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Resumo

Mais de 50% dos novos casos de cancro do colon e recto (CCR) diagnosticados desenvolvem
metastases, as quais apresentam uma elevada resisténcia as terapias convencionais, tornando o
CCR uma das principais causas de morte por cancro. Por estas razfes, é necessario identificar
biomarcadores moleculares de progndstico e preditivos da resposta ao tratamento. A maioria dos
tumores colorectais apresentam mutacfes em genes que codificam para componentes da via de
sinalizacdo WNT. O presente trabalho teve como objectivo estudar o papel de mutacbes especificas
no gene TCF7L2, um importante factor de transcricdo desta via, como potenciais factores de
progndstico no cancro do colon e recto e avaliar a presenca de alteracdes (epi)genéticas e a sua
relacdo com a resposta a quimioradioterapia pré-operatéria no cancro do recto, de modo a identificar
marcadores preditivos de resposta ao tratamento.

Foi efectuada a andlise de mutacdes em exdes especificos do TCF7L2 em 68 amostras de
CCR, por DGGE, Genescan e sequenciacdo automéatica. Foi realizada a analise de perda de
heterozigotia por Genescan e de copy-number e metilacdo por MS-MLPA, para o0 mesmo gene, em
16 tumores do recto. Foram confirmados alguns destes resultados, ao nivel do DNA e RNA, por
gPCR.

Foram detectadas mutacées no gene TCF7L2 em 7/68 (10%) CCR, as quais foram menos
frequentes em tumores sem instabilidade de microssatélites (MSS) do que em tumores instaveis
(5/56, 11% vs 8/12, 67%). Na maioria dos tumores do recto resistentes a terapia foram detectados
ganhos da regido upstream e 5°do gene, os quais foram mais frequentes do que em tumores
sensiveis (4/6 vs 1/8, p=0,063). Os tumores do recto que responderam melhor a quimioradioterapia
apresentaram mais frequentemente ganhos na regido 3’ do gene. Em concluséo, as mutagdes no
gene TCF7L2 sao pouco frequentes em tumores estaveis, sendo necessario mais estudos para
avaliar relagdo com o prognostico. As alteracdes de copy number poderdo ser potenciais marcadores
de resposta a quimioradioterapia pré-operatéria no recto, no entanto os resultados ainda séo

preliminares, sendo necessaria a analise de um maior nimero de casos.

Palavras-chave: Cancro colorectal, via de sinalizagdo WNT, gene TCF7L2, marcadores preditivos,
copy-number






Abstract

Over 50% of the colorectal cancer cases (CRC) develop metastases, which have a high
resistance to conventional therapies, making death associated to CRC one of the leading causes of
cancer death. For these reasons, it is necessary to identify molecular biomarkers of prognosis and
predictive of response to treatment. The majority of colorectal tumors have mutations in genes
encoding components of the Wnt signaling pathway. The present work aimed to study the role of
specific mutations in the TCF7L2 gene, an important transcription factor of this pathway, as potential
prognostic factors in CRC and analyze the role of (epi) genetic changes as predictive biomarkers of
response to preoperative chemo-radiotherapy in rectal cancer.

The analysis of mutations in specific exons of the TCF7L2 gene was performed in 68 CRC
samples by DGGE, Genescan and automatic sequencing. Sixteen rectal tumor samples were
analyzed for loss of heterozygosity by Genescan and for copy-number variations and methylation by
MS-MLPA. Some of these results were confirmed, at the DNA and RNA level, by gPCR.
Mutations in the TCF7L2 gene were detected in 7/68 (10%) CRC and were less common in tumors
without microsatellite instability (MSS) than in microsatellite instable tumors (5/56, 11% vs. 8/12, 67%).
Most rectal tumors that were resistant to pre-operative chemo-radiotherapy presented gains in the
upstream region and in the 5' region of the gene. These gains were more frequent in the latter tumors
than in tumors that were sensitive to pre-operative chemotherapy (4/6 vs 1/8, p=0,063). Expression
analysis in two samples showing these gains revealed increased levels of gene expression. Rectal
tumors that responded to pre-operative chemo-radiotherapy presented more frequently gains in the 3
‘region of the gene. In conclusion, mutations in the TCF7L2 gene are infrequent in microsatellite stable
tumors, although more studies are needed to assess the relationship with prognosis. Copy number
variations may be potential predictive biomarkers of response to pre-operative chemo-radiotherapy in
the rectum, however the results are still preliminary and the analysis of a larger number of cases is
required.

Keywords: Colorectal cancer, Wnt signaling pathway, TCF7L2 gene, predictive biomarkers, copy
number
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1. Introducao

1.1. Cancro do colon e recto

O cancro do célon e recto (CCR) é uma das principais causas de morbilidade e mortalidade
(Centelles, 2012), sendo o quarto cancro mais frequente e o terceiro mais mortal a nivel mundial. Em
relacdo ao género, é o terceiro mais frequente e o quarto cancro mais mortal nos homens e o
segundo mais frequente e o terceiro mais mortal nas mulheres (GLOBOCAN, 2012).

Em relacdo aos dados de 2012, estima-se que tenham sido diagnosticados 136 100 novos
casos de CCR e 694 000 mortes provocadas por esta doengca (GLOBOCAN, 2012). Este cancro é
mais frequente em paises como Australia, Nova Zelandia, Estados Unidos e no continente Europeu
comparativamente com os paises africanos ou asiaticos, o que permite associar este tipo de cancro
aos paises desenvolvidos (Jemal et. al., 2011; World Health Organization, 2012). Em Portugal, o CCR
é o terceiro cancro mais frequente e o segundo mais mortal, sendo que nos homens a taxa de
incidéncia foi de 41,8 casos por 100 000 habitantes, nas mulheres 23,6 casos por 100 000 habitantes
e a taxa de mortalidade foi de 19/100 000 nos homens e 9,4/100 000 nas mulheres (World Health
Organization, 2012).

O CCR apresenta uma etiologia multifactorial, uma vez que, tanto os factores ambientais e o0s
factores genéticos podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento deste cancro
(Haggar e Boushey, 2009). De entre os factores ambientais, a dieta influencia bastante o risco de
desenvolver CCR (consumo elevado de carne vermelha vs dieta rica em fibras e vegetais), mas
também o tabagismo e a ingestdo de alcool estdo associados ao aumento do risco (Boyle e
Langman, 2000). Cerca de 70% dos CCR ocorre num contexto esporadico (desenvolvimento tardio
de CCR, por volta dos 70 anos de idade; sem histdria familiar e surge pela acumulacdo de mutagdes
somaticas), sendo que, os restantes 25-30% apresentam histéria familiar (desenvolvimento de CCR
precoce, com idade inferior aos 50 anos de idade), o que pressup8e o envolvimento de factores
genéticos para além dos ambientais. (Jasperson et at., 2010; Centelles, 2012). Contudo, apenas 5%
das formas familiares estdo bem caracterizadas, nas quais estdo incluidos os sindromes hereditarios
que apresentam mutacdes em genes de elevada penetrancia. Os restantes 25% correspondem a
mutacdes em genes ainda desconhecidos, provavelmente genes de baixa penetrancia, alguns ainda
ndo caracterizados e que podem interagir com factores ambientais, dando inicio ao desenvolvimento

tumoral (Zambirinis et al., 2009; Jasperson et al., 2010).

1.2. Classificacdo do estadio tumoral

O CCR é classificado histologicamente de acordo com o estado de invasao do local primario e

pela presenca de metastases nos nédulos linfaticos e em outros 6rgdos numa escala entre 0 e IV (de



1. Introdugéo

acordo com o grau de gravidade do tumor), com base no sistema TNM (Figura 1.1. e Tabela 1.1.)
(Centelles, 2012).

O sistema TNM foi desenvolvido
pelo American Joint Committee on
Cancer (AJCC) e é o sistema mais

utilizado, pois é considerado o mais

/ metastases em
&/ Tumer no cblon outros drgdos

preciso e descritivo. O T refere-se ao
grau de crescimento do tumor primario no
epitélio célico, o N representa a presenga
de células tumorais nos nédulos linfaticos

e 0 M descreve a presenca de

metastases noutros 6rgaos. _ et n —— :
Figura 1.1. Esquema representativo do estadio de CCR com base no

sistema TNM (adaptado de http://www.hopkinscoloncancercenter.org/
CMS/CMS_Page.aspx?CurrentUDV=59&CMS_Page_ID=EEA2CD91-3276-4123-
BEEB-BAF1984D20C7).

v T (Tumor primario):

e Tx—tumor primério ndo pode ser avaliado;
e TO - nenhuma evidéncia de tumor primario;
e Tis — carcinoma in situ: intra-epitelial ou invaséo da lamina propria;
e T1-tumorinvade submucosa;
e T2 —tumor invade o musculo;
e T3 — tumor invade a membrana externa do epitélio colico ou atinge 6érgédos ou
estruturas proximas do intestino;
e T4 - presenga de metastases noutros 6rgaos.
v' N (N6dulos linfaticos):

e Nx — 0s nodulos linfaticos ndo podem ser avaliados;

e NO - auséncia de células tumorais nos nodulos linfaticos;

e N1 - presenca de células tumorais em 1 a 3 n6dulos proximos do intestino;
e N2 - presenca de células tumorais em mais de quatro nddulos linfaticos.

v" M (metastases a distancia):

e Mx — a metastizacdo a distancia ndo pode ser avaliada;
¢ MO — sem metastases a distancia;

e M1 - presenca de metastases a distancia.

Tabela 1.1. Estadios dos tumores do c6lon com base no sistema TNM (adaptado de Centelles, 2012).

Estadio T N M
0 Tis NO MO
I TlouT2 NO MO
Il T3 o0uT4 NO MO
11 T1-T2/T3ouT4 N1 ou N2 MO
\% Qualquer T Qualquer N M1
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1.3. Tratamento no CCR

O primeiro farmaco desenvolvido para o tratamento de CCR foi o 5-fluorouracilo (5-FU), o qual
apresenta uma estrutura semelhante as pirimidinas do DNA e do RNA e actua de duas formas: 1) um
dos seus metabolitos forma um complexo estavel com o enzima timidilato sintase e inibe a producao
de desoxitimidina monofosfato, a qual é essencial para a replicagcdo e reparacdo do DNA e a sua
auséncia causa citotoxicidade; 2) a sua incorporagao nas macromoléculas (DNA e RNA) causa erros
nestas moléculas, tendo consequéncias ao nivel do metabolismo e viabilidade celular. Este farmaco
permitiu aumentar o tempo médio de sobrevivéncia dos doentes de 5-6 meses para 10-12 meses
(Longley et al., 2003).

A combinacdo de 5-FU com novos farmacos, tais como como a oxaliplatina (FOLFOX) e o
irinotecano (FOLFIRI) permitiu um aumento de sobrevivéncia dos doentes para os 20-24 meses,
sendo esta, actualmente, a primeira linha de terapia. A oxaliplatina forma aductos de platina na
cadeia de DNA, provocando a paragem do ciclo celular e, posteriormente, a apoptose. O segundo
farmaco € um composto analogo a camptotecina que inibe o enzima topoisomerase |, originando
quebras na dupla cadeia de DNA e a consequente morte celular, especificamente na fase S do ciclo
celular (Wilke et al., 2003).

A evolucdo clinica tem sido melhorada através da inclusdo de agentes bioldgicos para o
tratamento de CCR (Lenz, 2007). O bevacizumab é um anticorpo monoclonal anti-angiogénico
dirigido contra o factor de crescimento endotelial vascular (VEGF — vascular endotelial growth factor),
0 qual juntamente com os farmacos de primeira linha melhorou em alguns casos a resposta a terapia.
Este anticorpo inibe a formacdo de vasos sanguineos pela ligagdo ao factor VEGF-A, que é
responsavel pela angiogénese quer das células normais quer das células tumorais (Hurwitz et al.,
2004). O cetuximab foi o primeiro agente desenvolvido contra o receptor do factor de crescimento
epidérmico (EGFR — epidermal growth factor receptor). Este farmaco impede a ligagcao do ligando ao
receptor, inibindo a activacdo das cascatas de sinalizacdo, responsaveis pelo aumento da
proliferacé@o celular, da angiogénese, da invasao e da metastizacdo, como também na diminuigdo da
apoptose (Graham et al., 2004).

Contudo, a cirurgia € o Unico tratamento curativo para doentes com cancro colorectal. A
maioria dos casos é diagnosticada numa fase avancada em estadio Ill ou IV (de acordo com o
sistema TNM), ou seja, com metastases nos nddulos linfaticos e/ou em outros 6érgaos,
respectivamente. Em doentes com CCR em estadio lll, verifica-se que a quimioterapia adjuvante
(ap06s a cirurgia) com 5-fluorouracilo (5-FU) aumenta o tempo sobrevivéncia do doente. Nos tumores
do recto, a quimioradioterapia pré-operatéria representa o tratamento padrédo para estes doentes, no
entanto, a frequéncia com que estes doentes apresentam auséncia de resposta a este tratamento é
ainda elevada.

Mais de 50% dos novos casos diagnosticados desenvolvem metastases, as quais apresentam
uma elevada resisténcia as terapias convencionais, tornando o CCR uma das principais causas de

morte por cancro (Chu, 2008; Carethers, 2008; Yalcin, 2009). Por estas razfes, é necessario

identificar biomarcadores moleculares e farmacogendmicos e/ou outros agentes biolégicos, para
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prever a resposta clinica ao tratamento, de modo a desenvolver quimioterapias dirigidas para os

doentes com CCR.

1.4. Sequéncia adenoma-carcinoma

Em 1990, Fearon e Vogelstein propuseram um modelo genético e histoldgico capaz de explicar
a evolucédo das células do epitélio colico normal para carcinoma, conhecido por sequéncia adenoma-

carcinoma (Figura 1.2.) (Fearon e Vogelstein, 1990).

Mutacdes e LOH Mutacdes no Mutacdes e LOH no Mutaces e LOH

Outras alteraces?
no APC (5q) Kras(12q) DCC/SMAD  2/4 (18g) no TP53 T

Célon normal Adenoma precoce Adenoma intermédio Adenoma tardio Carcinoma

2

Metdstases

Figura 1.2. Esquema representativo da sequéncia adenoma-carcinoma (adaptado de Fearon e Vogelstein, 1990; Kerr, 2003 e
Pino e Chung, 2010). Legenda LOH — Perda de heterozigotia.

Este modelo é ainda hoje aceite para a maioria dos carcinomas e caracteriza-se pela
associacdo de uma sucessao de alteracdes histolégicas com a presenca de alteracdes genéticas
bem caracterizadas, tais como a activacdo do oncogene (KRAS) e a inactivacdo de genes
supressores tumorais, como o APC e o TP53 e a perda de heterozigotia do bra¢o longo cromossoma
18 (LOH 18q) (Fearon e Vogelstein, 1990; Armaghany et al., 2012)

O primeiro passo consiste na inactivacdo do gene supressor tumoral APC - adenomatous
polyposis coli (localizado em 5g21), o qual leva a formagéo de um adenoma a partir da mucosa célica

N

normal, dando inicio a tumorigénese (Fearon e Vogelstein, 1990). Este gene codifica para uma
proteina com o mesmo nome, que regula varios processos celulares: diferenciagdo, adeséo,
polaridade, migracéo, desenvolvimento e apoptose, assim como a segrega¢do dos cromossomas. No
entanto, a sua principal funcdo é a regulagcdo negativa dos niveis intracelulares de B-catenina na via
de transdugdo de sinal WNT/B-catenina (Pino e Chung, 2010). Este gene encontra-se mutado em
cerca de 60 a 80% de todos os CCR esporadicos e adenomas (Narayan e Roy, 2003).

Em seguida, ocorrem mutacdes no oncogene KRAS - kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog (localizado em 12p12.1), com a consequente activacdo do mesmo, as quais sao
responsaveis pela progressao dos adenomas (Fearon e Vogelstein, 1990). Este gene codifica para
uma proteina como 0 mesmo nome, que participa na via de sinalizagdo RAS/MAPK e esta envolvida
na diviséo, diferenciacdo e apoptose celular (Campbell et al., 1998). Cerca de 30 a 50% de todos os

CCR apresentam mutacdes neste gene (Pino e Chung, 2010).
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A perda de heterozigotia (LOH) da regido 1821 é frequente em CCR num estadio avancado.
Os genes DCC (deleted in colorectal carcinoma), SMAD2 (mothers against decapentaplegic homolog
2) e SMAD4 (mothers against decapentaplegic homolog 4) localizam-se nessa regido e a sua
inactivacdo contribui para a progressao e diferenciacdo dos adenomas (Fearon e Vogelstein, 1990;
Pino e Chung, 2010; Armaghany et al., 2012).

Por dltimo, a perda bi-alélica ou inactivacdo do gene supressor tumoral TP53 (localizado em
17913.1) é responsavel pela transicdo de adenoma tardio para carcinoma, uma vez que provoca uma
proliferacéo descontrolada das células tumorais do epitélio colico, devido a perda da capacidade de
controlar o ciclo celular e inducao de apoptose (Pino e Chung, 2010; Armaghany et al., 2012).

Assim, ao longo do desenvolvimento tumoral, sdo alterados diversos processos celulares, tais
como a adeséo celular, a sinalizacdo, os factores de crescimento, a apoptose e a angiogénese, que
sdo seleccionadas por se tratar de caracteristicas vantajosas para a tumorigénese e assim

contribuirem para a formacgao do carcinoma (Kerr, 2003).

1.5. Vias de instabilidade gendmica associadas a tumorigénese do

co6lon e recto

Para a progressdo tumoral sdo necessarios multiplos eventos genéticos e a instabilidade
gendmica é actualmente reconhecida como uma caracteristica celular essencial que acompanha a
aquisicdo dessas altera¢gbes (Pino e Chung, 2010).

No CCR estdo descritas trés vias distintas de instabilidade gendmica: a da instabilidade
cromossémica (CIN — chromosomal instability); a da instabilidade de microssatélites (MSI —
microsatellite instability) e a do fenétipo metilador das ilhas de CpG (CIMP — CpG island methylator
phenotype) (Pino e Chung, 2010).

A via CIN é a mais comum nos tumores sélidos, sendo uma caracteristica de cerca de 85% dos
CCR, e descreve um estado dindmico no qual as células ganham ou perdem, total ou parcialmente,
0s cromossomas, originando alteracdes estruturais e numéricas (Centelles, 2012). Como
consequéncia, as células apresentam aneuploidia, amplificacdo gendémica sub-cromossémica e uma
elevada frequéncia de perda de heterozigotia (LOH), assim como muta¢cdes em genes supressores
de tumor e oncogenes especificos (Pino e Chung, 2010) como referido no ponto 1.4.

A via da instabilidade de microssatélites (MSI) é caracterizada pelo aumento ou diminui¢ao
(“instabilidade”) no numero de repeticdes nas sequéncias microssatélites ao longo do genoma devido
a inactivagdo do sistema de reparagdo de erros no DNA do tipo mismatch (MMR) (Geiersbach e
Samowitz, 2011). As sequéncias de microssatélites (também conhecidas por short tandem repeats —
STRs) correspondem a pequenas sequéncias repetitivas, normalmente, de 1 a 6 nucleétidos, as
quais estdo particularmente sujeitas a erros durante a replicacdo do DNA (Boland e Goel, 2010;
Geiersbach e Samowitz, 2011). A MSI é uma caracteristica dos tumores de sindrome de Lynch,

devido a muta¢gBes germinais nos genes do sistema MMR (MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2) mas
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também ocorre em cerca de 15% dos CCR esporadicos, devido, principalmente, a inactivagao
somatica do gene MLH1 por hipermetilacao do promotor (Armaghany et al., 2012).

Em 1999, Toyota e os seus colaboradores propuseram o fendtipo metilador das ilhas CpG
(CIMP), o qual associa a hipermetilacao de ilhas CpG localizadas nas regides promotoras de genes
com o desenvolvimento tumoral (Toyota et al., 1999).

Em células normais, as ilhas CpG encontram-se, normalmente, ndo metiladas, pelo que o gene
€ expresso. Pelo contrario, quando o promotor estd metilado, pela adicdo de um grupo metil a
citosina, pelas enzimas DNA metiltransferases, o gene é silenciado. O silenciamento, por
hipermetilacdo, de genes supressores tumorais ou de genes do sistema MMR contribui para o
desenvolvimento tumoral, sendo que 80% dos CCR esporadicos com MSI apresentam hipermetilacao

das ilhas CpG do promotor do gene MLH1 (Boland e Goel, 2010; Armaghany et al., 2012).

1.6. Sindromes hereditarios do cancro do célon e recto

Como referido anteriormente, cerca de 25-30% dos CCR tem uma origem familiar mas apenas
5% se encontram bem caracterizados clinica e molecularmente. Os sindromes hereditarios de CCR
sdo definidos com base nas suas caracteristicas clinicas, patolégicas e/ou genéticas e encontram-se
organizados em dois grupos: os sindromes associados a polipose e o cancro do célon e recto nao
associado a polipose (HNPCC) (Jasperson, et al., 2010) (Figura 1.3).

Sindrome de

Cancro do Lynch
célon e recto
nao associado

- Cancro do célon
a polipose

e recto familiar
do tipo X

Esporadicos
CCR < Polipose
adenomatosa

- Sindromes L
Familiares hereditarios familiar
Polipose

adenomatosa
familiar
atenuada.

: Polipose
Sindromes adenomatosa
associados a iad
olipose associada ao
p gene MUTYH

Polipose
hamartomatosa

Polipose
serreada

Figura 1.3. Representacdo esquematica dos tipos de CCR, com descricdo dos sindromes hereditarios (adaptado de
Lindor et al., 2005).

A polipose adenomatosa familiar (PAF) apresenta um padrao de transmissdo autossOmica
dominante, causada por mutagbes germinais truncantes no gene APC (localizado em 5q21)
(Centelles, 2012). Este sindrome caracteriza-se clinicamente pela presenca de centenas a milhares

de pélipos adenomatosos ao longo do célon, os quais levam ao desenvolvimento inevitavel de CCR
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por volta dos 40 anos de idade caso o célon nao tenha sido removido (Jasperson et al., 2010). A
polipose adenomatosa familiar atenuada (APAF) é uma forma menos severa da PAF, que se
caracteriza clinicamente pela presenca de 10-99 adenomas no co6lon e um desenvolvimento mais
tardio de CCR (por volta dos 50 anos de idade) (Jasperson et al.,, 2010). Na APAF, as mutacdes
germinais tendem a localizar-se principalmente nas regides 5, 3’ e no exdo 9 do gene APC (Heinen,
2010).

A polipose adenomatosa associada ao gene MUTYH (PAM) mimetiza clinicamente a APAF ao
nimero de poélipos mas apresenta um padrdo de transmissdo autossOmico recessivo, devido a
mutacdes germinais bi-alélicas no gene MUTYH (localizado em 1p34). Os individuos com estas
mutacdes apresentam um risco aumentado de desenvolver CCR por volta dos 40 anos de idade, no
entanto, ainda ndo é claro o risco associado aos individuos com mutacBes mono-alélicas
(heterozigdticos) neste gene (Jasperson et al., 2010; Centelles, 2012, Kashfi el al., 2013).

Os principais sindromes associados a polipose hamartomatosa sao o sindrome Peutz-Jeghers
(PJS) e o sindrome de polipose juvenil (JPS), os quais estdo associados a um risco aumentado para
0 desenvolvimento de CCR e outros tumores. O PJS apresenta um padrdo de transmisséo
autossomico dominante, causado por mutacdes no gene STK11l (localizado em 19p13.3) e
caracteriza-se clinicamente pela presenca de mdltiplos pélipos hamartomatosos no tracto
gastrointestinal e lesdes cutaneas nos labios e mucosa oral. Por seu lado, o JSP é caracterizado por
um padréo de transmissdo autossomico dominante raro, associado a mutacdes nos genes BMPR1A
ou SMAD4 (localizados em 10g22.3 e em 18¢21.2, respectivamente) e caracteriza-se clinicamente
pela presenca de pelo menos 3 polipos juvenis no colon (Jasperson et al., 2010; Centelles, 2012).

