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RESUMO
TESE DE DOUTORADO

Raissa Coelho Andrade

A sindrome de Li-Fraumeni (SLF) e sua variante, Li-Fraumeni /ike (LFL), compdem uma condi¢do
clinicamente heterogénea de predisposicdo a canceres diversos em idade precoce. O tUnico gene
conclusivamente associado a SLF/LFL é o supressor tumoral 7P53. O estudo da SLF/LFL ¢
importante por diversas razoes: (1) o elevado risco de desenvolvimento de cancer em portadores de
mutacdo em TP53 torna essencial que esses individuos sejam identificados e recebam aconselhamento
genético; (2) a epidemiologia da SLF/LFL no mundo ainda ndo esta determinada, o que € importante
para o desenvolvimento de estratégias de manejo dos pacientes, especialmente no caso do Brasil, onde
uma mutacido fundadora em TP53, a R337H, mostra-se muito frequente em alguns Estados; (3) a
SLF/LFL € um modelo para estudo da predisposi¢cdo genética ao cancer, visto que sua heterogeneidade
suscita ddvidas, como quais fatores modificam a penetrancia da sindrome, e quais outros genes podem
estar associados a ela nos pacientes que ndo apresentam mutaciio em 7P53. A finalidade deste estudo
foi realizar a caracterizacdo fenotipica e molecular de pacientes com suspeita clinica da SLF/LFL,
além de investigar a frequéncia da mutacdo fundadora R337H em diferentes coortes de pacientes
oncoldgicos. Cinquenta e oito pacientes com suspeita clinica da SLF/LFL foram investigados quanto a
presenca de mutacdes em TP53 por sequenciamento direto e MLPA. O gene CDKNIA, mediador de
TP53 na regulacdio do ciclo celular, também foi investigado por sequenciamento direto.
Adicionalmente, trés coortes de pacientes acompanhados pelo aconselhamento genético do INCA
foram investigadas quanto a presenca da mutacéio R337H de TP53: 46 pacientes com tumor de Wilms,
81 pacientes com retinoblastoma e 126 pacientes com suspeita clinica de cancer de mama e ovério
hereditarios. Para a investigacdo de novos genes associados a sindrome, onze pacientes sem mutagdes
detectadas em TP53 foram selecionados para a investigacdo de 124 genes associados a cancer através
de sequenciamento de nova geracdo. Dentre os 58 probandos com suspeita clinica da SLF/LFL, 39
pertenciam a familias com critérios clinicos estabelecidos para a sindrome (grupo 1), e 19 pacientes
pertenciam a familias sem estes critérios (grupo 2), mas que apresentavam canceres tipicos da
sindrome. Foi observada uma frequéncia de muta¢des patogénicas em 7P53 de 20,5% (8/39) no grupo
1 (seis mutagdes missense e duas grandes delegdes). Os portadores dessas mutacdes apresentaram uma
sobrevida global em 5 anos 35,7% menor que a de ndo-portadores (p=0,02). Apenas uma mutagdo em
TP53 foi detectada no grupo 2 (5,3%), em uma paciente com carcinoma fibrolamelar. Ndo foram
encontradas muta¢des em CDKNIA. Entre todos os pacientes investigados, a mutacdo R337H foi
encontrada em apenas um, com carcinoma adrenocortical, do grupo 1. Na analise por sequenciamento
de nova geracdo, foram detectadas 34 mutacdes potencialmente patogénicas em 21 genes. Quatro
delas ocorreram em genes associados a sindromes de cancer hereditario com fendtipos similares aos da
SLF/LFL: uma em BRCAI (F1761S) e trés em ATM (S49C, C532Y, e a mutacdo nova E2087A).
Mutagdes novas foram observadas nos genes SETD2, PIK3C2A, SMO e PTPRC. Estudos adicionais
sd0 necessarios para confirmar o impacto clinico dessas mutacdes.
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ABSTRACT
TESE DE DOUTORADO

Raissa Coelho Andrade

Li-Fraumeni syndrome (LFS) and its variant, Li-Fraumeni like (LFL), comprise a clinically
heterogeneous condition of predisposition to various cancers at an early age. The only conclusively
gene associated to LFES/LFL is the tumor suppressor 7P53. The study of LFS/LFL is important for
several reasons: (1) the high risk of cancer development in patients with 7P53 mutation makes it
essential that these individuals be identified and receive genetic counseling; (2) the worldwide
epidemiology of LFS/LFL is not yet determined, which is important for the development of
management strategies for patients, especially in the case of Brazil, where a founder mutation in 7P53,
the R337H mutation, has shown to be very frequent in some States; (3) LFS/LFL is a model for the
study of genetic predisposition to cancer, since its heterogeneity raises questions such as what factors
modify the penetrance of the syndrome, and what other genes may be associated with it in patients
without mutations in 7P53. The purpose of this study was to perform the phenotypic and molecular
characterization of patients with clinical suspicion of LFS/LFL, and to investigate the frequency of the
R337H founder mutation in different cohorts of cancer patients. Fifty-eight patients with clinical
suspicion of LFS/LFL were investigated for the presence of mutations in 7P53 by direct sequencing
and MLPA. The CDKNIA gene, TP53 mediator in cell cycle regulation, was also investigated by
direct sequencing. Additionally, three cohorts of patients followed by the genetic counseling clinic at
INCA were investigated for the presence of the TP53 R337H mutation: 46 patients with Wilms' tumor,
81 patients with retinoblastoma and 126 patients with suspicion of hereditary breast and ovarian
cancer. For the investigation of new genes associated with the syndrome, eleven patients with no
mutations detected in TP53 were selected for the investigation of 124 genes associated with cancer by
next generation sequencing. Among the 58 probands with clinical suspicion of LFES/LFL, 39 belonged
to families with clinical criteria established for the syndrome (group 1) and 19 patients belonged to
families without these criteria (group 2), but which had core cancers of the syndrome. The frequency
of pathogenic mutations in 7P53 was 20.5% (8/39) in Group 1 (six missense mutations and two gross
deletions). The carriers of these mutations showed a global 5-year survival 35.7% lower than non-
carriers (p=0.02). Only one TP53 mutation was detected in Group 2 (5.3%), in a patient with
fibrolamellar carcinoma. No mutations were found in CDKNIA. Among all the individuals studied, the
R337H mutation was found in only one patient of group 1, who had an adrenocortical carcinoma. In
the analysis by next generation sequencing, thirty-four potentially pathogenic mutations in 21 genes
were identified. Four of them occurred in genes associated with hereditary cancer syndromes with
phenotypes similar to the LES/LFL: one in BRCAI (F17615) and three in ATM (S49C, C532Y, and the
novel E2087A mutation). Novel mutations were observed in SETD2, PIK3C2A, SMO and PTPRC.
Additional studies are needed to confirm the clinical impact of these variants.
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1. Introducao
1.1 Aspectos gerais da Sindrome de Li Fraumeni (SLF) e Li-Fraumeni like (LFL)

A sindrome de Li-Fraumeni (SLF) é uma condicdo autossdmica dominante de
predisposicao a diversos tumores malignos em idade precoce. Os tumores mais caracteristicos
da SLF sdo: osteossarcomas, sarcomas de partes moles, cancer de mama, tumores de sistema
nervoso central, tumores adrenocorticais e leucemias. Esses sdo conhecidos como core
cancers, ou “tumores tipicos” da SLF. Entretanto, diversas outras neoplasias também ocorrem
em excesso nos individuos afetados (LI et al., 1988). A SLF esta associada a mutacdes
germinativas no gene TP53 (MALKIN et al., 1990), que podem conferir um risco vital de
desenvolvimento de cancer de até 73% em homens e aproximadamente 100% em mulheres
(CHOMPRET et al., 2000).

Os critérios classicos para o diagndstico clinico da sindrome incluem pelo menos trés
casos de cancer entre familiares relacionados em 1° ou 2° grau, sendo pelo menos um desses
canceres um sarcoma antes dos 45 anos de idade (LI et al., 1988). Fen6tipos mais brandos da
sindrome, isto é, com menos casos de cancer na familia e/ou diagnostico de cancer em idades
mais avancadas também foram associados a mutacdes germinativas em 7P53. Dessa forma, a
caracterizacdo clinica da sindrome vem sofrendo modificacdes desde sua primeira descricdo
(BIRCH et al., 1994; EELES, 1995; TINAT et al., 2009). Esses fen6tipos “nao classicos”, ou
“variantes” da SLF ficaram conhecidos como sindrome de Li-Fraumeni like (LFL). As
alteracdes genéticas relacionadas aos pacientes com caracteristicas clinicas da SLF/LFL que
ndo apresentam mutacdo identificavel em TP53 ainda sdo desconhecidas. A frequéncia da
SLF/LFL no mundo ainda ndo foi determinada, e os fatores moleculares e ambientais que

influenciam na sua variabilidade de fen6tipos ainda sdo pouco compreendidos.

1.2  Histérico da SLF/LFL: entendendo a definicao dos critérios clinicos

A primeira descricdo da Sindrome de Li-Fraumeni data de 1969. Federick Li e Joseph
Fraumeni conduziram um estudo epidemioldgico nos EUA para investigar fatores associados
ao desenvolvimento de rabdomiossarcoma infantil. Ao analisarem certiddoes de oObito e/ou
prontuarios médicos de um total de 648 criancas acometidas com essa doencga, 0s
pesquisadores se depararam com um padrdo peculiar de ocorréncia de tumores em cinco
familias. Trés criancas tinham irmdos também acometidos com sarcomas de partes moles, e
outras duas tinham primos em primeiro grau com essa doenca. Os familiares dessas criangas
exibiam uma alta frequéncia de diversos tumores: 31 individuos dessas familias foram

acometidos com cancer, sendo os sarcomas de partes moles e cancer de mama os mais



comuns, mas também haviam casos de cancer de pancreas, leucemia, cancer de pele, cancer
de pulmao, cancer de tiredide e do sistema nervoso central (LI; FRAUMENI, 1969b).

Os achados de LI e FRAUMENI foram publicados em dois artigos no mesmo ano. No
primeiro deles, os autores caracterizaram com maiores detalhes quatro dessas familias,
mostrando a ocorréncia dos tumores em idade mais precoce que o esperado para a populacao
geral, e sugeriram a existéncia de uma nova sindrome de cancer familial (LI; FRAUMENI,
1969a). O acompanhamento dessas familias por doze anos mostrou a ocorréncia de 16 novos
tumores em 10 individuos, enquanto o nimero de casos que seria esperado ao acaso era de
apenas 0,5. Este estudo refor¢cou o fendtipo diferenciado da SLF em relacdo a outras
sindromes de cancer hereditario ja conhecidas, e a importancia do acompanhamento clinico
dessas familias. Também foi sugerido que fatores ambientais, como exposi¢dao ao cigarro € a
radiacdo ionizante, pudessem influenciar no espectro tumoral desses individuos (LI;
FRAUMENI, 1982).

A partir dos relatos de outras familias exibindo fendtipos tumorais similares, alguns
autores inicialmente se referiram a sindrome como SBLA. Essa sigla surgiu devido ao
espectro tumoral relatado até aquele momento na sindrome, que incluia principalmente:
Sarcomas, canceres de mama e cerebral (do inglés Breast and Brain cancers), leucemias,
cancer de laringe e cancer de pulmio (do inglés Leukemia, Larynx and Lung cancers), e
carcinoma Adrenocortical (LYNCH et al., 1978; LYNCH; GUIRGIS, 1979; HARTLEY et
al., 1987a).

LI e colaboradores (1988), a fim de evitar a inclusdo de fenocopias (isto €, casos de
cancer que ndo estivessem associados a uma herangca genética), propuseram 0s seguintes
critérios de selecdo de familias para uma analise mais precisa da sindrome: (1) um probando
com sarcoma antes dos 45 anos e; (2) um familiar de primeiro grau com cancer antes dos 45
anos e; (3) outro familiar de primeiro ou segundo grau com qualquer cancer antes dos 45 anos
ou com sarcoma em qualquer idade.

Utilizando esses critérios, os autores fizeram uma analise de 151 individuos com
cancer, entre 24 familias, e comprovaram as principais caracteristicas da sindrome: um padrao
autossomico dominante de heranga, e susceptibilidade a diversos tumores em idade jovem,
com predomindncia de sarcomas de partes moles, osteossarcoma e cancer de mama, além de
um excesso de tumores de sistema nervoso central, leucemias e carcinoma adrenocortical, em
relacdo a populacdo geral. Esses critérios de selecio compuseram o primeiro diagndstico
clinico desenvolvido para a sindrome, o critério classico SLF (Quadro 1.1) (LI et al., 1988).

Embora o gene associado a sindrome ainda ndo estivesse determinado, ja era

conhecida a relagdo dos genes supressores tumorais com o cancer hereditario (MALKIN et
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al., 1990; SRIVASTAVA et al., 1990). Supressores tumorais sdo genes responsaveis pela
regulacdo negativa da divisdo celular em resposta a situacdes que possam comprometer a
integridade do DNA. Quando ocorre a perda da fungdo desses genes, essa regulagdo €
comprometida, o que cria uma circunstancia facilitadora para o desenvolvimento de tumores.
O conceito de genes supressores tumorais surgiu através dos estudos epidemioldgicos de
KNUDSON (1971), que formulou a hipétese dos dois hits, isto é, dois eventos mutacionais
necessarios para inativar as duas copias de um supressor tumoral, permitindo que a
transformacdo maligna ocorra. Dessa forma, os individuos que herdaram uma c6pia mutada
de um gene supressor tumoral teriam um risco superior para o desenvolvimento de tumores
em idade jovem, pois necessitariam de apenas uma mutacdo adicional, na cépia normal do
gene, para que aquele supressor tumoral perdesse totalmente sua funcao.

O gene TP53 foi identificado como um supressor tumoral por volta de 1989 (FINLAY;
HINDS; LEVINE, 1989). Mutacdes inativadoras nesse gene estavam presentes em diversos
tipos de tumor (NIGRO et al., 1989). Dessa forma, ele parecia um candidato plausivel para a
predisposicdo ao cancer hereditario na SLF. Um ano depois, dois grupos de pesquisa
encontraram mutagdes germinativas em 7P53 em um total de seis familias com critérios para
a SLF (MALKIN et al., 1990; SRIVASTAVA et al., 1990).

A medida que mutagdes germinativas em TP53 foram investigadas em grupos maiores
de pacientes, BIRCH e colaboradores (1994) observaram que menos da metade das familias
que apresentavam essas mutacdes preenchia o critério classico da SLF. Desse modo, os
autores propuseram um critério clinico menos restringente para a sindrome (Quadro 1.1),
sugerindo que os fendtipos das familias com mutagdes em TP53 eram mais abrangentes do
que anteriormente proposto. Os critérios “ndo clissicos” para a SLF ficaram conhecidos como
formas variantes da Sindrome de Li-Fraumeni, ou Li-Fraumeni /ike (LFL).

Além dos core cancers (tumores tipicos) da sindrome, alguns estudos haviam
evidenciado um excesso significativo de melanomas, canceres de préstata e de pancreas nas
familias com a SLF (HARTLEY et al., 1987b; STRONG; STINE; NORSTED, 1987). A
inclus@o desses tumores caracterizava o espectro tumoral “estendido” da sindrome. Dessa
forma, EELES (1995) propds uma definicdo ainda mais abrangente, incluindo familias com
dois tumores do espectro estendido da sindrome, em individuos relacionados em primeiro ou
segundo grau, em qualquer idade (Quadro 1.1).

CHOMPRET e colaboradores (2000) fizeram uma ampla investigacdo em 7P53 em
268 criancas com cancer que tivessem pelo menos um familiar préximo afetado por cancer
antes dos 46 anos de idade, ou afetado por multiplos tumores primarios em qualquer idade. A

partir dos fendtipos das familias com mutacdes detectadas, os autores desenvolveram os
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critérios de Chompret, que teriam melhor custo/beneficio em relagcdo aos outros critérios,
considerando a sensibilidade e o valor preditivo positivo na deteccdo de mutacdes em TP53
(CHOMPRET et al., 2001). O principal diferencial dos critérios de Chompret foi a indicagdo
do teste molecular para probandos com determinadas histérias individuais de cancer que por
si s6 ja representavam uma elevada chance de associagdo com uma mutagdo em 7TP53,
independente desses probandos possuirem ou ndo familiares afetados com cancer.
Investigacdes posteriores levaram a um aprimoramento deste critério, substituindo a versao de
2001 pelas versoes de 2009 e 2015 (Quadro 1.1).

A caracterizacdo e elaboracdo dos critérios clinicos envolvidos na SLF/LFL revelam
sua heterogeneidade clinica, e a dificuldade em definir o método mais eficiente a ser utilizado
na indicacdo do exame molecular para familias sob risco. Apesar da sindrome possuir
caracteristicas marcantes (um amplo espectro de tumores, idades precoces ao diagndstico e
tendéncia ao desenvolvimento de multiplos tumores primarios), nenhuma combinagdo dessas
caracteristicas mostra-se capaz de predizer com precisdo a ocorréncia de uma mutacdo
germinativa em 7P53. Mutacdes em TP53 sdo detectadas em 50 a 80% das familias com
critérios SLF e em 20 a 40% das familias com critérios LFL (BIRCH et al., 1994; VARLEY
et al., 1997; HWANG et al., 2003; VARLEY, 2003; TINAT et al., 2009). Desse modo, ainda
persiste a duvida a respeito de outros genes possivelmente envolvidos no desenvolvimento da
sindrome, e dos fatores ambientais que determinam como ela ird se manifestar (MALKIN,

2011).



Quadro 1.1. Critérios para o diagnéstico clinico da SLF/LFL.

Critério classico da Sindrome de Li-Fraumeni (SLF) (LI et al., 1988)
(1) Probando com sarcoma diagnosticado antes dos 45 anos de idade; e
(2) um familiar de primeiro grau com qualquer cancer antes dos 45 anos; e
(3) um familiar de primeiro ou segundo grau com qualquer cincer antes dos 45 anos ou um sarcoma

em qualquer idade.

Li-Fraumeni like — Birch (LFL-B) (BIRCH et al., 1994)
(1) probando com qualquer cancer pediatrico, ou sarcoma, tumor de SNC ou carcinoma adrenocortical
antes dos 45 anos; e
(2) um familiar de primeiro ou segundo grau com um cancer tipico da sindrome de Li-Fraumeni
(sarcoma, cancer de mama, SNC, ADR ou leucemia) em qualquer idade e

(3) um familiar de primeiro ou segundo grau com qualquer cancer antes dos 60 anos.

Li-Fraumeni like — Eeles (LFL-E) (EELES, 1995)
(1) presenca de dois familiares relacionados em primeiro ou segundo grau com tumores do espectro
estendido da SLF (sarcoma, cincer de mama, tumor de SNC, leucemia, ADR, melanoma, cincer de

prostata, cancer pancreitico) em qualquer idade.

Critérios de Chompret, versdo de 2009 (TINAT et al., 2009)
(1) probando com tumor do espectro da sindrome de Li-Fraumeni antes dos 46 anos de idade
(sarcoma, tumor de SNC, cancer de mama, carcinoma adrenocortical, leucemia, cancer de
broncoalveolar de pulmao), e
(2) pelo menos um familiar de primeiro ou segundo grau com tumor da SLF (exceto cancer de mama
se o probando tiver cincer de mama) antes dos 56 anos; ou
(1) probando com muiltiplos tumores primérios (exceto multiplos tumores de mama), sendo que dois
deles pertengam ao espectro SLF, e o primeiro deles tenha ocorrido antes dos 46 anos, independente da
histéria familial, ou
(1) probando diagnosticado com carcinoma adrenocortical ou carcinoma do plexo -cordide,

independente da histdria familial.

Critérios de Chompret, versao de 2015 (BOUGEARD et al., 2015)
(1) probando com tumor do espectro da sindrome de Li-Fraumeni antes dos 46 anos de idade (cancer
de mama pré-menopausa, sarcoma de partes moles, osteossarcoma, tumor de SNC, carcinoma
adrenocortical), e
(2) pelo menos um familiar de primeiro ou segundo grau com tumor da SLF (exceto cancer de mama
se o probando tiver cancer de mama) antes dos 56 anos ou com muiltiplos tumores; ou
(1) probando com multiplos tumores primarios (exceto multiplos tumores de mama), sendo que dois
deles pertengam ao espectro SLF, e o primeiro deles tenha ocorrido antes dos 46 anos, independente da
historia familial, ou
(1) probando diagnosticado com carcinoma adrenocortical, carcinoma do plexo cordide, ou
rabdomiossarcoma embrionério anaplésico, independente da histéria familial; ou

(1) probando com céancer de mama antes dos 31 anos.

SNC: Sistema nervoso central; ADR: carcinoma adrenocortical.



1.3 O gene e a proteina associados a SLF/LFL: TP53 e p53
1.3.1 Histérico

A proteina p53 foi descoberta em 1979. Nessa década, a associagdo de certos virus
com o desenvolvimento de tumores era um dos principais focos da pesquisa em cancer. Ao
estudarem tumores induzidos pelo virus SV-40 (simian virus 40), grupos de pesquisa
independentes observaram que uma proteina de aproximadamente 53 kDa (p53) co-
precipitava com um dos antigenos desse virus. Esse antigeno (large T-antigen) era necessario
para a transformacgdo celular induzida pelo virus, e sua interacdo com uma proteina do
hospedeiro levantou grande interesse (KRESS et al., 1979; LANE; CRAWFORD, 1979;
LINZER; LEVINE, 1979).

A primeira conclusdo acerca de p53 € que ela era um co-efetor na transformacgao
celular, levando, inicialmente, a sua classificagdo como oncogene. De fato, foi descoberto que
células transfectadas com clones de TP53 tinham a capacidade de se imortalizar e de induzir a
transformacgdo de culturas de fibroblastos por interagdo com o oncogene RAS (JENKINS;
RUDGE; CURRIE, 1984; PARADA et al., 1984). Entretanto, estudos posteriores mostraram
que os clones utilizados nesses experimentos eram versoes mutantes de 7P53, obtidas a partir
de células tumorais (ELIYAHU et al., 1988; FINLAY et al., 1988), e que a p53 selvagem
regulava negativamente o crescimento celular (ELIYAHU et al., 1989; FINLAY; HINDS;
LEVINE, 1989). A partir desses dados, os estudos se voltaram para sua caracterizacdo como
um possivel gene supressor tumoral, corroborada pelo fato de que mutagdes em TP53 eram
comuns em tumores (BAKER et al., 1990; NIGRO et al., 1989). O acumulo aberrante da
proteina em células tumorais foi atribuido a sua versao mutante (BARTEK et al., 1990).

A classificacio de TP53 como gene supressor tumoral foi confirmada com a
descoberta que pacientes que herdavam uma mutagdo de perda de fungdo em TP53
apresentavam a SLF (MALKIN et al., 1990; SRIVASTAVA et al., 1990). Além disso, ratos
nocaute para TP53 tinham uma suscetibilidade ao desenvolvimento precoce de tumores
(DONEHOWER et al., 1992). Dessa forma, ficou claro que o gene TP53 possuia um papel
essencial na prevencdo do cancer, sendo extensivamente estudado por diversos grupos.
Atualmente, € reconhecido que a proteina p53 possui muitas fungdes além da atividade de
supressdo tumoral, com evidéncias sugerindo sua atuacdo na fertilidade, desenvolvimento,

divisao de células-tronco e envelhecimento celular (SOUSSI, 2010).



1.3.2 Estrutura

O gene supressor tumoral 7P53 localiza-se no cromossomo 17, posi¢ao pl3.1
(17p13.1). Possui 20 kb de extensdo e estd organizado em 11 éxons, sendo os éxons 2 a 11
codificantes, responsaveis pela traducdo de uma proteina de 393 aminoédcidos e 53 kDa
(Figura 1.1). O gene TP53 codifica a proteina p53, responsavel pela regulacdo do ciclo celular
em resposta a situacOes de stress celular. A proteina € composta por cinco dominios: o
dominio de transativagdo (residuos 1-40), necessdrio para a ativacdo da atividade
transcricional; o dominio rico em prolinas (residuos 61-94), que possibilita interagdes
proteina-proteina; o dominio de ligagdo ao DNA (residuos 100-300), que se liga a sequéncias
de reconhecimento nas regides promotoras de genes-alvo; o dominio de oligomerizacdo
(residuos 324-355), e o dominio regulatério C-terminal (residuos 360-393), que pode atuar na

regulacdo da ligagdo ao DNA através do dominio de ligacao (TOLEDO; WAHL, 2006).

Gene TP53

Dominiode Dominio Dominio de ligacéo ao DNA Dominio de  Dominio de regulacéo
fransativagdo ricoem oligomerizacao
prolinas

Figura 1.1. Gene TP53 e proteina p53. As areas retangulares representam os 11 éxons de TP53, coloridos
conforme os dominios que codificam na proteina p53. O éxon 1 e parte dos éxons 2 e 11 (em cinza)
correspondem a regides nio traduzidas. Modificado de ACHATZ, 2008.

1.3.3 Vias e funcoes da proteina p53

A proteina p53 € produzida constitutivamente nos tecidos humanos. Entretanto, em
células ndo expostas a situacdes de stress, essa proteina € mantida em niveis reduzidos,
essencialmente pela acdo da proteina MDM?2, que se liga ao dominio de transativacdo de p53
e induz sua ubiquitinac@o para posterior degradacdo via proteassoma. Em situacdes de stress
celular, como hipdxia, danos ao DNA, privacdo de nutrientes, ativacdo oncogénica, entre
outros, a fosforilagdo de p53 reduz sua afinidade por MDM2, e ela atuard na manutencao da
integridade gendmica, ativando vias que evitam a proliferacdo celular inapropriada (Figura
1.2). Estudos mostraram que a proteina MDM4 também funciona como um regulador de p53,
ocluindo o dominio de transativagdo de p53 e mantendo-a inativa. Em situacdes de stress

celular, MDM4 ¢ degradado, liberando p53 para exercer sua fun¢do (TOLEDO; WAHL,
2006; BOURDON, 2007).



Entre os inimeros estimulos que ativam a via de p53, estd a atividade anomala de
oncoproteinas (Figura 1.2) como MYC, RAS, E2F, que induzem a transcri¢io de ARF (ou
pl4). A proteina pl4, por sua vez, sequestra MDM?2 e deixa p53 livre para se estabilizar e
exercer sua funcao (MEEK, 2009). Outro caminho € mediado por cinases sensiveis a danos ao
DNA, como ATM e ATR, que agem direta ou indiretamente via CHEK?2, fosforilando p53 no
seu dominio N-terminal, impedindo a ligacdo de p53 a proteina MDM2 (Figura 1.2) (BANIN
et al., 1998; CANMAN et al., 1998).

A p53 ativa a sinalizagdo de trés respostas celulares principais: em certas
circunstancias, induz a parada do ciclo celular, e em outras, ativa a maquinaria apoptoética,
levando a célula a morte; a terceira possibilidade € o direcionamento a senescéncia celular
(Figura 1.2). A primeira resposta permite que mecanismos de reparo sejam ativados, existindo
a possibilidade de sobrevivéncia da célula, caso o dano sofrido seja revertido. Ja as outras
duas sdo terminais para a célula (RILEY et al., 2008; BROWN et al., 2009). Para exercer
essas fungdes, pS3 age principalmente como um fator de transcri¢do, embora também atue em
associacdo direta a outras proteinas. Seu dominio de ligacdo ao DNA tem afinidade pelo
motivo: RRRCWWGYYY...n...RRRCWWGYYY (onde R é uma purina, Y € uma
pirimidina, W é uma adenina ou timina e o espacamento entre as duas sequéncias € de 0-13
nucleotideos). Ap6s a ligacdo ao DNA, complexas modificagdes ocorrem em p53,
essencialmente na porcdo C-terminal, incluindo acetilacdo, glicosilacdo, fosforilagdo,
ribosilagao e sumoilagdo. Essas modificacdes alteram a capacidade de p53 interagir com
outros fatores de transcri¢do, e portanto modulam sua atividade transcricional (MENENDEZ;
INGA; RESNICK, 2009; AMARAL et al., 2010).

Os genes que atuam downstream a pS53 sdo diversos e conduzem importantes
processos de manutencdo da homeostase do organismo. Esses genes sao diferencialmente
ativados dependendo do tipo de célula, extensdo do dano sofrido e diversos parametros ainda
nao identificados (MEEK, 2009).

Um dos mais importantes alvos transcricionais de pS3 é o gene CDKNIA (ou p21),
cuja proteina atua como um inibidor de CDKs (cinases dependentes de ciclina). CDKNIA se
liga ao complexo D-CDK4. Essa ligacao impede que ocorra a hiperfosforilagao da proteina
RB na fase G1 do ciclo celular. A proteina RB ndo fosforilada se liga aos fatores de
transcricdo da familia E2F (formando o complexo E2F-DP1-RB), impedindo sua atuagdo.
Dessa forma, os alvos de E2F (como por exemplo, as ciclinas E e A, DNA polimerase e
timidina cinase) s@o reprimidos, o que paralisa o ciclo celular na fase G1. A partir desta
parada, podem ser ativados mecanismos de reparo, ou a progressao para senescéncia ou

apoptose, caso haja impossibilidade de reparo (RILEY et al., 2008).
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Figura 1.2. A via de p53. Uma versdo simplificada com alguns dos principais sinais de ativacdo da via, os
mediadores desses sinais upstream a p53 (ATM, ATR, CHEK2 e ARF), a proteina MDM2 como principal
reguladora negativa da ativacdo de p53, e os eventos downstream a ativagdo de p53. p53 é o centro de complexas
interacdes celulares. Ela pode atuar como fator de transcri¢do ou por interag@o direta com outras proteinas. Entre
suas respostas mais importantes estdo a parada do ciclo celular, cujo principal mediador € a proteina CDKN1A
(p21), e a indugdo da apoptose. Ac: acetilacdo; Me: metilacdo; P: fosforilacdo. Modificado de RILEY et al, 2008.

A indugdo da apoptose € o efeito mais pronunciado de p53. Essa indugdo é necessaria
rotineiramente durante a morfogénese para descartar células ndo mais necessérias, resultando
na formacdo de tecidos e Orgdos funcionais. De forma geral, a apoptose é utilizada para
manter um ndmero apropriado de células nos diversos tecidos (WEINBERG, 2007). Para
induzir a apoptose, a p53 atua como fator de transcricdo para genes como BAX, PUMA/BBC3,
BIRCS5 e FAS (RILEY et al., 2008). Além disso, ela também se liga diretamente a outras



proteinas, como BclXL e Bcl2, as quais p53 se liga na mitocondria, induzindo a apoptose via
abertura dos canais de membrana e liberacdo do citocromo ¢ (MIHARA et al., 2003;
CHIPUK et al., 2005; GREEN; KROEMER, 2009). A alta producdo de p53 também induz a
elevacao dos niveis de MDM2. Dessa forma, apds induzir reparo ou apoptose, a p53 conduz
um feedback negativo, permitindo que o ciclo celular retome sua progressao e que a apoptose
seja mantida somente em niveis necessarios (WU et al., 1993).

Por sua funcdo anti-proliferativa em células que sofreram danos no DNA, a p53 tem
papel critico no bloqueio do desenvolvimento tumoral, motivo pelo qual o gene TP53 foi
denominado “guardidao do genoma” (LANE, 1992). A presenca da maquinaria apoptética
desencadeada por p53 € um empecilho a proliferacdo de células tumorais. A atividade de p53
¢ perdida na progressdao tumoral, tanto por mutacdo no gene TP53 quanto por perda de
sinalizagdo celular wupstream ou downstream a proteina (TOLEDO; WAHL, 2006;
BOURDON, 2007).

A inativagdo de p53 confere uma grande vantagem seletiva para células malignas. Isso
€ facil de ser compreendido, levando em conta, por exemplo, que uma célula com ativagdo
exacerbada de um oncogene nao podera mais responder com a cascata de sinalizagdo que leva
a parada do ciclo celular ou apoptose induzida por p53, mantendo uma proliferacio anomala.
O efeito da inativagdo de p53 €é também prejudicial ao tratamento do cincer. Quimioterapia e
radioterapia, por exemplo, sdo tratamentos que atuam danificando o DNA de células
cancerosas, provocando sua morte por apoptose. A perda da resposta apoptdtica via p53 €
portanto um fator progndstico ruim, podendo levar essas neoplasias a uma resposta menor ao
tratamento (WEINBERG, 2007).

Dois outros genes foram descritos como pertencentes a mesma familia que TP53:
TP63 (3q28) e TP73 (1p36). Evidéncias sugerem que esses trés genes tenham surgido pela
amplificacdo de um ancestral comum. Apesar de exibirem similaridade estrutural e funcional,
os trés genes evoluiram de forma a adquirirem fung¢Oes mais especificas na célula. As
proteinas p63 e p73 parecem ter predominantemente funcdes de morfogénese, € menor funcio
supressora tumoral que p53. A fung¢do de p63 € essencial na formacdo do cranio, face,
membros e pele. J4 p73 atua na neurogénese (PFLAUM; SCHLOSSER; MULLER, 2014).
Dessa forma, a proteina pS3 pode ser considerada um componente da familia cuja indugdo
ocorre preferencialmente por situacdes de stress celular, enquanto as outras duas proteinas
respondem melhor a estimulos de desenvolvimento tecidual (COURTOIS; CARON DE
FROMENTEL; HAINAUT, 2004). Mutacdes germinativas de TP63 causam sindromes de
malforma¢do congénita em humanos (BRUNNER; HAMEL; BOKHOVEN HV, 2002),

enquanto mutacdes germinativas em 7P73 ndo estdo descritas. Nao obstante, estes dois genes
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apresentam funcao supressora tumoral, ainda que menos pronunciada. Isoformas oncogénicas

de p63 e p73 sdo diferencialmente expressas em tumores humanos (INOUE; FRY, 2014).

1.4  Mutacgoes em TP53 e o cancer

Mutacdoes em 7TP53 ja foram associadas a susceptibilidade, desenvolvimento,
progressao e prognoéstico no cancer (SOUSSI; LEROY; TASCHNER, 2014). A importancia
desse gene como ‘“guardido do genoma” e a elevada frequéncia dessas mutagdes em tumores
gerou um vasto campo de pesquisa. O IARC (Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer,
do inglés Internationcal Agency for Research on Cancer) criou uma base de dados especifica
para este gene. Nela, podem ser acessados dados referentes a mutacdes germinativas e
somaticas, suas frequéncias, tipos de tumores em que elas sdo encontradas, idade ao
diagnostico dos pacientes, localizagdo das mutagdes no gene, tipo de mutacdo (de sentido
trocado, sem sentido, insercdes/delecdes, etc), entre outros. A base de dados € uma
compilac¢do de informacdes publicadas em periddicos e de comunicagdo pessoal com grupos
de pesquisa colaboradores, disponivel em http://pS3.iarc.fr/ (PETITJEAN et al., 2007b). O
IARC TP53 DATABASE também inclui dados de ensaios in vitro realizados por KATO e
colaboradores (2003), que verificaram o impacto de alteracdes em todos os coddons da
proteina p53 na atividade transcricional da mesma.

Enquanto outros genes supressores de tumor apresentam como mutacdes mais
frequentes aquelas dos tipos sem sentido e de mudanca na matriz de leitura, as mutacdes em
TP53 sao majoritariamente do tipo sentido trocado (do inglés missense), tanto as somaticas
quanto as germinativas. Em sua maioria, elas estdao localizadas nos éxons 5 a 8, que codificam
o dominio de ligacdo ao DNA da proteina p53, uma regido altamente conservada (OLIVIER;
HOLLSTEIN; HAINAUT, 2010; MALKIN, 2011). Entretanto, essa observacdo esta
associada a um importante viés, ja que muitos estudos focam suas investigagdes apenas nesses
éxons, o que pode causar uma subestimagao da frequéncia de mutagdes em outras regioes do
gene (SOUSSI; LEROY; TASCHNER, 2014).

Mutagdes em TP53 podem conter propriedades de efeito dominante negativo e/ou de
ganho de fun¢do. O efeito dominante negativo ocorre quando a proteina mutante nao s6 perde
sua funcdo supressora tumoral, mas também prejudica a fungcdo da proteina selvagem
remanescente. A p53 atua em forma de tetrAmeros, isto é, em um conjunto de quatro
subunidades de polipeptideos. Dessa forma, um polipeptideo mutado presente no tetramero
pode interferir na atuacdo do polipeptideo selvagem (WEINBERG, 2007). Esse efeito é
demonstrado pela alterac@o da atividade de transcricao da p53 selvagem quando em conjunto

com a mutante. Foi demonstrado que mutantes que exercem um efeito negativo sobre a
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transcricdo de dois genes alvos de p53 (CDKNIA e RGC) ocorrem em excesso em tumores
esporadicos, sugerindo que o efeito dominante negativo pode ser importante na selecdo
positiva de mutacdes no cancer (PETITJEAN et al., 2007a).

Outros estudos mostram que o acimulo de algumas formas de p53 mutante (R175H e
R273H) podem ndo apenas acarretar na perda da funcdo de p53, mas ainda aumentar a
capacidade metastatica dos tumores (LANG et al., 2004; OLIVE et al., 2004). Algumas
formas mutantes de p53 ja demonstraram cooperar com oncogenes na transformacao celular,
o que representa um ganho de fun¢do (HINDS et al., 1990). Os mecanismos pelos quais as
proteinas com essas alteragdes exercem essas propriedades ainda ndo estdo elucidados
(OREN; ROTTER, 2010).

Estudos recentes tém demonstrado que alguns mutantes de p53 podem adquirir
propriedades semelhantes as das proteinas pridnicas de mamiferos. Os prions sdo agentes
infecciosos proteicos capazes de converter proteinas normais em proteinas de conformagao
inadequada, formando agregados que se acumulam nas células, prejudicando a fisiologia do
tecido em questdo. Essas proteinas sdo responsaveis pelo grupo de doencas
neurodegenerativas conhecidas como encefalopatias espongiformes transmissiveis
(PRUSINER, 1982; KOCISKO et al., 1994). Algumas formas da p53 mutada, por adquirirem
uma conformacao incorreta, se acumulam na célula, e também tém capacidade de converter a
pS53 selvagem em uma proteina com dobramento incorreto, formando agregados semelhantes
aos dos prions. Esses eventos podem levar a interagdo desses agregados com novos sitios no
DNA, alterando a expressao gé€nica na célula. Esse modelo explica tanto o efeito dominante
negativo quanto o efeito de ganho de funcio dessas mutagdes (RANGEL et al., 2014; SILVA
et al., 2014b).

1.4.1 Mutacoes somaticas

As mutagdes somdticas de TP53 ocorrem em praticamente todos os tipos de cancer,
estando presente em até 50% dos tumores. Isso faz do gene TP53 o mais frequentemente
mutado no cancer, € normalmente suas mutagdes tém um papel fundamental no processo de
carcinogénese (SOUSSI; LOZANO, 2005; OLIVIER; HOLLSTEIN; HAINAUT, 2010). De
acordo com a base de dados IARC, os tumores onde as mutagdes em 7P53 sdao mais relatadas
sd0 os tumores colorretais (12,7%), do sistema respiratério (12,2%), de mama (10,1%),
orgdos genitais femininos (10%) e cabeca e pescoco (9,9%) (PETITJEAN et al., 2007b)
(Figura 1.3). Em alguns tumores, essas mutacdes costumam ser mais frequentes em estadios
mais avancados da progressdo tumoral, ou ainda em subtipos histoldgicos mais agressivos,

como tumores de mama triplo negativos ou com HER-2 amplificado (WANG et al., 2004;
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LANGEROD et al., 2007). No caso do cancer colorretal, a participagdo das mutagdes em
TP53 € critica para a transicdo do adenoma para adenocarcinoma (NACCARATI et al., 2012).

Os hotspots (“sitios quentes”) de mutacdes somaticas nesse gene ocorrem em coédons
correspondentes ao dominio de ligagao ao DNA da proteina (Figura 1.3) (PETITJEAN et al.,
2007b). Alguns desses codons sdo hotspots por influéncia de agentes carcinogénicos que
induzem mutagdes sitio-especificas. O caso mais conhecido é o da aflatoxina B1, um
metabolito secundério produzido pelo fungo Aspergillus flavus. A aflatoxina Bl é um
contaminante frequente em plantacdes de graos (como milho, arroz e amendoins) em certas
regides do planeta, especialmente na China e Africa. Esse metabélito induz transversdes G
para T na terceira base do cdédon 249 de TP53. Em regides com elevada exposi¢do a
aflatoxina B1, os casos de hepatocarcinoma apresentam elevada frequéncia da mutagdao no
codon 249, enquanto os hepatocarcinomas em outras regides geograficas apresentam um
espectro mutacional de 7TP53 diferente (HUSSAIN et al., 2007). Isso também ocorre no
carcinoma de pele do tipo ndo melanoma, no qual a radiagc@o ultravioleta induz transi¢des
CC:TT, especialmente nos codons 248 e 278 (GIGLIA-MARI; SARASIN, 2003); e no cancer
de pulmao, no qual a exposicdo a hidrocarbonetos derivados do tabaco induz principalmente

transversdes G:T nos cdédons 157, 158 e 273 (PFEIFER; HAINAUT, 2003).

1.4.2 Mutacoes germinativas

Entre os tumores de individuos com mutacdo germinativa em 7P53, os mais comuns
sao o cancer de mama (27,3%), sarcoma de partes moles (13,1%), cancer de sistema nervoso
central (12,4%), de glandula adrenal (11,6%) e tumores O6sseos (10,2%) (Figura 1.3)
(PETITJEAN et al., 2007b). Nao € conhecido o motivo pelo qual mutacdes germinativas
nesse gene causam uma predisposi¢cdo maior aos core cancers ja mencionados em relacdo a
outros tipos de cancer (MARIS; KNUDSON, 2015), visto que TP53 é expresso ubiquamente
e suas mutacdes somaticas sdo um evento comum em diversos outros tumores.

Entre os cddons hotspot para mutagdes germinativas, o Unico que nao se localiza em
um éxon correspondente a0 dominio de ligacdo ao DNA na proteina € o cddon 337, que
contém a mutacdo fundadora R337H, de elevada prevaléncia no Brasil (PALMERO et al.,
2008).

A proporcao de mutagdes em sitios CpG € de 54% para mutacdes germinativas e 25%
para mutacdes somaticas. Isso pode indicar um cardter mais espontaneo das mutacdes
germinativas, ja que os sitios CpG sdo mais susceptiveis a mutagdes derivadas de deaminacado

espontanea (OLIVIER; HOLLSTEIN; HAINAUT, 2010).
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Figura 1.3. Mutacdes somaticas e germinativas relatadas na base de dados IARC TP53 versiao R18. No
topo da imagem vemos a frequéncia das mutagdes em relacdo ao efeito na proteina. As mutacdes de sentido
trocado (missense) sdo as mais comuns tanto em tumores quanto em linhagem germinativa. No centro, os cédons
hotspots das mutagdes de sentido trocado. Na parte de baixo da imagem, a distribuicdo tumoral das mutacdes em
TP53, em amostras tumorais (esquerda), e em individuos com mutagdes germinativas (direita). NA: Not
available (Nao disponivel).
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Embora o risco mais proeminente em portadores de mutagdo em 7P53 seja para um
grupo especifico de canceres, sabe-se que o espectro tumoral dessas mutagdes € bem amplo
(Figura 1.3). Desde a descoberta de TP53 como gene alvo da SLF/LFL, o espetro de tumores
possiveis nesses individuos parece ainda ndo estar totalmente elucidado. Recentemente, foi
relatado um caso de coriocarcinoma gestacional, um raro e agressivo tumor gerado por células
trofoblasticas do embrido, associado a uma mutagdo em 7P53. A mutacdo em questdo foi
herdada do pai pelo beb€, e ocorreu a transmissdo transplacentaria do tumor para a mae
(PATRIER-SALLEBERT et al., 2015).

O risco vital de cancer em portadores de mutacdo em 7P53 foi estimado em 73% para
homens, e proximo de 100% para as mulheres, diferenca atribuida a alta incidéncia de cancer
de mama nas mulheres (CHOMPRET et al.,, 2000). HWANG e colaboradores (2003)
estimaram uma penetrancia média, para ambos os sexos, de 12% até os 20 anos de idade; 35%
até os 30 anos de idade; 52% até os 40 anos de idade; e 80% até os 50 anos. Porém, as
mulheres, quando avaliadas de forma independente, mostraram-se mais suscetiveis e com
idade ao diagndstico mais precoce. Para elas, o risco de desenvolvimento de cancer foi de
93% até os 50 anos (contra 68% para os homens), e a idade média ao diagndstico foi de 29
anos (contra 40 para os homens). O estudo também mostrou que, em relacdo aos familiares
sem mutacdo e a populacdo em geral, pacientes com mutacdo em 7P53 possuiam um risco
aumentado de desenvolver uma segunda neoplasia. Quanto menor era a idade ao diagnéstico
do primeiro tumor, maior o risco de surgimento de um segundo tumor, especialmente quando
o tratamento do primeiro cancer envolvia radioterapia.

O risco de multiplos tumores primarios foi corroborado por outros estudos (GARBER
et al., 1991; HISADA et al., 1998). Entre 24 familias SLF estudadas, 15% dos individuos
desenvolveram um segundo tumor, 4% desenvolveram um terceiro, e 2% desenvolveram um
quarto cancer (HISADA et al., 1998). A associag¢do da radiacdo com o desenvolvimento de
novos tumores ja havia sido sugerida por LI e colaboradores (1988) e foi corroborada por
diversos estudos (HISADA et al., 1998; CHOMPRET et al., 2000; LIMACHER et al., 2001;
VARLEY, 2003; HEYMANN et al., 2010). Culturas de fibroblastos de portadores de
mutacdes em 7P53 mostraram ser resistentes a baixas doses de radiagdo, quando comparadas
a células de individuos controle (SPROSTON et al., 1996).

Foi levantada a hipotese de que existiria uma antecipacdo genética em portadores de
mutacdo em TP53, fendmeno pelo qual uma doenga genética se apresenta mais precocemente
ao longo das sucessivas geracdes. A causa dessa antecipacdo poderia ser uma instabilidade
genOmica causada por 7P53, herdavel ao longo das geracdes (TRKOVA et al.,, 2002;

BROWN et al., 2005). Dois mecanismos moleculares associados a muta¢des em TP53 foram
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propostos para explicar a suposta antecipacdo genética da SLF: o encurtamento progressivo
dos telomeros e o aumento na variagdo do nimero de copias no genoma.

TABORI e colaboradores (2007) evidenciaram, em nove familias com mutacdes em
TP53, um encurtamento dos telomeros ao longo de sucessivas geracdes. Esse encurtamento
poderia ser um marcador da suposta instabilidade gendmica herdavel, causada por uma
mutacdo em TP53, que estaria levando a antecipagdo do fenétipo. Os telomeros entre as
criangas portadoras de mutagdo que desenvolveram cancer eram menores que o de criangas
com mutacdo e sem a doenga, e essa diferenga se mostrou ainda mais pronunciada em relagao
aos telomeros de individuos sem mutacio em 7P53. TRKOVA e colaboradores (2007)
analisaram amostras de DNA de sangue periférico de 20 portadores de mutacao em 7P53 e 83
controles. Ao fazerem o pareamento por idade, os individuos com mutacdo apresentaram
teldbmeros mais curtos.

Da mesma forma, um estudo utilizando microarray mostrou que a quantidade de
variacdes de nimero de cépia (CNVs) em DNA de individuos com mutacdo em 7P53 era
maior que em individuos controle. Entre os controles, a média de CNVs foi de 2,93, enquanto
nos portadores de mutacdo, foi de 12,9 (p=0,01) (SHLIEN et al., 2008). Um estudo
semelhante mostrou que essas alteracdoes também dependiam do tipo de mutacdo em 7TP53
apresentada: mutacdes no dominio de ligagdo ao DNA estdo associadas a um nimero maior
de CNVs do que a mutacdo R337H, que se localiza no dominio de oligomerizacio da proteina
(SILVA et al., 2012).

Entretanto, um estudo recente sugeriu que a antecipacao nao se aplica as familias com
SLF/LFL. Ao analisarem 13 individuos de duas geracdes por sequenciamento de genoma
completo, ndo foram encontrados CNVs de novo, nem uma diferenca considerdvel na
quantidade de CNVs entre geracdes sucessivas. O estudo propds que o desenvolvimento de
tipos de tumores mais agressivos e em idade mais precoce pode estar associado a uma relagdo
entre a mutacdo em 7P53 herdada de um dos progenitores, e variantes genéticas raras
herdadas do outro progenitor, que modificariam o fendtipo apresentado pelo individuo
(ARIFFIN et al., 2014).

Alguns polimorfismos foram relatados como modificadores de penetrancia em
individuos com mutag¢do em 7P53, influenciando na idade de desenvolvimento de cancer. O
rs17878362, um polimorfismo no intron 3 de 7P53 (também chamado de PIN3), consiste
numa duplicagdo de 16 pares de bases. Em portadores de mutagdes em 7TP53, os estudos
mostram que o alelo duplicado de PIN3 resulta numa idade ao diagndstico de cancer
significativamente maior em relacdo aos pacientes com mutacdo e sem o alelo duplicado,

sugerindo um possivel efeito protetor (MARCEL et al., 2009).
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Outro polimorfismo digno de nota é o rs1042522, um polimorfismo no éxon 4 de
TP53 (também chamado de PEX4), localizado no cédon 72. As sequéncias possiveis para este
codon sdao: CGC, que codifica a arginina (R), ou CCC, que codifica a prolina (P), no dominio
rico em prolinas de p53. DUMONT e colaboradores (2003) mostraram, em linhagens
celulares, que a proteina contendo o residuo R72 apresenta maior capacidade de inducdo da
apoptose. Entretanto, SIDDIQUE e SABAPATHY (2006) mostraram que a proteina com
residuo P72 possui maior eficiéncia em ativar genes de reparo do DNA em relacdo a proteina
com residuo R72. Portadores de mutacao patogénica em 7P53 e homozigotos para o alelo G
desse polimorfismo exibiram uma idade de desenvolvimento de cdncer mais precoce em
relac@o aos que possuiam apenas o alelo C deste polimorfismo (MCBRIDE et al., 2014).

Por fim, o SNP rs2279744 (SNP 309) de MDM?2 ¢ alvo de interesse dos grupos que
estudam a SLF/LFL. A proteina MDM?2 € o principal regulador negativo de p53.
Camundongos que apresentam uma hiperexpressdo de MDM?2 sido mais suscetiveis ao
desenvolvimento de cancer (JONES et al., 1998). O SNP rs2279744 (T>G), na posicdo 309
do intron 1 desse gene, aumenta sua afinidade pelo seu fator de transcricdo (BOND et al.,
2004). Dessa forma, é possivel que esse SNP eleve sutilmente a expressio de MDM?2, e
portanto o risco de desenvolvimento de cancer. Além de ja ter sido associado a
susceptibilidade a diversos tipos de tumores (PHILLIPS et al., 2010; LI et al., 2011; CHAAR
et al., 2012), ele ja foi associado a uma idade menor de desenvolvimento de cincer nos
individuos com mutacdes patogé€nicas em TP53 (BOUGEARD et al., 2006; FANG et al.,
2010).

1.5 O acompanhamento clinico e a terapéutica na SLF/LFL

N3ao existe um consenso acerca da melhor forma de acompanhamento de individuos
com mutacdes em TP53. Como pouco pode ser feito para evitar o desenvolvimento de
tumores, as estratégias se concentram nas técnicas de rastreamento precoce de lesdes, para
elevar as chances de cura. Os aspectos éticos e financeiros, e as implicacdes sociais e
psicoldgicas acerca desse rastreio ainda estdo em discussdo (MAI et al., 2012).

Um estudo realizado com membros de nove familias com SLF na Holanda mostrou
que 78% (25/32) das pessoas convidadas para rastreio precoce de canceres aderiram as
indicacOes. Pela percepcdo dos pacientes, o acompanhamento é benéfico principalmente por
possibilitar a detec¢do da doenca em estagio inicial e por “dar uma sensa¢@o de controle sobre
o problema”. Entretanto, 42% relataram ter medo que isso afetasse o valor de seguros de
saide e de vida, e 36% acham que o acompanhamento pode trazer preocupacdes

desnecessarias (LAMMENS et al., 2010). Apesar do estresse psicolégico que o rastreio pode

17



causar, as evidéncias apontam que ele traz beneficios no progndstico da maioria dos tumores
associados a SLF (MCBRIDE et al., 2014; VILLANI et al., 2011).

Até o momento, os métodos de rastreio tém sido diferentes entre as instituicdes. Entre
as principais dificuldades, encontram-se o fato da sindrome predispor a tumores em multiplos
orgdos, e de ser necessario evitar a exposi¢ao a radiagdo, o que tem implicacdes na indicacao
de exames como a mamografia. As recomendacdes atuais do National Comprehensive Cancer
Network (NCCN-USA) para esses individuos se encontram no quadro 1.2 (MAI et al., 2012).
Outras questdes importantes sdo o conhecimento ainda modesto que se tem da epidemiologia
da sindrome no mundo e dos fatores que influenciam a heterogeneidade de fendtipos,
dificultando a elaboracdo de programas de vigilancia. Em 2010, ocorreu o primeiro Li-
Fraumeni Syndrome workshop, em Bethesda, Maryland, no qual foi criado um Consércio
para facilitar a integragdo do conhecimento acerca da sindrome, o Li-Fraumeni Exploration
(LiFE) (MAI et al., 2012).

Baseando-se nas evidéncias at¢ o momento, MCBRIDE e colaboradores (2014)
propuseram um extenso programa de vigilincia, para ser testado e servir de base para o

desenvolvimento de um protocolo universal. Este programa est4 descrito no quadro 1.3.

Quadro 1.2. Recomendacdes da NCCN para o rastreio de individuos com mutacdes germinativas em
TP53. Adaptado de MAI et al. (2012).

Céncer de mama:
* Treinamento para realizacdo do autoexame das mamas mensalmente a partir dos 18
anos;
* Exame clinico das mamas anualmente, a partir dos 20-25 anos, ou 5-10 anos antes
do caso de cancer de mama mais precoce na familia;
e Mamografia e/ou ressonincia magnética das mamas anualmente a partir do 20-25
anos ou 5-10 anos antes do caso de cancer de mama mais precoce na familia;
* Discutir a opcao de mastectomia profilatica, analisando os custos e beneficios.
Outros canceres:
* Exame fisico anual com avalia¢do dermatoldgica e neuroldgica cuidadosa;
* Colonoscopia a cada 2-5 anos;
* Qutros rastreios 6rgao-especificos, de acordo com o padriao de tumores apresentado
pela familia
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Quadro 1.3. Programa de vigilancia sugerido por MCBRIDE et al. (2014) para individuos com mutacao
germinativa em TP53.

