocolo se apresenta no Anexo 7.

Terminada a purificagdo através deste kit, foi avaliado o resultado da

purificacdo através de electroforese em gel de agarose 2% (p/v), como descrito no

ponto 3.2.4.4..

3.24.7. Sequenciacdo automatica

A sequenciagdo de DNA permite a caracterizagdo completa de um fragmento
de DNA. Nesta técnica, sdo usados ddNTP’s (didesoxirribonucledtidos) que se
encontram marcados com fluorocromos de cor diferente, permitindo a marcacao e
distingdo das bases A, C, T e G. Os ddNTP’s encontram-se truncados no grupo 3’OH
impedindo assim a formag¢do de novas ligacdes fosfodiéster. Desta maneira, a sua
incorporacdo aleatéria na cadeia sintetizada ird resultar numa cadeia truncada. Apos
a reacgao, efectua-se uma electroforese capilar, de maneira a que ocorra a separagao
das cadeias truncadas, por peso molecular, obtendo-se no final a sequéncia de

nucleotidos do DNA em estudo.

3.2.4.7.1. Reacc¢ido de sequenciacao

Foram preparadas duas reac¢des para cada fragmento a sequenciar, uma para
o primer forward (5) e a outra para o primer reverse (3"). Cada reacgao foi
preparada num tubo tipo eppendorf de 0,2ml com um volume final de 20ul. A cada
um dos tubos foi adicionada uma quantidade varidvel de DNA genémico purificado;
2ul de tampao de sequenciacao Buffer Sequencing 5x, BigDye™ Terminator vi.1
(Applied Biosystems); 2l do respectivo primer (5’ ou 3”) (1,6pmol/ul) do fragmento
a analisar; quantidade variavel (dependente do tamanho em pb de cada fragmento e
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da intensidade da banda obtida apds o controlo da eficiéncia da reaccdo de PCR) da
mistura reaccional de sequenciagdo BigDye™ Terminator vi.1 (Applied Biosystems)
e agua bidestilada, de modo a perfazer os 20ul. A reac¢do de sequenciagdo foi
efectuada num termociclador Veriti (Applied Biosystems), utilizando o programa
referido na Tabela 6. As sequéncias dos primers utilizadas na sequenciagdo

encontram-se descritas no Anexo 3.

Tabela 6 — Programa (SEQAUTO) utilizado para a reac¢do de sequenciagdo num termociclador Veriti

(Applied Biosystems)

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacio inicial 96°C Smin 1
Desnaturacao 95°C 10seg
Hibridacao Variavel Sseg 25
Extensi 60°C 4min
xtensio 4°C i -
3.2.4.7.2. Precipitacio e purificacio do produto da reac¢ao de
sequenciacio

Apo6s a reaccdo de sequenciacdo, realizou-se a precipitagdo e purificagdo do
DNA. Para tal foi efectuada uma mistura reaccional de EDTA (125mM) — que
quelata os ides Mg>" que se encontrem na solugdo; acetato de sodio (3M) — que
neutraliza as cargas dos acidos nucleicos e etanol absoluto — que juntamente com o
acetato de sddio, promove a precipitacdo do DNA. Posteriormente foi adicionado o
volume total do produto da reaccdo de sequenciagdo, € seguiu-se o protocolo
Etanol/EDTA/Acetato de S6dio recomendado pelo kit de sequenciacdo BigDye©
Terminator vi.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) (Anexo 8).

3.2.4.7.3. Preparacio das amostras para sequenciacio
automatica

Apoés a precipitagdo e purificagdo do produto da reaccdo de sequenciacio
(3.2.4.7.2.), prepararam-se as amostras para a analise no sequenciador automatico.
Adicionaram-sel7ul de formamida a cada pellet, homogeneizou-se no vortex e
depois todo o conteudo foi transferido para uma placa apropriada para o aparelho de
sequenciacdo. Seguidamente, as amostras foram desnaturadas a 95°C durante pelo
menos 5 minutos, num termociclador Biometra (Alfagene), e colocadas em gelo
assim que se retiraram do aparelho. A placa contendo as amostras foi entdo colocada

no sequenciador automdatico ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer (Applied
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Biosystems) ou entdo, no sequenciador automatico ABI Prism™ 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems), onde decorreu a electroforese capilar a 50°C, a uma

voltagem de 15KV.

3.2.4.74. Analise de resultados
Os resultados obtidos, foram analisados pelo software Sequencing Analysis,
obtendo-se um electroforectograma que foi depois comparado manualmente com as
sequéncias de DNA de referéncia, correspondentes a cada fragmento (Tabela 7), de

modo a se identificarem possiveis alteragoes.

Tabela 7 - Identificacdo das sequéncias nucleotidicas de referéncia para cada gene analisado

Numero de identificacdo

Gene Base de dados Data de consulta
da sequéncia
AXIN2 NG _012142.1 NCBI 19/06/2012
BMPRIA NG _009362.1 NCBI 19/06/2012
MGMT NC 000010.10 NCBI 07/11/2012
3.2.4.7.5. Analise in silico das mutagdes germinais
identificadas

De maneira a estudar a eventual patogenicidade de algumas das mutagdes
germinais encontradas, realizou-se uma andlise in silico das mutagdes germinais que
ndo se encontravam descritas na literatura. Para estudar as consequéncias a nivel da
funcgdo/estrutura da proteina de uma determinada mutagdo missense (substituicao de
aminoacido), recorreu-se ao software Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT),

versao 4.0.3 disponivel em: http://sift.jevi.org/ (Kumar et al., 2009) e Polymorphism

Phenotyping - v2 (Polyphen2) disponivel em: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

(Adzhubei et al., 2010). No caso de mutacdes intronicas, foi avaliada a possibilidade
de poderem provocar a alteracdo do local de ligagdao a um factor de splicing. Para

este efeito, foi utilizado o software Exonic Splicing Enhancer (ESE) Finder

disponivel em: http://rulai.cshl.edu/cgi-bin /tools/ ESE3/esefinder.cgi (Smith et al.,
2006) e o software Human Splicing Finder disponivel em: http://www.umd.be/HSF
(Desmet et al., 2009).

Ainda se avaliaram todas as mutagdes no software Variant Effect Predictor

(VEP) do Ensembl, disponivel em: http://ensembl.org (McLaren et al., 2010).
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3.2.5. Analise de perda de heterozigotia (LOH) do gene MGMT

Os marcadores de microssatélites utilizados foram seleccionados mediante os
seguintes critérios: a sua localizacdo na regido de interesse, a percentagem de
heterozigotia (de preferéncia superior a 70%) e o tamanho do produto amplificado
(de preferéncia até cerca de 200pb, uma vez que o DNA extraido de tecido incluido
em parafina, se encontra geralmente degradado).

Foram utilizados trés marcadores de microssatélites neste estudo: D10S1676,
D10S1651 e D10S169, que flanqueiam o gene MGMT.

No Anexo 9 encontra-se a localizagdo molecular destes marcadores de
microssatélites, bem como as caracteristicas dos mesmos, ¢ as condi¢des utilizadas
na amplificacdo. O primer forward de cada marcador de microssatélites foi marcado
com um fluorocromo (FAM) para que as amostras, possam ser visualizadas por
fluorescéncia no sequenciador.

O DNA genomico para a realizagdo desta andlise foi extraido consoante o

método descrito em 3.2.2..

3.2.5.1. Amplificacio do DNA para anilise de LOH do gene
MGMT

A amplificacdo dos marcadores de microssatélites seleccionados, foi realizada
pela técnica de PCR para amostras de DNA das varias lesdes de polipose serreada e
respectiva mucosa coélica normal, de cada individuo, de acordo com o descrito no
ponto 3.2.4.2.. Os programas de PCR utilizados nesta anélise encontram-se descritos
nas Tabela 8 e 9. Foram utilizados reagentes de duas marcas distintas (Bioline e
Roche), consoante o marcador de microssatélite a amplificar, pelo que os programas
utilizados foram diferentes. O enzima da marca Roche — GOLD TAQ DNA, por
apresentar “hotstart” (apenas inicia a sua actividade a 95°C), ajuda na eliminagdo de

dimeros de primer, melhorando a eficiéncia do PCR.
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Tabela 8 — Programa (RER) de PCR usado na amplificagdo dos marcadores de microssatélites num

termociclador Veriti (Applied Biosystems) com reagentes Bioline

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacio inicial 95°C Smin 1
Desnaturacio 94°C Imin
Hibridacao Variavel 50seg 40
Extensio 72°C Imin30seg
72°C 10min 1

Extensao final 15°C _ -

Tabela 9 — Programa (RER GOLD-PLAT) de PCR usado na amplificacdo dos marcadores de

microssatélites num termociclador Veriti (Applied Biosystems) com reagentes Roche

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacio inicial 95°C 7min 1
Desnaturacio 95°C 25seg
Hibridacao Variavel 25seg 40
Extensiao 72°C Imin
x 72°C 10min 1
Extensao final 40C ) )

O controlo da eficiéncia dos produtos amplificados foi efectuado por

electroforese em gel de agarose 2% (p/v), de acordo com o descrito no ponto 3.2.4.4..

3.2.5.2. Preparacio das amostras para analise pelo software
GeneScan

Para a preparacdo das amostras, observaram-se as bandas obtidas na
electroforese em gel de agarose realizada, correspondentes a intensidade do produto
amplificado, de maneira a determinar a quantidade de produto necessario a utilizar
para a analise pelo GeneScan.

Assim, foi preparada uma mistura que continha 12l de formamida e 0,5ul de
marcador de peso molecular de GeneScan™ TAMRA 500™ (Applied Biosystems),
que permite identificar o peso molecular da amostra que vai ser analisada, tendo
como base, pesos moleculares conhecidos. Esta mistura foi distribuida por tubos
apropriados para o sequenciador automatico, e posteriormente foi adicionada uma
quantidade varidvel dos produtos de PCR amplificados. As amostras foram depois
desnaturadas num termociclador Biometra (Alfagene), durante pelo menos 5 minutos
a 95°C, e colocadas em gelo logo de seguida.

Por ultimo, realizou-se a electroforese capilar no sequenciador automatico

ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), a uma temperatura de 60°C
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e voltagem de 15KV. O tempo de corrida era varidvel, pois dependia do peso

molecular de cada produto amplificado.

3.2.5.3. Analise de resultados

Os resultados foram obtidos, através da andlise pelo software GeneScan,
versdo 3.1.2, disponivel no ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems),
em forma de electroforectograma. O software fornece os valores da altura, do
tamanho (em pb) e das areas dos picos das amostras, correspondentes aos alelos das
amostras de DNA normal e tumoral. Com estes dados foi entdo efectuada a andlise
de LOH, com base numa formula (apresentada em baixo) que efectua o calculo da
razdo entre as areas dos picos correspondentes aos alelos da amostra de DNA de
mucosa colica normal e tumoral. Todos os valores foram calculados a partir da
formula apresentada em baixo, e quando eram inferiores a 0,67 (indicativo de perda
do alelo de menor peso molecular) ou superiores a 1,5 (indicativo de perda do alelo

de maior peso molecular), eram indicativos de LOH.