Por fim, o sindrome de polipose serreada (SPS) é uma condicdo rara e caracteriza-se pela
presenca de mdltiplos p6lipos no célon, distintos dos pdlipos adenomatosos, por apresentarem uma
histologia serreada. A idade de diagnéstico é por volta dos 50-60 anos e é frequentemente observada
a presenca de tumores sincronos e metacronicos (Jasperson et al., 2010). No entanto, a causa
molecular que predispde para esta doenca nao € ainda conhecida, tendo sido propostos padrdes de
transmissao tanto autossémica dominante como recessiva (Leggett e Whitehall, 2010; Patel e Ahnen,
2012).

O HNPCC (cancro do célon e recto hereditario ndo associado a polipose) é o sindrome
hereditario de CCR mais comum e é definido por critérios clinicos denominados de critérios de
Amesterdao (CA). Inicialmente estes critérios apenas contemplavam familias com CCR, o que o0s
tornava bastante restritos, tendo mais tarde sido revistos de modo a incluirem os tumores extra-
célicos frequentemente associados a estas familias (Umar et al., 2004) (Tabela 1.2). Este sindrome
apresenta um padrdo de transmissdao autossOmica dominante e inclui o sindrome de Lynch e o

cancro do colon e recto familiar do tipo X (FCCTX).
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Tabela 1. 2 Critérios de Amesterdao (Umar et al., 2004).

Critérios

e  Trés ou mais familiares afectados com CCR ou tumores extra-célicos do espectro do sindrome de
Lynch (endométrio, ovério, estbmago, intestino delgado, tracto hepatobiliar, tracto urinario, 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).

O sindrome de Lynch (SL) representa 2-4% de todos os CCR e é definido, actualmente, em
base genética pela presenca de mutacdes germinais nos genes do sistema de reparacéo de erros no
DNA do tipo mismatch (MMR), nhomeadamente nos genes MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 (Boland,
2005). Recentemente, foram descritas delec¢des germinais do gene EpCAM como estando
associadas ao SL. Este gene localiza-se a montante do gene MSH2, e as delec¢Bes gendmicas
acabam por, invariavelmente, abranger o promotor e/ou 0s primeiros exdes deste Ultimo, tratando-se
assim de um novo mecanismo de inactivacdo do MSH2 (Ligtenberg et al., 2008). A idade de
diagnéstico no SL é inferior a 50 anos. Os tumores localizam-se preferencialmente no célon proximal
e para além do CCR, estdo também associados tumores extra-colicos (endométrio, ovario, estbmago,
intestino delgado, tracto hepatobiliar, tracto urinario, cérebro e pele) (Jasperson et al., 2010). Uma
caracteristica especifica dos CCR dos doentes com SL é a presenca de instabilidade de
microssatélites (MSI), devido a slippage da DNA polimerase durante a replicagdo, em particular, em
sequéncias repetitivas (sequéncias microssatélites), as quais, neste caso, ndo séo reparadas uma
vez que estas células possuem um sistema MMR deficiente (Heinen, 2010). Em 1997, foram
estabelecidos os critérios de Bethesda, que aproveitavam esta caracteristica dos CCR, com o
objectivo de identificarem novos casos de SL em casos que ndo preenchem os CA. Estes critérios
baseiam-se em caracteristicas clinicas e patolégicas, tendo sido revistos em 2003 (Tabela 1.3.)
(Umar et al., 2004).

Tabela 1.3. Critérios de Bethesda (adaptado de Umar et al., 2004).

Critérios

1. CCR diagnosticado numa idade inferior a 50 anos;

2. Presenca de CCR sincrono ou metacrénico ou outros tumores relacionados com HNPCC (estdmago, bexiga, uretra,
pélvis renal, tracto biliar, cérebro — glioblastoma, adenomas nas glandulas sebéaceas, intestino delgado)
independentemente da idade;

3. CCR com instabilidade de microssatélites de alto grau diagnosticado antes dos 60 anos de idade;

4. CCR diagnosticado em doentes com um ou mais parentes em primeiro-grau com CCR ou outros tumores
relacionados com HNPCC. Um dos tumores tem de ser diagnosticado antes dos 50 anos de idade;

5. CCR diagnosticado em doentes com dois ou mais parentes com CCR ou tumores relacionados com HNPCC,
independentemente da idade.

z

Assim, a pesquisa de instabilidade de microssatélites é recomendada nos tumores dos
individuos que preenchem pelo menos um destes critérios, a qual é efectuada com recurso a um
painel de 5 marcadores de microssatélites (marcadores de Bethesda). Consoante o numero de

marcadores de microssatélites onde é detectada instabilidade, assim é classificado o tumor:

apresentando instabilidade de alto grau (MSI-H) quando 2 ou mais dos marcadores apresentam
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instabilidade; de baixo grau (MSI-L), quando apenas um dos marcadores apresenta instabilidade ou
microssatélites estavel (MSS) quando ndo é detectada instabilidade no conjunto dos marcadores
(Heinen, 2010).

Por outro lado, as familias com cancro do célon e recto familiar do tipo X (FCCTX) séo
caracterizadas por preencherem os critérios de Amesterddo mas nao apresentarem mutacdes
germinais nos genes MMR e os tumores serem MSS (Lindor et al., 2005). Para além disso,
comparativamente com o SL, a idade de diagnéstico € mais tardia, os tumores localizam-se
preferencialmente no célon distal ou recto, desenvolvem um maior nimero de adenomas e 0s
tumores extra-célicos séo raros (Lindor, 2009). Os individuos destas familias apresentam um risco
aumentado para desenvolver CCR, mas inferior ao de individuos com tumores MSI-H e ainda ndo se

encontra estabelecida qual a base genética deste sindrome (Patel e Ahnen, 2012).

1.7. Via de Transduc¢ao de Sinal WNT/B-catenina

A homeostase normal no tracto intestinal é regulada por um fino equilibrio entre a proliferagéo,
a diferenciacdo e a apoptose nas células epiteliais. A desregulacdo da homeostase conduz a
formacdo tumoral. Uma das vias mais importantes para a regulacdo deste equilibrio nas células
epiteliais é a via de sinalizagdo WNT candnica, também conhecida como via de sinalizagado APC/j3-
catenina/TCF7L2. Esta via tem como principal funcdo a regulacdo dos niveis intracelulares de B-
catenina (Figura 1.4.) (Reya e Clevers, 2005). WNTs s&o uma familia de glicoproteinas com fun¢ées
na especificacdo do destino celular, padronizacdo do sistema nervoso central e da divisdo celular

assimétrica (Centelles, 2012).
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Figura 1.4. Esquema representativo da via WNT/B-catenina: A — via na sua forma inactiva: na auséncia de sinalizagao
Whnt, a B-catenina é fosforilada pelo complexo proteico (APC, Axin, GSK3p e Dsh) e degrada pelo proteossoma. B — via
na sua forma activa: na presenca da ligagdo das proteinas Wnt ao receptor Frizzled, ocorre a destabilizacdo do
complexo proteico e a translocacdo da B-catenina para o ndcleo, onde juntamente com os factores de transcricdo
TCF/LEF promove a activagéo de genes alvo da via Wnt (adaptado de Pino e Chung, 2010 e Albuquerque, 2011).
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A via WNT/B-catenina encontra-se na sua forma inactiva na auséncia de proteinas WNT
(Figura 1.4. — A) e, por isso, a B-catenina é fosforilada por um complexo multiproteico, o qual é
formado pela Axin, APC, GSK3-B (glycogen synthase kinase 3B) e Dsh (Dishevelled). A B-catenina
fosforilada pelo GSK3-f é entdo reconhecida pela ubiquitina, a qual promove a ubiquitinagdo e a
degradagdo da pB-catenina pelo sistema ubiquitina-proteossoma. Deste modo, o0s niveis
citoplasmaticos de B-catenina mantém-se baixos, pelo que ndo ha translocacdo para o nucleo e nao
h& activacéo dos genes-alvo da via WNT (Pino e Chung, 2010; Centelles, 2012).

A ligacdo da WNT ao receptor Frizzled (Fz) e co-receptor LRP (especificamente LRP-5 e LRP-
6) activa a via WNT (Figura 1.4. — B). Uma vez formado o complexo ligando-receptor, o Dsh é
activado e recruta a proteina Axin e GSK3-[3 até a membrana. Neste complexo, o Dsh esta activo e o
GSK3-B esta inactivo, impedindo a fosforilagdo da B-catenina. Desta forma, a B-catenina acumula-se
no citoplasma e é translocada para o nucleo, onde se liga aos factores de transcricdo TCF/LEF (T-cell
factor/lymphoid enhancing factor), regulando a expressdo dos genes-alvo da via WNT (Centelles,
2012).

A via WNT/B-catenina pode ser activada, de uma outra forma, pela presenca de mutacdes em
genes desta via, que provocam a sua activagado constitutiva. De facto, a maioria dos tumores do célon
e recto apresentam mutagfes em genes tais como APC, CTNNB1 (codifica f-catenina) ou AXIN2
(Albuquerque et al., 2010; Albuquerque et al., 2011). Estas muta¢cées tém como consequéncia a
acumulacdo de B-catenina no citoplasma e a sua translocagdo para o nucleo, onde a formacao do
complexo TCF7L2/ B-catenina leva a activagédo dos genes-alvo da via WNT e, consequentemente, a

proliferacdo descontrolada e ao desenvolvimento tumoral (Polakis, 2000; Giles et al., 2003).

1.8. Gene TCF7L2

A inducdo ou repressdo dos genes-alvo da via WNT é controlada pelo complexo TCF7L2/B-
catenina, o qual é formado apds a translocagdo da B-catenina para o nldcleo. Nesse momento, o co-
repressor Groucho liberta-se e os co-activadores séo recrutados, activando a expressdo dos genes
alvo da via WNT. Desta forma, o complexo TCF7L2/B-catenina controla o equilibrio entre a
proliferacé@o e a diferenciagéo celular em células saudaveis e tumorais do epitélio intestinal (Polakis,
2000; Giles et al., 2003; Albuquerque et al., 2011).

Os factores de transcricho TCF/LEF constituem uma grande
familia de reguladores transcripcionais, caracterizada pela presenca do
dominio HMG (High Mobility Group) de ligagdo ao DNA bastante
conservado. Os membros fundadores desta familia sédo Tcfl e Lefl, os
quais foram originalmente identificado em linfécitos e assim,
denominados de factor de célula T1 (Tcfl — T-cell factor 1) e factor de
ligacdo potenciador de linféide (Lefl- lymphoid enhancer-binding factor 1)
(Travis et al., 1991; van de Wetering et al., 1991). ::;gr“er:emaﬁvo o Crorﬁi‘l‘;g;‘:

10 com a localizagdo do gene

TCF7L2 (seta amarela) (adaptado
de htto://www.aenecards).
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1. Introducéo

Existem quatro genes que codificam as proteinas de TCF/LEF: TCF7 (TCF1); LEF1, TCF7L1
(TCF3) e TCF7L2 (TCF7L2), sendo o ultimo o mais estudado, dos quatro, € 0 mais importante no

cdlon e recto como efector da via de sinalizagdo WNT (Duval et al., 2000).

O gene TCF7L2 (Transcription Factor 7-like 2) localiza-se em 10925.2 (Figura 1.5.) e codifica a
proteina TCF7L2, a qual desempenha um papel importante na via de sinalizagdo WNT/B-catenina.

Este gene é constituido por 17 exdes e apresenta diversos locais sujeitos a splicing alternativo,
principalmente nos exdes 4, 13, 14, 15 e 16 (Figura 1.6). Para além destes exfes, podem existir
variacdes adicionais nos locais aceitadores e dadores de splicing nos exdes 7, 8 e 9,
respectivamente. A seguir aos exdes 8, 15, 16 e 17 podem-se formar coddes stop, assim,

dependendo da sequéncia de mRNA, formar-se-ao diferentes proteinas (Weise et al., 2010).

p-cat Grg HMG NLS  C-terminal varidvel

Estrutura da proteina [- [I -l— _______ }
ATG Stop Stop Stop Stop
| | | |
[ EEGETs [TIENE o [remE e |

Figura 1.6 Esquema representativo da proteina TCF7L2 (em cima) e dos exdes sujeitos a splicing
alternativo (em baixo). Os exdes sujeitos a splicing estdo representados a vermelho e os exdes
constitutivos a verde, a posi¢édo do codéo start (ATG) indicada no exdo 1 como também os varios coddes
stop (adaptado de Weise et al., 2010).

A proteina TCF4 (Figura 1.7.) é formada por diversos dominios: a regido N-terminal é
responsavel por mediar a interaccdo com a B-catenina; o dominio Grg (Groucho related gene), ao
qual se liga o co-repressor Groucho; o dominio HMG, o qual é altamente conservado e medeia a
ligagdo especifica da sequéncia de proteinas TCF/LEF ao DNA; como também o local de sinalizagao
nuclear (NLS) adjacente ao HMG; o dominio CRARF (C-cisteina; R-arginina; A-alanina; F-
fenilalanina) (também denominado de dominio C-Clamp) que tem como fun¢éo de auxiliar a ligagdo
ao DNA e os dominios CtBP (C-terminal-binding protein), que séo um local de ligagao adicional para

o co-repressor (Duval et al., 2000; Hecht e Stemmler, 2003).

CtBP
p-catenina Grg HMG/NLS CRARF I\
N - [ | | | B BN BN e

Figura 1.7. Esquema representativo da proteina TCF4. Estdo indicados os
dominios de ligagdo a B-catenina (verde), aos co-repressores Grg e CtBP
(azul claro e preto, respectivamente), a HMG e o NLS (azul escuro) e o
dominio CRARF (vermelho) (adaptado de Hecht e Stemmler, 2003).

Como ja foi referido anteriormente, o gene TCF7L2 apresenta diversas isoformas, as quais
sofrem alteracdes na regido C-terminal e, de um modo geral, podem agrupar-se em quatro grupos
(Figura 1.8.): a isoforma TCF4E que contém todos os elementos representados na Figura 1.6.; a
TCF4N composta apenas pelo local de ligagédo a B-catenina, nao contendo por isso o dominio HMG e
todos os elementos localizados a jusante; a TCF4M que nao contém o local de ligagcdo a CtBP e pode
ter ou ndo o motivo C-clamp; e por fim, a isoforma TCF4S que € igual & TCF4M com excepcao do

motivo C-clamp que esta incompleto (Duval et al., 2000; Hecht e Stemmler, 2003; Weise et al., 2010).
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1. Introdugéo
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Figura 1.8. Esquema representativo das isoformas do gene TCF7L2. TCF4N composta
apenas pelo local de ligagéo a B-catenina; a TCF4M que ndo contém o local de ligacéo a CtBP
e pode ter ou ndo o motivo C-clamp ;a TCF4S com motivo C-clamp que esta incompleto.
Estdo indicados os dominios de ligagdo a B-catenina (verde), aos co-repressores Grg e CtBP
(azul claro e preto, respectivamente), a HMG e o NLS (azul escuro) e o dominio CRARF
(vermelho) (adaptado de Duval et al., 2000; Hecht e Stemmler, 2003; Weise et al., 2010).

Diferentes combinacdes dos exdes 13, 14, 15 e 16 dao origem a diferentes isoformas (Figura
1.9.), as quais regulam a expressdo de diferentes genes da via WNT, pelo que actuam de diferentes

modos para o desenvolvimento tumoral. Por norma, as formas curtas da proteina estdo associadas a

uma maior agressividade do tumor (Weise et al., 2010).
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Figura 1.9. Esquema representativo das isoformas do gene TCF7L2 com as variantes de splicing C-
terminal identificadas. Os exdes sujeitos a splicing estdo representados a vermelho, os exdes
constitutivos a verde e a azul sdo as regides ndo traduzidas e os coddes stop também estdo
identifcados (adaptado de Weise et al., 2010).

1.8.1. Papel do gene TCF7L2 na tumorigénese colorectal

O papel do gene TCF7L2 na tumorigénese colorectal € controverso, pois enquanto alguns
estudos indicam que este gene funciona como um oncogene outros tém proposto uma funcéo de
supressor tumoral.

Em 1998, Korinek e seus colaboradores demonstraram que a deficiéncia do gene TCF7L2
resultava na morte pré-natal em ratinhos, devido a auséncia do compartimento de proliferacédo celular
no epitélio intestinal (Korinek et al., 1998). Este gene foi descrito como um activador da via de

sinalizacdo WNT, apresentando, assim uma fungdo oncogénica (Duval et al.,1999). Mais tarde,
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1. Introducéo

verificou-se que a expressao de uma forma dominante negativa do TCF7L2 induzia a paragem do
ciclo celular em linhas celulares de CCR (van de Wetering et al., 2002). Estas observacdes estédo de
acordo com a funcdo oncogénica do TCF7L2 na cascata de sinalizagcdo da via Wnt.

Por outro lado, alguns estudos sugerem que o TCF7L2 pode actuar como um gene supressor
de tumor. Foi demonstrado que a isoforma TCF4E tem propriedades Unicas de transactivacdo dos
genes AXIN2 e Cdx1 (localizado em 5g32), que contribuem para a supressdo tumoral (Hecht e
Stemmler, 2003). Assim, parece haver uma relacdo entre as isoformas longas e a fungédo de
supressor de tumor. Também se demonstrou que a haplo-insuficiéncia do TCF7L2 juntamente com a
hiperactivacdo da via de sinalizacdo WNT, devido a mutacdo do APC, tinha como resultado o
desenvolvimento de tumores no célon, o que sugere que a proteina TCF7L2 funcione normalmente
como supressor tumoral, pela modulagdo da proliferacdo (Angus-Hill et al., 2011). Alguns estudos
relacionam a inibicdo do gene TCF7L2 com o aumento da expressdo do HGF (hepatocyte growth
factor — factor de crescimento de hepatdcitos), o qual faz parte da via de sinalizagdo HGF/MET que
tem como funcgédo a regulacdo da invasdo e metastizacdo tumoral. Desta forma, este resultado apoia a
hipotese do TCF7L2 estar associado a supressdo tumoral, através da inibicdo da metastizacéo e
invasado (Tang et al., 2008). Além disso, Varnat e os seus colaboradores, demostraram que a inibigdo
do TCF7L2 esta associada a um maior desenvolvimento de metastases em ratinhos (Varnat et al.,
2010). Uma vez que, estas descobertas sugerem que a diminuicdo da expressdo do TCF7L2 pode
ser responsavel pelo desenvolvimento de metastases, pela inducdo do HGF, a alteragfes
moleculares neste gene poderdo ser potenciais biomarcadores do desenvolvimento tumoral e da
metastizacao.

Contudo, estas funcdes opostas podem reflectir as actividades especificas dos promotores de
diferentes variantes de splicing do TCF7L2, regulando a expressao de grupos distintos de genes-alvo
da via WNT (Weise et al., 2010).

Num estudo prévio realizado pelo grupo de Gastrenterologia da UIMP, IPOLFG, EPE.,
verificou-se que a dele¢do de uma adenina na regido repetitiva de 9 adeninas [(A)9] do exdo 17 do
gene TCF7L2 (Duval et al.,, 1999) (regido coincidente com o dominio C-clamp) em tumores
colorectais com deficiéncia no sistema MMR, isto &, apresentavam instabilidade de microssatélites de
alto grau (MSI-H), aumentava a sua frequéncia ao longo da sequéncia adenoma-carcinoma (33% vs
65%, P=0,047), sugerindo, assim, um possivel papel desta alteracdo no desenvolvimento tumoral.
Nos CCR com deficiéncia no sistema MMR, estas muta¢des foram significativamente mais frequentes
nos tumores localizados no coélon proximal (P=0,046). Portanto, estes resultados sugerem, a
semelhanga do que tem sido demonstrado para um tipo especifico de mutacdes no gene supressor
tumoral APC e no gene CTNNBL1 (Albuquerque et al., 2010; Albuquerque et al., 2011), que mutacdes
na regido (A)9 no gene TCF7L2 podem contribuir para a formag&o tumoral. Deste modo, € importante
analisar os restantes exfes do gene TCF7L2 para identificar outras mutacdes como potenciais
biomarcadores moleculares.

Além disso, foi identificada uma alteracdo especifica no gene TCF7L2 em 22% dos CCR, a

qual revelou associacdo com o estadio IV, ou seja, nos tumores com metastases sincronas
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1. Introducéo

(metastases diagnosticadas até 6 meses ap0os o diagnéstico do CCR). Estes resultados sugerem a

associacdo de alteracdes no TCF7L2 com molecular progressao tumoral.

1.9. Gene TCF7L2 como marcador preditivo de resposta ao tratamento

em CCR metastizado e tumores do recto localmente avancados

Ghadimi e seus colaboradores verificaram que a sobre-expressdo do gene TCF7L2 estava
associada a uma maior resisténcia a quimioterapia com 5-FU em tumores do recto, comparando
tumores resistentes e sensiveis de doentes que tinham sido tratados com quimioterapia pré-
operatéria (Ghadimi et al., 2005). Recentemente, a reducao da expressao do TCF7L2 foi associada a
uma maior sensibilidade a quimioradioterapia em linhas celulares de cancro do recto (Kendziorra et
al., 2011).

A sobre-expresséo do gene TCF7L2 em tumores do recto localmente avangados resistentes a
guimioradioterapia e o facto do silenciamento deste gene aumentar a sensibilidade do CCR a terapia,
sugere que a sua proteina pode actuar em diferentes fases do desenvolvimento tumoral com
diferentes impactos que podem ser dependentes do nivel de expressdo e do splicing alternativo, o
gue terd consequéncias distintas em termos de niveis de sinalizagdo WNT. Este fendmeno parece
assemelhar-se a seleccdo de mutagbes com base no nivel de sinalizagdo WNT 6ptimo para a
tumorigénese, o qual é dependente do tempo e do tecido & proposta para as mutacées nos genes
APC e CTNNB1 de acordo com o modelo de sinalizacdo just-right (Albuquerque et al., 2002;
Albuguerque et al., 2011). Desta forma, a analise de possiveis alteracdes (epi)genéticas no TCF7L2,
em tumores do recto localmente avancado, e a sua correlacdo com a resposta a quimioradioterapia
pré-operatéria € extremamente importante de modo a identificar marcadores preditivos de resposta,

0s quais terdo implicacgdes significativas no tratamento destes doentes.

1.10. Objectivos

O presente trabalho teve como principal objectivo estudar alteragcbes moleculares no gene
TCF7L2, e avaliar o seu eventual papel como factores de prognéstico (em particular biomarcadores
de metastiza¢éo) no cancro do colon e recto e avaliar alteracdes (epi)genéticas e a sua relacdo com a
resposta a quimioradioterapia pré-operatdria no cancro do recto.

Com esta finalidade pretendeu-se:

1) Realizar a pesquisa de mutacdes em exdes especificos do TCF7L2 e respectivas regides
intrénicas flanqueadoras em tumores do colon e recto. Relacionar os resultados com as
caracteristicas clinicas dos doentes e histopatologicas dos tumores indicativas de mau
prognéstico.

2) Analisar alterag8es (epi)genéticas no gene em estudo (perda de heterozigotia, variagfes de
copy number e metilagdo) em tumores do recto e correlacionar com a resposta a
guimioterapia pré-operatéria, de modo a identificar marcadores preditivos de resposta a

terapia neste tipo de tumores.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Amostras Bioldgicas

Neste projecto, foram seleccionados doentes que sdo seguidos no servico de Gastrenterologia
e na Consulta de risco familiar de CCR da Clinica de Risco Familiar do Instituto Portugués de
Oncologia de Lishoa Francisco Gentil, E.P.E. (IPOLFG, E.P.E.).

Para a pesquisa de mutagdes no gene TCF7L2, foram incluidas 68 amostras de tumor: 60 de
doentes com CCR esporadico, dos quais 4 apresentavam instabilidade de microssatélites e 56 eram
microssatélites estaveis, e 8 tumores provenientes de doentes com sindrome de Lynch. Esta anélise
foi realizada a partir de DNA gendmico extraido a partir da mucosa tumoral de cada individuo.

Foram ainda incluidas 17 amostras de DNA tumoral e respectivas mucosas normais, de igual
namero de doentes com tumores do recto, de modo a correlacionar as alteracdes (epi)genéticas com
a resposta a quimioradioterapia pré-operatéria. Destes 17 individuos, 6 tiveram resposta completa
apos quimioradioterapia pré-operatéria (sem células neoplasicas); 5 tiveram resposta moderada
(tumor residual viavel) e 5 ndo responderam a terapia. Nesta andlise foi utilizado DNA genémico,
extraido a partir de tecido (mucosa normal e tumoral) incluido em parafina e tecido congelado. As
amostras de tecido tumoral e normal foram provenientes do Servico de Anatomia Patologica do
IPOLFG, E.P.E.. Nos doentes em que ndo foi possivel obter mucosa normal, foi utilizado DNA
extraido a partir de sangue periférico, como DNA de referéncia. Para a anélise do nimero de cépias
(copy number) foram utilizadas 3 amostras normais adicionais como referéncia para cada tipo de
material utilizado.