Cancer adrenocortical:
» Ultrassonografia abdominal a cada 3-4 meses até os 10 anos*
Céncer de mama:
* Treinamento para realizacdo do autoexame das mamas mensalmente a partir dos 18
anos;
* Exame clinico das mamas a cada 6-12 meses, a partir dos 20-25 anos;
* Ressonancia magnética (RM) das mamas anualmente a partir do 20-25 anos até os
50 anos**;
* Discutir a opcao de mastectomia profilatica.
Cancer cerebral:
* Incluir RM cerebral na RM de corpo inteiro anual;
e Exame neurolégico anual;
* Aconselhar a notificagdo imediata de sintomas neuroldgicos.
Sarcoma:
* RM anual de corpo inteiro*;
* Exame fisico abrangente anual;
* Aconselhar a notificagdo imediata de qualquer sintoma.
Canceres hematopoiéticos:
* Hemograma completo a partir dos 18 anos.
Céncer colorretal:
* Colonoscopias de 5 em 5 anos***, aumentando para cada 2-5 anos a partir dos 25
anos de idade, ou 10 anos antes do caso mais precoce de CCR na familia;
* Osriscos associados a colonoscopia devem ser devidamente esclarecidos.
Cancer gastrico:
* Endoscopias de 5 em 5 anos, aumentando para cada 2-5 anos a partir dos 25 anos de
idade, ou 10 anos antes do caso mais precoce de cancer gastrico na familia.

*A selecdo e marcacdo dos exames pediatricos ainda € um assunto para discussdo e pesquisa. ** Se a RM das
mamas nao for possivel, considerar a mamografia, com ou sem ultrassonografia, e discutir a possibilidade de
mastectomia profilatica. A preocupagdo com a radiacdo ionizante da mamografia deve ser levada em conta.
***Baseado nas recomenda¢des do NCCN, para individuos com um parente de 1° grau com CCR < 50 anos.

CCR: cancer colorretal.

A p53 é um alvo terapéutico importante tanto para individuos com SFL/LFL quanto
para pacientes com cancer esporadico. Estratégias tém sido desenvolvidas tanto para a
desestabilizacdo/inativa¢do da p53 mutante, quanto para a reativacdo da p53 selvagem. Ja
foram descritas drogas que inibem a agregacdo de algumas formas mutantes de p53, que a
resgatam de sua degradacdo induzida por MDM2, que inibem sua interacdo com determinados
fatores de transcri¢cdo, ou que reativam sua fun¢do normal alterando a conformacdo da
proteina. Mas os mecanismos por trds da atuacdo dessas drogas ainda ndo sdo bem
conhecidos, e algumas parecem atuar s6 em mutantes especificos (MULLER; VOUSDEN,

2013).
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Terapias génicas visando a introducdo de copias selvagens de TP53 em tumores
também tém sido testadas. Foram desenvolvidas drogas utilizando vetores adenovirais para
introducdo de 7P53, mostrando alguns resultados promissores (CHEN et al., 2014). Como
exemplo, temos a droga Advexin®. SENZER e colaboradores (2007) relataram o caso de uma
paciente com mutagcdo germinativa em TP53, que havia desenvolvido trés tumores pélvicos
aos 21 anos. Apds sucessivas tentativas terapéuticas sem resposta satisfatoria, a paciente foi
encaminhada ao tratamento experimental com a droga Advexin®, porém apenas um dos trés
tumores era acessivel para inje¢des intratumorais com a droga. Apés quatro injecdes com o
Advexin®, o exame de FDG-PET/CT mostrou remissao completa do tumor tratado em dois
meses, enquanto os outros dois tumores continuavam a progredir. Entretanto, o Advexin®
ainda ndo foi aprovado pela Food and Drug Administration, e a empresa que o desenvolvia
(Introgen Therapeutics, Inc.) fechou. Os mecanismos de acdo e os efeitos dessas drogas ainda
precisam ser melhor investigados, sendo também necessario desenvolver formas mais

eficientes de administracao das mesmas (CHEN et al., 2014).

1.6  Epidemiologia da SLF/LFL

A prevaléncia da SLF/LFL ainda ndo foi mundialmente estimada. Trata-se de uma
sindrome clinicamente heterogénea, pouco conhecida, e portanto, subdiagnosticada. Algumas
estimativas foram feitas considerando a frequéncia de mutacdes germinativas em 7P53 em
coortes de pacientes com determinados tumores, € a frequéncia populacional desses tumores.
O estudo de GONZALEZ e colaboradores (2009) estimou uma frequéncia de mutagdes
germinativas em 7TP53 na populacdo geral entre 1/17.000 e 1/23.000 individuos. Essa
estimativa foi obtida a partir de dados publicados nos Estados Unidos e na Europa. No Reino
Unido, seguindo o mesmo raciocinio, a estimativa mais recente de mutagdes germinativas em
TP53 é de 1/10.000 a 1/25.000 individuos (MALI et al., 2012). Essas estimativas se baseiam
apenas no diagndstico molecular da sindrome, determinado pela detec¢dao de mutagdes em
TP53, e ndo incluem familias com diagndstico clinico da sindrome, para os quais outras
alteracdes nio foram investigadas.

No Brasil, ACHATZ e colaboradores (2007), ao investigarem probandos de 45
familias com critérios clinicos para SLF/LFL, encontraram 13 pacientes com muta¢do em
TP53. Divergindo do esperado, seis desses 13 probandos (46,2%) carregavam a mesma
mutacdo, R337H, no éxon 10 de TP53, correspondente ao dominio de oligomerizacdo da
proteina. A mutacdo R337H (c.1010G>A) ja havia sido descrita em 2001, no Parana. Ela foi
encontrada em 35 de 36 criancas com carcinoma adrenocortical e sem histéria familial

sugestiva de cancer hereditdrio. Inicialmente, acreditou-se que a mutagdo ocorria
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independentemente nos individuos, possivelmente pela exposi¢ao a algum fator ambiental em
comum que agia de forma sitio especifica no cédon 337 de TP53. Também se achava que esta
mutacdo predispunha apenas a carcinoma adrenocortical, que € 10 a 15 vezes mais incidente
no Parand que em outras partes do mundo (RIBEIRO et al., 2001; FIGUEIREDO et al.,
2006).

Entretanto, a andlise de 29 SNPs em 12 portadores de R337H ndo relacionados
evidenciou que todos possuiam o mesmo haplétipo segregando com a mutagdo, e que as
chances desse evento ter ocorrido ao acaso eram de 3,1x10"9, confirmando o efeito fundador
para esta mutacdo. As familias com R337H encontram-se principalmente entre Sao Paulo e
Rio Grande do Sul, e foi proposto que a mutagdo teria se espalhado entre os séculos XVIII e
XIX, na rota entre esses dois estados, conhecida como caminho dos tropeiros (ACHATZ et al,
2008; GARRITANO et al., 2010).

Também ficou evidente que esta mutacio predispde a um amplo espectro de tumores,
entretanto ela aparenta ter uma penetrancia menor em relagdo as mutacdes que alteram o
dominio de ligagao ao DNA da p53 (ACHATZ et al., 2008; GARRITANO et al., 2010). Além
disso, alguns tumores que nao sdo comuns nas familias SLF/LFL no resto do mundo, como o
carcinoma de tire6ide e o carcinoma renal, mostraram-se frequentes nas familias com a
mutag¢do R337H (ACHATZ, 2008; ACHATZ; HAINAUT; ASHTON-PROLLA, 2009).

A prevaléncia dessa mutacdo foi estimada em grupos controle do Sul do Brasil, onde
sua presenca foi observada em cerca de 0,3% dos individuos (PALMERO et al., 2008;
CUSTODIO et al., 2013). Dessa forma, a prevaléncia extraordinariamente elevada de uma
mutacao patogénica e a ampla gama de canceres associados a ela representam um desafio para
a Saude publica no Brasil. ACHATZ e colaboradores (2009) avaliaram a possibilidade do
teste preditivo para a mutacdo R337H como triagem neonatal em nosso pais, mas concluiram
que a mutacdo ainda ndo preenche os critérios necessdrios para este tipo de rastreio. E
necessario um estudo mais amplo da prevaléncia dessa mutagdo em diferentes regides do pais,
e do fendtipo associado a ela, para um melhor entendimento do quanto a mutagdo contribui
para a incidéncia de cancer no Brasil.

A ultima atualizacdo da base de dados IARC TP53 foi realizada em abril de 2016. Até
esta data, o nimero de familias incluidas na base de dados com muta¢des germinativas em
TP53 detectadas era de 885. Destas, 38,5% foram relatadas na Europa, 30,5% na América do
Norte e América Central, 12,9% na América do Sul, 8,7% na Asia, 3,3% na Oceania, e 0,1%
na Africa (Figura 1.4). Cinquenta e trés familias (6,0%) ndo tém a localizacio geografica

definida.
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Das 114 familias sul-americanas, 113 sdo brasileiras. Entre elas, 97 apresentam a
mutacdo fundadora R337H. Apenas cinco familias com essa mutacdo foram relatadas fora do
Brasil. Dessa forma, a mutacdo R337H representa 85,8% das mutacdes em TP53 encontradas
em familias brasileiras, e 10,9% das mutacdes em TP53 encontradas em familias no mundo

todo até a ultima atualizacdo do banco de dados do IARC (PETITJEAN et al., 2007b).

N=270

Figura 1.4. Distribuicio de familias com mutacdo germinativa detectada em 7TP53. Mapa elaborado a partir
de dados do IARC TP53 database versao R18.

1.7 O envolvimento de outros genes na SLF/LFL

O fato de uma proporcdo consideravel de familias com critérios clinicos para a
SLF/LFL nao apresentar mutacdo detectavel em TP53 sugere a existéncia de outros genes
envolvidos na sindrome. MutacOes germinativas no gene CHEK?2 (22ql1), que codifica uma
cinase que fosforila p53, foram relatadas em familias com historia de cancer sugestiva de
SLF. Trés mutacdes nesse gene foram relatadas em familias ndo relacionadas, e considerou-se
o gene CHEK?2 como segundo locus da SLF (BELL et al., 1999; VAHTERISTO et al., 2001).
No entanto, uma dessas trés mutacdes mostrou se tratar de um erro de anélise, enquanto as
outras duas revelaram-se polimorfismos que ndo podiam ser considerados alelos de alta
penetrancia envolvidos na SLF (SODHA, 2000; MEIJERS-HEIJBOER et al., 2002;
CYBULSKI et al., 2009). BACHINSKI e colaboradores (2005) realizaram um estudo de
ligacdo envolvendo 62 individuos de quatro familias SLF sem mutacdo em 7P53, e relataram
um Jlocus de susceptibilidade na regido 123, mas o possivel gene envolvido nessa associagdo

nio foi identificado.
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O vasto espectro de tumores que ocorrem na SLF/LFL por vezes acarreta em uma
sobreposi¢cdo de fenotipos com outras sindromes de cancer hereditario (SCHNEIDER et al.,
2013). Dessa forma, genes associados a algumas dessas sindromes eventualmente podem
apresentar mutacoes em familias que preenchem principalmente os critérios LFL, por serem
menos restritos que os critérios da SLF. SILVA e colaboradores (2012) encontraram uma
delecdo no gene BRCAI em uma familia com critérios para sindrome de cincer de mama e
ovario hereditarios (HBOC) e LFL. De fato, a sobreposicdo de fendtipos entre essas
sindromes ja fez com que a investigacdo de TP53 fosse sugerida para mulheres com cancer de
mama antes dos 30 anos que tivessem resultado negativo para mutagdes em BRCAI e BRCA2,
os genes normalmente associados a HBOC (GONZALEZ et al., 2009).

Outros estudos investigaram mutagdes em genes candidatos importantes das vias de
controle do ciclo celular e apoptose em familias SFL/LFL. Entre eles estio CHEKI,
CDKN2A, BAX, TP63, BCLIO e PTEN. Mas até o momento, nenhum desses genes foi
associado a SLF/LFL (MALKIN, 2011). Resta saber se rearranjos envolvendo esses genes
poderiam estar associados a sindrome, j4 que a maioria das investigagdes foi realizada por
meio de técnicas para investigacdo de mutacdes pontuais. Rearranjos envolvendo genes que
atuam na modificacdo de histonas foram recentemente relatados em alguns individuos de
familias LFL sem mutacido em TP53 (AURY-LANDAS et al., 2013).

O gene CDKNIA, localizado em 6p21.2, é um candidato a alteragdes plausivel na
SLF/LFL. A proteina p21, codificada por esse gene, atua imediatamente downstream a p53,
impedindo a progressao do ciclo celular na fase G1 em resposta a danos ao DNA. Culturas de
células que ndo expressam p2l1 sdo deficientes nesse tipo de resposta (WALDMAN;
KINZLER; VOGELSTEIN, 1995). Até o momento, ndo ha relatos sobre a investigacdo da
associacao desse gene com a SLF/LFL.

As técnicas de sequenciamento em larga escala podem contribuir com a investigacio
de alteracdes genéticas em familias SLF/LFL. As novas tecnologias de sequenciamento nos
permitem investigar uma ampla quantidade de genes associados as mais diversas doencas em
um curto periodo de tempo. Em relagdo ao cancer familial, a descoberta de variantes de
susceptibilidade em multiplos genes pode servir de base para o desenvolvimento de
estratégias de acompanhamento clinico mais precisas dos individuos sob risco. Painéis com
genes especificos para sindromes de cancer hereditirio estdo disponiveis para uma
investigacdo mais focada, e investigacdes mais abrangentes permitem a identificacdo de
novos genes associados a essas sindromes (SAMUEL et al., 2014). Dessa forma, acreditamos
que o uso de novas tecnologias serd de extrema importincia na busca de alteracdes genéticas

em familias SLF/LFL. A heterogeneidade clinica da sindrome dificulta a investigacdo de
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genes especificos além do TP53, e uma abordagem mais ampla e custo-efetiva pode ser uma
mais valia na investigacdo dessas familias.

Considerando o conhecimento que se tem a respeito da SLF/LFL até o momento,
acreditamos que a investiga¢do de individuos com suspeita clinica dessa condi¢cdo é de suma
importancia. Primeiro, pois o elevado risco de desenvolvimento de cancer em portadores de
mutacdo em 7TP53 torna essencial que esses individuos sejam identificados e recebam
aconselhamento genético. Segundo, para contribuir com a caracteriza¢do da epidemiologia da
SLF/LFL, que é relevante para o desenvolvimento de estratégias de manejo dos pacientes,
especialmente no caso do Brasil, onde a SLF/LFL mostra-se mais prevalente. Por fim, por se
tratar de uma sindrome complexa e com elevada heterogeneidade, ¢ um modelo interessante
para estudo da predisposi¢do genética ao cancer, especialmente na investigacdo de mutacdes

em outros genes que possam mimetizar os efeitos de mutacdes em TPS53.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral:
Investigar variantes genéticas associadas as caracteristicas clinicas da Sindrome de Li-

Fraumeni e Li-Fraumeni like

2.2 Objetivos especificos

Investigar a presenca de mutagdes e delecOes/duplicagdes germinativas em 7TP53 por
sequenciamento de Sanger e MLPA, respectivamente;

Estimar a eficiéncia dos critérios utilizados para encaminhamento ao teste genético de TP53;
Investigar a presenca de mutacdes germinativas em CDKNIA, por sequenciamento de Sanger;
Rastrear a mutacdo R337H de TP53 ndo s6 em individuos com suspeita clinica de SLF/LFL,
mas também em coortes de individuos com diferentes tumores encaminhados ao
aconselhamento genético do INCA;

Investigar a presenca de mutacdes potencialmente patogénicas em multiplos genes associados
ao céancer, em individuos com critérios clinicos SLF/LFL sem alteracdes em 7TP53 ou

CDKNIA, por sequenciamento de nova geracgao;
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3 Material e Métodos
3.1 Pacientes

Cinquenta e oito probandos com suspeita clinica de SLF/LFL, ndo relacionados,
participaram deste trabalho. Os pacientes foram convidados a participar deste estudo durante
consultas no ambulatério de Aconselhamento Genético do INCA, realizadas entre 2010 e
2013, por profissionais qualificados do Programa de Genética do INCA. Apenas um paciente
nao realizou acompanhamento no INCA, sendo proveniente da Santa Casa de Belo
Horizonte/MG. Os pacientes foram encaminhados tanto do ambulatério adulto quanto
pediatrico (que atende pacientes com até 18 anos).

Durante entrevista com os pacientes e/ou seus responsdveis, foram obtidas
informagdes detalhadas sobre a historia familial de cancer de cada um deles. Quando
disponiveis, foram acessados documentos que comprovassem os tumores nas familias dos
pacientes, como laudos andtomo-patoldégicos e relatérios médicos. As histdrias familiais de
cancer foram entdo analisadas para classificacdo de acordo com os critérios SLF/LFL (quadro
1.1, pag. 5). Os probandos foram divididos em dois grupos: os que pertenciam a familias que
preenchiam os critérios de SLF/LFL (Grupo 1), e os que pertenciam a familias que tinham
tumores caracteristicos da sindrome, sem no entanto preencher os critérios (Grupo 2). Apds
concordancia em participar do estudo, os 58 probandos tiveram uma amostra de 2 a 5 mL de
sangue periférico coletada para investigacdo molecular, mediante assinatura (do préprio
paciente ou seu responsavel legal) de um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Anexos 1 e 2). Quando possivel, familiares de probandos com mutacio patogénica detectada
foram convidados a participar do estudo, também mediante assinatura de TCLE (Anexo 3).
Este estudo € parte do projeto intitulado “Implementacdo de rede nacional de cancer familial”,
aprovado pelo comité de ética em pesquisa do INCA sob nimero de registro 114/07 (Anexo
4).

Trés outras coortes de pacientes acompanhadas pelo Aconselhamento Genético do
INCA foram incluidas para investigagdao da mutacdo R337H de TP53: (1) 46 pacientes com
tumor de Wilms; (2) 81 pacientes com retinoblastoma; e (3) 126 pacientes com suspeita
clinica de cancer de mama e ovario hereditarios, com resultados negativos para pesquisa de
mutacdes nos genes BRCAI e BRCA2. As amostras de DNA dessas trés coortes estavam
disponiveis na Divisdo de Genética do INCA, sendo utilizadas concomitantemente para outras
investigacdes acerca do cancer hereditario.

Ao final deste capitulo, encontra-se um fluxograma resumindo as principais etapas

deste trabalho (Figura 3.1, pag. 35).
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3.2  Extracao de DNA de sangue periférico

A extracdo de DNA de sangue periférico foi realizada pelo protocolo de salting out, com
modificagdes (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988). Inicialmente, 2 a 5 mL de sangue colhido
em EDTA foram vertidos em um tubo Falcon de 50mL. Adicionou-se tampdo de lise de
hemacias (155mM NH4Cl, 10mM KHCO;, 1mM EDTA, pH 7,4), em quantidade
correspondente a 3,5X o volume de sangue. A mistura foi homogeneizada gentilmente e
incubada em gelo por 30 minutos, seguida de centrifugacdo, a 3.000 rpm, por 30 minutos. O
sobrenadante foi descartado para isolamento do pellet de leucécitos.

Para eliminagao dos resquicios de hemoglobina, o pellet de leucécitos foi ressuspenso
com o uso do vortex em 10 mL de tampao de lise de hemadcias, para nova lavagem. Realizou-
se nova centrifugacdo a 3.000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante foi novamente
descartado. Foram acrescentados 3 mL de tampao de lise de nicleos (400mM NaCl, 10mM
Tris-HCI1, 2mM EDTA), e a mistura foi homogeneizada em vortex. Adicionaram-se 150ul de
SDS 20% (GIBCO®) e 10ul de proteinase K (20mg/ml) (SIGMA®). As amostras foram
incubadas em banho-maria a 56°C, por 16 horas. Apos esse periodo, foi adicionado 1 mL de
NaCl 5M a amostra, que foi entdo agitada em vortex por 15 segundos, para precipitagdo das
proteinas. Foi realizada centrifugacao a 3.000 rpm por 30 minutos, e o sobrenadante foi
transferido a um novo tubo Falcon. Foi realizada nova centrifugacdo, a 3.000 rpm por 10
minutos, e o sobrenadante foi novamente transferido para outro tubo.

Foi adicionado etanol 100% a 4°C em quantidade correspondente a 2X o volume da
amostra, seguido de inversdo do tubo para precipitacdo do pellet de DNA. O DNA foi entdo
centrifugado a 3.000 rpm por 5 minutos, e o sobrenadante descartado. Realizou-se lavagem do
pellet com 500ul de etanol 70%, seguida de nova centrifugacdo a 3.000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o DNA foi mantido em temperatura ambiente por 15 minutos
para secar. O DNA foi reidratado em 500u1 de 4gua milli-Q® e armazenado em um criotubo a
-20°C. Para verificacdo da integridade do DNA, foi realizada eletroforese em gel de agarose
0,8%, como o corante GelRed (Uniscience®), e posterior visualiza¢do sob luz UV. Também
foi realizada quantifica¢do e verificacdo dos indices de pureza das amostras com o uso do

NanoDrop ND-1000°.

3.3  Extracao de DNA tumoral

A amostra de tecido tumoral fixado em parafina de uma das pacientes deste estudo foi
disponibilizada pelo Banco Nacional de Tumores (BNT) do INCA. A amostra era de um
carcinoma fibrolamelar, e a extracdo de DNA foi realizada com o uso do QIAamp DNA Mini

Kit (Qiagen®), de acordo com o protocolo do fabricante.
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3.4  Amplificacdo das regioes de interesse de TP53, CDKNIA e MDM?2

Nas amostras de DNA de sangue periférico, foram amplificados, por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), os éxons 2 a 11 do gene TP53, e os éxons 2 e 3 do gene CDKNIA. O éxon 1
de ambos os genes ndo € traduzido (JAVELAUD; BESANCON, 2001; TOLEDO; WAHL,
2006). A presenca do SNP rs2279744 (SNP 309) de MDM?2 também foi investigada nos
probandos, pelo fato dele ser considerado um modificado de penetrincia de mutagdes em
TP53.

O quadro 3.1 mostra as sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificacdo dos
fragmentos de TP53, obtidas na base de dados IARC TP53 (PETITJEAN et al., 2007b). O
quadro 3.2 mostra os iniciadores utilizados para amplificacdo dos éxons 2 e 3 de CDKNIA,
descritos por GRAVINA et al. (2009), e os iniciadores utilizados para amplificacdo da regido
5’UTR de MDM?2, descritos por PERFUMO et al. (2009).

Em cada reagdo, foram utilizados: 50-100 ng de DNA genomico; [1X] Taqg Platinum
Buffer (Invitrogen), 1,25 mM de MgCl,; 0,02 mM de dNTPs; 1,2 uM de cada iniciador (direto e
reverso); 1,25 U de Taq Platinum DNA Polymerase (Invitrogen); e 4gua milli-Q® em quantidade
suficiente para 25 pL.

Quadro 3.1. Iniciadores utilizados na amplificacio dos éxons 2 a 11 do gene TP53.

Tamanho
Regidao Iniciador direto (5°-3%) Iniciador reverso (5°-3%) do
fragmento
Exons 2-3 P-558: ccaggtgacccagggttgga P-338: agcatcaaatcatccattgc 445 pb
Exon 4 P-326: tgaggacctggtcctctgac P-327: agaggaatcccaaagttcca 413 pb
Exons 5-6 P-236: tgttcacttgtgcectgact P-256: cggagggccactgacaacca 490 pb
Exon 7 P-333: cttgccacaggtctceccaa P-313: aggggtcagcggcaagcaga 237 pb
Exons 8-9 P-314: ttgggagtagatggagect P-317: acttgataagaggtcccaag 423 pb
Exon 10 P-E10Li: caattgtaacttgaaccatc P-562: ggatgagaatggaatcctat 260 pb
Exon 11 P-564: atctctccteectgcettetg P-E11Ri: aggctgtcagtggggaacaa 145 pb

Quadro 3.2. Iniciadores utilizados para amplificacio dos éxons 2-3 de CDKNIA e da regido 5’UTR de MDM?2.

Iniciador reverso Tamanho
Gene Regido Iniciador direto (5°-3’) (5°-3") do
fragmento
CDKNIA }?xon 2 accagctggaaggagtgaga gtetttgetgectacttge 750 pb
Exon 3 tgcggtgatggataaaatca gaaaaggagaacacgggatg 551 pb
MDM?2 Regido 5’UTR acgtggctttgcggaggttt ggagacaagtcaggacttaa 347 pb

A reacdo de amplificacdo foi realizada por fouchdown, que consiste na diminui¢do

gradativa da temperatura de anelamento dos iniciadores durante os primeiros ciclos da PCR,
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seguida de temperatura de anelamento inespecifica durante os ultimos ciclos. O quadro 3.3
mostra as condi¢des utilizadas para todos os fragmentos. Os produtos foram visualizados em gel

de agarose a 1,5%, com uso do corante GelRed (Uniscience®), sob luz UV.

Quadro 3.3. Condicoes de amplificacao por PCR.

Estagio Etapas N° de Ciclos Temperatura Duracao
1 Desnaturagao inicial 1 94°C 2min 30s

Desnaturacio 94°C 30s

2 Anelamento 10 65°C (-0.5°C/ciclo) 30s

Extensio 72°C 30s

Desnaturagao 94°C 30s

3 Anelamento 25 51°C 30s
Extensdo 72°C 1min 30s

4 Extensdo final 1 72°C Smin

3.5 Sequenciamento direto e analise dos fragmentos

Os fragmentos amplificados por PCR foram sequenciados por meio do kit Big Dye
Terminator version 3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems®), de acordo com o protocolo do
fabricante. O kit emprega o uso de dideoxinucleotideos marcados com fluorescéncia. Para cada
reacdo de sequenciamento foram utilizados 3,2 pmol do iniciador direto ou reverso.

As condicdes da reacdo de sequenciamento foram: etapa de desnaturacdo inicial a 96°C
por 1 minuto; 35 ciclos com desnaturagdo a 96°C por 15 segundos, anelamento a 60°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 4 minutos; e finalmente extensdo a 72°C por 5 minutos. A
precipitacdo dos produtos foi feita com a adicao de 40 uL de etanol 65%, seguida de incubacao
em temperatura ambiente por 15 minutos. Foi realizada centrifugacdo a 13.000 rpm por 20
minutos, € o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 200 uL de etanol 70%, seguido de
ressuspensdo do pellet e nova centrifugacdo a 13.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi
novamente descartado e as amostras foram mantidas a 37°C, por cerca de 15 minutos, para
secagem do produto.

Os produtos dessa reacdo foram submetidos a eletroforese capilar na plataforma de
sequenciamento ABI3130xl (Applied Biosystems®). As sequéncias obtidas foram analisadas no
software SeqMan Pro (LaserGene®). A andlise das sequéncias e nomenclatura das mutagdes
encontradas foi realizada de acordo com as sequéncias referéncias obtidas no GenBank para
TP53 (NG_017013.2; NM_000546.5; NP_000537.3.), CDKNIA (NG_009364.1;
NM_078467.2; NP_510867.1), e MDM2 (NG_016708.1). Todas as alteracdes nao polimérficas

encontradas foram confirmadas com uma nova anélise por PCR e sequenciamento.
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3.6 Investigacdo de rearranjos por MLPA

Os pacientes com suspeita clinica de SLF/LFL que ndo apresentaram mutacdo detectavel
em TP53 por sequenciamento foram submetidos a analise de rearranjos desse gene, bem como
de outros genes associados ao cancer, com o emprego da técnica de MLPA (Multiplex ligation
probe amplification), utilizando o kit P105 versdo D1 (MRC Holland®). Este kit contém, além de
oito sondas para regides exOnicas de 7TP53, sondas para outros genes envolvidos no
desenvolvimento tumoral: EGFR (11 sondas), PTEN (nove sondas), CDKN2A (quatro sondas),
PDGFRA (trés sondas), NFKBIA (trés sondas), CDK4 (duas sondas), MIR26A2 (uma sonda) e
MDM?2 (duas sondas). O kit foi desenvolvido com base nos rearranjos mais frequentes em
gliomas, que fazem parte dos tumores tipicos da SLF. As reacdes foram feitas de acordo com
as instrucoes do fabricante.

Ap6s a reacdo, 0,7 uL. de cada produto foram misturados a 0,2 uLL de LIZ 500 (Life
Technologies®) ¢ 9,1 uL de formamida Hi-Di (Life Technologies®). Os produtos foram entdo
desnaturados a 95°C por 3 minutos e imediatamente submetidos a eletroforese capilar na
plataforma de sequenciamento ABI3130xl (Applied Biosystems®). As andlises foram realizadas
por meio do programa GeneMarker (SoftGenetics®).

As amostras com alteragdes detectadas por MLPA foram investigadas novamente,
com o uso de um kit diferente (P0O56 versio C1 — MRC Holland®). Essa segunda anélise foi
realizada em colaboragdo com o Dr. Pablo Lapunzina e sua equipe, do Instituto de Genética

Médica y Molecular INGEMM), Universidad Auténoma de Madrid, Espanha.

3.7  Analises estatisticas

O teste exato de Fisher foi utilizado para comparar a frequéncia de tipos especificos de
tumores entre familias com mutagdo detectada em 7TP53 e sem mutacdo. Também foi
analisada a influéncia da presenca de mutacdo em 7P53 na sobrevida em 60 meses dos
pacientes, pelo método ndo paramétrico de Kaplan-Meier. As comparagdes entre as curvas de
sobrevida foram realizadas pelo teste de log-rank com o software GraphPad Prism®. O tempo
de acompanhamento para calcular a sobrevida foi estimado considerando a idade ao
diagnéstico do primeiro tumor, até a data da dltima visita ao hospital, admitindo um maximo
de 60 meses. Foram calculados também a sensibilidade, especificidade, os valores preditivos
positivo e negativo dos critérios clinicos SLF/LFL quanto a presenca de mutacdes patogénicas
em TP53.

Os polimorfismos encontrados nos genes TP53 e CDKNIA, bem como o SNP
1s2279744 de MDM?2, tiveram suas distribui¢des genotipicas avaliadas quanto ao equilibrio de

Hardy-Weinberg. A razdo de chances (odds ratio) foi estimada para testar se os genotipos
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menos frequentes de cada polimorfismo estavam relacionados ao risco ou protecao nos grupos
estudados, com a ajuda do programa VassarStats (http://vassarstats.net/).
Os resultados de todas as analises foram considerados estatisticamente significativos

quando p<0,05.

3.8 Investigacdo da frequéncia da mutacdo R337H de TP53 em coortes de individuos
acompanhados pelo Aconselhamento Genético do INCA

Para investigacao da frequéncia da mutacdo R337H de TP53, foram incluidos, além
dos 58 probandos com suspeita clinica de SLF/LFL, mais trés grupos de pacientes referidos
ao Aconselhamento Genético do INCA: 126 pacientes com suspeita clinica de sindrome de
cancer de mama e ovdario hereditirios que tinham resultado negativo para mutacdes
patogénicas em BRCAI e BRCA2; 46 pacientes com tumor de Wilms; e 81 pacientes com
Retinoblastoma. Os dois ultimos grupos foram coletados consecutivamente, sem selecao
quanto a historia familial de cancer.

A PCR para o éxon 10 de TP53 foi realizada como descrito no topico 3.4. Entretanto,
para os pacientes nos quais apenas a mutagdo R337H foi investigada, foi utilizado o método
de RFLP (Polimorfismo de comprimento de fragmento de restri¢do), com o uso da enzima de
restricdo Hhal (Life Technologies®). O fragmento correspondente ao éxon 10 de TP53 possui
260 pb. Quando o alelo selvagem c.1010G est4 presente, o fragmento € clivado pela enzima
Hhal em fragmentos de 92 pb e 168 pb. Quando a substitui¢do c.1010G>A esta presente, a
sequéncia de reconhecimento da enzima € desfeita, e o fragmento nao € clivado.

Para cada reagdo, foram utilizados: 1 pL de tampao da enzima Hhal (concentracdo
final de 1X); 0,5 uL (5U) da enzima; 5,0 uLL. de PCR; e 5,0 uL de 4gua milli—Q®. As amostras
foram incubadas a 37°C por 4 horas e entdo visualizadas em gel de agarose 2% com corante
GelRed (Uniscience®). Em todas as reacdes foram utilizados um controle positivo homozigoto
e um heterozigoto para a mutacdo (GIACOMAZZI et al., 2013a), gentilmente cedidos pela
Dra. Patricia Ashton Prolla, coordenadora do Servico de Oncogenética do Hospital das

Clinicas de Porto Alegre.

3.9 Investigacio de alteracdes em genes associados ao cancer por Sequenciamento de
nova geracao

Foram escolhidos um total de 11 pacientes com critérios clinicos SLF/LFL que nao
apresentaram mutacido em 7P53 ou CDKNIA pelos métodos de sequenciamento ou MLPA, para
investigacdo de mutagcdes em multiplos genes associados ao cincer, por sequenciamento de nova

geracdo. Todos os probandos selecionados apresentavam tumores tipicos da SLF, e eram de
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familias que preenchiam pelo menos o critério clinico de Chompret (quadro 1.1, pag. 5),
considerado o critério mais sensivel quanto a presenca de mutagdes em TP53. A andlise foi
realizada por meio do painel NGHS-5017Z (Qiagen®), que abrange os éxons e regides intronicas
flanqueadoras de 124 genes nos quais mutagdes germinativas e/ou somaticas ja foram

relacionadas a diversos tipos de cancer. O anexo 5 apresenta a listagem desses genes.

3.9.1 Enriquecimento das regioes de interesse por PCR

O protocolo para uso do kit NGHS-501Z (Qiagen®) foi realizado de acordo com
instrugdes do fabricante. O kit inclui oito conjuntos de iniciadores (Al a A4, B1 a B4) para oito
reacOes de PCR multiplex por amostra. Para cada uma das oito rea¢des, foram adicionados 90 ng
de DNA, 10 uL de GeneRead Panel mastermix, SuL. de um dos conjuntos de iniciadores, e dgua
em quantidade suficiente para completar 20 pL. As amostras foram amplificadas em
termociclador por meio do seguinte programa: 95°C por 10 minutos; 20 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 2 minutos; 72°C por 5 minutos; com temperatura final de 4°C. Apds a
reacado, os produtos das oito PCR multiplex de cada amostra foram misturados em um tnico tubo
e purificadas com o uso do QIAquick Purification kit (Qiagen®), para posterior preparo das

bibliotecas.

3.9.2 Preparo das bibliotecas para sequenciamento na plataforma Illumina

O preparo das bibliotecas foi realizado em trés etapas, resumidas a seguir, de acordo
com as instrucdes do fabricante (Illumina®), com adaptacdes. O protocolo detalhado dessas
etapas encontra-se no anexo 6.
Etapa 1 - Reparo das pontas dos fragmentos de DNA: Esse processo converte as pontas
sobressalentes dos fragmentos de DNA que possam estar presentes apds o enriquecimento
por PCR em pontas “cegas”, utilizando um Mix End Repair. A atividade exonuclease 3’ ¢ 5’
nas enzimas desse mix remove os nucleotideos sobressalentes em 3’ e a atividade polimerase
preenche as pontas 5’ sobressalentes.
Etapa 2 - Ligacao dos adaptadores: Nessa etapa € realizada a ligacdo dos multiplos
adaptadores indexadores as pontas dos fragmentos de DNA, preparando-os para a
hibridizacdo na flow cell do equipamento.
Etapa 3 - Enriquecimento dos fragmentos de DNA: Esse processo usa PCR para
enriquecer seletivamente os fragmentos de DNA que tenham adaptadores em ambas as
pontas. A PCR ¢ realizada com um conjunto de iniciadores que anelam as pontas dos
adaptadores.

As concentra¢des das bibliotecas obtidas ao final do protocolo foram mensuradas por

PCR em tempo real, e um total de 2 nmol de cada biblioteca foi utilizado para clusterizacdo e
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sequenciamento com paired end reads de 100 pares de bases na plataforma HiSeq2000

(Illumina®).

3.9.3 Analise das sequéncias

As sequéncias foram submetidas ao sistema de andlise de dados de sequenciamento de
nova geracao da Qiagen (http://ngsdataanalysis.sabiosciences.com/NGS2), que integra varias
ferramentas de anélise. Nesse sistema, o alinhamento das reads (fragmentos de leitura) ao
genoma de referéncia (GRCH37, UCSC hgl9) foi realizado por meio do programa BWA-
MEM (http://biobwa.sourceforge.net/). Apenas as reads com comprimento igual ou maior a
45 pares de base sd@o mantidas pelo filtro de qualidade. As reads muito curtas podem resultar
de produtos de PCR nao desejados ou baixa qualidade do sequenciamento. As regides de
primers sdo reconhecidas e cortadas da analise até a primeira base ap6s o local de ligacdo dos
primers. O sistema também gera estatisticas basicas de cobertura, incluindo o total de reads
mapeadas, a profundidade mediana de cobertura, e o nimero de bases-alvos cobertas por pelo
menos 10, 30 e 100 reads.

O software usado para identificacio de mutacdes foi o GATK Unified Genotyper
(GATKLite version 2.3-9). SNPs com frequéncia menor que 20% e insercdes/delecdes com
frequéncia menor que 25% foram desconsideradas da anélise. Os outros filtros utilizados para
SNPs e MNPs (polimorfismos de multiplos nucleotideos) foram: FS - Fisher’s exact test for
strand bias (Teste exato de Fisher para viés de fita), para o qual os resultados maiores que 60
foram desconsiderados; MQ - Mapping quality (qualidade do mapeamento), para o qual
valores menores que 40 foram desconsiderados; HAP - Haplotype Score (razdo de
haplétipos), para o qual valores maiores que 200 foram desconsiderados. Para
insercoes/delecdes, apenas o FS foi utilizado, e os valores maiores que 200 foram
desconsiderados. As mutagdes que nao passaram nesses filtros foram consideradas “de baixa
confianca”. Apenas as mutagdes de “alta confianca” foram consideradas para andlises

posteriores nesse estudo.

3.9.4 Selecao das mutacgoes potencialmente patogénicas

Para dar enfoque as mutacdes com maiores chances de patogenicidade, foram filtradas
as mutagdes localizadas nos éxons (e ndo sindnimas) ou sitios de splicing, e que tinham baixa
frequéncia alélica na populagdo geral. Dessa forma, as mutacdes consideradas potencialmente
patogénicas foram as que obedeciam a todos os trés critérios abaixo, de forma similar ao
modelo proposto por YANG e colaboradores (2015):

(1) Mutagdes localizadas em éxons ou nos sitios doador e aceptor de splicing

(posigdes = 1 e 2); (2) Mutagdes indels (insercdes/delecdes) ou substituigdes ndo sindonimas,
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ou mutagdes de sitio de splicing; (3) Mutacdes que ndo ocorram na base de dados do projeto
1000 genomas com uma frequéncia alélica global maior que 0,01;

Adicionalmente, essas mutacdes foram investigadas da seguinte forma: Indels
(inser¢oes/delecdes), mutacdes em sitios de splicing e mutagdes sem sentido seriam
consideradas deletérias. Ja as mutagdes de sentido trocado foram analisadas por meio dos
seguintes programas in silico: (1) Os programas SIFT e Polyphen foram utilizados para a
predicdo de patogenicidade causada pela alteracdo de aminoicido. As mutacdes foram
consideradas deletérias quando algum desses programas a definia como tal; (2) andlise do
grau de conservacdo do(s) nucleotideo(s) trocado(s). Os escores obtidos com os programas
PhyloP e PhastCons foram utilizados para tanto. Esses programas identificam nucleotideos
evolutivamente conservados. Quanto mais conservado um nucleotideo, maiores as chances de
uma mutacao naquele sitio ser patogénica.

As mutagdes de sentido trocado consideradas deletérias nos dois tipos de anélise (tanto
por alteracdo do aminoicido quanto por conservacdo do nucleotideo) foram consideradas
potencialmente patogénicas, e investigadas em bases de dados (ClinVar, LOVD, HGMD e
BIC) e artigos cientificos para obten¢ao de dados adicionais. Também foram investigadas as
vias de sinalizacdo em que os genes com estas mutacdes atuam em conjunto, através do

programa EnrichR (KULESHOV et al., 2016).

3.9.5 Validacao por sequenciamento de Sanger das mutacoes encontradas por NGS
Ap6s a investigacdo das mutagdes potencialmente patogénicas e com base em dados
da literatura, foram consideradas prioritarias para validacdo por sequenciamento de Sanger:
todas as mutacdes novas (i.e., ndo relatadas na literatura cientifica) encontradas neste estudo,
bem como as mutacdes encontradas nos genes ATM e BRCAI. Os protocolos de PCR e
sequenciamento utilizados foram os mesmos descritos nos topicos 3.4 e 3.5. O conjunto de

iniciadores utilizado para essas reacdes encontra-se no quadro 3.4.

Quadro 3.4. Iniciadores utilizados para a validacao das mutacoes prioritarias encontradas por NGS.

Mutacao Iniciador senso (5’-3’) | Iniciador anti-senso (5°-3’) | Tamanho do fragmento (pb)
ATM S49C atttaagcgcctgattcgag tgccaaattcatatgcaagg 238
ATM C532Y ttggcettacttggagccataa aagtcttctcggccaaacaa 246
ATM E2087A ttaggccttgcagaatttgg tacctgacggaagtgcaatg 156
BRCAI F1761S aagctcttcctttttgaaagtc gtagagaaatagaatagcctct 298
PIK3C2A T1431P caaatgcttgcaactttagcag acaaccttgctcagcttcgt 250
PTPRC R11071 tactggggagaaggaaagca ggccttgectgeatagagta 195
SETD2 R2040G ctgggtagatgacggaggag Tgagtttgcttgtctgggtet 242
SMO R168G tgcccaagtgtgagaatgac cagagagcctggaccttgtc 181
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3.10 Resumo das principais etapas do estudo

A seguir encontra-se um fluxograma indicando as principais etapas desenvolvidas
neste trabalho, bem como a ordem de apresentacdo delas no capitulo de Resultados (Figura

3.1).

Pacientes:

58 probandos com suspeita clinica de sindrome de Li-
Fraumeni atendidos no ambulatério de aconselhamento
genético: extracdo de DNA de sangue periférico

4

Levantamento da historia familial de cancer e classificagao
de acordo com os critérios estabelecidos para SLF/LFL

39 probandos de familias
com critérios SLF/LFL

(Grupo 1)

4

A

19 probandos de familias
com canceres tipicos da
SLF/LFL, mas sem
preencher os critérios da
literatura

(Grupo 2)

4

Sequenciamento dos éxons
de TP53 e CDKNIA

Sequenciamento dos éxons
de TP53 ¢ CDKNIA

¥

Pacientes sem mutagdes
patogénicas:
Investigacdo de
rearranjos de 7P53 por
MLPA

4

4

Pacientes sem mutagdes
patogénicas:
Investigacdo de
rearranjos de 7P53 por
MLPA

familias de pacientes com
mutacoes € sem mutagoes
detectadas:
Diferengas na sobrevida em 5
anos e nos tipos de tumor
apresentados; calculo da
sensibilidade, especificidade,
VPP e VPN dos critérios
SLF/LFL

Comparagdes fenotipicas entre

v.Y

de multiplos genes

Selecdo de 11 probandos sem
mutacdes em TP53 ¢
CDKNI1A para investigagdo

associados a cancer por NGS

Coortes com tumores especificos
acompanhadas pelo
aconselhamento genético:

4

126 pacientes com cancer de
mama familial, sem mutagdes
patogénicas detectadas em
BRCAI/BRCA2

81 pacientes com
retinoblastoma, nao
selecionados por HF

46 pacientes com tumor de
Wilms, ndo selecionados por

¥

Genotipagem da muta¢do R337H
de TP53

Identificagdo de mutagdes
potencialmente patogénicas
com base em: (1) localizagdo
no gene; (2) impacto funcional,
(3) frequéncia populacional
<0,01

Apresentacdo das diferentes etapas deste trabalho no capitulo de Resultados:

Topicos 4.1 a 4.5

Topicos 4.6 € 4.7

Topico 4.10

Topicos 4.11 e 4.12

Figura 3.1. Fluxograma das principais etapas deste trabalho. Na base da imagem é mostrada a ordem de
apresentacdo destas etapas no capitulo de Resultados. VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo
negativo; HF: histéria familial; NGS: sequenciamento de nova geracdo.
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4 Resultados

Este estudo incluiu 58 pacientes, de familias diferentes, com fendtipos tumorais que
levaram a suspeita clinica de SLF/LFL. Apds a andlise da historia familial de cancer de cada
um deles, foram identificados 39 probandos de familias com critérios clinicos para a SFL/LFL
e 17 probandos de familias sem critérios clinicos para a sindrome. Dois pacientes nao
possuiam dados de historia familial que possibilitassem sua classificacdo. As caracteristicas
gerais dos probandos e classificacdo clinica de suas familias encontram-se na Tabela 4.1.

Dados histopatoldgicos disponiveis dos tumores dos 58 pacientes encontram-se no Anexo 7.

Tabela 4.1. Caracteristicas dos 58 probandos com suspeita clinica de SLF/LFL.

Classificacao clinica das familias dos probandos (n=58) N. (%)
Critério classico para SLF 3 (5,2%)*
Critério LFL — Birch 11 (18,9%)*
Critério LFL — Chompret 23 (39,7%)*
Critério LFL — Eeles 33 (56,9%)*
Familias sem critérios SLF/LFL 17 (29,3%)

Probandos sem histéria familial disponivel para andlise de 2 (3,4%)
critérios clinicos SLF/LFL

Tipo de tumor dos probandos (n=79)** N (%) Idade média dx
Sarcoma 6sseo 16 (20,3%) 15
SPM 14 (17,7%) 21
Pediatrico (exceto tumores tipicos da SLF) 9 (11,4%) 8
Mama 8 (10,1%) 45
SNC 4 (5,1%) 18
ADR 2 (2,5%) 6
Leucemia 1 (1,3%) 1
Outros 25 (31,6%) 55

*Existe uma sobreposi¢do para as familias de 19 probandos, que preenchiam mais de um dos 4 critérios
SLF/LFL. ** Foram diagnosticados 79 tumores em 58 probandos.

SLF: sindrome de Li-Fraumeni. LFL: Li-Fraumeni /ike. SPM: Sarcoma de partes moles. SNC: tumor de sistema
nervoso central. ADR: tumor adrenocortical. Dx: Idade média ao diagndstico (em anos).

Os resultados dos grupos serdo apresentados separadamente, para uma comparagio
mais precisa com os dados da literatura. Nos topicos posteriores, os probandos e suas familias
serdo referidos como:

* Grupo 1 (Grupo SLF/LFL): probandos de familias com critérios clinicos para a
sindrome de Li-Fraumeni e/ou Li-Fraumeni like. Neste grupo foram incluidos 39 pacientes.

*  Grupo 2 (LFL-suspeita): probandos de familias sem critérios SLF/LFL. Todas essas
familias tinham pelo menos um caso de tumor tipico da SLF. Na maior parte delas, esse tumor
ocorreu num individuo com menos de 45 anos de idade, e pelo menos um outro caso de
cancer em idade precoce também foi relatado, o que levantou a suspeita clinica da sindrome e
indicacdo para o sequenciamento de 7P53, ainda que ndo preenchessem os critérios descritos
na literatura para a SLF/LFL. No total, 19 pacientes foram incluidos neste grupo.

Os heredogramas de todos os probandos encontram-se no Anexo 8.
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4.1 Caracterizacao clinica dos probandos e familiares de probandos do Grupo 1
(SLF/LFL)

Entre os probandos do Grupo 1, 3/39 (7,7%) apresentaram os critérios familiais
classicos para a sindrome (SLF), e 36 apenas os critérios de LFL (92,3%). Entre os pacientes
LFL, 16 preenchiam mais de um critério, 2 preenchiam apenas os critérios de Birch, 4
preenchiam apenas os critérios de Chompret e 14 preenchiam apenas os critérios de Eeles.

Entre os 39 probandos, foram relatados 57 tumores, e entre os 156 familiares afetados
destes probandos, 163 tumores. Vinte e um dos 39 probandos (53,8%) desenvolveram
tumores infanto-juvenis (i.e., até os 18 anos de idade). Entre eles, a idade média de
diagnostico do primeiro tumor foi de 8,9 anos, e entre o grupo de probandos que desenvolveu
tumores apenas na idade adulta essa média foi de 48,4 anos. Nenhum dos pacientes ou
responsaveis relatou unides consanguineas em suas familias. A maior parte dos individuos era
do sexo feminino: 59,0% dos probandos (23/39), e 60,3% dos familiares com cancer (94/156).
Com relacdo ao estado de residéncia, trinta e seis probandos eram residentes no estado do Rio

de Janeiro e trés de Minas Gerais (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Caracterizacio epidemioldgica dos probandos SLF/LFL e suas familias.

Probandos Familiares
com cancer
Sujeitos (n=195) 39 (100%) 156 (100%)
Diagnéstico
SFL 3 (7,7%) NA
LFL 36 (92,3%) NA
Sexo
Masculino 16 (41,0%) 62 (39,7%)
Feminino 23 (59,0%) 94 (60,3%)
Individuos com mais de um tumor 9 (23,1%) 7 (4,5%)
primério
Estado de Residéncia
Rio de Janeiro 36 (92,3%) ND
Minas Gerais 3(7,7%) ND
Tumores (n=220) 57 (100%) 163 (100%)
Homens 28 (49,1%) 63 (38,7%)
Mulheres 29 (50,9%) 100 (61,3%)
Infanto-juvenis* 24 (42,1%) 12 (7,4%)
Adultos 33 (57,9%) 151 (92,6%)

ND: Nao disponivel. NA: Nao aplicdvel. *Até os 18 anos de idade.

37



O numero de tumores malignos na familia de cada probando variou de 1 a 16, e o
nimero de individuos afetados variou de 1 a 15. Entre os nove probandos que apresentaram
multiplos tumores primarios (9/39 - 23,1%), sete (17,9%) apresentaram dois tumores, um
(2,6%) apresentou cinco tumores primarios e um (2,6%) apresentou oito tumores primarios.
Os sete casos de individuos com miltiplos tumores primérios dentre os 156 familiares
afetados (4,5%) apresentaram dois tumores primarios cada um (Tabela 4.2).

O tumor mais frequente entre as familias dos probandos foi o cancer de mama,
constituindo 50 dos 220 (22,7%) tumores relatados, considerando probandos e familiares.
Entre os 50 tumores de mama, 26 ocorreram entre os 31 e 50 anos de idade, correspondendo a
11,8% do total de 220 tumores. O cancer colorretal foi o segundo mais frequente (8,2%),
seguido das leucemias e linfomas (7,3%). Entretanto, somando os diferentes tipos de sarcoma
(incluindo os com localizagao ndo especificada), ha um total de 22 tumores (10%). Somando
as categorias de cancer de pele do tipo melanoma, ndo melanoma, e ndo especificado, ha um
total de 20 tumores, representando 9,1% dos 220 tumores relatados (Tabela 4.3). Dois
tumores benignos foram incluidos na amostra: um neurofibroma presente em um probando
que havia desenvolvido um rabdomiossarcoma previamente; e um adenoma adrenocortical,

presente em uma probanda que também desenvolveu um osteossarcoma.
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Tabela 4.3. Espectro tumoral do Grupo 1 (SLF/LFL), incluindo tumores de probandos e de seus
familiares.

Faixa etaria de apresentacdo do tumor

Tumores (n=220) Idad
ade

0-18 anos 19-30 anos 31-50 anos 51 ou mais indeterminada  Total

Mama 0 7(3,2%) 26 (11,8%) 15 (6,8%) 2 (0,9%) 50 (22,7%)
Colorretal 0 4 (1,8%) 4 (1,8%) 9 (4,1%) 1 (0,5%) 18 (8,2%)
Leucemia/Linfoma 7 (3,2%) 3 (1,4%) 2 (0,9%) 4 (1,8%) 0 16 (7,3%)
Estomago 0 1 (0,5%) 6 (2,7%) 6 (2,7%) 0 13 (5,9%)
SNC 8 (3,6%) 1 (0,5%) 3 (1,4%) 0 0 12 (5,5%)
Osteossarcoma 8 (3,6%) 2 (0,9%) 0 0 0 10 (4,5%)
Prostata 0 0 1 (0,5%) 7 (3,2%) 2 (0,9%) 10 (4,5%)
SPM 5(2,3%) 0 3 (1,4%) 0 0 8 (3,6%)
Trato genital feminino 0 3 (1,4%) 4 (1,8%) 1 (0,5%) 0 8 (3,6%)
Cabeca e pescoco 0 0 1 (0,5%) 4 (1,8%) 2 (0,9%) 7 3,2%)
Pele, melanoma 0 3 (1,4%) 0 4 (1,8%) 0 7 (3,2%)
Pele, nao especificado 0 0 2 (0,9%) 4 (1,8%) 1 (0,5%) 7 (3,2%)
Pele, nao melanoma 0 0 0 6 (2,7%) 0 6 (2,7%)
Cancer 6sseo (outros) 1 (0,5%) 0 2 (0,9%) 3 (1,4%) 0 6 (2,7%)
Pulmio 0 1 (0,5%) 1 (0,5%) 2 (0,9%) 1 (0,5%) 5(2,3%)
Pancreas 0 0 1 (0,5%) 2 (0,9%) 1 (0,5%) 4 (1,8%)
Testiculo 0 3 (1,4%) 0 0 0 3(1,4%)
Adrenocortical 2 (0,9%) 0 0 0 0 2(0,9%)
Figado 1 (0,5%) 0 1 (0,5%) 0 0 2(0,9%)
Neuroblastoma 1(0,5%) 1 (0,5%) 0 0 0 2 (0,9%)
Renal 0 0 0 2 (0,9%) 0 2 (0,9%)
Sarcoma de Ewing 2 (0,9%) 0 0 0 0 2 (0,9%)
Tumor de Wilms 2 (0,9%) 0 0 0 0 2 (0,9%)
Esofago 0 0 0 1 (0,5%) 0 1(0,5%)
Neurofibroma 1 (0,5%) 0 0 0 0 1(0,5%)
Tiredide 0 0 1 (0,5%) 0 0 1(0,5%)
Cancer nao especificado 0 0 4 (0,9%) 1 (0,5%) 10 (4,5%) 15 (6,8%)
Total 38(17,3%) 29 (132%) 62(28,2%) 71(32,3%) 20 (9,1%) 220 (100%)

SNC: Tumor de sistema nervoso central; SPM: Sarcoma de partes moles.

4.2  Deteccao de mutacoes germinativas nos probandos do Grupo 1 (SLF/LFL)
4.2.1 Sequenciamento de TP53

O sequenciamento das regides codificantes de 7P53 revelou mutacdes em
heterozigose em seis dos 39 pacientes (15,4%) com critérios clinicos para a SLF/LFL. Todas
essas mutacdes eram do tipo sentido trocado (missense), 5 delas do tipo transi¢io e uma
transversao. Quatro mutacdes estavam localizadas entre os éxons 5 e 8, regides
correspondentes ao dominio de ligagdo ao DNA na proteina p53, e duas no éxon 10,
correspondente ao dominio de oligomerizacdo na proteina (Tabela 4.4). A muta¢do fundadora
R337H foi encontrada em apenas um probando, que apresentava um carcinoma

adrenocortical.
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A base de dados IARC TP53 versao R18 (PETITJEAN et al., 2007b) foi consultada
para verificar a descri¢do prévia das mutacdes e seus respectivos impactos funcionais. Estes
dados encontram-se na Tabela 4.5. Todas as mutacdes foram previamente descritas em
tumores malignos, como mutacdes somaticas. J4 em linhagem germinativa, cinco mutagdes ja
haviam sido descritas em pacientes com a SLF/LFL, e a mutacdo c.584T<A (I195N) foi
detectada pela primeira vez neste estudo. Cinco mutagdes resultam em proteinas ndo
funcionais, e a mutagdo R337H resulta numa proteina parcialmente funcional. Todas sdo
consideradas deletérias (Tabela 4.5). Trés familiares de dois probandos com mutagao
detectada aceitaram realizar o teste para investigacdo da mutacdo. Eles podem ser observados

nas figuras 4.1 e 4.2.