LOH = AN2/ ANI1
AT2/ATI

Na formula apresentada:

ANI1 — 4rea do pico respeitante ao alelo de menor peso molecular da amostra de
DNA de mucosa colica normal;

AN2 — 4rea do pico respeitante ao alelo de maior peso molecular da amostra de DNA
de mucosa colica normal;

ATI1 — érea do pico respeitante ao alelo de menor peso molecular da amostra de DNA
tumoral;

AT?2 — érea do pico respeitante ao alelo de maior peso molecular da amostra de DNA

tumoral.
Nos casos em que o individuo era homozigético para o marcador de

microssatélites em questdo, ou nos casos em que a lesdo apresentava instabilidade de

microssatélites, a LOH ndo pode ser avaliada.
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4. Resultados

4.1. Analise de mutacdes germinais nos genes AXIN2, BMPRIA e MGMT

4.1.1. AXIN2

No gene AXIN2, foram encontradas treze mutagdes germinais (Anexo 10 e

Tabela 10). Todas as mutagdes correspondem a substituicdes de nucledtidos, quatro

do tipo missense, seis variantes intronicas, duas variantes na regidao 3’UTR e uma

variante na regido 5’UTR, com uma frequéncia entre 8% e 100% nas amostras

analisadas. De mencionar, que a alteracdo ¢.2013 2024dell12 (delecgdo in frame) no

exao 7 do doente A686, ja tinha sido identificada num estudo prévio.

Tabela 10 — Identificagdo das muta¢Ges germinais detectadas no gene AXIN2 e respectiva frequéncia

Frequéncia das mutacdes

Fragmento Mutac¢ao germinal Homo./Het.
nas amostras analisadas
Homozigotia 42%
5°UTR c.1-409 G>C :
Heterozigotia 42%
Homozigotia 33%
Exiao 1A c.148 C>T (P50S)
Heterozigotia 42%
Homozigotia 42%
¢.1060-77 G>T
Heterozigotia 42%
¢.1060-17 C>T Heterozigotia 17%
Intrio 3 —
c.1060-287 A>G Homozigotia 100%
c.1060-282 A>G Homozigotia 100%
c.1060-254 A>G Homozigotia 100%
Homozigotia 83%
c.1365 A>G (P455P)
Heterozigotia 17%
Exao 5 ——
Homozigotia 67%
c.1386 C>T (P462P)
Heterozigotia 25%
Intrio 5 c.1712+19 G>T Heterozigotia 17%
Exio 6 c.1889 G>A (S630N) Heterozigotia 8%
¢.2013_2024del12 o
Exao 7 Homozigotia 8%
(671 _674 delRTTP)
704 CoA Homozigotia 8%
= ’ c.*7 >
Exdo 10 3’UTR) Heterozigotia 17%
Homozigotia 58%
c.*1012 T>A
Heterozigotia 25%
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A maioria das mutacdes encontra-se descrita na base de dados NCBI (dbSNP

-http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/ e 1000Genomes -

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/) (Tabela 11) como sendo

SNV (single nucleotide variant), e apresentam uma frequéncia elevada na populacao
ibérica ou na populagdo em geral, que as enquadra no contexto de variantes
polimorficas. Exceptuam-se duas alteracdes: a ¢.1889 G>A (p.S630N) no exdo 6
(detectada na familia PH7), que apenas se encontra descrita a nivel somatico

(COSMIC — http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/), no mesmo tipo de

tecido (colon), ndo havendo referéncia a nivel germinal; e a ¢.2013 2024dell2
(p.671_674 delRTTP) no exdo 7 (detectada na familia PH14 num estudo prévio), que

se encontra descrita como DIV (deletion/insertion variation).

Tabela 11 — Identificacdo e frequéncia alélica das variantes detectadas no gene AXIN2 de acordo com

a base de dados NCBI.

Alteracio Identificacio bzise de dados Frequéncia do alelo :ariante na
SNP populagio
c.1-409 G>C 1512949046 50%"
c.148 C>T 152240308 50%'
¢.1060-77 G>T rs4541111 32%'
¢.1060-17 C>T 1$35399989 14%'
¢.1060-287 A>G 154467119 99,86%"
¢.1060-282 A>G 154464120 99,86%"
¢.1060-254 A>G 156504323 99,91%>
¢.1365 A>G 159915936 93%'
¢.1386 C>T rs1133683 54%'
¢.1712+19 G>T 157219582 14%'
¢.¥794 C>A 1510438779 21%'
¢.*1012 T>A 157591 46%'

" - Informagcio retirada da base de dados NCBI - dbSNP; ” - Informagio retirada da base de dados
NCBI — 1000 Genomes; ' - Frequéncia do alelo variante na populagdo ibérica; * - Frequéncia do alelo

variante na populagdo geral
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De forma a avaliar a eventual patogenicidade destas duas mutagdes recorreu-
se a uma analise in silico. Para além da avaliagdo da consequéncia da substituicao
aminoacidica, utilizando os softwares SIFT ¢ Polyphen, foi também avaliado se as
alteragdes poderiam afectar o splicing; por criarem um sitio alternativo que leve a
excisdo de um exdo (exon skipping) ou a retencdo de parte ou totalidade de um
intrdo; ou por alterarem a ligagdo dos factores de splicing ao DNA (envolvidos na
formagdo do complexo de splicing, ou spliceossoma). Para tal, recorreu-se aos
softwares Human Splicing Finder e Ese Finder e ao software Variant Effect
Predictor do Ensembl (Tabela 12).

Através da analise in silico foi possivel verificar, que estas mutagdes parecem
afectar a ligagdo a factores estimuladores de splicing (splicing enhancers motifs) e/ou
dos factores repressores de splicing (splicing silencer motifs). A andlise da mutagdo
p-S630N, através do SIFT e Polyphen, classificou-a como benigna/tolerada, o que ¢
concordante com o Variant Effect Predictor. Os dois softwares que efectuam a
avaliagdo ao nivel do splicing, sdo igualmente concordantes nos resultados,
verificando-se que provoca a eliminagdo de dois locais de ligacdo aos splicing
enhancers motifs SF2/ASF e SF2/ASF (IgM-BRCAI) e a eliminagdo de um splicing
silencer motif (Tabela 12).

Os resultados obtidos pela andlise in silico da mutagdo p.671 674 delRTTP,
também sdo concordantes entre os sofiwares, e indicam que ¢ uma variante da
sequéncia codificante. Provoca a eliminacdo de trés locais de ligacdo a splicing
enhancers motifs SF2/ASF e SF2/ASF (IgM-BRCA1) e SRp40, eliminando ainda
quatro ligacdes a splicing silencer motif (Tabela 12). Nao foi possivel, em tempo til,
realizar a analise destas alteracdes ao nivel do RNA de modo a verificar a
possibilidade de alteracdo do splicing e possivel patogenicidade.

Ainda para estas duas mutagdes germinais, foi efectuado um estudo de
segregacdo da alteracdo com a doenca na familia. Foi analisada a presenca da
alteracdo S630N no exado 6, num familiar afectado da familia PH7, no entanto, nao se
verificou segregacdo da mutagdo com a doenga uma vez que o familiar ndo
apresentava esta alteracdo. No caso da mutacdo c¢.2013 2024dell2, num estudo
prévio tinham sido analisados dois familiares (um afectado e outro saudavel), sendo

que ambos revelaram ser portadores da mutagao.
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Tabela 12 — Resultados da andlise in silico da consequéncia prevista das mutagcdes germinais encontradas no gene AXIN2.

Human Splicing Finder Ese Finder Variant Effect Predictor
Mutacio SIFT Polyphen -

Splicing enhancer motifs Splicing silencer motifs Criagao Eliminagao (Ensembl)

Elimina: o SF2/ASF;
) Elimina: )
c.1889 G>A Tolerado  Benigno SF2/ASF; ) - SF2/ASF (IgM- Variante missense
Um motivo 1

SF2/ASF (IgM-BRCAL1) BRCAI)
Elimina: SF2/ASF (IgM-

SF2/ASF (IgM-BRCA1); Elimina: BRCAI); Variante da sequéncia

c.2013_2024del12 - - - ‘
SF2/ASF; Quatro motivos 3 SF2/ASF; codificante
SRp40 SRp40

* - os nimeros 1 e 3 sdo referentes ao nimero e sequéncia dos motivos: Motivo 1 — CTAGAGGT; Motivo 3 - TCTCCCAA
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A analise dos resultados das varias variantes, nomeadamente das variantes
polimorficas no Anexo 10, revelou também que havia amostras para as quais todas as
variantes tinham sido detectadas em homozigotia, nomeadamente nas amostras:
CA638 e A360 (pertencentes a mesma familia), A462 ¢ A983. Pelo contrario, duas
das amostras (A468 e A686) nao possuiam nenhuma destas alteracdes, i.e.
apresentavam sempre homozigotia para o alelo normal. Na hipotese de que estas
amostras pudessem apresentar uma dele¢ao total ou parcial de um dos alelos do gene
AXIN2, iniciou-se a analise mutacional das amostras de familiares destes individuos
(afectados e ndo afectados) existentes no laboratorio. Com esta finalidade, foram
analisados apenas os exdes que apresentavam variantes e foi efectuado um estudo de
segregacdo destas com a doenca na familia (Tabela 13), i.e. avaliou-se se os
familiares afectados também apresentavam sempre homozigotia, ou para as
variantes, ou para o alelo normal. Se isto se verificasse, e os familiares saudaveis
apresentassem heterozigotia para algumas variantes, entdo poder-se-ia estar na
presenca de uma delec¢do de varios exdes, a qual seria muito provavelmente
patogénica.

Dos nove familiares analisados para as cinco familias, apenas cinco eram
afectados (Anexo 11). Para a familia PH4 foram analisados quatro familiares, sendo
que apenas um era afectado. A amostra correspondente a este individuo (A1479)
apresentou homozigotia para todas as variantes, da mesma forma que os dois
individuos proband desta familia, o que podera traduzir uma grande delecgdo.
Também a amostra A1600, correspondente a um dos individuos nao afectados,
apresentou o mesmo padrdo. As restantes amostras apresentam algumas das variantes
em heterozigotia, o que sugere que ndo apresentem qualquer grande delec¢do. Para a
amostra A1508, foi ainda encontrada outra alteracdo no exao 4: c.1060-41 T>C, a
qual apesar de estar descrita na base de dados NCBI como um SNV (rs149089442)
pouco frequente [frequéncia de 1% para o alelo C (alelo variante) na populagdo
geral], uma vez que ndo foi detectada em mais nenhum familiar ndo parece ser
relevante.

No caso da familia PH6, o familiar analisado ¢ afectado e apresenta todas as
variantes em homozigotia (excepto no exao 1A que nao foi analisado) tal como o
proband, o que podera traduzir a presenca de uma grande delec¢ao de um dos alelos.

Relativamente aos dois familiares das familias PH7 e PH33 analisados,

ambos afectados, estes, ao contrario dos proband, apresentavam algumas das
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variantes em heterozigotia (Tabela 13) pelo que ndo poderdo apresentar qualquer
grande deleccdo. No caso da familia PH33, verificou-se homozigotia apenas para as
variantes dos exdes 5 e 10.

Relativamente a familia PH14, colocava-se a hipotese de uma eventual
deleccdo germinal do exdo 1A ao exdo 4, tendo em conta a homozigotia para o alelo
normal, a qual era rara na populacdo estudada. A andlise dos dois familiares

confirmou a mesma homozigotia nos dois familiares.
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Tabela 13 - Resultados da pesquisa de mutagdes germinais no gene AXI/N2 nas amostras de DNA de sangue periférico dos familiares dos casos proband que

se revelaram homozig6ticos para todas as variantes.