Na andlise de real-time PCR para avaliar o efeito das altera¢cdes de copy-number ao nivel da
expressdo, foram utilizadas 5 amostras de RNA, obtido a partir de sangue periférico, para sintetizar
DNA complementar (cDNA), entre as quais 3 apresentavam alteracdes de copy number e 2

pertenciam a individuos saudaveis.

2.2. Extraccdo de acidos nucleicos
2.2.1. Extraccdo de DNA gendmico

Neste estudo, o DNA gendémico foi extraido a partir de trés tipos de amostras biolégicas
diferentes: sangue periférico, tecido incluido em parafina e tecido congelado. O DNA gendémico da

maioria das amostras utilizadas neste estudo ja tinha sido previamente extraido.
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2.2.1.1. Extraccdo de DNA gendmico a partir de tecido incluido

em parafina

O DNA gendmico extraido a partir de tecido incluido em parafina foi obtido através de uma
extraccdo fenol-cloroférmio, a qual se encontra descrita no anexo 1 (ponto 1.1).

Resumidamente foram utilizados cerca de 10 cortes de 10um de tecido incluido em parafina
por amostra, os quais foram submetidos a uma digestao, over-night (o/n) a 56°C, com uma solucéo
de lise celular, juntamente com proteinase K. Apds a digestéo do tecido, foi efectuada a desnaturagéo
e precipitagdo das proteinas, por adicdo de uma solugcdo de fenol/cloroférmio, seguida de
centrifugac&o. A fase aquosa, foi entdo, adicionada uma solugéo de cloroférmio/alcool isoamilico de
modo a remover completamente o fenol e evitar que a formacdo de espuma. O DNA foi precipitado
com etanol absoluto, o qual também contribui para a remocgdo de vestigios de sais, de fenol e

cloroférmio, e por fim, ressuspendido em TE pH8 (Citogene, Portugal).

2.2.1.1.1. Quantificacdo de DNA por electroforese em gel de agarose
0,8% (p/v)

O DNA gendmico obtido a partir de tecido incluido em blocos de parafina ndo deve ser
quantificado espectrofotometricamente, uma vez que alguns dos reagentes utilizados na extraccao
absorvem ao mesmo comprimento de onda do DNA (260nm). Assim, a quantificagdo do DNA foi
efectuado por electroforese em gel de agarose 0,8% (p/v) numa solugédo tamponada de TBE1x pH8
(TBE10x, National Diagnostic, E.U.A.), utilizando trés amostras de DNA com concentra¢do conhecida
(400ng/pl; 800ng/pl e 1600 ng/ul) para estimativa da concentracdo das demais amostras.

Para a quantificacdo, adicionou-se 1l da amostra de DNA extraido a 9ul de solucdo de
deposicdo Orange G 1x, o qual confere densidade, permitindo a deposicdo da amostra no pogo do
gel, assim como a visualizagdo da mesma no decorrer da electroforese. Para além das amostras,
aplicaram-se também dois marcadores de peso molecular: marcador GeneRuler 50 bp DNA Ladder
(com um padrdo de bandas entre 50-1000) (Thermo Scientific, E.U.A.) e marcador Lambda
DNA/Hindlll (com um padré@o de bandas entre 125-23130pb) (Fermentas, E.U.A.).

Na preparacdo do gel, adicionou-se brometo de etideo (10mg/ml, Invitrogen), o qual se
intercala com a molécula de DNA durante a electroforese e quando exposto a radiacéo ultravioleta
(UV), permite a sua visualiza¢do. Esta electroforese, realizou-se numa tina horizontal, sob voltagem
constante de 140V durante, aproximadamente, 60 minutos.

Apés a electroforese, colocou-se o gel num transiluminador, que contém uma camara
fotografica e um sistema informético acoplado (BioDocAnalyse, Biometra, Alemanha), de modo a
observar os padr6es das amostras de DNA quando expostas a radiagdo UV. ApoOs a quantificagao,
foram efectuadas aliquotas de trabalho para uma concentracdo de 80ng/ul, as quais foram
armazenadas a -20°C juntamente com as amostras de DNA stock extraido.

A preparagdo de todas as solugdes utilizadas nesta técnica encontra-se descrita no anexo 2.
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2.2.1.2. Extraccdo de DNA gendmico a partir de sangue periférico

A extraccdo de DNA gendmico foi efectuada a partir de cerca de 3ml de sangue periférico
colhidos para um tubo de hemograma contendo EDTA (&cido etilenodiaminotetracético — agente
guelante de célcio que evita a coagulagdo do sangue) tendo-se utilizado o kit comercial CITOGENE®
— Genomic DNA Purification Kit (Citomed, Portugal), de acordo com o descrito pelo fabricante (Anexo
1, ponto 1.2).

O primeiro passo deste protocolo consistiu na adigdo de uma solucéo de lise de eritrocitos ao
sangue periférico, a qual foi efectuada por duas vezes de modo a garantir a eliminagéo total destas
células. Em seguida, foi efectuada a lise dos leucdcitos, para a obtencdo do DNA gendmico, incubou-
se a solucdo com uma RNase de modo a eliminar o RNA e precipitaram-se as proteinas. O DNA
gendmico foi precipitado com isopropanol 100% e o pellet de DNA foi lavado com etanol 70% (v/v).

As amostras foram, por fim, ressuspendidas em TE pH8 e guardadas a 4°C até serem quantificadas.

2.2.1.2.1. Quantificacdo de DNA por espectrofotometria

De modo, a quantificar o DNA obtido a partir de sangue periférico, realizou-se um doseamento
espectrofotométrico. Esta andlise baseia-se na lei de Lambert-Beer, a qual descreve que a
absorvancia de uma determinada amostra, a um comprimento de onda especifico e a uma espessura
fixa é directamente proporcional a concentracao do material absorvente (Férmula 2.1), ou seja:

A = ebc

Formula 2.1. Expressdo matematica que traduz a lei de Lambert-Beer.

Legenda: A - absorvancia, € - coeficiente de extingdo molar (M*cm™), b - distancia percorrida pela radiacéo através da solugéo
(cm) e c - concentragdo molar da amostra (M).

Uma vez que as purinas e as pirimidinas, que constituem o DNA, absorvem a radiacédo
ultravioleta (UV), as leituras espectrofotométricas realizadas para calcular a concentragdo de &acidos
nucleicos na amostra foram realizadas a 260 nm (Sambrook e Russel, 2001) utilizando um Nanodrop
2000 (Thermo Scientific, EUA), de acordo com as especifica¢des do fabricante.

ApOs a quantificacdo, efectuou-se uma aliquota de trabalho, em agua bidestilada, para uma

concentracao final de 80ng/pl, sendo as amostras por fim armazenadas a -20°C.

2.2.1.3. Extraccdo de DNA gendmico a partir de tecido congelado

Para a extraccao de DNA gendmico a partir de tecido congelado, partiu-se de cerca de 150mg
de tecido congelado e utilizou-se o kit comercial CITOGENE — Genomic DNA Purification Kit
(Citomed), tendo sido realizado o protocolo descrito pelo fabricante com algumas alteracées (Anexo
1). Este protoloco baseia-se nos mesmos principios descritos anteriormente (ver ponto 2.1.2.). Apos a
extraccdo, o DNA foi quantificado por espectrofotometria (ver ponto 2.1.2.1.) e efectuada uma
aliquota de trabalho, em &gua bidestilada, para uma concentracdo final de 80ng/ul, sendo as

amostras armazenadas a -20°C.
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2.2.1.4. Extraccdo de RNA a partir de sangue periférico

O RNA foi extraido a partir de linfécitos que tinham sido anteriormente isolados a partir de
sangue periférico. O protocolo utilizado foi o descrito para o TRI Reagent® (Ambion, Life
Technologies) (ver anexo 1, ponto 1.4). Apds quantificagdo espectrofotométrica (ver ponto 2.2.1.2.1),
os tubos contendo o RNA foram armazenados a -80°C. O RNA extraido também foi sujeito a uma
electroforese em gel de agarose 0,8% (p/v) para verificar a integridade e para descartar uma possivel
contaminagdo por DNA. No gel de agarose deve-se visualizar duas bandas de RNA ribossomal (23S
e 16S). Caso se verifigue um arrastamento das bandas, indica que ha degradacdo de RNA e se for
observada uma banda com maior peso molecular das duas bandas de RNA ribossomal, indica que ha

contaminacao por DNA gendmico.

2.3. Polymerase Chain Reaction (PCR)

A técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) ou Reacg¢do em Cadeia da Polimerase
consiste na amplificagdo enzimatica in vitro de fragmentos especificos de DNA, através da utilizacéo
de dois primers (curtas sequéncias sintéticas de nucledtidos, entre 20 a 25pb, que marcam as
extremidades da sequéncia alvo) de sequéncia conhecida e especifica para o fragmento a amplificar,
que hibridam pela extremidade 3’-OH com a regido complementar DNA e flanqueiam a regido de
interesse (Elrich, 1989).

Para além da quantidade minima de DNA gendmico e do par de primers (forward - 5’ e reverse
- 3'), para que ocorra a reac¢ao de PCR é necessario: uma enzima para a sintese de DNA, como a
Taq polimerase (esta enzima foi isolada a partir da bactéria Thermus aquaticus, sendo termoestavel e
termorresistente, consegue manter a sua actividade durante cada ciclo de PCR); de uma solucao
tampdo (mantém pH Optimo para a actividade da enzima); de dNTP’s (desoxirribonucleétidos
fosfatados utilizados na sintese das novas cadeias) e de ides magnésio (co-factor da enzima Taq
polimerase, o qual forma um complexo soluvel com os dNTP’s) (Sambrook e Russel, 2001).

Uma reaccéo de PCR consiste numa série de ciclos, sendo que cada um é composto por trés
etapas distintas: desnaturacao da molécula de DNA; hibridacao dos primers com as sequéncias alvo
em cadeia simples e extensado dos primers a temperatura 6ptima para a sintese, por parte da DNA
polimerase. Desta forma, os produtos sintetizados num ciclo servem de molde ao préximo ciclo,

levando a uma amplificacdo exponencial do DNA (Elrich, 1989).

2.3.1. Optimizacdo das condi¢cdes das reac¢cdes de PCR

Inicialmente optimizaram-se as condi¢cdes de PCR para cada fragmento a ser amplificado, de
modo a obter um produto especifico correspondente a regiao de interesse. Para isso, foram ajustados
diversos parametros, tais como: a temperatura de hibridacdo dos primers; a concentracéo de Mg2+ eo

numero de ciclos da reaccao.

18



2. Materiais e Métodos

A temperatura de hibridacdo dos primers tem um papel muito importante na eficiéncia da
reacgdo de PCR, tendo-se recorrido a regra de Wallace (Férmula 2.2) para a sua determinagdo. Esta
regra descreve que a temperatura de melting (Tm) € a temperatura, a qual 50% dos primers se ligam

especificamente a cadeia simples de DNA, ou seja:

Tm (2C) = 4(G+C) + 2(A+T)
Formula 1.2 Expressdo matematica que traduz a lei de Wallace.

Legenda: Tm - temperatura de melting, G - guanina, C - citosina, A - adenina e T — timina

Ao calcular a média da Tm do par de primers (foward e reverse), obteve-se a temperatura de
hibridacao tedrica destes primers, tendo-se efectuado em simultdneo, uma reaccao de PCR de
optimizacao a temperatura calculada e outra com menos 2°C.

A concentracdo de ido magnésio também desempenha um papel critico no PCR, pois
influencia directamente o rendimento da reaccdo, uma vez que a Taq polimerase é dependente deste
i80, assim como a sua especificidade. Inicialmente, nas reac¢bes de optimizacdo de PCR, foi
efectuada uma titulagdo de i&o magnésio com trés volumes diferentes (0,5ul; 1ul e 1,5ul).

Outro parametro que pode ser alterado é o nimero de ciclos por reacgéo, geralmente entre 30
a 40, o que influencia a quantidade de produto especifico correspondente a regido de interesse.

De um modo geral, para a optimizacdo de uma reac¢do de PCR na qual ndo se verificou
amplificag@o do fragmento de interesse, diminuiu-se a temperatura de hibridacdo dos primers efou
aumentou-se a concentracdo de magnésio e/ou o numero de ciclos. Por outro lado, quando se
observou a existéncia de fragmentos inespecificos, aumentou-se a temperatura de hibridagdo dos
primers e/ou diminuiu-se a concentracdo de magnésio e/ou 0 numero de ciclos. Por fim, escolheram-
se as condi¢cBes para as quais se verificou uma melhor eficiéncia do produto de PCR para cada
fragmento a analisar.

Para além destes pardmetros, visto que a maioria do DNA gendmico utilizado neste estudo foi
obtido através de tecido incluido em parafina e, por isso, encontrar-se mais fragmentado, o que
dificulta a amplificacdo de alguns fragmentos, recorreu-se nestes casos a utilizacdo da AmpliTaq
Gold® DNA polymerase (Applied Biosystems, E.U.A.), a qual se apresenta na forma inactiva,
necessitando de um hotstart térmico a 95°C para iniciar a sua actividade. Esta caracteristica torna-a
numa enzima mais robusta, o que permite melhorar a eficiéncia e rendimento do produto de PCR
uma vez que impede a sintese de produtos inespecificos que normalmente se formam a temperaturas
sub-optimas de amplificacdo, e consequentemente, disponibiliza os primers para se ligarem apenas a

regido de interesse.

2.3.2. Amplificacdo de alguns exdes do gene TCF7L2 por PCR

Dos 17 exdes do gene TCF7L2, pretenderam-se analisar 10 (1, 4, 7, 8, 9, 13, 14, 15, 16 e 0 17)
e as respectivas regides intrénicas flanqueadoras, pelo facto de para estes exfes estar descrita uma

maior frequéncia de mutagfes somaticas ou serem sujeitos a splicing alternativo (Duval et al.,2000).
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Como a maioria das amostras utilizadas neste estudo provieram de tecido incluido em parafina,
os fragmentos amplificados ndo devem exceder os 200pb e, por isso, os primers utilizados foram
desenhados de modo a obter produtos de PCR inferiores a este valor. Por esta razéo, nao foi
possivel amplificar o exdo 17 (418pb) num Unico fragmento, pelo qual este foi dividido em quatro
fragmentos sobreponiveis (A-D).

Neste projecto, foram analisados alguns exdes por sequenciacdo automatica directa (1, 15, 16,
17B, 17C e 17D), outros exdes por DGGE (4, 13 e 14; ndo foi possivel determinar as condi¢Bes de
amplificacdo dos restantes exfes) e o fragmento 17A por analise de fragmentos utilizando o software
Genescan, uma vez que a regido amplificada contém uma sequéncia repetitiva, a qual varia de
tamanho quando mutada sendo facilmente distinguivel por este método. Devido as metodologias
utilizadas os primers tiveram de ser sintetizados com algumas modificagbes: o primer forward
utilizado, para a amplificacdo dos produtos de PCR usados na andlise por DGGE, contém uma cauda
rica em GC (GC-clamp), enquanto o primer forward do fragmento 17A utilizado para a anélise de
fragmentos foi marcado com um fluorocromo (FAM). Para os fragmentos analisados por DGGE foi
encomendado um primer forward sem cauda GC-clamp ou desenhado um novo primer forward ou um
novo par de primers para permitir a sequenciacdo automatica das variantes detectadas nos géis de
DGGE. As sequéncias de todos os primers utilizados para a amplificacdo das regides de interesse
encontram-se descritas no anexo 3.

Cada reacgédo de PCR foi preparada para um volume final de 12,5ul em tubo tipo eppendorf de
0,2ml, utilizando 1pl de DNA genémico como template (80ng) e 1ul de dNTPs (200 pM,lllustra™, GE
Healthcare), sendo que as condi¢des utilizadas na amplificacdo dos diversos fragmentos em estudo
encontram-se descritas no anexo 4 (Tabela 1).

Para além das amostras a amplificar, realizou-se simultaneamente um controlo negativo para
cada reacc¢do de PCR, de modo a garantir a inexisténcia de qualquer contaminac¢do. Este controlo foi
sujeito as mesmas condi¢des de PCR, continha a mesma mistura reaccional, mas em lugar do DNA
genomico foi adicionado 1ul de agua bidestilada.

As reaccbes de PCR foram colocadas num termociclador de acordo com o0s programas

descritos no anexo 4.

2.3.2.1. Controlo da eficiéncia dos produtos amplificados por

electroforese em gel de agarose

De modo a verificar a eficiéncia da reaccdo de PCR, efectuou-se o controlo desta através da
realizacdo de uma electroforese em gel de agarose 2% (p/v), o qual permite a separacao de
fragmentos de DNA de acordo com o seu peso molecular por aplicagdo de um campo eléctrico.

Para o controlo da eficiéncia da optimizacdo das reaccdes de PCR, adicionou-se ao volume
total da reaccéo (12,5ul) 3ul de solugdo de deposicdo (Orange G 5x), enquanto no caso das amostras
a analisar utilizou-se 3ul do produto de PCR ao qual se adicionou 7ul de solucdo de deposi¢céo
(Orange G 1x). As amostras foram aplicadas no gel juntamente com o marcador de peso molecular

GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, EUA), de modo a se verificar se o tamanho da
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banda observada correspondia ao peso molecular do produto de PCR esperado. A electroforese
realizou-se a uma voltagem constante de 140V durante, aproximadamente, 30 minutos.
Posteriormente, a visualizacdo das bandas dos produtos de PCR foi efectuada num transiluminador
com um sistema de imagem acoplado (BioDocAnalyze, Biometra, Alemanha) sob radiacdo UV.

A preparacéo de todas as solucdes utilizadas nesta técnica encontra-se descrita no anexo 2.

2.4. Sequenciacdo Automaética

A sequenciacdo automatica € um método que se baseia no método de Sanger, também
conhecido por método de terminacao de cadeias, o qual permite determinar a sequéncia exacta do
fragmento de DNA (Sanger et al., 1977).

Esta técnica envolve a sintese de novo de uma série de cadeias simples de DNA, que
possuem nucleétidos marcados numa das extremidades e que diferem entre si apenas por um
nucleétido, usando como molde o fragmento de DNA que se quer sequenciar. A sintese das cadeias
inicia-se por um primer (forward ou reverse) e termina por incorporagdo de nucleétidos terminadores.
Estas moléculas sao derivadas de desoxinucleétidos (ANTPs) mas ndo possuem o grupo hidroxilo na
posicao 3’ da desoxirribose (2°,3"-didesoxinucledtidos trifosfatos - ddNTPSs) e, por isso, impedem as
ligacdes fosfodiéster ao DNA. Consequentemente, termina a incorporacdo de nucleétidos a cadeia de
DNA que estd a ser sintetizada pela DNA polimerase, 0 que resulta na formagdo de uma cadeia
truncada.

Durante a electroforese capilar, os fragmentos de DNA sintetizados sédo separados de acordo
com o seu tamanho (em pb) e quando o laser incide sobre estes, é emitido um sinal correspondente
ao ddNTP incorporado (cada nucleétido esta marcado com um fluorocromo de cor diferente) em cada
uma das cadeias de DNA truncadas, o qual ao ser detectado pelo detector de fluorescéncia, vai
permitir a identificar toda a sequéncia de bases (Lodish et al., 2004).

Esta informacé@o € depois transformada, por um software, num electroforetograma, no qual

cada pico corresponde a um nucleétido, sendo possivel determinar a sequéncia do DNA de interesse.

2.4.1. Purificagcdo enzimética dos produtos da reac¢cdo de PCR

A preparacgdo das amostras para a sequenciacdo € um passo extremamente importante, para a
eficiente leitura das sequéncias. Por este motivo, antes da realizacdo da reaccdo de sequenciacdo
submeteu-se cada produto de PCR a uma purificacdo enzimatica, para eliminar a quantidade de
primers que ndo hibridaram e outros reagentes da mistura reaccional que possam interferir na
reaccao de sequenciacao.

Para a purificacdo, preparou-se, em gelo, uma mistura reaccional para cada amostra, com 1pl
de FastAP - Thermosensitive Alkaline Phosphatase (1U/ul Thermo Scientific, E.U.A.) a qual catalisa a
remocao dos grupos fosfato do DNA e 0,5ul de Exo | — Exonuclease | (20U/ul Thermo Scientific,
E.U.A.) de modo a degradar o DNA em cadeia simples e agitou-se em vértex. Em seguida, distribuiu-

se 1,5ul da mistura reaccional por cada tubo tipo eppendorf de 0,2ml e colocaram-se as amostras
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num termociclador para uma incubagdo a 37°C durante 15 minutos seguida da inactivacdo das
enzimas a 85°C durante 15 minutos. ApOs a purificacdo, as amostras podem ser utilizadas de
imediato ou armazenadas a -20°C.

2.4.2. Reaccao de Sequenciacao

A reacc¢do de sequenciacao foi efectuada em duplicado para cada amostra, de modo a que fosse
possivel determinar a sequéncia nucleotidica em ambas as cadeias. Assim, prepararam-se, em tubos
tipo eppendorf de 0,2ml, duas misturas reaccionais para cada fragmento a sequenciar (uma com o
primer forward e outra com o primer reverse) para um volume final de 20ul com os seguintes
componentes: uma quantidade variavel de DNA gendmico purificado (dependente da intensidade da
banda obtida na electroforese em gel de agarose de 2% (p/v) como descrito no ponto 2.3.3.1.); 2ul de
solucdo tamponada de sequenciacdo Buffer Sequencing 5x, BigDye™ Terminator v1.1 (Applied
Biosystems); 2ul do respectivo primer (5 ou 3’) (1,6pmol/ul) do fragmento a analisar; quantidade
variavel da mistura reaccional de sequenciacdo BigDye™ Terminator v1.1 (Applied Biosystems)
(dependente do tamanho em pb de cada fragmento e da intensidade da banda obtida na
electroforese em gel de agarose de 2% (p/v) e agua bidestilada para perfazer o volume total. Por fim,
colocaram-se os tubos num termociclador Veriti (Applied Biosystems) e iniciou-se a reac¢do de
sequenciacao utilizando o programa referido na tabela 2.1..

ApOs a reacgdo de sequenciagdo, armazenaram-se 0s tubos a 4°C até posterior utilizagédo
(periodo méaximo de 24h). A temperatura de hibridacdo é igual & utilizada na reacgdo de PCR,
excepto quando esta é superior a 60°C, nesses caso realiza-se esta etapa a 59,5°C, uma vez que
neste programa a extensao ocorre a 60°C.

Tabela 2.1. Programa utilizado para a reaccdo de sequenciacdo no termociclador Veriti (Applied

Biosystems).

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacéo inicial 96°C 5 minutos 1
Desnaturacéo 95°C 10 segundos
Hibridacao Variavel- até 59,5°C 5 segundos 25
Extenséo 60°C 4 minutos
Pausa 4°C 0 -

2.4.3. Precipitacdo e purificacdo dos produtos da reaccdo de

sequenciacao

ApOs a reaccgdo de sequenciacao foi necessario purificar os produtos da reaccao, de modo a
remover ddNTPs nd&o-incorporados assim como vestigios dos restantes reagentes utilizados na

reaccdo e precipitar o DNA. Para tal, seguiu-se o protocolo Etanol/EDTA/Acetato de Sdédio
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recomendado pelo kit de sequenciacdo BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems) (ver anexo 5).

A cada produto de reaccéo, adicionou-se uma mistura reaccional contendo: EDTA — quelata os
ibes de magnésio que estdo na reaccao; acetato de sddio — neutraliza as cargas dos acidos nucleicos
e etanol absoluto — juntamente com o acetato de sédio promove a precipitacdo do DNA,; e incubou-se
a temperatura ambiente. Em seguida centrifugaram-se os tubos, descartou-se o sobrenadante e
lavou-se o pellet de DNA com etanol 70% (v/v), para remover o excesso de sais. Centrifugou-se
novamente, retirou-se completamente o sobrenadante e secou-se o pellet de DNA a 37°C. Por fim,

armazenaram-se 0s tubos a 4°C até se proceder a electroforese capilar.