4.2.2 Sequenciamento de CDKNIA
Em relacdo ao gene CDKNIA, nenhum dos 39 probandos investigados apresentou

mutacio patogénica nas regides investigadas.

4.2.3 Analise por MLPA

Entre os probandos com resultado normal no sequenciamento (n=33), a andlise de
delecdes/duplicagdes por MLPA foi possivel para 30 deles. Os pacientes para os quais nio foi
possivel realizar essa andlise foram os pacientes #18, #70 e #71. Dois dos 30 pacientes
apresentaram dele¢des em heterozigose no gene TP53: o paciente #49 apresentou uma
delecdo que abrangia os éxons 2 a 4 (regido que tem aproximadamente 628 pares de bases), e
a paciente #53 apresentou uma dele¢ao no éxon 8 (éxon com 136 pares de bases) (Tabela 4.4).
Essas alteragdes ndo se encontram relatadas na base de dados IARC 7TP53. Nao foram
observadas alteragdes em nenhuma das sondas correspondentes aos outros genes contidos no
kit de MLPA utilizado (EGFR, PTEN, CDKN2A, PDGFRA, NFKBIA, CDK4, MIR26A2 e
MDM?2). As duas amostras com dele¢des detectadas foram submetidas a uma nova anélise de
MLPA, por meio de um kit diferente, que também incluia sondas para o gene TP53. Os

mesmos resultados foram observados.
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Tabela 4.4. Mutacoes patogénicas detectadas em TP53 no Grupo 1 e caracteristicas clinicas de seus

portadores.
Diagnéstico clinico
Probando  Sexo Tipo de Exon(s) Alteraciao Alteraciao Tumores (Dx) Tumores nos familiares SLF LFL- LFL- LFL-
alteracio DNA Proteina (Sexo — Dx) B C E
LNH (3), 0S
Grande Delegdo N (17), OS (25),
#49 M delecdo 2-4 B4 p.? MEL (27), Colorretal (M-31) v
LMS (33)

#50 M Missense 5 c.524G>A R175H OS (14) Prostata (M-65) v
#28 F  Missense 6 c584T>A 195N RMS (3) Préstata g[;fi) Mama v v v

. RMS (2), NF 0OS (M-29%), SNC (M-
#12 M Missense 6 ¢.659A>G Y220C ©) 14), Mama (F-23) v v v v

. ADR (<1), OS Colorretal (F-46, F-<30,
#36 F Missense 7 c.742C>T R248W an F-20, M-25) v

Prostata (M- >60),
Grande Testiculo (M-25),

#353 F deleci 8 Delecio E8 p.? OS (14) Estomago (M-35), v

clegao Leucemia (F-22), Pulmao

(F-40)

. Mama (F-29), RMS (F-6),
#35 M Missense 10 ¢.1009C>T R337C OS (16) Pulmiio (M-ND) v v v v
#25 M Missense 10 c.1010G>A R337H ADR (12) ND v

Sequéncias referéncias: Genbank NP_000537.3 e NM_000546.5. Dx: Idade ao diagndstico. M: Masculino; F:
Feminino; SLF: Critérios classicos para a sindrome de Li-Fraumeni; LFL-C: Li-Fraumeni like - critérios de
Chompret; LFL-B: Li-Fraumeni like - critérios de Birch; LFL-E: Li-Fraumeni like - critérios de Eeles. ND: Nao
disponivel. ADR: tumor adrenocortical; LNH: Linfoma ndo Hodgkin; LMS: Leiomiossarcoma; MEL:
melanoma; NF: Neurofibroma; OS: Osteossarcoma; RMS: Rabdomiossarcoma; SNC: tumor de sistema nervoso
central. *Familiar testado e também portador da mutacdo. Tumores em negrito ocorreram no mesmo individuo.

Tabela 4.5. Impacto funcional das alteracoes patogénicas em TP53 encontradas no Grupo 1 (LFS/LFL).

_ Atividade Evidéncias de Evidéncias de Numero de relatos na base IARC
Mutag@o transcricional efeito dominante ganho de funcdo — T
de p53 negativo Germinativa umores
Delecdo E2-4* - - - - -
R175H Nao funcional Sim Sim 75 1216
1195N Nao funcional ND ND 0 21
Y220C Nio funcional Sim Sim 38 402
R248W Nio funcional Sim Sim 88 739
Delecdao E8* - - - - -
R337C Nio funcional Nio ND 8 20
R337H Parcialmente ND ND 127 4
funcional

Referéncia: Base de dados IARC TP53 R18. Os dados de atividade transcricional foram obtidos por ensaios
funcionais de KATO et al. (2003). ND: Nao disponivel. *Este estudo.
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4.3  Descricao clinica dos probandos com mutacao do Grupo 1 e suas respectivas
familias

Os dados obtidos por meio das técnicas de sequenciamento de Sanger e MLPA
permitiram o diagnéstico molecular de 8/39 (20,5%) dos probandos de familias com critérios

SLF/LFL. A seguir sera apresentada a descricdo clinica desses probandos e suas familias.

4.3.1 Probando #12

A familia do probando #12 possuia critérios classicos para a SLF, com cinco
individuos com cancer ao longo de quatro geracdes (Figura 4.1). O probando teve um
rabdomiossarcoma e um neurofibroma. Seu tio paterno havia falecido com um tumor cerebral
aos 14 anos, e o pai havia desenvolvido osteossarcoma aos 29. Além disso, sua bisavo paterna
havia falecido com cincer de mama aos 21 anos. Apds o diagnostico molecular do probando,
o pai e um tio do mesmo optaram pela realizacdo do sequenciamento de 7P53. O pai
apresentou a mesma mutagao do filho (Y220C, no éxon 6), e o tio, que nao possuia histéria de

cancer, nao era portador da mutagao.

I? ey

SNC (14) OS (29)

RMS (2)

1 NF(9)

Probando #12

Mutacio TP53 Y220C

Figura 4.1. Heredograma da familia do probando #12. A direita estd apresentado o eletroferograma da
mutacdo detectada na amostra de DNA do probando. A cruz vermelha indica um individuo também portador da
mutagdo; o asterisco azul indica um individuo sem a mutacdo. OS: Osteossarcoma; SNC: tumor de sistema
nervoso central; RMS: Rabdomiossarcoma; NF: Neurofibroma. Entre parénteses estdo as idades ao diagndstico.

4.3.2 Probando #25

O probando #25 apresentou um carcinoma adrenocortical aos 12 anos de idade, fato
que por si sO, de acordo com os critérios de Chompret, ji estabelece indicacdo para a
realizagdo do sequenciamento de TP53, que neste caso revelou a mutacio R337H. A mae

entdo optou pela realizacdo do mesmo teste, porém apresentou apenas alelos selvagens para o

42



éxon 10 de TP53 (Figura 4.2). A mae nao possuia contato com o pai da crianga, € ndo tinha

informagdes sobre a histéria familial de cancer do mesmo.

zADR(12) EEE::‘:G}'E:i:r:U:::‘/; G ATG

Probando #25

Mutacao TP53 R337H

Figura 4.2. Heredograma da familia do probando #25. A direita estd apresentado o eletroferograma da
muta¢do detectada na amostra de DNA do probando. O asterisco azul indica um individuo sem a muta¢do. ADR:
Carcinoma adrenocortical. Entre parénteses estdo as idades ao diagndstico.

4.3.3 Probanda #28

A familia da probanda #28 apresentou trés casos de cancer, sendo dois tipicos da
sindrome (sarcoma de partes moles aos 3 anos de idade na probanda e cancer de mama aos 34
anos de idade em uma tia paterna), e o terceiro, um cancer de prostata no pai da probanda, aos
58 anos (Figura 4.3). A familia tinha todos os critérios LFL da sindrome: Birch, Chompret e
Eeles. A probanda apresentou uma mutacdo no éxon 6 de TP53 (I195N), que até o momento

sO havia sido descrita em amostras tumorais.

Camama (34) Ca prostata (58) CAGCATCTTA AT|CCGAG G G A A
/\ \ .' ’I"! . /3
A\ W AN | i\ A
A aj |/ \‘ ‘; ‘*l f” | P /\Mf \; | ‘. 4{ \‘.j \
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Probanda #28

Mutacgao TP53 1195N

Figura 4.3. Heredograma da familia da probanda #28. A direita estd apresentado o eletroferograma da
mutacdo detectada na amostra de DNA da probanda. Ca: cancer; RMS: Rabdomiossarcoma. Entre parénteses
estdo as idades ao diagndstico.
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4.3.4 Probando #35

A amostra do probando #35 foi encaminhada da Santa Casa de Belo Horizonte para
realizacdo das investigagdes moleculares. A familia apresentava critérios clinicos classicos
para a sindrome, com trés tumores tipicos em duas geragdes: um osteossarcoma (no
probando), um sarcoma de partes moles (na irmd) e um cancer de mama (na mae) (Figura
4.4). Além desses, o tio materno do probando havia falecido com cancer de pulmao. O

probando apresentou a muta¢do R337C, no éxon 10 de TP53.

? Ca marlm (29)

l I‘ ; 5 ;._ ! ‘ / -“: =
z 68(16) RMS (6)

Probando #35

Mutacido 7P53 R337C

Figura 4.4. Heredograma da familia do probando #35. A direita estd apresentado o eletroferograma da
muta¢do detectada na amostra de DNA do probando. Ca: cancer; OS: Osteossarcoma; RMS: Rabdomiossarcoma.
Entre parénteses estdo as idades ao diagnostico.

4.3.5 Probando #36

A probanda #36 foi incluida neste estudo por sua histéria pessoal de cancer. Ela teve
um tumor adrenocortical antes de completar um ano de idade, e um osteossarcoma aos 11
anos. Nao possuia parentes em primeiro ou segundo grau com cancer, mas havia quatro casos
de cancer colorretal em idade precoce (antes dos 50 anos) em parentes de terceiro e quarto

grau (Figura 4.5). A probanda apresentou a mutacao R248Wde TP53.
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Figura 4.5. Heredograma da familia da probanda #36. A direita estd apresentado o eletroferograma da
mutacdo detectada na amostra de DNA da probanda. ADR: Tumor adrenocortical (adenoma); OS:
Osteossarcoma; CCR: Cancer colorretal. Entre parénteses estdo as idades ao diagndstico.

4.3.6 Probando #49

O probando #49 apresentou cinco tumores primarios até os 33 anos de idade, sendo
que quatro deles eram tumores tipicos da sindrome. Dessa forma, ele foi incluido pela histéria
pessoal de cancer, de acordo com os critérios de Chompret. O MLPA nesse paciente revelou
delecdes em heterozigose em sondas referentes aos éxons 2 e 4 de TP53. Nao havia sondas
para o éxon 3 de TP53 no kit utilizado. Porém, levando em conta o fato do éxon 3 ser o menor
de TP53, com apenas 22 pb, e a distancia entre os éxons 2 e 4 ser igual a 253 pb, concluiu-se
que a delecdo abrangia toda a regido do éxon 2 a 4. Esse paciente apresentou apenas um

familiar com cancer: o pai havia falecido com céancer colorretal aos 31 anos (Figura 4.6).

45



| 1
CCR 22
(31 -

Peak Ratio

T .'i_-"’u-' ;ﬂ“-.-.‘.un._,- '-.“n"l.u .'h“'-;h-'""
o ; : : :
04 "
NHL (3), 0S (17), . "
z 0S(25), MEL . ] 100 200 300 500
(27), LMS (33) Size (bps)

Probando #49

Deleciao TP53 éxons2 a4

Figura 4.6. Heredograma da familia do probando #49. A direita esta apresentada a analise de MLPA da
amostra de DNA do probando. Os pontos vermelhos no grafico representam sondas para os éxons 2 e 4 do gene
TP53, evidenciando uma delecdo em heterozigose nessa regido. NHL: Linfoma nido Hodgkin; OS:
Osteossarcoma; MEL: melanoma; LMS: Leiomiossarcoma. Entre parénteses estdo as idades ao diagndstico.

4.3.7 Probando #50
A familia do probando #50 apresentava apenas critérios LFL de Eeles para inclusdo no
estudo. O paciente teve um osteossarcoma aos 14 anos de idade, e seu avd materno havia

falecido com cancer de prostata aos 65 anos (Figura 4.7). O paciente apresentou a mutagcdo

R157H, no éxon 5 de TP53.

Ca prostata (65)
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Probando #50

Mutagio TP53 R175H

Figura 4.7. Heredograma da familia do probando #50. A direita estd apresentado o eletroferograma da
mutacio detectada na amostra de DNA do probando. Ca: cancer; OS: Osteossarcoma. Entre parénteses estdo as
idades ao diagndstico.
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4.3.8 Probando #53

A familia da probanda #53 apresentou apenas critérios LFL de Eeles para inclusdo:
dois familiares, um com leucemia e outro com cancer de prdstata, relacionados em segundo
grau (Figura 4.8). A probanda ndo possuia familiares em primeiro e segundo grau com cancer,
apenas em terceiro e quarto grau, € havia desenvolvido um osteossarcoma aos 14 anos. A
paciente apresentou uma delecdo em heterozigose no éxon 8 de TP53. O sequenciamento do
éxon 8 de TP53 nessa probanda ndo revelou nenhum polimorfismo ou outra alteragdo que

pudesse alterar a afinidade da sonda de MLPA nessa regido.

!
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Figura 4.8. Heredograma da familia da probanda #53. A direita estd apresentada a analise de MLPA da
amostra de DNA da probanda. O ponto vermelho no grafico representa uma sonda para o éxon 8 do gene TP53,
evidenciando uma delecdo em heterozigose. Ca: cancer; OS: Osteossarcoma. Entre parénteses estdo as idades ao
diagnostico.

4.4  Analise dos critérios clinicos em relacao aos achados moleculares em 7P53

Diante dos achados clinicos e moleculares no Grupo 1, foram avaliados os critérios
clinicos da SLF/LFL com o intuito de averiguar sua sensibilidade, especificidade, e valores
preditivos positivo e negativo em relacdo a detec¢do de alteracdes em TP53.

Entre os quatro critérios clinicos utilizados para classificacdo desses pacientes, o
critério de Chompret mostrou-se o mais sensivel na deteccdo de portadores de mutacdo em
TP53, jA que seis dos oito pacientes que apresentavam mutacdo (75%) preenchiam este
critério. Dentre estes seis pacientes, trés foram incluidos apenas por sua histdria individual de
cancer (pacientes #25, #36 e #49). Os pacientes #25 e #36 apresentavam tumor

adrenocortical, e o paciente #49 apresentou multiplos tumores primarios, incluindo tumores
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tipicos da SLF. J4 o critério classico para a SLF mostrou-se o mais especifico, pois entre 31

pacientes sem mutacao detectada, 30 (97%) nao preenchiam esse critério (Tabela 4.6).

Tabela 4.6. Pacientes do Grupo 1 com e sem mutacio detectivel em TP53, em relaciao aos critérios
clinicos da sindrome de Li-Fraumeni.

Diagnéstico clinico (n=39)*

SLF (n=3) LFL-B (n=11) LFL-C (n=23) LFL-E (n=33)

Pacientes com mutacio (n=8) 2 3 6 5
Pacientes sem mutacio (n=31) 1 7 17 28
Sensibilidade 25% 38% 75% 63%
Especificidade 97% 77% 45% 10%
Valor preditivo positivo 67% 27% 26% 15%
Valor preditivo negativo 83% 82% 88% 50%

*19 probandos pertenciam a familias que preenchiam mais de um dos 4 critérios. SLF: Critérios cldssicos para a
sindrome de Li-Fraumeni; LFL-C: Li-Fraumeni like - critérios de Chompret; LFL-B: Li-Fraumeni like - critérios
de Birch; LFL-E: Li-Fraumeni /ike - critérios de Eeles.

Ao somarmos os tumores presentes nos probandos com mutacdo detectada aos
tumores de seus familiares, temos um total de 33 tumores. O mais comum deles foi o
osteossarcoma (21,2%), seguido por cancer colorretal (15,2%) e sarcoma de partes moles
(12,1%). Cancer de mama e prostata representaram, cada um, 9,1% destes tumores, e 0s
canceres hematolégicos (leucemias/linfomas), de pulmao, e adrenocorticais representaram,
cada um, 6,1%. J4 os tumores de sistema nervoso central, estdmago, melanoma, testiculo e
neurofibroma representaram, cada um, 3,0% (um caso de cada).

A Figura 4.9 mostra uma comparagdo entre as porcentagens dos diferentes tumores
nas familias de probandos com mutacdo e sem mutacdo. Houve um excesso de
osteossarcomas nas familias de probandos com muta¢do em relacdo as familias sem mutacdo
(21,2% versus 1,6%, p=0,00008). O mesmo foi observado para sarcomas de partes moles
(12,1% versus 2,2%, p=0,019), e tumores adrenocorticais (6,1% versus 0%, p=0,0219). A
ocorréncia de cancer colorretal, de mama, prostata, leucemias/linfomas, cancer de pulmao, de
estdmago, testiculo, de sistema nervoso central e de neurofibroma ndo mostrou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos.

A Tabela 4.7 mostra a caracterizacdo clinica dos 31 probandos que ndo tiveram
mutacdo detectada em 7P53, embora a analise por MLPA nido tenha sido obtida para trés

deles.
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Tabela 4.7. Caracteristicas clinicas dos 31 probandos do Grupo 1 (SLF/LFL) sem mutac¢io patogénica

detectada em TP53.
Critério clinico
Probando Sexo Tumores no Tumores nos familiares (Sexo-Dx) LFS LFL- LFL- LFL-
probando (Dx) B C E
#01 F Sinoviossarcoma (15) Mama (F-36, F-38) v/ v/
#02 M Renal (54) Laringe (M-63), Mama (If—<50, F-<50), v
Osseo (M->70)
#05 M NB (21) Mama (F-51, F->60), Colorretal (M-55), v
Pulmio (M-90)
#06 F Meduloblastoma (9), Estomago (M-39), Abdominal (F-<50) v
OS (15)
#09 F Mama (47) SNC (F-25), Mieloma (M-59), Mama
(F-30, F-30, F-44, F-SO)/, Tuba uterina
(F-44), Préstata (M-50), Osseo (F-<50), v v v
Abdominal (F-ND, F-N/A, F-ND, F-
ND)
#10 M OS (18) Mama (F-40) v v
#15 F Mama (62), Renal SNC (F-33), Mama (F-61, F-89, F-45, F-
(62) >70), Colorretal (F-57), Garganta (M-
60, M->70), ]?stﬁmago (M-55, F-65, M- v v v
60), Osseo (F->90), Pele (F-50),
Sarcoma (M-40)
#17 F Lipossarcoma (47), Mama (F<35), Cancer nao especificado % %
Ependimoma (49) (M-ND)
#18* F Colorretal (45) Estdomago (F-65, M-62), Pele (F->70),
Esofago (M-53), Cancer ndo
especificado (M-54, M-ND) Colorretal % v v
(F-63, M-22), Linfoma de Hodgkin (M-
40), Melanoma (M-23), Leucemia (F-
>70, M-12), SNC (M-47)
#19 F EWS (10) Leucemia (F-72), Mama (F-27) v
#20 F Mama (39) Condrossarcoma (F-35), Prostata (M-
v v
>60)
#21 M EWS (3) Mama (F-50), Pulmao (M-28) v v
#22 F Mama (54), Préstata (M-60), Mama (F-67), Utero v
Melanoma (54) (F-26)
#23 F Colorretal (69) Cervical (F-30), Mama (F-46, F-40, F-
ND), Pele (F-51), Leucemia (F-66), v
Garganta (M-ND)
#26 F TW 4) Pancreas (F-82), SNC (F-14) v
#29 M Proéstata (63), ) Melanoma (M-65), Laringe (F-40),
Colorretal (68), CEC Utero (F-47), Pele (M-ND), Figado (M- %

(71,73, 74,75), CCB

(76, 77)

50)
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Critério clinico

Probando Sexo Tumores no Tumores nos familiares (Sexo-Dx) LFS LFL- LFL- LFL-
probando (Dx) B C E
#33 F Mama (45), DMSP Melanoma (F-63) Colorretal (F-60),
(48) Pancreas (M-ND), Mama (F-38, F-60, F- v v
92, F-59)
#41 F Mama (42) Leucemia (F-10), Mama (F-48) v v v
#46 F Mama (22) Mama (F-37), Pele (M-50), Estdmago v
(M-50)
#47 F CHC (17) Teratoma imaturo (M-26), Garganta (F-
ND), Mama (F-ND), Céncer nio v
especificado (F-ND)
#51 F Oligodendroglioma Mama (F-<40) v v
)

#54 M LLA (1) Tiredide (M:42), Préstata (M-60, M-

ND), Utero (F>60), Cancer ndo v
especificado (F-ND)

#60 M Neuroblastoma (2) Mama (F-36), Pancreas (F-<60), Osseo v

M-<10)
#61 M Colorretal (34) T,esticulo (M-25), Mama (F-37, F->60),
Utero (F-37), Ovario (F-35, F-30), Pele v v
(F-55), Estdmago (F-40, M->50, M-30),
Pancreas (F-<40), Leucemia (F-40)
#62 M TW (5) SNC (F-2, M-3), Estdmago (M-42), v
Céancer ndo especificado (F-50)

#64 F Colorretal (60) Linfoma (M-29, M-15), Préstata (M-

ND), Mama (F-82, F-82, F-30), v
Estdmago (M-<40)

#65 M RMS (15) Mama (F-28), SNC (M-6), Pulmao (F- v v v v

>50)

#68 F Melanoma (76) Melanoma (F-20, M-40), Colorretal (F- v

83), Garganta (M-60), Pele (M-60)

#69 F Colorretal (68) Leucemia (F-17), Mama (F-55) v v
#70%* F Osteossarcoma (12) Mama (F-31, F-50) v v
#71%* M LNH (25) SNC (M-<18), Leucemia (M-6),

Colorretal (F-ND), Ca ndo especificado v v v

(M-ND, M-ND, F-ND)

Dx: Idade ao diagndstico. M: Masculino; F: Feminino; SLF: Critérios classicos para a sindrome de Li-Fraumeni;
LFL-C: Li-Fraumeni like - critérios de Chompret; LFL-B: Li-Fraumeni like - critérios de Birch; LFL-E: Li-
Fraumeni like - critérios de Eeles. ND: Nao disponivel.
LLA: Leucemia linféide aguda; CCB: Carcinoma de células basais; SNC: Sistema nervoso central; DFSP:
Dermatofibrossarcoma protuberans; EWS: Sarcoma de Ewing; CHC: Carcinoma hepatocelular; LNH: Linfoma
ndo-Hodgkin; OS: Osteossarcoma; RMS: Rabdomiossarcoma; CEC: Carcinoma de células escamosas; TW:

Tumor de Wilms.

Tumores em negrito ocorreram no mesmo individuo. *Pacientes para os quais ndo foi possivel a obtencdo de
resultados por MLPA.
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4.5 Sobrevida global em 60 meses dos probandos do Grupo 1

Para avaliar o impacto das mutagdes em 7P53 na sobrevida em 60 meses dos
pacientes, foram comparadas as curvas de sobrevida dos probandos com e sem mutagdo
patogénica em TP53 do Grupo 1, pelo teste log-rank, utilizando o estimador de Kaplan-
Meier. A sobrevida dos probandos sem mutagao detectada (n=31) foi de 85,7% versus 50,0%

nos pacientes com mutagdo em T7TP53 (n=8), diferenca estatisticamente significativa

(p=0,0196) (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Sobrevida global em 60 meses de pacientes do grupo 1 (SLF/LFL) com e sem mutacao em
TP53.

4.6 Caracterizacao clinica do Grupo 2 (suspeita de SLF/LFL)

Dezenove probandos foram incluidos no estudo por suspeita clinica de SLF/LFL,
entretanto niao preenchiam os critérios usuais para a sindrome. Todos os probandos nesse
grupo apresentaram o primeiro tumor antes dos 45 anos de idade. Catorze desses individuos
possuiam tumores tipicos da sindrome; os outros cinco apresentavam algum familiar com
tumor tipico. Neste grupo, foram relatados 22 tumores em 19 probandos, e 48 tumores em 47
familiares. Os tumores mais comuns foram os sarcomas de partes moles (8/70; 11,4%)
especialmente até os 17 anos (5/70; 7,1%), e cancer de mama (8/70; 11,4%), seguidos por
cancer colorretal, de estbmago e leucemias/linfomas, cada um correspondendo a 8,6% (6/70)
do total.

Entre os probandos com tumores infanto-juvenis, a média de idade ao diagndstico do

primeiro tumor foi de 11,8 anos, e entre os adultos foi de 32,3 anos. A caracterizagdao
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epidemioldgica e espectro tumoral dos probandos deste grupo e de suas familias encontram-se
nas Tabelas 4.8 e 4.9. Ja a Tabela 4.10 detalha a histéria individual e familial de cancer de
cada um dos 19 probandos.

Quinze probandos desse grupo tinham uma caracteristica em comum: a0 menos um
caso na familia de cancer tipico da sindrome até os 45 anos de idade, e a0 menos um outro
caso de cancer (de qualquer tipo) até os 45 anos de idade. Entretanto, os individuos afetados
ndo necessariamente eram relacionados em primeiro ou segundo grau, como determinam os
critérios LES/LFL.

Dois dos probandos neste grupo possuiam informacgdes restritas sobre a historia
familial de cancer: a mde do paciente #07 era adotada e a mae da paciente #27 ndo conhecia a
histéria familial do pai da probanda. Esses dois probandos desenvolveram sarcomas na
infancia. Outros dois probandos (#24 e #59) foram indicados a participar do estudo por terem
desenvolvido multiplos tumores primarios, porém sem preencher os critérios de Chompret.

Assim como no Grupo 1, ndo foram relatadas unides consanguineas nessas familias.

Tabela 4.8. Caracterizacao epidemiologica dos probandos do Grupo 2 e suas familias.

Probandos Familiares com
céncer

Pacientes (n=66) 19 (100%) 47 (100%)
Sexo

Masculino 11 (57,9%) 22 (46,8%)

Feminino 8 (42,1%) 25 (53,2%)
Individuos com mais de um tumor
primario 2 (10,5%) 1(2,1%)
Estado de Residéncia

Rio de Janeiro 19 (100%) ND
Tumores (n=70) 22 (100%) 48 (100%)

Homens 11 (50,0%) 22 (45,8 %)

Mulheres 11 (50,0%) 26 (54,2%)

Infanto-juvenis* 11 (50,0%) 2 (4,2%)

Adultos 11 (50,0%) 46 (95,8%)

ND: Nao disponivel. *Até os 18 anos de idade.
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Tabela 4.9. Espectro tumoral das familias do Grupo 2, incluindo os tumores dos probandos e de seus
familiares.

Faixa etaria de aparecimento dos tumores

Tumores Idade
0-18 anos 19-30 anos 31-50 anos A partir de 51 indeterminada Total

SPM 5(7,1%) 2 (2,9%) 1 (1,4%) 0 0 8 (11,4%)
Mama 0 3 (4,3%) 2 (2,9%) 3 (4,3%) 0 8 (11,4%)
Colorretal 0 1 (1,4%) 3 (4,3%) 2 (2,9%) 0 6 (8,6%)
Estomago 0 1(1,4%) 3 (4,3%) 2(2,9%) 0 6 (8,6%)
Leucemia/Linfoma 0 3 (4,3%) 0 2 (2,9%) 1 (1,4%) 6 (8,6%)
Osteossarcoma 4 (5,7%) 1 (1,4%) 0 0 0 57,1%)
Cabeca e pescoco 0 0 3 (4,3%) 1 (1,4%) 0 4 (5,7%)
Trato urinario 0 0 1 (1,4%) 2 (2,9%) 0 3(4,3%)
SNC 2 (2,9%) 0 0 1 (1,4%) 0 3 (4,3%)
Trato genital feminino 0 1 (1,4%) 2 (2,9%) 0 0 3(4,3%)
Esofago 0 0 2 (2,9%) 0 0 2 (2,9%)
Figado 1(1,4%) 0 1(1,4%) 0 0 2 (2,9%)
Pulmaéo 0 0 2 (2,9%) 0 0 2 (2,9%)
Pele, ndio melanoma 0 0 0 1 (1,4%) 0 1(1,4%)
Tiredide 0 0 1 (1,4%) 0 0 1(1,4%)
Neuroblastoma 1 (1,4%) 0 0 0 0 1(1,4%)
Céncer nio especificado 0 1 (1,4%) 2 (2,9%) 3 (4,3%) 3 (4,3%) 9 (12,9%)
Total 13 (18,6%) 13 (18,6%) 23 (32,9%) 17 (24,3%) 4 (5,7%) 70 (100%)

SPM: Sarcomas de partes moles; SNC: Sistema nervoso central.
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Tabela 4.10. Caracteristicas clinicas dos probandos do Grupo 2.

Probando Sexo Tumores no probando (Dx) Tumores nos familiares (Sexo — Dx)

#03 M Renal (32) Leucemia (F-19, F-82), Linfoma nao Hodgkin (M-

ND), Bexiga (M-52), Pulmao (F-50)

#07 M Rabdomiossarcoma (15) ND

#08 F Condrossarcoma (27) Leucemia (M-27), Linfoma (F->80), Cancer nao

especificado (M->80)

#11 F Carcinoma fibrolamelar (14) Osteossarcoma (F-10)

#14 F DFSP (4) Esofago (M-48, M-42), Mama (F-<70)

#24 M Laringe (44), Carcinoma de Cabega e pescoco (M-41), Mama (F-52),

células basais (53) Colorretal (F-42)

#27 F Osteossarcoma (14) ND

#31 F Fibrohistiocitoma (10) Ovario (F-27), Utero (F-46), Garganta (M-67),

Cancer nio especificado (F-60)

#38 M Osteossarcoma (14) Colorretal (M-37, F-<60)

#39 M RMS (44) Estomago (M-45, F-46, F-45, M-73)

#45 F Ependimoma (6) Mama (F-50), Pulmao (F-50), Figado (M-50),

Cancer nio especificado (M-40)

#48 M Osteossarcoma (15) Garganta (M-37)

#52 M Neuroblastoma (0) Mama (F-<30)

#56 F Sarcoma de células fusiformes Cancer nio especificado (F-39)

(16)

#57 M Sinoviossarcoma (12) SNC (F-15), Colorretal (F-<60), Cancer ndao

especificado (M-60, M-ND)

#58 M Colorretal (20) Mama (F-42)

#59 F Linfoma de Hodgkin (30), Bexiga (M-70), SNC (F-53)
Tireodide (45), Mama (52)

#66 M Osteossarcoma (18) Colorretal (M-43)

#67 M Sinoviossarcoma (29) Ovirio (F-32), Mama (F-30, F-30), Estdmago (F-

30, M-70), Cancer nao especificado (M-25, M-ND,

M-ND)

Dx: Idade ao diagndstico. M: Masculino; F: Feminino; ND: Nao disponivel.
SNC: Sistema nervoso central; DFSP: Dermatofibrossarcoma protuberans; RMS: Rabdomiossarcoma.
Tumores em negrito ocorreram no mesmo individuo.
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4.7  Deteccao de mutacoes germinativas no Grupo 2
4.7.1 Sequenciamento de TP53

Apenas uma probanda neste grupo apresentou mutacdo em TP53 (1/19; 5,3%). Essa
paciente (#11) foi diagnosticada com um tumor maligno no figado aos 14 anos de idade. As
sorologias para HBV, HCV, HTLV-UIII, HIV1/2, CMV, EBV, toxoplasmose, sifilis e doenca
de Chagas apresentaram resultado negativo, e seus niveis de alfa-fetoproteina eram normais.
A analise histopatologica do tumor revelou um carcinoma do subtipo fibrolamelar (Figura
4.11), que acomete essencialmente individuos jovens sem doenca hepatica prévia.

Essa paciente foi convidada a fazer parte deste estudo por apresentar uma prima de
segundo grau com um osteossarcoma aos 10 anos de idade (Figura 4.12). O sequenciamento
de TP53 na amostra de DNA de sangue da probanda revelou duas mutacdes: c.467G>A
(R156H), no éxon 5, e a mutagdo silenciosa ¢.582T>C (L194L), no éxon 6, ambas em
heterozigose. Por ser um tipo de cancer ndo associado a SFL/LFL, buscamos investigar o
status mutacional desse gene na amostra tumoral da paciente, disponibilizada pelo Banco
Nacional de Tumores (BNT) do INCA. O sequenciamento dos éxons 5 € 6 no DNA tumoral
também evidenciou a presenca das mutacdes R156H e L194L, e revelou uma mutacdo
somaética adicional, c.461G>A (G154D), também em heterozigose (Figura 4.13).

Os pais da paciente também foram convidados a participar do estudo. O
sequenciamento dos éxons 5 e 6 de TP53 em suas amostras revelou que apenas a mae era

portadora das mutacdes R156H e L194L.

Figura 4.11. Coloracao com hematoxilina e eosina do tumor da paciente #11. As
células tumorais estdo rodeadas por um padrdo de fibrose lamelar caracteristico do
carcinoma fibrolamelar. Magnificacdo original de 20X.



2 CFL (14) 0S (10)

Probanda #11

Mutacio 7P53 R156H

Figura 4.12. Heredograma da familia da probanda #11, portadora da mutacdo R156H. A cruz vermelha
indica um individuo portador assintomético da mutacio. O asterisco azul indica um individuo ndo portador da
mutacdo. CFL: Carcinoma fibrolamelar; OS: Osteossarcoma. Entre parénteses estdo as idades ao diagndstico.

DNA de sangue

(g}
(7]

DNA tumoral

G154D R156H

Figura 4.13. Eletroferogramas da probanda #11, em DNA de sangue e tumoral. A imagem mostra a
mutacdo germinativa em TP53 R156H e a mutacdo somatica adicional G154D, ambas no éxon 5.
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4.7.2 Sequenciamento de CDKNIA
Assim como no Grupo 1, nenhum dos pacientes no Grupo 2 apresentou mutacao

patogénica nas regides investigadas do gene CDKNIA.

4.7.3 Analise por MLPA

Entre os probandos com resultado normal no sequenciamento (n=18), a anéalise por
MLPA revelou resultados conclusivos para 13 deles. Para os cinco restantes, as analises foram
impossibilitadas devido a qualidade da reacdo. Nenhuma alteracdo foi observada em TP53 ou
nas sondas correspondentes aos outros genes contidos no kit de MLPA (EGFR, PTEN,
CDKNZ2A, PDGFRA, NFKBIA, CDK4, MIR26A2 e MDM?2).

4.8 Analise conjunta dos Grupos 1 (SLF/LFL) e 2 (LFL-suspeita)

Entre os 56 probandos com historia familial de cancer disponivel (somando os do
Grupo 1 aos do Grupo 2), a utilizacdo conjunta dos 4 critérios clinicos SLF/LFL resultou
numa sensibilidade de 89%, especificidade de 34% e valor preditivo positivo de 21% para
mutacoes em TP53. Excluindo-se o critério LFL de Eecles, a sensibilidade ficou em 67%,
especificidade de 63%, e o valor preditivo positivo foi de 24%. A inclusdo de pacientes sem
critérios SLF/LFL identificou apenas uma mutacao adicional. Os resultados encontram-se na
Tabela 4.11. O espectro tumoral das familias dos nove probandos com mutacdo em TP53
detectada esta disposto na Tabela 4.12. N@o foram encontradas mutacdes patogénicas no gene
CDKNIA em nenhum dos probandos.

Tabela 4.11. Eficiéncia dos critérios clinicos utilizados neste estudo em relacio a deteccio de mutacoes em
TP53.

Probandos (individualmente) Probandos (cumulativo)*
TP53 (+) TP53 (+)

Critérios N. N. VPP N. N. VPP Sensibilidade  Especificidade
Classico (SLF) 3* 2 67% 3 2 67% 22% 98%
LFL - Birch 1t 3 27% 11 3 27% 33% 83%
LFL - Chompret 23 6 26% 25 6 24% 67% 63%
LFL - Eeles 33% 5 15% 39 8 21% 89% 34%

Sem critérios 17 1 6% 56 9 16% 100% 0

* Nesta coluna, cada linha inclui também os probandos das linhas anteriores.

TExiste uma sobreposicdo de 19 familias que preenchiam mais de um dos 4 critérios.

TP53 (+): Positivo para mutacdo em TP53.

VPP: Valor preditivo positivo (probabilidade de encontrar uma mutacdo em 7P53 caso a familia do probando
preencha o critério clinico em questio).
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Tabela 4.12. Espectro tumoral dos probandos com mutacao em 7P53 detectada e suas respectivas
familias.

Familiares de 1° Outros Dx

Tumores Probandos e 2° grau familiares média Total %

Sarcoma ésseo (OS) 6 1 1 17 8 22,.9%
Colorretal 0 1 4 31 5 14,3%
SPM 3 1 0 11 4 11,4%
Mama 0 2 1 28 3 8,6%
Prostata 0 2 1 62 3 8,6%
Leucemia/Linfoma 1 0 1 13 2 5,7%
Adrenocortical 2 0 0 6 2 5,7%
Pulmio 0 1 1 40 2 5,7%
SNC 0 1 0 14 1 2,9%
Gastrico 0 0 1 35 1 2,9%
Hepatico (CFL) 1 0 0 14 1 2,9%
Neurofibroma 1 0 0 9 1 2,9%
Melanoma 1 0 0 27 1 2,9%
Testiculo 0 0 1 25 1 2,9%
Total 15 9 11 35 100%

Dx: Idade ao diagndstico (em anos). OS: Osteossarcoma. SPM: Sarcoma de partes moles. SNC: Sistema
nervoso central. CFL: Carcinoma fibrolamelar.

4.9  Polimorfismos relacionados a via de p53

O sequenciamento dos genes TP53 ¢ CDKNIA evidenciou cinco polimorfismos: PIN2
(rs1642785), PIN3 (rs17878362) e PEX4 (rs1042522) de TP53; rs1801270 e rs1059234 de
CDKNIA. Por estes polimorfismos ji terem tido associagdes reportadas com um risco
aumentado de desenvolvimento de céancer, as frequéncias genotipicas dos pacientes foram
comparadas as de diferentes grupos controle de individuos do Sul e Sudeste do Brasil, cujos
dados encontram-se publicados (ACHATZ, 2008; CARVALHO et al., 2013; VARGAS-
TORRES et al., 2014). O SNP 309 de MDM?2 (rs2279744), relatado como um modificador da
idade de desenvolvimento tumoral em portadores de mutacdo em 7P53 (MCBRIDE et al.,
2014), também foi investigado e os resultados foram comparados aos de um grupo controle
do Rio de Janeiro.

O gendtipo homozigoto do alelo mais frequente para cada polimorfismo foi
considerado o gendtipo referéncia. Para minimizar o viés dessa analise, os nove individuos
com mutacao patogénica em TP53 detectada neste estudo ndo foram considerados dentro do
grupo de pacientes, ja que possuiam um fator de risco sobressalente para o desenvolvimento
de cancer. Todos os seis polimorfismos analisados encontravam-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg (p>0,05), tanto no grupo de pacientes quanto nos grupos controles. O teste de
homogeneidade por meio do qui-quadrado mostrou uma distribui¢do de gendtipos homogénea
entre pacientes e controles (p>0,05). A andlise da odds ratio nao revelou nenhum dos

polimorfismos como fator de risco ou protecdo, ja que ndo houve diferencas estatisticamente
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significativas nas frequéncias genotipicas entre os grupos. Os resultados encontram-se a

Tabela 4.13.

Tabela 4.13. Distribuicao genotipica de polimorfismos da via de pS3 em pacientes e controles.

Polimorfismo Probandos % Controles % OR IC95%
TP53 PIN2 (rs1642785) n=49% n=300%

GG 26 53,1% 166 55,3% 1,00 (Referéncia)

GC 18 36,7% 112 37.3% 1,03 054 a 1,96
CC 5 10,2% 22 7,3% 1,45 0,51 a 4,17
GC + CC 23 46,9% 134 44,7% 1,10 0,60 a 2,01
TP53 PIN3 (rs17878362)  n=49% n=300%

NN 35 71,4% 222 74,0% 1,00 (Referéncia)

ND 14 28,6% 70 23,3% 1,27 0,65 a 2,50
DD 0 0,0% 8 2,7% 0,37 0,02 a 6,53
ND + DD 14 28,6% 78 26,0% 1,14 0,58 a 2,23
TP53 PEX4 (rs1042522) n=49% n=300%

GG 23 46,9% 158 52,7% 1,00 (Referéncia)

GC 21 42.9% 114 38,0% 1,27 0,67 a 2,40
CC 5 10,2% 28 9,3% 1,23 043 a 3,50
GC + CC 26 53,1% 142 47,3% 1,26 0,69 a 2,30
CDKNIA rs1801270 n=49% n=120"F

CC 36 73,5% 90 75,0% 1,00 (Referéncia)

CA 10 20,4% 27 22.5% 0,93 041 a 2,11
AA 3 6,1% 3 2,5% 2,50 048 a 12,97
CA + AA 13 26,5% 30 25,0% 1,08 0,51 a 2,31
CDKNIA rs1059234 n=49% n=120"F

CC 36 73,5% 95 79,2% 1,00 (Referéncia)

CT 12 24.5% 23 19,2% 1,38 0,62 a 3,05
TT 1 2,0% 2 1,7% 1,32 0,12 a 15,00
CT+TT 13 26,5% 25 20,8% 1,37 0,63 a 297
MDM?2 SNP 309 n=49* n=1847

TT 29 59,2% 102 55,4% 1,00 (Referéncia)

TG 14 28,6% 69 37,5% 0,71 035 a 1,45
GG 6 12,2% 13 7,1% 1,62 0,57 a 4,65
TG + GG 20 40,8% 82 44,6% 0,86 045 a 1,63

*Foram retirados da andlise os nove individuos com mutagdo patogénica detectada em TP53. TGrupo
controle genotipado por ACHATZ (2008), composto por 300 individuos do Sul do Brasil. 4=|=Grupo controle
genotipado por CARVALHO et al. (2013), composto por 120 individuos do Sudeste brasileiro. =H=FGrupo
controle genotipado por VARGAS-TORRES et al. (2014), composto por 184 individuos do Sudeste
brasileiro. N: alelo ndoduplicado. D: alelo duplicado. OR: odds ratio.

60



4.10 Frequéncia da mutacao 7P53 R337H em coortes de cancer do estado do Rio de
Janeiro

Dada a elevada frequéncia da muta¢do R337H de TP53 na populacio do Sul do Brasil,
e sua associagdo a alguns tumores pouco frequentes na SLF, foi investigada a frequéncia
dessa mutacdo em coortes de individuos com diversos tipos de tumor acompanhados pelo
Servigo de Aconselhamento Genético do INCA.

Trata-se de uma abordagem inicial para investigar a representatividade dessa mutacao
no Sudeste, e contribuir com a caracterizagio fenotipica de seus portadores. Até o momento,
foram analisados os 58 probandos com suspeita clinica da SLF/LFL (Grupos 1 e 2 deste
estudo), que foram investigados quanto a presenca de mutagdes em todos os éxons de TP53.

Adicionalmente, verificamos a frequéncia da mutacdo R337H, no éxon 10 de TP53,
em trés coortes de pacientes acompanhadas pelo aconselhamento genético do INCA. Essas
coortes foram: 126 pacientes com cancer de mama, de familias diferentes; 81 pacientes com
retinoblastoma, e 46 pacientes com tumor de Wilms.

Os pacientes com cancer de mama foram encaminhados ao aconselhamento genético
por suspeita clinica de sindrome de cancer de mama e ovario hereditirios (HBOC), e o
sequenciamento dos genes BRCAI e BRCA2 nesses individuos ndo havia evidenciado
mutagdes deletérias. Os pacientes com retinoblastoma nio foram selecionados por historia
familial de cancer, mas sim encaminhados consecutivamente.

Da mesma forma, os pacientes com tumor de Wilms ndo foram selecionados por
histéria familial de cancer, mas sim encaminhados consecutivamente. Os dados de frequéncia
da mutacdo R337H nesses pacientes sdo derivados de um estudo realizado por nosso grupo,
que envolvia a andlise completa do gene TP53 nesses pacientes. Esses dados encontram-se
publicados (Anexo 9) (ANDRADE et al., 2014).

Os dados clinicos dessas trés coortes encontram-se na Tabela 4.14. Nenhum paciente
desse grupo apresentou a R337H. O unico probando com essa mutacdo até o momento foi o
probando #25, do Grupo 1 deste trabalho, que apresentou um carcinoma adrenocortical.

Para a comparagdo dos achados do Rio de Janeiro com os do restante do Brasil, foi
realizado um levantamento bibliografico sobre as coortes de pacientes ja investigadas em
relacdo a presenca da mutacdo R337H. O Quadro 4.1 mostra um resumo destes dados, com a
frequéncia da mutacdo R337H em pacientes com tumores relacionados a SLF. Como é
possivel notar, os tumores mais investigados em relacdo a presenca desta mutagdo sdo o
carcinoma adrenocortical e o cancer de mama (tanto familial quanto esporadico). A Figura
4.14 representa um mapa com os dados de frequéncia da mutacdo R337H nestes tumores, em

estudos conduzidos em diferentes cidades brasileiras. Além disso, o mapa mostra dados
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disponiveis da frequéncia desta mutacdo em individuos saudaveis, de diferentes regides

brasileiras e paraguaias.

Tabela 4.14. Dados clinicos de pacientes acompanhados pelo aconselhamento genético do INCA,
rastreados para a mutacao R337H de TP53.

Coorte N Sexo Dx média
Masculino (%) Feminino (%)

Cancer de mama 126 6 (4,8%) 120 (95,2%) 45,2%

Retinoblastoma 81 36 (44,4%) 45 (55,6%) 2,1

Tumor de Wilms 46 27 (46,5%) 19 (53,5%) 3.4

Dx: Idade ao diagndstico (em anos). *A idade ao diagnéstico de duas pacientes nao estava disponivel.
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Quadro 4.1. Frequéncia da mutacio R337H em diferentes coortes de tumores em estudos brasileiros.
Cidade de . . ” Cancer de mama (nao
n . Carcinoma adrenocortical Cancer de mama . PN
Regiao realizacio do ol o selecionados por critério
estudo pediatrico familial familial) Outras coortes
> 2/59 (3,4%) - 8/148' (5,4%) (GIACOMAZZI et
Porto Alegre - 9/11 (81,8%) (GIACOMAZZI et (GI ACONE AZZ] et al al., 2013b) - Carcinoma do plexo coréide: 2/2 (100%)
(RS) al., 2013c) 2014 | > 17/293 (5,8%) (GIACOMAZZI et | (GIACOMAZZI et al., 2013c)
= a) al., 2014a)
@ > 35/36  (97,2%) (RIBEIRO et al.,
Curitiba (PR) 2001 -> Carcinoma do plexo coréide: 14/22
- 40/40 " (100%) (FIGUEIREDO et (63,6%) (CUSTODIO et al., 2011)
al., 2006)
- Carcinoma adrenocortical (adultos)lz
Sdo Paulo (SP) - 14/18" (77,8%) (LATRONICO et | = 3/120 (2,5%) (SILVA | > 50/238" (21,0%) (GlacoMAazz1 | 5/37 (13,5%) (LATRONICO et al., 2001)
al., 2001) et al., 2014a) et al., 2014a) - Probandos de familias com critérios SLF/
LFL% 6/45 (13,3%) (ACHATZ et al., 2007)
- Carcinoma do plexo coréide: 9/13
(69,2%) (SEIDINGER et al., 2011)
° Campinas (SP) - 65/70 (92,9%) (SEIDINGER et - 2/45 (4140/0) > 1/78 (1,3%) (ASSUMPCAO et al., - Osteossarcoma: 3/41 (7,3%) (SEIDINGER et
< al., 2011) (ASSUMPCAO et al., 2008) 2008) al., 2011)
< - Neuroblastoma: 7/83 (8,4%) (SEIDINGER et
& al., 2015)
Ribeirao Preto - 12/16 (75%) (SANDRINI et al., - 2/28 (7,1%) (CURY; - Carcinoma adrenocortical (adultos): 1/5
(SP) 2005) FERRAZ; SILVA, 2014) (20%) (SANDRINI et al., 2005)
> 3/284" (1,1%) (GIACOMAZZI et
Barretos (SP) L., 2014a)
Rio de Janeiro - 0/126 (0%) (Este - 2/390 (0,5%) (GOMES et al., - Probandos de familias com critérios SLF/
RJ)) estudo) 2012) LFL: 1/39 (2,6 %) (Este estudo)
3
g > 1/101° (1,0%)
E Salvador (BA) (FELIX et al., 2014)
z.

1e P T B B ~ I A . -
*de 34 familias. **de 30 familias. Considerando DNA de amostras tumorais e/ou ndo tumorais. “Tratam-se de estudos multicéntricos. Foram classificados com base na
. - . . , . . a3 . A
localizacdo do principal centro de recrutamento de pacientes, embora também incluam centros de outras cidades do Brasil. “Apenas pacientes com cincer de mama.
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Figura 4.14. Frequéncia da mutacdo R337H em diferentes regiées. Mapa elaborado a partir dos dados do
quadro 4.1, mostrando a frequéncia da mutacdo R337H de TP53 nos principais tumores associados a ela (a
esquerda); e em individuos saudaveis (a direita), em diferentes regides. Os mapas relativos ao Paraguai e ao
Estado do Parana (a direita) foram adaptados de LEGAL et al. (2015) e CUSTODIO et al. (2013). HF: histéria
familial.

4.11 Investigaciao de mutacoes por sequenciamento de nova geracao

Onze pacientes do Grupo 1 que ndo tiveram mutacdo detectavel em TP53 foram
selecionados para andlise por sequenciamento de nova geracdo, por meio de um painel de 124
genes associados ao cancer. Para investigar com maior precisdo quais mutagdes poderiam
estar mimetizando os efeitos de uma mutagdo em 7P53, foram selecionados apenas pacientes
que apresentavam pelo menos um tumor tipico da sindrome, e que preenchiam pelo menos o
critério de Chompret, que se mostra o critério clinico mais sensivel da SLF/LFL. Dessa forma,
foram selecionados 11 probandos (#01; #06; #09; #10; #15; #17; #20; #33; #41; #51; e #65),
nove do sexo feminino (81,8%) e dois do sexo masculino (18,2%). Quatro probandos
apresentaram dois tumores primadrios, totalizando 15 tumores no grupo. Com excecdo da
paciente #15, todos apresentaram tumores tipicos da sindrome antes dos 50 anos de idade. Os

tumores apresentados por estes probandos encontram-se na Tabela 4.15.
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Tabela 4.15. Tumores no grupo de 11 pacientes submetidos a
analise por sequenciamento de nova geracao.

Tumores N (15) Idade média

ao diagnostico
Cancer de mama 5 47 (£8,9)
SPM 4 31,3 (£18,8)
SNC 3 22,3 (£23,1)
OS 2 16,5 (¥2,1)
Outros (Renal) 1 62

SPM: Sarcoma de partes moles; SNC: tumor de sistema nervoso central;
OS: Osteossarcoma.

A cobertura das bases de interesse em 10 vezes ou mais foi de pelo menos 97% para
todos os probandos, considerada eficiente para detec¢do da maior parte das mutacdes nas
regides de interesse. Um resumo das estatisticas do sequenciamento encontra-se na Tabela

4.16.

Tabela 4.16. Mensuracoes e cobertura do sequenciamento de nova geracio.

% dessas Profundidade

reads Total de mediana de % de % de Mutacoes
. Reads >= 45 . N bases nas . bases bases que
Pacientes alinhadas as n leitura nas
pb regies de regioes de regides de cobertas cobertas passaram
e interesse o >=10x >= 30x nos filtros
interesse interesse
#01 39555809 88,5 797556 998 97 94 616
#06 35781853 89,6 797556 948 97 95 510
#09 40319701 88,1 797556 955 97 95 528
#10 35770119 89,2 797556 859 98 95 559
#15 16144990 81,6 797556 500 97 94 482
#17 34860446 81,7 797556 797 98 95 568
#20 44065112 89,4 797556 1060 98 96 542
#33 40185551 88 797556 1076 98 96 477
#41 34576789 78,6 797556 775 97 94 512
#51 43641617 86,8 797556 1130 98 96 587
#65 46291360 92,9 797556 1302 97 95 620

Em média, 543 (desvio padriao de 49) mutagdes foram encontradas por paciente. Do
total de mutacdes de cada paciente, aquelas consideradas de interesse, isto €, em regides
exOnicas e ndo sindbnimas ou em sitios de splicing, representaram entre 7,6% a 10,8% (45 a 62
por paciente). Apods filtragem com os critérios de eleicdo para mutagdes potencialmente
patogénicas, restaram 34 mutacdes, em um grupo de 21 genes. Trinta e trés eram substituicdes

de um tdnico nucleotideo e uma era uma substitui¢do de dois nucleotideos adjacentes. Cinco
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dessas mutacdes eram novas. O Quadro 4.2 mostra todas as mutagdes que apresentaram 0s
critérios de eleicao em cada um dos onze pacientes.

Dentre as 34 mutagdes, oito (23,5%) encontravam-se nos genes BRCAI, BRCA2 ou
ATM, importantes componentes da via de sinalizacdo de reparo do DNA e associados ao
cancer hereditario. Seis dos 11 pacientes (54,5%) apresentaram mutacdes raras e preditas
patogénicas pelos softwares em algum destes genes (BRCAI, n=1; BRCA2, n=4; ATM, n=3),
sendo que duas probandas apresentaram mutacdes tanto em BRCA2 quanto em ATM.

A busca nos bancos de dados e artigos revelou que a maioria das mutacdes
encontradas é considerada de significado clinico incerto. A mutagao F1761S de BRCAI,
classificada como de significado clinico incerto nas bases de dados pesquisadas, possui
evidéncias de ensaios funcionais que indicam prejuizo da funcio da proteina BRCA1, além de
ndo estar descrita em populacdes de referéncia. Dessa forma, ela foi classificada como
provavelmente patogénica, de acordo com os critérios da American College of Medical
Genetics (RICHARDS et al., 2015). As quatro mutagdes encontradas em BRCA2 (S976l,
H2116R, 12944F e A2951T) sao classificadas como benignas na base de dados BIC, embora a
mutacdo S9761 ndo seja descrita em populacdes de referéncia. As mutagdes em ATM sdo de
significado clinico incerto: S49C e C532Y. Nesse gene também foi identificada a mutagdo
nova E2087A. Os genes SETD2, PIK3C2A, SMO e PTPRC também apresentaram mutacoes

ndo descritas na literatura.
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Quadro 4.2. Mutacoes potencialmente patogénicas encontradas em onze pacientes SLF/LFL.