Familia Amostras Afectado Exdo 1-Frag.A Exdo 4 Exdo 5 Exio 10-Frag.C
7 . Hom. 1 Hom. 1
Proband CA638S Sim (ID 66A) Hom. 2 Hom. 1 Hom. 2 Hom. 1
1 . Hom. 1 Hom. 1
Proband A360 Sim (ID 69A) Hom. 2 Hom. 1 Hom. 2 Hom. 1
A1479 Sim (ID 70A) Hom. 1 Hom. 1 Hom. 1 Hom. 1
Hom. 2 Hom. 2
PH4 Hom. 1 Het. 1 Hom. 1
e A1508 Néo (44A) Hom. 2 Het. 2 Hom. 2 Hom. 1
Familiares Hom. 1 Hom. 1
A1600 Nao (51A) Hom. 2 Hom. 1 Hom. 2 Hom. 1
~ Het. 1 Hom. 1
A1601 Nao (65A) Het. 2 Het. 1 Hom. 2 Hom. 1
Proband A462 Sim (ID 64A) Lsouh Hom. 1 oy Hom. 1
PH6 Hom. 2 Hom. 2
Familiares A1681 Sim (ID 35A) NA Hom. 1 Hom. 1 Hom. 1
Hom. 2
Proband A983 Sim (ID 49A) Hom. 1 Hom. 1 Hom. 1 Hom. 1
PH33 Hom. 2 Hom. 2
- . Het. 1 Hom. 1
Familiares A1480 Sim (ID 50A) Het. 2 Het. 1 Hom. 2 Hom. 1
. Het. 1 Hom. 1
Proband A468 Sim (ID 50A) Het. 2 N Hom. 2 Hom. 1
PH7 Hom. 1
Familiares A1510 Sim (ID 47A Het. 2 Het. 3 Het. 2 Het. 1
Het. 3
Proband A686 Sim (ID 80A) N N Het. 1 N
. Hom. 1
PH14 B A1095 Sim (ID 42A) N N Het. 2 Het. 1
Familiares Hom. 1
A1331 Naio (48A) N N Het. 2 Het. 1

' Na familia PH4 foram analisados dois individuos como proband uma vez que foram diagnosticados em simultaneo; ID — Idade de diagnostico; N — Normal (sem alteragdo); Het. —
Heterozigotico; Hom. — Homozigdtico; NA — ndo amplificado; Exdo 1A: (1) c.1-409 G>C; (2) c.148 C>T (P50S); Exdo 4: (1) ¢.1060-77 G>T; (2) ¢.1060-41 T>C; (3) ¢.1060-17 C>T; Exéo 5:
(1) ¢.1365 A>G (P455P); (2) ¢.1386 C>T (P462P); (3) ¢.1712+19 G>T; Exdio 10C: (1) ¢.*1012 T>A

57



4.1.2. BMPRIA

Para o gene BMPRIA nao foi possivel concluir a analise de todos os
fragmentos, ndo tendo sido possivel analisar o exao 11 deste gene.

Foram detectadas cinco mutagdes germinais (Anexo 12 e Tabela 14), todas
correspondendo a substituigdes de nucledtidos, uma do tipo missense (Figura 17) e

quatro variantes intrénicas. Apresentam uma frequéncia variavel entre 7% e 36%,

nas amostras analisadas.

Tabela 14 — Mutagdes germinais detectadas no gene BMPRIA

Fragmento Muta'g:ao Homo./Het. Frequéncia das mu.tat;oes nas
germinal amostras analisadas
c4 C>A o
Exdo 1 Heterozigotia 36%
(P2T)
c.430+1 G>A Heterozigotia 7%
Intrao 4 —
c.431-26 T>A Heterozigotia 7%
Intrio 6 €.676-6 A>C Heterozigotia 7%
Intrao 9 c.1343-11 T>C Heterozigotia 36%

_.J"?"t ' ¢ ;.‘"% j \
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Figura 17 - Exemplo de uma das mutagdes (c.430+1 G>A) detectadas no gene BMPRI1A4; sequéncia

reverse da amostra A1548.

As mutagdes estdo descritas como SNV na base de dados NCBI (Tabela 15),

com excepgao da alteracdo ¢.430+1 G>A, da qual ndo ha referéncia nas bases de

dados.
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Tabela 15 - Identificagdo e frequéncia alélica das mutagdes detectadas no gene BMPRIA de acordo

com a base de dados NCBI.

Identificacdo na base de dados Frequéncia do alelo variante na
Alteracao & #
SNP populacio
c.4d C>A rs11528010 39%'
¢.431-26 T>A $7920259 5%
¢.676-6 A>C 15186999445 0.05%>
¢.1343-11 T>C 17074064 29%'

" - Informacio retirada da base de dados NCBI - dbSNP ; * - Informacdo retirada da base de dados
NCBI — 1000 Genomes ; ' - Frequéncia do alelo variante na populagio ibérica; » - Frequéncia do alelo

variante na populagédo geral

A elevada frequéncia das mutagdes c.4 C>A e c.1343-11 T>C revela que
correspondem muito provavelmente a variantes polimorficas.

De modo a se avaliar a eventual patogenicidade das alteragdes menos
frequentes, recorreu-se primeiramente a andlise in silico. Tendo em conta a
localizagdo intronica, foi avaliado apenas se estas alteracdes, assim como a
c.430+1G>A, afectavam a ligagdo a factores de splicing. Para tal, recorreu-se aos
softwares Human Splicing Finder e Ese Finder e ao software Variant Effect
Predictor do Ensembl (Tabela 15).

Assim observou-se que a mutacao c.430+1 G>A provoca a eliminacao de trés
locais de ligagdo aos splicing enhancer motifs SRp40, SF2/ASF (IgM-BRCA1) e
SF2/ASF (Tabela 15), sendo que este resultado ¢ concordante nos dois softwares
utilizados. No entanto, o ESE Finder demonstrou ainda, que esta mutagdo provoca a
eliminagdo de um sitio dador de splicing e a insercao de um branch site. Nao foram
obtidos quaisquer resultados para estes parametros, através do Human Splicing
Finder. Apesar disso, os resultados do ESE Finder corroboram os obtidos no Variant
Effect Predictor do Ensembl, de que esta mutagdo ¢ uma variante do sitio dador de
splicing (Tabela 16).

A andlise da mutacdo ¢.431-26 T>A utilizando o software Variant Effect
Predictor classificou esta mutagdo como uma variante intronica. Os outros softwares
utilizados ndo mostraram resultados. Apenas o Human Splicing Finder apresenta
como resultado desta mutacao a inser¢ao de um novo local de ligagdo a um splicing

enhancer motif (9G8), o qual ¢ praticamente desconhecido até ao momento.
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Relativamente a mutagdo ¢.676-6 A>C, foi classificada como uma variante da
regido de splicing/variante intronica, pelo software Variant Effect Predictor. Os
restantes softwares sao concordantes nos resultados, observando-se que esta mutagao
provoca a inser¢ao de um local de ligagao ao splicing enhancer motif SRp40, ¢ a
inser¢do de dois locais de ligacdo a splicing silencer motifs (Tabela 16).

De modo a se confirmar uma possivel patogenicidade, no caso destas
mutagdes, ¢ necessaria a analise do RNA de modo a avaliar a existéncia de um
transcrito alternativo gerado pelo splicing aberrante, isto ¢, da retencdo de intrdes ou
delec¢do de um ou mais exdes. Apenas foi possivel analisar a amostra A1548 com a
alteracao c.430+1 G>A, uma vez que nao havia RNA disponivel das restantes

amostras (Figura 18).

NI N2 A CN M

6557pb

4361pb

2322pb
2027pb

Transcrito normal

Transcrito aberrante

Figura 18 - Resultado obtido através da amplificagdo do cDNA compreendendo um fragmento de
2138 pb entre os exdes 1 e 11, para a amostra A1548; Legenda: N1 — controlo normal 1; N2 —
controlo normal 2; A — amostra A1548; CN — controlo negativo, M — marcador Lambda/HindIII

(Fermentas).

A amplificagdo do cDNA compreendendo um fragmento de 2138 pb entre os
exdes 1 e 11, para a amostra A1548, revelou a existéncia de uma banda
correspondente ao transcrito normal e uma outra, de menor peso molecular,
correspondente a um transcrito aberrante. Nao foi possivel realizar a sequenciacao do
transcrito em tempo util.

Nao existia material biologico de qualquer familiar dos individuos que
apresentavam mutag¢ao no BMPRIA pelo que ndo foi efectuada analise de segregacao

com a doenga na familia.
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Tabela 16 - Resultados da analise in silico da consequéncia prevista das muta¢des germinais no gene BMPRIA.

Mutacao

Human Splicing Finder

Ese Finder

Splicing enhancer motifs

Splicing silencer motifs

Criacdo Eliminagao

Variant Effect Predictor
(Ensembl)

Sitio dador de splicing

) Elimina:
Elimina:
Um motivo 1;
SRp40; SRp40; Variante do sitio dador de
c.430+1 G>A Um motivo 2 Branch site
SF2/ASF (IgM-BRCALl); . SF2/ASF (IgM- splicing
nsere:
SF2/ASF BRCALl);
Um motivo 2
SF2/ASF
c.431-26 T>A - - - - Variante intrénica
Insere: Variante da regido de splicing/
¢.676-6 A>C Insere: SRp40 - SRp40

Dois motivos 3

Variante intronica

" - 0s nimeros 1, 2 e 3 sdo referentes a0 numero de motivos: Motivo 1 — CTAGAGGT; Motivo 2 — [T/G]G[T/A]GGGG; Motivo 3 - TCTCCCAA
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4.1.3. MGMT

Para o gene MGMT nao foi possivel concluir a andlise de todos os
fragmentos, pelo que sdo apresentados os resultados para apenas quatro dos seis
fragmentos (exdes 2, 3, 4 e 5B) (Anexo 13). A amostra A187 nao foi analisada, uma
vez que esta amostra ndo amplificou para nenhum dos fragmentos.

Foram encontradas duas muta¢des pontuais germinais no exao 3, ¢.252 C>T
(p.Leu84Leu) e c.343 C>T (p.Leul15Phe), esta ultima do tipo missense, e ambas

com uma frequéncia de 36% (Tabela 17).

Tabela 17 — Identificacdo das mutagdes detectadas no gene MGMT e respectiva frequéncia nas

amostras analisadas.

Frequéncia das mutacdes

Fragmento Mutac¢ao germinal Homo./Het. c
nas amostras analisadas
c.252 C>T
Heterozigotia 36%
(L84L)
Exao 3
c.343 C>T
Heterozigotia 36%
(L115F)

As duas alteragdes estao descritas como SNV, na base de dados dbSNP no NCBI
(Tabela 18).

Tabela 18 - Identificagdo e frequéncia alélica das variantes detectadas no gene MGMT de

acordo com a base de dados NCBI.

Frequéncia do alelo variante na

Alteragio Identificacio base de dados SNP" )
populacio ibérica
¢.252 C>T (L84L) rs1803965 11%
¢.343 C>T (L115F) rs12917 11%

" Informacdo retirada da base de dados NCBI - dbSNP ; " Informagéo retirada da base de dados
NCBI - 1000 Genomes.

As mutacdes encontradas apresentam uma frequéncia na populagdo ibérica
sugestiva de uma variante polimoérfica. No entanto, estas mutacdes foram detectadas
em associagao, em cada um dos individuos, e as respectivas familias apresentavam
caracteristicas fenotipicas, € um padrao molecular nas respectivas lesoes,
semelhantes (Silva et al., submetido para publica¢do). Assim, para avaliar qualquer
possivel efeito patogénico, realizou-se uma andlise in silico da mutagcdo missense

c.343 C>T (L115F). Para tal, recorreu-se aos softwares Variant Effect Predictor,
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SIFT e Polyphen. Os resultados foram ambiguos, uma vez que, dependendo dos
softwares, foi considerada uma mutacdo tolerada (SIFT) ou uma mutacio
possivelmente patogénica (Polyphen). Em termos de uma possivel influéncia desta
alteragcdo no processo de splicing, apenas o software Human Splicing Finder indicou
a eventual criagdo de um local de ligacdo a um splicing silencer motif (motivo 3 -
TCTCCCAA). No que diz respeito a mutagao silenciosa (L84L), o mesmo software
revelou que esta mutagdo podera criar um novo local de ligagdo a um splicing
silencer motif (motivo 2 — [T/G]G[T/A]GGGG).