2.4.4. Preparacdo das amostras para a electroforese capilar

De modo a preparar as amostras para a electroforese capilar, ressuspenderam-se os pellets de
DNA em 17ul de formamida Hi-Di (Applied Biosystems) (agente desnaturante), agitaram-se os tubos
em vortex e transferiu-se todo o conteldo para tubos ou para uma placa de 96 pocos (Platemax,
Axygen, EUA) apropriados para o sequenciador automatico ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) ou ABI Prism™ 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), respectivamente.
Em seguida, desnaturaram-se as amostras num termociclador a 95°C durante, pelo menos, 5 minutos
e colocaram-se em gelo entre 2 a 3 minutos. No caso da placa de 96 pocos, foi em seguida,
centrifugada a 1200 rpm durante 2 minutos.

Por fim, colocaram-se as amostras no sequenciador automatico ABI Prism™ 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) ou no ABI Prism™ 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). No
sequenciador, cada amostra foi submetida a uma electroforese capilar durante, aproximadamente, 20
minutos a 50°C, a uma voltagem constante de 15KV (ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer) ou 13,2KV
(ABI Prism™ 3130 Genetic Analyzer).

2.4.5. Analise de Resultados

A sequéncia de DNA de cada uma das amostras foi obtida recorrendo ao software Sequencing
Analysis 3.4.1 (Applied Biosystems), que converte os sinais de fluorescéncia em electroforetogramas.
As sequéncias foram lidas manualmente, por compara¢do com as sequéncias de DNA referéncia

(base de dados Ensembl), de modo a identificar qualquer possivel alteracéo.

2.5. Denaturating Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)

A técnica Denaturating Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) ou electroforese em gel de
poliacrilamida com gradiente desnaturante baseia-se na migracdo de moléculas de DNA em cadeia

dupla ao longo de géis de poliacrilamida, os quais contém agentes desnaturantes (formamida e ureia)
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em concentragdes crescentes. Este método permite detectar com grande sensibilidade e eficacia
mutacdes pontuais na sequéncia de DNA (Fodde e Losekoot, 1994).

Um parametro bastante importante nesta metodologia é a temperatura de melting (Tm), que se
define por ser a temperatura a qual cada base da molécula de DNA esta em perfeito equilibrio entre o
estado helicoidal e o estado desnaturado, isto é, quando a cadeia dupla de DNA estd meio
desnaturada. Assim, num fragmento de DNA podem existir varias regides com diferentes
temperaturas de melting, designadas por dominios de desnaturacdo, os quais podem variar entre 50
a 300pb. Quando a molécula de DNA migra ao longo do gel de poliacrilamida com gradiente
desnaturante, os seus dominios de desnaturagdo vdo sendo progressivamente desnaturados em
cadeia simples. Este fendmeno depende da estabilidade da dupla hélice, a qual é determinada pela
composicdo da sequéncia em guaninas e citosinas e pela interaccdo entre pares de bases
adjacentes.

Em individuos heterozigotos, durante a amplificacdo por PCR do fragmento de interesse, a
desnaturacdo e a renaturacdo continua das cadeias de DNA resulta na formacdo de moléculas
homoduplex (emparelhamento de duas cadeias simples de DNA normais ou mutadas) e heteroduplex
(emparelhamento entre uma das cadeias simples de DNA normal e uma mutada). Assim, quando
esse fragmento de DNA atinge uma determinada posi¢cdo ao longo do gradiente desnaturante, que
iguala @ Tm do seu dominio de desnaturagdo mais baixo, ocorre uma desnaturacdo parcial e,
consequentemente, uma diminuicdo na mobilidade do fragmento. Desta forma, os fragmentos de
DNA, que diferem apenas num unico nucleétido no seu dominio de desnaturagdo mais baixo, podem
ser distinguidos, uma vez que a sua desnaturagdo e, consequente, retardacdo na mobilidade
electroforética ocorrem em posicfes diferentes no gel. Visto que a migracdo dos heteroduplex € mais
lenta, aparecem duas bandas adicionais no gel de gradiente desnaturante, facilitando a detec¢éo de
mutacdes.

Inicialmente, ndo era possivel identificar os individuos heterozigéticos quando a substitui¢cdo
nucleotidica num determinado fragmento de DNA se encontrava no dominio de desnaturagdo com
Tm mais elevado, pois ocorria a dissociagcdo completa das cadeias de DNA e era perdida a
capacidade de migracdo dependente da sequéncia. De modo a resolver este problema, um dos
primers contém um dominio termoestavel rico em GC, denominado por GC-clamp, o qual possui um
elevada Tm, evitando a completa desnaturacdo da molécula e permitindo a detec¢cdo de alteracdes
nucleotidicas em todos os dominios de desnaturacéo.

A capacidade de separacdo entre as cadeias homoduplex e heteroduplex é dependente do
gradiente do gel e do tempo da electroforese. Como primeira tentativa, os géis foram realizados com
uma diferenca de percentagem de agentes desnaturantes de 30-70% (v/v) desde a base do gel até
ao topo e submetidos a uma electroforese de 4 horas, de modo a identificar em que intervalo de
percentagem ocorria a separacéo destas cadeias para cada exdo em estudo. A temperatura a que se
realizou a electroforese, 60°C, foi determinada empiricamente de modo a exceder a temperatura de
desnaturacdo de um fragmento de DNA rico em adeninas e timinas, na auséncia de agentes

desnaturantes.
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Neste projecto, a técnica de DGGE foi utilizada como pré-screening de mutacfes pontuais para
alguns exdes do gene TCF7L2, pois apos optimizacdo é mais facil e rentavel determinar em qual das
amostras de DNA se encontra a alteracao e, posteriormente, sequenciar apenas essas para confirmar
e caracterizar a mutacdo. A descricdo de todas as solucdes utilizadas para esta técnica encontra-se

no anexo 6.

2.5.1. Amplificacdo de alguns ex8es do gene TCF7L2 por reaccao de
PCR

A amplificacéo dos exdes 4, 7, 8, 9, 13 e 14 do gene TCF7L2 para posterior electroforese nos
géis de DGGE foi efectuada com o descrito no ponto 2.3.2. O programa utilizado neste PCR
encontra-se descrito no anexo 4 (ver tabela 4) e caracteriza-se por ter uma rampa de diminui¢do
gradual da temperatura apds a extenséo final (de 10 em 10°C), para maximizar a formacdo dos
heteroduplex entre as cadeias.

ApOs a reaccado de PCR, de modo a verificar a sua eficiéncia, as amostras foram controladas

em gel de agarose 2% (p/v), de acordo com o ponto 2.3.2.1..

2.5.2. Preparacao dos géis de poliacrilamida

Inicialmente limpou-se todo o material utilizado (vidros, espagadores e pentes) com etanol a
70% (v/v), colocaram-se os espacadores entre os vidros, ajustaram-se e colocaram-se as molas para
segurar os vidros. O molde foi colocado numa base apropriada para esta técnica e colocaram-se 0s
pentes.

Em seguida, aplicou-se no molde, com o auxilio de uma seringa, 2ml de solugao de acrilamida
a 80% (v/v) desnaturante, com 50ul de APS 10% (p/v) — agente polimerizante e 5ul de TEMED (Merk)
— catalisador da polimerizacdo (gel sealing), com a finalidade de evitar fugas do gel desnaturante que
se adiciona posteriormente.

Os gradientes foram formados, utilizando volumes varidveis de duas solugcbes de
poliacrilamida: uma solucdo 0% (v/v) em agentes desnaturantes e outra solu¢cdo 80% (v/v) em
agentes desnaturantes, sendo o volume final de cada gradiente de 10ml.

ApOs a polimerizacé@o do gel sealing, adicionou-se 152 ul de APS 10% (p/v) e 8,9 ul de TEMED
(Merk) a cada uma das solugdes com as diferentes concentracdes de agente desnaturante, agitou-se
rapidamente por inverséo e verteu-se cada solugdo num dos vasos comunicantes do “misturador de
gradientes”. Colocou-se, especificamente, a solugdo com maior concentracdo de agente desnaturante
no vaso por onde é efectuada a saida do gel para o molde, de modo a formar um gradiente de
concentracdo crescente, o qual é obtido por ac¢cdo da gravidade, sob agitacdo. Apés a deposicédo do
gel, deixou-se polimerizar durante, aproximadamente, 40 minutos.

Apos polimerizagéo, retiraram-se os pentes cuidadosamente e lavaram-se 0S po¢os com uma
solucao tamponada TAEL x, para retirar vestigios de solucdo de acrilamida que poderiam prejudicar a

deposicdo das amostras nos pogos.
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2.5.3. Preparacao das amostras para aplicar no gel de DGGE

A cada amostra, adicionou-se 3,7ul de solucdo de deposigcdo, a qual confere densidade as
amostras e permite controlar a migragdo das mesmas ao longo do gel durante a electroforese.

Para além das amostras a analisar, depositou-se simultaneamente um controlo positivo
(amostra heterozigética para uma mutacado conhecida) em cada gel, de modo a garantir que o
gradiente foi formado correctamente e para servir de comparacédo com as demais amostras, de modo
a identificar possiveis mutacdes nas amostras analisadas.

Por fim, preencheu-se, cuidadosamente, o restante volume dos pocos com solugéo tamponada

TAE 1x, de modo a ndo haver passagem das amostras para 0os po¢os adjacentes.

2.5.4. Electroforese dos géis de DGGE

A electroforese realizou-se numa tina vertical, contendo TAE 1x, sob agitacdo, com uma
voltagem de 180V durante 4 horas a 60°C (& tina esta acoplado um sistema de recirculagdo de agua

constituido por um banho com temperatura controlada).

2.5.5. Analise dos géis de DGGE

Apb6s a electroforese, retirou-se cuidadosamente as molas e colocou-se o gel (sob um dos
vidros) a corar num recipiente com solugdo de brometo de etideo (10mg/ml, Invitrogen) durante,
aproximadamente 10 minutos. Em seguida, o gel foi lavado com agua para tirar o excesso de
brometo de etideo e soltar o gel do vidro. Por fim, colocou-se o gel num transiluminador, que contém
uma camara fotografica e um sistema informatico acoplado (BioDocAnalyse, Biometra), no qual se
observou os padrées das amostras de DNA quando expostas a radiagdo UV e por comparagdo com o
controlo positivo, determinou-se quais as amostras que poderiam ter possivelmente uma alteracao.

As amostras, em que se detectaram alteracGes nos géis de DGGE, foram analisadas por
sequenciacdo automatica, tendo sido novamente amplificadas por PCR, com as condi¢des descritas
no ponto 2.3.2.. (ver anexo 3 e anexo 4 — tabela 3), e sequenciadas de acordo com o ponto 2.4., para

confirmacéo do resultado e caracterizagdo da mutacdo detectada.

2.6. Anélise da mutacdo frameshift no exdo 17 no gene TCF7L2

utilizando o software GeneScan

2.6.1. Amplificagdo do fragmento 17A por PCR

A amplificacdo do fragmento 17A do gene TCF7L2 foi efectuada de acordo com o descrito no
ponto 2.3.2., tendo sido utilizado o programa que se encontra descrito no anexo 4 (ver tabela 2). Apés
a reaccado de PCR, foi efectuado o controlo das amostras em gel de agarose 2% (p/v), de acordo com

0 ponto 2.3.2.1, de modo a verificar a sua eficiéncia.
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2.6.2. Preparagcdo das amostras para a electroforese capilar,

utilizando o software GeneScan

Para tal, preparou-se, por amostra, uma mistura reaccional com 14,5ul de formamida Hi-Di
(Applied Biosystems) (agente desnaturante) e 0,5ul de marcador de peso molecular de GeneScan™
TAMRA 500™ Size Standard (Applied Biosystems), que permite identificar o peso molecular da
amostra, tendo como base pesos moleculares conhecidos. Distribui-se 15ul por cada tubo e
adicionou-se 0,5ul de uma diluicdo do produto de PCR correspondente, a qual foi efectuada como
base na intensidade das bandas obtidas na electroforese em gel de agarose 2% (p/v). Para esta
analise, foi também incluido um controlo positivo (amostra com a mutacao frameshift no exdo 17) e
um controlo normal (amostra sem a mutacao frameshift) para posterior comparacédo do padrdo com
os resultados das amostras em estudo. As amostras foram desnaturadas num termociclador Biometra
(Alfagene), durante cerca de 5 minutos a 95°C, e colocadas de imediato em gelo.

Por ultimo, realizou-se a electroforese capilar no sequenciador automatico ABI Prism™ 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems), a uma temperatura de 60°C com uma voltagem de 15KV e

durante 21 minutos para cada amostra.

2.6.3. Analise de resultados

Os resultados foram obtidos utilizando o software GeneScan, versdao 3.1.2 (Applied
Biosystems), sob a forma de electroforetograma. Este software fornece, entre outros parametros, os
valores correspondentes ao tamanho molecular dos picos do fragmento analisado, sendo assim
possivel inferir o resultado das amostras em estudo por comparagcdo com os controlos (o controlo
normal apresenta um pico aos 175pb, enquanto o controlo positivo apresenta um pico com peso

molecular inferior).

2.7. Andlise in silico das muta¢cdes somaéaticas identificadas

De modo a avaliar a eventual patogenicidade das mutacdes detectadas, realizou-se uma
andlise in silico, recorrendo a utilizagéo de dois softwares: Variant Effect Predictor (VEP) (McLaren et
al., 2010) e Mutation Taster (Schwarz et al., 2010). O software VEP permite obter a previsdo dos
efeitos das variantes introduzidas em transcritos, sequéncias de aminoacidos e regides reguladoras.
Este software também fornece a informacdo do Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT) (Ng e
Henikoff, 2003), o qual prevé se uma substituicdo de aminoécido ird afectar a fungdo da proteina,
baseado na homologia da sequéncia e propriedades fisicas dos aminoacidos; e do Polyphen
(Adzhubei et al., 2010), o qual prevé o possivel impacto de uma substituicdo de um aminoacido na
estrutura e fungdo da proteina, pela anélise comparativa e fisica. O software Mutation Taster avalia o
potencial da alteracdo mutacional causar doenga, com base na conservagéo evolutiva, alteracao de
locais de splicing ou a factores de transcrigcdo, perdas de fun¢des da proteina e alteracdes do local de

modificacao de histonas.
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2.8. Analise de perda de heterozigotia

A andlise de perda de heterozigotia (LOH) foi efectuada em 21 amostras de DNA tumoral e
respectiva mucosa normal.

Os marcadores de microssatélites utilizados foram seleccionados de acordo com os seguintes
critérios: a sua localizagcao na regido de interesse, a percentagem de heterozigotia (de preferéncia
superior a 70%) e o tamanho do produto amplificado (n&o deve ser superior a 200pb, uma vez que a
maioria das amostras de DNA foram extraidas a partir tecido incluido em parafina, encontrando-se
bastante fragmentado).

Neste estudo, utilizaram-se trés marcadores de microssatélites: D10S1269, D10S168 e
D10S562, sendo que o marcador D10S168 localiza-se no intrdo 4 do gene TCF7L2 e é flanqueado a
montante e a jusante pelos demais marcadores. A caracterizacdo dos marcadores de microssatélites

encontra-se descrita no anexo 7.

2.8.1. Amplificacdo dos marcadores de microssatélites por PCR para

analise de LOH

A amplificacdo dos marcadores de microssatélites foi efectuada pela técnica de PCR para
amostras de DNA tumoral (a partir de tecido incluido em parafina ou congelado) e respectivo DNA
normal (a partir de tecido incluido em parafina, congelado ou sangue periférico) em simultédneo (ver
anexo 7 - Tabela 3 e 4). O controlo da eficiéncia da reac¢éo de PCR foi efectuado por electroforese

em gel de agarose 2% (p/v), tal como descrito no ponto 2.3.2.1.

2.8.2. Preparagadao das amostras para a electroforese capilar,

utilizando o software GeneScan

A andlise de LOH efectuou-se por electroforese capilar no sequenciador automatico ABI
Prism™ 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), tendo-se preparado as amostras de acordo com

0 descrito no ponto 2.6.2.

2.8.3. Andalise de resultados

Os resultados foram obtidos utilizando o software GeneScan, versdo 3.1.2 (Applied
Biosystems), sob a forma de electroforectograma. Este software fornece informacdo relativa ao
tamanho molecular (em pb) e as areas dos picos das amostras em estudo, 0s quais correspondem
aos alelos das amostras de DNA tumoral e normal. Desta forma, o calculo da perda de heterozigotia
foi efectuado com base na formula 2.3, utilizando os valores correspondentes as areas dos picos
respeitantes aos alelos da amostra de DNA de mucosa normal e tumoral. Segundo esta férmula,

todos os valores inferiores a 0,67 (indicativo de perda do alelo de menor peso molecular) ou
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superiores a 1,5 (indicativo de perda do alelo de maior peso molecular) sdo indicativos de LOH para

um determinado marcador de microssatélite.

AN2/AN1

~ AT2/AT1
Formula 2.3 - Expressdo matematica que permite calcular a perda de heterozigotia.
Na formula apresentada:
AN1 — area do pico respeitante ao alelo de menor peso molecular da amostra de DNA normal;
AN2 — area do pico respeitante ao alelo de maior peso molecular da amostra de DNA normal;
AT1 — area do pico respeitante ao alelo de menor peso molecular da amostra de DNA tumoral;
AT2 — area do pico respeitante ao alelo de maior peso molecular da amostra de DNA tumoral.

Nos casos em que o individuo era homozig6tico para o marcador de microssatélites ou em que
o DNA tumoral apresentava instabilidade de microssatélites ndo se pbde avaliar a perda de

heterozigotia.

2.9. Andlise de metilagcdo e copy number pela técnica de MS-MLPA

A técnica de MS-MLPA (Methylation-Specific Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
(Nygren, 2005) permite analisar as alteragdes no nimero de copias (copy number) e o padrdo de
metilacdo de amostras de DNA numa Unica reac¢do de PCR em multiplex, utilizando um anico par de
primers, 0 que torna o método bastante robusto. Cada reac¢cdo de MS-MLPA resulta num conjunto
Unico de fragmentos de PCR entre 65-500 nt, os quais sdo separados por electroforese capilar.

Esta técnica baseia-se na hibridacdo de sondas com o DNA alvo, sendo que algumas dessas
contém um local de reconhecimento (CpG) para a enzima de restricdo sensivel a metilagao Hhal, o
que torna possivel a discriminacdo entre as sequéncias metiladas e ndo metiladas. Apés a hibridacdo
das sondas (constituidas por dois oligonucleétidos adjacentes) com o DNA, a reaccao € dividida em
duas partes iguais, sendo que numa parte ocorre apenas a ligacao destas (andlise de copy-number)
enquanto na outra € efectuada a ligacao das sondas e também a digestdo com esta enzima (analise

de metilagéo) (Figura 2.1.).

Figura 2.1. Esquema representativo de uma reacgdo de MS-MLPA (adaptado do protocolo MS-MLPA®Two-Tube Protocol
(MRC-Holland). Legenda: A - Desnaturagdo da cadeia dupla de DNA; B - Hibridacdo das sondas; C - Ligagdo; D - ligacédo e
Digestéo;E - Amplificac8o das sondas por PCR.
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Quando a sequéncia esta metilada, o grupo metil impede a digestdo da sonda pela
endonuclease e esta é amplificada por PCR, o0 mesmo ndo acontecendo se o DNA ndo se encontrar
metilado, uma vez que a sonda é digerida e nado ocorre amplificacdo deste fragmento.
Consequentemente, apds a electroforese capilar s6 os fragmentos amplificados serdo visualizados no
electroforetograma, sob a forma de um pico.

Enquanto na andlise de metilacdo, a amostra é comparada entre si (parte da reaccao sujeita a
digestéo vs nédo digerida), na andlise de copy-number é necessario incluir amostras normais (de cada
um dos tipos de tecido: incluido em parafina, congelado ou sangue, consoante o tipo de tecido que se
esta a analisar) que funcionam como referéncia para a normalizacdo dos resultados e permitem
detectar alteracBes no nimero de cépias das amostras em estudo.

Para a analise de alteragBes de copy-number e de metilagdo no gene TCF7L2 foi utilizada uma
mix de sondas sintéticas especificas para a regido upstream do gene e exdo 1 e para algumas
regides com elevado contetido em GC potencialmente relevantes (4 localizam-se na potencial regido
promotora, 2 nos exdes — exfes 1 e 14 e 3 em intrdes (intrdes 2, 5 e 16). Estas sondas tinham sido
previamente desenhadas pelo grupo de Gastrenterologia da Unidade de Investigacdo de Patobiologia
Molecular (UIPM). A esta mix foi adicionada uma mix comercial de sondas referéncia localizadas
noutras regiées cromossémicas essenciais para a analise e normalizacdo dos resultados (P200-
MRC-Holland).

P0.2 P11 P12 P13 Exdol Intrdo 2.2 Intrdo 4 Intréo 5 Exdo 14 Intrdo 16

~I—|—|—| F_xz”io1| — Ex#o2 '—I—' Exdo 4 + Exdo 5 —I— Exﬁo|14 — Exﬁo15—'Exﬁo16'—|— Exao 17-

Figura 2.2. Esquema da localizagdo das sondas MS-MLPA no gene TCF7L2. As barras pretas representam a localizagdo das
sondas.

2.9.1. Preparacao das amostras

Para esta analise, foi efectuada nova quantificacdo dos DNA extraidos a partir de tecido incluido
em parafina e dos DNA extraidos a partir de tecido congelado, como descrito nos pontos 2.1.1.1. e
2.1.2.1., respectivamente, para confirmagdo da sua concentragdo, uma vez que algumas das
amostras sao bastante antigas e é necessério uma quantidade exacta de cada uma, a qual depende
do tipo de conservacdo do material bioldgico.

Em seguida, as amostras de DNA foram diluidas para um volume final de 6ul em TE pH8
(Citogene, Portugal), sendo que das amostras extraidas a partir de tecido incluido em parafina foi
utilizada uma quantidade de, aproximadamente, 450ng e nas amostras de tecido congelado e sangue

utilizaram-se, aproximadamente, 270ng.

2.9.2. Reaccado de MS-MLPA

O protocolo de MS-MLPA é constituido por trés etapas: desnaturacdo do DNA e hibridacao das

sondas; reacc¢do de ligacdo e digestdo e reaccédo de PCR, tendo sido utilizado neste estudo o MS-
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MLPA®Two-Tube Protocol (MRC-Holland), segundo as indicacées do fabricante. Todos os reagentes
utilizados neste protocolo pertencem ao SALSA MLPA EK1 reagent kit (MRC-Holland) a excepcéo da
enzima de restrigdo Hhal (Promega).

Desnaturacdo do DNA e hibridacdo das sondas

As amostras, diluidas anteriormente, foram desnaturadas num termociclador Veriti (Applied
Biosystems) durante 10 minutos a 98°C. Em seguida, e apds a temperatura diminuir para os 25°C,
retiram-se os tubos do termociclador e transferiu-se 5ul para novos tubos tipo eppendorf de 0,2ml. A
temperatura ambiente, adicionou-se 3ul de uma mistura reaccional contendo 1,5ul de MLPA buffer,
1ul de Probemix P200 (MRC-Holland) e 0,5ul de Synthetic probemix (contendo as sondas especificas
para o gene TCF7L2) a cada tubo. Posteriormente, incubaram-se os tubos durante 1 minuto a 95°C
seguindo-se de pelo menos 16 horas (méximo 20 horas) a 60°C, para a hibridagao das sondas com o
DNA-alvo.

Reaccao de ligacao e digestao

A temperatura ambiente, adicionou-se 10ul de uma mistura reaccional contendo 3pl de Ligase-
buffer A com 10ul de agua bidestilada, em cada tubo e ressupendeu-se. Em seguida, transferiu-se
10ul para um segundo conjunto de tubos e incubaram-se ambos os conjuntos de tubos a 49°C
durante, pelo menos, um minuto no termociclador. Ao fim desse periodo, & mesma temperatura,
adicionou-se no primeiro conjunto de tubos (amostras que serdo submetidas apenas a ligagdo -
andlise de copy-number) 10yl de uma mistura reaccional composta por 8,25ul de agua bidestilada,
1,54l de Ligase-65 buffer B e 0,25ul de Ligase-65 enzyme e no segundo conjunto de tubos (amostras
gue serdo submetidas a ligacéo e digestdo — analise de metilagédo) adicionou-se 10ul de uma mistura
reaccional contendo 7,75ul de agua bidestilada, 1,5ul de Ligase-65 buffer B, 0,25ul de Ligase 65
enzyme e 0,5yl da enzima de restricdo Hhal. Posteriormente incubaram-se os tubos durante 30

minutos a 49°C, seguido de 5 minutos a 98°C para inactivacao das enzimas.