Gene Cromossomo Pos dbSNP ID Frequéncia Mudanca no DNA Mudanga | SIFT Poly PhyloP Phast Classificacao Probando
GRCh37 populacional da de AA Phen2 Cons
mutacio

ALK chr2 29940456 rs771593278 - c.775C>T p.R259C D D C C VSI #01
ATM chrll 108188161 - - ¢.6260A>C p.E2087A T D C C VSI #06
ATM chrll 108098576 rs1800054 0,0042 c.146C>G p-S49C D D C NC VSI #33
ATM chrll 108121787 rs35963548 0,0002 c.1595G>A p.C532Y D D C C VSI #41
BRCAI chr17 41203130 rs80356905 - ¢.1970T>C p.F1761S D D C C PP #15
BRCA2 chrl3 32953529 154987047 0,0090 c.8830A>T p.12944F D D NC C B #01
BRCA2 chrl3 32914839 1s55953736 0,0068 c.6347A>G p.-H2116R T D C NC B #06
BRCA2 chrl3 32953550 rs11571769 0,0100 c.8851G>A p.A2951T D D C C B #41
BRCA2 chrl3 32911418 15276174831 - ¢.2926_2927delTCinsAT p-S9761 D D NC/C NC/NC B #65
CREBBP chrl6 3820879 rs145733598 0,0016 c.2572C>T p.P858S - D C C VSI #01
CREBBP chrl6 3831230 rs61753381 0,0064 c.1651C>A p.L5511 T D C C PB #20
EP300 chr22 41574638 15759647202 - c.6923G>A p-R2308H D D C C VSI #06
FLT4 chrs 180050951 | rs148329571 - c.1532T>C p.V511A D D C C VSI #01
FLT4 chrs 180058761 | rs113995355 0,0062 c.76T>G p-S26A T D C C VSI #41
IGF2R chr6 160482929 8191844 0,0080 ¢.3551C>G p-T1184S D D C C VSI #01
KDR chr4 55972946 rs34231037 0,0090 c.1444T>C p.C482R T D C C VSI #09
NOSI chrl2 117768670 | 1s777633286 - c.205G>A p.G69S T D C C VSI #17
PARP4 chrl3 25030481 rs113934879 - c.2560G>A p.E854K D D C C VSI #01
PAXS5 chr9 36882090 1rs35077960 0,0026 c.923C>T p.A308V T D C C VSI #17
PDGFRA chr4 55127448 rs36035373 0,0040 c.236G>A p-G79D T D C C PB #15
PIK3C2A chrll 17118639 - - c.4291A>C p.T1431P T D C C VSI #51
PTPRC chrl 198721490 - ¢.3320G>T p-R11071 D D C C VSI #01
PTPRC chrl 198676048 | 15762697900 - c.871C>T p.P291S T D C NC VSI #41
RET chrl0 43609994 15148935214 0,0004 ¢.1946C>T p-S649L D D C C VSI #06
ROS1 chr6 117642531 | 1s144529412 0,0006 c.5668A>G p-K1890E D D C NC VSI #01
ROS1 chr6 117642531 | 1s144529412 0,0006 c.5668A>G p-K1890E D B C NC VSI #17
ROSI chr6 117715381 1s56274823 0,0010 c.1108T>C p-S370P T D NC C VSI #20
SETD2 chr3 47103828 - - c.6118C>G p-R2040G D D C C VSI #41
SETD2 chr3 47164946 rs368465960 - c.1180T>C p.C394R D B C C VSI #65
SMO chr7 128843395 - - c.502C>G p-R168G D B C C VSI #10
SMO chr7 128843396 rs61746143 0,0096 c.503G>A p-R168H D D C C VSI #41
TSHR chrl4 81558901 1772600260 - c.494C>T p.T165M T D C C VSI #06
TSHR chrl4 81610123 1561742289 0,0012 c.1721C>G p-T574S D D C C VSI #41
WTX chrX 63410516 rs201092215 0,0016 c.2651C>T p.P884L D D C C VSI #09

AA: aminoicido; B: Benigna; D: Deletéria; C: base conservada; NC: base ndo conservada; T: Tolerada; VSI: variante de significado incerto; PB: provavelmente benigna; PP:
provavelmente patogénica. SPM: Sarcoma de partes moles; SNC: tumor de sistema nervoso central; OS: Osteossarcoma. Em negrito as mutacdes em BRCAI, ATM e as mutagdes
novas encontradas.
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Foram verificadas as vias de sinalizacdo nas quais estes 21 genes estdo envolvidos.
Considerando as interacdes destes genes entre si € o nimero de vezes que cada um apresentou
mutacdo, foram selecionadas as vias mais representadas dentro do grupo de mutacdes
potencialmente patogénicas identificadas. Estes dados foram obtidos através do programa
EnrichR, base de dados NCI — Nature 2016 (KULESHOYV et al., 2016), e encontram-se na
Figura 4.15. Entre estas vias, encontram-se as seguintes vias de reparo de DNA: via do fator
de transcricdio FOXMI1, via da anemia de Fanconi, a via de p53, e a via do fator de transcricdo
E2.

O Quadro 4.3 mostra as principais fun¢des de cada uma das 21 proteinas codificadas
por estes genes, com dados retirados da base UniProt (UNIPROT CONSORTIUM, 2015). O

quadro também mostra as doengas associadas a muta¢des germinativas nestes genes.

5

7 8910

Vias de sinalizacdo:
1 - Via do fator de transcri¢dio FOXM1
2 - Alvos transcricionais das isoformas delta-Np63
3 - Via de sinalizag¢do da anemia de Fanconi
4 - Via de p53
l 5 - Sinalizacdo de VEGF ¢ VEGFR
6 - Via do fator de transcri¢do E2F
7 - Sinaliza¢do mediada pela familia Hedgehog
8 - Via candnica de NF-kappaB
9 - Sinalizag¢do de VGFR3 no endotélio linfatico
10 - Sinalizagdo mediada por HDACs (histonas-
desacetilases) classe III

BRCA2
EP300
CREBBP

i

KDR

FLT4 I I
SMO I

Figura 4.15. Clustergrama demonstrando as principais vias de sinaliza¢io representadas dentro do grupo
de 21 genes com mutacdes potencialmente patogénicas. As colunas indicam as vias de sinaliza¢do, em ordem
decrescente de representatividade. As linhas mostram os genes, e as barras vermelhas mostram quais genes estao
associados a cada via. Os dados foram obtidos do programa EnrichR, base de dados NCI — Nature 2016
(KULESHOV et al., 2016).
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Quadro 4.3 Genes com mutacdes potencialmente patogénicas e suas funcoes.

Doencas associadas a mutacoes

Gene Funcao molecular/processos biolégicos principais ..
germinativas
Receptor tirosina cinase de atuacdo na génese e diferenciagcao
ALK do sistema nervoso. Transduz sinais de ligantes na superficie | Predisposi¢do a neuroblastoma
celular, pela ativacdo da via de MAPK (proteinas-cinases (MOSSE et al., 2008)
ativadas por mitdgenos).
Serina/treonina cinase: ativa a sinalizacdo de ponto de z?tal);;a;-telangwctama (SAVITSKY et
ATM checagem diante de uma quebra de dupla fita do DNA, al. 1995) A
i Predisposic@o a cancer de mama
apoptose e estresse genotoxico. (BAY et al., 1999)
BRCAL E3 ubblqm'tlpa-pfotema hlgas~e, e(litua no repafo ao dano ao DNA, Céncer de mama e ovario
ubiquitinagdo e regulacao da trarAlsc.ngao para manter a hereditarios (CASTILLA et al., 1994)
estabilidade genomica.
Proteina de ligacdo ao DNA que atua no reparo de quebra a A L.
. o ) . Cancer de mama e ovario
dupla fita e na recombina¢do homdloga. Se liga a RADS1 e .
BRCA2 .. . ° . hereditarios (WOOSTER et al., 1995)
potencializa o reparo de DNA por recombinacio por meio da Tumor de Wilms (REID et al., 2005)
ligacdo de RADS1 a fita simples de DNA. ”
Modificacdo de histonas, coativador de transcri¢do — acetila
CREBBP histonas para ativagdo transcricional. Liga-se a proteina CREB | Sindrome de Rubinstein-Taybi
fosforilada e eleva sua atividade transcricional direcionada aos | (PETRU et al., 1995)
genes responsivos 8 cAMP (AMP ciclico).
Modificacdo de histonas, coativador transcricional. A ) ) )
EP300 acetiltransferase p300 regula a transcrigio via remodelamento | Sindrome de Rubinstein-Taybi
da cromatina e é importante na proliferacdo e diferenciacao (ROELFSEMA et al., 2005)
celular.
Tirosina cinase que atua como receptor para VEGFC e VEGFD
e tem papel essencial na linfangiogénese e no desenvolvimento . .
FLT4 : . Linfedema hereditario 1A
(VEGFR3) da re'de Yascular e do sistema c.:ard10~vascular d.urAant.e a (GHALAMKARPOUR et al.. 2009)
embriogénese. Promove a proliferagcdo, sobrevivéncia e
migracdo de células endoteliais e regulacdo da angiogénese.
Codifica um receptor para o fator de crescimento IGF-2 e para
IGF2R a manose-6-fosfato. Promove o trafego intracelular de enzimas | -
lisossomais, ativacdo do Irp-p e a degradacdo de IGF-2.
Receptor do tipo tirosina cinase para os fatores de crescimento
VEGFA, VEGFC e VEGFD. E essencial na regulacio da
KDR angiogénese, no desenvolvimento vascular, permeabilidade Predisposi¢do a hemangioma
(VEGFR2) vascular e na hematopoiese embrionaria, promovendo a infantil (JINNIN et al., 2008a)
proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo e diferenciacio de
células endoteliais.
Oxido nitrico sintetase. O 6xido nitrico (NO) produzido atua
NOSI como molécula mensageira com func¢des diversificadas no Acalasia (associa¢do nao
organismo. No sistema nervoso, tem funcao de confirmada) (SHTEYER et al., 2015)
neurotransmissor.
PARP4 Poli-ADP-ribosiltransferase, que catalisa a reacdo de poli-ADP- | _

ribosilagdo.
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Fator de transcricdo da familia paired-box. Codifica a proteina
ativadora especifica da linhagem de células B que € expressa

Susceptibilidade a leucemia

PAXS nos estdgios inicias da diferenciagdo. Sua expressdo também ja | linfobl4stica aguda (SHAH et al.,
foi verificada em tecido neuronal em desenvolvimento e em 2013)
gdnada masculina em desenvolvimento.
Receptor do tipo tirosina cinase de superficie celular para
PDGFA, PDGFB e PDGFC. Atua na diferenciagdo das c€lulas- | Tumor estromal gastrointestinal
PDGFRA | tronco mesenquimais de medula 0ssea, no desenvolvimento do | (GIST) familial (CHOMPRET et al.,
esqueleto, no fechamento cefilico, desenvolvimento do tecido | 2004)
de revestimento da mucosa do trato gastrointestinal.
Fosfatidilinositol 3-cinase, gera fosfatidil-inositol 3-fosfato e
PIK3C2A fosfatidil-inositol 3,4-bifosfato que atuam como segundos -
mensageiros. Tém papel em diversos eventos de sinalizacio
intracelular. Atua na sinalizacdo e secrecao de insulina.
Tirosina fosfatase transmembrana requerida para ativacdo de . )
PTPRC células mediante a ligagdo ao antigeno. Atua como um Imunodeficiéncia combinada
regulador positive da co-ativacio de células T pela ligacio com | Severa (KUNG etal., 2000)
DPP4.
Receptor tirosina-cinase envolvido na proliferacio celular, Carcinoma medular de tire6ide
migra¢do direcionada e diferenciac@o neuronal, mediante Neoplasia enddcrina mdltipla ITA
RET ligagdo com moléculas da familia de fatores neurotréficos Neoplasia enddcrina mdltipla IIB
derivados de células gliais. Envolvido no desenvolvimento do | Feocromocitoma
sistema nervoso entérico e na organogénese renal. Doenca de Hirschsprung-1
Receptor tirosina cinase que atua na diferenciacado epitelial e
regionalizacdo do epitélio do epididimo. Pode ativar inimeras
ROSI vias de sinalizacdo relacionadas a diferenciagao celular, -
proliferacdo, crescimento e sobrevivéncia, incluindo a via de
sinalizacdo PI3 cinase - mTOR.
Histona metiltransferase: promove a trimetilacdo da lisina 36 Sindrome de'sobrecresmmento de
SETD2 da histona H3 Luscan-Lumish (LLS) (LUSCAN et
’ al., 2014)
Receptor acoplado a proteina G que participa da transducdo de
sinais da via Hedgehog. E constitutivamente inativado pela
proteina PTCH. Quando a proteina sonic hedgehog (SHH) se
SMO liga a PTCH, SMO torna-se ativado. A via de Hedgehog é -
essencial para o desenvolvimento embrionario normal e, na
vida adulta, atua na manutengéo, renovacio e regeneracio
tecidual.
Receptor acoplado a proteina G que se liga a tirotropina (TSH). | Hipertireoidismo (FUHRER et al.,
E essencial para o controle do metabolismo celular da tire6ide, 20,00> L
TSHR com sua ativagdo promovendo a produ¢do dos hormonios Hipotireoidismo
. .y (SUNTHORNTHEPVARAKUI et al.,
tireoidianos. 1995)
Regulador da via canonica de sinalizacdo Wnt. Liga-se ao
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PtdIns(4,5)P2), translocando-se
para a membrana celular e interagindo com reguladores : )
WTX centrais da via Wnt. Pode atuar nessa via tanto como um Osteopatia estriada (JENKINS et al,

regulador positivo (por meio da fosforilagdo de LRP6) quanto
negativo (estabilizando o complexo de degradagéo da -
catenina). Atua no desenvolvimento renal.

2009)

70




Das 34 mutagdes filtradas, oito foram selecionadas para validag¢do por sequenciamento
de Sanger. Foram incluidas para validacdo todas as mutacdes em ATM e BRCAI, por serem
genes reconhecidamente associados a sindromes de cancer hereditario e por sua importancia
na via de p53. As mutacdes em BRCA2 nao foram consideradas prioritarias pelo fato da base
de dados BIC classificd-las como benignas. Além dessas, todas as mutagdes novas
encontradas neste estudo foram selecionadas para validacdo. A Figura 4.16 mostra os
resultados de sequenciamento de Sanger, através do qual foi possivel validar todas as oito

mutagdes selecionadas.
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Figura 4.16. Eletroferogramas da validacio por sequenciamento de Sanger. A figura mostra a confirmacao
das oito mutagdes prioritarias identificadas por NGS.

4.12 Descricao clinica dos probandos investigados por sequenciamento de nova
geracao e suas respectivas familias

A técnica de sequenciamento de nova geracdo possibilitou a identificacdo de 34
mutacdes potencialmente patogé€nicas em 11 probandos de familias que preenchiam pelo
menos o critério Li-Fraumeni like de Chompret (associado ou nao a outros critérios). A seguir

serd apresentada a descricao clinica desses probandos e suas familias.

4.12.1 Probanda #01
A probanda #01 teve um sinoviossarcoma aos 15 anos. A mde da probanda

desenvolveu cancer de mama bilateral e foi relatado que sua avd e tia-avd maternas
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possivelmente haviam falecido com leucemia e cancer de mama (Figura 4.17). Entretanto, por
ndo existir certeza quanto a essa afirmacdo, esses dois casos ndo foram incluidos para
classificacdo da SLF/LFL. A probanda apresentou a mutagdo rs4987047 (12944F) no éxon 22
de BRCA2, que o BIC classifica como benigna, baseado na sua frequéncia alélica na
populacdo africana, que se mostra elevada (0,0346). Ensaios funcionais também
demonstraram um efeito neutro dessa mutacdo (FOKKEMA et al., 2011). Nao havia dados

relacionados a importancia clinica das demais muta¢des nessa probanda.

o] Probanda #01

PTPRC RI11071
ALK R259C
FLT4 VSI11A
IGF2R T1184S
ROS1T KI1890E
BRCA2 12944F
PARP4 ES854K
CREBBP P858S

Ca mama bilateral (36/38)

755(15)

Figura 4.17. Heredograma da familia da probanda #01. A direita estio as mutagdes potencialmente
patogénicas detectadas na amostra de DNA da probanda. Os individuos com ponto de interrogacdo sdo
possivelmente afetados com céancer. SS: Sinoviossarcoma. Entre parénteses estdo as idades ao diagndstico.

4.12.2 Probanda #06

A probanda #06 foi incluida pelo critério clinico de Chompret por apresentar dois
tumores tipicos da sindrome: um meduloblastoma aos 9 anos e um osteossarcoma aos 15
anos. Ela ndo possuia uma histéria familial sugestiva de SLF/LFL (Figura 4.18), embora seu
avd e tia-avd maternos tivessem desenvolvido cancer antes dos 50 anos. A probanda
apresentou a mutagdo H2116R, no éxon 11 do gene BRCA2, classificada como benigna pela
base de dados BIC. A muta¢do S649L encontrada no gene RET nessa paciente ji foi associada
ao carcinoma medular de tiredide familial (WIENCH et al., 2001), mas seu significado clinico
ainda é considerado incerto. Ela também apresentou uma mutacdo ndo descrita previamente
(E2087A) no éxon 45 do gene ATM. Essa paciente havia recebido radioterapia como parte do
tratamento de seu primeiro tumor cerebral, e o osteossarcoma desenvolvido posteriormente

ocorreu no cranio, numa regiao préoxima a que recebeu radioterapia.
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Ca abdominal (<50) Ca estéomago (39)

Probanda #06

RET S649L
ATM  E2087A
BRCA2 H2116R
TSHR T165M
EP300 R2308H

MB (9)
05 (15)

Figura 4.18. Heredograma da familia da probanda #06. A direita estio as mutagdes potencialmente
patogénicas detectadas na amostra de DNA da probanda. MB: Meduloblastoma; OS: Osteossarcoma. Entre
parénteses estdo as idades ao diagndstico.
4.12.3 Probanda #09

A probanda #09 apresentou uma extensa histéria familial de cancer, com um total de
12 parentes em até 4° grau afetados (Figura 4.19). Dos tumores tipicos da SLF foram
relatados o cancer de mama (n=5, incluindo a probanda) e de sistema nervoso central (n=1),
todos até os 50 anos. As unicas mutagdes potencialmente patogé€nicas apresentadas pela
probanda foram nos genes KDR e WTX. A mutacdao C482R de KDR foi relatada como um
possivel fator de risco em pacientes com hemangioma infantil (JINNIN et al., 2008b), e ndo
existem estudos sobre o significado clinico da mutacdo P884L no gene supressor tumoral

WTX.

Ca mama bilateral (30/30) Ca abdominal Ca abdominal Ca abdominal Ca abdominal
Ca 6sseo (<50) Camama (50) Ca prostata (50)
Catuba uterina (28) Melorra (59)  SNC (25) Probanda #09
KDR C482R
WTX P884L
Ca mama (44)

Ca mama (47)
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Figura 4.19. Heredograma da familia da probanda #09. A direita estio as mutagdes potencialmente
patogénicas detectadas na amostra de DNA da probanda. SNC: Tumor de sistema nervoso central. Entre
parénteses estdo as idades ao diagndstico.

4.12.4 Probando #10

O probando #10 apresentou um osteossarcoma aos 18 anos e uma tia paterna que
faleceu com cancer de mama antes dos 45 anos (Fig, 4.20), sendo a familia incluida, portanto,
nos critérios clinicos LFL de Chompret e Eeles. A tinica mutacdo indicada como patogénica
pelos critérios utilizados neste trabalho foi uma mutagdo nova no gene SMO (c.502C>G;

p.R168G).

C]

Ca mama (42)

Probando #10

SMO R168G

A 0s(18)

Figura 4.20. Heredograma da familia do probando #10. A direita esti a mutagio potencialmente patogénica
detectada na amostra de DNA do probando. OS: Osteossarcoma. Entre parénteses estdo as idades ao diagnostico.

4.12.5 Probanda #15

A probanda #15 foi a que apresentou o maior nimero de casos de cancer na familia,
com um total de 16 tumores em 15 individuos (Figura 4.21), distribuidos em quatro geracoes.
Os tumores tipicos da sindrome incluiram um caso de tumor cerebral, um sarcoma e cinco
casos de cancer de mama. A probanda apresentou a mutagdo F1761S em BRCAI. Estudos
funcionais indicam um impacto negativo dessa mutacdo na atividade transcricional da
proteina (LEE et al., 2010). Além disso, ela ndo € relatada em populagdes de referéncia,
critérios indicadores de patogenicidade de acordo com a American College of Medical
Genetics (RICHARDS et al., 2015). Dessa forma, trata-se de uma mutacdo provavelmente
patogénica. Ela também apresentou a mutagdo G79D em PDGFRA, sem importancia clinica

conhecida.
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Probanda #15

Ca mame (>70) PDGFRA G79D

| BRCAI F657S
TENN

Ca SNC (33) Camama (89) Ca 0sseo (>90) Ca estdbmago (65) Ca pele (50) Cacabegae Ca estbmago (55) Ca cabegae
pescogo (>70) pescogo (60)

ey

Ca estomago (60) Ca mama (45) Camama (62) Ca mama (61)

z Carenal (62)

Sarcoma (40)

Figura 4.21. Heredograma da familia da probanda #15. A direita estio as mutagdes potencialmente
patogénicas detectadas na amostra de DNA da probanda. SNC: tumor de sistema nervoso central; CCR: cancer
colorretal. Entre parénteses estdo as idades ao diagnostico.

4.12.6 Probanda #17

A probanda #17 apresentou dois tumores tipicos da sindrome antes dos 50 anos: um
sarcoma de partes moles e um tumor de sistema nervoso central. Além disso, sua irma havia
falecido com cancer de mama antes dos 35 anos de idade, e o pai também havia falecido de
cancer (Figura 4.22). Ela apresentou mutacdes potencialmente patogé€nicas nos genes ROSI
(c.5668 A>G; K1890E), PAXS5 (c.923C>T; A308V) e NOSI (c.205G>A; G69S). Entre estes
genes, apenas PAX5 ja teve associacdo relatada com susceptibilidade ao cancer, mais

especificamente, a leucemia linfoblastica aguda (SHAH et al., 2013).

M O

Ca nao especificado Probanda #17

ROSI KI1890E
PAX5  A308V
NOSI G69S

|

LS (47) Ca mama (<35)
EP (49)

Figura 4.22. Heredograma da familia da probanda #17. A direita estio as mutagdes potencialmente
patogénicas detectadas na amostra de DNA da probanda. LS: Lipossarcoma; EP: Ependimoma. Entre parénteses
estao as idades ao diagndstico.
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4.12.7 Probanda #20

A probanda #20 apresentou cancer de mama aos 39 anos, € uma irma com
condrossarcoma aos 35 anos, além do pai com cancer de préstata apos os 60 anos (Figura
4.23). Essa paciente apresentou mutacdes potencialmente patogénicas nos genes ROSI
(c.1108T>C; S370P) e CREBBP (c.1651C>A; L5511), ambas de significado clinico

desconhecido.

@)

Ca préstata (>60)
Probanda #20

ROS1I  S370P
CREBBP L5511

2 Ca mamma (39) Cs (31)

Figura 4.23. Heredograma da familia da probanda #20. A direita estio as mutagdes potencialmente
patogénicas detectadas na amostra de DNA da probanda. CS: Condrossarcoma. Entre parénteses estdo as idades
ao diagnostico.

4.12.8 Probanda #33

A probanda #33 apresentou dois tumores tipicos da sindrome antes dos 50 anos, por
si s6 preenchendo critérios de inclusdao (Figura 4.24). Além disso, sua mae também havia
desenvolvido dois tumores primarios, e sua familia possuia quatro casos de cancer de mama e

um caso de cincer de pancreas. Ela apresentou a mutagdo S49C no gene ATM, associada a

susceptibilidade ao cancer de mama (STREDRICK et al., 2006).

Ca mama (92)

= e

CCR(60) Capéncreas Camama (60) Ca mama (38) Ca mama (59)
Melanoma (63)

Probanda #33

ATM S49C

Ca mama (45)

2 DFSP (48)

Figura 4.24. Heredograma da familia da probanda #33. A direita esti a mutagio potencialmente patogénica
detectada na amostra de DNA da probanda. DFSP: Dermatofibrosarcoma protuberans; CCR: Céncer colorretal.
Entre parénteses estdo as idades ao diagnostico.
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4.12.9 Probanda #41

A familia da probanda #41 apresentou trés casos de cancer, todos tipicos da SLF:
dois canceres de mama e um caso de leucemia na infancia (Figura 4.25). Ela apresentou a
mutacdo A2951T no gene BRCA2, descrita como benigna no BIC, por apresentar frequéncia
alélica elevada na populagdo americana (0,0359). Também foi observada uma mutacdo de
significado incerto no gene ATM (C532Y). As demais mutagdes nessa probanda ndao possuiam
importancia clinica conhecida. Elas estavam localizadas nos genes PTPRC (c.871C>T;
P291S), SETD2 (c.6118C>G; R2040G); FLT4 (c.76T>G; S26A), SMO (c.503G>A; R168H) e
TSHR (c.1721C>G; T574S).

g Probanda #41

PTPRC P291S
SETD2 R2040G

FLT4  S26A
E] . SMO R168H
Ca fama (48) Ca mama (42) ATM  C532Y

BRCA2 A2951T

® N 7sHR T5748

Leuceria (10)

Figura 4.25. Heredograma da familia da probanda #41. A direita estio as mutagdes potencialmente
patogénicas detectadas na amostra de DNA da probanda. Ca: cincer. Entre parénteses estio as idades ao
diagndstico.

4.12.10 Probanda #51

A probanda #51 apresentou apenas um outro caso de cancer na familia: a avd
paterna havia falecido com cancer de mama antes dos 40 anos, dessa forma preenchendo os
critérios de Chompret e Eeles (Figura 4.26). A probanda teve um tumor de sistema nervoso
central aos 9 anos de idade, e a tnica mutacdo potencialmente patogénica foi encontrada no

gene PIK3C2A (c.4291A>C; T1431P).
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Ca mama (<40)

Probanda #51

PIK3C24  T1431P

ﬂ OLG (9)

Figura 4.26. Heredograma da familia da probanda #51. A direita estd a mutagdo potencialmente patogénica
detectada na amostra de DNA da probanda. OLG: Oligodendroglioma. Entre parénteses estdo as idades ao
diagndstico.

4.12.11 Probando #65

O probando #65 foi o Unico cuja familia possuia critérios clissicos para a SLF que
ndo apresentou mutacdes detectaveis em TP53 (Figura 4.27). Ele foi o tnico probando que
apresentou uma mutacdo envolvendo multiplos nucleotideos em uma regidao exonica: a
mutacdo ¢.2926_2927delTCinsAT, no éxon 11 de BRCA2, que resulta na troca de uma serina
por uma isoleucina na posi¢do 976 da proteina BRCA2. Essa mutacdo € classificada como
benigna na base de dados BIC. Outra muta¢do encontrada foi no gene SETD2 (c.1180T>C;
C394R).

Ca Pulméo (>50)

Probando #65
Ca mama (28) SETD2 C394R
BRCA2 S9761
;l RMS (15) SNC (6)

Figura 4.27. Heredograma da familia do probando #65. A familia apresentou critérios classicos para a
sindrome de Li-Fraumeni. A direita estio as mutacdes potencialmente patogénicas detectadas na amostra de
DNA do probando. RMS: Rabdomiossarcoma. SNC: Sistema nervoso central. Entre parénteses estdo as idades
ao diagndstico.
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5 Discussao

A Sindrome de Li-Fraumeni é uma sindrome de recente descri¢ao (LI; FRAUMENI,
1969a). Somente em 1990 foi possivel relacionar seu fendtipo peculiar a um gene alvo: o
supressor tumoral TP53 (MALKIN et al., 1990). Desde entdo, a investigagao molecular de
individuos sob risco levantou diversas questdes. Entre elas, destaca-se a variabilidade de
tumores presentes nas familias afetadas, que torna um desafio a definicdo de critérios clinicos
objetivos para a escolha de individuos a serem testados. Além disso, os individuos entre
diferentes familias afetadas ndao exibem as mesmas chances de desenvolver tumores, € a razido
dessa variabilidade ainda é desconhecida (MCBRIDE et al., 2014).

Outro ponto relevante € a incidéncia da sindrome em diferentes populagdes, que ainda
ndo estd bem determinada, o que € importante para a compreensdao do impacto da mesma
sobre a morbi-mortalidade associada ao cancer, e para o desenvolvimento de conhecimento
para o manejo correto dos individuos sob risco. A elevada penetrancia de algumas mutacdes
em TP53, independente de sua incidéncia, justifica o desenvolvimento de protocolos
experimentais de rastreamento precoce, prevenc¢do e tratamento, minimizando os efeitos
nocivos do uso da radiagdo, por exemplo. Por fim, € necessario investigar que outras
alteracdes genéticas poderiam estar associadas ao desenvolvimento desses tumores, ja que um
nimero expressivo de familias com fendtipo caracteristico da sindrome nao apresenta
mutacdes detectaveis em TP53, e quais sdo as implicacdes disso no aconselhamento genético
das mesmas (MAI et al., 2012; MCBRIDE et al., 2014).

O presente estudo buscou identificar o perfil tumoral de familias com suspeita clinica
para a SLF/LFL, majoritariamente do estado do Rio de Janeiro. Buscou-se descrever as
caracteristicas clinicas peculiares em relagdo aos portadores de mutacdo, e a investigacao de

mutacdes germinativas em outros genes em individuos sem mutagao detectavel em TP53.

5.1 Caracterizacao clinica dos individuos incluidos no estudo

Cinquenta e oito pacientes foram incluidos neste estudo por suspeita clinica de
SLF/LFL. Esse grupo heterogéneo de probandos, com historias individuais e/ou familiais de
cancer sugestivas da sindrome, foi investigado quanto a presenca de mutacdes em TP53. Apds
a andlise de seus prontudrios, foi possivel identificar 39 individuos de familias que
preenchiam os critérios clinicos da SLF/LFL estabelecidos na literatura (Grupo 1), e 19
probandos que nao preenchiam estes critérios (Grupo 2).

No Grupo 1, o espectro tumoral de probandos e suas familias mostrou-se bastante
amplo, consistente com a alta complexidade de fendtipos da SLF/LFL, ja observada em

diversos estudos (BIRCH et al., 1994; WONG et al., 2006; GONZALEZ et al., 2009). Foram
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relatados 220 tumores em 39 familias, variando de 1 a 16 casos por familia, e correspondendo
a cerca de 5,6 casos/familia. Entretanto, € dificil analisar com maior precisdo a porcentagem
de membros acometidos na familia de cada probando, porque o detalhamento fornecido a
respeito da histdria familial de cancer variou muito entre os individuos entrevistados. Além
disso, ndo temos comprovagao de todos os tumores relatados nos familiares.

Entre os tumores mais frequentes no Grupo 1 deste estudo, encontram-se o cancer de
mama, cancer colorretal, leucemias e linfomas, cncer estdmago e de sistema nervoso central.
Essas neoplasias estdo entre os 10 tipos mais incidentes em homens e/ou mulheres na
populacio brasileira (INCA, 2015). E importante ressaltar que a elevada incidéncia desses
tumores na populacdo geral pode dificultar o reconhecimento de familias com critérios para
andlise molecular, tanto para a SLF/LFL quanto para outras sindromes de cancer hereditério.
Isso torna importante a divulgagdo, para os profissionais da saide e para a populacdo, de
estudos a respeito desse tema. Os diferentes tipos de sarcoma totalizaram 10% do total de
tumores no Grupo 1; um indice bastante representativo, considerando a baixa frequéncia
desses tumores na populagdo geral.

Ja no Grupo 2 (LFL-suspeita), houve 70 tumores relatados em 19 familias, com uma
média de 3,7 tumores por familia, € um maximo de 5 casos relatados numa mesma familia.
Esta diferenca deu-se pelo fato dos probandos do Grupo 2 terem caracteristicas menos
destacadas de histéria familial de cancer para inclusdo no estudo. Entretanto, a presenca de
tumores mais caracteristicos da sindrome nesses probandos foi uma prioridade para a suspeita

clinica, visto que os sarcomas de partes moles foram o tipo mais frequente de tumor neste

grupo.

5.2 Deteccio de mutacdes germinativas em 7P53
5.2.1 Grupo1

A primeira investigacdo realizada nas amostras incluidas neste estudo foi o
sequenciamento das regides codificantes e regides intronicas flanqueadoras de TP53, que € a
investigacao padrdao recomendada quando existe suspeita clinica da SLF/LFL. Estima-se que
cerca de 95% das mutacdes germinativas em 7TP53 sejam detectadas por essa técnica
(SCHNEIDER et al., 2013).

Entre os 39 pacientes do Grupo 1, seis apresentaram mutacdes de sentido trocado
em heterozigose no gene TP53. Entre estas mutacdes, quatro (80%) estavam presentes entre
os éxons 5 a 8 de TP53, que correspondem as regides codificantes do dominio de ligacdo ao
DNA da proteina p53. Sabe-se que essas s@o as regides onde se concentra a maior parte das

mutagdes em 7P53, tanto em tumores quanto na linhagem germinativa (MALKIN, 2011).
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Estudos in vitro demostraram que diferentes mutacdes em 7TP53 possuem diferentes graus de
perda de atividade transcricional, e algumas podem exibir efeito dominante negativo e/ou
ganho de fun¢cdo (BRACHMANN; VIDAL; BOEKE, 1996; LANG et al., 2004; OLIVE et al.,
2004). Dessa forma, a determinacdo de uma correlacdo genotipo-fendtipo entre portadores de
mutacdes em TP53 pode contribuir com o acompanhamento clinico dos mesmos.

OLIVIER et al. (2003), através de uma anélise feita com a base de dados IARC,
buscaram determinar que tipos de tumores seriam mais frequentes dependendo da
consequéncia estrutural da mutacdo de TP53 na proteina. Entretanto, as tnicas associagdes
estatisticamente significativas foram em relagdo a tumores cerebrais e carcinomas
adrenocorticais. Os tumores cerebrais mostraram-se mais frequentes em familias cuja mutagdo
de sentido trocado alterava regides de pS3 que se ligam ao sulco menor do DNA (c6dons 164
a 194 e 237 a 250) (p=0,01). Em relagdo aos tumores adrenocorticais, eles mostraram-se mais
frequentes em familias cuja mutac@o acarretava em alteracdes fora do dominio de ligacdo ao
DNA da proteina (p=0,003). Em nosso estudo, a mutagdo associada a tumor cerebral (familia
#12) e uma das mutagOes associadas a tumores adrenocorticais (familia #36) ndo seguiram
esse padrao. Também no estudo de OLIVIER et al. (2003), ndao foram encontradas
associagdes entre a consequéncia estrutural da mutagdo e o critério clinico preenchido pela
familia (LFS ou LFL). Isso mostra que existem outros fatores mais relevantes influenciando
na variabilidade de fen6tipos dessas familias.

O ganho de funcdo pela proteina p53 mutada também € um fator candidato a
associacdo diferenciada com espectro tumoral e idade de acometimento. XU et al. (2014)
investigaram mutagdes de sentido trocado em hotspots de TP53 que exibiam ganho de fungao
(c6dons 175, 220, 245, 273, 248, 282), comparando-as a mutagdes sem sentido (mutacdes
nonsense). Foi observado que mutagdes no coédon 282 estavam associadas a uma idade mais
precoce de desenvolvimento dos tumores em relacdo as mutagdes de perda de funcdo. Além
disso, mutacdes nos codons 175 e 248 foram associadas a tumores cerebrais, enquanto
mutacdes nos cddons 282 e 220 foram associadas a tumores 6sseos (p<0.05). PETITJEAN et
al. (2007a) compararam a idade de desenvolvimento de tumores entre portadores de mutagdes
que acarretavam numa p53 parcialmente funcional em relacdo a mutacdes com perda total da
funcdo da proteina. Eles mostraram que mutantes p53 ndo funcionais estavam associados a
uma idade de desenvolvimento tumoral mais precoce em relagdo a mutantes p53 parcialmente
funcionais, em casos de cincer de mama e colorretal. Dessa forma, fica evidente a
complexidade de fatores envolvendo a penetrincia das mutagdes em 7TP53, que ainda

precisam ser elucidados para o melhor acompanhamento clinico dos pacientes.
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Dos seis pacientes do Grupo 1 (SFL/LFL) com mutacao de sentido trocado, apenas
um apresentou a mutacdo fundadora R337H (paciente #25). A investigacdo de familias
brasileiras com critérios clinicos para a SLF/LFL realizada por ACHATZ et al. (2007) revelou
que a R337H estava presente em 6 de 13 familias com muta¢cdes em TP53. A maior parte das
familias investigadas foi encaminhada de centros de aconselhamento genético de Sao Paulo e
Rio Grande do Sul (42/45). A investiga¢do do haplotipo associado a esta mutagdo revelou que
o R337H foi originado de um fundador. Esse fundador teria vivido no sul do Brasil, ¢ a
disseminagao da mutacdo teria acompanhado o desenvolvimento das cidades e vilas ao longo
do caminho entre Sao Paulo e Rio Grande do Sul, na rota dos tropeiros (GARRITANO et al.,
2010). Essa hipotese € compativel com a alta prevaléncia da mutacdo nesta area € a sua
aparente menor frequéncia em outros Estados. A made do paciente #25 deste estudo ndo era
portadora da R337H. Ela tinha perdido contato com o pai do paciente, e ndo tinha nenhuma
informacdo sobre sua histéria familial de cancer.

Entre as amostras dos pacientes do Grupo 1 sem mutacdo detectada pelo
sequenciamento, a analise por MLPA foi possivel para 30 deles. Duas grandes dele¢des foram
detectadas no gene TP53. Dessa forma, do total de portadores de mutagdes no Grupo 1 (n=8),
dois (25%) exibiram grandes delecdes, contrastando com o que € relatado na base de dados
IARC TP53, onde este tipo de mutagcdo representa apenas 0,7% das mutagGes germinativas
relatadas neste gene (PETITJEAN et al., 2007b). BOUGEARD et al. (2003) investigaram a
presenca de delecdes ou amplificacdes em TP53 em 98 familias com critérios SLF/LFL sem
mutacdes detectiaveis por sequenciamento, e encontraram apenas um caso de dele¢do no gene
em uma familia com critério classico para a sindrome. Acreditamos que o resultado em nossa
coorte refor¢a a importancia da investigacao de rearranjos, adicionalmente ao sequenciamento
direto, para evitar a subestimac¢ao de portadores de mutacdo germinativa em 7TP53.

Em relacdo aos outros genes incluidos no kit de MLPA utilizado (MDM?2, CDK4,
MIR26A2, EGFR, PTEN, CDKN2A, PDGFRA e NFKBIA), nenhum apresentou rearranjos nos
pacientes. Esses genes estdo envolvidos em vias de sinalizacdo criticas do ciclo celular,
alteradas em diversos tipos de cancer. Embora outros genes além de TP53 nao estejam
significativamente associados a SLF/LFL, ocasionalmente algumas associacdes pertinentes
sdo relatadas. Recentemente, foram identificadas 20 CNVs ndo descritas em quinze pacientes
que preenchiam os critérios LFL. de Chompret (e que ndo tinham mutacdes em 7P53). Entre
os 49 genes presentes nas regides das CNVs, foi encontrada uma elevada ocorréncia de genes

envolvidos na metilagao ou acetilagdo de histonas (AURY-LANDAS et al., 2013).
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5.2.2 Grupo 2

No grupo que ndo preenchia os critérios para SFL/LFL, o resultado das anélises por
sequenciamento de TP53 e MLPA revelou apenas uma mutacdo: R156H, no éxon 5 de TP53,
apresentada pela paciente #11. Curiosamente, ela apresentou um tipo de carcinoma hepatico
que até entdo nunca havia sido relatado em portadores de mutacdo em 7TP53: o carcinoma
fibrolamelar.

O carcinoma fibrolamelar (CFL) € um subtipo muito raro de carcinoma
hepatocelular, com uma taxa de incidéncia ajustada a idade de 0,2 por 100.000 nos Estados
Unidos (EL-SERAG; DAVILA, 2004). Ele € mais frequente em pacientes jovens sem doenga
hepética prévia, com 80% dos casos ocorrendo entre os 10 e 35 anos de idade
(TORBENSON, 2012). Até pouco tempo atrds, ndo existiam mutagdes driver (promotoras)
reconhecidas para o desenvolvimento deste tumor. Ele carrega um padrao molecular muito
distinguivel do carcinoma hepatocelular tipico, ndo estando associado a mutagdes somaticas
em genes comumente alterados neste dltimo, como TP53 e CTNNBI (WARD; WAXMAN,
2011). Estudos recentes utilizando sequenciamento de nova geracdo e/ou técnicas de
hibridag@o por array confirmaram que o CFL tem uma taxa relativamente baixa de mutacdes
somaticas e alteracdes cromossdmicas. A descoberta mais promissora como mutagdo driver
neste tipo de tumor foi a presenca de um transcrito quimérico, DNAJB1-PRKACA, que
confere um aumento da atividade da proteina cinase dependente de AMP ciclico (PKA) nas
células tumorais. Esse transcrito resulta de uma delecdo de aproximadamente 400 kb no
cromossomo 19, encontrada em todas ou na maioria das amostras analisadas. O transcrito €
expresso em CFL, mas ndo em tecido normal adjacente ao tumor (CORNELLA et al., 2014;
HONEYMAN et al., 2014; DARCY et al., 2015; XU et al., 2015).

O gene TP53, que tem uma taxa de mutacdo somética de até 35% no carcinoma
hepatocelular tipico (OZEN et al., 2013), ndo exibiu mutacdes ou metilacio da regidao
promotora em amostras de CFL, em diversos estudos realizados com este tipo de tumor
(HONDA et al., 1998; VIVEKANANDAN; TORBENSON, 2008; HONEYMAN et al., 2014;
XU et al., 2015). MAITRA et al. (2000) relataram um paciente que desenvolveu CFL e tumor
de Wilms (TW) anaplésico. Esse paciente foi investigado quanto a presenga de mutacdes
germinativas e somaticas em 7P53, mas o resultado foi negativo. Mutagdes germinativas em
TP53 s6 foram relatadas em quatro individuos com cancer primario de figado (dois
carcinomas hepatocelulares tipicos, um hepatoblastoma, um cancer de figado nao
especificado), e aparentemente, nenhum desses pacientes desenvolveu o subtipo fibrolamelar
(PETITJEAN et al.,, 2007b). Dada a importincia clinica das mutacdes em TP53, e sua

associacdo com um vasto espectro tumoral, é plausivel acreditar que no caso relatado neste
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estudo, a mutagdo germinativa R156H de TP53 da probanda #11 pode estar envolvida na
etiologia do carcinoma fibrolamelar, e a mutacdo somética detectada, G154D, possivelmente
estaria agindo como o segundo evento mutacional.

Como ja mencionado, o fendtipo das familias com mutacdo em TP53 pode variar de
acordo com a consequéncia da mutacio na atividade transcricional da proteina, (PETITJEAN
et al,, 2007a). A substituicdio R156H é uma das muta¢des que resultam numa proteina
parcialmente funcional, assim como a mutacdo R337H. Ja as demais mutagdes de sentido
trocado encontradas neste estudo resultam em proteinas com auséncia total da fun¢do normal
de p53. Esse fato pode explicar o fenétipo mais brando na familia da paciente #11, que nao
apresentou critérios clinicos SLF/LFL, embora a paciente tivesse uma prima de segundo grau
com um osteossarcoma aos 10 anos, no mesmo lado da familia do qual ela herdou a mutacido
(Figura 4.12).

De fato, os relatos mostram que a mutacdo R156H foi confirmada em apenas oito
individuos com cancer de quatro familias diferentes, e ndo representa uma mutagdo comum
em familias com critérios clinicos SLF/LFL (PETITJEAN et al., 2007b), podendo estar
associada a feno6tipos mais brandos da sindrome. A ocorréncia desse tumor nessa paciente
chama a atencdo para duas consideragdes sobre o teste genético de TP53: o continuo
crescimento do espectro de tumores relacionados a mutagdes neste gene, e a influéncia de
fatores ainda pouco compreendidos na penetrancia de mutagdes do gene TP53, gerando

diferentes fenotipos de LES/LFL.

5.3 Investigaciao de mutacoes em CDKNIA

A proteina p21, codificada por CDKNIA, € o principal mediador de p53 na parada do
ciclo celular em resposta a danos a0 DNA. Camundongos nocaute para CDKNIA exibem um
desenvolvimento precoce de tumores. Entre esses tumores, estdo alguns tipos de sarcomas, os
tumores mais caracteristicos da SLF (MARTfN—CABALLERO et al., 2001). Dessa forma, é
plausivel que mutagdes nesse gene mimetizassem os efeitos de uma mutacdo em 7TP53,
motivo pelo qual ele foi investigado em nossa coorte. Entretanto, ndo foram encontradas
mutacdes patogénicas em nenhum dos pacientes investigados. Uma mutacdo germinativa em
CDKNIA ja foi relatada em um paciente com sinais clinicos da neoplasia endécrina multipla
tipo 1 (MEN-1) (AGARWAL; MATEO; MARX, 2009). A MEN-1 € uma sindrome de cancer
hereditério associada a tumores enddcrinos e neuroendocrinos, cujas mutacdes mais comuns
encontram-se no gene MENI. Outra mutagdo germinativa possivelmente patogé€nica em

CDKNIA foi encontrada em um paciente com adenoma esporadico de paratireoide (COSTA-
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GUDA et al., 2013), sugerindo uma possivel relacdo de mutagdes germinativas desse gene

com tumores endocrinos.

5.4  Comparacio entre familias com mutaciao e sem mutacao em 7P53.

Todos os probandos com mutacdes detectadas em 7P53 neste estudo desenvolveram
tumores tipicos da sindrome, ou tinham algum familiar com tumor tipico da sindrome. Entre
os probandos com mutacdo, os tumores mais comuns foram, nessa ordem, os osteosarcomas,
sarcomas de partes moles, tumores adrenocorticais € um caso de cada um dos seguintes
tumores: linfoma ndao Hodgkin, melanoma, neurofibroma e carcinoma fibrolamelar. Ao
somarmos os tumores dos probandos e de seus familiares, alguns canceres pouco comuns em
portadores de mutacdo em 7P53 aparecem entre os mais frequentes: o cancer colorretal
(14,3%), cancer de prostata (8,6%) e cancer de pulmdo (5,7%), que na base de dados IARC
TP53 representam, respectivamente, 3,1%, 0,24% e 2,5% dos tumores em portadores de
mutacdes em TP53 (PETITJEAN et al., 2007b). Nao podemos descartar a possibilidade de
alguns desses tumores em nossa coorte serem fenocdpias (ou seja, os parentes afetados ndo
possuem a mesma mutagdo detectada no probando), dada sua elevada frequéncia na
populacdo em geral. Essa possibilidade é maior nos casos em que o parentesco entre o
probando e os familiares afetados era distante (como no exemplo da familia #36), o que
aumenta as chances da muta¢c@o ndo ser compartilhada entre eles.

Entretanto, esse dado também pode refletir uma subestimacdo da frequéncia de
mutacdes em 7P53 em pacientes com tumores “ndo tipicos” da SLF, pois o excesso destes
canceres em uma mesma familia ndo costuma levantar a suspeita clinica que leva a indicacao
do teste molecular. Um estudo de WONG et al. (2006) evidenciou que 12,5% das familias
com critérios clinicos para SLF e mutacdo em 7P53 detectada tinham pelo menos um caso de
cancer colorretal antes dos 50 anos. ACHATZ (2008) verificou que o cancer colorretal e
cancer de estdbmago eram mais comuns nas familias SLF/LFL brasileiras que o esperado, e
recomendou que fosse introduzida a investigagdo de CCR e cancer de estdmago no manejo
clinico dos pacientes SLF/LFL, dependendo do contexto populacional e familial.

Os tumores de mama, que sd@o os mais frequentes em portadores de mutacdo em
TP53 (27,8%) (PETITJEAN et al., 2007b), representaram apenas 8,6% dos tumores nas
familias de portadores de mutacdo neste estudo. Isso pode representar apenas um viés na
estrutura das familias em questdo: talvez houvesse poucas mulheres portadoras de mutagdo
em idade de risco para o desenvolvimento desse tipo de tumor. Entretanto, a0 menos na
familia #53, espera-se que pelo menos trés mulheres sejam portadoras da delecao no éxon 8

de TP53, e nenhuma delas desenvolveu cancer de mama. Vale ressaltar que, no presente
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estudo, todos os casos de cancer de mama nas familias de probandos com muta¢do ocorreram
na faixa etaria de 25 a 35 anos, corroborando a idade extremamente precoce associada ao
cancer de mama na SLF (LEE et al.,, 2012). Em nossa coorte, o cincer de mama nio se
mostrou um bom tumor “sentinela” para detec¢do de mutagdes germinativas em 7P53 quando
ndo ocorria antes dos 35 anos e nao estava associado a outros tumores tipicos da sindrome em
idade precoce. Essa proposicao ja foi feita previamente em outros paises (GONZALEZ et al.,
2009a), embora estudos no Brasil tenham mostrado que em alguns estados, os casos de cancer
de mama tém uma frequéncia significativa da mutacdo R337H de TP53, independente dos
pacientes preencherem ou ndo os critérios para a SLF/LFL (ASSUMPCAO et al., 2008;
CURY; FERRAZ; SILVA, 2014; GIACOMAZZI et al., 2014a; SILVA et al., 2014a). No Rio
de Janeiro, 104 mulheres com forte historia familial de cancer de mama foram testadas para a
presenca de mutacdes em 7P53, incluindo a investigacdo apenas dos éxons 5 a 8 deste gene, e
apenas uma portadora de mutagao foi identificada (0,96%) (SOUZA, 2005).

Em nossa coorte, apenas trés dos core cancers (tumores tipicos) da SLF mostraram-
se bons tumores “sentinelas” para deteccdo de mutagdes em 7TP53: sarcoma de partes moles,
osteossarcoma, e tumores adrenocorticais. Isso porque os osteossarcomas, sarcomas de partes
moles e tumores adrenocorticais foram mais frequentes em familias cujo probando era
portador de uma mutacdo, em relacdo as familias sem mutacdo detectada no probando
(p<0,05). Os outros trés core cancers (cancer de mama, leucemias e tumores do sistema
nervoso central) ndo apresentaram o mesmo resultado. Sarcomas sdo os tumores mais
caracteristicos da sindrome. Um estudo desenvolvido por OGNJANOVIC et al. (2012),
comparando a incidéncia de sarcomas entre portadores de mutacdo em 7TP53 e a populacdo
geral dos Estados Unidos, mostrou que entre os portadores, 67% dos sarcomas ocorriam antes
dos 20 anos de idade, enquanto que na populacdo geral, apenas 11,9% ocorrem nessa faixa
etaria. Logo, um sarcoma pediatrico tem maiores chances de estar associado a mutagdes em
TP53 (P <0,00001). O sarcoma mais provavel de ser desenvolvido em um portador de
mutacdo em 7TP53 é o osteossarcoma, exceto em menores de 5 anos, quando o
rabdomiossarcoma € o sarcoma mais provavel. Os sarcomas reunidos representam cerca de
25% dos tumores em portadores de mutacdo em TP53.

Em relagdo aos tumores adrenocorticais, os tnicos dois casos presentes em nossa
coorte apresentaram mutagdo em 7P53 (pacientes #25 e #36). Sabe-se que 50% a 80% dos
individuos com carcinoma adrenocortical pediatrico carregam uma mutagdao em 7P53, o que
por si s6 ja justifica o teste genético nesses individuos (WAGNER et al., 1994; VARLEY et
al., 1999). Essa prevaléncia cai para 5,8% em carcinomas adrenocorticais adultos

(RAYMOND et al., 2013).
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No caso da probanda #36 (que apresentou um tumor adrenocortical e posteriormente
um osteossarcoma), uma revisao do laudo histopatoldgico de seu primeiro tumor evidenciou
que este se tratava de um adenoma, e ndo de um carcinoma adrenocortical. Um estudo
anterior também relatou uma paciente com um adenoma adrenocortical € um osteossarcoma
na infancia, diagnosticada com a mutacdo germinativa R282W de TP53 (PROCHAZKOVA
et al., 2009). Lesdes benignas sdo ocasionalmente relatadas em portadores de mutacdo em
TP53, como por exemplo: leilomiomatose, (KAZARIN et al., 2013), meningioma (RIESKE et
al., 2005), polipo endometrial (VARLEY et al., 1996), triquilemoma (EELES et al., 1993) e
timoma (BOUGEARD et al., 2015). Entretanto, ndo esta determinado se essas lesdes benignas
sdo achados incidentais ou se a mutacao de TP53 participa de sua etiologia. Se esse for o caso,
€ plausivel pensar que essas mutacdes alteram a chance de uma lesdo benigna malignizar, e
portanto, essa lesdo deve ser acompanhada com maior cautela. Dessa forma, apesar de
adenomas nao fazerem parte espectro tumoral da SLF, criangas com adenomas que venham a
desenvolver um tumor tipico da SLF (como o osteossarcoma desenvolvido pela probanda
#36), deveriam ser consideradas para a investigacao do gene TP53.

Dois dos tumores relatados neste trabalho chamaram a atencdo por ndo serem
usualmente associados a mutagdes germinativas em 7P53: o carcinoma fibrolamelar, como ja
discutido, e o caso de neurofibroma, no paciente #12, que ocorreu sete anos apds o tratamento
de um rabdomiossarcoma. Na base de dados IARC sé consta um caso relatado de
neurofibroma em um portador de mutacdo em 7P53 (BIRCH et al., 1994; PETITJEAN et al.,
2007b). Neurofibromas sao tumores benignos da bainha de nervo periférico. Esses tumores
sdo frequentes em pacientes com neurofibromatose tipo 1, doenga associada a mutacdes no
gene NFI (17q11.2). A neurofibromatose também ¢é caracterizada por sinais clinicos como
manchas café-com-leite e ndédulos de Lisch nos olhos. Sua incidéncia € de cerca de 1 em cada
2.500 a 3.000 individuos (WILLIAMS et al., 2009). RAYMOND et al. (2013) descreveram o
caso de uma paciente com mutacdes germinativas tanto em NFI quanto em 7TP53, que
acarretaram no aparecimento de sinais clinicos da neurofibromatose e da SLF
(desenvolvimento de carcinoma adrenocortical e glioblastoma). O paciente com neurofibroma
em nosso estudo ndo apresentou as demais caracteristicas clinicas da neurofibromatose tipo 1.
Ele apresentou um neurofibroma ndo plexiforme, que normalmente ndo causa dor ou
prejuizos neurologicos, e em geral ndo maligniza (WILLIAMS et al., 2009). A influéncia de
uma mutagdo germinativa em 7P53 no desenvolvimento deste neurofibroma e na sua possivel
malignizacdo € incerta.

Quanto a sobrevida reduzida dos pacientes do grupo 1 com mutacdo detectada,

alguns fatores devem ser considerados. Essa andlise sofreu um importante viés, ja que os
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probandos apresentavam tumores diferentes, com protocolos de tratamento e progndsticos
diferentes, o que seria um fator de confundimento. Entretanto, se as mutacdes germinativas
em TP53 predispdem preferencialmente a tumores de pior prognostico, indiretamente elas
estariam influenciando na pior sobrevida desses individuos. De fato, essas mutagdes muitas
vezes estdo associadas a subtipos histologicos mais agressivos de tumores (TALWALKAR et
al., 2010; HOLMFELDT et al.,, 2013), e a respostas menos eficazes ao tratamento
(CUDDIHY; BRISTOW, 2004; FAYETTE; BLAY, 2005). Por isso, muitos desses pacientes
recebem tratamentos mais agressivos de quimioterapia e/ou radioterapia, o que por si s6 pode
influenciar no desfecho. Além disso, a propensao ao desenvolvimento de tumores secundarios
ap6s a radioterapia também pode ter impacto na sobrevida dos pacientes (KAMIHARA;
RANA; GARBER, 2014). A adequacdo do tratamento € prejudicada pelo fato desses
individuos nao terem o diagndstico molecular da sindrome a ocorréncia do primeiro cancer.
Recomenda-se, sempre que possivel, priorizar a realizacdo de cirurgias e evitar radioterapia
para os pacientes com mutacdo em 7P53, embora o custo-beneficio deva ser considerado
(KAMIHARA; RANA; GARBER, 2014; KAPPEL et al., 2015).