Para avaliar qualquer possivel influéncia na susceptibilidade para a doenca
nas familias estudadas efectuou-se andlise de segregacdo, no entanto, esta sé foi
possivel efectuar na familia PH4, uma vez que nos restantes casos nao se dispunha de
material bioldgico dos familiares. Assim, de modo a averiguar se estas alteracdes
segregam com a doenga nos familiares dos individuos em estudo respeitantes a
familia PH4, foi efectuada a analise de mutagdes no exao 3 nesses familiares. Nos
resultados obtidos (Tabela 19), observou-se que todos os familiares (a excepcao do
A1508 (ndo afectado), que ndo expressa nenhuma alteragdo), apresentam as mesmas

mutacoes que o individuo proband, em heterozigotia.

Tabela 19 - Resultados da pesquisa de muta¢des germinais no exao 3 do gene MGMT nas amostras

dos familiares da familia PH4.

Familia Amostras Afectado Exao 3
; ' Het. 1
Proband CA638S Sim (ID 66A) Het. 2
Het. 1
P ! im (ID 69A
roband A360 Sim (ID 69A) Het. 2
Het. 1
PH4 A1479 Sim (ID 69A) Het. 2
A1508 Nio (44A) N
Familiares Het. 1
A1600 Nio (51A) Het. 2
A1601 Niio (65A Het. 1
o ( ) Het. 2

"Na familia PH4 foram analisados dois individuos como proband uma vez que foram diagnosticados
quase em simultdneo; N — Normal (sem alteragdo); Het. — Heterozigotia, Exao 3: (1) c¢.252 C>T

(L84L); (2) ¢.343 C>T (L115F).
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4.2. Analise de perda de heterozigotia do gene MGMT

Para se avaliar a possibilidade de existéncia de LOH no gene MGMT, no
cromossoma 10, que combinada com a metilacdo neste gene contribuisse para a
tumorigénese na PS, analisaram-se os marcadores D10S1676, D10S1651 ¢ D10S169,
flanqueadores do gene.

Verificou-se a existéncia de LOH (Figura 19) em pelo menos um dos marcadores
analisados, em 13/47 (28%) das lesdes analisadas, como se pode observar na Tabela

20.

160 165 170 175 180 185 190 195 200

Mucosa colica tumoral

Mucosa colica normal

Figura 19 - Electroforectograma representativo de uma lesdo de PS que apresenta perda de

heterozigotia (LOH) do alelo de menor peso molecular, para o marcador D10S1651

Tabela 20 — Resultados da analise de perda de heterozigotia (LOH) no gene MGMT

Familia DNA DNA tumoral Marcadores
normal
Localizag:z"w. preferencial ’das lesoes: D10S1676 D10S1651 D10S169
proximal/todo o célon
A756 AS LOH NA NA
A756 AT1 NA NA NA
PH1 Al87 A756 AT2 NA NA NA
A756 PH1 N LOH NA
A756 PH2 1 I NA
A755 AS1 NI NI NA
A755 AS2 NI NI NA
PH3 A755 A755 AS3 NI NI NA
A755 PHI NI NI LOH
A755PH2 NI NI I

Continuagao da tabela na pag. 65
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Continuagdo da tabela da pag. 64

CA638 AS NI N NA
CA638S CA638 C NI N NA
CA636 AT1 NI LOH NI
PH4 CA636 C NI LOH NI
A360/CA636 CA636 AT2 NI LOH NI
CA636 AT3 NI LOH NI
CA636 ATV NI I NI
A193 AT NA NA NI
A193 ATV LOH LOH NI
PHS A193 A193 C N I NI
A193 PH1 N LOH NI
A193 PH2 N LOH NI
PH7  A468/CA656 A759T/CA655 IC I I
A643 PA N NI -
A643 PB N NI -
A760 AS1 NA NI -
A760 PH1 NA NI -
PHS8 A643/A760 A760 PH2 N NI LOH
A760 PH3 LOH NI -
A760 PH4 LOH I N
A760 PHS N NI -
A760 PH6 - NI -
Localizacio preferencial das lesoes: distal
A478 PG N N -
A478 PH N N -
PH6 A462/A478 A478 P3 N N -
A462 PH1 - N -
A462 PH2 I N -
PH12 A758 A758 C N N -
A686 P1A NI - -
A686 P2B NI N -
PH14 A686 A686 P3C NI - -
A686 PAD NI N -
A686 P5E NI - -
A983 PA N N -
A983 PB N - -
PH33 A983 A933 PC N . .
A983 PD N - -

N — normal (sem perda de heterozigotia); LOH — perda de heterozigotia; I — instabilidade de
microssatélites; NI — ndo informativo (devido a homozigotia); IC — inconclusivo; NA — ndo

amplificou; - ndo realizado; O gene MGMT situa-se entre os marcadores D10S1676 e D10S1651.

Pela analise dos resultados, verificou-se que as amostras informativas (foram
consideradas amostras informativas, todas as que apresentavam pelo menos um
resultado normal ou de LOH), de DNA das lesdes dos individuos com localizagdo
preferencial das lesdes no coélon proximal/todo o colon, apresentavam uma maior

percentagem de perdas de heterozigotia (13/18 — 72%), em comparagdo com as
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amostras das lesoes dos individuos que apresentam uma localiza¢do preferencial das
lesdes no colon distal (0/12 — 0%). Estas ultimas, geralmente ndo apresentavam
perda de heterozigotia (sendo normais), ou entdo a LOH ndo podia ser avaliada,
porque eram ndo informativas (Figura 20), ou ainda inconclusivas para perda de
heterozigotia (por serem instaveis). Por a LOH ndo parecer um evento frequente nas
amostras da metade inferior da tabela [apesar da andlise ndo ter sido efectuada para o
marcador D10S169, a analise dos marcadores D101676 € D10S1651, nas amostras
da metade superior da tabela permite identificar frequentemente a LOH] e por
questdes técnicas, o estudo foi direccionado preferencialmente para as amostras dos
individuos com localiza¢do preferencial das lesdes no colon proximal/todo o cédlon
(metade superior da tabela).

De um modo geral, as amostras dos doentes das familias PH1, PH4, PHS, e

PHS, apresentam pelo menos um marcador com perda de heterozigotia.

90 95 100 105 110 115 120

Mucosa colica tumoral

Mucosa colica normal

Figura 20 - Electroforectograma representativo de uma amostra homozigotica para o marcador

D10S169
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5. Discussao

A PS ¢ uma doenca rara, que se inclui nos sindromes hereditarios de CCR
associados a polipose, para a qual ainda ndo existe uma causa molecular conhecida.

Neste estudo efectuou-se a pesquisa de mutagdes germinais em trés genes
candidatos para a susceptibilidade para PS (4AXIN2, BMPRIA ¢ MGMT), para os
quais, se tinham encontrado, em estudos prévios, alteracdes moleculares (somaticas
ou germinais) que tornam estes genes, candidatos para a susceptibilidade de
desenvolvimento de PS. Foi ainda analisada a perda de heterozigotia (LOH) do locus
do gene MGMT localizado no cromossoma 10, de modo a melhorar a caracterizagao
do processo de tumorigénese envolvido na PS. Com este estudo, pretendeu-se avaliar
se a LOH (evento somatico), ou a existéncia de mutacdes germinais neste gene,
quando aliados a metilagio do MGMT (evento somatico), seriam um dos dois
eventos necessarios para a progressao tumoral no contexto de PS.

A andlise mutacional dos genes AXIN2, BMPRIA e MGMT, permitiu a
identificacdo de um total de 21 mutagdes: 1 mutacdo na regido 5S’UTR, 4 mutacdes
missense, 3 mutagdes silenciosas, 11 mutagdes intronicas ¢ 2 mutagdes localizadas na
regido 3’UTR.

Relativamente ao gene AXIN2, as mutagdes c.1-409 G>C, ¢.148 C>T, ¢.1060-77
G>T, ¢.1060-17 C>T, c.1060-287 A>G, c.1060-282 A>G, c.1060-254 A>G, c.1365
A>G, ¢.1386 C>T, c.1712+19 G>C, ¢.*794 C>A, e c.*1012 T>A, encontram-se
descritas como variantes polimorficas, mais concretamente como SNV (NCBI). No
entanto, na literatura, alguns destes SNV encontram-se descritos como associados a
determinadas doengas, mas ainda sem qualquer associagdo a CCR. Alguns estudos
demonstraram que a alteracdo c.148 C>T (P50S) estd associada a doencas como a
oligondontia (Callahan et al., 2010) e a um menor risco de cancro do pulmao (Gunes,
2010). No entanto, ndo foram encontradas evidéncias que associem este SNV a CCR
(Gunes, 2010). Um estudo realizado por Gunes et al., 2010, comprovou que doentes
de uma populagdo turca com astrocitomas (tumor cerebral) e que eram portadores do
SNV ¢.1386 C>T (P462P) (genotipo TT), tinham um maior risco de desenvolverem
esse tipo de tumor, quando comparados com os individuos controlo portadores do
genotipo CC (Gunes et al., 2010).

O facto destas variantes polimoérficas nao terem sido associadas até ao momento

a CCR e o facto de possuirem uma frequéncia bastante elevada na populagdo ibérica
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ou geral (quando nd3o havia dados relativos a populacdo ibérica), e também nas
amostras analisadas, tendo em conta a histéria familiar marcada apresentada por
algumas familias de PS, sugere que nao estejam envolvidas na susceptibilidade para
esta doenga.

No entanto, apesar destes SNV ndo parecerem estar associados a PS, ndo se pode
descartar a hipotese de que a combinagdo de alguns destes polimorfismos — ou seja,
um determinado hapldtipo - possa conferir risco para CCR. Para se comprovar tal
facto, sdo necessdrios estudos alargados ao genoma de centenas de individuos
normais (Genome-Wide Studies).

No que diz respeito as duas mutagdes potencialmente patogénicas no gene
AXIN2, a mutacdo ¢.1889 G>A (S630N) ainda ndo se encontra descrita nas bases de
dados, nem na literatura, pelo que se tenha recorrido a uma andlise in silico. Os
resultados da andlise pelo SIFT e Polyphen baseados na conserva¢ao do aminoacido
sugerem que a substituicdo ¢ tolerada, ndo parecendo por isso ter um significado
patogénico. No entanto, esta mutacdo envolve a substitui¢do de um residuo de serina

o qual ¢ fosforilado (http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y2T1). A fosforilagdo da

AXIN?2 torna-se importante na formagdo do complexo que medeia a fosforilagcao da
B-catenina e a sua marcacdo para degradacdo pelo proteossoma. Se esta nao for
degradada, conduz a activacdo de genes alvo envolvidos na tumorigénese, pelo que a
substituicdo desta serina e, consequentemente, uma eventual diminuicdo da
fosforilagdo desta proteina, podera contribuir para a tumorigénese. Adicionalmente, a
mutacdo encontra-se no dominio de ligagdo a proteina PP2Ac. Esta proteina ¢ uma
serina/treonina fosfatase, envolvida na sinaliza¢do intracelular, na regulacdo dos
genes e na progressao do ciclo celular (Ratcliffe et al., 2000). As suas subunidades
ligam-se as proteinas AXIN2 e APC (Ratcliffe et al., 2000), de maneira que a
existéncia de uma mutacdo no dominio de ligagdo a PP2Ac no gene AXIN2, pode
eventualmente provocar alteragdes na ligagdo destas proteinas, alterando os
processos celulares em que estdo envolvidas.