Reaccdo de PCR

Retiraram-se os tubos do termociclador e transferiu-se 5ul da reacc¢ao para dois novos conjuntos

de tubos tipo eppendorf de 0,2ml. Nos novos tubos, adicionou-se 15ul de uma mistura reaccional
composta por 13pl de agua bidestilada e 2ul de SALSA PCR buffer e colocaram-se os tubos em gelo.
Por fim, adicionou-se a cada tubo 5ul de uma mistura reaccional contendo 2,75ul de agua bidestilada,
1ul de SALSA PCR-primers, 1yl de SALSA Enzyme dilution buffer e 0,25ul de SALSA Polymerase,
colocaram-se os tubos no termociclador pré-aquecido a 72°C e iniciou-se de imediato a reaccao de

PCR, com o programa descrito na tabela 2.2.

Tabela 2.2 Programa utilizado para a amplificacdo das sondas de MS-MLPA por reaccédo de PCR.

Temperatura Tempo Ciclos
95°C 30 segundos
60°C 30 segundos 35
72°C 60 segundos
72°C 20 minutos 1
15°C o -
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2.9.3. Preparacdo das amostras para analise de MS-MLPA pelo

software GeneMapper

Para a preparacéo das amostras para a electroforese capilar, a eficiéncia da reaccdo de PCR
foi verificada por electroforese em gel de agarose 2% (p/v) (ver ponto 2.3.2.1.) e observou-se a
intensidade das bandas obtidas de modo a determinar a diluicdo do produto de PCR necesséria para
a andlise pelo software GeneMapper versao 4.1 (Applied Biosystems).

Em seguida, preparou-se uma mistura reaccional com 9ul de formamida Hi-Di (Applied
Biosystems) e 0,2ul de marcador de peso molecular GeneScan™ LIZ 500™ Size Standard (Applied
Biosystems), que permite identificar o peso molecular da amostra, tendo como base pesos
moleculares conhecidos. Distribuiu-se 9,2ul por cada poco de uma placa de 96 pocos e adicionou-se,
de um modo geral, 1ul do produto de PCR correspondente (algumas das amostras tiveram de ser
diluidas de modo a nado se atingir o valor maximo de detecc¢do de fluorescéncia estipulado para o
sequenciador automatico utilizado). Para além das amostras em estudo, prepararam-se, do mesmo
modo, 3 amostras normais de referéncia. Estas sdo derivadas de individuos saudaveis (sangue) ou
de mucosas normais de individuos afectados com CCR, mas com um copy number e perfil de
metilacdo normais para as regides de interesse. Em seguida, desnaturou-se a placa num
termociclador Biometra durante 5 minutos a 95°C, colocou-se a placa em gelo durante 2 minutos e
centrifugou-se a 1200 rpm durante 2 minutos. Por fim, colocou-se a placa no sequenciador
automatico ABI Prism™ 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), para realizar a electroforese
capilar com uma voltagem de 13KV e durante 24 minutos para cada amostra, para a separacdo dos

fragmentos amplificados por PCR de acordo com o seu peso molecular.

2.9.4. Analise de Resultados

Os resultados foram obtidos sob a forma de electroforetogramas e a andlise dos resultados foi
realizado recorrendo ao software Coffalyser.Net (MRC-Holland, Holanda) (Coffa e van den Berg,
2011), o qual efectua a normalizacdo entre as amostras em estudo e as referéncia mas também, em
cada amostra, entre as sondas especificas do gene em estudo e as sondas referéncia. Os valores
obtidos para o copy number (incluindo o desvio padrdo) foram interpretados como normais se se
situavam entre 0,71-1,29, como perda do namero de cépias se inferiores a 0,71 e como ganho de

copia do material genético se superiores a 1,29.

2.10. Analise dos niveis de expressao por PCR quantitativo em tempo
real (QPCR)

O PCR quantitativo (QPCR) permite quantificar os niveis de expressao de um determinado
gene. Esta técnica utiliza moléculas reporter fluorescentes para monitorizar a quantidade de produto

amplificado em cada ciclo da reaccdo de PCR (Holland et. al., 1991), podendo tratar-se de sondas
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especificas ou corantes intercalantes. Neste projecto foram utilizados os dois métodos de detecgéo
dos produtos de PCR (TagMan® e SYBR Green®).

O método TaqMan® utiliza uma sonda constituida por uma molécula reporter fluorescente na
extremidade 5 e uma molécula quencher na extremidade 3. Enquanto a sonda esta intacta, a
proximidade do quencher diminui a fluorescéncia emitida pelo reporter, quando a sequéncia-alvo esta
presente na amostra em estudo, a sonda liga-se e é clivada pela polimerase a medida que ocorre a
extensdo do primer. A clivagem da sonda provoca a separacdo entre o reporter e o quencher,
aumentando o sinal de fluorescéncia do reporter a cada nova cadeia sintetizada (Figura 2.3.-1).

O fluorocromo SYBR Green®, por sua vez, intercala-se na cadeia dupla de DNA e aquando da
amplificacdo da regido de interesse, liga-se as novas copias de DNA em cadeia dupla, resultando
num aumento exponencial na intensidade da fluorescéncia observada (Figura 2.3.-2).

Em ambos os métodos, o aumento da intensidade da fluorescéncia é directamente proporcional a

quantidade de produto de PCR produzido.
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Figura 2.3- Sistema representativo do método gPCR. 1 — Sistema representativo do método Tagman: 1A — Sonda
TagMan com as moléculas reporter e quencher nas extremidades 5 e 3’, respectivamente; 1B — A sonda esta intacta
e o reporter ndo emite fluorescéncia; 1C — Durante cada ciclo, a DNA polimerase cliva o reporter da sonda; 1D —
Separagdo do quencher e emissdo de fluorescéncia pelo reporter. 2 - Sistema representativo do método SYBR
Green: 2A — SYBR Greem ligado & dupla cadeia de DNA, emitindo fluorescéncia; 2B — Quando o DNA é
desnaturado, o SYBR Green liberta-se da molécula de DNA, diminuindo a fluorescéncia; 2C — Formacéo de produtos
de PCR durante a extensdo; 2D — No final da polimerizacdo, o SYBR Green liga-se a nova cadeia dupla de DNA,
originando o aumento de fluorescéncia (adaptado de http://www.biosyn.com/tew/tagman-vs-sybr-green-
chemistries.aspx).

Durante os primeiros ciclos de PCR, o sinal de fluorescéncia emitido (TagMan® e SYBR Green®)
€ normalmente muito fraco para se registar acima da linha de base (normalmente definida entre 0 3° e
0 15° ciclos), sendo que o ciclo em que este sinal transpde esta linha se designa por ciclo de
threshold (Ct).
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Esta técnica permite efectuar dois tipos de quantificacdo: uma quantificagdo absoluta ou uma
quantificacao relativa.

Na quantificacdo absoluta (método da curva-padrao), é seleccionada uma amostra que expressa
0 gene de interesse, para a construcdo de uma curva-padrao, ou seja, uma relacao linear entre o Ct e
o logaritmo da concentracdo da amostra padrdo. Esta curva é obtida através de diluicdes seriadas
desta amostra, a qual serve como referéncia para a extrapolacdo da concentracdo da amostra em
estudo. Nesta quantificacdo, também se amplifica em paralelo um controlo endégeno para cada
amostra.

Na quantificagdo relativa, é utilizada uma amostra referéncia, a qual funciona como calibrador,
ou seja, o valor de expressdo do gene de interesse nas amostras em estudo € obtido em relacéo ao
calibrador. Nesta quantificacéo, é necessario também amplificar em paralelo um controlo endégeno
para cada amostra, ou seja, um gene housekeeping (expresso de uma forma ubiqua em todas as

células). Neste trabalho apenas se efectuou quantificacao relativa.

2.10.1. SYBR Green®

O método do SYBR Green® foi utilizado para confirmar as alteracdes de copy number
detectadas pela técnica de MS-MLPA nos exdes 1, 4 e 14 e no intrdo 4 no gene TCF7L2, tendo-se
utilizado o gene SDHA housekeeping. Para além das amostras de DNA em estudo, amplificou-se
ainda trés amostras que ndo apresentavam as alteracBes de copy number que se pretendiam
analisar, de modo a servirem de controlo normal e um controlo negativo (sem DNA), para cada gene
em andlise. Para assegurar um maior rigor na quantificagdo realizaram-se triplicados de cada
amostra em estudo.

As reaccBes foram realizadas seguindo o protocolo — LightCycIer®480 SYBR Green | Master
(Roche, Applied Science) de acordo com o descrito pelo fabricante, mas com algumas alteragdes.
Assim, num placa de 96 pocos (LightCycIer® 480 Multiwell Plates 96, Roche Applied Science) em
gelo, distribuiu-se para cada gene, 13ul de uma mistura reaccional composta por 4ul de agua
bidestilada, 0,75ul de primer forward e reverse (5pmol/ul) e 7,5ul de LightCycIer® 480 SYBR Green |
Master, 2x concentrada (com fluoréforo SYBR Green |, dNTPs, FastStart Tag DNA Polimerase,
tampdo da reaccdo e MgCl,) (Roche, Applied Science) a qual se adicionou 2ul de DNA (10ng).
Centrifugou-se a 1200rpm durante 2 minutos e colocou-se a placa no LightCycIer® 480 Instrument I
(Roche Applied Science) iniciando-se o programa descrito no anexo 8 (ver tabela 1) e a analise dos
resultados foi realizada utilizando o software LightCycler® 480 SW 1.5 (Roche Applied Science).

As sequéncias dos primers utilizados encontram-se descritas no anexo 8 (ver tabela 2).

Calculou-se a eficiéncia das reac¢fes, uma vez que ndo era igual entre si, com base na
férmula 2.3. O declive foi obtido através da elaboragdo de uma recta de calibragcdo, ou seja, uma
relacdo linear entre o Ct de uma amostra e o logaritmo da concentragdo de cDNA dessa mesma
amostra. Esta curva foi construida a partir de uma diluigdo seriada da amostra, a qual atribuiu

diferentes valores de Ct, correspondentes a cada diluicdo. Posteriormente, com a eficiéncia de cada
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par de primers foi possivel quantificar as amostras a estudo utilizando a formula 2.4, na qual Egene aivo
¢ a eficiéncia do gene alvo, neste caso, 0 exdo que se pretende estudar; Egene referencia COIresponde a
eficiéncia do gene SDHA e AC, equivale a subtracdo da média dos AC, da amostra controlo com a

média dos ACt da amostra em analise, para os exdes correspondentes.

1
E = 10(_declive)

Formula 2.3. Expressdo matematica para calcular a eficiéncia da reacgéo.

' (Egene alVO)ACt(média do controlo—média da amostra)
ratio =

(Egene referéncia)ACt(média do controlo—média da amostra)

Formula 2.4. Expressdo matematica para determinar o copy number.

2.10.2. TagMan®

O método do TaqMan® foi utilizado para quantificar os niveis de expresséo de trés amostras de
cDNA (sintese descrita no ponto 2.10.2.1.) que apresentaram alterac6es de copy number (ganho do
exdo 1 e delecéo do intréo 4) no gene TCF7L2 pela técnica de MS-MLPA. Para tal, realizaram-se dois
ensaios, sendo que num deles se amplificou a regido correspondente ao exdo 3 e 4 e no outro se
amplificou a regido entre os exfes 10 e 11, tendo sido utilizado o gene B-actina como housekeeping.
Este Gltimo ensaio, permite realizar uma quantificagéo total da expressdo. Para além das amostras de
cDNA em estudo, amplificaram-se ainda duas amostras normais para o gene TCF7L2, para servirem
de controlo e um controlo negativo (sem cDNA) em cada um dos ensaios, para 0s quais foram
realizados triplicados para cada amostra.

A sonda para o gene TCF7L2 contém na sua extremidade 5 o fluor6foro FAM e a sonda do
gene B-actina contém o fluoréforo VIC.

As reaccbes foram realizadas seguindo o protocolo — TaqMan®UniversaI PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Roche), de acordo com o descrito pelo fabricante, mas com algumas alteracdes.
Assim, numa placa de 96 pocos (ABI PRISMTMOpticaI 96-Well Reaction Plate), em gelo, distribuiu-se
para cada ensaio 18,5ul de uma mistura reaccional contendo: 7,2ul de agua bidestilada, 1ul (Tagman
Gene Expression Assay 20x, Applied Biosystems) e 10ul de TaqMan®UniversaI PCR Master Mix, 2x
concentrada (com sonda TagMan® especifica para cada um dos ensaios, dNTPs, AmpliTag Gold
DNA Polimerase e tampédo da reaccdo) (Applied Biosystems, Roche) a qual se adicionou 1,5ul de
cDNA (=200ng). Centrifugou-se a 1200rpm durante 2 minutos e colocou-se a placa no 7900HT
Sequence Detection System (Applied Biosystems) iniciando-se o programa descrito no anexo 8 (ver

tabela 3), sendo a analise dos resultados efectuada pelo software SDS 2.4 (Applied Biosystems).

Ao contrario do ponto anterior, a eficiéncia das reac¢bes ndo foi calculada, uma vez que

apenas foram utilizados reagentes comerciais, assim, a eficiéncia é elevada e uniforme entre o gene
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em estudo e o gene housekeeping. Recorreu-se ao método 24!

para a quantificacdo das amostras.
Este método consiste na comparacdo dos valores C; das amostras com a média dos Ct de duas
amostras de referéncia. Os valores de Ct, quer da amostra em andlise quer da amostra referéncia,
foram normalizados em relagédo ao gene B-actina (housekeeping). Na formula 2.5., o AC; da amostra
€ o valor de C;para qualquer amostra normalizada (ao gene housekeeping) e o AC; referéncia é o

valor de Ct para as amostras de referéncia normalizadas (ao gene housekeeping).
ratio = 2~ (ACt amostra—ACt referéncia)

Formula 2.5. Expressdo matematica para a quantificagdo dos niveis de expresséo do gene em estudo.

2.10.2.1. Sintese de cDNA por transcricédo reversa seguida de PCR
(RT-PCR)

O RNA extraido a partir de linfécitos (ver ponto 2.2.1.4.) foi utilizado para a sintese de DNA
complementar de cadeia simples (cDNA), recorrendo a técnica RT-PCR. Esta técnica baseia-se numa
reacgdo de transcricdo reversa, na qual se utiliza primers aleatérios (random primers) que hibridam
com os diferentes MRNA e a sua extensdo é realizada pela enzima transcriptase reversa para a
sintese de cDNA de cadeia simples e, posteriormente converte o hibrido RNA-cDNA em moléculas de
cadeia dupla.

Para a sintese de cDNA, primeiramente, adicionou-se um volume varidvel de RNA de cada
amostra (correspondente a uma concentragdo final de 200ng de RNA), 0,5yl de hexédmeros de
primers (3ug/ul, Roche) — mistura de hexanucleétidos com terminacbes aleatdrias 5’ e 3° com grupo
hidroxilo, e agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC, Merck), que inactiva as enzimas RNase,
para um volume final de 7,75ul. Posteriormente incubou-se a 70°C durante 10 minutos no
termociclador Veriti (Applied Biosystems) e, depois colocou-se em gelo. De seguida, adicionou-se
12,25ul de uma mistura reaccional com 0,3ul de agua tratada com DEPC, 4ul de tampao 5x First-
Strand Buffer (Invitrogen), 4ul de dNTPs (25mM, lllustra™, GE Healthcare), 2ul de ditiotreitol (DTT)
(0,1M, Invitrogen) — estabilizador enzimatico e proteico; 0,75ul de RNaseOUT™ Recombinant
Ribonuclease Inhibitor (40U/ul, Invitrogen) — inibe as ribonucleases; 1pl de enzima transcriptase
reversa Superscript Il RT (200U/ul, Invitrogen) e 0,5ul de enzima single strand binding protein (SSB)
(4,47ug/ml, Promega) - liga-se as cadeias simples de RNA, evitando a sua hibridagdo prematura. Por
fim, realizou-se a reaccéo de transcricdo reversa num termociclador Veriti (Applied Biosystems). Os
tubos foram novamente colocados no termociclador Veriti (Applied Biosystems). Os tubos com cDNA
foram armazenados a -20°C. O programa utilizado para a sintese de cDNA encontra-se descrito na
Tabela 2.3..
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Tabela 2.3. Programa de RT-PCR utilizado na sintese de cDNA num termociclador Veriti (Applied
Biosystems).

Etapa Temperatura Tempo
Desnaturacdao inicial 70°C 10 minutos
¢ 15°C o
- 42°C 60 minutos
Reaccdo de RT-PCR 700C 15 minutos
15°C 0

Para além da utilizacdo do cDNA para o ensaio de quantificacdo de expressao, realizou-se em
uma das amostras a amplificacdo de cDNA por PCR dos exdes 2 ao 7 do gene TCF7L2 para verificar
a presenca de um transcrito aberrante. O controlo da eficiéncia do produto amplificado foi efectuado

em gel de agarose 2% (p/v), como descrito no ponto 2.3.2.1.

2.11. Anélise Estatistica

Em relacéo a andlise realizada em amostras de tumores do recto, recorreu-se ao teste de
Fisher para correlacionar os resultados obtidos com a resposta a quimioradioterapia pré-operatoria e
outras caracteristicas clinicas dos doentes. O valor de p inferior a 0,05 foi considerado com

significado estatistico.
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3. Resultados

3.1. Andlise de mutacbes somaticas no gene TCF7L2 em CCR

Dos 10 exfes a analisar foi optimizada a analise para 7 exdes e respectivas regioes
flanqueadoras do gene TCF7L2 (1, 4, 13, 14, 15, 16, 17), por individuo e por exao, cujos resultados
encontram-se no anexo 9. Foram detectadas 7 mutacdes somaticas no conjunto de amostras
analisadas (7/68 tumores; = 10%), com uma frequéncia, cada uma, entre 2% a 17%. (Tabela 3.1.).
Destas sete mutagfes, duas sdo mutactes frameshift pela delecdo de um nucleétido e as restantes
sdo mutacdes de substituicdo. N&do foram detectadas mutacdes nos exdes 1, 4 e 14, como também
nas respectivas regides intronicas flanqueadoras dos mesmos.

As mutacdes foram caracterizadas com base na sequéncia gendmica e utilizando varios
transcritos do gene TCF7L2, pois nao foi possivel seleccionar apenas um transcrito para caracterizar
as mutagbes, uma vez que o gene TCF7L2 tem diversos locais sujeitos a splicing, originando
diferentes transcritos que expressam alternadamente os exdes. Desta forma, ndo existe nenhum
transcrito completo (com os 17 exdes), descrito nas bases de dados (Ensembl -
http://www.ensembl.org/index.html;  NCBI - http://www.ncbi.nIm.nih.gov/), pelo que foram
seleccionados trés transcritos que continham a sequéncia de interesse e, preferencialmente, também
os exfes 4, 13, 14 e 17, por estarem associados a locais de splicing mais frequentes. Por este
motivo, recorreu-se a localizacdo das mutag¢des a nivel gendmico. Para a andlise das mutac¢des nos
exbes 13 e 17 foi utlizado o transcrito ENST00000355995 (HGNC -TCF7L2-203 - Ensembl)
(expressa todos os exdes excepto os exdes 15 e 0 16), para a analise do exdo 15 foi seleccionado o
transcrito ENST00000543371 (HGNC-TCF7L2-208- Ensembl) (expressa todos os exdes excepto 0s
exdes 13, 14 e 0 16) e para a localizagao da regido intrénica do exdo 16 foi seleccionado o transcrito
ENST00000352065 (HGNC-TCF7L2-201- Ensembl) (expressa todos os exdes excepto os exdes 4 e
15). Para além disso, ndo foi possivel averiguar se todas as mutacdes detectadas j& tinham sido
descritas e as suas frequéncia na populacdo. Contudo, sabe-se, que duas das mutacdes detectadas
(mutacgdes frameshift) estdo descritas na literatura (Duval et al., 1999; Duval et al., 2000)

Das duas muta¢cBes frameshift, uma delas ocorre, em heterozigotia, na regido flanqueadora a
montante do exdo 13 pela delecdo de um nucledtido numa regido repetitiva de 8 timinas (1/51
tumores; = 2%) (Figura 3.1-A) e a outra mutagdo ocorre no exdo 17 pela delecdo de um nucle6tido
numa regido repetitiva de 9 adeninas (Figura 3.1-B). Duas amostras apresentavam a mutacdo em
homozigotia (2/36 tumores; = 6%) e as restantes em heterozigotia (6/36 tumores; = 17%). Para além
disso, no exdo 15 foram detectadas duas mutacg@es diferentes, uma substituicdo de uma guanina (G)
por uma adenina (A) (1/20 tumores; = 5%) e de uma timina (T) por uma citosina (C) (1/20 tumores; =
5%) (Figura 3.1-C); no exdo 17 foram detectadas, também, duas muta¢des, uma substituicdo de uma

timina (T) por uma citosina (C) (1/44 tumores; = 2%) e de uma citosina (C) por uma timina (T) (2/39
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tumores; = 5%) e na regido intrénica a jusante do exdo 16 foi encontrada uma substituigdo de uma

citosina (C) por uma timina (T) (1/55 tumores; = 2%).

wt © C G
mutl C G

TT T TTCAGAA
TT T TCAG AAL

T
T
f
I||II| A

||| II \f |'.I

Figura 3.1. Electroforetograma parcial obtido no sequenciador ABI Prism'" 3130 Genetic Analyzer,
representando as mutagdes nos exdes 13 delT (A), 15 T>C (B) e 17 del A(C) (sequéncia forward).

Tabela 3.1 Identificacdo das mutagfes soméaticas detectadas no gene TCF7L2 e respectiva frequéncia.

Localizacéo Posicao L o Frequéncia das mutacdes nas
. . e Heterozigotia/Homozigotia )
Ex&o/Intréo gendmica amostras analisadas
Intrdo 13 113,158,663 del T Heterozigotia 2%
113,160,646 G>A Heterozigotia 5%
Exdo 15 —
113,160,688 T>C Heterozigotia 5%
Intrdo 16 113,161,621 C>T Heterozigotia 2%
Homozigotia 6%
113,165,559 del A I
Heterozigotia 17%
Ex&o 17 ___
113,165,759 T>C Heterozigotia 2%
113,165,957 C>T Homozigotia 5%

Os tumores analisados foram estratificados em estaveis (MSS) e instaveis (MSI) e observou-se
gue as mutagbes frameshift apenas ocorreram em tumores instaveis. A mutagéo frameshift do exao
17 foi detectada em 8 dos 12 tumores instaveis analisados (= 67%), no entanto a frequéncia da
mutagao no exao 13 foi menor, tendo sido apenas detectada em 1 dos 12 tumores analisados (= 8%).
Nos tumores estaveis, foram apenas detectadas mutagdes do tipo substituicdo (5/56 tumores; = 11%).

De forma a avaliar a eventual patogenicidade destas muta¢des, realizou-se uma andlise in
silico, utilizando-se o software Variant Effect Predictor (VEP) do Ensembl (Tabela 3.2), o qual fornece
informacao a nivel da patogenicidade da mutagéo de acordo com os softwares SIFT e Polyphen. Para
confirmar a patogenicidade recorreu-se ao software Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/),
neste software foi apenas analisado um transcrito, 0 mesmo em que se baseou a caracterizagdo da
mutagao.