Foi relatado que mutagdes germinativas em 7P53 podem induzir um fendmeno
denominado cromotripse (RAUSCH et al., 2012). Normalmente, os tumores acumulam
rearranjos gendmicos graduais ao longo de seu desenvolvimento. Na cromotripse, entretanto,
em um unico evento ocorre a fragmentacdo massiva dos cromossomos € O reagrupamento
desses fragmentos de forma desordenada (STEPHENS et al., 2011). Como resultado, uma
amplificacdo massiva de oncogenes e/ou perda de alelos de genes supressores tumorais pode
ocorrer, fornecendo vantagens seletivas as células tumorais (STEPHENS et al., 2011;
RAUSCH et al., 2012). Esse fendmeno pode estar associado a um pior progndstico. De fato,
uma sobrevida reduzida foi relatada em pacientes com leucemia mieldide aguda com
cromotripse e mutacdes em TP53 (RAUSCH et al., 2012). Curiosamente, duas das mutagdes
germinativas associadas a cromotripse no estudo de RAUSCH e colaboradores (2012)
também foram encontradas em pacientes do nosso estudo: na probanda #36 (R248W), e no
probando #50 (R175H). Estes dois pacientes desenvolveram osteossarcomas pouco
responsivos ao tratamento, vindo a dbito.

Esses fatores demonstram uma relacdo plausivel entre a presenga de mutacdes
germinativas em 7TP53, uma pior resposta ao tratamento e pior progndstico dos pacientes.
Entretanto, a literatura carece de dados mais precisos a respeito dessa associa¢do, em parte
pelo fato de se tratar de uma sindrome rara e com fen6tipos muito heterogéneos (NICHOLS;

MALKIN, 2015).
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5.5 Critérios clinicos utilizados na investigacio de mutacoes em TP53

Como esperado, o critério clissico da sindrome de Li-Fraumeni mostrou-se o mais
especifico e com o melhor valor preditivo positivo. Este € o critério mais restringente da
sindrome, tanto no espectro tumoral, quanto na idade de acomentimento e nimero de
individuos afetados na mesma familia (LI et al., 1988). Entretanto, o avang¢o na investigacao
molecular de TP53 mostrou que a variabilidade de fenétipos entre os portadores de mutagdo
exigia critérios mais abrangentes. Entre os propostos, o critério de Chompret mostra-se o mais
completo, por incluir a ocorréncia de determinados fenétipos tumorais num tnico individuo,
independente da histéria familial, como caracteristica suficiente para a realizacdo do teste
genético (CHOMPRET et al., 2001; BOUGEARD et al., 2015).

Estudos anteriores mostraram uma sensibilidade de 82% a 92%, e especificidade
entre 53% e 58% para este critério (BOUGEARD et al., 2008; GONZALEZ et al., 2009). Em
nossa coorte a histéria individual de cancer no probando foi um fator importante na
sensibilidade deste critério, ja que 3/8 (37,5%) portadores de mutacdo do Grupo 1 foram
incluidos unicamente com base no historico individual de cancer (pacientes #25, #36 e #49).
Outros trés pacientes (#12, #28 e #35) com mutagdo nesse grupo também cumpriam os
critérios Chompret com base na histdria individual mais familial de cancer, totalizando uma
sensibilidade de 75% para o critério de Chompret no Grupo 1. E importante lembrar que os
calculos de sensibilidade, especificidade e valores preditivos dos critérios SLF/LFL neste
estudo incluiram trés pacientes para os quais apenas o sequenciamento de TP53 foi realizado
satisfatoriamente, sem resultados de MLPA. Entretanto, acreditamos que isso ndo afeta
significativamente os resultados.

Quanto ao critério LFL de Eeles, ele demonstrou o menor valor preditivo positivo e
foi o menos especifico do estudo em questdo. Como este se tratou de um estudo inicial,
consideramos a adocdo de critérios menos restringentes para o teste genético de TP53
justificavel, para a melhor caracterizacdo epidemioldgica da sindrome em nossa regido. Foi
considerada a possibilidade da prevaléncia de portadores de mutacdo em 7P53 nessa regido
ser elevada, assim como ocorre nos estados de Sao Paulo e do Sul do Brasil, pela ocorréncia
da mutacdo R337H. Como essa e outras mutacdes de TP53 tem uma penetrancia reduzida
(PETITJEAN et al., 2007a; ACHATZ, 2008; YAMAGUCHI et al., 2016), algumas familias
com mutacOes nesse gene podem ter fendtipos menos 6bvios da SLF/LFL. Também foi
levada em conta uma possivel subestimacdo de casos de cancer em cada familia pelo
desconhecimento dos probandos entrevistados acerca da propria histdria familial. Terceiro, a
frequéncia de mutacdes germinativas de novo em TP53 ja foi estimada em até 20%

(GONZALEZ et al., 2009c), o que dificulta a identificacdo de pacientes baseando-se em
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critérios clinicos restringentes de historia familial. Entretanto, tendo em vista os resultados
obtidos neste estudo, e o custo material e de recursos humanos associados a realizacdo do
teste genético de TP53, deve-se avaliar com cautela os critérios de encaminhamento dos
pacientes na rotina do aconselhamento genético. Ainda assim, é preciso cautela na anélise dos
dados aqui apresentados, frente ao pequeno tamanho amostral estudado.

Em relacdo ao Grupo 2, optamos por apresentar as andlises de forma separada do
Grupo 1, pelo fato dos critérios de sele¢do terem sido mais arbitréarios, inviabilizando uma
comparacdo precisa com dados da literatura. A inclusdo destes pacientes se baseou em uma
suspeita clinica, que incluiu familias com pelo menos um tumor tipico da sindrome, mas sem
levar em conta o grau de parentesco com outros individuos acometidos. A frequéncia de
mutacdes nesse grupo mostrou-se baixa (1/19; 5,3%).

E um desafio encontrar um ponto adequado na definicdo de critérios clinicos que
sejam sensiveis o suficiente para detectar a maior parte dos individuos com mutagdes, e
restringentes o suficiente para deixar de investigar a maior parte das familias sem mutacdes.
Este problema € especialmente evidente na SLF/LFL, ja que a vasta amplitude de tumores
associados a sindrome, muitos deles entre os canceres mais comuns da populacdo global,
aumenta as chances de ocorréncia de fenocopias. Entretanto, os dados disponiveis da mutagao
encontrada no grupo 2 (R156H) sugerem que ela ndo seja tdo danosa quanto as demais
mutacdes encontradas em TP53. Isso sugere que familias com mutacdes em 7TP53 sem
histéria compativel com a SFL/LFL podem representar um subgrupo com fenétipos mais

brandos e tumores de prognéstico mais favoravel.

5.6  Achados de polimorfismos da via de p53

Polimorfismos envolvendo a via de p53 podem atuar como fatores de risco ou
modificadores de fen6tipo em individuos com cancer. Neste estudo, seis polimorfismos nos
genes TP53 (PIN2 - rs1642785, PIN3 - rs17878362 e PEX4 - rs1042522), CDKNIA
(rs1801270 e rs1059234) e MDM?2 (SNP 309 - rs2279744) tiveram suas frequéncias
genotipicas comparadas as de individuos saudaveis do Sul e Sudeste do Brasil. Nenhum deles
mostrou associacdo com um risco aumentado de desenvolvimento de cancer.

Os trés SNPs encontrados em 7P53 ja foram associados a diversos tipos de cancer
(WANG-GOHRKE et al., 1999; GEMIGNANI et al., 2004; SAVAGE et al., 2007; JHA et al.,
2011; MALIK et al., 2011). Um efeito interessante de PIN3 foi observado entre individuos
portadores de mutacao em 7P53, mostrando-se um modificador de idade de desenvolvimento
de cancer. Na presenca desse polimorfismo, o diagndstico de cancer ocorreu 17 a 19 anos

mais tarde em relacdo a pacientes que nao o apresentavam (MARCEL et al., 2009). Supde-se
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que esse polimorfismo tenha papel importante na regulagdo do processamento do pré-RNA de
TP53, modificando as taxas de sintese das diferentes isoformas de pS3 (ACHATZ, 2008).

O mais estudado desses SNPs é o PEX4 (P72R), cujos relatos de associacdo a cancer
sdo contraditérios, mostrando tanto um risco aumentado para o alelo G (BUYRU; TIGLI;
DALAY, ; PEREZ-PEREZ et al., 2005), quanto para o alelo C (FAN et al., 2000; NOMA et
al., 2004; DENSCHLAG et al., 2005). Existem mais de 230 estudos analisando os efeitos de
PEX4 na susceptibilidade a diversos canceres, mas ndo existem evidéncias experimentais
suficientes que comprovem o efeito de risco ou prote¢do de nenhum dos dois alelos
(WHIBLEY; PHAROAH; HOLLSTEIN, 2009).

Os SNPs rs1801270 e rs1059234 de CDKN1A ja demostraram associacdo com risco de
carcinoma de células basais de cabeca e pescogo (LI et al., 2005). Um trabalho realizado na
Divisdo de Genética do INCA mostrou uma associa¢do desses dois polimorfismos com o
risco aumentado de desenvolvimento de retinoblastoma (CARVALHO et al., 2013).

O SNP 309 de MDM?2 foi relatado como um modificador de penetrancia em
individuos portadores de mutagdo em 7P53. Enquanto o polimorfismo PIN3 € responsavel
por “atrasar” a idade ao diagndstico nos portadores de mutagdes em TP53, o alelo 309-G de
MDM?2 estd associado a uma idade ao diagndstico mais precoce. (BOND et al., 2004;
BOUGEARD et al., 2006; RUIJS et al., 2007; FANG et al., 2010). Em nossa coorte, uma
andlise tentando comparar as idades ao diagndstico entre portadores de mutacdes em TP53 em
relacdo aos genodtipos apresentados para esses polimorfismos nao foi possivel, devido ao
pequeno nimero de pacientes com mutacdo detectada (n=9).

Entre as limitacdes envolvendo estudos de associacdo de polimorfismos estdo:
nimeros amostrais limitados, vieses por composi¢cdo étnica, ou presenca de mutagdes em
diferentes genes supressores de tumor e oncogenes influenciando nas andlises. Estudos com
um ndmero robusto de individuos sdo necessarios para uma abordagem com poder estatistico
maior. Em estudos de associagdo gendmica ampla o valor de significancia desejavel para um

polimorfismo € na grandeza de 107 (WHIBLEY; PHAROAH; HOLLSTEIN, 2009).

5.7  Frequéncia da mutacao R337H no Rio de Janeiro

Uma questao levantada por nosso grupo acerca da mutacdo R337H de TP53 foi qual
seria a sua frequéncia em coortes de pacientes encaminhados ao aconselhamento genético no
INCA. Essa mutacdo € encontrada em 0,3% da populacio do Sul do Brasil (~1/300
individuos). Esse dado foi similar em dois estudos independentes: num grupo controle de 750
mulheres do Rio Grande do Sul (PALMERO et al., 2008), e em 171.649 recém-nascidos no

Parana (CUSTODIO et al., 2013). Dessa forma, a frequéncia alélica estimada da mutagdo até
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0 momento em nosso pais € de 0,0015. A frequéncia de mutagdes germinativas em 7P53 em
outros paises ja foi estimada em 1/10.000 e 1/25.000 individuos (GONZALEZ et al., 2009;
MALI et al., 2012), o que torna a R337H pelo menos 30 vezes mais frequente que qualquer
outra mutagdo patogénica em 7P53. Dada sua importancia na pratica clinica no Brasil, as
diferencas entre as regides geograficas devem ser melhor caracterizadas.

A R337H também foi atribuida a um fenétipo mais brando da sindrome
(PALMERO et al., 2008), o que pode em parte ser explicado por resultar numa proteina
parcialmente funcional (KATO et al., 2003). As familias R337H brasileiras apresentaram
tumores que sao pouco frequentes em portadores de outras mutagdes em TP53, como tumores
renais e de tiredide (ACHATZ, 2008). Dessa forma, nossa andlise ndo incluiu apenas os
tumores mais caracteristicos da sindrome. O primeiro estudo realizado por nosso grupo foi em
pacientes com tumor de Wilms, que ja foi relatado como mais frequente em familias com
mutacdo germinativa em 7TP53 (BIRCH et al., 2001). Em um total de 46 pacientes com este
tumor, nenhum apresentou a mutagdo R337H. Posteriormente, a mutagdo foi investigada em
81 pacientes com retinoblastoma. Apesar desse cancer ndo ser associado a SFL/LFL, o gene
mais comumente mutado nele, RBI, divide uma via em comum com 7P53 (KLEINERMAN;
SCHONFELD; TUCKER, 2012). Nenhum dos pacientes com retinoblastoma apresentou a
mutacdo R337H.

Cento e vinte e seis probandos com cancer de mama, com suspeita clinica de cancer
hereditario de mama e ovario, e sem mutagdes patogénicas em BRCAI e BRCA2, também nao
apresentaram a mutacao. Somando a esses dados os dados dos Grupos 1 (SLF/LFL) e 2 (LFL-
suspeita), observamos a mutacdo R337H em apenas um paciente com carcinoma
adrenocortical (probando #25).

O carcinoma adrenocortical foi o primeiro a ser associado a mutagdo R337H.
RIBEIRO et al. (2001) relataram a mutacdo em 35 de 36 criancas (97%) com carcinoma
adrenocortical no Parana, onde este cancer pediétrico € 10 a 15 vezes mais incidente que no
resto do mundo. Em dois estudos realizados em Sao Paulo, 78% (14/18) e 93% (65/70) das
criangas com carcinoma adrenocortical apresentaram essa mutacdo (LATRONICO et al.,
2001; SEIDINGER et al., 2011), e 14% (5/37) dos adultos com o mesmo tumor também
apresentaram a R337H (LATRONICO et al., 2001). No Rio Grande do Sul, 82% (9/11) das
crian¢as com esse tumor apresentaram a R337H (GIACOMAZZI et al., 2013c).

A elevada associacdo com carcinoma adrenocortical pode ter relagdio com o pH do
6rgdo. A R337H ocorre no dominio de oligomerizacdao da proteina p53. Para a ligacdo entre
os monomeros de p53, a arginina no cédon 337 doa um préton ao residuo D352 de um

monomero adjacente, formando uma ponte de hidrogénio estivel. Essa ligacdo é fundamental
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para a formagdo do tetramero da p53 e sua adequada funcdo. A troca de uma arginina por uma
histidina a principio ndo altera este contato. Entretanto, como a histidina possui pKa
(constante de acidez) inferior ao da arginina, em condi¢des de pH aumentado, ocorre sua
desprotonagdo, tornando-a incapaz de formar uma ponte de hidrogénio. Dessa forma, o pH
aumentado seria importante para a atuacao patogénica de R337H, levando a hipdtese de que a
R337H seria tecido-especifica. Isso poderia explicar sua elevada frequéncia em tumores
especificos, como o da glandula adrenal (DIGIAMMARINO et al., 2002; ACHATZ, 2008).

Entretanto, apesar da evidente associacdo com o carcinoma adrenocortical, a R337H
também ji foi relatada com uma frequéncia elevada em outras coortes de individuos com
cancer, como outros canceres pediadtricos. Em casos de carcinoma do plexo cordide a
frequéncia da mutacdo foi de 69% (9/13) em Sao Paulo (SEIDINGER et al., 2011), 63%
(14/22) no Parana (CUSTODIO et al., 2011) e 100% no Rio Grande do Sul (2/2)
(GIACOMAZZI et al., 2013c). Além disso, 7% dos pacientes com osteossarcoma (3/41)
mostraram carregar essa mutacao (SEIDINGER et al., 2011). Recentemente, A R337H foi
reportada em 8% (7/83) dos pacientes com neuroblastoma em S@o Paulo. Esse tumor nao é
caracteristico SLF/LFL (SEIDINGER et al., 2015).

Pelos resultados que se t€ém até o momento, o cancer mais comum em portadores da
mutacdo R337H € o cancer de mama. Em 815 pacientes com cancer de mama ndo
selecionadas por critério familial e de diversas regides do pais, 8,5% apresentaram a R337H,
que foi encontrada inclusive em pacientes do Norte e Nordeste do pais, embora em menor
frequéncia que em estados do Sul e Sudeste (GIACOMAZZI et al., 2014a). No estado de Sao
Paulo, estudos de coortes de pacientes com suspeita clinica de cancer de mama e ovéario
hereditarios (HBOC) evidenciaram a mutacdo em 7,1% (2/28) das pacientes em Ribeirdo
Preto (CURY; FERRAZ; SILVA, 2014), 2,5% (3/120) na capital (SILVA et al., 2014a), e
2,4% (3/123) em Campinas (ASSUMPCAO et al., 2008).

Em comparacio, GOMES et al. (2012) encontraram a mutacdo em apenas 0,5%
(2/390) de pacientes com cancer de mama no Rio de Janeiro, € nenhum portador entre 324
controles testados. JA4 FERREIRA (2012) encontrou a R337H em 1/25 mulheres (4%) com
alto risco para cancer de mama. Embora nosso estudo seja preliminar, o fato da R337H
representar 6/13 das mutacdes detectadas em familias SLF/LFL descritas previamente
(ACHATZ et al., 2007) e apenas 1/8 das mutagdes nas familias SLF/LFL deste estudo sugere
que a R337H pode nao ser a mutagdo de 7P53 mais frequente fora das areas entre Sao Paulo e
Rio Grande do Sul. Isso estaria de acordo com a hip6tese da propagagdo da mutacdo ao longo

da rota dos tropeiros.
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Entretanto, ainda ndo se sabe ao certo se essa mutacdo teria surgido no Brasil, e
assim se espalhado pelo pais por uma migragdo interna; ou na Europa, sendo posteriormente
trazida para o pais (GARRITANO et al., 2010; PASKULIN et al., 2015). Uma anélise mais
detalhada de marcadores STR (do inglés: short tandem repeats) em portadores da R337H
mostrou que o haplétipo que carrega a mutacio € de origem caucasiana/Ibérica/Portuguesa, e
estimou que ele teria sido introduzido h4 aproximadamente 2.000 anos (cerca de 72 a 84
geracOes atrds). Dessa forma, € possivel que a R337H tenha surgido 1.500 anos antes da
colonizagdo brasileira. Nesse contexto, ela poderia ter sido introduzida no Brasil por
diferentes portadores. (PASKULIN et al., 2015). Se considerarmos essa hipétese, a
localizacdo geografica das familias com essa mutacdo atualmente estaria associada ndo s6 aos
padrées de migracdo inter-regional no Brasil, mas também a distribuicdo diferencial dos
imigrantes portugueses no pais desde o inicio da colonizagao.

Sabe-se que a populagdo brasileira é majoritariamente composta pela miscigenacao
de trés populacdes parentais: amerindios, europeus e africanos, com diferencas inter-regionais
importantes. De forma geral, a ancestralidade genética europeia € decrescente no sentido Sul-
Norte (SANTOS et al., 2010; SALOUM DE NEVES MANTA et al., 2013), por conta do
padrao de dispersdo dos contingentes migratérios europeus no pais (LEVY, 1974). Entre os
quatro estados do Sudeste brasileiro, a populacio do Rio de Janeiro é a que tem maior
distancia genética da populacdo parental europeia, seguida pela populacdo de Minas Gerais
(SALOUM DE NEVES MANTA et al., 2013). Isso seria coerente com uma menor frequéncia
da R337H nesses estados, caso a mutagado tivesse sido introduzida por imigrantes europeus.
De fato, uma investigacdo recente sobre a frequéncia dessa mutacdo em Minas Gerais ndo
revelou nenhum portador entre 513 controles e 103 pacientes com cancer de ovario
(SCHAYEK et al., 2015). Vale ressaltar, entretanto, que a mutacdo R337H nao € observada
com frequéncia na Europa (GIACOMAZZI et al., 2014b).

Estudos com amostras maiores sdo necessarios para esclarecer as diferengas
regionais quanto a frequéncia da R337H. Tendo em vista que essa € a mutacdo patogénica
mais comum de 7P53 numa mesma populacdo, e o alelo fundador associado a cancer mais
prevalente ja relatado (GIACOMAZZI et al., 2014a), justifica-se que a primeira investigacao
molecular de um individuo com suspeita clinica de SFL/LFL no Brasil seja no éxon 10 de
TP53. No entanto, o resultado negativo deve sempre ser procedido da analise dos demais

éxons, além da investigagcao da variacao do nimero de copias deste gene.
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5.8 Investigacdo por sequenciamento de nova geracao

Onze pacientes com critérios clinicos SLF/LFL (Grupo 1) sem mutacdes detectaveis
em 7TP53 foram selecionados para investigacdo de mutacdes em 124 genes com associacdo
germinativa e/ou somética ao cancer. Eles preenchiam no minimo os critérios clinicos de
Chompret, e todos apresentaram pelo menos um tumor tipico da sindrome. Mutagdes

potencialmente patogénicas foram encontradas em um grupo heterogéneo de 21 genes.

5.8.1 Mutacoes detectadas em BRCAI, BRCA2 e ATM

As proteinas codificadas por BRCAI, BRCA2 e ATM atuam, em conjunto ou
isoladamente, em diversas vias de sinalizacdo essenciais para o reparo de DNA e controle do
ciclo celular. Entre estas, estdo algumas das vias mais representadas dentro do conjunto de
mutacdes encontradas pelo sequenciamento de nova geracdo, neste trabalho: as vias do fator
de transcricio FOXMI1, via da anemia de Fanconi, via do fator de transcricio E2F, além da
propria via de p53 (DIMOVA; DYSON, 2005; RILEY et al.,, 2008; MOLDOVAN;
D’ANDREA, 2009; ZONA et al., 2014).

A partir da fosforilagdo de BRCA1 por ATM, BRCAI se liga a um complexo com as
proteinas BRCA2, BARDI e RADS5I1. Quando hid danos ao DNA, esse complexo ¢é
direcionado para as regides cromossdmicas submetidas a replicagdo do DNA. Quando nao ha
alteracdo nos genes envolvidos, o dano ao DNA € reparado, e o ciclo celular pode prosseguir
normalmente. Quando isso ndo ocorre, a pS3 induzira preferencialmente a via de apoptose. Se
a fungdo de p53 também estiver comprometida na célula, pode haver uma facilitagdo da
proliferacdo e invasao celular (ARNOLD; GOGGINS, 2004).

BRCAI e BRCA?2 sao os principais genes associados a sindrome de cancer de mama e
ovario hereditarios, um dos diagnoésticos diferenciais da sindrome de Li-Fraumeni. Mutacdes
germinativas nesses genes estao associadas ndo s6 a um risco aumentado de cancer de mama e
ovario, mas também de tubas uterinas, prostata e de cancer pancreiatico (PETRUCELLI,
DALY; FELDMAN, 2010; SCHNEIDER et al., 2013). Mutacdes em BRCA2 parecem estar
associadas a uma amplitude maior de tumores que as de BRCAI, como o cancer de bexiga,
estomago e melanoma (LIEDE; KARLAN; NAROD, 2004; PETRUCELLI; DALY;
FELDMAN, 2010). MANOUKIAN et al. (2007) analisaram 23 individuos de familias com
pelo menos um caso de sarcoma e um caso de cincer de mama, em busca de mutagdes nos
genes BRCAI, BRCA2 e TP53. Eles encontraram a mesma frequéncia de mutacdes em TP53
e BRCA2 (13%), sendo que um paciente carregava mutacao nos dois genes, € sugeriram que o
gene BRCA2 também deve ser investigado em familias com fendtipo tumoral de cancer de

mama/sarcoma. Entretanto, as quatro mutagdes em BRCA2 detectadas neste estudo estdo
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classificadas como benignas na base de dados BIC, que é considerado o banco de dados mais
completo de mutagdes em BRCAI e BRCA2. Porém, a mutacio c.2926_2927delTCinsAT, no
éxon 11 de BRCA2, ndo tem frequéncia alélica determinada em populacdes referéncia, € ndao
foram encontrados dados de ensaios funcionais que pudessem elucidar melhor sua
classificacao.

Ja a mutacdo de BRCAI, F1761S (rs80356905) é descrita como de significado clinico
incerto. Essa mutagdo esta localizada em um dos dominios BRCT, na por¢do carboxi-terminal
da proteina BRCAI1. Esses dominios sdo fundamentais na interacio de BRCA1 com outras
proteinas para a transmissdo dos sinais gerados pela cromatina danificada. Através dos
dominios BRCT, BRCAI pode se ligar a proteinas ativadoras e repressoras de transcri¢do,
proteinas do ciclo celular e proteinas de reparo do DNA (ROY; CHUN; POWELL, 2012). No
projeto 1000 genomas e no projeto Exome Sequencing, nao constam frequéncias alélicas dessa
mutacdo em populacdes referéncia. Além disso, existem evidéncias de ensaios funcionais
dessa mutagdo que demonstram graves prejuizos a funcdo da proteina BRCA1 (LEE et al.,
2010). De acordo com as recomendacdes da American College of Medical Genetics, esses sao
indicios fortes de patogenicidade de uma mutacdo (RICHARDS et al., 2015), portanto nés a
classificamos como provavelmente patogénica. A paciente portadora dessa mutagcdo (#15)
desenvolveu cancer de mama e cincer renal aos 62 anos, e sua familia apresentou o maior
nimero de casos de cancer deste estudo (n=16), entre eles cancer de mama, colorretal, pele,
sarcoma, cancer de estdmago e de sistema nervoso central.

A proteina ATM € uma serina/treonina cinase responsavel por ativar mais de cem
proteinas envolvidas na resposta a danos ao DNA, regulagdo do ciclo celular e outras vias de
sinalizacdo. Ela é capaz de fosforilar p53 em resposta a quebras na dupla fita do DNA,
diretamente ou por intermédio da proteina ATR. Mutacdes em homozigose no gene ATM
estdo associadas a Ataxia-Telangiectasia, condi¢do autossOmica recessiva que cursa com
alteracdes cutaneas, neuroldgicas, e elevado risco de cancer, especialmente malignidades
hematoldgicas (SHILOH; ZIV, 2013; CHAUDHARY; AL-BARADIE, 2014). Mutagdes em
heterozigose nesse gene sdo associadas a susceptibilidade moderada a diversos canceres,
contudo particularmente ao cancer de mama (THOMPSON et al., 2005).

A probanda #06 deste estudo, que era portadora da mutacdo nova E2087A em ATM,
tem um historico pessoal de cancer indicativo para o sequenciamento de 7P53, com dois
tumores tipicos da SLF na infancia (meduloblastoma e osteossarcoma). Recentemente, foi
relatada uma paciente com Ataxia-Telangiectasia, portadora de mutacdes bialélicas em ATM,
que tinha dois primos de primeiro grau com meduloblastoma e rabdomiossarcoma,

respectivamente. Um dos primos, com amostra disponivel para sequenciamento, foi
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diagnosticado com a mesma mutacdo do probando (ATM D2708N). Além disso, ensaios
utilizando culturas de linfoblastos de dois portadores de mutagdo nessa familia revelaram
sensibilidade elevada a radiacdo ionizante (CLAES et al., 2013).

Outras duas probandas do presente estudo apresentaram mutagdes em ATM, ambas
com cancer de mama. A probanda #33, que desenvolveu cancer de mama e sarcoma de partes
moles antes dos 50 anos, era portadora da mutacdo em ATM S49C. Embora seja considerado
um polimorfismo em determinadas populagdes (0,2-1,7%), o alelo S49C foi relatado como
um alelo de susceptibilidade ao cancer de mama (STREDRICK et al., 2006; FLETCHER et
al., 2010). A probanda #41 teve um cancer de mama aos 42 anos, e apresentou a mutacao
C532Y em ATM. Essa substitui¢cdo tem uma frequéncia alélica de 0,0002 na base de dados
dbSNP. A probanda tinha uma irma com cancer de mama em idade jovem e uma sobrinha
com leucemia na infancia, duas neoplasias associadas a mutagcdes em ATM.

Vale ressaltar que ambas as probandas #06 e #33 receberam radioterapia como parte
do tratamento de seus primeiros tumores, em areas proximas aquelas nas quais os segundos
tumores se desenvolveram. Levando em conta que trés dos onze probandos analisados por
NGS (27%) tinham mutacdo em ATM, e o fato de sensibilidade a radiacdo ionizante ser uma
caracteristica comum a portadores de mutagdo tanto em 7P53 quanto em ATM (IANNUZZI et
al., 2002; MCBRIDE et al., 2014), sugere-se que o rastreio mutacional de ATM deva ser
considerado em pacientes SLF/LFL nos quais nao forem encontradas mutacdes em TP53, pois
a detec¢do dessas mutacdes pode servir para orientar o tratamento, evitando a radioterapia

quando possivel.

5.8.2 Mutacoes novas detectadas: genes SETD2, PIK3C2A, SMO e PTPRC

Além de genes sabidamente associados ao cancer hereditario, os genes SETD2,
PIK3C2A, SMO e PTPRC revelaram mutagdes novas neste estudo.

A probanda #41 apresentou a substituicio R2040G, no gene SETD2. SETD2 é uma
proteina modificadora de histonas, responsavel pela trimetilacio da lisina 36 da histona 3
(H3K36). SETD2 interage com a proteina p53, e regula alguns de seus genes-alvos (XIE et
al., 2008). Tanto a expressao reduzida de SETD2 quanto mutagdes somdticas neste gene ja
foram observadas em amostras tumorais de mama (AL SARAKBI et al., 2009; TAN et al.,
2015). Além disso, mutacOes germinativas em heterozigose neste gene foram detectadas em
dois pacientes com uma sindrome de sobrecrescimento semelhante a sindrome de Sotos, que
foi denominada sindrome de Luscan-Lumish (LUSCAN et al., 2014). A sindrome de Sotos
(OMIM #117550), assim como diversas sindromes de sobrecrescimento, esti associada a uma

susceptibilidade aumentada ao cincer em idade precoce, por conta da estimulacdo da
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proliferacao celular. Outra mutacdo encontrada no gene SETD2 (C394R) foi observada no
probando #65 deste estudo. Este fato € digno de nota, j4 que o probando #65 possuia critério
clinico classico para a SLF, o mais especifico dos critérios, e ainda assim ndo apresentou
mutacdo em TP53. Nao estavam disponiveis, nos prontuarios destes pacientes, informacgdes de
exames fisicos que pudessem sugerir o diagndstico de sindromes de sobrecrescimento.

A mutacdo T1431P, no gene PIK3C2A, foi observada na probanda #51, que
desenvolveu um oligodendroglioma aos nove anos, e cuja avo havia falecido de cancer de
mama antes dos 40 anos. A proteina codificada por esse gene participa da via
fosfatidilinositol-3-cinase/AKT/mTor (PIK3C-AKT), frequentemente alterada em cancer de
mama (PANDE et al., 2014). Mutacdes somadticas ativadoras em PIK3CA, gene da mesma
familia de PIK3C2A, sdo responsaveis por um espectro de sindromes de sobrecrescimento
segmental como a sindrome de CLOVES (OMIM #612918) (KEPPLER-NOREUIL et al.,
2015), também associadas a um risco aumentado de cancer. Além disso, mutacdes
germinativas em PIK3CA foram observadas em pacientes com sindrome de Cowden (OMIM
#158350), um fendtipo de cancer hereditario que inclui tumores de mama em idade jovem e
harmatomas cerebelares (Lhermitte-Duclos), entre outros achados (ORLOFF et al., 2013).
Nos prontuérios dos pacientes do presente estudo, ndo estavam disponiveis informacdes de
exames fisicos que pudessem sugerir o diagndstico de sindrome de sobrecrescimento
segmental ou Cowden.

A mutacdo nova R168G, no gene SMO, foi observada na probanda #10, que
desenvolveu um osteossarcoma na infancia. No mesmo cédon deste gene, foi observada a
mutacdo R168H, na probanda #41. A R168H ¢é considerada rara, com frequéncia alélica
populacional de 0,0021. O gene SMO atua na via de hedgehog. Mutagdes que acarretam na
hiperativagdo dessa via foram observadas em tumores como carcinoma de células basais e
meduloblastomas (MACDONALD, 2012). Linhagens celulares de osteossarcoma exibem
hiperexpressdo dos genes alvos da via de hedgehog, e o uso de ciclopamina, um inibidor
especifico da proteina SMO, impediu o crescimento dessas células in vitro. Além disso, a
inibicao da expressdao de SMO com RNA de interferéncia impediu o crescimento in vivo e in
vitro dessas células, sugerindo um novo alvo terapéutico para osteossarcomas (HIROTSU et
al., 2010).

A mutacdo R1107I, no gene PTPRC, foi encontrada na probanda #01, que
desenvolveu um sinoviossarcoma na infancia, e cuja mae havia desenvolvido cancer de mama
bilateral antes dos 40 anos. Este gene codifica a tirosina fosfatase CD45, que regula

negativamente a sinalizacdo dos receptores de citocinas, € atua na maturacdo de células
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hematopoiéticas B e T. Mutacdes de perda de funcdo neste gene estdo associadas a leucemia

linfobléstica aguda de células T (PORCU et al., 2012).

5.8.3 Demais mutacoes encontradas neste estudo e interpretaciao geral dos resultados

Outros genes que ja foram associados a susceptibilidade ao cancer, e nos quais foram
encontradas mutagdes raras preditas patogé€nicas em nosso estudo foram os genes: ALK,
associado ao neuroblastoma hereditario (MOSSE et al., 2008); o gene PDGFRA, associado a
tumores gastrointestinais estromais (CHOMPRET et al., 2004); e o gene RET, associado a
sindrome de neoplasia enddcrina multipla (tipos IIA e IIB) (MARGRAF et al., 2009). Esses
niao sdo propriamente fendtipos encontrados na SLF/LFL, embora novas associacdes nao
possam ser descartadas. Além destes, uma muta¢do germinativa no gene PAXS5, que pode
estar associado a susceptibilidade a leucemia linfoblastica aguda de células B (SHAH et al.,
2013), também foi detectada em nosso estudo.

Alguns dos genes nos quais foram encontradas mutacdes potencialmente patogé€nicas
tém associacdo relatada a cancer apenas no contexto de mutagdes sométicas. Entre eles, estdo
os genes KDR (VEGFR2) e FLT4 (VEGFR3), que codificam receptores do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF). Esta via encontra-se frequentemente hiperativada
em tumores malignos. Além de ser necessaria para a promog¢ao da angiogénese tumoral, a via
de VEGF também atua de forma autdcrina nas células tumorais, promovendo a auto-
renovacdo de células-tronco tumorais, pela indu¢do da expressio de oncogenes, € o
crescimento tumoral (VARNEY; SINGH, 2015; ZHAO et al., 2015).

Ja as proteinas CREBBP e EP300 atuam diretamente na via de p53, promovendo a
acetilacdo desta proteina, modificacdo pds-traducional necessdria para sua atividade
transcricional (ITO et al.,, 2001). Além disso, eles participam como coativadores
transcricionais em diversas outras vias de sinalizacdo, interagindo por exemplo, com BRCAI,
BRCA2 e ATM, atuando no reparo de DNA, diferenciacdo celular, apoptose, entre outros.
Mutacdes germinativas nestes genes sdo responsaveis pela sindrome de Rubinstein-Taybi,
uma sindrome de malformacdo congénita que inclui sinais clinicos como retardo mental,
deficiéncia no crescimento pds-natal, microcefalia, dedos polegar e halux alargados, e
dismorfias faciais. Os portadores dessa sindrome t€ém uma elevada predisposicdo a tumores,
principalmente os de sistema nervoso central e sarcomas (MILANI et al., 2015).

Estudos adicionais sdo necessirios para esclarecer o impacto das mutacdes
encontradas neste trabalho. Nossas analises focaram na busca de mutagdes causais (ou seja, de
elevada penetrancia), levando em consideracdo os seguintes critérios: mutacdes raras ou nao

descritas em populagdes referéncias, que fossem nao-sindnimas (de sentido trocado, de c6don
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de parada, de mudanca de matriz de leitura, etc.) ou em sitios de splicing. No caso de
mutacoes de sentido trocado, elas deveriam envolver nucleotideos considerados conservados e
os softwares de predicdo deveriam classifica-las como patogénicas. Esses sdo critérios
usualmente utilizados para a investigacdo de mutacdes causais (STITZIEL; KIEZUN;
SUNYAEYV, 2011; YANG et al., 2015).

Deve-se salientar que essa abordagem tem limitagdes. Sabe-se que o cancer é uma
doenca multifatorial e que multiplas variantes genéticas, de baixa penetrancia, poderiam estar
interagindo sinergicamente na predisposi¢do a cancer nessas familias. Assim como em
diversas outras doencas, o efeito aditivo de variantes genéticas raras pode influenciar no risco
ou na gravidade de um fenétipo (RICHARDS et al.,, 2015). JOHNSON et al. (2007)
analisaram os efeitos de 25 SNPs ndo sindbnimos em genes associados a susceptibilidade ao
cancer de mama (BRCAI, BRCA2, ATM, TP53 e CHEK?2). Suas anélises mostraram que,
individualmente, esses SNPs tinham pouco efeito no risco de cancer, mas em conjunto,
estavam associados a um risco até 8 vezes maior, em pacientes que possuiam nove ou mais
desses SNPs (OR=8,04, IC: 1,89-34,26). O risco era 2,9 vezes maior para pacientes que
tivessem trés SNPs com frequéncia alélica populacional menor que 10%. Da mesma forma,
mutacdes sindnimas e em regides nao codificantes também podem estar associadas a doengas,
e esse ¢ um campo ainda pouco explorado, pela dificuldade em entender os mecanismos
envolvidos nessa associacdo (SAMUEL et al., 2014; RICHARDS et al., 2015).

Até o momento, nenhum gene além de 7P53 foi conclusivamente associado a
SLF/LFL (MALKIN, 2011). Dada a complexa variabilidade desses fenotipos, podemos
esperar que diferentes genes carreguem mutagdes patogénicas nas familias SLF/LFL,
dependendo de padrdes especificos de tumores nessas familias. Por exemplo, AURY-
LANDAS e colaboradores relataram uma frequéncia de 6,3% de CNVs novas (do inglés, copy
number variations) envolvendo genes de remodelamento de cromatina em familias com
critérios LFL de Chompret com excesso de tumores cerebrais (AURY-LANDAS et al., 2013).
Da mesma forma, uma mutacdo patogénica no gene POTI, um regulador de comprimento de
telomeros, foi associada a predisposicdo a cancer em quatro familias LFL com casos de
angiossarcoma (CALVETE et al., 2015).

Tanto no contexto de mutacdes de elevado impacto clinico, ou de diversas mutacdes
de baixa penetrancia atuando aditivamente, as tecnologias de nova geragcdo serdo cada vez
mais necessarias para identificar o background genético associado a fenotipos especificos da
SLF/LFL, ja que um grande nimero de genes precisard ser investigado na auséncia de

mutacoes em TP53.
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5.9  Aconselhamento genético no Brasil e acompanhamento clinico de pacientes com
suspeita de SLF/LFL

O presente trabalho foi uma abordagem inicial para a identificacdo e caracterizacao
fenotipica e molecular de pacientes com suspeita clinica de SLF/LFL tratados no Instituto
Nacional de Cancer, por meio do Servi¢o de Aconselhamento Genético dessa Instituicdo.

O aconselhamento genético (AG) é de extrema importancia na SLF/LFL, dada a
elevada penetrancia de algumas mutacdes em 7P53. O desafio inicial para que o AG ocorra
esta na identificacdo dos pacientes sob risco. Dessa forma, torna-se necessaria a divulgacao de
informagdes sobre o cancer hereditario. Um estudo realizado com 135 enfermeiros do
Hospital das Clinicas de Porto Alegre a respeito do cancer de mama revelou que 78,5% dos
participantes nunca consideraram encaminhar um paciente ou seus familiares a uma avaliacdo
de risco genético, e 96,3% deles mencionaram ter interesse em obter mais informacdes sobre
cancer de mama hereditario e aconselhamento genético (PROLLA et al., 2015). Em outro
estudo, realizado no municipio de Sao Carlos (SP), a respeito do conhecimento dos médicos
de diversas 4reas acerca do cancer hereditario, apenas 10 entre 325 médicos convidados
optaram por participar. Essa baixa adesdo que foi atribuida, entre outros fatores, ao possivel
desconhecimento dos médicos acerca do tema (MOREIRA; MELO, 2012).

Em Campinas (SP), 48% dos pacientes com cancer colorretal de um hospital
universitario ndo tinham informagdes de historia familial de cancer coletadas em seus
prontudrios. Entre os prontudrios com histéria coletada, apenas 6,2% tinham informacdes
sobre as idades ao diagndstico dos individuos, que é um dado necessario para inclusdo em
muitos dos critérios clinicos de cincer familial. Neste mesmo estudo, quarenta e cinco
pacientes com critérios para sindrome de cancer colorretal hereditario foram identificados
através da leitura de prontuérios, e nao havia registro de encaminhamento desses pacientes ao
aconselhamento genético (VIANA et al., 2008). O levantamento da histéria familial de cancer
¢ uma ferramenta simples e barata que motiva o encaminhamento dos pacientes para o
aconselhamento genético, e deveria ser coletada rotineiramente no atendimento ao paciente.
Ainda assim, pouca atencdo é dada a esses dados na rotina clinica, mesmo em centros de
referéncia. Esse fato € preocupante pela possibilidade de subregistro de familias sob risco
(PALMERO et al., 2007).

Medidas de treinamento dos profissionais de saide sdo uma ferramenta valiosa para
corrigir esse quadro. No municipio de Angra dos Reis (RJ), agentes comunitarios de saide
foram treinados para coletar dados de historia familial de cancer dos individuos por
entrevistas em suas residéncias (VIEIRA et al., 2015). Cerca de 136 familias com pelo menos

trés casos de cancer foram identificadas e indicadas para consultas com especialistas em
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aconselhamento genético. Entre as familias que compareceram as consultas, metade foi
classificada por especialistas como tendo risco moderado ou alto para ocorréncia de novos
canceres. O nivel de detalhamento da histdria de cancer obtido pelos agentes comunitarios foi
igual ou superior ao obtido pelos profissionais do aconselhamento em 83,5% dos casos. Um
resultado semelhante foi obtido na identificacdo de mulheres com risco de cancer de mama e
ovario hereditirios no Rio Grande do Sul, com a aplicagdo de um questiondrio por agentes de
atencao primaria em saude (ROTH et al., 2009).

Quanto ao conhecimento da populagcao, um estudo realizado com individuos atendidos
em um ambulatério de aconselhamento genético em Ribeirdo Preto (SP) revelou que mais de
60% dos usudrios ndo estavam cientes de sua predisposicio aumentada ao cancer, pois
consideravam seu risco de desenvolver a doenca igual ou menor que o da populacdo em geral.
Muitos desses individuos (75%) também acreditavam ndo terem recebido informacoes
suficientes sobre sua doenca e formas de prevencao (SILVA et al., 2013). CAMPACCI e
colaboradores (2015) desenvolveram um guia informativo a respeito do cancer hereditério,
aplicado a pacientes do sexo feminino antes de sua primeira consulta no AG. Embora 46%
das mulheres entrevistadas nao tenham entendido completamente o guia, todas relataram ter
entendido a ideia geral exposta, e manifestaram interesse em buscar mais informagdes sobre o
assunto. As participantes mostraram-se incentivadas a buscar medidas preventivas tanto para
si mesmas quanto para seus descendentes apos a leitura. O estudo enfatizou a importancia do
uso de ferramentas educativas que sejam de facil aplicagdo pelos profissionais de saide e que
tenham uma linguagem adequada ao publico-alvo (CAMPACCI et al., 2015).

Outra dificuldade enfrentada no Brasil € a inclusdo do aconselhamento genético na
pratica clinica por questdes financeiras. Os testes genéticos ndo estdo rotineiramente
disponiveis na assisténcia publica, o que torna a pesquisa uma via alternativa para que os
pacientes tenham acesso a esse servico (GIACOMAZZI et al., 2015; GOLDIM; GIBBON,
2015). Em janeiro de 2014, a Agéncia Nacional de Saude estabeleceu novas recomendagdes
para a autorizacdo da realizacio de testes moleculares em usuarios de planos de saude. Foram
incluidas trés sindromes de cancer hereditirio nessas diretrizes: sindrome de cancer de mama
e ovario hereditarios, sindrome de Lynch e sindrome de neoplasia end6crina multipla tipo 2
(Anexo da Nota 876/GGRAS/DIPRO/ANS). Entretanto, essas recomendacdes sdo mais
restritas que os protocolos utilizados pelo National Comprehensive Cancer Network (NCCN-
EUA), adotados em diversas partes do mundo, o que pode prejudicar o acesso de individuos
que se beneficiariam desses testes (LAJUS, 2015).

A ampliagdo dos estudos de caracterizacido epidemioldgica e molecular das sindromes

de cancer hereditirio € necessédria para aprimorar os protocolos de rastreamento precoce e de
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viabilizacdo dos testes genético no Brasil. A escassez de dados nesse tema dificulta as
estimativas de custo/beneficio desse tipo de rastreio (PALMERO et al.,, 2007). Isso é
especialmente importante considerando o tamanho e diversidade étnica populacionais do
Brasil, que condizem com variacdes regionais importantes na frequéncia dessas sindromes.
Esse aparenta ser o caso para a SLF (ACHATZ, 2008), melanoma familial (PUIG et al.,
2015), e para polipose adenomatosa familial (FAP) (MOREIRA-NUNES et al., 2015).

No Rio de Janeiro, o Servico de Aconselhamento Genético do INCA foi iniciado em
meados dos anos 2000, inicialmente s6 atendendo pacientes com suspeita clinica de cancer de
mama e ovario hereditarios. Posteriormente, foi implementada a pesquisa de mutagdes tanto
para pacientes com cancer colorretal quanto com retinoblastoma (PALMERO et al., 2007).
Mais recentemente, pesquisas envolvendo pacientes com tumor de Wilms e suspeita de
SLF/LFL foram iniciadas. Entre as principais dificuldades enfrentadas nesse servigo estdo: a
demora entre a entrada do paciente e o resultado do teste genético e a falta de conhecimento
dos médicos para o adequado encaminhamento de pacientes em risco. Assim como nos outros
centros brasileiros de aconselhamento genético, os testes genéticos no INCA estdo atrelados a
pesquisa, e importantes achados a respeito do cancer hereditario no Brasil j4 foram obtidos
por meio destes estudos (BRAGGIO et al., 2004; DA COSTA et al., 2008; BARBOSA et al.,
2009, 2013; EWALD et al., 2011; CARDOSO et al., 2013).

Esperamos que este trabalho possa contribuir com a caracteriza¢do epidemioldgica da
sindrome de Li-Fraumeni e Li-Fraumeni /ike no Brasil, chamando a atenc@o a importancia do
aconselhamento genético para as familias sob risco, e que os pacientes aqui incluidos possam
ser inseridos em estudos colaborativos da Rede Brasileira de Cancer Hereditario - REBRACH
(anteriormente denominada Rede Nacional de Cancer Familial) para o desenvolvimento de
programas de vigilancia em cancer.

O acompanhamento dos individuos com mutagdo germinativa em 7P53 ainda
representa um desafio, pela predisposicdo a tumores tdo diversos. Dessa forma, o
rastreamento de lesdes precoces precisa abranger multiplos 6rgaos (MCBRIDE et al., 2014).
VILLANI et al. (2011) propuseram um protocolo de vigilancia para portadores de mutacao
em TP53 assintométicos, envolvendo ressondncias magnéticas de corpo inteiro anuais e
exames de sangue a cada quatro meses, entre outras especificacdes que variavam entre
criancas e adultos. Dezoito entre 33 individuos com mutagdo optaram por participar do
estudo. Em sete anos, dezessete dos 33 individuos desenvolveram tumores. A sobrevida
global em 24 meses de acompanhamento entre os pacientes com cancer que aderiram ao
protocolo destes pesquisadores foi de 100% versus 20% dos pacientes que ndo aderiram
(p=0,0417).
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Um estudo semelhante tem sido realizado no Brasil, analisando a eficiéncia da
tomografia computadorizada por emissdao de pdsitrons com 18 fluordesoxiglicose (FDG-
PET/CT) na deteccdo precoce de lesdes. Foram detectadas seis lesdes em 30 portadores de
mutacdo em 7TP53, em Orgdos diversos, trés das quais foram confirmadas como malignas
(NOGUEIRA et al., 2015). A implementacdo de programas de vigilancia, prevengdo e
tratamento para esses individuos necessita de esfor¢os interdisciplinares na pratica clinica e na

pesquisa, para avaliagdo de custo/beneficio de cada um (MCBRIDE et al., 2014).
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6 Conclusoes

O presente estudo buscou caracterizar pacientes com suspeita clinica da SLF/LFL
fenotipica e molecularmente, além de investigar a frequéncia da muta¢do fundadora R337H
em diferentes coortes de pacientes oncoldgicos. Cinquenta e oito pacientes com suspeita
clinica da SLF/LFL foram investigados quanto a presenga de mutacdes em TP53 e CDKNIA.
Adicionalmente, trés coortes de pacientes acompanhados pelo aconselhamento genético do
INCA foram investigadas quanto a presenca da mutagdo R337H de TP53: 46 pacientes com
tumor de Wilms, 81 pacientes com retinoblastoma e 126 pacientes com suspeita clinica de
cancer de mama e ovario hereditarios. Para a investigacdo de novos genes associados a
sindrome, onze pacientes com critérios SLF/LFL e sem muta¢des detectadas em TP53 foram
submetidos a investigacdo de 124 genes associados ao cancer por sequenciamento de nova
geracdo. As conclusdes obtidas foram:
. Trinta e nove probandos eram de familias com critérios clinicos estabelecidos na
literatura para a SLF/LFL. A frequéncia de mutacdes patogénicas em TP53 nesse grupo foi de
20,5% (8/39). Grandes delecdes representaram 25% (2/8) dessas mutacdes, refor¢cando a
importancia da analise de rearranjos adicionalmente ao sequenciamento.
. Entre os critérios clinicos da SLF/LFL, o classico foi o mais especifico, e o critério de
Chompret, o mais sensivel. Sugere-se que os critérios de encaminhamento para o teste
genético de TP53 sejam analisados com cautela, dados os valores de sensibilidade e
especificidade encontrados. Independente dos critérios utilizados, os sarcomas de partes
moles, osteossarcomas e tumores adrenocorticais foram os melhores tumores “sentinelas”
para a detec¢do de mutacdes em TP53.
. Uma mutacido em 7TP53 foi encontrada entre os dezenove probandos que ndo
preenchiam os critérios SLF/LFL. Essa mutacao (R156H) foi relacionada a um tumor nunca
antes relatado na SLF, o carcinoma fibrolamelar. O segundo evento mutacional encontrado no
tumor fortalece a hipdtese de que TP53 esteja associado a este caso de cancer.
. Nao foram encontradas mutagdes em CDKNIA em nenhum dos 58 pacientes,
sugerindo a auséncia de envolvimento desse gene com a SLF/LFL.
. A mutacdo R337H foi encontrada em apenas um paciente, sugerindo que ela possa ser
menos frequente no Rio de Janeiro que em outros estados do Brasil.
. O sequenciamento de nova geracdo em probandos que nio apresentaram mutacdo em
TP53 detectou mutacdes em um grupo heterogéneo de genes. MutacOes de provavel
relevancia clinica foram encontradas nos genes ATM e BRCAI, além de mutacdes novas nos
genes SETD2, PIK3C2A, SMO e PTPRC. Estudos adicionais serdo necessarios para confirmar

a patogenicidade dessas mutagdes.
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ANEXOS

Anexo 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido para maiores de 18 anos

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
{Para pacientes maiores de 18 anosg)

Projeto de Pesquisa:
Caracterizagio clinica e molecular do cancer hereditario:
Rede Nacional de Cancer Familial

Home de Voluntario:

Yocé esta sendo convidado(a) pelos medicos e pesquisadores do INSTITUTO
MACIONAL DE CANCER (INCA) e de outras Instituictes de diferentes Estados do
pais que tratam de pacientes com céncer & participar de um projeto colaborativo, com
apoio do Ministérno da Saude e CHPg (Conselho Macional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico).

OBJETIVOS DO ESTUDOD

Este projeto de pesquisa pretende reunir informagdes sobre individuos e familias que
tém ceros tipos de cdncer com caracteristicas hereditarias. Estes tumores ocomem
£M pessoas que apresentam um fsco maior de desenvolver cancer devido & presenga
de fatores gensticos transmitidos de geragBo em geragSo. As informagfes obtidas
poderdo ajudar a compreender melhor este conjunto de doencas, e definir

1- Procedimentos para identificar individuos com maior risco de desenvolver tumores;
2- Esftrategias para identificar precocements tumaores hereditarios;

3- Procedimentos para estimular a prevencdo do céncer em individuos em risco;

4- Qluais s50 as alteracdes genéticas gue causam tumeres hersditarnios.

Para atingir estes objetivos, estamos convidando-o (8) a participar de forma voluntaria
neste projeto de pesquisa.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO
Ao participar deste projeto & apos assinar este termo de consentimento livre &
esclarecido, serdo solicitadas informagGes sobre a sua historia médica e sobre a sua
historia familiar de cancer. E possivel gue sejam solicitadas informagdes adicionais
sobre sua familia e outros familiares afetados por cdncer. Meste caso, serd solicitado
gue vocé fomeca as informagdes efou faga contato com seus familiares efou solicite
gque oz mesmos entrem em contato com a equipe de pesquisa. Por fim, ao participar
desse projefo de pesguiza vocé devera consentic com uma ou mais das seguintes
opcoes de participacio:

a) oz dados obfidos a partir da sua historia meédica e familiar poderdo ser
armazenados em um banco de dadoz e ulilizados posteriormente para ©
desenvolvimento do presente projeto;

b) uma amostra de sangue {10 mL, o equivalente a duas colheres de sopa) sera
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coletada para extragdo de acidos nucléicos e armazenamento na Instituicdo sendo
ufilizada posteromienie para o desenvolvimento do presente projeto, e

¢) uma amaostra de seu tumor efou tecido normal proximo, que ja tiverem sido retiradas
por cirurgia serdo armazenadas na Instituicdo em gue o Sr.{a) eatd sendo atendido
efou remetidas para amarenamento no IMCA. E rotina nos laboratorios de
patologia usar parte do tumor retirado por cirurgia para exames laboratoriais gue
sdo importantes para o diagnostico definitivo. O restante do tumor gue & retirado
ndo € utilizado e fica atmazenado nas instituicdes por um periodo de tempo, sendo
posteriormente descartado conforme LegislagSo Sanitaria que regulamenta o
assunto.

De acordo as opgdes de participac@o no projeto escolhidas por vocé as informagdes

fomecidas efou a3 amosiras armazenadas serdo utilizadas em estudos futuros para:

a) identificar & caracterizar caracteristicas individuais = familiares do cancer
hereditario;

b) identificar e caracterizar as alteragdes genéticas que podem estar relacicnadas ao
tipo de tumor diagnosticado.