Tendo em conta o acima descrito, a baixa frequéncia com que foi detectada
nas amostras analisadas (1/12 individuos), assim como os resultados obtidos no
Human Splicing Finder e no ESE Finder, que revelam que esta mutacdo podera
também provocar alteracdes nos locais de ligacdo a factores de splicing, pode-se

sugerir que a hipotese de ser patogénica ndo pode ser excluida. Serd necessaria a
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analise da expressdo do RNA para averiguar a existéncia de transcritos aberrantes,
assim como estudos funcionais.

Contudo, a andlise de segregacdo da mutagdo S630N com a doenga
demonstrou que o familiar analisado (A1510), que ¢ afectado, e com idade superior a
50 anos, ndo ¢ portador desta mutacdo. Mas, uma vez que o individuo A1510 foi
diagnosticado aos 47 anos e, até aos 56 desenvolveu apenas 8 pdlipos, ndo se pode
excluir que a mutacdo S630N ndo possa contribuir para um maior risco de
desenvolvimento de pdlipos no proband, o qual foi diagnosticado aos 50 anos com
cerca de 50-100 polipos.

No caso da outra mutagdo potencialmente patogénica no gene AXIN2
(c.2013_2024del12), encontrada na amostra A686 em homozigotia num estudo
prévio, o facto de ter sido detectada em heterozigotia numa filha que ¢ também
afectada, com idade inferior a 50 anos, apesar de uma outra filha também portadora
da mutacdo, ser saudavel aos 48 anos, ¢ tendo em conta a idade de diagnostico do
proband (80 anos), ndo exclui a segregagdo da mutacao com a doenca. Esta mutacao
encontra-se no dominio de ligagdo a proteina PP2Ac, sendo este mais um facto que
favorece a patogenicidade. Também a anélise in silico corrobora essa hipdtese, uma
vez que demonstrou que a mutagdo provoca alteragdes ao nivel da ligacao de factores
de splicing. No entanto, este resultado carece ainda de comprovagdo através da
andlise de expressdao do RNA.

Relativamente a existéncia de uma eventual delec¢do do gene devido a
presenga, para determinadas amostras, de todas as variantes em homozigotia, a
andlise de segregacdo da referida homozigotia revelou resultados potencialmente
positivos em alguns casos. No caso da familia PH4 foram analisados quatro
familiares, sendo que apenas um era afectado. A amostra correspondente a este
individuo (A1479) apresentou homozigotia para todas as variantes, da mesma forma
que os dois individuos proband desta familia, o que poderd traduzir uma grande
deleccdo. Também a amostra A1600, correspondente a um dos individuos ndo
afectados, apresentou o mesmo padrdo, no entanto, tendo em conta a idade de
diagnostico dos individuos afectados desta familia, ndo se pode excluir que este
individuo nao possa vir a ser afectado numa idade mais avancada. As restantes
amostras (A1508 e A1601) apresentam algumas das variantes em heterozigotia, o
que sugere que ndo apresentem qualquer grande delec¢do, e estd de acordo com o

facto de ndo serem afectadas, no entanto, de acordo com a idade dos doentes nado se
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pode excluir que algum ndo possa vir a ser afectado. Assim, nesta familia, esta
analise de segregacdo ndo ¢ conclusiva. Da mesma forma, na familia PH14, apesar
de um dos familiares nao ser afectado e apresentar o mesmo padrao de homozigotia
para os exdes 1 e 4 que o proband, tendo em conta a idade de diagndstico tardia do
proband, isso nao exclui a segregacdo de uma eventual delec¢do, que compreenda os
exoes 1-4, com a doenga na familia.

Relativamente a familia PH6, o facto do familiar analisado (A1681) ser
afectado e apresentar todas as alteracdes em homozigotia, sugere que a ocorréncia de
uma deleccdo de um dos alelos que contribua para a susceptibilidade para PS, ¢ uma
possibilidade. No entanto, serd necessario estudar mais familiares, assim como
avaliar a existéncia de grande deleccdo por outra técnica, como a andlise do numero
de copias por PCR real time. J& o familiar da familia PH33 analisado (A1480) s6
apresenta as mutagdes em homozigotia a partir do exao 5, e por esse motivo nao se
pode excluir a hipdtese da existéncia de uma deleccdo parcial de um dos alelos,
apenas nesta regido. Uma vez que este familiar ¢ afectado, coloca-se a mesma
hipotese referida para a familia PH6.

Quanto a familia PH7, o facto do familiar analisado ser afectado e, ao
contrario do proband, apresentar algumas das variantes em heterozigotia (Tabela 13),
permite excluir a presenca de uma grande deleccdo na familia, uma vez que a

homozigotia ndo parece segregar com a doenca.

No gene BMPRIA foram encontradas: 1 mutacdo missense € 4 mutacoes
intrénicas, uma delas do sitio de splicing.

Duas das mutagdes foram detectadas com uma frequéncia elevada na
populagdo em geral, pelo que ndo deverdo ser patogénicas. A mutagcdo c.4 C>A
(P2T) ndo parece ser patogénica, uma vez que se encontra descrita como sendo SNV,
possui uma frequéncia relativamente alta, e porque a analise in silico demonstrou que
€ uma alteracao tolerada. Ja a alteragdo c.1343-11 T>C, também descrita como SNV,
¢ encontrada com bastante frequéncia nos individuos analisados (5/14 - 36%),
possuindo também uma frequéncia alta na populagdo ibérica (29%), excluindo-se
assim a hipotese de ser patogénica e, de estar relacionada com a susceptibilidade para
PS.

As restantes 3 mutagdes merecem ser investigadas quanto a sua

patogenicidade. O facto de a mutagdo c.430+1 G>A se encontrar no 1° nucleoétido do
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intrdo 4, no sitio dador de splicing, de ter uma frequéncia muito baixa nas amostras
analisadas (1/14 - 7%), ndo tendo sido descrita até ao momento na populacdo em
geral, e de acordo com a analise in silico provocar a eliminagao do sitio dador de
splicing, assim como altera¢des nos locais de ligacao aos factores de splicing, sugere
fortemente que esta mutagdo pode ser patogénica. A andlise do RNA da amostra que
expressava esta mutacdo, demonstrou que existe realmente a presenca de um
transcrito aberrante. No entanto, ¢ ainda necessario confirmar esta mutacao atraveés
da sequenciagdo do transcrito. Esta mutagdo foi encontrada numa amostra de um
doente com polipose juvenil, o que esta de acordo com o envolvimento de mutagdes
neste gene na susceptibilidade para a polipose juvenil. E de salientar que este
individuo para além de pdlipos juvenis também apresenta polipos serreados.

A alteragcdo c¢.431-26 T>A também foi encontrada numa amostra de um
doente com polipose juvenil, que tal como o anterior, também apresentava polipos
serreados. Apresenta uma frequéncia relativamente baixa, tanto nos individuos
analisados (7%) como na populagdo geral (5%), ndo parecendo provocar alteracdes
em locais de ligacdo a factores de splicing. No entanto, ndo se pode excluir a
possibilidade de ser uma mutagdo patogénica e devera ser analisada a expressdao do
RNA de modo a averiguar a existéncia ou ndo de um transcrito aberrante.

Relativamente a mutagdo c.676-6 A>C, apesar de estar descrita como SNV,
tem uma frequéncia muito baixa, nas amostras analisadas neste estudo (7%), sendo
ainda mais baixa na populacao geral (0.05%), e provoca alteracdes nas ligacdes a
factores de splicing, pelo que poderd ser uma mutacao patogénica e devera também

ser investigada ao nivel do RNA.

Relativamente ao gene MGMT, detectaram-se apenas duas mutacgdes, apesar
da analise mutacional ainda ndo estar concluida. A alteragao ¢.343 C>T encontra-se
descrita na literatura como sendo uma variagdo genética associada a um maior risco
de desenvolvimento de linfomas ndo-Hodgkin, quando associada a uma exposi¢do
ocupacional a solventes clorados (Jiao et al., 2012). De acordo com os resultados do
software SIFT, e dada a frequéncia relativamente alta nas amostras analisadas (36%),
bem como o facto de estar descrita como sendo um SNV (NCBI), sugere-se que esta
mutagao por si s6 ndo deve ser patogénica no contexto de PS. No entanto, como o

resultado do software Polyphen sugere que ¢ uma mutacio possivelmente prejudicial,
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ndo se pode excluir a possibilidade desta contribuir para a susceptibilidade para
CCR.

No que diz respeito a mutagao ¢.252 C>T, esta também se encontra descrita
como sendo SNV (NCBI), e ¢ uma mutagdo silenciosa (L84L), uma vez que nao
provoca alteragdo de aminoacido. No entanto, apesar desta variante conferir a
proteina uma actividade e propriedades fisico-quimicas similares as da proteina wild-
type, foi associada ao aumento do risco de cancro da mama em mulheres portadoras
da variante alélica -7 e que sd@o fumadoras crénicas (que fumam a mais de 31 anos)
(Shen et al., 2005). Contudo nao existem ainda registos que associem esta alteragdo a
CCR. Desta maneira, ¢ também porque a frequéncia desta mutacdo nas amostras
analisadas ¢ relativamente elevada (4/12 - 36%), sugere-se que esta alteracdo por si
sO ndo deva ser patogénica no contexto de PS.

No entanto, ¢ de salientar que as duas mutagdes encontradas, encontram-se
presentes em combinagdo nos mesmos individuos, i.e., apenas nas amostras CA638 ¢
A360, pertencentes a individuos da mesma familia, assim como nas amostras A193 e
A757. Deste modo, apesar da sua elevada frequéncia ndo se pode excluir que a
associacdo das duas possa conferir algum risco para o desenvolvimento de PS. Em
alternativa, a co-existéncia das duas mutagdes deve-se apenas ao facto de estarem em
Cis N0 MEesSmMo cromossoma.

A analise de segregacdo das duas mutagdes com a doenca na familia PH4 ndo foi
conclusiva, uma vez que os individuos A1600 e A1601 ndo sdo afectados, mas
apresentam estas alteracdes. No entanto, tendo em conta a idade dos mesmos e a
idade de diagnostico nesta familia, ndo se pode excluir que possam vir ainda a ser
afectados.

Assim, tendo em conta a frequente metilagdo do MGMT em lesdes de PS,
encontrada num estudo prévio do grupo de Gastrenterologia da UIPM (Silva et al.,
submetido para publicacao) (Tabela 21), ndo se pode ainda excluir o envolvimento
de mutacdes germinais neste gene na inactivacao do outro alelo do gene.

Por outro lado, uma eventual perda de heterozigotia (LOH) no mesmo gene,
nas amostras com metilacdo, podera sugerir que possivelmente, estes dois eventos
sejam os necessarios para a iniciacao tumoral no contexto de PS. Desta maneira, os
resultados obtidos no presente trabalho foram correlacionados com os resultados de
metilacdo e instabilidade de microssatélites, obtidos em estudos prévios, para as

mesmas amostras (Silva et al., submetido para publicacao) (Tabela 21).
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Tabela 21 - Resultados dos estudos de instabilidade de microssatélites e metilagdo do gene MGMT

juntamente com resultados da analise de LOH neste gene.

