Validag¢do da sequencia¢do de nova gera¢ao (NGS) no diagndstico molecular de
formas hereditarias de cancro da mama e colorretal
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Introdugao

O cancro da mama e o cancro colorretal constituem, entre as patologias oncolégicas, duas das principais
causas de morte. Cinco a 10% destes casos estdo associados a alteragcdes germinais em genes
reconhecidamente associados a suscetibilidade para desenvolvimento de formas hereditarias de cancro
da mama e de cancro colorretal.

Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo validar a metodologia de sequenciacdo de nova geragdo (NGS),
por comparagdo com os resultados obtidos previamente pelo método de Sanger, para diversas variantes
presentes em diferentes genes - BRCA1, BRCA2, TP53, APC, MUTYH, MLH1, MSH2 e STK11 - que conferem
suscetibilidade para desenvolvimento de cancro da mama e/ou colorretal.

Métodos

Foram sequenciadas por NGS 64 amostras de DNA de utentes com suspeita clinica de predisposicao
hereditdria para cancro da mama ou colorretal, utilizando o painel de sequenciacao TruSight Cancer
(andlise de 94 genes) e a plataforma MiSeq (lllumina). A andlise bioinformatica dos resultados foi
realizada com recurso aos softwares MiSeq Reporter, VariantStudio e Isaac Enrichment (Illumina).

Resultados

A andlise por NGS demonstrou elevada sensibilidade e especificidade analiticas para a dete¢do de
variantes pontuais e inser¢des/delecdes nos oito genes analisados, uma vez que permitiu identificar a
totalidade das 412 variantes (93 Unicas, incluindo 27 variantes patogénicas) previamente detetadas pelo
método de Sanger. Na abordagem por NGS ndo se detetaram resultados falsos negativos, identificou-se
somente um resultado falso positivo, correspondendo a uma variante intrénica (provavelmente nao
patogénica) no gene STK11 (c.375-49G>A). Este resultado deveu-se, presumivelmente, a uma baixa
cobertura do NGS no nucledétido em causa.

Conclusdo

Os ensaios de validagdo realizados comprovam a eficiéncia da NGS na detecdo de variantes de sequéncia
em 8 genes com predisposi¢do para cancro da mama e/ou colorretal. A disponibilizagdo da sequenciacdo
por NGS de painéis de genes de predisposi¢cdo para estes dois tipos de cancro ird, assim, possibilitar um
diagndstico molecular mais abrangente, rdpido e mais econdmico comparativamente as metodologias
convencionais. Complementarmente, tanto os utentes afetados como os seus familiares, com o devido
aconselhamento genético e sob vigilancia clinica especializada, beneficiardo destas novas tecnologias que
tém um elevado impacto na saude publica.

Dado que o painel de sequenciacdo por NGS utilizado possibilita a andlise simultanea de 94 genes
associados a predisposi¢do para cancro, evidencia-se o grande potencial de aplicagdo desta abordagem ao
diagndstico molecular de outros tipos de cancros hereditarios.
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