Se estudos adicionais, ndo previstos inicialmente forem propostos, vocé sera chamado
{a), imformadoia) da possibilidade de paricipar do estudo e convidadod{a) novamente a
participar. Dados = materiais bioldgicos fornecidos somente poderdo ser utiizados
para estes projetos complementares se isso for autorizado por voce.,

METODOS ALTERNATIVOS

Vocé pode optar por uma das altemativas acima para sua participagao neste estudo.
N&o existem outras altemativas para sua participagdo no estudo, & caso ndo concorde
com nenhuma das alternativas vocé pode optar por ndo participar do estudo.

RISCOS

} seu tratamento sera exatamente o mesmo caso vocé participe ou ndo deste estudo.
& coleta de sangue (equivalente a duas colheres de sopa) para isolamento de acidos
nuclkéicos sera feita por pungdo vencsa adicional, além da rotina de tratamento a gue
vocé sera submetido(a). Esta pungdo venosa pode resultar em dor no local da punggo
ou manchas rochas transitorias chamadas de eguimoses. A amostra de tumor sera
obtida a partr do procedimento cinirgico que vocé serd submetido como parte do
tratamenta, e ndo implica em um risco adicional.

BEMNEFICIOS

A analise das informagbes e o materal biclogico coletado podem nd@o frazer um
beneficio direto a vocé. As informacgdes coletadas a respeito do seu tumor & sua
historia familiar de cancer poderdo ajudar a compreender melhor esta doenga em sua
familia. As informagdes coletadas também ajudardo a compreender os diferentes tipos
de tumaores heraditarios que ocormem no Brasil.
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ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Todo seu acompanhamento, para fins deste estudo, serda feito pelos meédicos
pesquisadores Femando Regla Varges ou José Claudio Casali da Rocha,
pesquizadores vinculados a esfe projeto.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Suas informagbes serdo mantidas sob sigilo, sendo utilizadas apenas pelos
pesquisadores participantes do projeto. O materal armazenado serd identificade no
laboratdrio por codigo formado por ndmeros e letras e, portanto, sua privacidade e
identidade serdo preservadas. As informagdes fomecidas sobre seu histérico pessoal
e seu histérico familiar sero utilizadas apenas para publicacdes cientificas ou com
fing educacionais, mas sua identidade & seus dados pessoais pemMmanecerdo
confidenciais, sendo tomados todos os cuidados para manter a sua privacidade.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

Todo e qualquer dano decomrsnte do desenvolvimento deste projeto de pesquiza, e
gue necessite de atendimento médico, ficara a cargo da instituicdo. O seu tratamento
e o acompanhamento médico independem de sua participagio neste estudo.

CUSTOS

Se vocé concordar em fomecer as informagdes efou material bioldgico mencionados
acima, dessjamos esclarecer que vocé ndo recebera guaisquer beneficios financeiros
por sua participagdo neste estudo.

BASES DA PARTICIPA(;ED

Sua participagao neste projeto € voluntaria. Se vocé ndo concordar em participar de
deste projeto sua decisdo ndo influenciara, de modo algum, em seu tratamento ou
acompanhamento, atuais ou futuros na Instituicio.

“Vocé pode retirar este consentimento a qualguer momento, de modo gque as
informagbes fomecidas, assim como as amostras bioldgicas fomecidas, ndo serdo
mais utilizadas no pressnte projeto e serfo descartadas.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Vocé receberd uma copia deste documento e o original permanecerd arguivado.
Somente assine este Termo se vocé compreendeu as informagdes contidas nele.
Caso vocd tenha questdes a fazer ou alguma divida gue ndo tenha sido esclarecida,
voceé pode entrar em contato com a Dra. Adriana Scheliga, Coordenadora da
Comizsdo de Etica e Pesquisa do INCA, pelo telefone (21) 323313563, ou com Dr
Héctor N. Seuanez Abreu Coordenador do Projeto, pelo telefone (21) 3233 1469
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A INCA

DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que fui
informado {(a), de forma clara e detalhada, livre de qualquer forma de
constrangimento e coergido, dos objetivos, da justificativa, dos procedimentos que
serel submetido, dos riscos. desconfortos e beneficios do presente Projeto de
Pesquisa, assim como dos procedimentos alternativog aos quais poderia ser
submetido, todos acima listados.

Opto em participar do projeto de pesquisa proposto fornecendo autorizagao
para uso de:

{ | dados obtidoz a partir de minha historia médica e familiar gque poderio ser
amazenados em um banco de dados e ulilizados posteromente para o
desenvolvimeanto do presente projeto;

Home do Participante

Assinatura do Participante Local e Data

{) uma amostra de sangue (10 mL, o equivalente a duas colheres de sopa) para
extracdo de acidos nucléicos & amazenamento na Instituicdo que serd utilizada
posteriormente para o desenvolvimento do presente projeto,

MNome do Participante

Assinatura do Participante Local & Data
{] amostras de meu tumor efou tecido normal proximo, que ja tiverem sido retiradas
por cirurgia.

HNome do Participante

Assinatura do Participante Local & Data
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) INCA

Adicionalmente, declaro:

1. Ter sido esclarecido scbre a garantia de receber resposta a gualguer pergunta sobre procedimentos,
riscos, beneficios ligados 3 pesquisa e que sersl informade guanto 2o desenvolviments de novos exames
relacionados.

2. Estar ciente de meu direito de refirar meu consentimento a qualguer momento, sem gue sso fraga
prejuizo @ continuidade de meu trataments.

3. Ter sido esciarecido que nio receberei nenhuma remuneragdo financeira.

4. Ter sido esclarecido sobre a seguranga de gue minha identidade sera pressrvada & gue todas as
informacgdes por mim formecidas serio confidenciais.

5. Que autorizo o amazenamento da amostra de mew DMNA, obtido nesse projeto de pesguisa, para
utilizagdo na investigagdo de sindromes hereditirias do cancer.

8. Que, em caso do desenvolvimento de novas pesquisas na area de cancer hereditirio, desejo ser
confatado e informado acerca destas pesquisas.

7. Que, caso sejam propostos novos projetos de pesquisa sobre cincer familial, entendo gue informagdes
sobre minha pessoafamilia & meu material binidgico soments poderdo ser utiizados se eu assinar novo
consentmento para o estedo especifico.

3. Declarp estar ciente de gue ndo ha prazo exato ou estipulado para receber resposta do resultado desta
pesquisa, mas que este sera informado assim que disponivel. Os resultados das analises de dados clinicos
e sobre testes de DMA ser3o disponiilizades em forma publicagdo cientifica, de modo a garantir o sigilo
sobre minha identidade. Os dados sobre testes de DMA serdo informados a mim efou a vm familiar por mam
indicado 52 eu assm o quiser.

9. Estou ciente de gue posso optar por nao saber o resultade do teste quando este estver dsponivel.

10. Em caso de impossibidade de receber o resultado pessocaimente, autorizo mewminha familiar, Srf5ra,
arecebé-lo Telefone [ ]

Eu exphguei a os objeivos, riscos, beneficios &
procedimentos necessanos para esta pesquisa, na mitha melhor capacidade.

Assinatura do pesquisador Home por extenso Local & Data

Eu §i e recebi uma chpia deste formulario de consentmento & concordo em participar da pesquisa. Eu
entendo a informac3o fomecida por este documento e tive a cportunidade de fazer perguntas e esclarecer
minhas duvidas sobre a pesquisa.

Home do Participante

Assinatura do Participante Local e Data
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Anexo 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido para responsavel por menor de 18
anos

i — a* e,
i .
,"'Qﬂ[ EP “N&
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
{Para responsavel por menor de 18 anos)

Projeto de Pesquisa:
Caracterizagdo clinica e molecular do cancer hereditario:
Rede Macional de Cancer Familial

Mome de Voluntario:

Home do Responsavel:

Vocé e seu filho{a) estio sendo convidados(as) pelos medicos e pesquisadores do
INSTITUTO MACIONAL DE CANCER (INCA)} e de outras Instituiches de diferentes
Estados do pais gue tratam de pacientes com céncer a paricipar de um projeto
colaborativo, com apoio do Ministéric da Saude & CNPg (Consslhe Macional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico).

OBJETIVOS DO ESTUDO

Este projeto de pesquisa pretende reunir informagdes sobre individuos e familias que
tém certos tipos de edncer com caracteristicas hereditarias. Estes tumores ocomem
em pessoas gue apresentam um rscoe maior de desenvolver cancer devido & presenca
de fatores genéticos transmitidos de geragBo em geracdo. As informagdes obiidas
poderfo ajudar a compreender methor este conjunto de doengas, e definir:

1- Procedimentos para identificar individuos com maior risco de desenvolver tumaores;
2- Estratégias para identificar precocemente tumaores hereditarios;

3- Procedimentos para estimular a prevengio do cancer em individuos em risco;

4- Quais sdo as alteragdes genéticas gue causam tumores hereditarios.

Para atingir estes objetivos, estamos convidando-os a participar de forma voluntaria
neste projeto de pesquisa.

Ao participar deste projeto e apds assinar este termo de consentimento livre e
esclarecido, serdo solicitadas informagdes sobre a histéria médica de seu filho(a) e
sobre a historia familiar de cdncer. E possivel que sejam solicitadas informagdes
adicionais sobre sua familia e outros familiares afetados por c8ncer. Neste caso, serd
solicitado que vocé fomeca as informagdes efou faca contato com seus familiares efou
solicite gque oz mesmos entrem em coniato com a equipe de pesquisa.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Ao participar desse projeto de pesqguiza vocé devera consentir com uma ou mais das

seguintes opebes de participagio:

a) os dados obtidos a partir da historia medica e familiar de seu fitho(a) poderdo ser
armazenados em um banco de dadozs e utilizados posternormente para o
dezenvolvimento do presente projeto;

b) uma amostra de sangue (10 mL, o equivalente a duas colheres de sopa) sera
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coletada de seu filho{a) para extrag@o de acidos nucléicos e armazenamento na
Instituigdo sendo ulilizada posteriormente para o desenvolvimenio do presents
projeto, &

€) uma amostra do fumor efou tecido normal proximo ao tumor de seu filho(a), que ja
tiverem sido retiradas por cirurgia seric ammazenadas na Instituigdo em que elefa)
estd sendo atendido efou remetidas para armazenamento ne INCA. E roting nos
laboratorios de patologia usar parte do tumor refirado por cirurgia para exames
laboratoriais gue s@o importantes para o diagnostico definitive. O restante do tumaor
gue & refirado ndo & utilizade e fica armazenado nas instituigdes por um pericdo de
tempo, sendo posteriormente descartado conforme Legislagdo Sanitaria gque
regulamenta o assunto.

De acordo as opgdes de participagdo no projete autorizadas por vocé as informacgdes
fornecidas efou as amostras armazenadas serdo utilizadas em estudos futuros para;
a) identificar e caracterizar caracteristicas individugis e familiares do cancer
heraditano;
b} identificar e caracterizar as alteragfes geneficas presentes em seu filho{a) gue
podem estar relacionadas ao fipo de tumor diagnosticado.

Se estudos adicionais, ndo previstos inicizslments forem propostos, vocé sera
chamado(a) para autorizar ou n&o a utiizagdo das informagdes e material biologico
fornecidos por seu filho{a). Dados & matenais biologicos fomecidos somente poderdo
ser uiilizados para estes projetos complementares se isso for autorizado por vocé.

METODOS ALTERNATIVOS

Vocé pode optar por uma das aliemativas acima para a participagdo de seu filho(a)
neste estudo. N8o existem outras alternativas para a participag@o de seu filho{a) no
estudo, e caso ndo concorde com nenhumas das altemativas vocé pode optar por ndo
autorizar a participagéo de seu filho{a) no estudo.

RISCOS

0 fratamento de seu filho (a) serd exatamente o mesmo caso vocé autorize ou ndo a
participag@o dele{a) no estudo. A coleta de sangue (eguivalente a duas colheres de
sopa) para isclamento de acidos nucléicos sera feita por pung3o venosa adicional,
além da rotina de tratamento a gue seu filho{a) sera submetido(a). Esta pungao venosa
pode resultar em dor no local da pungio ou manchas rochas transitdrias chamadas de
equimoses. A amostra de tumor sera obtida a partir do procedimento cindrgico que seu
filhoja) sera submetido comao parte do tratamento, & ndo implica em um risco adicional

BEMNEFICIOS

A andlise das informagdes e o material biolégico coletados podem ndo trazer um
beneficio direto ac seu filho{a). As informacdes coletadas a respeito do tumor de seu
filho (&) & a historia familiar de céncer em sua familia poderdo ajudar @ compraender
melhor a doenga de seu fitho{a) e em sua familia. As informagdes coletadas tambem
ajudardo a compreender os diferentas tipos de tumores hereditarios gue ocomem no
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ACOMPAMHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Todo acompanhaments de seu filhola), para fins deste estudo, sera feito pelos médicos
pesquisadores Femando Regla YVargas ou José Claudio Casali da Rocha,
pesquisadores vinculados a este projeto.

CARATER COMFIDENCIAL DOS REGISTROS

As informagbes fomecidas serdo mantidas sob sigiio, sendo utilizadas apenas pelos
pesquisadores participantes do projeto. O material armazenado serd identificado no
laboratorio por codigo formado por nimeros e letras e, portanto, a privacidade e
identidade sua de seu filhola) serfo preservadas. As informagdes fomecidas sobre o
historico pessoal de seu fitho{a) e seu historico familiar serdo utiizadas apenas para
publicagfes cientificas ou com fins educacionais, mas a identidade e os dados
pessoais permanecerdo confidenciais, sendo tomados todos os cuidados para manter a
sua privacidade e a de seu filhofa).

TRATAMENTC MEDICO EM CASO DE DANOS

Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquiza, e
gue necessite de atendimento medico, ficara a cargo da instituicBo. O fratamento de
seu filhofa) e o acompanhamento médico independem de sua aulorizagdo para
participagio neste estudo.

CUSTOS

Se vocé concordar em formecer as informacdes efou material biclogico de seu filho(a)
mencionados acima, dessjamos esclarecer que vocé & ssu filho(a) ndo receberdo
guaisguer beneficios financeiros pela participagdo neste estudo.

BASES DA PARTICFPA(;.&G
Sua autorizago para a participagdo de seu filho{a) neste projeto & voluntaria. Se vocé
n&o concordar em autorizar a participacdo de seu filhoi{a) neste projeto sua decisdo
nao influenciara, de modo algum, o fratamento ou acompanhamento, atuais ou futuros
de seu filhofa) na Instituigdo.

“Yocé pode retirar este consentimento & qualguer momento, de modo gque as
informagtes fomecidas, assim como as amostras biologicas fomecidas, ndo serdo
mais utilizadas no presente projeto € serdo descartadas.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

“Yocé receberda uma copia deste documento 2 o orginal permanecera arguivado.
Somente assine este Termo se vocé compreendeu as informagbes contidas nele.
Caso voce tenha guestdes a fazer ou alguma divida que néo tenha sido esclarecida,
voceé pode enfrar em contato com a Dra. Adriana Scheliga, Coordenadora da
Comissio de Etica e Pesquisa do INCA, pelo telefone (21) 32331353, ou com Dr
Héctor M. Seuanez Abreu Coordenador do Projeto, pelo telefone (21) 3233 1469
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro gue fiui
informade {(a), de forma clara e detalhada, livre de gualquer forma de
constrangimento e coergio, dos objetivos, da justificativa, dos procedimentos que
meu fithofa) sera submetido, dos riscos, desconfortos e beneficios do presente
Projeto de Pesquiza, assim como dos procedimentos alternativos aos quais elefa)
poderia ser submetido, todos acima listados.

Opto em autorizar participagio de meu filho{a) no projeto de pesquisa
proposto fornecendo autorizagio para uso de

{ | dados obtidos a partir da histaria medica e familiar de meu filho(a) que poderdo ser
amazenados em um banco de dados e utilizados posterioments para o
dessnvolvimento do presente projeto;

Assinatura do Responsavel

Mome do Responsavel Local e Data

{ ) uma amostra de sangue {10 mL, o eguivalente a duas colheres de sopa) de meu
filho{a) para extracdo de &cidos nucléicos & armazenamento na Instituigdo gue sera
utilizada posteriormente para o desenvolvimento do presente projeto,

Assinatura do Responsavel

Mome do Responsavel Local e Data

{ } amostras do tumor, efou tecido nommal proximo, de meu filho(a), que & tiverem sido
retiradas por cirurgia.

Assinatura do Responsavel

Mome do Responsavel Local e Data
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Adicionalmente, declaro:

1. Ter sido esclarecido sobre a garantia de receber resposta 3 qualguer pergunia scbre procedmentos,
risoos, beneficios ligados & pesguisa & que serel informado quanto a0 desenvolvimento de novos axames
relacionados.

2. Estar ciente de meu direitc de retirar meu consentmento 3 qualguer moments, sem gue sso trapga
prejuizo a contnuidade de meu tratamento.

3. Ter sido esclarecide gue ndo receberei nenhuma remuneracio financeira,

&, Ter sido esclarecido sobre a sepurancga de que a minha identidade e a de meu filho{z) serdo preservadas
e que todas as informagdes fomecidas por mim e meu fiho{a) serdo corfidenciais.

g. Que avlorizo 0 amazenamento da amostra de OMNA do meu filheda), obtido nesse projeto de pesguisa,
para utilizagio na investigag3o de sindromes hereditarias do cancer,

7. Que, em caso do desenvolviments de novas pesguisas na area de cancer hereditzrio, dessjo ser
coniatado & informado acerca destas pesguisas.

8. Que, caso sejam propostos nowos projetss de pesquisa sobre cancer familial, entendo gue |nFun113g.ne5
sobre meu fihola) & minha pessoafamifia & o matenal biokdgico de mew filho{a) somente poderdo ser
utilizados se eu assinar novo consentimento para o estudo especifico

2. Declaro estar ciente de gue naoc ha prazo exato ou estipulado para receber resposta do resuftado desta
pesguisa, mas que este sera informado assim que disponivel. Os resultados das analises de dados clinicos
e sobre testes de DNA serdo disponibilizados em forma publicacio cientifica, de meodo a garantir o sigilo de
identidade de meu filho{a). Os dados sobre testes de DMA serae informados a mim efou a um familiar por
mim indicado 5& eu 550N © QUISET.

10. Estou ciente de que posso optar por n3o saber o resultado do teste guando este estver disponivel.

11. Em caso de mpossibilidade de receber o resuliado pessoalments, autonzo mewminha familiar, Sr.fSa.
a recebé-lo Telefons | ) A

Eu expligusi a os chjetivos, rscos, beneficios e
procedimentos necessarios para esta pesquisa, na minha melhor capacidade.

Assinatura do pesquisador Local e Data

Eu li & recebi uma copia deste formulano de consentimente & concorde em autorizar a participagac de meu
filho{a] neste projeto de pesguisa. Eu entendo 3 nfnrma-;.au fomecida por este documenio e twe a
oportunsdade de fazer perguntas e esclarecer minhas duvidas sobre a pesquisa.

Mome do Paciente menor de 18 anos

Assinatura do Responsavel

Mome do Responsavel Local e Data
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Anexo 3 — Termo de consentimento livre e esclarecido para familiares de pacientes

B (INCA

Termo de Conseantimento Livre e Esclarecido
(Para familiares maiores de 18 anos de pacientes)

Projeto de Pesquisa:
Caracterizagio clinica @ molecular do cdncer heraditirio:
Rede Nacional de Cancer Familial

Nome de Voluntario:

Vock estd sendo convidado{a) pelos meédicos e pesquisadores do INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER (INCA) & de oulras Instituighes de diferentes Estados do
pals gue fratam de pacientes com cincer a participar de um projeto colaborativo, com
apoio do Ministério da Salde & CNPg [(Conselho Macional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico).

OBJETIVOS DO ESTUDO

Este projeto de pesquisa pretende reunir informagbes sobre individuos & familias que
tém certos lipos de cAncer com caracteristicas heraditdrias. Estes tumores ocormem
&M Pessoas que apresentam um rsco maior de desenvolver cancer devido & presenca
de fatores genéticos transmitidos de geragdo em geracdo. As informagbes obtidas
poderdo ajudar a compreender melhor este conjunto de doencas, e definir:

1= Procedimentos para identificar individuos com mailor risco de desanvolver tumores;
2- Estraiégias para identificar precocementa tumores hereditarios:

3- Procedimentos para estimular a prevencao do cancer em individuos em risco,;

4- Quais 580 as alteracies genélicas gue causam umones hereditarios.

Para atingir estes objetivos, estamos convidando-o (a) a participar de forma voluntaria
neste projeto de pesguisa.

Ap participar deste projeto & apds assinar este termo de consentimento livee &
esclarecido, serdo solicitadas informagbes sobre a sua historia médica e sobre a sua
histéria familiar de cincer. E possivel gue sejam solicitadas informacies adicionais
sobre sua familia @ outros familiares afetados por cncer. Neste caso, serd solicitado
que vocé forneca as informacbes elou faca contato com seus familiares efou solicite
que 05 MEesmos antrem em contato com a equipe de pesquiza. Por fim, ao participar
desse projeto de pesquisa vood devera consentir com uma ou mais das seguintes
apgdes de paricipagao:

a) os dados obtidos a parlir da sua histdria médica e familiar poderdo ser
armazenadocs em um banco de dados e ufilizados posterormente para o
desenvolvimento do presente projeto,

b} uma amostra de sangue (10 mL, o equivalente a duas colheres de sopa) serd

A2l

L= Adrinms Schelgs
Coprdeandurs
Cmamitd de Ejlea F.!ﬂ g w0
CEP-INA

Frid 11487 - Carueterizaciin clisies ¢ mulooslar da clicer bepeditine: Rede Nations] de Ciserr Fansilial - vorsdo 0] die 149108 — 1
Agrenvails cm 1T LS

140



‘ﬁa Ep riNCA

colatada para extragio de &cidos nucléicos e ammazenamanto na Instituicdo sendo
utiizada postenormente para o desenvolvimento do presente projeto, @

De acordo as opgdes de parlicipagdo no projeto escolhidas por vocd as informaches

formecidas efou as amosiras ammazenadas serao wilizadas em estudos futuros para:

a) identificar e caracterizar caracteristicas individuais e familiares do cincer
hereditario;

b} identificar & caracterizar as alteracdes genéticas que podem estar relacionadas ao
tipo de tumor diagnosticado.

Sa estudos adicionais, ndo previstos inicialmente forem propostos, vood sera chamado
(a), informada(a) da possibilidade de participar do estudo e convidado{a) novamenie a
participar. Dados @ materiais bioldgicos fornecidos somente poderdo ser utilizados para
estes projelos complementares se izso for autorizado por vocs.

METODOS ALTERNATIVOS

Vocé pode optar por uma das alternativas acima para sua participagdo neste estudo.
Mao existen oulras allemativas para sua participagao no esiudo, e caso ndo concorde
com nenhuma das alternativas vocé pode optar por ndo participar do estudo.

RISCOS

A coleta de sangue (equivalente a duas colheres de sopa) para isolamento de Acidos
nucléicos serd feita por pungdo venosa pode resultar em dor no local da pungdo ou
manchas rochas transitdrias chamadas de equimoses.

BENEFICIOS

A analise das informagdes @ o material bicldgico coletade podem ndo trazer um
beneficio direto a vocdé. As informagbes coletadas a respeilo do seu tumor @ sua
histdria familiar de cancer poderdo ajudar a compreender malhor esta doenga em sua
familia. Az informacghes coletadas também ajudardo a compreendar os diferentes tipos
de tumores hereditarios que occormem no Brasil,

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Todo seu acompanhamento, para fins deste estudo, sera feilo pelos médicos
pesguisadores Femando Regla Vargas ou José Claudio Casali da Rocha,
pesquisadores vinculados a este projeto.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Suas informagtes serdo mantidas sob sigilo, sendo ullizadas apenas pelos
pesquizadores participantes do projeto. O material armazenado serd identificado no
laboratéric por cbdigo formado por ndmeros e letras e, porlanto, sua privacidade e
identidade serfo preservadas. As informagdes fornecidas sobre seu histdrico pessoal @
sau historico familiar serdo utilizadas apenas para publicagies cientificas ou com fins
educacionais. mas sua identidade & seus dados pessoals permanecerac confidenciais,
sendo tomados odos os cuidados para manter a sua privacidade.
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TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

Todo e qualguer dano decorrents do desenvolvimento deste projeto de pesguisa, @
que necessite de atendimento médico, ficard a cargo da instituigdo. O seu tratamento
& 0 acompanhamento médico independem de sua paricipacio nesta estudo.

CUsSTOS

Se vood concordar em fornecer as informagdas alou material biclégico mencionados
acima, desejamos esclaracer que vood nao recebera quaisquer beneficios financeiros
por sua pariicipagio neste estudo.

BASES DA PARTICIPACAD

Sua participacao nasta projeto & voluntaria. Se vocé ndo concordar em participar deste
projeio sua decisdo ndo influenciard, de modo algum, o seu tratamento ou
acompanhamento, atuals ou futuros, na Instituicio.

Vool pode retirar seu consentimento a qualguer momento, de modo que as
informactes fornecidas, assim como a amostras bicldgica formecida, ndo serdo mais
utilizadas no presenta projeto @ serdo descariadas.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Vook recebera uma cfpla deste documenio e o original permanecerd arguivado.
Somente assine este Termo se vocd compreendeu as informacdes contidas nele.
Caso vocé tenha questbes a fazer ou alguma duvida gue ndo tenha sido esclarecida,
vook pode entrar em contatc com a Dra. Adrilana Scheliga, Coordenadora da
Comissdo de Etica e Pesquisa do INCA, pelo telefone (21) 3233-1353, ou com Dr
Héctor N. Seuanez Abreu Coordenador do Projeto, pelo telefone (21) 3233 1469
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO

Pelo presente Termo de Consentimento Livre & Esclarecido, declaro que ful
infermado (a), de forma clara & detalhada, livee de qualquer forma de
constrangimento & coergdo, dos objetivos, da justificativa, dos procedimentos que
serel submetido, dos riscos, desconfortos e beneficios do presente Projeto de
Pesquiza, assim como dos procedimentos altermatives aos quals poderia ser
submetido, todos acima listados.

Opto em participar do projeto de pesquisa proposto fornecendo autorizagao
para uso de:

{ } dados obtidos a partir de minha histdria médica e familiar gue poderdo ser
armazenados em um banco de dados e utilizados posterormente para o
desenvolvimento do presents projeto,

Nome do Participante

Assinatura do Participante Local & Data

{ ) uma amostra de sangue (10 ml, o equivalente a duas colheres de sopa) para
exiracdo de Acidos nucléicos & armazenamento na Instituicdo que serd utilizada
posterorments para o desenvolvimento do presente projeto,

Nome do Participante

Assinatura do Participanta Local & Data
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Adicionalmente, declaro:

1. Ter sido esclerecido sobre a garantia de receber resposta & qualguer pergunta sobre procedimentos,

rizcos, bensfloos bgados & pesquiss & que sersl informado guanto a0 dessnvoldments de NoYos exXames
relacionatos.

2. Eslar ciente de meu direlto de retirar meu consentimentn & gualguer momenio, sem gue Bso fraga
prejuizo a continuidade de meu ratamente.

3. Ter sido esdlarecdo que néo receberel nenhuma remunersgso financaira.

4. Ter sido ssclarecido sobre a8 seguranga o= gue minha identidede seré preservada & gue lodas as
informagdes por mim fomecidas sergo confidenciais.

5. Owe gulnrzo o armazenamento da amostra de mew DMA, obtido nesse projsio de pesquisa, para
utizecso na investigacao de sindromes hereditarias do cancer.

6. Que, em caso do desemvobdmenio de noves pesquisss ne &rea de clncer hereditirio, desejo ser
contatsdo & infermado scerca destas pesguisas.

T. Que, caso sejam proposios novos progedos de pesquisa sobre cénoer familial. entendo gue informacdes
sobre minha pessoafamiliia @ meu materdal biolbgico soments poderdo ser utilizados s= eu Sssinsr oo
consentimento pera o estudo especificn.

8. Declare estar clente de que n&o hé prazo exsto ou estipulado para receber resposia do resultado dests
pesouna, mes que este serd infermado assim que disponivel. Os resultados das andlises de dados clinlcos
& sobre testes de OMA serdo disponibilizados em forma publicacio cientifica. de modo a garantic o sigilo
sobre minha identidads. Os dados sobre testes de ONA serdo informados 8 mim edou & um familiar por mim
Indicado se au assim o quiser,

8. Estou chente o que posso opiar por n8o saber o resultado do teste quando este estver daponival.

10. Em caso de impossibilidade de receber o resuftado pessosimente, autorizo mewminha famdliar, Sr.iSra.
& recebé-lo Telefone | )

Eu expliqusl & o8 objativos, rscos, beneficics &
procedimentos necessanios para esla peaquisa, na minha medhor capacidads.

Assinatura do pesquisador Nome por extenso Local e Data

Eu 8 & recabi ums cbpis deste formuldro de consentimenin & concordo em participar da pesguisa. Eu

entendo & informagdo fornecida por este documento & tive a oporunidade de fazer pergunias e esclarecer
minhas dovidss sobre a pesquisa.

Nome do Participante

Azzinatura do Participante Local & Data

RG ou CPF do Participants | . |
APl
Thrm AdrinEE 51 heliga
Coardreasdera
% dle Exien gm Fragutis

L6 -
CER-INCA

Frul | 1487 - Caructerizacin chisics ¢ mmloosler da diinter berolitinis: Rede Sacinned & Cineor Fanifial - vorsdo n] di 14505 - 5
Apravaile cm 178 |08
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Anexo 4 — Carta de aprovacao do projeto pelo comité de ética

Memo 003/08-CEP-INCA Rio de Janeiro, 10 de janeiro de 2008

A(0): A(0): Dr. Héctor N. Seuanez Abreu
Pesquisador(a) Principal

Registro CEP n° 114/07 (Este n°. deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)
Titulo do Projeto: “Implementacio de rede nacional de cancer familial”

Prezado Pesquusador,

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer apos re-analise
aprovou o Protocolo intitulado: Tmplementagdo de rede nacional de cancer familial bem
como seus Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (versido 1 de 04/01/2008), em
10 de janeiro de 2008.

Ressaltamos que conforme descrito na folha de rosto (item 49), o pesquisador
responsavel devera apresentar relatorios semestrais a respeito do seu protocolo que
estiio previstos para as seguintes datas: jullio/2008 e janeiro/2008.

Estamos encamunhando a documentagdo pertinente para a CONEP com vistas a
registro e arquivamento.

Atenciosamente

Dr. Catlos Henrique D. Silva
Coordenador Substituto de-Comité de Etica em Pesquisa
CEP-INCA
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Anexo 5 - Lista de 124 genes associados a cancer incluidos no painel NGHS-501Z

(Qiagen®)

# bases #

Locus Cromo | Localizacio #bases | O | Yo bases amplicon Tal’nz.mho Tan}a{lho Tal}nz,nho
SSomo GRCh37 alvos s cobertas s minimo médio maximo

ABLI chr9 133589265 3769 3706 98.33% 84 102 144.43 160
PARP1 chrl 226548388 3505 3358 95.81% 59 103 143.97 160
PARP4 chrl3 24995161 5835 5581 95.65% 90 102 142.83 160
AKTI1 chrl4 105235683 1895 1647 86.91% 45 100 137.44 160
ALK chr2 29415582 5443 5267 96.77% 97 100 143.74 160
APC chr5 112043157 9017 8856 98.21% 153 100 148.47 160
ATM chrll 108093557 10411 9914 95.23% 203 100 144.22 160
FOXL2 chr3 138663065 1151 815 70.81% 34 100 143.32 160
BRCAL1 chrl7 41196307 6118 6005 98.15% 112 101 144.46 160
BRAF chr7 140433784 2860 2450 85.66% 48 104 144.65 160
BRCA2 chrl3 32889584 10777 10238 95% 164 100 148.28 160
CASP8 chr2 202098145 2013 1834 91.11% 47 102 139.79 160
RUNX1 chr21 36160076 1749 1574 89.99% 104 100 145.13 160
CBL chrll 119076997 3041 2997 98.55% 152 100 147.83 160
CDH1 chrl6 68771103 2969 2937 98.92% 68 102 143.84 160
CDKN2A chr9 21967731 1184 934 78.89% 24 105 145.33 160
CEBPA chrl9 33790810 1097 496 45.21% 24 113 147.08 160
CREBBP chrl6 3775022 7949 7745 97.43% 146 100 143.31 160
CSFIR chr5 149432839 3339 3258 97.57% 67 102 144.94 160
CTNNAL1 chr5 138089034 3327 3008 90.41% 62 100 143.77 160
CTNNB1 chr3 41240957 2626 2600 99.01% 55 103 143.09 160
CTSL chr9 90340898 1142 1121 98.16% 28 101 143.54 160
CYLD chrl6 50775889 3211 2975 92.65% 125 100 147.36 160
DNMT3A chr2 25455841 3344 3210 95.99% 82 103 141.38 160
EGFR chr7 55086846 4564 4205 92.13% 97 103 143.90 160
EP300 chr22 41488603 7865 7710 98.03% 122 100 147.59 160
ERBB2 chrl7 37844381 4356 4141 95.06% 81 100 138.98 160
ERBB4 chr2 212240414 4552 4315 94.79% 171 100 146.31 160
EZH2 chr7 148504461 2680 2539 94.74% 52 101 139.37 160
FGFR1 chr8 38268622 3015 2854 94.66% 82 101 14291 160
FGFR3 chr4 1800965 2932 2739 93.42% 70 101 140.80 160
FGFR2 chrl0 123237843 3110 3036 97.62% 79 104 146.28 160
FIGF chrX 15363695 1205 1179 97.84% 28 105 148.43 160
FLT1 chrl3 28874444 4913 4632 94.28% 163 100 147.66 160
FLT3 chrl3 28577465 3462 3258 94.11% 63 100 146.29 160
FLT4 chr5 180028480 4716 4332 91.86% 89 100 142.57 160
MTOR chrl 11166584 9204 8924 96.96% 146 100 143.20 160
GATAI chrX 48644984 1342 1322 98.51% 21 103 141.00 160
GATA2 chr3 128198223 1543 1533 99.35% 49 100 142.76 160
GNAI11 chrl9 3110084 1220 1051 86.15% 19 100 138.95 160
GNAQ chr9 80335172 1220 1168 95.74% 35 100 146.69 160
GNAS chr20 57414790 4336 3858 88.98% 70 102 139.97 160
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GRIN2A chrl6 9847226 4791 4624 96.51% 195 101 147.81 160
MSH6 chr2 48010237 4283 3923 91.59% 56 106 146.14 160
HRAS chrll 532206 780 763 97.82% 15 119 142.87 160
IDH1 chr2 209100944 1405 1352 96.23% 38 106 146.68 160
IDH2 chrl5 90627207 1579 1501 95.06% 26 101 135.69 159
IGF2R chr6 160412200 8436 8018 95.05% 131 100 146.45 160
IL7R chr5 35856963 1544 1535 99.42% 28 100 142.46 160
JAK2 chr9 4985241 3859 3745 97.05% 86 100 142.59 160
JAK3 chrl9 17935569 3984 3848 96.59% 71 100 142.89 160
KDR chr4 55944392 4671 4556 97.54% 94 101 145.13 160

KIT chr4 55524137 3354 3249 96.87% 78 102 144.74 160
KRAS chrl2 25358270 787 775 98.48% 67 101 145.03 160

SMAD2 chrl8 45359406 1604 1593 99.31% 143 102 146.07 160

SMAD4 chrl8 48556530 1879 1792 95.37% 115 102 147.30 160
MENI1 chrll 64570979 2028 1995 98.37% 48 106 145.21 160
MET chr7 116312364 4704 4598 97.75% 99 103 145.82 160
MLH1 chr3 37034832 2651 2553 96.3% 49 102 145.08 160
MPL chrl 43803441 2148 2020 94.04% 46 100 138.85 160

ABCC1 chrl6 16101617 5266 4985 94.66% 93 100 143.87 160
MSH2 chr2 47630209 3277 2947 89.93% 50 103 147.92 160

MYDS8S8 chr3 38179931 1054 1038 98.48% 37 115 147.14 160

NF1 chrl7 29421917 9900 9465 95.61% 210 103 146.67 160
NF2 chr22 29999496 2164 2127 98.29% 84 102 147.14 160
NOS1 chrl2 117645942 5072 4945 97.5% 161 100 144.93 160

NOTCHI1 chr9 139388867 8348 8168 97.84% 140 100 141.26 160

NOTCH2 chrl 120454200 8149 8017 98.38% 171 100 146.49 160
NPM1 chr5 170814662 1134 1121 98.85% 32 107 142.94 160
NRAS chrl 115247116 650 644 99.08% 60 102 147.60 160
NTN3 chrl6 2521491 1863 1378 73.97% 23 102 135.48 160
PAXS chr9 36838484 1547 1346 87.01% 52 107 145.71 160

PDGFRA chr4 55095269 3831 3623 94.57% 95 108 147.82 160

PDGFRB chr5 149493401 3761 3641 96.81% 81 106 145.91 160

PIK3C2A chrll 17108056 5701 5287 92.74% 119 100 142.63 160

PIK3CA chr3 178866382 3607 3342 92.65% 58 100 142.47 160

PIK3R1 chr5 67511661 2637 2561 97.12% 102 100 146.50 160

PPP2R1A chrl9 52693045 2070 1980 95.65% 37 102 139.68 160

PRKAARI chrl7 66508087 1407 1314 93.39% 63 101 144.19 160

PRKCE chr2 45879042 2588 2406 92.97% 72 100 145.19 160

MAP2K1 chrl5 66679193 1436 1348 93.87% 37 103 144.70 160

PTCH1 chr9 98205263 5045 4860 96.33% 130 100 143.98 160
PTEN chrl0 89623335 1392 1232 88.51% 74 100 147.16 160
PTGS2 chrl 186640963 2015 1947 96.63% 54 102 148.13 160
PTPNI11 chrl2 112856484 2086 1998 95.78% 84 109 148.01 160
PTPRC chrl 198608136 4745 4183 88.16% 93 102 142.88 160
RB1 chrl3 48877810 3327 2644 79.47% 65 104 142.89 160
RET chrl0 43572565 3777 3662 96.96% 91 103 142.95 160

147




ROS1 chr6 117609523 7904 7679 97.15% 119 101 145.17 160
MAP2K4 chrl7 11924087 1502 1280 85.22% 52 106 145.17 160
SMA4RCA chrl9 11091381 5761 5462 94.81% 87 100 140.00 160
SMAIRCB chr22 24129093 1392 1294 92.96% 27 101 143.85 159
SMO chr7 128828726 2604 2318 89.02% 46 103 143.15 160
SRC chr20 35973082 1831 1671 91.26% 60 102 144.00 160
STK11 chrl9 1206244 2135 1866 87.4% 39 103 139.62 160
HNF1A chrl2 121416510 2423 2206 91.04% 49 107 144.76 160
TERT chr5 1253280 3719 3509 94.35% 59 101 139.24 160
TGFBR2 chr3 30647976 1939 1926 99.33% 58 100 146.03 160
TNFAIP3 chr6 138188597 2533 2507 98.97% 60 113 148.97 160
TOP1 chr20 39657409 2797 2592 92.67% 61 101 143.67 160
TP53 chrl7 7571703 1503 1413 94.01% 40 100 147.43 160
HSP90B1 chrl2 104324174 2772 2644 95.38% 46 104 143.63 160
TSHR chrl4 81421833 2691 2547 94.65% 70 100 146.53 160
KDM6A chrX 44732347 4962 4606 92.83% 87 100 145.26 160
VHL chr3 10183318 702 640 91.17% 40 106 139.60 160
WT1 chrll 32409320 1784 1651 92.54% 48 105 140.77 160
XPO1 chr2 61705034 3746 3571 95.33% 72 101 143.17 160
ARIDIA chrl 27022533 7258 6717 92.55% 111 100 140.70 160
TRRAP chr7 98478695 13095 12422 94.86% 194 103 145.22 160
SOCS1 chrl6 11348393 656 540 82.32% 12 101 137.75 160
TNKS chr8 9413389 4524 4279 94.58% 144 100 145.83 160
HDAC4 chr2 239969848 3844 3644 94.8% 123 102 141.72 160
AKT3 chrl 243651464 1764 1650 93.54% 101 104 148.35 160
POLR3A chrl0 79734886 4793 4607 96.12% 97 101 145.35 160
FKBP9 chr7 32996954 2119 1756 82.87% 43 100 14491 160
PIK3R5 chrl7 8782221 3003 2931 97.6% 66 103 143.58 160
SETD2 chr3 47057897 8252 7810 94.64% 115 108 146.70 160
TET2 chr4 106067021 6278 6241 99.41% 203 101 147.45 160

FBXW7 chrd 153242409 2898 2711 93.55% 67 101 144.64 160

CRLF2 chrX 1314867 912 880 96.49% 13 102 138.46 160

CDC73 chrl 193091081 1936 1714 88.53% 78 101 145.99 160
CARDI1 chr7 2945694 4020 3880 96.52% 68 100 14451 160

AMERI1 chrX 63404989 3506 3506 100% 102 104 149.63 160
ASXLI chr20 30946066 4912 4782 97.35% 95 101 147.20 160

148




Anexo 6 — Protocolo de preparo das bibliotecas para sequenciamento de nova geracao

Os reagentes utilizados nas 3 etapas sio do fabricante Ilumina®
Etapa 1: Reparo das pontas

1. Diluir 500 ng de DNA de cada PCR em tampao EB, com volume final de 60 pl para cada
amostra.

2. Adicionar 40 ul de End Repair Mix a cada amostra e homogeneizar.

3. Incubar as amostras a 30°C por 30 min;

4. Vortexar as AMPure XP beads até que estejam bem dispersas, e adicionar 160 ul a cada
amostra e homogeneizar;

5. Incubar as amostras por 15 min em temperatura ambiente;

6. Colocar as amostras em uma estante magnética em temperatura ambiente por pelo menos
5 minutos, até o liquido ficar claro;

7. Descartar 127,5 ul do sobrenadante de cada amostra, com cuidado para ndo desfazer as
beads.

8. Sem retirar a placa da estante magnética, adicionar 200 pl de etanol 80% a cada amostra
sem desfazer as beads.

9. Incubar a placa em temperatura ambiente por pelo menos 30 segundos, e entdo remover e
descartar todo o sobrenadante de cada amostra, com cuidado para ndo desfazer as beads.

10. Repetir os dltimos dois passos para um total de duas lavagens com etanol 80%;

11. Deixar a placa em temperatura ambiente por 15 minutos para secar e depois remover a
placa da estante magnética;

12. Ressuspender e homogeneizar a bead seca em 20 ul de Resuspension Buffer.

13. Incubar em temperatura ambiente por 2 minutos;

14. Colocar a placa em uma estante magnética em temperatura ambiente por pelo menos 5
minutos, até o liquido ficar claro;

15. Transferir 17,5 pl do sobrenadante para um novo pogo.

16. Nesse ponto, o protocolo pode ser parado. Nesse caso, guardar as amostras entre —15° e —

25°C por até sete dias.

Etapa 2: Ligacao dos adaptadores
1. Adicionar 12,5 ul de A-tailing Mix a cada amostra.
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2. Levar ao termociclador, usando o seguinte programa: "37°C por 30 min + 70°C por 5 min
+4° 0",

3. Adicionar 2,5 ul de DNA Ligase Mix a cada amostra.

4. Adicionar 2,5 ul de Resuspension Buffer a cada amostra.

5. Adicionar 2,5 ul de um RNA Adapter Index diferente a cada amostra. Homogeneizar bem.
6. Incubar as amostras a 30°C por 10 min.

7. Adicionar 5 ul de Stop Ligase Mix a cada pocgo.

8. Vortexar as AMPure XP Beads até que estejam bem dispersas, e entdo adicionar 42 ul a
cada poco. Homogeneizar bem.

9. Incubar a placa em temperatura ambiente por 15 minutos.

10. Colocar a placa na estante magnética e deixar a temperatura ambiente por pelo menos 5
minutos, até o liquido ficar claro.

11. Remover e descartar 79,5 ul de sobrenadante de cada poco, com cuidado para ndo
desfazer as beads.

12. Ainda com a placa na estante magnética, adicionar 200 pl de etanol 80% a cada pogo sem
desfazer as beads.

13. Incubar a placa por pelo menos 30 segundos, e entdo remover e descartar todo o
sobrenadante de cada poco. Repetir a lavagem com etanol 80% para completar duas lavagens.
14. Deixar a placa em temperatura ambiente por 5 minutos para secar e sO entdo remové-la da
estante magnética.

15. Homogeneizar a bead seca em 52,5 ul de Ressuspension Buffer.

16. Incubar a placa em temperatura ambiente por 2 minutos.

17. Colocar a placa na estante magnética a temperatura ambiente por pelo menos 5 minutos,
até o liquido aparecer claro.

18. Transferir 50 ul do sobrenadante claro para um novo poco da placa.

19. Vortexar as AMPure XP Beads até que fiquem bem dispersas, e entdo adicionar S0ul das
beads em cada amostra. Pipetar o volume todo 10 vezes para misturar bem.

20. Incubar a placa por 15 minutos ¢ temperatura ambiente.

21. Colocar a placa na estante magnética a temperatura ambiente por 5 minutos, até o liquido
ficar claro.

22. Remover e descartar 95 ul de cada amostra, com cuidado para nio desfazer as beads.

23. Com a placa ainda na estante magnética, adicionar 200 ul de etanol 80%. Manter a placa
em temperatura ambiente por 30 segundos.

24. Repetir a lavagem com etanol para um total de duas lavagens.
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25. Manter a placa em temperatura ambiente por 15 minutos para secar, e entdo remové-la da
estante magnética.

26. Ressuspender o pellet seco em 22,5 ul de Ressuspension Buffer.

27. Incubar a placa em temperatura ambiente por 2 minutos.

28. Posicionar a placa na estante magnética por pelo menos 5 minutos, até o liquido ficar
claro.

29. Transferir 20 pl do sobrenadante contendo as bibliotecas para um novo pogo.

Etapa 3: Enriquecimento dos fragmentos de DNA

1. Adicionar 5 ul de PCR Primer Cocktail a cada amostra.

2. Adicionar 25 ul de PCR Master Mix a cada amostra.

3. Levar termociclador, usando o seguinte programa: 98°C por 30 segundos; 15 ciclos de:
98°C por 10 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos; 72°C por 5 minutos,
4°C até a retirada da maquina.

4. Vortexar as AMPure XP Beads até que estejam bem dispersas, e entdo adicionar 50 ul a
cada amostra, misturando bem.

5. Manter em temperatura ambiente por 15 minutos

6. Posicionar a placa na estante magnética por 5 minutos, até o liquido ficar claro.

7. Remover e descartar 95 pul do sobrenadante de cada po¢o, com cuidado para nao desfazer
as beads.

8. Sem mover a placa da estante magnética, adicionar 200 ul de etanol 80% a cada poco, sem
desfazer as beads.

9. Manter a placa em temperatura ambiente por 30 segundos, e entdo remover e descartar o
sobrenadante.

10. Repetir a lavagem com etanol 80% para um total de duas lavagens.

11. Manter a placa em temperatura ambiente por 15 minutos para secar, € sO entdo removeé-la
da estante magnética.

12. Ressuspender o pellet seco em 32,5 ul de Resuspension Buffer.

13. Incubar a placa em temperatura ambiente por 2 minutos.

14. Posicionar a placa na estante magnética por 5 minutos, até o liquido ficar claro.

15. Transferir 30 ul do sobrenadante para um novo pogo.

16. Armazenar a -20°C até o uso.
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Anexo 7 - Histopatologia dos tumores dos 58 probandos com suspeita clinica da

SLF/LFL
IProbando [Tumor(es) Histopatologia
Sarcoma de partes Sinoviosarcoma monofasico; ndo metastatico.
LFO1 noles p Imunohistoquimica: Vimentina, EMA, bcl2 e CD99 positivos;
CK7 e S100: parcialmente positivos.
A Carcinoma de células renais tipo células claras; grau nuclear 2
LF02 Cancer renal (Fuhrman); pT3a pNx pMx.
A Carcinoma de células renais tipo cromofobo; grau nuclear 4
LF03 Cancer renal (Furhmann): pT3 Nx Mx.
Neuroblastoma pouco diferenciado, metastatico.
LFO05 Neuroblastoma Imunohistoquimica: NB84 e sinaptofisina — positivos; CD99 —
negativo.
Sistema nervoso
LF06 central Meduloblastoma.
Sarcoma Osseo Osteosarcoma; grau Huvos 111, ndo metastatico.
Sarcoma de partes Rabdomiossarcoma embrionario; metastitico para medula dssea.
LF07 oles p Imunohistoquimica: vimentina, desmina e HHF35 — positivos;
mioD1, S100, CD34 e isozima — negativos.
Condrossarcoma mesenquimal polipoide; T2NO.
LF0S Sarcoma 6sseo Imunohistoquimica: AE1AE3, CK7, 34BE12, CD10, p63, CD45,
CD20, CD3: negativo.
Carcinoma micropapilifero infiltrante; grau histolégico II.
LF09 Cancer de mama  [Determinacdo de receptores hormonais: Estrogénio - positivo
(++/3). Progesterona - positivo (++/3).
LF10 Sarcoma 6sseo Oste(zssarcoma classico; grau de Huvos II; metastético para
ulmao.
N L. Carcinoma hepatocelular variante fibrolamelar, moderamente
LF11 (Cancer hepitico diferenciado; pT1 pNx pMXx.
fn;glce(;ma de partes Rabdomiosarcoma embrionario com anaplasia difusa.
LF12 Neurofibroma nao plexiforme em espaco intercostal.
Neurofibroma Imunohistoquimica: CD34 e S100 - positivos. Desmina,
caldesmon, miogenina e actina 1A4 - negativos.
LF14 iforlce(;ma de partes Dermatofibrossarcoma protuberans; grau I.
Céncer de mama  |Carcinoma ductal infiltrante.
LF15 N Carcinoma de células renais, tipo células claras, grau I (Fuhrman),
Cancer renal
TNM - Tla.
Sarcoma de partes Lipossarcoma, estadiamento IA.
moles
LF17 -
Sistema nervoso . . .
Glioma de baixo grau (ependimoma).
central
A )Adenocarcinoma moderadamente diferenciado reto-sigmoide tipo
LF18 Cancer colorretal g\ onn IL TNM: pT4 NO MX.
LF19 Sarcoma 6sseo Sarcoma de EWING/PNET. Imunohistoquimica: CD99 positivo.
IAE1/3, NB84, miogenina, LCA negativos.
Carcinoma ductal infiltrante; grau II (primeiro tumor) e grau III
LEF20 Cancer de mama  |(recidiva). Receptores hormonais: Estrogénio — negativo;
rogesterona — negativo; HER2 negativo.
4 Sarcoma de Ewing / PNET. Metéstase toricica.
LF21 Sarcoma 0sseo . . ..
Imunohistoquimica: CD99 — positivo.
LEF22 Céncer de mama  |Carcinoma ductal infiltrante; grau histoldgico II (Nottingham).
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IProbando Tumor(es) Histopatologia
Receptores hormonais: Estrogénio — negativo; progesterona -
negativo. HER2: negativo.
Melanoma Melanoma; nivel de Clark 3.

Adenocarcinoma moderadamente diferenciado de retossigméide;

LF23 (Cancer colorretal classificacdo de Mandard: grau 2; pT2 NO Mx.
LF24 Cancer de laringe  |Carcinoma epidermdide focalmente invasor.
Tumor Carcinoma dp C(’)rte.x .da adren.a.I. Imunohistoquimica:.Ir_1ibina,
LF25 . Melan-A e sinaptofisina - positivos. AE1/AE3, calretinina e
adrenocortical . .
cromogranina - negativos.
LF26 Tumor de Wilms  [Tumor de Wilms com anaplasia difusa; Estadio I (SIOP).
|LF27 Sarcoma 0sseo Osteossarcoma convencional. TNM: ypT?2.
Sarcoma de partes [Rabdomiossarcoma pleomorfico. Imunohistoquimica: Desmina,
LF28 . . o
moles Vimentina e HHF35 positivos.
Céancer de préstata |Carcinoma de prostata.
LF29 Céancer colorretal  |Adenocarcinoma de sigmdide distal.
Cancer de pele Carcinoma de células basais (n=4); Carcinoma de células
(n=6) escamosas (n=2).
Sarcoma de partes F.ibrohi.stiocitqn.la plexiforme. Imunol_listoquimica: CD68 e
LF31 noles Vlmer}tlna positivos. AE1/AE3, desmina e Proteina S100
negativos.
A Carcinoma ductal infiltrante; grau II. Receptores hormonais:
Cancer de mama o . .
LF33 Estrogenlp — negativo; progesterona - negatlyo. .
Sarcoma de partes [Dermatofibrossarcoma protuberans. Imunohistoquimica: CD34 e
moles C-kit positivos. S100 — negativo.
LF35 Sarcoma 0sseo Osteossarcoma.
|LF36 Sarcoma 4sseo Osteossarcoma; grau Huvos III.
ILF38 Sarcoma 0sseo Osteossarcoma telangectasico.
LF39 Sarcoma de partes Rabdomiossarcoma.
moles
|LF41 Cancer de mama  |Carcinoma ductal infiltrante; grau IIL
LF45 Sistema nervoso Ependimoma; grau II
central
Carcinoma intraductal ( "in situ" ); grau intermediario. Receptores
LF46 Céancer de mama  |hormonais: Estrogénio - positivo (++/3); progesterona - positivo
(++/3).
LF47 Carcinoma hepatico [Carcinoma hepatocelular tipico.
LF48 Sarcoma 4sseo Osteossarcoma cléssico; grau Huvos II.
Linfoma Linfoma niao Hodgkin.
Osteossarcoma de alto grau (dois diferentes tumores primarios).
Sarcoma dsseo Imunohistoquimica: Vimentina e CD99 — positivos; proteina S100
(n=2) - focalmente positiva. AE1/AE3, LCA, actina 1A4, desmina -
L F49 negati\_/os. .
Leiomiossarcoma; grau II; metastitico para figado.
Sarcoma de partes [[munohistoquimica: Actina musculo liso (1a4), Caldesmom,
moles Desmina, Vim e HHF35 positivos. Melan A, AE1/ AE3, CD99,
S100 negativos.
Melanoma Melanoma; nivel de Clark 2.
LF50 Sarcoma 6sseo Qsteqssarcoma periosteal; grau de Huvos I'V; metastase para
intestino.
LF51 Sistema nervoso Oligodendroglioma; grau II.
central
ILF52 Neuroblastoma Neuroblastoma
|LF53 Sarcoma 0sseo Osteossarcoma central; grau Huvos I11.
|LF54 Leucemia Leucemia linfoblastica aguda. Imunohistoquimica: positiva para
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IProbando Tumor(es) Histopatologia
CD10 e CD99. Negatividade para CD20, PAX-5, CD79a, CD3,
CD117, mieloperoxidase, TDT e CDG68S.
LF56 Sarcoma de partes Sarcoma pleomorfico de alto grau.
moles
Sinoviossarcoma monofasico. Imunohistoquimica: Vimentina,
LF57 Sarcoma de partes |bcl2, EMA, CD56 e CD99 positivos. AE1/AE3, CK7, CK14,
moles CD31, CD34, S100, HMB45, NSE, sinaptofisina, desmina,
miogenina, HHF35, actina SR1 e actina 1a4 negativos.
LFS8 CCR \Adenocarcinoma colorretal.
Linfoma Linfoma de Hodgkin.
LF59 Cancer de tiredide |Adenocarcinoma papilifero de tiredide.
Céancer de mama  [Carcinoma ductal infiltrante.
LF60 Neuroblastoma Neuroblastoma metastatico pouco diferenciado.
|LF61 Cancer colorretal  |Adenocarcinoma moderadamente diferenciado; pT4 pNO pMXx.
LF62 Tumor de Wilms Tumor de Wilms, risco intermediério, tipo misto; estadio II
(SIOP).
|LF64 Céancer colorretal  |Adenocarcinoma bem diferenciado com displasia de alto grau.
LF65 Sarcoma de partes |[Rabdomiossarcoma. Imunohistoquimica: miogenina e desmina -
moles ositivos. CD99 e PLAP - negativos.
. Osteossarcoma. Imunohistoquimica: Positividade para AE1/AE3,
LF66 Sarcoma 6sseo . .
CK-8 e Vimentina.
LF67 Sarcoma de partes [Sinoviossarcoma bifasico. Imunohistoquimica: Positivo: AE-
imoles 1/AE-3; EMA; CD-99; b-CL-2; Vimentina Negativo: CD-34.
|LF68 Melanoma Melanoma nodular metastatico; nivel de Clark 3.
LF69 Cancer colorretal Adenocarcinom?l retfll mgderadamepte diferenciadp. Presenca de
invasdo neoplasica linfatica. Classificagdo patoldgica: pT3 pN2b.
LF70 Sarcoma 6sseo Qsteossalrcoma osteoblastico .(grau IIT de Huvos). Presenca de
infiltracdo de partes moles adjacentes.
Linfoma difuso de grandes células B. Imuno-histoquimica: CD20
LF71 Linfoma e LCA positivos difusamente. CD30 com positividade fraca em
raras células. Negativo para CD3, FALP, citoqueratina AE1/AE3
e CD99. Indice proliferativo pelo Ki-67= 50%.