Familia DNA normal DNA tumoral Marcadores
Localizacio preferenc(i)acléti(ﬁ:ls1 lesdes: proximal/todo MSS Metilagao D10S1676 D10S1651  D10S169
A756 AS MSS**  HM (34%) LOH NA NA
A756 AT1 MSS**  HM (22%) NA NA NA
PH1 Al187 A756 AT2 MSS**  NM (7%) NA NA NA
A756 PH1 MSS**  HM (24%) N LOH NA
A756 PH2 MSS**  HM (19%) I I NA
A755 AS1 MSI-H - NI NI NA
AT55 AS2 MSI-L  HM (19%) NI NI NA
PH3 A755 AT55 AS3 MSI-H  NM (2%) NI NI NA
A755 PH1 MSI-L  HM (35%) NI NI LOH
A755 PH2 MSI-L  NM (10%) NI NI I
CA638 AS MSS HM (37%) NI N NA
CA638S
CA638 C MSS HM (40%) NI N NA
CA636 AT1 MSI-L  HM (15%) NI LOH NI
PH4 CA636 C MSS HM (29%) NI LOH NI
A360/CA636 CA636 AT2 MSI-L  NM (6%) NI LOH NI
CA636 AT3 MSS HM (16%) NI LOH NI
CA636 ATV MSI-H  HM (29%) NI I NI
A193 AT MSI-L  HM (23%) NA NA NI
A193 ATV MSS HM (46%) LOH LOH NI
PH5 A193 A193 C MSS HM (25%) N I NI
A193 PH1 MSS HM (23%) N LOH NI
A193 PH2 MSS HM (24%) N LOH NI
PH7 A468/CA656 AT59T/CA655 MSI-H  NM (10%) IC I I
A643 PA MSS HM (28%) N NI -
A643 PB MSS HM (17%) N NI -
A760 AS1 MSS** - NA NI -
A760 PH1 MSI-L  NM (0%) NA NI -
PHS A643/A760 A760 PH2 MSI-H - N NI LOH
A760 PH3 MSI-L  NM (12%) LOH NI -
A760 PH4 MSI-L NM (0%) LOH I N
A760 PHS5 MSI-L NM (9%) N NI -
A760 PH6 MSS NM (0%) - NI -
Localizacao preferencial das lesdes: distal
A478 PG MSS HM (16%) N N -
A478 PH MSS NM (5%) N N -
PH6 A462/A478 A478 P3 MSS**  NM (2%) N N -
A462 PH1 MSS HM (45%) - N -
A462 PH2 MSS HM (26%) I N -
PH12 A758 A758 C MSI-L  HM (26%) N N -
A686 P1A MSS NM (9%) NI - -
A686 P2B MSS HM (15%) NI N -
PH14 A686 A686 P3C MSS NM (9%) NI - -
A686 P4D MSS NM (13%) NI N -
A686 PSE MSS - NI - -
A983 PA MSS* NM (8%) N N -
PH33 A983
A983 PB MSS* NM (12%) N - -
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Continuacdo da tabela da pag. 73

A983 PC MSS*  NM (10%) N - -

A983 PD MSS* NM (8%) N - -

N — normal (sem perda de heterozigotia); MSS — microssatélites estaveis; MSI-L — instabilidade de
microssatélites de baixo grau; MSI-H — instabilidade de microssatélites de alto grau; NM — ndo
metilado; HM — hipermetilado; LOH — perda de heterozigotia; I — instabilidade de microssatélites; NI
—ndo informativo (devido a homozigotia); IC — inconclusivo; NA — ndo amplificou; - ndo realizado; *
- apenas foi realizado o marcador BAT26, por falta de tecido tumoral; ** - 0 marcador D2S123 néo

foi realizado

Constatou-se que quase todas as amostras que apresentam LOH, possuem
também metilacdo no MGMT, e o facto de se ter encontrado LOH em PH (exemplo:
amostra A193PH1), que sdo lesdes muito precoces, ¢ em adenomas tubulares, mas
também em amostras de lesdes tardias, como ¢ o caso de adenocarcinomas (exemplo:
amostra CA636C), corrobora a hipdtese de que a LOH e a metilagdo podem estar
associadas a inicia¢do tumoral de PS e que sdo seleccionadas durante a progressao
tumoral.

No caso das amostras CA636AT2, A760PH3 e A760PH4, constatou-se que
estas possuiam perda de um dos alelos, mas nao apresentavam metilagdo. No entanto,
uma vez que sdo lesdes precoces — PH e AT, podem ainda nao ter adquirido um 2°
evento no MGMT, que neste caso poderia ser a metilagao.

As amostras A755PH1 e A760PH2 possuem LOH no marcador D10S169,
sendo nao informativas para o marcador D10S1651, e portanto ndo se pode excluir a
hipotese de que também haja LOH para este. Uma vez que o D10S1651 se encontra
muito proximo do MGMT, uma perda neste marcador, poderd implicar uma eventual
perda no gene. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para se comprovar a
existéncia de LOH no MGMT para estes casos, como por exemplo através de MS-
MPLA (Methylation specific — multiplex ligation-dependent probe amplification).

Quanto a amostra A759T para o marcador D10S1676, para a qual se obteve
um resultado inconclusivo (instabilidade ou perda), o mais provavel ¢ que seja uma
amostra com instabilidade, uma vez que para o marcador D10S1651 esta amostra
apresentou instabilidade. Outro facto que corrobora essa hipdtese ¢ o resultado
obtido em estudos prévios, para os marcadores de Bethesda, em que se verificou que
a amostra A759T ¢ MSI-H.

Relativamente as amostras dos individuos com localiza¢ao preferencial das

lesdes no colon distal estas ndo apresentam LOH, e apenas 5/12 (42%) amostras
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informativas analisadas (foram consideradas amostras informativas, todas as que
apresentavam pelo menos um resultado normal ou de LOH), apresentam metilacao,
pelo que parecem ter um padrdo mutacional diferente consoante a localizagdo
preferencial das lesdes, o que sugere diferentes etiologias. No entanto, sao
necessarios estudos adicionais para se comprovarem estas hipoteses, sendo
importante a analise de mais marcadores de microssatélites flanqueadores do gene
MGMT, bem como o estudo de mais amostras.

Quanto a hipdtese de que os dois eventos que causam susceptibilidade para PS
possam ser um evento somatico — LOH ou metilagdo, combinado com um evento
germinal — mutagdes germinais no gene MGMT, os resultados obtidos até ao
momento, tal como referido atras, ndo sdo ainda conclusivos. Relacionando os
resultados de LOH e da analise mutacional do gene MGMT, obtidos no presente
trabalho, constatou-se que as mutagdes germinais encontradas neste gene, ndo
estardo envolvidas no processo de iniciagdo tumoral de PS. As amostras nas quais
foram encontradas mutagdes germinais no MGMT, apesar da patogenicidade destas
ser desconhecida, exibem LOH e metilagdo (exemplo: amostras tumorais
correspondentes a0 DNA normal A360 e A193), mas o mesmo acontece com outras
amostras em que nao foram detectadas mutagdes germinais. Serd necessario por isso,

completar a analise de mutagdes germinais, assim como de LOH.
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6. Conclusao

Nos ultimos anos tém vindo a ser caracterizadas algumas alteragdes genéticas
envolvidas no processo de tumorigénese no contexto da PS. Perante evidéncias de
que existe um aumento do risco de CCR nos familiares de individuos com PS, foi
proposta a existéncia de formas familiares de polipose serreada. No entanto, a base
genética que leva a susceptibilidade para o desenvolvimento de PS ndo ¢ ainda
conhecida.

Neste trabalho, a pesquisa de mutagdes germinais em trés genes candidatos para a
susceptibilidade para PS (AXIN2, BMPRIA ¢ MGMT), permitiu a identificacdo de
cinco mutagdes potencialmente patogénicas de acordo com a andlise in silico e/ou
com a andlise de segregacdo da mutacdo com a doenca: duas no gene AXIN2 e trés
no gene BMPRIA. No caso do gene AXIN2, as mutagcdes S630N ¢ 671 674delRTTP
poderao alterar a fosforilagdo da proteina, necessaria para a sua funcao de regulagdo
dos niveis intra-celulares de B-catenina, criticos para a fun¢ao normal da célula
epitelial. No entanto, serdo necessarios estudos adicionais para confirmar a sua
patogenicidade e associacdo a susceptibilidade para o desenvolvimento de PS. Sera
necessario estudar mais familiares para concluir quanto a segregagdo com a doenga e,
realizar estudos funcionais que permitam avaliar o efeito das mesmas, em processos
celulares envolvidos na tumorigénese como proliferacdo, diferenciacdo, migragao,
entre outros. Ainda neste gene, ndo se devera excluir a existéncia de grandes
deleccdes, uma vez que em algumas amostras se detectaram todos os polimorfismos
em homozigotia. Ser4 contudo necessario complementar este estudo com a analise do
nimero de copias do gene nas mesmas amostras. No caso do gene BMPRIA, uma
das mutagdes devera ser muito provavelmente patogénica, visto ser uma mutagao do
sitio dador de splicing e originar um transcrito aberrante. Em relacdo as restantes
duas, sdo necessarios estudos adicionais ao nivel do RNA, uma vez que poderdo
afectar também o splicing. A confirmar-se a patogenicidade destas trés mutagdes, as
mutacdoes no gene BMPRIA deverdo continuar a associar-se principalmente a
polipose juvenil, uma vez que estas foram detectadas nos dois doentes que
apresentavam polipose juvenil, e apenas em 1 dos doze doentes com polipose
serreada.

Relativamente ao envolvimento do MGMT na tumorigénese associada a PS, este

nao € conclusivo em relagdo a um envolvimento germinal, uma vez que a analise de
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mutagdes germinais ainda ndo se encontra terminada. No entanto, para além da
metilacdo do gene, identificada num estudo anterior do Grupo de Gastrenterologia da
UIPM, IPOLFG, E.P.E., na vasta maioria das lesdes de PS (inclusive em lesdes
precoces como os polipos hiperpléasicos), pode-se concluir que a LOH deste gene
também ¢ um evento inicial na tumorigénese associada a PS. Assim, pode-se
concluir que alteracdes (epi)genéticas neste gene contribuem largamente para a
iniciacao tumoral no contexto de PS. No entanto, sera necessaria a analise de mais
marcadores ¢ de um maior nimero de lesdes para confirmar a sua quase exclusiva
associacdo as formas de PS, com localizacdo preferencial das lesdes no célon

proximal ou em todo o colon.
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Anexo 1 — Tabela com caracteristicas clinicas dos doentes com PS.