O efeito da mutacgédo varia de acordo com o transcrito produzido, sendo apresentadas na tabela

3.2 as varias consequéncias obtidas com essa alteragéao.
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Pela analise in silico, foi possivel verificar que a mutacao frameshift do exao 13 parece afectar
o splicing, pois a alteracao ocorre na regido de splicing a 3 bases do exao, produzindo um mRNA
com um cod&o stop prematuro (proteina truncada) na maioria dos transcritos. A analise pelo software
Mutation Taster revelou que esta alteracdo € patogénica por aumentar o local aceitador de splicing
com um score maior do que o score wild-type. A substituicdo do nucleétido guanina pela adenina no
exdo 15 origina, maioritariamente, um transcrito que ndo altera a sequéncia aminoacidica,
preservando-se a presenca do aminoacido glicina, no entanto, em dois transcritos a mutagéo origina
um aminoécido diferente (troca de glicina por acido glutamico). A andlise desta mutagdo através do
SIFT classificou-a como patogénica e através do Polyphen como provavelmente ou possivelmente
patogénica dependendo do transcrito. A andlise pelo software Mutation Taster confirmou a
patogenicidade, devido ao aumento ligeiro do local dador de splicing, no entanto o score nao é
significativo. Assim, esta mutacao devera ser considerada sem efeito provavel. A segunda mutacgao
detectada neste exao altera a sequéncia de aminoacidos, havendo uma substituicdo do aminoacido
fenilalanina pela serina (variante missense). A analise desta mutacao através do SIFT classificou-a
como tolerada, no entanto, o software Polyphen classificou-a como benigna ou possivelmente
patogénica, dependendo do transcrito. Também se verifica, que esta alteracdo pode causar uma
variante 3° UTR, pelo facto de o transcrito ndo codificar na totalidade este exdo. A analise pelo
software Mutation Taster considera esta muta¢cdo como patogeénica, por levar a perda do local dador
de splicing.

A substituicdo encontrada na regido intrénica flanqueadora a jusante do exdo 16 ndo causa
qualquer consequéncia na proteina, sendo classificada como uma variante intrénica. Por outro lado, o
resultado do software Mutation Taster revelou que esta alteracdo poderia ser patogénica, pois
aumenta ligeiramente o local dador de splicing, contudo a probabilidade deste processo ocorrer é
muito reduzida. Desta forma, esta alteracdo foi considerada sem efeito provavel. Este facto é
suportado pelo estudo realizado por Duval, o qual refere que esta mutacdo nao foi detectada numa
linha celular com niveis extremamente elevados de splicing alternativo (Duval et al., 2000).

A dele¢do do nucledtido adenina na regido repetitiva de 9(A) no exdo 17, na maioria dos
transcritos altera a grelha de leitura, produzindo uma proteina truncada. Em alguns casos, é uma
variante 3’ UTR, pelo facto de o transcrito ndo codificar este exdo. As substituicdes detectadas neste
exdo na maioria dos transcritos ndo alteram a sequéncia de aminoacidos, no caso da substituicdo da
timina pela citosina ndo se verifica alteragdo do aminoacido (isoleucina) e na substituicdo da citosina
pela timina também ndo se verifica alteracdo do aminoacido (treonina). Os resultados também
indicam que estas substituicbes correspondem a uma variante 3' UTR, pelo facto de alguns
transcritos ndo codificarem na totalidade o exdo 17. A andlise pelo software Mutation Taster
demonstra apenas que a delecdo do nucleétido adenina, aumenta o local dador, aumentando a
probabilidade de splicing nesse local (aumento do score significativo em relacdo a sequéncia wild-
type) enquanto as substituicdes aumentam ligeiramente o local aceitador do splicing. Assim, as
mutacdes de substituicdo foram consideradas sem efeito provavel. Por outro lado, também se
verificou que nos trés tipos de mutacbes detectadas neste exdo a sequéncia variante pode estar

numa regido reguladora de cromatina aberta sobre a qual ndo existe ainda informacao.
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Tabela 3.2 Resultados da andlise in silico das mutacdes detectadas no gene TCF7L2 em amostras de CCR.

~ - _ : Caracterizagdo VEP _
Exé&o Posicdo gendémica Transcrito Ensembl HGNC - TCF7L2 . Mutation Taster
da mutagéao SIFT Polyphen
Patogénica
Ex&o 13 113,158,663 del T ENST00000355995 203 €.1319-4delT Variante de regido de splicing (aumenta o local aceitador de splicing -3')
wt: 0.50 / mu: 0.66
Variante missense ani
c.1361 G>A Patogénica
ENST00000543371 208 (p.G454E) Patogénica Provavelmente (aumenta ligeiramente o local dador de
p, .. i
(0,01) patogénica (0,928) splicing -5’) wt: 0.9333 / mu: 0.9642
113,160,646 G>A c 1142 GoA Variante missense
ENST00000542695 207 a0 :
(p.G454E) Patogénica Possivelmente
(0,01) patogénica (0,718) -
c.1416 G>A . ) .
ENSTO00000545257 209 Variante silenciosa
Exdo 15 (p.G472G)
Variante missense
€.1403 T>C Patogénica
ENST00000543371 208 Tolerada
(p.F468S) Benigna (0,146) Perda do local dador
(0,19)
113,160,688 T>C Variante missense
ENST00000542695 207 ¢-1184 T>C
(p.F395S) Tolerada Possivelmente )
0,2) patogénica (0,549)
ENST00000369386 006 Variante 3’ UTR
Patogénica
ExZ0 16 113,161,621 C>T ENST00000352065 201 €.1380+36 Variante intrénica (aumenta ligeiramente o local dador de

splicing -5’) wt: 0.7332 / mu: 0.7533
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Tabela 3.2 (Continuacéo) Resultados da analise in silico das mutag6es detectadas no gene TCF7L2 em amostras de CCR.

. L _ i Caracterizagdo VEP )
Exé&o Posicdo gendémica Transcrito Ensembl HGNC - TCF7L2 . Mutation Taster
da mutagéao SIFT Polyphen
Patogénica
c.1447delA ) .
ENSTO00000355995 203 Variante frameshift (aumenta o local dador de splicing -5') wt:

(p.K483*23)

113,165,559 del A 0.22 / mu: 0.99
ENST00000470254 013 Variante 3’ UTR
ENSR00000362043 Variante de regido reguladora )
c.1647 T>C Patogénica
ENST00000355995 203 Variante silenciosa (aumenta o local aceitador de splicing -3’)
Ex&o 17 113,165,759 T>C (p-1537) wt: 0.31 / mu: 0.42
ENST00000545257 209 Variante 3’ UTR
ENSR00000362044 Variante de regido reguladora )
c.1845 C>T , o Patogenica
ENST00000355995 203 (0.T615T) Variante silenciosa (aumenta o local aceitador de splicing -3’)
113,165,957 C>T wt: 0.64 / mu: 0.71
ENST00000545257 209 Variante 3’ UTR
ENSR00000362044 Variante de regido reguladora )

Legenda: wt — score da sequéncia wild type; mu — score da sequéncia mutada
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3.1.1. Analise do copy humber das amostras de CCR por MS-MLPA

Apés a andlise mutacional das amostras de CCR, efectuou-se a analise de copy number por
MS-MLPA nas amostras em que foram detectadas mutagcBes. Apesar das mutagBes terem sido
detectadas em 7 amostras de tumores, s foi possivel analisar o copy number em 6, pois ndo havia
DNA stock suficiente para realizar esta técnica na amostra com a mutagdo 113,165,957 C>T.
Contudo, esta mutacéo foi detectada em mais uma amostra (595), a qual foi possivel analisar. Para
esta andlise é necessério utilizar DNA da mucosa tumoral e DNA de mucosa normal. Mas em dois
casos ndo existia DNA da mucosa normal disponivel, tendo sido utilizado DNA extraido a partir de
sangue periférico.

Pela analise dos resultados de MS-MLPA pelo software Coffalyser.Net (MRC-Holland,
Holanda) (resultados descritos na tabela 3.3) verifica-se que a maioria das amostras apresenta
delecdo no exdo 14, por isso, comparou-se estes resultados com resultados de copy number para
amostras que ndo apresentavam mutacfes (esta andlise de copy number foi realizada num estudo
anterior) (Tabela 3.4.). Verificou-se que os tumores colorectais com mutagéo parecem apresentar
maior frequéncia da dele¢cdo no exdo 14 do que os tumores colorectais sem presenca de mutacdes
no gene TCF7L2 [5/6 tumores com mutagbes (=83,3%) vs 1/6 tumores sem mutagdes (=16,6%), p=
0,04].
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Tabela 3.3. Resultados da analise de copy number, por MS-MLPA, nas amostras de CCR com muta¢@es detectadas e respectivo estadiamento do tumor.

Exao/Intrao

Copy number

Intréo
5

Ex&o 14

1,2

0,55

Intréo 16

Estadiamento

Mutagdes Amostra =
PO,2 Intrdo 2,2 '”T"O
Intrio16 113,161,621 C>T 595 1,08
Exdo 17 113,165,957 C>T 596 1,17
611 0,66 1,15 0,81 1,02
Exéo 15 113,160,646 G>A
612 0,77 1,17
1987 \ 3,02
Exaol7 113,165,759 T>C
1988
1977
Exdo 15 113,160,688 T>C 0,79 0,9 103 | 091 | 1,16 1,16 0,95
1978
Intrio 13 | 113,158,663 del T 1911 0,94 13 104 | L1141 13 071 0.78
Exdo 17 | 113,165,559 del A 1912
2229
Exdo 17 | 113,165,559 del A
2230

MO
1,06
MO
MO
0.89 132 T3NOM1
0,67 1,39
T3NOMO;
T3NOMO

Legenda: Cor azul — ganhos em relagdo as amostras de referéncia (a intensidade da cor é proporcional ao valor do ganho); Cor vermelha - perda em relacéo as amostras de

referéncia (a intensidade da cor € proporcional ao valor da perda); P- regiao promotora.
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Tabela 3.4 Resultados da anélise de copy number, por MS-MLPA, em amostras de CCR sem mutagé&o e respectivo estadiamento do tumor.

Copy Number
Amostra Estadiamento
P0,2 Intréo 2,2 Intréo 4 Intréo 5 Exé&o 14 Intréo 16
T3N2M1
ST
1705 0,89 1,26 1,07
T4AN2M1
1706 0,89 0,97 1,19
1707 0,95 1,46 1,29 T3N2M1
2031 1,16 0,8 1,21
T3N2MO
2032 1,52
2115 1,03
T2NOMO
2116 1,57
2197 1,79
T3NOMO
2198 1,23

Legenda: Cor azul — ganhos em relacédo as amostras de referéncia (a intensidade da cor é proporcional ao valor do ganho); Cor vermelha - perda em relagdo as amostras de

referéncia (a intensidade da cor é proporcional ao valor da perda); P- regido promotora
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3.2.Anédlise de perda de heterozigotia em tumores do recto

A analise de perda de heterozigotia (LOH) do gene TCF7L2, no cromossoma 10, foi realizada
em 16 tumores do recto, com diferentes tipos de resposta a quimioradioterapia pré-operatéria. Para
esta andlise, recorreu-se a trés marcadores de microssatélites (D10S1269, D10S168 e D10S562),
uma vez que séo analisadas sequéncias flanqueadoras do gene em estudo (marcadores D10S1269 e
D10S562) e, também, uma sequéncia no intrdo 4 do gene TCF7L2 (marcador intragénico D10S168).

Inicialmente foram seleccionadas 21 amostras, mas em 5 amostras nao foi possivel amplificar
especificamente, por PCR, a regido de interesse dos marcadores para andlise. Das 16 amostras de
analisadas, 14 foram consideradas informativas, as quais apresentavam pelo menos um resultado
normal ou perda de heterozigotia. Uma amostra foi considerada néo informativa (caso 1927) e no
caso 1937, a amostra tumoral analisada néo era do recto mas sim da sigmoide, pelo que néo se teve
em conta esta amostra na analise estatistica. Assim, verificou-se a presenca de LOH (em pelo um
dos marcadores analisados) em 10 dos 14 tumores analisados (10/14; = 71%) (Figura 3.2).
Considerou-se os casos E431T, 2525 e 2965, para as quais ndo foi possivel analisar um dos
marcadores, mas que apresentavam um resultado normal ou um padréo de instabilidade, sem perda
de LOH, uma vez que na maioria dos casos a perda de heterozigotia verifica-se em pelo menos 2

marcadores de microssatélites. No entanto, ser necessario complementar a analise de LOH.
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Figura 3.2. Electroforetograma correspondente a um caso
(tumor/normal) com perda de heterozigotia (perda do alelo de menor
peso molecular), para o0 marcador de microssatélites D10S562.

Os resultados obtidos encontram-se na tabela 3.5., na qual se descreve o resultado da perda

de heterozigotia segundo a férmula descrita no ponto 2.8.3, para cada um dos marcadores de

microssatélites analisados.
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Tabela 3.5. Resultados da analise de perda de heterozigotia (LOH) no gene TCF7L2 em amostras do recto e a

resposta a QRT.
Amostra Marcadores de microssatélites
LOH Resposta a QRT

Tumor Normal D10S1269 | D10S168 | D10S562

2241 Al414 NI MSI N MSI (6]
2435 2436 NI LOH LOH LOH ()
2525 2526s - MSI MSI MSI ()
1923 1924s LOH - - LOH ()
2965 2966 N - MSI MSI (6]
1937 1938 MSI N - MSI ()
E431T E431 N N - N (+-)
1969 1970s LOH N LOH LOH (+-)
2837 2838 LOH LOH MSI LOH (+-)
2887 2887 LOH - N LOH (+-)
815T 816s N LOH LOH LOH ()
1913 1914s NI - LOH LOH ()
1927 1928 NI NI NI NI )
2817 2818s LOH LOH LOH LOH O]
2845 2846 LOH NI NI LOH )
3013 3014 LOH - MSI LOH (-)

Legenda: LOH — perda de heterozigotia; QRT — quimioradioterapia; N — normal (sem perda de heterozigotia);
MSI — Instabilidade de microssatélites; NI — ndo informativo (devido a homozigotia); - ndo amplificou; (+)
resposta completa; (+/-) resposta moderada; (-) sem resposta; s — DNA extraido a partir de sangue periférico;
E - DNA extraido a partir de tecido congelado.

A correlacdo entre a presenca de perda de heterozigotia e a resposta do tumor do recto a
quimioradioterapia (QRT) pré-operatdria revelou que a presenca de LOH parece mais frequente em
tumores que ndo responderam a terapia (inclui os tumores que ndo responderam e responderam
moderadamente a terapia) do que em tumores que responderam totalmente a QRT pré-operatéria
[8/9 tumores (=88,8%) vs. 2/5 tumores (40%), p=0,094].

Para além disso, estes resultados revelaram que a maioria dos tumores do recto que
responderam completamente a quimioradioterapia apresenta, em pelo menos um dos marcadores,
instabilidade de microssatélites. No entanto, o seu valor ndo é estatisticamente significativo [3/5
tumores (60%) vs. 2/9 tumores (=22,2%), p=0,202].

3.3. Analise do copy-number do gene TCF7L2 em tumores do recto
por MS-MLPA

Nesta analise, avaliou-se o copy number em 15 amostras de tumores do recto que
responderam de diferentes formas a quimioradioterapia pré-operatéria A avaliagdo do copy number
permite completar os resultados obtidos pela analise da perda de heterozigotia. Desta forma, mesmo
que o resultado indique perda de heterozigotia, pode néo significar, exactamente, a perda de um dos
alelos, mas sim o ganho de um dos alelos. Por isso, € necessario recorrer a técnica de MS-MLPA

para confirmar o copy number, ou seja, se a perda de heterozigotia corresponde a um ganho ou a
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uma perda. Para além disso, esta andlise permite obter o resultado de um dos casos que pela analise
de LOH néao foi possivel determinar a presenca de LOH, uma vez que o resultado obtido foi nédo
informativo.

Os electroforetogramas de todos os doentes em estudo foram analisados em relacdo as
amostras de referéncia (amostras sem alteracdo de copy number) e foram identificadas as sondas de
referéncia para garantir o sucesso da reaccdo. Em alguns casos nao foi possivel analisar um dos
pares da amostra (DNA do tumor ou DNA normal — mucosa ou sangue), por ndo haver disponivel.

Nesta analise, foi avaliada a regido promotora do gene TCF7L2, tal como o exado 1, o intréo 2, 4
e 5, 0 exao 14 e o intrdo 16. Os resultados obtidos por esta técnica encontram-se descritos na tabela
3.6.. Para alguns casos, em que foi feita a analise de LOH, nao foi possivel realizar a analise de copy
number, uma vez que estas amostras de DNA sao extraidas a partir de tecido incluido em parafina,

por vezes o DNA esta bastante fragmentado ndo sendo possivel a realizagdo desta técnica com éxito.
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Tabela 3.6. Resultados da analise do copy number por MS-MLPA e indicacédo da resposta a QRT.

Amostra P0,2 P1,1 P1,2 P1,3 Exéo 1 Intréo 2,2 Intrdo 4 Intréo 5 Ex&o 14 Intrdo 16 Resposta a QRT
2241 0,84 0,91 1,11 0,83 0,91 0,94 0,75 0,76 0,99 )
A1414 1,08 1,2 1,25 1,12 1,12 1,11 1,14
2269 1,03 1,39 1,14 1,28 1,04 1,19 )
2270s 1,18 1,29 1 1,25 1,17 1,12
2525* (+)
25265 0,94 1,1 0,97
2,49 0,99 1,16 1,21 0,74
145 | 101 | 069 KM 066 o
1923 1,15 0.8 CONN 105 PRNEORRN 116 [ 115  [RSSHERE
1924s 1,31 183 | 220 @ 182 HFEEE 1> R +)
1937 1,02 0,92 152 | 157 | 0,99 0,84 0,76
1938 | 102 | osr NOCEM 115 | oso o
E431T 0,97 0,61 1 0,93 0,86 0,94
E431* (/)
E436T 0,96 0,98 1,08 0,96 1,04 0,92 1,02 0,92 0,98 /)
0,97 0,79
1,35 1,09 1,56 1,44
1,18 1,34 1,3 | 15 /)
2,51 3,64 327 | 345 | 339
0,05 03 026 [HREY 0,88 0,36 (/)
1,13 0,82 /)

s

2818s
2845
2846
2881

2882*

1,08 1,18 1,11 1,13 1,04 )
1,11 1,02 0,99 0,84 0,91

1,37 0,74 0,82 1,23 1,04 )
1,21 0,97 ﬁ 1,27 1,16 0

Legenda: Cor azul — ganhos em relagdo as amostras de referéncia (a intensidade da cor é proporcional ao valor do ganho); Cor vermelha - perda em relagdo as amostras de referéncia (a
intensidade da cor é proporcional ao valor da perda); P- regido promotora; S-sangue;*n&o foi possivel amplificar as sondas nesta amostra; QRT - quimioradioterapia; (+) resposta

completa; (+/-) resposta moderada; (-) sem resposta; s — DNA extraido a partir de sangue periférico; E - DNA extraido a partir de tecido congelado.
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Em relacdo as amostras que foram estudadas quer pela analise de LOH quer pela andlise de
copy number, verificou-se que a maioria dos casos que apresentavam alteracées de copy number (5/7
casos; =71%) tinha perda de heterozigotia. Em trés casos, a perda de heterozigotia, esta relacionado
com o ganho da regido dos promotores da mucosa tumoral (1913, 1969 e 2845), um dos casos com o
ganho da regido promotora da mucosa normal (1923) e o Ultimo tem varios tipos de alterac6es em
ambas as mucosas (2837). Existem dois casos (815T e 2817) em que o0s resultados indicam a
presenca de LOH, contudo ndo se verifica alteracbes do copy number, assim sendo estas perdas
poderdo se localizar noutra regido do gene nao analisada por MS-MLPA ou entéo corresponder a LOH
com copy-neutral

De acordo com os resultados, observa-se que existe uma associacdo significativa entre resposta
do tumor do recto a quimioradioterapia pré-operatéria e a delecédo do intrdo 2 ou o ganho do intrdo 16,
sendo que 75% dos tumores que respondem total ou moderadamente a terapia apresentam uma
destas alterac6es de copy number e nenhum tumor resistente a terapia apresenta estas alteracées (6/8
tumores vs 0/6 tumores, p=0,009).

Por outro lado, observa-se que o ganho do promotor 1.3 e exdo 1 é mais frequente em tumores
gue ndo responderam a terapia, sendo que, cerca de 66% dos tumores que ndo responderam a terapia
apresentam ganho do promotor 1.3 e exdo 1 (4/6 tumores); 25% dos tumores que responderam
moderadamente tém ganho nesta regido (1/4 tumores) e dos tumores que responderam
completamente a terapia nenhum apresenta ganho do promotor 1.3 e exdo 1 (0/4 tumores) [4/6
tumores resistentes vs. 1/8 tumores com boa resposta, p=0,063]. Uma vez que o ganho do intrédo 16
parece associar-se a uma melhor resposta, se se incluir a dele¢do deste intrdo ao marcador de pior
resposta, isto é, ganho do promotor 1.3 e exdo 1, verifica-se uma correlagdo significativa (1/8 tumores
vs 5/6 tumores, p=0,016). Além disso, os resultados também demonstram que o Unico tumor resistente
a terapia, cujo doente apresentou metastases sincronas, apresenta delecédo no intrdo 16. No entanto, é
necessario analisar o copy number deste intrdo em mais tumores do recto com metastases sincronas,

de modo a avaliar se a delegdo do intrdo 16 também se associa a presenca de metéstases sincronas.
Além do copy number, também foi avaliada a metilagdo (Tabela 3.7). No entanto, ndo se

observaram diferencas significativas entre as amostras normais correspondentes as referéncias e as

amostras analisadas.
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Tabela 3.7. Resultados da analise de metilagdo por MS-MLPA em tumores do recto.

Amostra P 0,2 P1,1 P12 P13 Exdo 1 | Intrdo 2,2 Intréo 4 Intrédo 5 Exé&o 14 | Intrdo 16
2241 103% | 16% 41% 7% 0 0 95% 5% 102% 105%
1414 97% 4% 25% 2% 10% 2% 95% 2% 79% 91%
2269 105% | 16% 44% 5% 16% 0 84% 3% 88% 68%
2270 95% 4% 26% 0 10% 0 88% 2% 74% 94%
2525+
2526 99% 5% 36% 0 10% 4% 88% 2% 85% 94%
2965 96% 37% 67% 13% 18% 18% 85% 12% 84% 92%
2966 197% | 14% | 118% | 14% 0 0 46% 27% 68% 122%
1923 105% | 29% 51% 10% 16% 6% 106% 7% 88% 97%
1924 81% 27% 42% 11% 11% 5% 103% 9% [EEO  82%
1937 139% | 48% 82% 15% 13% 0 131% 31% 94% 204%
1938 87% 58% 58% 0 0 0 101% 229% 63% 75%
E431T | 83% | 7% 3% 8% 0 86% 3% 95% 86%
E431*

E436T 88% 7% 32% 1% 10% 3% 95% 3% 93% 86%
E436 78% 4% 40% 0 10% 0 79% 3% 86% 82%
1927 92% 15% 40% 7% 12% 0 73% 5% 79% 77%
1928 83% 7% 48% 14% 0 0 96% 10% 74% 87%
1969 38% 3% 20% 1% 4% 1% 43% 1% 42% 30%
1970 118% | 12% 30% 0 12% 0 116% 0 103% 97%
2837 101% | 28% 51% 0 17% 0 0 17% 69% 0
2838 93% 33% 82% 24% 32% 0 149% 21% 62% 125%
815T 94% 6% 33% 0 7% 3% 96% 2% 100% 88%
816 97% 8% 36% 1% 10% 3% 90% 2% 90% 86%
1913 104% | 66% 54% 54% 36% 39% 63% 32% 0 90%
1914 93% 14% 34% 2% 10% 3% 97% 4% 73% 99%
2817 94% 12% 40% 4% 12% 0 76% 0 70% 115%
2818 101% 5% 30% 0 11% 0 98% 0 79% 106%
2845 117% | 16% 60% 6% 21% 15% 78% 8% 81% 99%
2846 89% 17% 48% 8% 31% 0 79% 0 75% 75%
2881 87% 29% 52% 5% 0 0 105% 8% 106% 116%
2882*

Legenda: cor azul representa hipermetilacédo; cor vermelha representa hipometilagdo; * nédo foi possivel amplificar as
sondas desta amostra

De modo a se confirmar algumas das alteracées de copy-number detectadas, foram efectuados
estudos de copy-number por real-time PCR e estudos de expressdo. No caso da delecdo no intrdo 4
detectada pela andlise do copy number (1912), foi efectuada a analise do RNA para avaliar a existéncia
de um transcrito adicional gerado pela deleccdo, eventualmente do exdo 4 ou exdes flanqueadores. No
entanto, ndo foi possivel amplificar o cDNA a partir do RNA da mucosa normal, uma vez que ndo havia
RNA disponivel, como alternativa recorreu-se ao RNA desta amostra extraido a partir de sangue
periférico (1499).