154




Anexo 8 — Heredogramas dos 58 probandos incluidos no estudo

Grupo 1 (Probandos de familias com critérios clinicos da SLF/LFL)
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Ca abdominal (=50)  Ca estimago (39)
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Mama bilateral (36/38) Mama (<50) Lar|ri[63) oCR (15) Majﬁa(';ﬁl))

l

Mama (<50)  Renal ( 54) Mama (37)

]SPMHS) * W (9)
0% (15)
Neuroblastoma (21) F\

#09 #10

I 111

Ca mama biateral (30730} Ca abdummal Caabdominal Caabdeminal Caabdominal

; l 0 Q

Cadssen (< 0) Canamia (30)  Ca proslala (50) Ca man® (42)
N |
h

Cao tuba utering (28) Micloma (53) ENC (25}

[ |
A osa8)

Za m‘ama“(dd‘
! Ca mama (47)

2

l #12 J( #15

S I 3130 L 4

Ca SMC (23) Ca mama (39) Ca dgzeo (>00) Ca estémage (85) Ca pele (50} Garganta Caestdmago (55)  Garganta
(=70} (a0
SNC (14)  Sarcoma 0sseo (24)
RMS (2) Ca catémogo (S0} Ca mama (45} Cao mama (52) Ca mama &1) Céﬂ (é?}
z NF (9) ‘. z carena (62)

Sar:oma‘(dﬂ}

O #17 #18

Ca ndo ESfECifiCEdO

Pele (+70) CCR(63) Gaslicu (63) Gaslicu (62) Cad ndu
Leucemia (=70) wcpecificado
LS (47) (<35)
S Camama (=
7| CCR (45) SN (47) Leucema(12)  Unfomade Cando Esdrago (53) CCR(22) Melanoma (23)

Hodgkin (40)  especificado (54)
Ca: cancer; CCR: cancer colorretal; EP: ependimoma; LS: lipossarcoma; MB: meduloblastoma; NF:
neurofibroma; OS: osteossarcoma; RMS: rabdomiossarcoma; SNC: sistema nervoso central; SPM: sarcoma de
partes moles.
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#20 #21

! ; w0
Prastata (>60) []

Mama (27) Leucemia (72) Mama (50)
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d u

L 30 €S (31 i 4 ]
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l cca.(ae) & Mama  Leucenia (66) ZAGCW)
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7' Melano
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Fele (48) Wama (45) Urero (30)

#26
#28 n #29

Melanoma (65)
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b ] .

Pancreas (82)

£
St

SNC(14) Pristata (63) Figado (50)  Pele Laringe (40) Utero (47)
CCR (68) Pele, CE
(71,73, 74,75)
Q H Pele, CB (76, 77)
RMS (3)

#33 #35

Ca mama (92)

o m o o

CCR(60) Capancreas Camama(60)Ca mama (38) Ca mama (59)
I\f'lelanoma([]i]}

Camana (29) Capulmio

Ca mama (45) Sarcoma 0sse0 (16) RMS (6)
DFSP(48)

ACC: carcinoma adrenocortical; Ca: cancer; CB: carcinoma basocelular; CCR: cancer colorretal; CE: carcinoma
espinocelular; CS: condrossarcoma; DFSP: dermatofibrossarcoma protuberans; RMS: rabdomiossarcoma; SNC:
sistema nervoso central; TW: tumor de Wilms.
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( Colorretal (46)
Colurrelal (=30) Culumeld (20) Culunelal (25) [] Moma (37)  Pele (30)  Gastrico (50)
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9

Prislala (60)

[ | Mama (36)

Trrcdide (42)

Netrahlastorma (5)

Leucemia (1) R\ .
Osseo [<10)
ADR: tumor adrenal; Ca: cancer; LMS: leiomissarcoma; LNH: linfoma ndo Hodgkin; MEL: melanoma; OLG:

oligodendroglioma; OS: osteossarcoma.
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Ca: cancer; CCR: cancer colorretal; LLA: leucemia linfoide aguda; OS: osteossarcoma; RMS:
rabdomiossarcoma; SNC: sistema nervoso central; TW: tumor de Wilms.
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Grupo 2 (Probandos LFL-suspeita)
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Ca: cancer; CCR: cancer colorretal; CFL: carcinoma fibrolamelar; CS: condrossarcoma; DFSP:
dermatofibrossarcoma protuberans; OS: osteossarcoma; RMS: rabdomiossarcoma; SNC: sistema nervoso
central; SPM: sarcoma de partes moles.
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Ca: cancer; CCR: céncer colorretal; LNH: linfoma ndo Hodgkin; OS: osteossarcoma; SNC: sistema nervoso
central; SPM: sarcoma de partes moles.
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Anexo 9 — Artigo — Associaciao de polimorfismos de 7P53 com o risco de tumor de Wilms

Pediatr Blood Cancer

Association of TP53 Polymorphisms on the Risk of Wilms Tumor

R.C. Andrade, msc,"? L.C.A. Cardoso, php," S.E. Ferman, mp, phd,> P.S. Faria, Mp, php,* H.N. Seudnez, php,"?

M.L. Achatz, mp, #hp,® and F.R. Vargas, mp, phd

1,2,6,74

Background. Molecular factors influencing Wilms tumor (WT)
development remain largely unknown. TP53 mutations seem to be
restricted to the anaplastic WT subtype. However, TP53 poly-
morphisms do not have a defined role in the disease. Procedure. To
assess the impact of TP53 mutations and polymorphisms (PIN2,
PIN3, and PEX4) on risk of development, age at diagnosis, and
survival in WT, we analyzed 46 blood DNA samples and 31 fresh
tumor DNA samples from 52 patients with WT. Sequencing of TP53
exons 2-11 was performed. Results. Tumor DNA analysis revealed
TP53 pathogenic missense mutations (p.VWQ?M, p-R213Q, p.
R248W, and p.R337C) in four samples (12.9%). Blood DNA samples
revealed a novel intronic mutation, IVS2 4+ 37C > T, in one patient
(2.2%). Bilaterality was associated with a twofold decrease in
survival (P=0.00037). Diffuse anaplasia also presented a lower

Key words: PEX4; PIN2

; PIN3; TP53; Wilms tumor

survival probability compared to patients with non-anaplastic
tumors, or with focal anaplasia (P=0.045). Patients with a TP53
somatic mutation showed survival probability of 37.5% versus
85.0% for patients with no somatic mutations, although the
difference was not statistically significant (P=0.0706). PIN3
duplicated allele was associated with a 20-month later mean age
at diagnosis (P=0.0084). TP53 PEX4 C allele showed an increased
risk for WT development (P=0.0379). No relationship was found
between survival and gender, age at diagnosis, or the less frequent
alleles of PIN2, PIN3, and PEX4. Coenclusions. Our results
demonstrate an association between PIN3 and age at diagnosis, as
well as an association of PEX4 and risk of development of WT. Pediatr
Blood Cancer  © 2013 Wiley Periodicals, Inc.

INTRODUCTION

Wilms tumor (WT) is the most common renal tumor of
childhood, affecting 1:10,000 children [1]. In Brazil, there are
approximately 10 new cases per 10 million children younger than
14 years old per year [2], figuring as one of the highest incidences in
the world [3]. Genetics of WT is complex, and although mutations
in WT'1, WIX, and CTNNBI have shown to be common events
related to the disease, they occur in only one third of the cases [4].
The tumor suppressor TP53 remains the most frequently mutated
gene in human malignancies. Somatic mutations are found in up to
50% of cancers [5], and germline mutations predispose to various
early-onset cancers, condition known as the Li—Fraumeni syndrome
(LFS) [6]. Also, TP53 polymorphisms have shown to play a role in
cancer. Three polymorphisms are of special interest in TP53: PIN2
(polymorphism in intron 2, or rs1642785), a G > C substitution;
PIN3 (polymorphism in intron 3, or rs17878362), a l6bp
duplication; and PEX4 (polymorphism in exon 4, or rs1042522),
a G > C transversion that leads to an arginine to proline substitution
at codon 72. The three of them have been extensively studied and
associated torisk of development of many cancers [7-12]. Although
TP53 mutations in patients with WT seem to be restricted to tumors
of the anaplastic subtype [13-15], its polymorphisms do not have a
defined role in the disease. Therefore, this study investigated the
mutational spectrum of TP53, and assessed the frequency of PIN2,
PIN3, and PEX4 polymorphisms, and their association with the risk
of tumor development, age at diagnosis, and cumulative 60-month
survival rate in patients with WT.

METHODS

Samples

Fifty-two patients with WT, diagnosed and treated at the
Instituto Nacional de Cancer (INCA) between the years of 2000 and
2012, were included in this study. Parents were asked for the
participation of their children during follow-up medical appoint-
ments. Because patients with bilateral and/or syndromic forms of
WT are referred for genetic counseling clinic more often than

© 2013 Wiley Periodicals, Inc.

DOI 10.1002/pbec.24775

Published online in Wiley Online Library
(wileyonlinelibrary.com).

patients with unilateral and/or sporadic disease, our cohort had a
high proportion of bilateral and syndromic cases. Clinical files were
reviewed for information regarding gender, age at diagnosis,
histopathology, and laterality. Peripheral blood DNA samples were
available for 46 of the 52 patients, while fresh primary tumor DNA
samples from 31 patients were available. The study obtained
institutional review board approval prior to its start, and informed
consent was obtained from affected individuals® parents. All
patients received preoperative chemotherapy, according to the SIOP
2001 protocol implemented in our institution. Part of the clinical
data presented here was previously published by our group [16].

TP53 Analysis

TP53 exons 2-11, including splice-site junctions, and the
entirety of introns 2, 3, 5, and 8, were amplified and then sequenced
with Big Dye Terminator version 3.1 Cycle Sequencing kit
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA), according to manufacturer’s
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protocol, using primer sequences described at the International
Agency for Research on Cancer (IARC) TP53 Database (http://
www-p33.iarc.fr) [17] (Supplementary Material). Products were
analyzed at an ABI3130xI platform (Applied Biosystems), and
compared to the reference sequences obtained from NCBI
(NG_017013.2; NP_000537.3).

Statistical Analysis

Molecular data concerning the polymorphisms were analyzed
by chi-square and Fisher’s exact test, using the website for statistical
computation VassarStats (http://vassarstats.net/). Odds ratio was
estimated to verify if the less frequent allele of each polymorphism
was related to risk or protection in WT. Relation between the
polymorphisms and laterality with age at diagnosis was assessed
using the non-parametric Mann—Whitney test. To increase accuracy
of this analysis, the two outliers observed in the sample were not
considered (136 and 137 months). Clinical and molecular data were
used to estimate the cumulative 60-month survival rates of the
patients by the non-parametric Kaplan—Meier method. Survival
curves were compared with the log-rank test using the GraphPad
Prism software (www.graphpad.com/scientific-software/prism).
Survival was estimated considering the time at hospital registration,
corresponding to the beginning of the treatment, until last visit to
the hospital. All statistical results were considered significant when
P <0.05.

RESULTS

Clinical Characterization

Clinical characteristics of the patients are summarized in
Table I. The mean age at diagnosis for bilateral cases was 24 months
(£19), while mean age for unilateral cases was 38 months (£20)
(P=0.0563). Syndromes or congenital anomalies presented in our
cohort included Denys—Drash syndrome (n=4), Beckwith—
Wiedemann syndrome (n=2), hemihypertrophy (n= 1), macro-
somia (n = 2), WAGR syndrome (n = 1), Simpson—Golabi—Behmel

TABLE 1. Epidemiological, Clinical, and Histopathological Char-
acteristics of 52 Patients With WT

Characteristics N (%)
Gender

Female 24 (46.2)

Male 28 (53.8)
Laterality

Unilateral 41 (78.8)

Bilateral 11 (21.2)
Age at diagnosis (months)

0-24 16 (30.8)

25-48 21 (40.4)

49 or + 15 (28.8)

Mean 39+ 28
Presence of tumor anaplasia®

Focal anaplasia 4 (8.2)

Diffuse anaplasia 4 (8.2)
Associated syndromes/anomalies

12 (23.1)

“Histological data were available for only 49 patients.
Pediatr Blood Cancer DOI 10.1002/pbc

syndrome (n=1), and one patient who presented Moebius
syndrome associated with hemihypertrophy. Three of the 12
patients with syndromes/anomalies (25%) developed bilateral WT
(one with Beckwith—-Wiedemann syndrome and two patients with
Denys—Drash syndrome). Histological data of the tumors were
available for 49 patients, and 8/49 tumors presented focal or diffuse
anaplasia (16.3%): 4/49 (8.2%) with focal anaplasia, and 4/49
(8.2%) with diffuse anaplasia.

TP53 Mutation Analysis

Five mutations were found in the analyzed samples (Table II).
Among the 46 blood DNA samples, one constitutional mutation was
present (2.2%). The novel intronic germline mutation IVS2 + 37
C>T (NG_017013.2: g.16067C > T) was found in homozygosity
in patient POS (Fig. 1). Among the 31 studied tumor DNA samples,
4 (12.9%) presented mutations, and 3 of these were tumors of the
anaplastic subtype. Considering that seven of the eight anaplastic
tumors were available for DNA analysis, a TP53 mutation was
observed in 3/7 (42.9%) of the studied anaplastic tumors. All tumor
mutations were missense, and located between exons 6 and 10.
Patients P16 and P17, in addition to carrying somatic missense
mutations, also showed discordant genotypes between blood and
tumor samples for polymorphisms PIN2 and PEX4, with loss of
heterozygosity in tumor DNA. These results suggest the likely loss
of one allele of TP53 in tumor samples in these patients. According
to the IARC TP53 Database, the four observed missense mutations
were previously described in both germline DNA from LFS
patients, as well as in malignant tumors, being classified as
pathogenic [17]. The germline mutation IVS2 4+ 37C > T was first
identified in this study. None of the patients carrying mutations had
clinical signs of congenital syndrome or anomaly, thereby being
apparently sporadic WT cases.

PIN2, PIN3, and PEX4 Polymorphisms Analysis

Analysis of TP53 polymorphisms PIN2, PIN3, and PEX4 was
performed in available blood DNA samples from 46 patients with
WT. Allele and genotype frequencies in patients were compared to a
control group of 300 healthy adults from Brazil [18]. Intragroup
genotype distributions were in Hardy-Weinberg equilibrium
(P >0.05), both in patients and controls. Chi-square test showed
no statistically significant differences in intergroup genotype
frequencies of PIN2, PIN3, and PEX4 between patients and
controls (P=0.27, P=0.91, P =0.09, respectively). For PIN2 and
PEX4, the most prevalent genotype among patients was homozy-
gous GG (Table III). For PIN3, the most common genotype was
represented by two non-duplicated alleles (NN). For the odds ratio
analysis, the most common genotype of each polymorphism in the
control group was considered the reference genotype (i.e., GG for
PIN2, NN for PIN3 and GG for PEX4). Likewise, the allele showing
the higher frequency in each polymorphism in the control group
was considered the reference allele. We found a significant risk
associated with PEX4 CC genotype (P = 0.0337), and with PEX4 C
allele in patients (P=10.0379). The other analyses did not show
statistical significance (Table IIT). Among the nine patients with
PEX4 CC genotype, eight did not show tumor anaplasia, and from
one patient the complete histopathological data were not available;
this patient had bilateral WT and Denys—Drash syndrome and died
before surgery. Also, no TP53 mutation was observed among the
nine PEX4 CC genotype patients.
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TABLE II. TP53 Mutational Spectrum Observed in 52 Patients With WT

Mutation Patient Age at DNA Tumor Hetero-  Location Altered Amino Mutation
diagnosis histology ~ zygous base/codon acid type
(months)  Blpod Tumor substitution
IVS2+37C>T P05 9 Yes NA Blaste- No Intron 2 C>T — Intronic
matous
p.VI97TM P49 16 NA Yes Focal No Exon 6 GTG > ATG Val —Met  Missense
anaplasia
p.R213Q P16 29 No Yes Diffuse No Exon6 CGA>CAA Arg—GIn  Missense
anaplasia
p.R248W P29 10 NA Yes Epithelial No Exon 7 CGG>TGG  Arg—Trp  Missense
p.R337C P17 50 No Yes Focal No Exon 10 CGC>TGC  Arg—Cys  Missense
anaplasia

NA, non-available.

We assessed the influence of the less frequent allele of PIN2,
PIN3, and PEX4 in age at diagnosis in our patients. For each
polymorphism, we compared the mean age at diagnosis (in months)
between the group of patients with the more frequent genotype
(reference genotype), and the group of patients carrying at least one
copy of the less frequent allele. For PIN2 and PEX4, there were no
statistically significant differences between mean age at diagnosis
of carriers and non-carriers of the less frequent allele C (P =0.2774
and P =0.0858, respectively). For PIN3, however, carriers of at
least one duplicated allele were diagnosed, on average, 20 months
later than non-carriers, a statistically significant difference
(P=0.0084). The mean age at diagnosis for the non-duplicated
homozygous patients (NN) was 30 months (£20), while patients
with heterozygous or homozygous duplication (ND or DD) had a
mean age at diagnosis of 50 months (£17) (Table IV). Also, we
sought to investigate a potential association between the less
frequent alleles of PIN2, PIN3, and PEX4 and a higher frequency of
bilateral tumor cases, what was not observed (Fisher’s exact test,
P=1.000; P=0.700; P=0.488, respectively).

190
1

—rea
-~

GCCCACCACCCIGAC CCAACCC

Fig. 1. Identification of the novel germline IVS2 +37C > T mutation
in intron 2 of the TP53 gene. A: Patient with wild-type sequence; (B)
germline homozygosity for IVS2 +37C > T in patient P05.

Pediatr Blood Cancer DOI 10.1002/pbc

Cumulative 60-Month Survival

To evaluate the impact of clinical, epidemiological and
molecular data, we calculated the 60-month survival probability
of patients according to the variables: laterality, gender, age at
diagnosis, presence of tumor anaplasia, presence of TP53 somatic
mutation, and PIN2, PIN3, and PEX4 genotypes. Overall survival
(n=>52) was 80.8% (95% CI=0.701 to 0.931). Bilaterality
represented the highest difference in survival (n=352;
P =0.00037) (Fig. 2A). Patients with unilateral disease showed a
survival rate of 92.4% (95% CI = 0.845 to 1), while patients with
bilateral tumors had an approximately twofold decrease in survival,
45.5% (95% CI =0.238 to 0.868). When considering only patients
with available tumor samples (n=31), we observed that patients
with no pathogenic somatic mutations in TP53 showed a survival
probability of 85.0% (95% CI = 0.725 to 0.997), while patients with
aTP53 somatic mutation showed survival probability of only 37.5%
(95% CI=0.084 to 1), a difference that did not show a statistical
significance (P=0.0706) (Fig. 2B). The presence of diffuse
anaplasia was associated with an impact on survival probability,
showing rates that tended to zero, versus the 86.7% and 100%
survival probabilities for patients with non-anaplastic tumors and
patients with tumors with focal anaplasia (n=49; P =0.045)
(Fig. 2C). No association was observed between survival and
gender (n=>52; P=0.15), age at diagnosis (n=52; P=0.818), or
the less frequent allele of PIN2Z, PIN3, and PEX4 (n=46;
P=0.342; P=0975; and P=0.812, respectively). Patients
without any syndromes/anomalies showed a survival rate of
85.4% (95% CI=0.742 to 0.982), while patients presenting such
clinical signs showed a survival rate of 65.6% (95% Cl=0.432 to
0.997), a difference that tended towards statistical significance
(n=>52; P=0.0551) (Fig. 2D).

DISCUSSION

We investigated germline and somatic mutations, as well as
polymorphisms in 7P53 in 52 patients with WT, and the influence of
genotype and clinical variables in their survival rates. One novel
germline mutation was found in one patient, corresponding to 2.2%
(1/46) of the available blood DNA samples. It is known that
germline mutations in 7P53 are more frequently related to soft
tissue sarcomas, osteosarcomas, premenopausal breast cancer,
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TABLE II1. Distribution of Allele and Genotype Frequencies, and Odds Ratio Determined for Each P53 Polymorphism in Patients With

WT and Controls

Polymorphism Patients (%), N=46 Controls (%), N =2300" OR (95% CI) P (Fisher's exact test)
PIN2
GG 27 (58.7) 166 (55.3) 1.00 (Reference) —
GC 13 (28.3) 112 (37.3) 0.71 (0.35-1.44) 0.3901
cC 6 (13.0) 22 (1.3) 1.68 (0.62—4.51) 0.3915
Allele frequency G 67 (72.8) 444 (74.0) 1.00 (Reference) —_
Allele frequency C 25 (27.2) 156 (26.0) 1.06 (0.65-1.74) 0.8987
PIN3
NN 33 (71.T) 222 (74.0) 1.00 (Reference) —
ND 12 (26.1) 70 (23.3) 1.15 (0.57-2.35) 0.7103
DD 1(2.2) 8(2.7) 0.84 (0.10-6.94) 1.0000
Allele frequency N 78 (84.8) 514 (85.7) 1.00 (Reference) —
Allele frequency D 14 (15.2) 86 (14.3) 1.07 (0.58-1.98) 0.8734
PEX4
GG 19 (41.3) 158 (52.7) 1.00 (Reference) —_
GC 18 (39.1) 114 (38.0) 1.31 (0.66-2.61) 0.4809
CC 9(19.6) 28 (9.3) 2.67 (1.10-6.50) 0.0337
Allele frequency G 56 (60.9) 430 (71.7) 1.00 (Reference) —
Allele frequency C 36 (39.1) 170 (28.3) 1.63 (1.03-2.56) 0.0379

N, non-duplicated allele; D, duplicated allele. *Control group genotyped by Marcel et al. [18].

brain tumors, adrenocortical carcinoma and acute leukemias, the
core tumors of the LFS [19]. Although WT has been reported as
more frequent in families carrying TP53 germline mutations [20], it
is considered a rare component of this syndrome [21.22]. The novel
intronic mutation IVS2+37C>T is located one nucleotide
upstream of PIN2. According to the Human Splice Finder software
(http://www.umd.be/HSF) [23]. this substitution creates a new
exonic splicing regulatory sequence, although in vitro studies would
be necessary to characterize its impact on the protein. It is
noteworthy, though, that the patient carrying the mutation died
28 months after diagnosis. Family history of cancer was negative.
Parents were unavailable for molecular analysis. Pathogenic
somatic mutations were found in four tumor DNA samples, and
three of them were obtained from anaplastic areas. There is a clear
relationship between TP53 mutations and anaplastic WT, the
histologic subtype with poorer prognosis. This indicates these
mutations are related to tumor progression, and associated with a
more aggressive type of the disease [13-15]. Our patients were

TABLE 1V. Distribution of Mean Age at Diagnosis According to
TP53 Polymorphisms Status

Polymorphism Mean age in months (SD) P
PIN2
GG 34 (£23) 0.2774
GC+CC 39 (£18)
PIN3
NN 30 (+20) 0.0084
ND+DD 50 (£17)
PEX4
GG 30 (£20) 0.0858
GC+CC 41 (£21)

N, non-duplicated allele; D, duplicated allele.
Pediatr Blood Cancer DOI 10.1002/pbc

treated with preoperative chemotherapy according to the SIOP 2001
protocol. However, we could not find evidence that somatic or
germline mutations within TP53 gene could be influenced by this
treatment modality. Interestingly, one study used comparative
genomic hybridization to search for chromosomal rearrangements
in tumor samples of 41 patients with WT, of whom 19 had received
preoperative chemotherapy, and observed fewer chromosomal
rearrangements in the group that received this modality of
therapy [24].

Besides pathogenic mutations, TP53 polymorphisms may also
be sufficient to alter the expression or activity of the protein [5,25],
emphasizing the importance of investigating TP53 polymorphisms
as possible risk factors, or phenotype modifiers in cancer. PIN3
duplicated allele was a modifier of age at diagnosis in our cohort,
since age of tumor presentation in patients with this allele was, on
average, 20 months later than in non-carriers. A similar effect has
already been observed in patients with LFS, in which patients with
the duplicated allele developed their first tumor, on average,
19 years later than patients without the duplicated allele. However,
this effect was restricted to patients with germline TP53
mutations [18]. The PIN3 16bp sequence bends in a tertiary
structure of pre-RNA called G-quadruplex. G-quadruplexes operate
in the regulation of pre-RNA processing, modifying synthesis rates
of the different p53 isoforms [26]. One of these isoforms, A40p33, is
produced with retention of intron 2 by alternative splicing, and lacks
the N-terminal domain and part of the transactivation domain. The
truncated protein A40p33 lacks functional activity, and acts as a
negative regulator of functional p53 [27]. G-quadruplex structures
in the stable RNA increase efficiency of intron 2 excision, thus
reducing the production of mRNA encoding A40p53, and
increasing the production of mRNA encoding functional p53.
Thus, PIN3 duplicated allele may contribute to this regulation,
having a potential regulatory role on the expression of p53, but its
mechanisms of action are not well determined [26]. Interestingly,
most studies involving PIN3 report an association between the
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Fig. 2. Kaplan-Meier survival estimates for Wilms tumor patients. A: Survival curves of the patients according to tumor laterality; (B) shows only
patients who had tumor DNA samples available stratified by the absence or presence of a TP53 somatic mutation: (C) patients who had accessible
histological data are divided in groups with non-anaplastic tumors, focal anaplasia tumors, and diffuse anaplasia tumors; (I)) survival curves of
patients according to the presence of congenital syndromes/anomalies.

duplicated allele and the risk of developing several cancers,
including ovarian, colorectal, esophageal, and gastric cancer [28—
30]. Wu et al. [31] reported lower rates of apoptosis and DNA repair
in lymphoblastoid cells that had a duplicated allele of PIN3 in
specific haplotype combinations with PEX4 and rs1625895 TP53
SNPs.

Concerning the odds ratio for PIN2, PIN3, and PEX4
polymorphisms in our cohort, PIN2 and PIN3 showed no
association with risk for developing the disease (P >0.05),
although several studies have linked them to other types of
cancer [7,8,28-30]. PEX4 C allele showed a higher risk for
development of WT than G allele. There is no consensus regarding
the impact of PEX4 polymorphism in p53 protein function. While
some studies demonstrate that the protein carrying the Arg72
residue (G allele) has a higher ability to induce apoptosis [32,33],
other studies showed that the protein carrying Pro72 residue (Allele
C) has greater efficacy in activating DNA repair genes [34] and in
suppressing cell cycle at G1 phase [35]. Thus, it is expected that
studies investigating the influence of PEX4 in development of
various cancers do not show a consensus, reporting both an
increased risk for the G allele [36,37], and for the C allele [9.38.39].
A recent study with 23 favorable histology WT samples showed
PEX4 had no influence on age of onset of tumors, staging, or tumor
recurrence [40]. The same authors, however, found an over-
representation of the G allele in their samples, compared to reported
frequencies in general population. Such association was not
observed in our cohort, when comparing to Brazilian control
data. It is necessary to enlarge our cohort to verify if the effect of
PIN3 and PEX4 in age at diagnosis and risk of development remains
the same.

The overall 60-month survival rate in our cohort was 80.8%. Age
at diagnosis had no influence on patients’ survival. Although
patients diagnosed after 48 months usually have a higher frequency
of tumors in stage III and IV [41], advances in treatment may be
related to the high survival rates even in cases diagnosed later in
childhood. In relation to the presence of anaplasia, our study is in

Pediatr Blood Cancer DOI 10.1002/pbc

accordance to postulated data from the National Wilms Tumor
Study Group, reporting that only the diffuse subtype of anaplasia
can be considered unfavorable histology, being related to a poorer
prognosis [42]. Bilaterality, on the other hand, showed a 60-month
survival probability rate about two times lower than survival of
patients with unilateral disease, corresponding to the most
important prognostic factor. Bilateral disease remains a challenge
for the need to preserve both renal parenchyma, avoiding renal
failure and reaching a better survival rate. The high frequency of
bilateral disease and/or syndromic patients in our cohort may be due
to the fact that both characteristics are commonly related to genetic
predisposition, and thus the patients tend to be directed to genetic
counseling and molecular studies more often than unilateral cases
and children with no syndrome/anomaly. It is noteworthy, however,
that all mutations observed in our cohort were present in non-
syndromic patients. The presence of the less frequent alleles and
genotypes of PIN2, PIN3, and PEX4 showed no influence on
patients’ survival, although an association of PEX4 and risk of
tumor development was apparent in our sample, as well as the
impact of PIN3, associated with a difference of 20 months in the
mean age at diagnosis. The exact mechanisms of action concerning
TP53 polymorphisms in WT remain to be elucidated.

ACKNOWLEDGMENTS

We thank the staff of the Pediatric Oncology Department at
Instituto Nacional de Cancer (INCA) for their help with recruitment
of patients. This study was supported by Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPg) grants 40196/
2010-0, 476808/2010-3, and 486599/2012-4 to FRV. RCA was
recipient of CNPq grant 135171/2010-5.

REFERENCES

1. Royer-Pokora B. Genetics of pediatric renal tumors. Pediatr Nephrol 2013:28:13-23.
2. de Camargo B, de Oliveira Ferreira JM. de Souza Reis R, et al. Socioeconomic status and the incidence of
non-central nervous system childhood embryonic tumors in Brazil. BMC Cancer 2011:11:160.

165



6

w

wn

-3

-

21

22

. Stiller CA, Parkin DM.

. Olivier M, Goldgar DE, Sodha N, et al. Li-

. Li FP, Fraumeni JF, Jr. Soft-tissue sarcomas, breast cancer, and other

Andrade et al.

in the inci of renal tumors. Br J Cancer

1990:62:1026-1030.

- Rivera MN, Kim WJ, Wells I, et al. An X chromosome gene, WTX, is commonly inactivated in Wilms

tumor. Science 2007;315:642-645.

- Soussi T, Lozano G. p53 mutation heterogeneity in cancer. Biochem Biophys Res Commun

2005:331:834-842.
i and related :Cy
type, family structure, and TP53 genotype. Cancer Res 2003:63:6643—6650.

between wmor

. Savage SA, Burdett L, Troisi R. et al. Germ-line genetic variation of TP53 in osteosarcoma. Pediatr Blood

Cancer 2007:49:28-33.

- Jha P, Jha P, Pathak P, et al. TP33 polymorphisms in gliomas from Indian patients: Study of codon 72

genotype, rs1642783 131800370 and 16 base pair insertion in intron-3. Exp Mol Pathol 201 1:90:167-172.

. Fan R, Wu MT, Miller D, et al. The p33 codon 72 polymorphism and lung cancer risk. Cancer Epidemiol

Biomarkers Prev 2000:9:1037-1042.

. Granja F, Morari J, Morari EC, et al. Proline homozygosity in codon 72 of p53 is a factor of susceptibility

for thyroid cancer. Cancer Lent 2004:210:151-157.

- Ohayon T, Gershoni-Baruch R, Papa MZ. et al. The RT2P P53 mutation is associated with familial breast

ecancer in Jewish women. Br J Cancer 2005,92: 11441148,

. Zhu ZZ, Cong WM, Liu SF, et al. A p53 polymorphism modifies the risk of hepatocellular carcinoma

among non-carriers but noi carriers of chronic hepatitis B virus infection. Cancer Leit 2005:229:77-83.

. Bardeesy N, Falkoff D, Petruzzi MJ, et al. Anaplastic Wilms™ tumor, a subtype displaying poor prognosis,

harbours p33 gene mutations. Nat Genet 1994:7:91-97.

. Bardeesy N, Beckwith JB, Pelletier J. Clonal expansion and attenuated apoptosis in Wilms’ wmors are

associated with p53 gene mutations. Cancer Res 1993;55:215-219,

- Malkin D, Sexsmith E, Yeger H, et al. Mutations of the p53 tumor suppressor gene occur infrequently in

Wilms™ tumor. Cancer Res 1994:54:2077-2079.

. Cardoso LC, De Souza KR, De O Reis AH, et al. WT'T, WTX and CTNNEJ mutation analysis in 43 patients

with sporadic Wilms™ tumor. Oncol Rep 2013:29:315-320.

. Petitjean A, Mathe E. Kato 5, etal. Impact of mutant p33 functional properties on TP53 mutation patiems

and tumor phenotype: Lessons from recent developments in the IARC TP33 database. Hum Mutat
2007:28:622-629.

. Marcel V, Palmero EI Falagan-Lotsch P, et al. TP33 PIN3 and MDM2 SNP309 polymorphisms as genetic

modifiers in the Li-Fraumeni syndrome: Impact on age at first diagnosis. ] Med Genet 2009;46:766-772.
A familial 1

27

29,

30.

3L

32

33.

35

36.

3.

38

39,

Desmet FO, Hamroun D, Lalande M, et al. Human Splicing Finder: An online bicinformatics tool to

predict splicing signals. Nucleic Acids Res 2009;37:e67.

Schlomm T, Gunawan B, Schulten HJ, et al. Effects of

Wilms” umor. Clin Cancer Res 2005 13824387,

Pietsch EC, Humbey O, Murphy ME. Polymorphisims in the p53 pathway. Oncogene 2006:25: 1602—

1611,

Marcel V, Tran PL, Sagne C, et al. G-guadruplex structures in TP33 intron 3: Role in alternative splicing

and in production of p53 mRNA isoforms. Carcinogenesis 2011:32:271-278.

Bourdon JC. p53 and its isoforms in cancer. Br I Cancer 2007:97:277-282.

Wang-Gohrke §, Weikel W, Risch H, et al. Iniron varianis of the p53 gene are associated with increased

risk for ovarian cancer but not in carmers of BRCAl or BRCA?2 germline mutations. Br J Cancer

1999:81:179-183

Gemignani F, Moreno V. Landi §, et al. A TP53 polymorphism is associated with increased risk of

colorectal cancer and with reduced levels of TP53 mRNA. Oncogene 2004:23:1954-1956.

Malik MA, Sharma K, Goel S, et al. Association of TP33 intron 3, 16 bp duplication polymorphism with

esophageal and gastric cancer susceptibility in Kashmir Valley. Oncol Res 2011:19:165-169.

Wu X, Zhao H, Amos CL et al. p53 genotypes and haplotypes associated with lung cancer susceptibility

and ethnicity. J Natl Cancer Inst 2002:94:68 1-690.

Dumont P, Leu JI, Della Pieira AC 111, et al. The codon 72 polymorphic varianis of p53 have markedly

different apoptotic poteniial. Nat Genet 2003:33:357-365.

Osorio A, Martinez-Delgado B, Pollin M, et al. A haplotyp the ps3 pol Ins16bp

and Arg72Pro modifies cancer risk in BRCA2 mutation carriers. Hum Mutat 2006:27:242-248.

Siddigue M, Sabapathy K. Trp33-dependent DNA-repair is affected by the codon 72 polymorphism.

Oncogene 2006:25:3489-3500.

Pim D, Banks L. p53 polymorphic variants af codon 72 exert different effects on cell cycle progression. Int

J Cancer 2004:108:196-199.

Buyru N, Tigli H, Dalay N. P53 codon 72 polymorphism in breast cancer. Oncol Rep 2003:10:711-

714

Pérez-Pérez Gl. Bosques-Padilla FJ, Crosani ML. etal. Role of p53 codon 72 polymorphism in the risk of

development of distal gastric cancer. Scand J Gastroenterol 2003:40:56-60.

Noma C, Miyoshi Y, Taguchi T, et al. Association of p53 genetic p (Arg72Pro) with.

recepior positive breasi cancer risk in Japanese women. Cancer Len 2004:210:197-203

Denschlag D, H, D, et al of the p53 wmor suppressor gene is
i with il to wtenne lei Fertil Steril 2005;84:162-166.

on the ¢ i itution of

Ann Intern Med 1969:71:747-752.

. Birch IM, Alsion RD, McNally RI, et al. Relative frequency and morphology of cancers in carriers of

germline TP33 mutations. Oncogene 2001:20:462 1-4628.

Hartley AL, Birch JM, Harris M. et al. Leukemia, lymphoma, and related disorders in families of children
diagnosed with Wilms™ wmor. Cancer Genet Cylogenet 1994,77:129-133.

Moutou C, Hochez J, Chompret A, et al. The French Wilms™ tumor study: No clear evidence for cancer
prone families. J Med Genet 1994:31:429-434

Pediatr Blood Cancer DOI 10.1002/pbc

166

41

42,

Cost NG, Mitui M, Khokhar S, etal TP53 codon 72 polymorphisms in favorable histology Wilms tumars.
Pediatr Blood Cancer 2012:59:326-328.

Grabois MF, Mendonga GA_ Prognosis for patients with unilateral Wilms” tumor in Rio de Janeiro, Brazil,
1990-2000. Rev Sande Publica 2005:39:731-737.

Faria P, Beckwith JB, Mishra K, et al. Focal versus diffuse anaplasia in Wilms tumor—New definitions
with prognostic significance: A report from the National Wilms Tumor Study Group. Am J Surg Pathol
1996:20:9509-920.



Anexo 10 — Artigo / manuscritos

Artigo 1 publicado no periédico “Familial Cancer”

Familial Cancer
DOI 10.1007/510689-016-9935-z

@ CrossMark

ORIGINAL ARTICLE

TP53 and CDKNIA mutation analysis in families with
Li-Fraumeni and Li-Fraumeni like syndromes

Raissa Coelho Andrade’ + Anna Claudia Evangelista dos Santos' + Joaquim Caetano de

Aguirre Neto? + Julian Nevado® - Pablo Lapunzirm3 + Fernando Regla Vargas

© Springer Science+Business Media Dordrecht 2016

Abstract Li-Fraumeni and Li-Fraumeni like syndromes
(LFS/LFL) represent rare cancer—prone conditions associ-
ated mostly with sarcomas, breast cancer, brain tumors, and
adrenocortical carcinomas. TP53 germline mutations are
present in up to 80 % of families with classic Li-Fraumeni
syndrome, and in 20-60 % of families with Li-Fraumeni
like phenotypes. The frequency of LES/LFL families with
no TP53 mutations detected suggests the involvement of
other genes in the syndrome. In this study. we searched for
mutations in 7P53 in 39 probands from families with cri-
teria for LFS/LFL. We also searched for mutations in the
gene encoding the main mediator of p53 in cell cycle
arrest. CDKNIA/p21, in all patients with no mutations in
TP53. Eight probands carried germline disease-causing
mutations in 7P53: six missense mutations and two partial
gene deletions. No mutations in CDKNIA coding region
were detected. TP53 partial deletions in our cohort repre-
sented 25 % (2/8) of the mutations found, a much higher
frequency than usually reported, emphasizing the need to
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search for TP53 rearrangements in patients with LFS/LFL
phenotypes. Two benign tumors were detected in two TP53
mutation carriers: an adrenocortical adenoma and a neu-
rofibroma, which raises a question about the possible
implication of TP53 mutations on the development of such
lesions.

Keywords Li-Fraumeni syndrome - Li-Fraumeni like
syndrome - TP53 - CDKNIA - Gene deletion

Introduction

Li-Fraumeni syndrome (LFS) represents a rare cancer
prone condition associated to germline mutations in the
TP53 gene [1. 2]. The classic phenotype of this syndrome
was clinically defined before the identification of germline
mutations in TP53. and it consists in the following criteria:
a family with one proband diagnosed with a sarcoma
before age 45 years. plus one first-degree relative with any
cancer before age 45 years, and another first- or second-
degree relative with any cancer before age 45 years or a
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sarcoma at any age [3]. Further studies revealed that,
although highly specific for TP53 germline mutations,
these criteria fail to include many mutation-positive fami-
lies [1, 2]. Since then, less stringent criteria have been used
for indicating TP53 testing, including the Li-Fraumeni like
(LFL) criteria of Birch [4] and Eeles [5]. The most robust
analysis of TP53 mutation carriers to this date was per-
formed in France by Bougeard et al. [6], who developed the
most recent version of the Chompret criteria. Table 1
shows the definitions of these criteria.

Phenotypes of families carrying TP53 mutations can be
highly variable, partly due to life style and genetic back-
ground of genes involved in the p53 pathway [1, 2].
Therefore, it is important to collect data from several
populations to better understand the epidemiology of LES/
LFL. Moreover., mutations in TP53 can lead to different
consequences on gene function, and thereby further char-
acterization of individual genotype—phenotype associations
could enable a better patient stratification and cancer risk
management [2].

The possibility of a major second locus involved in
LFES is an additional issue in the etiology of the syndrome,
since approximately 20 % of LFS and up to 80 % of LFL
families do not exhibit 7P53 mutations [1, 2]. The
underlying genetic defects in these families remain to be
uncovered. The most obvious candidate genes would be
p33 partners in tumor suppressor pathways. Therefore.
different studies investigated BAX [7]. CDKN2A [8].
TP63 [9]. CHEK2 [9]. BCLIO [10]. and PTEN [11] in
TP53-negative families. but no association was evi-
denced. Although a few studies have occasionally linked
other loci to some LFS kindreds [12, 13], TP53 remains
the only gene conclusively associated to the syndrome [1].
CDKNIA/p21 (Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) is a

Table 1 Diagnostic criteria for LFS and LFL syndromes

direct transcriptional target of p53 and the main regulator
of p53 activity in cell cycle arrest [14]. A previous
analysis of CDKNIA/p2] variants has shown that they
may have a direct effect on tumor development, and tend
to be less prevalent in tumors with TP53 mutations [15].
In addition, knockout mice for CDKNIA have shown to be
susceptible to early cancer development. including the
development of sarcomas, the main feature of LFS [14]. It
has been reported that p53 mutants that downregulate the
transcription of CDKN/A are highly frequent in sporadic
tumors, suggesting these mutations might undergo posi-
tive selection in human cancers [16]. Even so, to the best
of our knowledge. germline mutations in CDKNIA in
patients with LFS/LFL criteria have mnever been
investigated.

In the present study, we characterized a cohort of
Brazilian families with criteria for LFS/LFL. First. we
searched for point mutations and gene rearrangements in
the TP53 gene. Subsequently, we searched for germline
mutations in the CDKNIA gene, as a possible second locus
for TP53-negative LFS/LFL patients.

Materials and methods
Patients

Thirty-nine unrelated probands whose families fulfilled at
least one of the diagnostic criteria for LFS/LFL were
included in the study. The probands were referred for
genetic counseling appointments both in the pediatric and
adult genetic counseling outpatient clinics. Available
histopathologic data and/or medical reports were used to
confirm the reported data.

Criteria Definition

Classical [3]

Proband with a sarcoma diagnosed before age 45, and a first-degree relative with any cancer before age 45, and a first-

or second-degree relative with any cancer before age 45 or a sarcoma at any age

Birch [4]

Proband with any childhood cancer or sarcoma, brain tumor or adrenocortical carcinoma diagnosed before age 45, and

a first- or second-degree relative with a typical LFS malignancy (sarcoma, leukemia, breast, brain, adrenal cortex)
regardless of age at diagnosis, and a first- or second-degree relative with any cancer diagnosed before age 60

Eeles [5]

Two different tumors that are part of extended LFS in first- or second-degree relatives at any age (sarcoma, breast

cancer, brain tumor, leukemia, adrenocortical tumor, melanoma, prostate cancer, pancreatic cancer)

Chompret (2015
version) [6]

Proband with a tumor of the LFS spectrum (premenopausal breast cancer, soft tissue sarcoma, osteosarcoma, brain
tumor, adrenocortical carcinoma) before age 46 and at least one first- or second-degree relative with any LFS tumor

(except BC if the proband has BC) before age 56 or with multiple tumors; OR proband with multiple tumors (except
multiple BC), two of which belong to the LFS spectrum, the first before age 46; OR proband with adrenocortical
carcinoma, choroid plexus tumor or rhabdomyosarcoma of embryonalanaplastic subtype. regardless of family
history; OR breast cancer before age 31 years

Age in years

BC breast cancer
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Sanger sequencing and multiplex ligation probe
amplification (MLPA) analysis

Genomic DNA was extracted from peripheral blood sam-
ples according to standard procedures. Amplification and
direct sequencing of all coding and intronic flanking
regions of TP53 were performed using primer sequences
described at the IARC TP53 database (http:/p33.iarc.fr/)
[17]. The pathogenicity of the detected mutations was
determined by consulting the IARC TP53 database. The
mutations found were confirmed by a second, independent
analysis. Mutation-negative patients were then tested for
copy number variation (CNV) using a MLPA kit designed
for gliomas (SALSA kit P105-D1, MRC-Holland®, Ams-
terdam, Netherlands) that contains eight probes for
theTP53 gene. in addition to probes for eight other glioma-
related genes (CDKN2A, CDK4, EGFR. MDM?2, MIR26A2,
NFKBIA, PDGFRA, PTEN). The copy number variations
found were confirmed by a second reaction, using a dif-
ferent MLPA kit (SALSA kit P056-C1, MRC-Holland®,
Amsterdam. Netherlands). Patients with no pathogenic
mutations in 7P53 were submitted to sequencing of
CDKNIA coding regions, performed as described else-
where [18].

Results

Three families (3/39; 8§ %) exhibited the classic LFS cri-
teria. Among the remaining 36 families (92 %). four met
only the Chompret criteria (2015 version), two met only
the Birch criteria. and 18 met only the Eeles criteria. Fif-
teen families fulfilled more than one of the four criteria.
These data are shown in Table 2 and Online Resource 1.

Sequencing of the coding and intronic flanking regions
of TP53 in 39 probands identified six (6/39) carriers of
pathogenic missense TP53 mutations in heterozygosis
(Table 2). Among the remaining samples (n = 33). MLPA
analysis was reliable for 31 samples, and revealed partial
deletion of TP53 in heterozygosis in two (2/31) probands
(Table 2: Online Resource 2).

The 31 probands negative for7P33 mutations are shown
in Online Resource 1. None of them exhibited mutations in
CDKNIA. The pedigrees of all TP53 mutation carriers are
arranged in Fig. 1. Partial deletions of TP53 represented
25 9 (2/8) of the TP53 mutations found in our cohort. The
total prevalence of large deletions in T7P53 in our cohort
was 6.5 % (2/31 patients).

The mutational rate according to the phenotypic criteria
was: LFS-classic: 67 % (2/3 families); LFL-Birch: 30 %
(3/10 families); LFL-Chompret (2015): 35 % (6/17fami-
lies); LFL-Eeles: 15 % (5/33 families). Sensitivity, speci-
ficity, and predictive values of these criteria are shown in

Online Resource 3. The Chompret criteria (2015 version)
exhibited the highest sensitivity (75 %). The classic crite-
ria, on the other hand. were the most specific (97 %) but
the less sensitive (25 %).

All eight probands with pathogenic 7P53 mutations
developed pediatric neoplasias: four developed osteosar-
coma, two developed rhabdomyosarcoma. one had adreno-
cortical carcinoma, and one developed multiple primary
cancers. Considering the tumors developed by the probands
with mutations and the tumors developed by their relatives,
a total of 33 tumors were reported. The most common was
osteosarcoma (7/33; 21.2 %), followed by colorectal cancer
(5/33; 15.2 %) and soft tissue sarcomas (4/33; 12.1 %).
Breast and prostate cancers represented each 9.1 % of these
tumors (3/33), and the hematological cancers, lung cancer,
and adrenocortical tumors represented each 6.1 % (2/33).
One case (3 %) of each of the following tumors occurred:
central nervous system, stomach. skin (melanoma), testicle,
and neurofibroma. The comparison of tumors in families
with a 7P53 mutation versus families with no TP53 muta-
tion revealed that the following cancers were more prevalent
in TP53-positive families (Fisher's exact test): osteosarco-
mas (p = 0.00003). soft tissue sarcomas (p = 0.0191), and
adrenocortical tumors (p = 0.0219). The other core LFS
cancers (breast cancer and central nervous system tumors)
did not reveal the same association (p > 0.05).

Two benign tumors were observed in 7P53 mutation
carriers: an adrenocortical adenoma (proband #36) and a
neurofibroma (proband #12). Proband #36 developed an
adrenal adenoma at age 1 and an osteosarcoma at age 11,
and was found to be a carrier of the TP53 R248W mula-
tion. This patient was included in the study because the
initial information was that she developed an “adrenal
Subsequent review of the histopathologic data
revealed that this proband developed an adenoma of the
right adrenal cortex. treated with surgery alone. weighing
20 g and with low mitotic index. No foci of carcinoma
were observed in the tumor. Subsequently, this proband
developed an osteosarcoma at age 11. Proband #12 had
developed a rhabdomyosarcoma at age 2, and at age 9 he
was diagnosed with an intercostal non-plexiform neurofi-
broma. His family history is compatible with the four
clinical diagnostic criteria for LES/LFL. This proband and
his father, who developed osteosarcoma at age 29. were
found to carry the T7P53 Y220C mutation.

Proband #25 was diagnosed at age 12 with an adreno-

tumor”.

cortical carcinoma, and was a carrier of the TP53R337H
mutation. His mother was not a carrier of the mutation, and
information regarding familial history of cancer of the pro-
band’s father was not available. Two other probands diag-
nosed with osteosarcoma were found to be carriers of
pathogenic 7P53 mutations (proband #50, mutation R175H;
proband #35. mutation R337C). Proband #28 developed a
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Table 2 Clinical characterization of TP53 pathogenic mutation carriers

Patient Tumor(s)* TP53 Protein Exon Famhx” Clinical criteria
gender mutation (s) )
LFS Birch Chompret Eeles
#9 M NHL (3), OS5 (17), OS Deletion 2-4 CRC (M-31) v
(25). MEL(27), LMS E2-4
(33)
#50 M 0S(14) c524G>A RI175H 5§ PC (M-65) v
#8 F RMS(3) c584T>A TI95N 6 PC (M-58), BC (F-34) v v v
#12 M RMS (2), NF (9) c659A >G Y220C 6 0S (M-29%), BT (M-14), BC (F- v v v
23)
#36 F ACA (<1), 0S8 (11) c.742C>T R248W 7 CRC (F-46, F- <30, F-20, M-25) v
#53 F 0S(14) Deletion E8 8 PC (M- >60), TC (M-25), GC v
(M-35), LK (F-22), LC (F-40)
#35 M 0S5 (16) ¢.1009C>T R337C 10 BC (F-29), RMS (F-6), LC (M- ¢ v v v
N/A)
#25 M ACC(12) c.1010G> A R337H 10 N/A v

Tumors in bold occurred in the same individual. Reference sequences: Genbank NP_000537.3 and NM_000546.5

M male, F female, N/A not available, ACA adrenocortical adenoma, ACC adrenocortical carcinoma, BC breast cancer, BT brain wumor, CRC
colorectal cancer, GC gastric cancer, LC lung cancer, LK leukemia, LMS leiomyosarcoma, NF neurofibroma, NHL non-Hodgkin’s lymphoma, OS
osteosarcoma, PC prostate cancer, RMS rhabdomyosarcoma, TC testicular cancer

*Relative tested and also a carrier of the mutation
* Age at diagnosis
" Gender—age at diagnosis

rhabdomyosarcoma at age 3, and was found to carry the
TP53 I195N mutation, which has not been previously
reported in the germline [17].

Two probands showed partial deletion of the T7P53 gene.
Proband #49 developed five primary neoplasias (non-
Hodgkin lymphoma at age 3. osteosarcomas at ages 17 and
25, melanoma at age 27, and a leiomyosarcoma at age 33).
MLPA probes for exons 2-4 of TP53 evidenced only one
copy of this region in this patient’s DNA. Proband #33
developed an osteosarcoma at age 14, and was found to
carry only one copy of exon 8 of TP53. Sequencing of this
exon in this patient did not disclose polymorphisms that
could result in non-hybridization of the probe. MLPA of
both probands. and sequencing of exon 8 of proband #53
are shown in Online Resource 2.

Discussion

We have searched for mutations in 7P53 and CDKN/Ain
39 probands with LFS/LFL phenotypes. Eight probands
with pathogenic mutations in TP53 were observed. Two
mutations were partial deletions of TP53. accounting for
25 Y% of the TP53 mutations in our cohort. This prevalence
is much higher than the one reported in the IARC TP53
database (http://p53.arc.fr/-version R18), where this type
of mutation is shown to represent only 0.7 % of the

C;’j Springer

germline mutations reported in this gene. Our resulls
emphasize the importance of performing copy number
variation analysis in addition to direct sequencing to avoid
the underestimation of germline 7P53 mutation carriers.
An unusual feature in our cohort was the development of
a non-plexiform neurofibroma in proband #12, carrier of
the TP53 Y220C mutation. These benign tumors are hall-
mark features of neurofibromatosis 1 (OMIM #16220). and
are not associated to LFS/LFL. This patient does not
exhibit clinical features and/or family history of neurofi-
bromatosis 1. The neurofibroma developed by the proband
might have been the result of a genomic instability in the
context of an inherited TP53 pathogenic mutation.
Another benign tumor observed in our cohort was an
adrenocortical adenoma developed by proband #36, carrier
of the TP53 R248W mutation. This case is remarkably
similar to a previously reported patient with a mosaic TP53
mutation (R282W) who also developed an adrenal ade-
noma at age I, and an osteosarcoma at age seven [19].
Interestingly, our proband was also a carrier of an arginin-
to-tryptophan substitution (R248W), and both mutations
are located in the DNA binding domain of p53. Somatic
mosaicism  for 7P53 R2480Q mutation was recently
described in a 2 year-old child with three primary neo-
plasias [20]. Importantly. in spite of being a mutation
carrier, the phenotype presented by our proband does not fit
into any LFS/LFL criteria. Our findings emphasize the idea
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TP53 and CDKNIA mutation analysis in families with Li-Fraumeni and Li-Fraumeni like syndromes

BC (65)
BCi21)
CRC
@1 T BC(34) FC(58)
BT (14) 0S (29)
NHL (3), OS (17), O a *
A oS v 5 (14) 2 RMS (3) e
(27), LMS (33) 7 e
449 450 8 412
TPS3 deletion E2-4 TP53 R175H TP53 1195N TP53 Y220C
CRC (48] Lcuo [:.:E])
l BC(29) LC
i CRC (<30} GRC (20) CRG (25) K@D o)
G (35)
ACC(12)
O os(18) RE(E) V4
ACA [<1) z
2 os (1) 2 08 (14)
436 #53 #35 #25
TP53 R248W TP53 deletion E8 TP53 R337C TP53 R337H

Fig. 1 Pedigrees of the probands with 7P53 mutations detected ACA
adrenocortical adenoma, ACC adrenocortical carcinoma, BC breast

cancer, B7 brain tumor, CRC colorectal cancer, GC gastric cancer, LC
lung cancer, LK leukemia, LM leiomyosarcoma, MEL melanoma. NF

that large and/or functioning pediatric adrenocortical ade-
nomas, when in association with LFS core cancers in the
proband or in close relatives. should be considered for
TP53 mutation screening.