Identificacio Idade de Nimero Localizagdo Numero de individuos
Familia ¢ diagnostico  Sexo total de Tipo de lesdes” preferencial CCR e Historia familiar® (idade de diagnostico em anos)
da Amostra - ~ b afectados na familia
em anos lesdes das lesdes
PS - HF/CCR
PH1 Al187/A756 62 M >100 PH+ATDBG+ASTDBG+ASS Todo o colon”  Nao 3 Filho - > 45 polipos SE (42) ; filho — 2 polipos SE (37)
PH3 A755 41 F >100 PH+ASTDBG+ATVDBG+ASS+ATDBG  Todo o célon”  Nio 3 Mae - CCR (67); tia materna - CCR (58)
PH4 CA638S 66 M 19 AST (DBG+DAG)+AV Todo o colon  Sim* 5 Irmao gémeo - 20 polipos AD e SE (70); filho - 2
polipos AD (37); sobrinho - 18 polipos AD (54)
A360/CA636 69 M 50 PH+ ATDBG+ASTDBG+ ATVDBG* Proximal Sim*
PH5 Al193 69 F 40 PH+ATDBG+ATVDAG Proximal Sim 3 Irma — 2 poélipos AD (67); filho - 1 polipo SE (52)
PH6 A462/A478 64 M 50-100 PH+ASTDBG+ ATDBG+ASS Distal' Nio 5 Pai - CCR (57); irma - 7 pélipos (61); filha - 1 pélipo
SE (39); filho - 2 pélipos AD (35)
PH7 A468/A759 50 M 50-100 PH+AT Todoocdlon  Sim 3 Mae - 2 pélipos AD (75); irmao - 8 pélipos SE e AD
(47)
PH8 A643/A760 59 F 45 PH+ASS+ASTDBG Proximal Nao 4 Avo materno - CCR; mée - CCR (73); irma - 3 polipos
AD (61)
PH14 A686 80 M 49 PH+ASTDBG+ATDBG Distal Nao 2 Filha - 11 polipos SE e 1 AD (42)
PH33 A983 49 M 45 PH+ASTDBG+ ATDBG+ASS Distal Nao 4 Tio paterno - polipos (69); pai - 1 pdlipo AD (77);
irméo - 1 polipo AD (50)
PS esporadica
PH9 AS500 48 F 40 PH+ASS+ASTDBG Todo o célon Nao 1 A
PHI1 A757 53 M 50 PH+AST Distal Sim* 1 A

PS — polipose serreada; HF — historia familiar; CCR — cancro do célon e recto; M — masculino; F — feminino; PH — poélipo hiperplasico; ATDBG — adenoma tubular com displasia de baixo grau;
ASTDBG - adenoma serreado tradicional com displasia de baixo grau; ASS — adenoma serreado séssil; ATVDBG — adenoma tubuloviloso com displasia de baixo grau; AST — adenoma
serreado tradicional; DBG — displasia de baixo grau; DAG — displasia de alto grau; AV — adenoma viloso; ATVDAG — adenoma tubuloviloso de alto grau; AT — adenoma tubular; SE — pélipo
serreado; AD — adenoma tradicional; * - CA/S (carcinoma adenomatoso/serreado); ¥ - com areas de AST; § - sem evidéncias de PS e/ou p6lipos/CCR em familiares de 1° grau de doentes com
PS esporadica, tanto por analise por colonoscopia como por auséncia de sintomas.

* — O(s) tipo(s) de lesdo(s) que sdo prevalentes (>70%) em cada doente é indicado a negrito.

b _ Considera-se uma localizagio preferencial das lesdes como proximal ou distal, quando pelo menos 70% das lesdes se encontram localizadas no colon proximal ou distal, respectivamente.
¢ — todas as familias demonstram um padrio de hereditariedade dominante.
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Anexo 2 - Protocolo de extracgio de RNA a partir de sangue periférico com Trizol®.

o ® N kW

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

. Numerar um tubo de 50ml para cada caso;

Colocar o sangue de 3 tubos de hemograma, correspondentes a cada caso, no
respectivo tubo;

Adicionar RBC até se perfazerem 45ml, e agitar;

Colocar os tubos em gelo durante 30 minutos;

Centrifugar durante 10 minutos a 1200rpm;

Descartar o sobrenadante para um recipiente com lixivia;

Ressuspender o pellet;

Adiconar PBS 1x até se perfazerem 45ml;

Centrifugar durante 10 minutos a 1200rpm;

Numerar dois tubos tipo eppendorf de 1,5ml para cada caso;

Descartar o sobrenadante para um recipiente com lixivia;

Ressuspender o pellet;

Adicionar 2ml de PBS 1x a cada tubo e homogeneizar;

Distribuir 1ml dessa solucao por cada um dos tubos tipo eppendorf de 1,5ml;
Realizar uma centrifugacao curta a 5000rpm;

Descartar o sobrenadante para um recipiente com lixivia;

Adicionar 1ml de Trizol a cada tubo;

Guardar os tubos com RNA em 7rizo/ a -80°C (até ser necessario extrair o

RNA).

Descongelar a temperatura ambiente.

19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.

27.
28.

Juntar 0,2 ml de cloroférmio a cada tubo;

Agitar fortemente por 20 segundos (manualmente);

Deixar repousar a temperatura ambiente entre 2 a 3 minutos;

Centrifugar a 4°C a 14000rpm por 20 minutos;

Transferir para novo tubo a fase aquosa (superior);

Juntar 500ul de isopropanol a cada tubo e deixar a -20°C overnight,
Centrifugar a 4°C a 14000rpm por 20 minutos;

Desprezar o sobrenadante e lavar o pellet com 1ml de etanol a 75% gelado
(preparado com DEPC);

Vortexar;

Centrifugar 5 minutos a 8000rpm a 4°C;
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29. Desprezar sobrenadante e secar o pellet ao ar;

30. Ressuspender cada pellet em 20ul de d4gua com DEPC;

31. Em espectrofotometro, quantificar o RNA extraido;

32. Em gel de agarose 0,8% feito com TBE 1x, verificar a integridade do RNA
extraido;

33. Armazenar a -80°C.
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Anexo 3 - Sequéncias e caracteristicas dos primers desenhados para os genes em

estudo.
AXIN2
Exao Sequéncia %GC Tamanho do fragmento
Ex1A F GGGTTTTTGGAAGGTTGTG 47% —_—
ExIA R AACAGGTAAGCACCGTCTTG 50% P
ExIBF CATCTCCGGATTCCCCTCT 58% 6840b
Ex1B R TCCACCCATCCACCATACTT 50% P
Ex2 F GCTGCCTCTGGAATACTCTCTG 55% 4650h
Ex2 R TAAGTGCTCAGGTGGCATCC 55% P
Ex3 F AGCACCGATGGTATCTGGAG 55% 274pb
Ex3 R CCACCACCCATTTCTTTTCTT 43% P
Ex4 F GATGGTTGACAACAGTCTTTGAAG 42% 5490
Ex4 R CTAACGCACCCCATGCAC 62% P
Ex5F CTTCTGCTTCCTGGGTCACT 55% 6730b
Ex5 R CTGCCGCCCTCTTAGAAACT 55% P
Ex6 F AGGAGTCCCGGAGATTTAACC 52% 3300b
Ex6 R AACAGCCATTCCCACAATACC 48% P
Ex7F TTCCAGTTCTTCTAACCCAGTTTC 41% 3980b
Ex7 R TTGAGACCCAGGCAGAAAGAG 52% P
Ex8 F AATTGCTCTGGGGACAACAG 50% 3200b
Ex8 R GGACATGGATGGCAACATCT 50% P
Ex9 F GCACGTGTGTGTTTGCTTTAG 48% 3000b
Ex9 R TCTGGCTCTTGGTTCTGAGC 55% P
Ex10A F CAACAATGTGGAAAATGCAG 40% 6840b
Ex10A R AAGAAACCATGAACGCACTC 45% P
Ex10B F ACTTGGAAGGGGGAGACAG 58% 6400b
Ex10B R GTAACAATGGCAAACAGAATG 38% P
Ex10C F ACCTTTCCTCCACACACCT 53% 5060b
Ex10C R TCAAGCACAGATGTCTACACAC 45% P
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BMPRIA

Exao

Sequéncia

%GC

Tamanho do

fragmento
ExI F GGCATTTGTTTCCCTTTTAG 40% ‘on
ExI R AAGAACAGAAGCAAGAAATAGTG  40% P
Ex2 F GCTTAACAACTTTTTCTCATTG 32% .
Ex2 R TTTTGGTAACCTCTAAGTTTTC 32% P
Ex3 F CCTGTTCACATTCAGACTCA 45% .
Ex3 R TACACCAGGCATGTTTCTC 47% P
Ex4/5 F TCACTCACTGAAATAGAAATTG 32% .
Ex4/5 R AGGAGATATACAACCAGAGAATAC  38% P
Ex6 F TTCTGAGGGAAGGATAATGG 45% -
Ex6 R GAGGACACATTCTAAATCAACAC  39% P
Ex7F TGAGATGGACTACCCCTTTG 50% -
Ex7 R CCTGTACCTCACTAGCCTTG 55% P
Ex8 F CCTAAGTTTTTCTCAGTATCCAG 39% e
Ex8 R CCCCCAACTATACATTTATG 40% P
Ex9 F AATGCTAAATTCCACAATGC 35% isa
Ex9 R TCCTTATCCAATAATATATACACC — 29% P
Ex10 F CGTTTTAGTTCCATAGTTTAGC 36% -
Ex10 R TATATTTGGTGGCATTTACG 35% P
¢DNA F TTACAAGAAAATCTCACTGAATG  30% -
Ex11IN1 R CAAAGGTAGAATACAAACGAAC 36% P
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MGMT

Exio Sequéncia %GC Tamanho do fragmento
Ex2-F GTAGTATTGGTTGGCTGCTC 50% 4790b
Ex2-R GACTCGTGGTTGCGGTTG 61% P
Ex3-F GTTTGCTTTTCCGATGTGTG 45% 448 6b
Ex3-R TCATTTTTATTGCCTTTGCC 35% P
Ex4-F TGCGTTTCCTGTTTTGGG 50% 3840b
Ex4-R GCATCTGGCATAATGGTCC 53% P
Ex5B-F CAGTGTCCTGGGAACAAGCG 60% 5630h
Ex5B-R CGAACCCGTGTCCAGAGAGC 65% P
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Anexo 4 — Condigdes utilizadas na amplificagdo por PCR dos genes em estudo.

AXIN2
~ Temperatura [MgCl,] [primer) .
Exao ©C) (mM) (pmol/ul) Ciclos
1A 64 4 0,12 32
1B 63 3 0,12 32
2 67 3 0,12 35
3 64 5 0,12 30
4 65 4 0,12 32
5 67 3 0,12 32
6 64,5 3 0,12 35
7 65 5 0,12 32
8 66 4 0,12 32
9 66 3 0,12 32
10A 59 4 0,12 35
10B 64 7 0,12 32
10C 59 3 0,12 32
BMPRIA
~ Temperatura [MgClL,] [primer] .
Exao “C) (mM) (pmol/ul) Ciclos
1 60 3 0,12 35
2 51,5 3 0,12 35
3 58 2 0,12 35
4/5 62 4 0,12 35
6 58 4 0,12 35
7 63 7 0,12 35
8 61,5 4 0,12 35
9 60 5 0,12 35
10 55 4 0,12 35
MGMT
~ Temperatura [MgCl,] [primer] .
Exao “C) (mM) (pmol/ul) Ciclos
2 66 3 0,24 33
3 64 8 0,24 33
4 65,5 3 0,24 33
5B 70 5 0,24 30
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Anexo 5 — Protocolos para preparacdo dos reagentes utilizados no controlo da

eficiéncia dos produtos de PCR.

Tampado de electroforese

TBE Ix: preparado a partir de 200ml de TBE 10x (0,89M Tris Borato pH 8.3 +

20mM Na, EDTA — National Diagnostics) para um volume final de 2000ml, em

agua bidestilada.

Gel de agarose 2% (p/v)

1)

2)
3)

4)

5)

Pesar 5g de agarose (Seakem®™ LE Agarose — Lonza), para um erlenmeyer de
400ml;

Adicionar 250ml de tampao TBE 1x;

Dissolver no microondas durante 3 minutos na poténcia maxima, e deixar
arrefecer um pouco;

Adicionar 12,5ul de brometo de etideo (10mg/ml, MP biomedicals) e agitar
até completa homogeneizagao;

Colocar a solugdo num molde com 4 pentes de pocgos e deixar arrefecer até

ocorrer a solidificacao do gel.

Gel de agarose 1% (p/v)

1))

2)
3)

4)

S)

Pesar 1,5g de agarose (Seakem®™ LE Agarose — Lonza), para um erlenmeyer
de 400ml;

Adicionar 150ml de tampao TBE 1x;

Dissolver no microondas durante 3 minutos na poténcia maxima, e deixar
arrefecer um pouco;

Adicionar 7,5ul de brometo de etideo (10mg/ml, MP biomedicals) e agitar até
completa homogeneizacao;

Colocar a solugdo num molde com 1 pente de pocos e deixar arrefecer até

ocorrer a solidificagao do gel.