Para esta andlise, para além da amostra em analise (1499), utilizaram-se duas amostras de
individuos sem CCR (controlos normais - N1 eN2), como também uma amostra de tumor sem deleccao
no intrdo 4 (controlo normal — N3). O resultado da amplificagdo do cDNA entre os exdes 2 e 7 da
amostra 1499 e as amostras normais (sem deleccdo no intrdo 4) (Figura3.3) demonstra que
independentemente da amostra existe a presenca de varios transcritos. Isto deve-se aos varios locais
de splicing que este gene contém, como explicado anteriormente. Contudo, em comparagcao com as

amostras normais, ndo se observa a existéncia de uma banda extra, a qual corresponderia ao
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transcrito aberrante. Cada um dos transcritos observados foram excisados, no entanto, ndo foi possivel

realizar a sequenciacgao dos transcritos em tempo Util de modo a confirmar este resultado.

N3
M N1 N2 1493 (A1414) on
600pb —
S00pb —
400pb —

Figura 3.3. Resultado obtido através da amplificacdo do cDNA entre os
exdes 2 e 7 do gene TCF7L2, para a amostra 1499; Legenda: N1 — Controlo
normal 1; N2 — Controlo normal 2; N3 — Controlo normal; CN — Controlo
negativo; M — marcador GeneRuler 50pb (ThermoScientific).

3.4. Analise do copy number do gene TCF7L2 por gPCR

De modo a confirmar as alteragées de copy number indicadas pelo MS-MLPA, utilizou-se a
técnica de gPCR, utilizando primers especificos (descritos nos anexos 8, tabela 2). Inicialmente
realizou-se a analise para a regido dos promotores, mas ndo foi possivel obter resultados desta
andlise, pois a amplificacéo ndo era especifica. Por isso, analisou-se as alteragGes do copy number no
exdo 1, como também, do exdo e intrdo 4 e do exdo 14. Também se verificaram alteracdes de copy
number no ex&o 16, mas néo foi possivel realizar este ensaio por ndo se dispor ainda de primers.

A analise do copy number do gene TCF7L2 nas varias amostras foi normalizada em relagao aos
niveis de copy number do gene housekeeping SDHA (controlo enddgeno).

Em relacdo a analise do exdo 1 (Figura 3.4.), foram analisadas amostras com ganho neste exao
indicado pela técnica MS-MLPA (1924, 1208 e 1660). Nesta andlise foram incluidas duas amostras,
gue tinham sido analisadas num estudo anterior (1208 e 1660). Esta analise ndo foi conclusiva, uma
vez que os valores foram bastante dispares. Nas duas amostras que apresentavam estar associadas a
um ganho maior (1924 - 2,26; 1660 — 1,83) ndo revelaram nenhum aumento, sendo o seu valor
semelhantes as amostras controlo (1914 e 2526) e a amostra 1208 que possivelmente o seu aumento
era ligeiro, revelou aumento bastante elevado, por isso, sera necessario repetir o ensaio. De facto, os
valores dos triplicados neste ensaio foram bastante dispares, o que corrobora os resultados néo

concordantes.
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Figura 3.4. Resultados da andlise do copy number do exdo 1 do gene TCF7L2 para as amostras, nas quais foram
detectados ganhos do copy number pela técnica MS-MLPA. Os valores apresentados correspondem a média de
triplicados. As amostras 1914 e 2526 sdo amostras controlo (sem ganhos neste exdo em estudo).

Em seguida, analisaram-se as amostras com a perda no intrdo e exdo 4 (Figura 3.5). Neste
conjunto, foi incluida uma amostra (704) que tinha sido analisada por MS-MLPA num estudo anterior.
Em relagdo as amostras 1970 e 1924, a redugdo de copy-number ndo parece ser relevante, =0,7/ =0,9
(intrdo e exao 4) e =0,9/=0,8 (intrdo e exao 4), respectivamente, os quais estdo muito préximo do valor
das amostras normais. No entanto, estes resultados poderdo indicar a presengca de uma ligeira
delecdo, por isso é necessario repetir o ensaio para confirmar os resultados. O valor da amostra 1499,
a qual corresponde ao DNA da mucosa tumoral 1911, néo revela dele¢do nestas regides, sendo o seu
valor superior a 1. Uma vez que a delecédo foi identificada na mucosa normal (0,48), isto pode indicar
gue é uma alteracdo somética e que ndo ocorre no sangue. Este resultado esta de acordo com a
amplificagdo de cDNA a partir de RNA extraido a partir de sangue deste doente, no qual ndo se
observou a presenca de um transcrito aberrante. Para confirmar esta dele¢cdo é necessério repetir o
ensaio com DNA extraido da mucosa tumoral. O valor da amostra 704 nao é concordante com o
resultado do MS-MLPA, pois o seu valor (=0,8 em ambos) & muito proximo do valor das amostras

z

normais e o resultado do MS-MLPA indica que a dele¢cdo € significativa (0,38). Desta forma, é

necessario repetir este ensaio, como também o MS-MLPA para confirmar os resultados.
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Figura 3.5. Resultados da andlise do copy number do intrdo e exdo 4 do gene TCF7L2 para as amostras, nas guais foram
detectadas perdas do copy number pela técnica MS-MLPA. Os valores apresentados correspondem a média de triplicados. As

amostras 1914 e 2526 sdo amostras controlo (sem alteragdes de copy number).
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Por dltimo, a andlise do copy number do exdo 14 na amostra 1970 (Figura 3.6.), parece
confirmar a delegédo deste exao (=0,6), pois apresenta um valor de copy number inferior as amostras de

controlo (sem alteracbes de copy number), o qual € compativel com o valor obtido no MS-MLPA.
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Figura 3.6. Resultados da analise do copy number exao 14 do gene TCF7L2 para a amostra 1970, na qual foi detectada
perda do copy number pela técnica MS-MLPA. Os valores apresentados correspondem a média de triplicados. As amostras
1914 e 2526 sdo amostras controlo (sem alteracdes de copy number).

3.5. Quantificacdo do nivel de expressédo do gene TCF7L2 por gPCR

Nesta andlise, pretendeu-se verificar se as alteragdes de copy number identificadas nas analises
anteriores resultavam na alteracdo de expressdo do gene TCF7L2. Para tal, fez-se dois tipos de
ensaios, primeiramente quantificou-se os niveis de expressao entre os exdes 3 e 4 para analisar as
amostras que apresentam alteracdes de copy number no intrdo 4 nos resultados de MS-MLPA e
efectuou-se a quantificacdo dos niveis de expressdo entre os exdes 10 e 11, para quantificar a
expresséo total, considerando que a partida ndo existe splicing nestes exées. A analise da expressao
do gene TCF7L2 nas amostras foi normalizada em relacdo aos niveis de expressdao do gene
housekeeping (B-actina) (controlo endégeno).

Para esta analise, utilizou-se o cDNA das amostras 1924 e 1208, na primeira amostra foi
detectado ganho de copy number na regido promotora, no exdo 1 e nos intrdes 2 e 5 e na segunda
amostra também se verificou 0 ganho na regido promotora e nos intrées 4 e 5.

Os resultados da analise de expressdo revelaram um aumento significativo dos niveis de
expressdo deste gene relativamente a expressdo do gene housekeeping (B-actina) tanto no ensaio
para os exdes 3 e 4 (Figura3.7.) como para o ensaio para os exdes 10 e 11 (Figura 3.8.) em ambas as
amostras. Porém, observa-se um aumento muito elevado dos niveis de expressdo da amostra 1924,

sendo necessério repetir o ensaio para confirmar o resultado.
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Figura 3.7. Resultados do ensaio de expressao relativa dos exdes 3-4 do gene TCF7L2 em amostras com
alteragdo do copy number no intrdo 4. Os valores apresentados correspondem a média de triplicados. As
amostras N1e N2 sdao amostras controlo (individuos saudaveis).
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Figura 3.8. Resultados do ensaio de expressédo relativa dos exdes 10-11 do gene TCF7L2 em amostras com
alteracdo do copy number. Os valores apresentados correspondem a média de triplicados. As amostras N1 e N2 s&o
amostras controlo (individuos saudaveis).
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A via de sinalizacdo WNT, também conhecida por via de sinalizagcdo APC/B-catenina/TCF7L2, é
uma das vias mais importantes para a regulacdo da proliferacéo, diferenciacdo e apoptose celular das
criptas intestinais (Reya e Clevers, 2001). A perturbacdo do equilibrio nesta via conduz a formacao
tumoral no célon e recto. A maioria dos tumores colorectais (CCR) apresenta mutacdes nos genes que
codificam para componentes desta via, tais como APC, CTNNB1 e AXIN2 (Fodde et al., 2001; Reya e
Clevers, 2001; Albuquerque et al.,, 2011). Recentemente, alguns estudos tém associado o gene
TCF7L2, o qual codifica para um factor de transcricdo envolvido nesta via, a uma fungéo de supressao

tumoral no CCR.

4.1. Caracterizagdo molecular do gene TCF7L2 em tumores

colorectais

Recentemente, o grupo de Gastrenterologia da UIMP, IPOLFG, EPE, observou que uma
mutagdo frameshift, pela delecdo de um nucledtido, no ex@o 17, em tumores colorectais com
deficiéncia no sistema MMR, aumentava a sua frequéncia ao longo da sequéncia adenoma-carcinoma,
sugerindo que esta mutacdo possa estar envolvida no desenvolvimento tumoral. Deste modo, no
presente estudo foi realizada a analise mutacional em sete exdes do gene TCF7L2, para averiguar se

outras mutagdes neste gene poderiam contribuir para o desenvolvimento tumoral.

A andlise mutacional permitiu a identificacdo de 7 muta¢gBes no gene TCF7L2 num total de 68
amostras: duas mutacfes frameshift pela delecdo de um nucleétido numa regido repetitiva (regido
intrénica flanqueadora upstream do exdo 13 e exdo 17) e 5 substitui¢cdes, das quais 2 séo variantes
missense (exao 15), 1 variante intronica (regido intrénica flanqueador dowstream do exdo 16) e 2
mutagfes silenciosas (exdo 17). Apenas as mutacbes do tipo frameshift na regido intrénica
flanqueadora upstream do exéo 13 e ex&o 17, assim como uma das mutacbes missense do exdo 15
parecem ser patogénicas. A mutacdo frameshift no ex&o 17 referida anteriormente, correspondente a
detectada anteriormente pelo grupo de Gastrenterologia, foi detectada em 8 amostras, encontrando-se
ja esta descrita na literatura (Duval et. al., 1999). Esta mutacao foi detectada apenas em tumores com
instabilidade de microssatélites, o que esta de acordo com o estudo realizado por Duval e seus
colaboradores, que demonstra que a presenca desta mutacdo é mais frequente em linhas celulares de
CCR com instabilidade de alto grau. Esta deleccdo pode originar uma proteina truncada na regido C-
terminal, perdendo a capacidade de interagir com a proteina CtBP, a qual esta envolvida na repressao

transcricional mediada pelo dominio C-terminal. Assim de acordo com o previamente descrito, esta
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mutagdo podera ser um segundo evento mutacional seleccionado nas células tumorais para activar a
via WNT, subsequentemente as mutacdes no APC e CTNNBL1 (B-catenina).

Para além desta frameshift, foi detectada uma deleccdo numa regido repetitiva de 8 timinas na
regido intrénica flanqueadora do exdo 13, apenas nhuma amostra com instabilidade de microssatélites
(tumor 1911). Esta mutacdo também ja tinha sido descrita por Duval e seus colaboradores, em 2000,
considerando-a como uma alteracdo ndo codificante. No entanto, a analise in silico feita pelo VEP
indica que podera ser uma variante de splicing e o software Mutation Taster indica que é uma mutacao
patogénica por aumentar o local aceitador de splicing, aumentando a probabilidade da ocorréncia deste
processo. A analise de copy number, desta amostra, indica a delecédo do exdo 14, o que eventualmente
poderd estd associado com um eventual splicing do exdo 13 e a uma hipotética seleccdo pela
eliminacao do exao 14, de modo a favorecer a tumorigénese. Nesta amostra também foi detectada a
presenca da mutacéo frameshift no exdo 17. Observando que na analise de copy number da amostra
2229, na qual foi apenas detectada a frameshift no ex&o 17, ndo ocorre dele¢do do ex&o 14, coloca-se
a hipotese da mutag&o no ex&o 13 poder estar relacionada com a dele¢cdo do exdo 14. Um estudo
realizado por Weise e seus colaboradores, em 2009, demonstrou que, na maioria dos transcritos, 0s
exfes 14 e 15 sdo mutuamente exclusivos e que a delecdo de um deles origina a alteracdo da grelha
de leitura, produzindo uma proteina truncada no exao 17 (Weise et al., 2009). Desta forma, juntamente,
com a presenca da frameshift no exdo 17 neste tumor, a qual origina também uma proteina truncada,
esta mutacdo podera estar relacionada com o desenvolvimento de CCR precoce neste doente (35
anos).

A avaliacdo da mutacédo do exdo 15 (amostra 1977), na qual ocorre a substituicdo de uma timina
por uma citosina, ndo é concordante entre os softwares. O SIFT considera que o seu efeito é tolerante,
enquanto, o Polyphen considera benigna ou possivelmente patogénica dependendo do transcrito e o
software Mutation Taster determina-a como patogénica, por levar a perda do local de splicing,
sugerindo a delecdo deste exdo. Sabe-se que a auséncia do exdo 15, em células renais, determina a
forma longa do transcrito, a qual contribui para a inibicdo da apoptose através da reducdo da
expressdo dos genes-alvo da via WNT (Shiina et al., 2003). Assim, a mutagédo no exao 15, ao levar a
deleccdo deste exdo poderd originar a alteracdo da grelha de leitura, produzindo uma proteina
truncada no exdo 17 tal como descrito anteriormente (Weise et al., 2009). Para além desta andlise,
verifica-se que ndo ocorre alteragcao do copy number do exdo 14 nesta amostra, o que esta de acordo o
estudo de Weise, o qual refere que a maioria dos transcritos ndo contém simultaneamente os dois
exfes. Desta forma, esta alteracdo poderd contribuir para a progressao tumoral. A suportar este facto,

esta amostra corresponde ao Unico tumor com estadio M1 (metastases sincronas).

4.2. Caracterizagdo molecular do gene TCF7L2 em tumores do recto e

relacao com a resposta a quimioradioterapia pré-operatéria

A resisténcia dos tumores do recto a quimioradioterapia pré-operatdria representa um dos
principais problemas clinicos para o tratamento destes doentes. A reducdo de expressdo do gene

TCF7L2 foi associada a uma maior sensibilidade destes tumores a quimioradioterapia (Kendziorra, et
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al., 2005). Desta forma, com este estudo, pretendeu-se a identificacdo de alteracbes (epi)genéticas em

tumores do recto, as quais poderao se correlacionar com a resposta a terapia.

No estudo dos tumores do recto, observou-se que a delecéo do intrdo 2 e o ganho do intrdo 16
correlaciona-se significativamente com a melhor resposta a quimioradioterapia pré-operatéria (tumores
qgue responderam completa ou moderadamente a terapia). Esta descrito que a inclusédo do exdo 16 é
incompativel com a producéo de uma isoforma longa, no entanto, também se sabe que a presencga das
isoformas com este exdo é mais frequente em células estaminais embrionarias, as quais se
caracterizam por apresentarem uma proliferagcdo excessiva (Weise et al., 2009). Sabendo, que a
guimioterapia origina erros no DNA, quanto maior a actividade proliferativa maior a incorporacdo de
erros, conduzindo a apoptose celular. Desta forma, se o ganho do intrdo 16 reflectir um ganho do exéo
16, estas células tumorais, ao expressarem esta isoforma tém maior capacidade proliferativa, podendo
assim existir uma melhor resposta a terapia. Deste modo, estas altera¢cées poderdo funcionar como
indicadores de resposta a quimioradioterapia pré-operatdria em tumores do recto.

Por outro lado, verifica-se que a presenca de perda de heterozigotia do gene TCF7L2 foi
significativamente mais frequente em tumores resistentes ou que responderam moderadamente a
guimioradioterapia pré-operatéria. Nestes casos, verifica-se que a perda de heterozigotia correspondia
a ganhos de copy number nos promotores e no exdo 1 pela anélise de MS-MLPA. Observa-se que a
frequéncia deste ganho aumenta gradualmente de acordo com o tipo de resposta a terapia (de
resposta completa a auséncia de resposta). Os resultados demonstraram que existe uma associagédo
entre o ganho de copy number da sonda promotor 1.3 e do exdo 1 do gene TCF7L2 e a resisténcia dos
tumores do recto.

O facto de se terem incluido na andlise trés tumores previamente submetidos a tratamento
(2837, 2845 e 2881), reforca a necessidade de aumentar o nimero de tumores do recto pré-terapia,
apesar do seu padrao revelar-se igual a outros casos que nao foram submetidos a tratamento.

O estudo realizado por Ghadimi e os seus colaboradores, em 2005, demonstrou que 0 gene
TCF7L2 era significativamente sobre-expresso nos tumores resistentes & quimioterapia pré-operatoria
baseada em 5-FU (Ghadimi et al., 2005). Assim, o ganho do promotor e exdo 1 podera ser uma das
alteracdes responséveis pela sobre-expressdo deste factor, que leva a resisténcia a terapia. Desse
modo, realizou-se a quantificacdo relativa do copy humber do exdo 1 das amostras que apresentaram
este ganho, para confirmar o resultado. Relativamente a este ensaio, os resultados ndo foram
conclusivos, pois os valores obtidos para os 3 ensaios do triplicado foram bastantes dispares. Porém,
verificou-se pela quantificacdo da expressao do TCF7L2 nestas amostras que a expressao deste gene
aumenta em amostras com ganho. Assim, o ganho da regido do promotor e exdo 1 podera ser um
potencial marcador preditivo de resposta a terapia, uma vez que podera aumentar a expressao do
gene, 0 que estad relacionado com a resisténcia dos tumores do recto a quimioradioterapia pré-
operatdria

Para além destas alteracdes de copy number, verificou-se que esta associacdo aumenta com a
delec&o do intréo 16. Sabe-se que 0s transcritos com auséncia do exdo 16 sdo mais frequentes em
células diferenciadas (Weise et al., 2009). Assim, em células com menor proliferacdo a terapia ndo é

tao eficaz na inducao de erros no DNA, ndo conduzindo a apoptose celular e, por isso, 0s tumores sao
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N

mais resistentes a quimioterapia. Assim, estas alteragbes poderdo ser indicadoras de resisténcia a
guimioradioterapia. Sera, no entanto, necessario realizar a analise de copy number dos exfes 16 e 17,
pois a sonda do intrdo 16 encontra-se bastante perto do exdo 17, o que podera implicar a sua
deleccdo. Assim, sera necessario determinar se o ganho do intrdo 16 se reflecte também num ganho
do exéo 16.

No que diz respeito a LOH, em dois tumores que apresentaram resisténcia a terapia (815T e
2817) e LOH, nao se verificaram os referidos ganhos de copy number, pelo que a LOH podera ocorrer
em outros locais do gene que ndo séo abrangidos pelas sondas de MS-MLPA ou ser copy-neutral.

Para além disso, observou-se que alguns tumores que responderam a terapia apresentaram
ganho de uma ou duas sondas do promotor. Tal como se pode observar no tumor 1923, verificou-se
um ganho no exao 1, no entanto, os promotores apresentam perda em relacdo ao DNA normal. Deste
modo, observa-se que a perda dos promotores poderd estar associada a uma melhor resposta a
terapia. Em relacéo ao outro caso, pode ocorrer a mesma situagdo no entanto, ndo foi possivel obter
resultado para a amostra de mucosa normal.

No que diz respeito a deleccdo do exdo 14 e do exdo 4 serd necessario analisar um maior
namero de amostras por MS-MLPA, assim como confirmar o resultado por gPCR, de modo a avaliar

gual o seu impacto na resposta a quimioradioterapia pré-operat6ria no recto.

Em relacdo a auséncia de alteracdes de metilacao significativas, uma vez que a expressédo do
gene TCF7L2 é bastante regulada por splicing alternativo, a metilagdo poder4 ndo ser um evento

importante para a regulacdo deste gene, pelo menos do recto.

60



5. Conclusao

Os cancros colorectais de origem esporadica correspondem a 70% dos CCR e surgem pela
acumulacdo de mutacdes somaticas, ndo existindo historia familia e desenvolve-se por volta dos 70
anos de idade. Existem poucos marcadores de prognéstico, principalmente de resposta a terapia
(Jasperson et at., 2010). Até ao momento, ja tinha sido detectada uma associagdo entre uma alteragédo
especifica no gene TCF7L2 e a metastizacdo (Gongalves, 2010) No entanto, pouco se sabe sobre
alterac6es mutacionais neste gene, ha excepg¢do da mutagdo frameshift no exdo 17 em tumores
instaveis, descrita por Duval (Duval et al., 1999).

A referida mutacdo no exdo 17 verificou-se igualmente frequente neste estudo em tumores com
instabilidade de microssatélites. No entanto, pela analise mutacional realizada, averiguou-se que as
mutagfes neste gene ndo parecem ser frequentes em tumores estaveis, particularmente nos exdes
gue foram analisados. No entanto, as muta¢gfes que foram detectadas parecem estar associadas com
alteracdes de splicing, tendo sido detectadas em tumores diagnosticados numa idade jovem ou
associados a metastases a distancia. Sera, no entanto, necessario analisar a expressdo do RNA
nestas amostras de modo a confirmar a referida altera¢@o ao nivel do splicing.

Em relacdo a analise realizada nos tumores do recto, os ganhos de copy number na regido
upstream e 5 do gene TCF7L2 parecem estar associados a auséncia de resposta do tumor a
quimioradioterapia pré-operatodria, os quais originam um aumento dos niveis de expressdo do gene.
Para além desta alteragdo, foi ainda demonstrado que o ganho na regido 3’ do gene parece estar

associado a uma melhor resposta.

Deste modo, as mutacdes e alteracbes de copy number poder@o ser potenciais marcadores de
prognostico no CCR e de resposta a quimioradioterapia no recto. No entanto, os resultados sdo ainda

preliminares, sendo necessario a analise de um maior niimero de amostras.
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Anexo 1 — Protocolos para a extrac¢éo de acidos nucleicos

1.1 Protocolo para extraccdo de DNA gendmico a partir de tecido incluido em

parafina

1)

2)
3)
4)

5)
6)

7

8)

9)

Adicionar 1ml de tampé&o de lise e 40ul de proteinase K (20mg/ml) (Sigma) a cada tubo de 2ml
contendo os cortes de parafina, agitar em vértex e incubar a 56°C over-night (o/n);

Nota: Se o tecido néo estiver totalmente digerido ap6s o periodo de incubacao, adicionar novamente 40pl
de proteinase K e voltar a incubar. Este passo repete-se no maximo 3 vezes.

Armazenar os tubos a -20°C durante, pelo menos 3 horas;

Descongelar e distribuir igual volume, cerca de 500ml, por dois tubos de 2ml;

Adicionar, igual volume de fenol/cloroférmio (1:1) a cada tubo, agitar em vortex e centrifugar a
14000rpm durante 15 minutos a 4°C;

Pipetar a fase aquosa para novos tubos de 2ml;

Adicionar igual volume de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) a cada tubo, agitar em vortex e
centrifugar a 14000rpm durante 15 minutos a 4°C;

Transferir a fase aquosa para novos tubos de 2ml, adicionar o dobro do volume de alcool
absoluto gelado, misturar por inversao e colocar os tubos a -20°C (o/n);

Centrifugar os tubos a 14000rpm durante 15 minutos a 4°C, descartar o sobrenadante e secar
o pellet a 37°C num banho seco;

Ressuspender o pellet num volume de 20-60ul de TE pH8 (Citogene, Portugal), conforme o
pellet obtido;

10) Juntar o volume dos dois tubos e guardar a 4°C até o DNA ser quantificado.

Tampado de lise

1
2)
3)

Pesar 5,85g de cloreto de sodio (Merck) e 5g de SDS (Sigma);
Adicionar 5ml de Tris-HCI 2M (pH8) e 50ml de EDTA 0,5M (pH8);

Agitar em placa de agitagcéo e perfazer para um volume final de 1L.