Orange G (Sigma) 5x e 1x

Orange G 5x: preparado a partir de 12ml de Ficoll (Sigma), 125g de Orange G

(Sigma) e perfazer o volume para 50ml, com dgua bidestilada.
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Orange G 1x: preparado a partir de 400ul de Orange G 5x (Sigma) e adicionar 1ml
de 4gua bidestilada.

Preparacido do pUC Mix marcador 8 (Fermentas)

Adicionar 50ul de pUC Mix marcador 8 (Fermentas) a 250ul de Orange G 5x e

adicionar 700ul de 4gua bidestilada.

Marcador de peso molecular pUC Mix marcador 8 (Fermentas):

bp  ng/05pg %

1118 6875 138
881 542 108
692 4255 85
501 622 124
489 607 121
404 5015 10.0
3 411 82
242 3005 60
190 236 47
147 1825 37

1M 138 28
110 1365 27
6 83 17

0.5pg/lane,
Bcm length gel,
1X TBE, 5V/em, 1.5hrs

Preparacdo do marcador Lambda/HindIll (Fermentas)

Adicionar 50ul de marcador Lambda/HindIIl (Fermentas) a 250ul de Orange G 5x e

adicionar 700pl de agua bidestilada.

Marcador Lambda/HindIIl (Fermentas):

bp ng0L5 po %

— 2330" 2384 477
— 946 91 194
— 6557 G676 135

— 4361* 450 90

2322 239 48
— 2027 2089 42

— G64 a8 12

— 1286 13 03

1% TeopWision™ LE GO Agioss (#R0491)

0.5 poylare, 8 cm length gel,
1XTAE, 7V/em, 45 min
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Anexo 6 - Condicdes utilizadas na amplificagdo por PCR do gene BMPRIA, a partir
do cDNA.

Temperatura [MgCl,] [primer) .
Gene ©C) (mM) (pmol/ul) Ciclos
BMPRIA 55 3 0,24 40
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Anexo 7 - Protocolo de purificagdo e extracgdo de DNA a partir de banda de gel de

agarose — QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen).

1) Pesar um tubo tipo eppendorf de 1,5ml vazio;

2) Excisar a banda de interesse do gel de agarose, com uma lamina de bisturi
limpa e coloca-la dentro do tubo;

3) Pesar novamente o tubo de 1,5ml contendo a agarose;

4) Adicionar 3 volumes de tampao QG por cada volume de gel (100mg~100 pl)

5) Incubar a 50°C, durante 10min, misturando a cada 2-3minutos, para ajudar a
dissolver a agarose;

6) Verificar se a mistura apresenta uma cor amarela. Caso ndo se verifique,
adicionar 10ul de acetato de s6dio 3M a pH 5.0.

7) Adicionar 1 volume de isopropanol e agitar em vortex;

8) Colocar uma coluna QIAquick spin column num tubo colector de 2ml;

9) Adicionar todo o volume, contido no tubo de 1,5ml a coluna e centrifugar a
13000rpm, durante 1min;

10) Descartar o volume contido no tubo colector e recolocar a coluna no mesmo;

11) Adicionar 500ul de tampao QG a coluna e centrifugar a 13000rpm, durante
Imin;

12) Descartar o volume contido no tubo colector e recolocar a coluna no mesmo;

13) Adicionar 750ul de tampao PE a coluna e centrifugar a 13000rpm, durante
Imin;

14) Descartar o volume do tubo colector e centrifugar novamente durante 1 min;

15) Colocar a coluna num novo tubo tipo eppendorf de 1,5ml;

16) Adicionar 30ul de tampao EB ao centro da membrana da coluna e incubar
durante 1 min a temperatura ambiente;

17) Centrifugar durante 1min a 13000rpm, para eluir o produto purificado;

18) Armazenar o produto purificado a -20°C.
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Anexo 8 — Protocolo de precipitagdo e purificagdo do DNA Etanol / EDTA / Acetato

de sodio — BigDye™ Terminator vi.I Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)

apos a reacgao de sequenciacao.

1)

2)
3)
4)
5)

6)
7)
8)
9)

Num tubo de 1,5ml, devidamente identificado adicionar 2ul de EDTA
(125mM), 2ul de acetato de soédio (3M) e 50ul de etanol absoluto.

Adicionar o produto da reac¢do de sequenciacdo e agitar em vortex;

Incubar durante 15min a temperatura ambiente;

Centrifugar a 14000rpm durante 30min a 4°C;

Retirar completamente o sobrenadante (até a ultima gota) com uma
micropipeta;

Adicionar 100ul de etanol a 70%(v/v) e agitar ligeiramente em vortex;
Centrifugar a 14000rpm durante 15min a 4°C;

Retirar completamente o sobrenadante (até a ultima gota);

Secar o pellet a 37°C durante 10min;

10) Guardar o pellet a 4°C.
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Anexo 9 — Marcadores de microssatélites.

Localizacdo dos marcadores de microssatélites

Marcador de microssatélites UniSTS Posicao (pb)
D10S1676 29784 130 006 232
D10S1651 67348 132 692 559
D10S169 146880 132 521 626
Localizagdo do MGMT: 131 265 454 pb
Caracteristicas dos marcadores de microssatélites
Marcador de Sequéncia
% Heterozigotia = Tamanho (pb)
microssatélites 5’23
*Fwd: CCACCACTCAGAGGTAAGG
D10S1676 69% 156-168
Rev: AATTGTATGATCCCAACTTTGTC
*Fwd: TCGATTTGACGCAAGTTT
D10S1651 80% 166-200
Rev: AGCACCCAGGGCTTCT
*Fwd: GATCTGTGACTGCCTTCCT
D10S169 73% 99-117

Rev: AAGAGGAGGAGTCCATTCAG

* - O primer forward encontra-se marcado com o fluorocromo FAM™ (6-Carboxifluorescein) — cor

azul

Condicoes utilizadas na amplificacdo por PCR dos marcadores de microssatélites

Marcador de  Temperatura [MgCL| [primer]
Ciclos

microssatélites °O) (mM) (pmol/pl)
D10S1676 58 6 0,24 40
D10S1651 61 4 0,2 40
D10S169 59 4 0,16 40
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Anexo 10 — Resultados da pesquisa de mutacdes germinais nos exdes e respectivas regioes flanqueadoras do gene AXIN2.

Exao 1 " » < s » » " " " Exéo 10
Amostra Frag. A Frag. 1B Exd02 Exdo3 Exao 4 Exao0 5 Exio 6 Exao 7 Exéao 8 Exi09 Frag. TOA Frag. 0B Frag. T0C
A187 NA NA N N Hom. 1 Hom. 1 N N N N N NA NA
Hom. 2
Hom. 1
A755 Het. 1 N N N Het. 1 Het. 2 N N N N N N Het. 1
Het. 2 Het. 2
Het. 3
CA638 Hom. 1 N N N Hom. 1 Hom. 1 N N N N N N Hom. 1
Hom. 2 Hom. 2
A360 Hom. 1 N N N Hom,1  Hom.l N N N N N N Hom. 1
Hom. 2 Hom. 2
Hom. 1
A193 Het. 1 N N N Het. 1 Het. 2 N N N N N N Het. 1
Het. 2 Het. 2
Het. 3
A468 Het. 1 N N N N Hom. 1 1 ec0 Goa N N N N Hom. 1 Hom. 1
Het. 2 Hom. 2
Hom. 1
A643 Het. 1 N N N Het. 1 N N N N N Het. 1 Hom. 1
Hom. 2
A462 Hom. 1 N N N Hom. 1 Hom. 1 N N N N N N Hom. 1
Hom. 2 Hom. 2
A686 N N N N N Het. 1 N ¢.2013_2024del12 N N N N N
Hom. 1 Het. 1
A500 Hot N N N Het. 1 et 2 N N N N N N Het. 1
Het. 1 Hom. 1
A757 Hot 2 N N N Het. 1 Hom' N N N N N Het. 1 Hom. 1
A983 Hom. 1 N N N Hom. 1 Hom. 1 N N N N N N Hom. 1
Hom. 2 Hom. 2

N — Normal (sem alteragio); Het. — Heterozigético; Hom. — Homozigdtico; NA — ndo amplificado; Exdo 1A: (1) ¢.1-409 G>C; (2) ¢.148 C>T (P50S); Exdo 4: (1) ¢.1060-77 G>T; (2) ¢.1060-17

C>T; Exdio 5: (1) ¢.1365 A>G (P455P); (2) ¢.1386 C>T (P462P); (3) c.1712+19 G>T; Exiio 10-Fragmento 10B: (1) c¢.*794 C>A; Exio 10-Fragmento 10C: (1) ¢.*1012 T>A

*Todas as amostras do exdo 4, e respectivas regides flanqueadoras, possuem as seguintes alteragdes, todas em homozigotia: ¢.1060-254 A>G; ¢.1060-282 A>G; c.1060-287 A>G
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Anexo 11 — Caracteristicas clinicas dos familiares dos proband analisados.

Identificacdo do

Familia Proband ore
familiar

Grau de parentesco

Idade em que se
realizou a tltima

Tipo de lesdes e idade de diagndstico

colonoscopia
Al1479 Irméo gémeo 78 20 polipos AD e SE (70)
A1508 Filha 42 -
PH4 CAG38S A1600 Sobrinha 51 -
A1601 Sobrinha 65* -
PH6 A462/A478 A1681 Filho 42 2 pdlipos AD (35)
PH7 A468/A759 Al1510 Irméo 56 8 polipos SE e AD (47)
A1095 Filha 46 11 polipos SE e 1 AD (42)
PH14 A686 Al1331 Filha 49 i
PH33 A983 A1480 Irméo 55 1 polipo AD (50)

AD — adenoma tradicional; SE — polipo serreado. *idade actual, ndo realizou colonoscopia.
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Anexo 12 — Resultados da pesquisa de mutagdes germinais no gene BMPRIA (exceptuando o exdo 11).

Amostra Exao 1 Exao 2 Exao 3 Exao 4/5 Exao 6 Exao 7 Exao 8 Exao 9 Exao 10
A187 N N N N N N N N N
A755 Het. 1 N N N N N N N Het. 1

CA638 N N N N N N N N N
A360 Het. 1 N N N N N N N Het. 1
A193 Het. 1 N N N N N N N Het. 1
A468 N N N N N N N N N
A643 N N N N N N N N N
A462 Het. 1 N N N N N N N Het. 1
A686 N N N N N N N N N
A500 N N N N N N N N N
A757 N N N N N c.676-6 A>C N N N

A1491* Het. 1 N N c.431-26 T>A N N N N Het. 1

A1548* N N N c.430+1 G>A N N N N N

A1612° N N N N N N N N N

N — Normal (sem alteragdo); Het. — Heterozigotia; Hom. — Homozigotia; Exao 1: (1) c.4 C>A (P2T); Exdo 10: (1) c.1343-11 T>C; *amostras de doentes com polipose

juvenil; ® amostra de doente com polipose serreada e 5 carcinomas sincronos.
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Anexo 13 — Resultados da pesquisa de mutagdes germinais no gene MGMT
(exceptuando os exodes 1 € 5A).

Amostra Exao 2 Exao 3 Exao 4 Exao 5B
A187 NA NA NA NA
A755 N N N

Het. 1
CA638 N Het. 2 N N
Het. 1
A360 N Het. 2 N NA
Het. 1
A193 N Het. 2 N N
A468 N N N N
A643 N N N N
A462 N N N N
A686 N N N N
A500 N N N N
Het. 1
A757 N Het. 2 N N
A983 N N N N

N — Normal (sem altera¢do); Het. — Heterozigotia; NA — ndo amplificado; Exao 3: (1) ¢.252 C>T
(L84L); (2) ¢.343 C>T (L115F).
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