1.2 Protocolo de extraccdo de DNA a partir de sangue periférico utilizando o kit

comercial Citogene®Blood Kit — Genomic DNA Purification Kit (Citomed, Portugal).

1)

2)

3)
4)

Transferir 9ml de RBC (Red-blood cells) Lysis para um tubo tipo falcon de 15ml, adicionar
cerca de 3ml de sangue periférico com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e homogeneizar;
Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente e centrifugar a 2000g durante 2 minutos a
temperatura ambiente;

Descartar o sobrenadante para a lixivia e soltar o pellet;

Adicionar 4ml de RBC Lysis e repetir os pontos 2 e 3;
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5)

6)

7

8)

9)

Acrescentar 3ml de Cell Lysis e ressuspender;

Nota: Caso haja a formagéo de agregados celulares agitar em vértex e colocar em banho-maria a 37°C
durante algumas horas.

Acrescentar 15ul de RNAse a cada tubo, misturar por inversdo e colocar a 37°C durante pelo
menos 15 minutos, seguido de 2 a 3 minutos em gelo;

Acrescentar 1ml de Protein Precipitation, agitar em vértex durante 20 a 30 segundos e
centrifugar a 20009 durante 5 minutos;

Transferir o sobrenadante para novos tubos tipo falcon de 15ml e centrifugar a 2000g durante 5
minutos;

Transferir o sobrenadante para novos tubos tipo falcon de 15ml contendo 3ml de isopropanol
100% (Merck), agitar suavemente e recolher o DNA com o auxilio de uma pipeta para um tubo

tipo eppendorf de 1,5ml contendo 1ml de etanol a 70% (v/v);

10) Centrifugar o tubo a 140000rpm durante 7 minutos a 4°C, descartar o sobrenadante e secar o

pellet de DNA num banho seco a 37°C;

11) Adicionar DNA hidration conforme o tamanho do pellet (50-200ul) e colocar os tubos num

banho-maria a 65°C durante cerca de 30 minutos;

12) Deixar as amostras arrefecer a temperatura ambiente e em seguida guarda-las a 4°C até

serem quantificadas.

Solugéo etanol 70% (v/iv)

Numa proveta de 100ml medir 70ml de etanol (Merck) e prefazer para um volume final de 100ml

com agua bidestilada.

1.3 Protocolo de extraccdo de DNA a partir de tecido congelado utilizando o

kit comercial Citogene®Tissue Kit — Genomic DNA Purification Kit (Citomed,

Portugal).

1

2)

3)

4)

5)

6)

Retirar as amostras de tecido de azoto liquido, descongela-las em gelo e corta-las com
rapidez;

Colocar cerca de 150mg de tecido num tubo tipo eppendorf de 1,5ml, adicionar 5ml de Cell
Lysis e 25ul de Proteinase K (20mg/ml). Misturar por inverséo (cerca de 25 vezes) e incubar a
55°C (o/n);

Adicionar 25ul de solugdo de RNAse ao lisado celular. Misturar, invertendo cerca de 25 vezes e
incubar a 37°C durante 15-60 minutos.

Deixar as amostras arrefecer a temperatura ambiente, adicionar 1,5ml de solu¢éo Protein
Precipitation, agitar em vortex (cerca de 20 segundos) e centrifugar durante 10 minutos a
2000g;

Transferir o sobrenadante para um tubo de 15ml contendo 5ml de isopropanol 100% (Merck),
agitar suavemente e recolher o DNA com o auxilio de uma pipeta para um tubo tipo eppendorf
de 1,5ml contendo 1ml de etanol a 70% (v/v);

Continuar o protocolo de acordo com o descrito no ponto 1.2 (passos 10 a 12).
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1.4 Protocolo de extraccdo de RNA a partir de sangue periférico com Tri Reagent®

(Ambion, Life Technologies).

1) Num tubo tipo falcon de 50ml, adicionar o volume de sangue de 3 tubos de hemograma,
perfazer para um volume final de 45ml com solucao de lise RBC 1x e agitar;

2) Colocar os tubos em gelo durante 30 minutos;

3) Centrifugar 10 minutos a 1200rpm;

4) Descartar 0 sobrenadante para um recipiente com lixivia e soltar o pellet;

5) Perfazer para um volume final de 45ml com PBS 1x, agitar e repetir os pontos 3 e 4;

6) De acordo com o tamanho do pellet obtido, adicionar 1 - 3ml de PBS 1x () e distribuir aliquotas
de 1ml da solucéo por tubos tipo eppendorf de 1,5ml;

7) Realizar uma centrifugagédo curta a 5000rpm e descartar o sobrenadante para um recipiente
com lixivia;

8) Numa hotte, adicionar 1ml de Tri Reagent® a cada tubo e homogeneizar com auxilio de uma
micropipeta;
Nota: As aliquotas que ndo sdo extraidas devem ser armazenadas a -80°C.

9) Adicionar 200ul de cloroférmio a cada tubo e agitar fortemente por 20 segundos
(manualmente);

10) Deixar repousar a temperatura ambiente entre 2 a 3 minutos e centrifugar a 4°C a 14000rpm
por 20 minutos;

11) Transferir a fase aquosa para um novo tubo, adicionar 500ul de isopropanol (Merck) e deixar
incubar a -20°C (o/n);

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

13) Desprezar o sobrenadante, adicionar ao pellet 1ml de etanol a 75% gelado (preparado com
DEPC), agitar em vortex e centrifugar 5 minutos a 8000rpm a 4°C;

14) Desprezar sobrenadante e secar o pellet ao ar;

15) Ressuspender cada pellet em 20ul de agua com DEPC e deixar 30 minutos a solubilizar antes

de quantificar;

Solucéo de lise — RBC 1x
Num proveta de 1L, adicionar 100ml de RBC 10x (Biolegend) e perfazer para um volume final

de 1L com agua bidestilada.

Solucdo PBS 1x
Num proveta de 1L, adicionar 100ml de PBS 10x (Lonza) e perfazer para um volume final de

1L com &gua bidestilada.
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Anexo 2 Protocolos para efectuar as solucdes utilizadas electroforese em gel de

agarose.

Tampado de electroforese — TBE 1x
1) Adicionar 200ml de TBE 10x (0,89M Tris Borato pH 8.3 + 20mM Na2 EDTA — National

Diagnostics) e perfazer para um volume final de 2000ml, em &gua bidestilada.

Gel de agarose 0,8% (p/v)
1) Pesar 1,2g de agarose (Seakem® LE Agarose, Lonza, E.U.A.) num baldo erlenmeyer de 500ml
e adicionar 150ml de solu¢cédo tamponada TBE 1Xx;
2) Dissolver totalmente no microondas durante 3 minutos a poténcia maxima;
3) Deixar a solucdo arrefecer ligeiramente e adicionar 7,5ul de brometo de etideo (10mg/ml,
Invitrogen), agitar até homogeneizar;
4) Verter a solucdo para um molde contendo 0s pentes necessarios para o nimero de pocos

pretendidos e deixar o gel solidificar completamente durante, aproximadamente, 20 minutos.

Gel de agarose 2% (p/v)

1) Pesar 5g de agarose (Seakem® LE Agarose, Lonza, E.U.A.) num baldo erlenmeyer de 500ml e
adicionar 250ml de solugé@o tamponada TBE 1x;

2) Dissolver totalmente no microondas durante 3 minutos & poténcia maxima;

3) Deixar a solucdo arrefecer ligeiramente e adicionar 12,5ul de brometo de etideo (10mg/ml,
Invitrogen) e agitar até homogeneizar;

4) Verter a solugdo para um molde contendo 0s pentes necessarios para 0 numero de pocos
pretendidos e deixar o gel solidificar completamente durante, aproximadamente, 20 minutos.

Orange G 5x
1) Pesar 0,125g de Orange G (Sigma-Aldrich) e 12,5g de Ficoll (Sigma-Aldrich), perfazer o
volume para 50ml com &gua bidestilada;
2) Agitar em placa de agitagdo com temperatura para dissolver e distribuir a solugdo em tubos
tipo eppendorf de 2ml, armazenando a -20°C.

Orange G 1x
1) Num tubo de 1,5ml, adicionar 400ul de Orange G 5x a 1ml de agua bidestilada, agitar em

vortex e armazenar a 4°C.

Marcador GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific) e marcado Lambda/Hindlll
(Fermentas)
1) Adicionar 0,5yl de marcador; 2,ul de Orange G 5x (Sigma-Aldrich) e 7ul de dgua bidestilada.

2) Agitar em vortex e armazenar a 4°C.
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Anexo 3 Sequéncias e caracteristicas dos primers desenhados para a

analise de mutacdes nos exdes 1, 4, 13, 14, 15, 16 e 17 do gene TCF7L2.

Tamanho do

~ A % . .
Exéao Sequéncia %G C fragmento (pb) Método
F - CTTCCAAAATTGCTGCTGGTG 47,6
1 241 SA
R - CCCGAGGGGCTTTTCCTA 61,1
F —(a)GAACGCTTTGATTTGGTTTC 40
184 DGGE
R - GCTTCAGAATCTCTTGCGT 47,4
4
F - GTAGTTTGTGACATAAGCAG 40 S
A
R - GACAATTCAAGCTTCAGAATC 40
F-(a)GAAGGCTTTGTATAATTTGTTC 31,8 DGGE
175 -
13 R - CTATTTTAATGACTCAAAATGAC 26,1 DGGE/SA
F - GGCTTTTACAAACAAACAAAAC 31,8 SA
F - ACGTTCTCCTCCTCTGCT 55,6 DGGE/SA
198
14 R - (b) ACCAGCACAGCGAATCTG 55,6 DGGE
R - TAGACCAGCTGCAAACCAG 52,6 SA
R - GCTGAGATTTCACATCCAACTG 45,5
15 73 SA
R - GCTTTGATTTTCCCAAAGGC 45
F-GCTCCTGTCTCATTTCCTTTC 47,6
16 146 SA
R - GAGGCACTACAAACAGGGAAG 55
F-CTCTCTCCCTTGGCATCTGTGC 59,1
17A 176 GS
R - AGGGGAGCCTAGCAGGTTC 63,2
F - GCTTACTAGATTCGCCTCCCC 57,1
17B 139 SA
R - GGAGGCATCATGGACAGGTG 60
F - GTCACAGACTGAGCAGACCCAG 59,1
17C 173 SA
R - CAGGCTGCAAAGCGGCTG 66,7
F-TCCGCCCTCTGTCCCAAC 66,7
17D 194 SA
R - AAGCAGCGGGGTTCACGAC 63,2

*Método utilizado para a analise mutacional: SA — Sequenciacdo Automéatica; DGGE — Denaturating
Gradient Gel Electrophoresis; GS — Analise de fragmentos por electroforese capilar utilizando o

software GeneScan (Applied Biosystems). (a)C-clamp: CCCCGCCCGGCCCGCCCCGCCCCcCcCcGCee
CCCCCTCCCGGCCCGCCCCCCTGGCGCCCCGC (b)C-clamp: CCCCACGCCACCCGACGCCCCAGC
CCGACCCCCCCGCGLCceGGeaeeceeeae
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Anexo 4 Condi¢cBes e programas utilizadas na amplificacdo dos varios exdes

do gene TCF7L2, analisados no presente estudo.

Tabela 3 — Condi¢des utilizadas na amplificagdo dos varios exdes em estudo do gene TCF7L2.

~ Temperatura de [MgCl;] [Primer] [Polimerase]

E ZHTES, R t icl T icl
Xao hlbrldagao (OC) (mM) (pmol/ul) (U/Ll|) eagentes Ciclos ermociclador
1 64 4 0,12 0,4 AB 40 Veriti
4@ 59 5,5 0,12 0,4 AB 40 Veriti
4 ® 59 5 0,12 0,4 AB 40 Veriti
13®1®) 58,5 5,5 0,12 0,4 AB 40 Veriti
14 59 5,5 0,12 0,4 AB 40 Veriti
15 60 5 0,12 0,4 B 35 Biometra
16 62 2,5 0,12 0,4 AB 40 Veriti
17A 66 4 0,12 0,4 B 35 Veriti
17B 67 2 0,12 0,4 AB 40 Veriti
17C 69 2,5 0,12 0,4 AB 40 Veriti
17D 65 2,5 0,12 0,4 AB 40 Veriti

Legenda: (a) Condi¢cdes utilizadas para a amplificacdo do exdo para DGGE; (b) Condi¢cdes utilizadas para a
amplificagcdo do exdo para Sequenciagdo automatica; AB — Applied Biosystems, Life technologies; B — Bioline, Life
Science

Tabela 2 — Programa de amplificacdo por PCR utilizando o kit Biotaq (Bioline).

Etapa Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Desnaturacao inicial 95 5 minutos 1
Desnaturacao 94 50 segundos
Hibridagdo Variavel 30 segundos 35
Extensao 72 50 segundos
Extensdo final 72 7 minutos 1
Pausa 15 0 -

Tabela 3 - Programa de amplificagéo por PCR utilizando o kit Amplitaq® Gold (Applied Biosystems).

Etapa Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Desnaturagéo inicial 95 5 minutos 1
Desnaturacao 94 50 segundos
Hibridacao Variavel 30 segundos 40
Extenséo 70 50 segundos
Extensdo final 70 7 minutos 1
Pausa 15 o0 -

Tabela 4 - Programa utilizado na amplificacdo por PCR dos exdes para DGGE. (*temperatura variavel
de acordo com a temperatura de hibridag&o).

Etapa Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Desnaturagéo inicial 95 5 minutos 1
Desnaturacao 94 50 segundos
Hibridacao Variavel 30 segundos 40
Extensao 70 50 segundos
Extensdo final 70 7 minutos 1

60*
50*
40 3 minutos cada -
30
20
Pausa 15°C 0 -
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Anexo 5 — Protocolo de precipitacdo e purificacdo do DNA Etanol / EDTA /

Acetato de s6dio — BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied

Biosystems) apds a reaccdo de sequenciacao.

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7
8)
9)

Preparar uma mistura reaccional num tubo tipo eppendorf de 2ml com 2ul de EDTA (125mM),
2ul de acetato de sédio (3M) e 50l de etanol absoluto por cada amostra;

Agitar em vartex e realizar um spin down a velocidade maxima de 5000rpm;

Distribuir 54l do sobrenadante da mistura por tubos de 1,5ml;

Adicionar o volume total da reac¢éo de sequenciacdo e homogeneizar em vortex;

Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente;

Centrifugar a 14000rpm durante 40 minutos a 4°C;

Retirar completamente o sobrenadante;

Adicionar 100ul de etanol 70% (v/v) e agitar ligeiramente em vortex;

Centrifugar a 14000rpm durante 15 minutos a 4°C;

10) Retirar completamente o sobrenadante;

11) Secar o pellet a 37°C durante 10 minutos
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Anexo 6 Protocolos para efectuar as solucBes utilizadas na técnica de
DGGE.

Solugédo de Acrilamida 40% (v/v)

1) Num gobelé de 2000ml| coberto com papel de aluminio, pesar 380g de acrilamida (Life
Technologies) e 20g de bis-acrilamida (Sigma), dissolver em agua bidestilada e perfazer para
um volume final de 1L.

2) Adicionar 509 de resina (Bio-rad) sob agitacédo e desionizar durante 1 hora;

3) Filtrar a solucdo com papel de filtro para um frasco escuro e armazenar a 4°C.

Formamida
1) Num gobelé de 2000ml, pesar 509 de resina (Bio-rad) e adicionar 1L de formamida (Merck) sob
agitacéo e desionizar durante 1 hora;

2) Filtrar a solugcdo com papel de filtro para um frasco escuro e armazenar a 4°C.

Tampdao TAE 50x
1) Num gobelé de 2000ml, pesar 242,29 de tris-base (Sigma), 82,03g de acetato de sédio (Merck)
e 18,61g de EDTA (Life Technologies);
2) Ajustar o pH a 7,5 com acido acético (Merck) e perfazer para um volume final de 1L com agua
bidestilada;
3) Armazenar a solu¢do num frasco escuro a temperatura ambiente.
Solucéo de Acrilamida 0% (v/v)
1) Adicionar 162,5ml de acrilamida 40% (v/v), 20ml de tampdo TAE 50x e perfazer para um
volume final de 1L com agua bidestilada;
2) Armazenar num frasco escuro a 4°C.
Solucgéo de Acrilamida 80% (v/v)
1) Num gobelé de 2000ml envolvido em papel de aluminio, pesar 336g de ureia (Promega),
adicionar 162,5ml de acrilamida 40% (v/v), 20m| TAE 50x e 320ml de formamida desionizada;
2) Dissolver em agua bidestilada sob agitacao e temperatura e perfazer para o volume de 1L;
3) Filtrar a solu¢cdo com papel de filtro para um frasco escuro e armazenar a 4°C.
APS
1) Num gobelé de 50ml, pesar 2,59 de persulfato de aménio (Merck) dissolver em &gua
bidestilada sob agitacao;
2) Perfazer para um volume final de 25ml com agua bidestilada, aliquotar e armazenar a solucao
a -20°C.
Solucéo de Deposicdo DGGE
1) Num gobelé de 100ml, pesar 0,1g de azul bromofenol 0,2% (p/v), adicionar 25 ml de glicerol
99% (Sigma), 1ml de TAE 50x, perfazer a solucdo para um volume final de 50ml e
homogeneizar sob agitacéo;
2) Armazenar num frasco escuro a 4°C.
Tampéo TAE1x
Diluir 40ml de tamp&o TAE50x em 2000ml de 4gua destilada.
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Anexo 7 Caracteristicas e condi¢cGes de PCR dos marcadores de microssatélites

Tabela 1 - Sequéncia dos primers e tamanho do fragmento amplificado relativos aos
marcadores de microssatélites: D10S1269, D10S168 e D10S562.

Marcador de

Microssatélites Sequéncia 5’ -3 Tamanho (pb)

F - CTCAGATCGCGGAGTAGA *

D1051269 R - TGCTGTATTTATTACCAGTGCTTG 222-232
F — CATGGCACTAATAGAGTTAAC **

D10S168 R — TTCACTTGGGATGGAGGCA 159-165

D10S562 F — CCTGGCAGATGGAGGTT ** 185-205

R — TCGGAGTGCTTCCTTAAAATAC
* Primer forward marcado com o fluorocromo FAM™ (6-Carboxifluorescein) — cor azul;

**Primer forward marcado com o fluorocromo TET™ ( 5'-Tetrachloro-Fluorescein
Phosphoramidite) — cor verde.

Tabela 2 - Localizagdo dos marcadores de microssatélites: D10S1269, D10S168 e D10S562.

Marcador de microssatélites UniSTS Posicao (pb)

D10S1269 36608 114,521,464 - 114,521,689
D10S168 28320 114,745,515 - 114,745,679
D10S562 33530 116,640,361 - 116,640,545

Tabela 3 - Condi¢gBes utilizadas na amplificacdo por PCR dos marcadores de microssatélites
D10S1269, D10S168 e D10S562.

Marcador de Temperatura de [MgCl;] [Primer] [Polimerase] Termociclador
Microssatélites hibridagado (°C) (mM) (pmol/pul) (U/pl)
D10S1269 59,5 5 0,12 0,4 Veriti
D10S168 61 7 0,12 0,4 Veriti
D10S562 61 4 0,12 0,4 Veriti

Tabela 4 - Programa utilizado para a amplificacdo por PCR dos marcadores de microssatélites
utilizando o kit Biotaq (Bioline)

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
(°C)

Desnaturacgéo inicial 95 5 minutos 1
Desnaturagdo 94 1 minuto
Hibridagéo Variavel 50 segundos 40
Extensao 72 1minuto30segundos
Extensdo final 72 10 minutos 1
Pausa 15 oo -
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Anexo 8 Caracteristicas e condi¢cfes de gPCR

Tabela 1 Programa utilizado nas reaccdes de gPCR no aparelho LightCycler®Plus 480 Multiwell Plates

(Roche).
Ramp
Etapa Temp(a‘%r;\tura Tempo  Ciclos Rate Aquisicbes/seg aM?J(ijsoi dﬁ% '\gﬁgﬁsie
(°Clseq) q ¢
Pré- 95 10 min 1 4,4 - - -
incubacéo 95 10 seg 4,4 - -
61 15 seg 2,2 - - T
Amplificacdo 72 25 seg 45 4,4 - Single Quantification
95 5 seg 4,4 - -
. 65 1 min 2,2 - - Melting
Melting curve 97 - ! - 10 Continuous curves
Arrefecimento 40 10 seg 1 1,5 - - -

Tabela 2 Sequéncia dos primers utilizados para andlise de copy-number do gene TCF7L2 por gPCR

utilizando SYBR Green.

Regido a amplificar

Sequéncia

F- CTTCAAAGACGAGGGCGAAC

Exdo 1 R - TAAATCCCTCTCTGCCGAGG
Caoa F - CTACAGCTCCATTTTCAGTCCG
R - CCTGAACTGCAATCTGGTGTTC
T F- GTAAAACGGGGTGGCACAAT
R- CAGAAACAACCCTCTGGCTGT
R F - TCCTAAGAAATGCCGAGCGC
Exao 14

R - GCAAACCAGCACAGCGAATC

Tabela 3 Programa utilizado nas reacc¢8es de q PCR no aparelho 7900HT Sequence Detection System
(Applied Biosystems).

Etapa Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Incubacéo 50 2 minutos -
Activacdo da polimerase 95 10 minutos -
Desnaturacio 95 15 segundos 40
Hibridacdo e extensdo 60 1 minuto
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Anexo 9 Resultados da analise de mutacGes nos exdes 1, 4, 13, 14, 15, 16 e 17 do gene
TCF7L2.

= = Exé&o Exé&o Ex&o Ex&o Exdo 17
DNA | Exaol | Exao 4 13 14 15 16 Frag Frag Frag Frag
17A 17B 17C 17D
155 - - N N - - - - - -
249 - N N - - N - N * *
253 - N N N - N - N * *
295 - N N - - - - - - -
297 - N N N - N - - - -
301 * - N N - N - N * *
305 - N N N - N - - - -
319 - N N - N - N - -
337 - N - - * - * * *
383 - N - N - N - N - -
387 - N - N - - - - - -
389 - N N N - N - N - -
489 - N N - - - - - -
525 * N N N - N - N * N
537 * N N - - N - N * N
585 - N N N - N - N * N
593 - N N - - N - N - -
595 - N N - - mut - N * mut
603 * N N N N N N N N *
611 * N N N mut N N N N N
645 - N N - - N - N N N
785 - N N - N N N N N N
815 - N N - - N - - - -
817 - N N - - N - N N N
1083 - N N - - N - N N N
1233 - N N - - N - N N N
1421 - N N - - N - N N N
1529 - N - - - N - N N N
1639 - N N N N N N N N N
1653 N N N - N - N N N
1705 * N N N N N N N N N
1707 * N N N N N N N N N
1877 * N - - N N N N * *
1899 - - - - N N N - - -
1915 N N N * N N N N N N
1969 N - N - N N N N * N
1971 N - N - N N N N * *
1977 N N N - mut N N - N N
1983 * - N - - N - - - N
1991 N N N - N N N N N N
2011 * N N - N N - N N N
2031 N N N N N N N - N N
1929 N N N N * N N N N *
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Continuacao do anexo 9

Exé&o 17

DNA |Exdol| Exdo 4 | Exdo 13 | Exdo 14 | Exdo 15 | Exd0 16 [ Frag Frag Frag Frag

17A 17B 17C 17D
1935 N N - - N N N N N N
1937 * - - - - N * N N N
1953 * N N N - N N N N N
1987 N N N - N N N mut N
2043 N N N - - N N N N mut
2059 * N N - N N N N N N
2115 N N N N N N N N N N
2155 N N N N - N - N N N
2159 N N N N - N - N N N
2187 N - - N - N - N N N
2197 N N N N N N N N N N
2209 N N N N - N N N N N
2241 N N N N - N N N N N
353 - - - - - - N - N -
455 - - - - - - N N N -
579 - - - - - - mut N N -
621 - - - - - - N N N -
725 - - - - - - mut - N -
1019 - - - - - - mut N N -
1027 - - - - - - mut N N -
1265 - - - - - - N - N -
1911 N N mut N - N mut N N N
1923 - - - - - N mut N N N
1973 N N N N - N mut N N N
2229 N N N - N N mut * N *

Legenda: Frag: fragmento; N: normal (sem mutag&o); mut: com mutacéo; * ndo foi possivel amplificar por PCR; - ndo foi feita

andlise.
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