Benign tumors are occasionally reported in TP53
germline mutation carriers, e.g. leiomyomatosis [21].
meningioma [22], endometrial polyp [23]. trichilemmoma
[24], thymoma [6]. Available data on benign lesions in
TP53 mutation carriers are scarce. It is not clear whether
benign tumors are incidental findings or may be causally
associated to TP53 germline mutations. If 7P53 mutations
are implicated in the development of benign tumors, it is
plausible to think these might represent premalignant
lesions. and therefore the follow-up of these tumors should
demand more caution.

We did not find mutations in the main mediator of p53
in cell cycle arrest. CDKNIA, although knockout mice for
this gene have shown to be susceptible to early cancer
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neurofibroma, NHL non-Hodgkin's lymphoma, OS osteosarcoma, PC
prostate cancer, RMS rhabdomyosarcoma, TC testicular cancer. Ages
at diagnosis (in years) are presented in parenthesis

development, including core cancers of LFS [14]. Other
candidate genes in LES/LFL phenotypes have shown lack
of association with these phenotypes [7-11]. Likewise,
abnormal TP53 promoter methylation was not observed in
LFS/LFL families negative for mutations in this gene [25].
Given the large spectrum of LFS/LFL phenotypes. the
underlying genetic defect in some families may be linked
to specific patterns of tumor occurrence. For example,
genes involved in chromatin remodeling function were
associated with excess of brain tumors in Chompret-posi-
tive TP53-negative families [13]. Likewise, a pathogenic
mutation in POTI, which regulates telomere length, was
associated to cancer predisposition in LFL families with
cardiac angiosarcoma [26].

In conclusion, our findings reinforce the need to include
CNV analysis in TP53 mutation screening protocols.
Moreover, large and/or functioning adrenal adenomas,
when in association with LFS core cancers in the proband
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and/or close relatives, should be considered for TP53
mutation analysis.
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Abstract

Li-Fraumeni syndrome is a rare hereditary cancer predisposition syndrome associated with germline mutations in
TP53 gene. The phenotype may vary from classical to variant forms. known as Li-Fraumeni-like phenotypes.
We searched for mutations in 7P53 in a 14 year-old female diagnosed with fibrolamellar hepatocarcinoma. a rare
rariant of hepatocellular carcinoma. The proband is a heterozygote carrier of the TP53 ¢.467G>A (p.Argl56His)
in exon 5, and her mother is an asymptomatic carrier. Analysis of tumor DNA disclosed an additional mutation
in 7P53, c.461G=A; p.Glyl54Asp. The 7P53 germline and somatic mutations may have acted as possible driver
mutations, resulting in genomic instability and tumor development. The fibrolamellar subtype of

hepatocarcinoma may be part of the broad spectrum of tumors associated with Li-Fraumeni phenotype.

Keywords: Li-Fraumeni syndrome, Li-Fraumeni-like syndrome. fibrolamellar hepatocarcinoma, 7P53 gene.
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Introduction

Li-Fraumeni syndrome is a rare inherited autosomal dominant condition. predisposing to many early-
onset cancers. Core cancers include soft tissue sarcomas. osteosarcomas, pre-menopausal breast cancers. brain
tumors. adrenocortical carcinomas and leukemias. Classical criteria for clinical diagnosis include a proband with
a sarcoma diagnosed before age 45 years. a first-degree relative with any cancer before age 45 years. and a first-
or second-degree relative with any cancer before age 45 years or a sarcoma at any age [1]. Alternative criteria
were developed to include families with similar but less restrictive phenotypes. known as Li-Fraumeni like
syndrome [2.3.4]. Still. some families present features that are reminiscent of the disease, yet are not compatible
with the published classical or variant criteria. Molecular diagnosis is established by the presence of a germline
pathogenic TP53 mutation, irrespective of cancer history. Herein we describe a young female patient with
fibrolamellar hepatocarcinoma carrying a germline pathogenic 7P53 mutation. and a further somatic mutation

that might correspond to the second hit in this gene.

Patient and Methods

DNA samples were isolated from peripheral blood samples collected from the proband. her parents. and
from one formalin-fixed. paraffin-embedded tumor sample. Sanger sequencing of 7P53 coding and intronic
flanking regions was performed with primer sequences and amplification conditions described by the
International Agency for Research in Cancer TP53 database, version R17 (reference sequences accession
numbers: NP_000537.3 and NM_000546.5) [S]. The pathogenicity of the identified mutations was determined
with data from mutation databases and from in silico prediction models. The study was approved by the local
Institutional Review Board. Individuals were included in the study after discussion and signature of the informed

consent.

Results
We searched for 7P53 germline pathogenic mutations in a proband that was diagnosed with a
moderately differentiated fibrolamellar hepatocarcinoma at age 14 years (Fig. 1C). She had a third degree cousin
diagnosed at age 10 years with osteosarcoma (Fig. 1A). The proband carried a missense mutation in 7P53
(c.467G=A: p.Argl 56His) in exon 5 (Fig. 1B). and the silent nutation ¢.582T>C (p.Leul94Leu) in exon 6. both
in heterozygosis. Further investigation of her parents revealed her mother was also a carrier of both mutations

(Fig. 1A). Sequencing of 7P53 in a DNA sample from a paraffin-embedded tumor block from the proband
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confirmed the presence of the germline mutations p.Argl 56His and p.Leul94Leu. and revealed an additional

mutation. ¢.461G>A (p.Gly154Asp). all in heterozygosis (Fig. 1B).

Discussion

Because our proband was a carrier of hepatocarcinoma. a disease previously associated with the Li-
Fraumeni phenotype [6]. and had a maternal third degree cousin diagnosed with osteosarcoma at age 10 years.
TP33 mutation screening was performed in the proband. The fibrolamellar is a very rare subtype of
hepatocellular carcinoma. with an age-adjusted incidence rate of 0.2 per 100.000 in the United States [7]. The
tumor has a marked clinical predilection for younger individuals. Most cases occur between ages 10 and 35
years. Its distinct clinical and pathological features include lack of previous chronic liver disease as risk factor
for tumor development, and its unique histological findings: tumor cells with profuise eosinophilic cytoplasm.
large vesiculated nuclei and macronucleoli surrounded by a lamellar pattern of fibrosis [8]. It is known that
fibrolamellar hepatocarcinoma carries a molecular pattern greatly distinguishable from typical hepatocellular
carcinoma [9]. Recent studies using parallel sequencing and/or array hybridization approaches have confirmed
the relatively low rate of somatic mutations and chromosomal aberrations in this cancer. The most promising
discovery was the presence of the chimeric transcript DNAJB1-PREKACA that confers an increased cAMP-
dependent protein kinase (PKA) activity i tumor cells. This transcript results from an approximately 400-kb
deletion in chromosome 19 found in all or most of the samples analyzed in each study. and is expressed in

fibrolamellar hepatocarcinoma. but not in adjacent normal liver [10. 11].

TP353. which has a somatic nutation rate of up to 35% in typical hepatocellular carcinoma [12]. did not
exhibit mutations or promoter methylation in fibrolamellar hepatocarcinoma so far [10: 11: 13]. Germline
mutations in 7P53 have been reported in five individuals with primary cancer in the liver (two hepatocellular
carcinomas, one hepatoblastoma. one unspecified liver cancer). and to the best of our knowledge. none of them
had the fibrolamellar variant [5. 6. 14].

Herein we describe a patient with fibrolamellar hepatocarcinoma who is a carrier of one germline and
one somatic mutation in 7P53 in the absence of clinical criteria for the classic or variant forms of Li-Fraumeni
syndrome. The p.Argl56His mutation. found in blood and tumor samples from our proband. is predicted to
result in a partially functional protein with limited transcriptional activity [5]. which could be accounted for the
non-classic phenotype in this family. The fact that the mother is carier of TP53 p.Argl56His mutation lends

suppott to the hypothesis that the maternal cousin diagnosed with osteosarcoma would be also a carrier. thus
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characterizing a low penetrance mutation. This mutation was detected in 16 cancer-affected individuals from
four different families. and does not represent a conumon alteration in families with Li-Fraumeni syndrome [5].
Our findings draw attention to two issues regarding genetic testing of 7P53: the continuously growing spectrum
of tumors associated with mutations in this gene: and the influence of factors still poorly understood that impact
the penetrance of 7P33 mutations. generating non-classic phenotypes.

Tt is still a challenge to define clinical criteria for indicating 7P53 testing, mainly because of the broad
spectrum of tumors associated to these mutations [2]. One study found that 40% of adults affected with
sarcomas carrying a germline 7P53 mutation did not exhibit a family history compatible with the syndrome [15].
In a cohort of 457 patients with colorectal cancer diagnosed before age 40 years. Yurgelun et al. [16] found six
carriers of germline pathogenic 7P33 mutations. Interestingly. none of these patients had family history
compatible of Li-Fraumeni classic or variant forms [16]. Ruijs et al. [6] also found six 7P33-positive families
that did not fulfill Li-Fraumeni or Li-Fraumeni-like criteria [6]. In line with these findings. our results suggest
that TP53 mutation screening should be an option to individuals with personal and/or family history of the

fibrolamellar variant of heparocellular carcinoma in association with family history of other LFS core cancers.
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Figure legends

Figure 1. Pedigree of the patient’s family. 7P53 analysis and histopathology of the tumor. A) The proband and
her mother were carriers of the 7P53 p.Argl 56His (c.467G>A) mutation in exon 5. FLC: Fibrolamellar
carcinoma. OS: Osteosarcoma. Dx: Age at diagnosis (years). Wt: wild type allele. B) Electropherograms of the
patient’s blood and tumor DNA. The image shows the germline p.ArglS6His (c.467G=A) in 7P53 and the
somatic additional mutation p.Glyl54Asp (c.461G=A), both in exon 5. C) H&E staining of the patient’s tumor.
The oncocytic cells are surrounded by the lamellar pattern of fibrosis characteristic of the fibrolamellar

carcinoma. Left: Original magnification of 20X. Right: Original magnification of 40X.
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Abstract

In Brazil, a germline founder mutation in 7P53, R337H, is estimated to occur in 0,3%
of the population from southern States, representing a major issue for Public Health in this
country. That emphasizes the need of larger studies to define the differential patterns of
occurrence of this mutation throughtout Brazil. In the present study, we aimed to investigate
the frequency of the R337H mutation in three cancer cohorts from Rio de Janeiro, to
contribute to the epidemiological characterization of LFS/LFL in Brazil. RFLP essays were
performed with blood DNA samples collected from three groups of patients: (1) 126 patients
with breast cancer that were referred for genetic counseling because of suspicion of hereditary
ovary and breast cancer syndrome and had no pathogenic mutations in BRCAI/BRCA2; (2)
291 patients with colorectal cancer and (3) 81 patients with retinoblastoma, collected
consecutively. Our results disclosed no carriers of the R337H. Additional data from a control
group of 92 individuals also revealed no carriers. We discuss the possibility of a lower
frequency of the R337H mutation in Rio de Janeiro in relation to other States from South and
Southeastern Brazil investigated so far. There is still uncertainty about the age of this
mutation, the region where it first occurred and how it spread through the country.
Epidemiological studies in this matter will be important to develop adequate strategies of

surveillance for individuals at risk.
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Introduction

Germline mutations in 7P53 result in the hereditary cancer predisposition conditions
known as Li-Fraumeni and Li-Fraumeni like syndromes (LFS/LFL). Phenotypes associated to
these mutations involve a wide variety of cancers at young ages: approximately 80% of TP53
mutation carriers will have developed cancer by age 50 [1], and the risk of secondary
malignancies is also high, especially in individuals previously exposed to radiotherapy [2,3].
These facts address the need to establish adequate protocols for cancer risk assessment and
tumor surveillance for these individuals.

While the frequency of germline 7P53 mutations was estimated to be 1:10.000 to
1:25.000 in North America and Europe [4,5], in Brazil, the occurrence of a founder mutation
in TP53, R337H, is responsible for an unusually high frequency of the syndrome in this
country. The TP53 R337H (c.1010G>A), occurs in the exon 10 of the gene, and alters the
structure of the oligomerization domain of the p53 protein. This mutation was first described
in children with adrenocortical carcinoma in the Southern region of Brazil [6], and later
studies have shown it also predisposes to a wide spectrum of tumors, including typical LFS
cancers like sarcomas, brain and breast cancers [7,8], and also cancers that are not usually
seen in carriers of other TP53 mutations, like renal and thyroid cancers [7].

Genotyping of control groups from southern Brazil revealed a prevalence of 0,3% for
TP53 R337H [9,10]. Although this mutation seems less penetrant in young individuals than
mutations hitting the DNA binding domain of p53 [8], it represents a major issue for Public
Health in this country. These data led to the consideration of inserting the R337H genotyping
in newborn screening protocols, although larger studies are needed to best describe the
differential patterns of occurrence of R337H in different regions of Brazil and the phenotypes
associated to this mutation [11]. In the present study, we aimed to investigate the frequency of
the R337H mutation in three cancer cohorts from Rio de Janeiro, to contribute to the

epidemiological characterization of LFS/LFL in Brazil.

Patients and Methods

Three cohorts of patients were included in this study: 126 unrelated patients with
breast cancer (BC), 291 unrelated patients with colorectal cancer (CRC) and 81 unrelated
patients with Retinoblastoma (RB), treated at Instituto Nacional de Cancer (INCA), Rio de
Janeiro, Brazil. The patients with breast cancer were referred for Genetic Counseling services
for suspicion of Hereditary Breast and Ovarian Cancer (HBOC), and BRCAI/BRCA2
screening in these patients had not disclosed pathogenic mutations. The patients with

181



colorectal cancer and retinoblastoma were unselected for familial history of cancer, and
collected consecutively. All procedures performed were in accordance with the ethical
standards of the institutional research committee and informed consent was obtained from all
individual participants or from their legal guardians. We additionally screened 92 individuals
with no history of cancer as a control group.

Amplification of 7P53 exon 10 was performed using blood DNA samples available
from all the individuals, following standards procedures and primer sequences described at
the JARC TP53 database: forward primer P-E10Li: 5’-caattgtaacttgaaccatc-3’ and reverse
primer P-562: 5’-ggatgagaatggaatcctat-3’ [12]. Genotyping was performed using the restriction
enzyme Hhal (Life Technologies®), which cleaves the wild-type fragment of 260 bp in two
fragments of 92 and 168 bp. When the substitution c.1010G>A occurs, the recognition sequence
of the enzyme is abolished, and the fragment is not cleaved. Positive control samples were used

in every essay.

Results
None of the patients genotyped exhibited the 7P53 R337H mutation. A Clinical
characterization of the patients is disposed in table 1. The genotyping of the control

individuals (52 women and 40 men) also disclosed no carriers of the 7P53 R337H.

Table 1. Clinical information of the patients screened for 7P53 R337H.

Cohort N Men (%) Women (%) Mean dx (std)
Breast cancer 126 6 (4.8%) 120 (95.2%) 45.2 (£10.3)*
Colorectal cancer 291 142 (48.8%) 149 (51.2%) 61.4 (x12.3)
Retinoblastoma 81 36(44.4%) 45 (55.6%) 2.1 (x2.0)

Dx: age at diagnosis. STD: Standard deviation. *Age at diagnosis was not available for two patients.

Discussion

Our study aimed to investigate the frequency of the TP53 R337H in cancer cohorts
from Rio de Janeiro, Southeastern Brazil. The allelic frequency of this mutation in Southern
Brazil is estimated to be 0,0015. This result was the same in two different States from this
geographic region: in a control group of 750 women from Rio Grande do Sul [9] and in
171,649 newborns from Parand [10]. Compared to estimates from USA and the United
Kingdom [4,5], R337H is at least 30 times more frequent than any other 7P53 pathogenic
mutation in a given population. Given the importance of this datum for clinical practice in
Brazil, and the vast continental extension of the country, differences in the geographic regions

concerning this mutation must be well determined.
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Our preliminary data suggest that the frequency of this mutation in Rio de Janeiro
might be lower than in other States from Brazil. Perhaps the most informative cohort from our
study was the 126 patients with breast cancer and no pathogenic mutations in BRCAI/BRCA2.
Breast cancer is the most frequent tumor among 7P53 mutation carriers [12], and the R337H
mutation has been shown to occur in 8.6% of Brazilian patients with this cancer, from diverse
geographic regions and irrespective of familial history of cancer [13]. In Sdo Paulo, this
mutation was found in 2.4% to 7.1% of patients with breast cancer referred for genetic
counseling [14-16]. A previous study has also reported an apparent lower frequency of this
mutation in breast cancer patients from Rio de Janeiro in comparison to Southern States [17].
Also, CRC, although not belonging to LFS core cancers, was reported as a common event in
TP53 mutation carriers [18,19], and its inclusion in surveillance protocols was suggested for
LFS/LFL Brazilian families [19]. Even so, none of our patients with CRC exhibited the
R337H.

Although retinoblastoma has not been linked to LFS/LFL so far, the most frequent
mutated gene in this cancer, RBI, shares a common pathway with TP53, and germline
mutations in either of these genes predispose to sarcomas, the most well recognized core
cancer of LFS [20]. This led us to investigate the R337H mutation in patients with this cancer.
A previous study from our Institution also screened this mutation in blood DNA samples from
46 patients with Wilms tumor, a pediatric cancer that has been reported as more frequent in
families segregating TP53 germline mutations [21]. None of the patients with RB or WT at
INCA carried the R337H. It has been reported that the phenotypes associated to the R337H
mutations are slightly different from those of mutations hitting in the DNA-binding domain of
the protein, with tumors not usually associated to LFS being relatively frequent in R337H
families [7]. Recently, this mutation was reported in 8.4% (7/83) of patients with
neuroblastoma, a pediatric cancer rarely reported in LFS, in Sao Paulo, Southeastern Brazil
[22].

In previously reported LFS/LFL Brazilian families, mostly from Sao Paulo and Rio
Grande do Sul (42/45), R337H was found in 13.3% of the probands [7]. Probands from 39
families with LFS/LFL clinical criteria treated at our Institution were investigated in a
previous study (data not shown), disclosing only one carrier (2.6%) of the R337H. This
patient had developed an adrenocortical carcinoma.

The R337H mutation has been screened in several cancer cohorts in Southern and
Southeastern Brazil so far (Box 1, Figure 1). It is important to state that the centers
developing these investigations, as well as our Institution, are reference centers who receive

patients from several states from Brazil. That implies a considerable bias when trying to
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estimate the frequency of R337H in each region of Brazil based on these studies. Even so, we
can assume the majority of patients treated in these institutions reside in the corresponding
States, considering the geographical difficulties of access for patients from other regions.
Also, it has been reported in Paraguay, although with a lower frequency than in Southern
Brazil (Figure 1) [23], and in two of 60 cases of phaeochromocytoma (3.3%) in the UK [24].
It has been hypothesized that the spread of the R337H mutation accompanied the
development of cities and villages along the road axis between Sdo Paulo and Rio Grande do
Sul, that also includes the States of Parana and Santa Catarina [8]. That would be compatible
with an apparent lower frequent of this mutation outside those States. It is unclear, though,
whether this mutation would have arisen in Brazil, and spread throughout the country only by
internal migration; or in Europe, being latter brought to this territory [8,25].

A more detailed analysis of STR markers in R337H carriers showed that the
haplotype carrying the mutation has a Caucasian/Iberic/Portuguese origin, and the authors
estimated the age of the mutation in 2,000 years (72-84 generations ago), what is 1,500 years
before the Brazilian colonization. In this context, R337H could have been introduced in Brazil
by different carriers. This is supported by the genetic variability observed in the Brazilian
R337H haplotypes [25]. If we consider this hypothesis, the current geographic location of the
families with this mutation would be associated not only to inter-regional migration patterns
in Brazil, but also to the differential distribution of Portuguese immigrants in the country
since the beginning of colonization.

It is known that the Brazilian population is composed by the admixture of three major
parental populations: Amerindians, Europeans and Africans. Although European genetic
ancestry is the most prevalent in urban populations of all regions of Brazil, there are important
inter-regional differences. In general, the European genetic ancestry decreases in from South
towards North Brazil [34,35], which reflects the differences in dispersion of European
contingents that immigrated since the XVI century [36]. The capital of Rio de Janeiro is
located 429 kilometers north of Sdo Paulo, and 1,552 kilometers north of the capital of Rio
Grande do Sul. Among the four states in southeastern Brazil, the population of Rio de Janeiro
has the greater genetic distance from the European parental population, followed by Minas
Gerais [34], which would be consistent with a lower frequency R337H in those States.
Indeed, a recent study conducted with 513 controls and 103 ovarian cancer patients from
Minas Gerais disclosed no carriers of TP53 R337H [37]. Further studies with larger samples
are needed to better clarify these differences, especially in regions other than South and

Southeast of Brazil.
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Box 1. Tumor types associated to the 7P53 R337H mutation in studies developed in Brazil.

Familial Breast
Cancer

Breast Cancer

Other cohorts

2/59 (3.4%) [13]

8/148"% (5.4%) [27]

17/293 (5.8%) [13]

Choroid plexus carcinoma: 2/2 (100%) [26]

Choroid plexus carcinoma: 14/22 (63.6%) [29]

3/120 (2.5%) [15]

50/238' (21.0%) [13]

Adrenocortical carcicoma (adults)': 5/37 (13.5%) [30]

Probands from families with LFS/LFL criteria® 6/45
(13.3%) [7]

2/45 (4.4%) [14]

1/78 (1.3%) [14]

Choroid plexus carcinoma: 9/13 (69.2%) [31]
Osteosarcoma: 3/41 (7.3%) [31]

Neuroblastoma: 7/83 (8.4%) [22]

2/28 (7.1%) [16]

Adrenocortical carcinoma (adults): 1/5 (20%) [32]

3/284' (1.1%) [13]

0/126 (0%) [This
study]

2/390 (0.5%) [17]

Probands from families with LFS/LFL criteria: 1/39
(2.6%) [38]

. Pediatric
Region City of the cente.r of Adrenocortical
enrollment of patients
tumors
Porto Alegre (RS) 9/11 (81.8%) [26]
=
B
@ 35/36" (97.2%) [6]
Curitiba (PR)
40/40™ (100%) [28]
Sao Paulo (SP) 14/18" (77.8%) [30]
g Campinas (SP) 65/70 (92.9%) [31]
£
=
=
1253
Ribeirao Preto (SP) 12/16 (75%) [32]
Barretos (SP)
Rio de Janeiro (RJ)
= Salvador (BA)
2

1/101° (1.0%) [33]

LFS/LFL: Li-Fraumeni syndrome and Li-Fraumeni like syndrome. *from 34 families. **from 30 families.

'Considering DNA from both tumor and/or non-tumor tissues.

*These were actually multicentric studies. We classified them based on the location of the major center of enrollment of patients, but they also included
centers from other States in Brazil.

*Considering only patients with breast cancer.

185




References:

[1]

(2]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

Hwang S-J, Lozano G, Amos CI, Strong LC. Germline p53 mutations in a cohort with
childhood sarcoma: sex differences in cancer risk. Am J Hum Genet 2003;72:975-83.
doi:10.1086/374567.

Hisada M, Garber JE, Fung CY, Fraumeni JF, Li FP. Multiple primary cancers in
families with Li-Fraumeni syndrome. J Natl Cancer Inst 1998;90:606—11.

Chompret A, Brugieres L, Ronsin M, Gardes M, Dessarps-Freichey F, Abel A, et al.
P53 germline mutations in childhood cancers and cancer risk for carrier individuals. Br
J Cancer 2000;82:1932-7. doi:10.1054/bjoc.2000.1167.

Gonzalez KD, Noltner K a, Buzin CH, Gu D, Wen-Fong CY, Nguyen VQ, et al.
Beyond Li Fraumeni Syndrome: clinical characteristics of families with p53 germline
mutations. J Clin Oncol 2009;27:1250-6. doi:10.1200/JC0O.2008.16.6959.

Mai PL, Malkin D, Garber JE, Schiffman JD, Weitzel JN, Strong LC, et al. Li-
Fraumeni syndrome: report of a clinical research workshop and creation of a research
consortium. Cancer Genet 2012;205:479-87. doi:10.1016/j.cancergen.2012.06.008.

Ribeiro RC, Sandrini F, Figueiredo B, Zambetti GP, Michalkiewicz E, Lafferty AR, et
al. An inherited p53 mutation that contributes in a tissue-specific manner to pediatric
adrenal cortical carcinoma. Proc Natl Acad Sci U S A 2001;98:9330-5.
doi:10.1073/pnas.161479898.

Achatz MIW, Olivier M, Le Calvez F, Martel-Planche G, Lopes A, Rossi BM, et al.
The TP53 mutation, R337H, is associated with Li-Fraumeni and Li-Fraumeni-like
syndromes in Brazilian families. Cancer Lett 2007;245:96—-102.
doi:10.1016/j.canlet.2005.12.039.

Garritano S, Gemignani F, Palmero EI, Olivier M, Martel-Planche G, Le Calvez-Kelm
F, et al. Detailed haplotype analysis at the TP53 locus in p.R337H mutation carriers in

the population of Southern Brazil: evidence for a founder effect. Hum Mutat
2010;31:143-50. doi:10.1002/humu.21151.

Palmero El, Schiiler-Faccini L, Caleffi M, Achatz MIW, Olivier M, Martel-Planche G,
et al. Detection of R337H, a germline TP53 mutation predisposing to multiple cancers,
in asymptomatic women participating in a breast cancer screening program in Southern
Brazil. Cancer Lett 2008;261:21-5. doi:10.1016/j.canlet.2007.10.044.

Custodio G, Parise GA, Kiesel Filho N, Komechen H, Sabbaga CC, Rosati R, et al.
Impact of neonatal screening and surveillance for the TP53 R337H mutation on early
detection of childhood adrenocortical tumors. J Clin Oncol 2013;31:2619-26.
doi:10.1200/JC0O.2012.46.3711.

Achatz MIW, Hainaut P, Ashton-Prolla P. Highly prevalent TP53 mutation
predisposing to many cancers in the Brazilian population: a case for newborn
screening? Lancet Oncol 2009;10:920-5. doi:10.1016/S1470-2045(09)70089-0.

Petitjean A, Mathe E, Kato S, Ishioka C, Tavtigian S V, Hainaut P, et al. Impact of
mutant pS3 functional properties on TP53 mutation patterns and tumor phenotype:
lessons from recent developments in the IARC TP53 database. Hum Mutat
2007;28:622-9. doi:10.1002/humu.20495.

Giacomazzi J, Graudenz MS, Osorio CABT, Koehler-Santos P, Palmero EI, Zagonel-
Oliveira M, et al. Prevalence of the TP53 p.R337H mutation in breast cancer patients in
Brazil. PLoS One 2014;9:99893. doi:10.1371/journal.pone.0099893.

Assumpcao JG, Seidinger AL, Mastellaro MJ, Ribeiro RC, Zambetti GP, Ganti R, et al.

186



[15]

[16]

[17]

[18]

[19]
[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

Association of the germline TP53 R337H mutation with breast cancer in southern
Brazil. BMC Cancer 2008;8:357. doi:10.1186/1471-2407-8-357.

Silva FC, Lisboa BC, Figueiredo MC, Torrezan GT, Santos EM, Krepischi AC, et al.
Hereditary breast and ovarian cancer: assessment of point mutations and copy number
variations in Brazilian patients. BMC Med Genet 2014;15:55. doi:10.1186/1471-2350-
15-55.

Cury NM, Ferraz VE, Silva WA. TP53 p.R337H prevalence in a series of Brazilian
hereditary breast cancer families. Hered Cancer Clin Pract 2014;12:8.
doi:10.1186/1897-4287-12-8.

Gomes MC, Kotsopoulos J, de Almeida GL, Costa MM, Vieira R, Filho F de A, et al.
The R337H mutation in TP53 and breast cancer in Brazil. Hered Cancer Clin Pract
2012;10:3. doi:10.1186/1897-4287-10-3.

Wong P, Verselis SJ, Garber JE, Schneider K, DiGianni L, Stockwell DH, et al.
Prevalence of early onset colorectal cancer in 397 patients with classic Li-Fraumeni
syndrome. Gastroenterology 2006;130:73-9. doi:10.1053/j.gastro.2005.10.014.

Achatz M. No Title. Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, 2008.

Kleinerman RA, Schonfeld SJ, Tucker MA. Sarcomas in hereditary retinoblastoma.
Clin Sarcoma Res 2012;2:15. doi:10.1186/2045-3329-2-15.

Birch JM, Alston RD, McNally RJ, Evans DG, Kelsey AM, Harris M, et al. Relative
frequency and morphology of cancers in carriers of germline TP53 mutations.
Oncogene 2001;20:4621-8. doi:10.1038/sj.onc.1204621.

Seidinger AL, Fortes FP, Mastellaro MJ, Cardinalli IA, Zambaldi LG, Aguiar SS, et al.
Occurrence of Neuroblastoma among TP53 p.R337H Carriers. PLoS One
2015;10:e0140356. doi:10.1371/journal.pone.0140356.

Legal EF, Ascurra M, Custodio G, Ayala HL, Monteiro M, Vega C, et al. Prevalence of
an inherited cancer predisposition syndrome associated with the germ line TP53

R337H mutation in Paraguay. Cancer Epidemiol 2015;39:166-9.
doi:10.1016/j.canep.2015.01.005.

Luchetti A, Walsh D, Rodger F, Clark G, Martin T, Irving R, et al. Profiling of somatic
mutations in phaeochromocytoma and paraganglioma by targeted next generation
sequencing analysis. Int J Endocrinol 2015;2015:138573. doi:10.1155/2015/138573.

Paskulin DD, Giacomazzi J, Achatz MI, Costa S, Reis RM, Hainaut P, et al. Ancestry
of the Brazilian TP53 c.1010G>A (p.Arg337His, R337H) Founder Mutation: Clues
from Haplotyping of Short Tandem Repeats on Chromosome 17p. PLoS One
2015;10:e0143262. doi:10.1371/journal.pone.0143262.

Giacomazzi J, Selistre SG, Rossi C, Alemar B, Santos-Silva P, Pereira FS, et al. Li-
Fraumeni and Li-Fraumeni-like syndrome among children diagnosed with pediatric
cancer in Southern Brazil. Cancer 2013;119:4341-9. doi1:10.1002/cncr.28346.

Giacomazzi J, Koehler-Santos P, Palmero EI, Graudenz MS, Rivero LF, Lima E, et al.
A TP53 founder mutation, p.R337H, is associated with phyllodes breast tumors in
Brazil. Virchows Arch 2013;463:17-22. doi:10.1007/s00428-013-1439-8.

Figueiredo BC, Sandrini R, Zambetti GP, Pereira RM, Cheng C, Liu W, et al.
Penetrance of adrenocortical tumours associated with the germline TP53 R337H
mutation. J] Med Genet 2006;43:91-6. doi:10.1136/jmg.2004.030551.

Custodio G, Taques GR, Figueiredo BC, Gugelmin ES, Oliveira Figueiredo MM,
Watanabe F, et al. Increased incidence of choroid plexus carcinoma due to the germline

187



[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

TP53 R337H mutation in southern Brazil. PLoS One 2011;6:¢18015.
doi:10.1371/journal.pone.0018015.

Latronico AC, Pinto EM, Domenice S, Fragoso MC, Martin RM, Zerbini MC, et al. An
inherited mutation outside the highly conserved DNA-binding domain of the p53 tumor

suppressor protein in children and adults with sporadic adrenocortical tumors. J Clin
Endocrinol Metab 2001;86:4970-3. doi:10.1210/jcem.86.10.7957.

Seidinger AL, Mastellaro MJ, Paschoal Fortes F, Godoy Assumpcao J, Aparecida
Cardinalli I, Aparecida Ganazza M, et al. Association of the highly prevalent TP53
R337H mutation with pediatric choroid plexus carcinoma and osteosarcoma in
southeast Brazil. Cancer 2011;117:2228-35. do1:10.1002/cncr.25826.

Sandrini F, Villani DP, Tucci S, Moreira AC, de Castro M, Elias LLK. Inheritance of
R337H p53 gene mutation in children with sporadic adrenocortical tumor. Horm Metab
Res = Horm Und Stoffwechselforsch = Horm Métabolisme 2005;37:231-5.
doi:10.1055/s-2005-861373.

Felix GE, Abe-Sandes C, Machado-Lopes TM, Bomfim TF, Guindalini RSC, Santos
VCS, et al. Germline mutations in BRCA1, BRCA2, CHEK2 and TP53 in patients at

high-risk for HBOC: characterizing a Northeast Brazilian Population. Hum Genome
Var 2014;1:14012. doi:10.1038/hgv.2014.12.

Saloum de Neves Manta F, Pereira R, Vianna R, Rodolfo Beuttenmiiller de Araijo A,
Leite Goes Gitai D, Aparecida da Silva D, et al. Revisiting the genetic ancestry of
Brazilians using autosomal AIM-Indels. PLoS One 2013;8:e75145.
doi:10.1371/journal.pone.0075145.

Santos NPC, Ribeiro-Rodrigues EM, Ribeiro-Dos-Santos AKC, Pereira R, Gusmao L,
Amorim A, et al. Assessing individual interethnic admixture and population
substructure using a 48-insertion-deletion (INSEL) ancestry-informative marker (AIM)
panel. Hum Mutat 2010;31:184-90. doi:10.1002/humu.21159.

Levy MS. [The role of international migration on the evolution of the Brazilian
population (1872 to 1972)]. Rev Satde Publica 1974;Suppl:49-90.

Schayek H, De Marco L, Starinsky-Elbaz S, Rossette M, Laitman Y, Bastos-Rodrigues
L, et al. The rate of recurrent BRCA1, BRCA2, and TP53 mutations in the general
population, and unselected ovarian cancer cases, in Belo Horizonte, Brazil. Cancer
Genet 2015. doi:10.1016/j.cancergen.2015.11.003.

Andrade RC, Dos Santos AC, de Aguirre Neto JC, Nevado J, Lapunzina P, Vargas FR.
TP53 and CDKN1A mutation analysis in families with Li-Fraumeni and Li-Fraumeni
like syndromes. Fam Cancer. 2016 Oct 6. [Epub ahead of print] PubMed PMID:
27714481.

188



io de Janeiro (RJ)

Campinas (SP)

" Cancer cohorts:
Pediatric Adrenocortical carcinoma
Familial Breast Cancer

Breast Cancer

Prevalence per 1,000: . u V
[@1.02 i :

B0 :
[&52.00 a4
[@07j0.48

mo

Healthy Individuals:

Adults
Newborn

ritiba (PR)

Prevalence per 1,000:
[J0.75to 1.46
[D1.47t01.96
0 1.97t02.12
D 213t02.59
= 2.60t02.76
= 2.77t02.95
m 2.96t0 3.60
= 3.61t05.14

Figure 1. Prevalence of R337H mutations in different cohorts from South America. The map representing

healthy individuals was adapted from references 10 and 23.

189




Manuscrito 3 (em preparo)

Targeted next generation sequencing in 7P53-negative probands suggestive of Li-

Fraumeni syndrome

Raissa Coelho Andrade’ (randrade.inca@gmail.com)
Carolina Furtado Torres da Silva' (carolfts@gmail.com)
Hector Nicolas Seudnez Abreu'” (hseuanez@inca.gov.br)

*Fernando ReglaVargas'?*(fernando.vargas@ioc.fiocruz.br)
*Corresponding author.

'Genetics Division, Instituto Nacional de Cancer, Rio de Janeiro, Brazil;

’Genetics Department, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil;
Genetics and Molecular Biology Department, Universidade Federal do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil;

*Birth Defects Epidemiology Laboratory, Fundacio Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil

Competing interests: None.

Acknowledgments: We thank the staff of the Genetics Division of Instituto Nacional de
Cancer for enabling the development of the study, and in special Albert REAN Menezes for
the help with NGS data. We thank FAPERJ for FRV's grant, and INCA/MS for RCA's grant.

190



Abstract

Introduction: Several clinical criteria were developed to indicate TP53 screening in
patients suspected of Li-Fraumeni and Li-Fraumeni like syndromes (LFS/LFL). Among them,
the revised Chompret criteria figures as the most sensitive. However, the genetic alterations
beneath these clinical criteria in TP53-negative patients remain to be unraveled. Material and
Methods: We searched for potentially pathogenic mutations in eleven patients from families
fulfilling the revised Chompret criteria who did not exhibit 7P53 mutations, by high
throughput sequencing of 124 cancer-related genes. Protein-changing variants with a
frequency <0.01 were considered for in silico evolutionary conservation analysis and
manually referenced to published studies and/or mutation databases. Results: Thirty-four
potentially pathogenic variants were found in 21 genes. None of them were clearly stated as
pathogenic in the literature. Four of them occurred in two well-known cancer-predisposition
genes: one in BRCAI (F1761S) and three in ATM (S49C, C532Y, and the novel mutation
E2087A). In vitro studies support the pathogenicity of BRCAI F1761S. Two of the patients
with ATM mutations developed second malignancies after radiation exposure, resembling this
feature of germline 7P53 mutation carriers. Novel mutations were observed in SETD2,
PIK3C2A, SMO and PTPRC. Further studies are needed to confirm the clinical impact of
these mutations. Conclusion: The variety of cancers associated to germline mutations in
TP53 makes it a challenge to determine specific clinical criteria for TP53 screening. High-
throughput technologies are effective tools to identify the underlying genetic variants
associated to LFS/LFL phenotypes individually in the absence of TP53 germline mutations,

since no clear second locus is related to the syndrome.

Keywords: Li-Fraumeni syndrome, Li-Fraumeni like syndrome, TP53, next generation

sequencing.
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Introduction

TP53 germline mutations are responsible for the hereditary cancer predisposition
disorder known as Li-Fraumeni syndrome (LFS) [1]. These mutations confer variable
phenotypes to the carriers, what made several authors develop different clinical criteria to
indicate TP53 screening. These clinical standards went from the most stringent classic LFS
criteria [2] to the more flexible Li-Fraumeni like (LFL) clinical criteria [3-5].

The progress of such studies led to the development of the revised Chompret criteria
for TP53 testing [6]. These have been reported as the most sensitive in predicting the
occurrence of a TP53 pathogenic mutation in a given individual. The Chompret criteria
include a proband with a tumor of the LFS spectrum (i.e. sarcoma, brain tumor,
premenopausal breast cancer, adrenocortical carcinoma, leukemia, lung bronchoalveolar
cancer) before age 46 AND at least one 1 or 2™ degree relative with any LFS tumor (except
breast cancer if the proband has breast cancer) before age 56 or with multiple tumors; OR a
proband with multiple tumors (except multiple BC), two of which belong to the LFS
spectrum, the first before age 46; OR a proband with adrenocortical carcinoma and/or choroid
plexus tumor regardless of family history.

On the other hand, a large proportion of individuals (20-80%) that fulfill the clinical
standards for 7P53 testing do not exhibit pathogenic mutations in this gene. With that in
mind, several other genes have been investigated to define what genetic alterations could
mimic 7P53 germline mutations phenotypes. Until this moment, though, 7P53 remains the
only gene conclusively related to this disorder [7]. We searched for potentially pathogenic
mutations in 124 cancer-related genes in a cohort of eleven patients that fulfilled the revised

Chompret criteria but did not exhibit 7P53 mutations.

Material and Methods

Patients: Eleven patients that fulfilled the revised Chompret criteria, and that were previously
tested for mutations in coding and intronic flanking regions of TP53, as well as for copy
number variations in this gene by MLPA (SALSA kit P105-D1,MRC-Holland®, Amsterdam,
Netherlands), and who disclosed negative results. The study was approved by the local
Institutional Review Board, and subjects were included after discussion and signature of the
informed consent by the probands and/or their parents or legal guardians.

Next generation sequencing (NGS): The probands were submitted to NGS using a PCR
enrichment panel designed for the coding regions of 124 cancer-related genes (NGHS-501Z,

Qiagen®, Valencia, CA, USA). The libraries preparation was performed according to the
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manufacturer’s protocol, and 2 nM of each library was sequenced with 100-bp paired end
reads on a HiSeq2500 platform (Illumina®, San Diego, CA, USA). Variant calling was
performed in the Qiagen’s platform (http://ngsdataanalysis.sabiosciences.com/NGS2), and
high confidence variants which fulfilled the following criteria were selected for further
analysis:

Exonic variants (indels or non-synonymous substitutions) or splice site variants within
+2 bp away from exon/intron boundary. Also, these variants should not occur within the 1000
Genomes (1000G) database with a global minor allele frequency (MAF) greater than 0.01.
Indels, nonsense, and splice site mutations would be considered pathogenic. Missense variants
were further filtered according to two levels of in silico evidence:

(1) aminoacid conservation and protein structure prediction softwares SIFT (http://sift.bii.a-
star.edu.sg/) and PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) were assessed, and a
given variant was considered deleterious when either prediction tool classified it this way;

(2) nucleotide conservation was assessed through the PhyloP and PhastCons scores. A variant
was considered deleterious when either score had shown it as conserved.

Variants considered deleterious both by missense prediction tools and nucleotide
conservation scores were predicted as potentially pathogenic, and manually referenced to
published studies and/or mutation databases (ClinVar, LOVD, HGMD, and Breast Cancer
Information Core for variants in BRCAI and BRCA2). The final classification of the variants
was determined according to ACMG guidelines [8]: benign, likely benign, uncertain
significance, likely pathogenic and pathogenic. After excluding the mutations classified as
benign/likely benign, we prioritized mutations in known cancer predisposing genes and/or

novel mutations for validation by Sanger sequencing.

Results

The coverage of the targeted regions by >10 reads was at least 97% for all eleven
probands, and the coverage by >30 reads was at least 94%. The mean number of variants
found in the group was 543 (standard deviation of+49). After applying the filtering criteria on
the variants detected, no clear loss-of-function mutations (nonsense, indels, or frameshift) or
splice site variants were disclosed. We came to a final set of 34 missense variants in 21 genes
(Supplementary box 1). Six of them were classified as benign or likely benign: four in BRCA2
(p-S9761, p.H2116R, p.12944F, p.A2951T), one in CREBBP (p.LL5511) and one in PDGFRA
(p.G79D). One mutation in BRCAI (p.F1761S), found in proband #15 (Figure 1), was
classified as likely pathogenic supported by in vitro and population frequency data. The

remaining variants filtered as possibly pathogenic were considered variants of uncertain
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significance (USV), since we did not find sufficient data in the literature to classify these
variants as benign or as disease-causing mutations (Supplementary box 1). Three of these
variants were in ATM (p.S49C, p.C532Y, and the novel p.E2087A). Importantly, two patients
with ATM mutations developed second malignancies posteriorly to radiotherapy for their first
tumors (patients #06 and #33 - Figure 1). Besides, novel mutations were found in SETD2
(p-R2040G), PIK3C2A (p.T1431P), SMO (p.R168G) and PTPRC (p.R1107I). These four
mutations were validated by Sanger sequencing, as well as the mutations found in ATM and
BRCAI (Supplementary Figure 1). The primer sequences used for this validation are available

in Supplementary box 2.

Discussion

We searched for mutations in 124 cancer-related genes in a group of patients fulfilling
the revised Chompret criteria for TP53 testing, who had shown no evidence of TP53
pathogenic mutations. Potentially pathogenic variants were found in a heterogeneous group of
genes. Among them, there were the two well-known hereditary cancer predisposition genes
BRCAI and ATM, besides SETD2, PIK3C2A, SMO and PTPRC, which revealed novel
mutations.

Proband #06, who carried the novel ATM mutation E2087A, had a typical personal
history of cancer indicative of TP53 screening (Figure 1), with two LEFS core cancers
(medulloblastoma and osteosarcoma) occurring at a young age. This sequence variation was
not found in the 1000 genomes project. Absence of immunohistochemical expression of ATM
was previously associated with thabdomyosarcoma [9]. More recently, a patient with ataxia-
telangiectasia, carrier of biallelic ATM mutations, was reported to have two first-degree
cousins who developed a rhabdomyosarcoma, and a medulloblastoma, respectively. The child
with rhabdomyosarcoma was a heterozygote carrier of one of the mutations (D2708N) found
in his cousin. Assays using limphoblastoid cultures from two mutation carriers in this family
revealed cellular radiosensitivity [10]. Proband #33 developed breast cancer and a soft tissue
sarcoma (dermatofibrosarcoma protuberans) under the age of 50, and was a carrier of ATM
S49C mutation. In spite of its relative high prevalence (0.2-1.7%) in some populations, S49C
was previously reported as a breast cancer susceptibility allele [11,12].

Interestingly, both probands #06 and #33 had received radiotherapy as part of the
treatment for their first tumors, in areas close to those where their second tumors developed.
Given the results found here, and since ionizing radiation sensitivity is a known feature both

for carriers of ATM and TP53 germline mutations [7,13], we believe the screening of ATM
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should be considered in LFS/LFL patients where no 7P53 mutation was found, especially in
the occurrence of tumors secondary to radiotherapy.

Proband #41 developed breast cancer at age 42, and was a carrier of ATM C532Y.
This substitution has a frequency of 2/10,000 in dbSNP. The proband has relatives with early-
onset breast cancer (sister) and pediatric leukemia (niece), two neoplasias associated with
ATM mutations. This proband was also a carrier of a previously undescribed substitution in
SETD?2 gene: R2040G. SETD? is a histone modifier gene, non-redundantly responsible for the
trimethylation of histone 3 lysine 36 (H3K36). SETD2 protein interacts with p53, and
regulates TP53 target genes [14]. Reduced expression of SETD2 was observed in a breast
cancer tumor sample [15], and somatic mutations have recently been observed in malignant
phyllodes breast tumor [16]. Also, heterozygote germline mutations in SETD2 were detected
in two patients with a Sotos like overgrowth syndrome [17]. Another mutation in SETD2
(p-C394R) was observed in proband #65, the only patient in our series that also fulfilled the
classical criteria for LFS [2], the most specific clinical standard for indicating 7P53 testing.

Proband #15 developed breast cancer and clear cell renal cancer at age 62. She was a
carrier of BRCAI F1761S substitution. This variation was not found in reference populations
according to the 1000 genomes project, and functional assays have described it as deleterious
[18], which made us classify it as likely pathogenic. The fact that breast cancer is a core
cancer of LSF results in an overlap of clinical criteria for LFES/LFL and Hereditary Breast and
Ovarian cancer (HBOC) in many families [19]. The last one is associated to mutations in
BRCAI and BRCA2 [19].

Proband #51 developed oligodendroglioma at age 9, and his grandmother had breast
cancer at age <40. This proband was a carrier of the previously undescribed p.T1431P
substitution in PIK3C2A gene. This gene is part of the
phosphatidylinositol3kinase/AKT/mTOR pathway (PIK3-AKT), which is frequently
abnormal in breast cancer [20]. Somatic activating mutations in another gene of the same
pathway, PIK3CA, are responsible for a spectrum of segmental overgrowth syndromes such
as CLOVES syndrome (MIM #612918) [21], associated to a higher risk of cancer. Also,
germline mutations in PIK3CA were observed in patients with Cowden syndrome (MIM
#158350) phenotype, which includes early-onset breast cancer and cerebellar hamartoma
(Lhermitte-Duclos), among other findings [22]. Importantly, anaplastic oligodendroglioma
was reported at least once in a child with Cowden syndrome phenotype and a germline
mutation in PTEN, the main gene associated with this disorder [23].

Proband #10, who developed a pediatric osteosarcoma, exhibited the novel mutation

p-R168G in SMO, in the same codon as the mutation exhibited by patient #41. Mutations in
195



SMO or on its counterpart genes that result in overbalance of the hedgehog pathway have
been observed in tumors such as basal cell carcinoma and medulloblastoma [24].
Osteosarcoma cell lines and biopsy specimens have shown overexpression of the hedgehog
pathway target genes, and the use of cyclopamine, a specific inhibitor of SMO protein,
prevented tumor cell growth in vitro. Also, SMO knockdown through shRNA inhibited in
vitro and in vivo growth of these cells, suggesting a new target in the treatment of
osteosarcoma [25].

Mutation p.R11071 in PTPRC was exhibited by proband #01, who developed a
pediatric synoviosarcoma, and whose mother had developed bilateral breast cancer. This gene
encodes the tyrosine phosphatase CD45, regulator of B- and T-cell receptor signaling. Loss-of
function mutations in this gene have shown to be associated to T-cell acute lymphoblastic
leukemia [26].

Further studies are needed to confirm the clinical impact of the mutations found in our
work. Until now, no other gene rather than TP53 was consistently associated to LFS/LFL
[27]. Given the complex variability of these phenotypes, we may expect that different genes
might sporadically carry pathogenic mutations in TP53-negative LES/LFL cohorts, depending
on specific patterns of tumor occurrence. For example, Aury-Landas et al described a
frequency of 6.3% of novel copy number variations overlapping genes with chromatin
remodelling function in 7P53-negative patients with the Chompret LFL criteria, and these
alterations were strongly associated to brain tumors [28]. Likewise, a pathogenic mutation in
POT1I, which regulates telomere length, was associated to cancer predisposition in four LFL
families, three of which had cases of cardiac angiosarcoma [29].

We may also suppose that some of these familial aggregations of cancer may occur by
chance, with several variants playing small synergistic effects on cancer predisposition. Either
in the context of high impact mutations in sporadic loci or small impact variants in several
genes, high-throughput technologies will become likely more necessary to identify underlying
genetic events associated to particularities in LFS/LFL phenotypes, since a large number of

genes will need to be investigated in the absence of TP53 mutations.
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Figure 1. Pedigrees of the 11 LFS/LFL probands negative for TP53 mutations. AbC:
Abdominal cancer; BC: Breast cancer; BoC: Bone cancer; BT: Brain tumor; CRC: Colorectal
cancer; CS: Chondrosarcoma; DFSP: Dermatofibrosarcomaprotuberans; EP: Ependymoma;
GC: Gastric cancer; LC: Lung cancer; LK: Leukemia; LS: Liposarcoma; MB:
Medulloblastoma; MEL: Melanoma; MM: Multiple myeloma; ODG: Oligodendroglioma;
OS: Osteosarcoma; PaC: Pancreatic cancer; PC: Prostate cancer; PFTC: Primary fallopian
tube cancer; RC: Renal cancer; RMS: Rhabdomyosarcoma; SkC: Skin Cancer; SS: Synovial
sarcoma; ThC: Throat cancer; ThyC: Thyroid cancer; US: Unspecified sarcoma.

NOS: No otherwise specified. X: deceased individuals. ?: uncertain occurrence of cancer.
Ages at diagnosis, when available, are presented in parentheses.
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Supplementary box 1. Mutations predicted pathogenic in 11 LFS/LFL probandos with no 7P53 mutations detected.

Pacient | Personal history of cancer (Dx) | Chromosome | PosGRCh37 dbSNP ID Populational Gene DNA change AA SIFT Poly PhyloP | Phast | Classification
frequency of change Phen2 Cons
the variant
chrl 198721490 - PTPRC ¢.3320G>T p.R11071 D D C C UsSv
chr2 29940456 rs771593278 - ALK c.775C>T p-R259C D D C C usv
chr5 180050951 | rs148329571 - FLT4 ¢.1532T>C p-V511A D D C C usv
chr6 160482929 rs8191844 0,0080 IGF2R ¢.3551C>G p-T1184S D D C C usv
#ol STS (15) chr6 117642531 | rs144529412 0,0006 ROS1 c.5668A>G p-K1890E D D C NC usv
chrl3 32953529 rs4987047 0,0090 BRCA2 ¢.8830A>T p.12944F D D NC C B
chrl3 25030481 rs113934879 - PARP4 ¢.2560G>A p-E854K D D C C usv
chrl6 3820879 rs145733598 0,0016 CREBBP c.2572C>T p-P858S - D C C usv
chrl0 43609994 rs148935214 0,0004 RET ¢.1946C>T p-S649L D D C C usv
chrll 108188161 - - ATM ¢.6260A>C p-E2087A T D C C USv
#06 BT (9) OS (15) chrl3 32914839 155953736 0,0068 BRCA2 c.6347A>G p-H2116R T D C NC B
chrl4 81558901 1rs772600260 - TSHR c.494C>T p.-T165M T D C C usv
chr22 41574638 1s759647202 - EP300 c.6923G>A p-R2308H D D C C usv
chr4 55972946 rs34231037 0,0090 KDR c.1444T>C p-C482R T D C C usv
#09 Breast (47) chrX 63410516 | 15201092215 |  0,0016 WIX c.2651C>T pPS84L | D D C C Usv
#10 OS (18) chr7 128843395 - - SMO ¢.502C>G p-R168G D B C C USv
chrd 55127448 rs36035373 0,0040 PDGFRA ¢.236G>A p-G79D T D C C LB
#15 Breast (62); Renal (62)
chrl7 41203130 rs80356905 - BRCA1 ¢.1970T>C p.F1761S D D C C LP
chr6 117642531 | rs144529412 0,0006 ROS1 c.5668A>G p-K1890E D B C NC usv
#17 STS (47); BT (49) chr9 36882090 rs35077960 0,0026 PAXS ¢.923C>T p-A308V T D C C usv
chrl2 117768670 | rs777633286 - NOS1 c.205G>A p.G69S T D C C usv
chr6 117715381 1s56274823 0,0010 ROSI c.1108T>C p-S370P T D NC C usv
#20 Breast (35) chrl6 3831230 | rs61753381 0.0064 CREBBP . 1651C>A pLsSI | T D C C LB
#33 Breast (45) STS (48) chrll 108098576 rs1800054 0,0042 ATM ¢.146C>G p-S49C D D C NC USv
chrl 198676048 | rs762697900 - PTPRC c.871C>T p-P291S T D C NC usv
chr3 47103828 - - SETD2 c.6118C>G p-R2040G D D C C Usv
chr5 180058761 | rs113995355 0,0062 FLT4 ¢.76T>G p-S26A T D C C usv
#41 Breast (42) chr7 128843396 rs61746143 0,0096 SMO c.503G>A p-R168H D D C C usv
chrll 108121787 rs35963548 0,0002 ATM ¢.1595G>A p.C532Y D D C C Usv
chrl3 32953550 rs11571769 0,0100 BRCA2 c.8851G>A p-A2951T D D C C B
chrl4 81610123 rs61742289 0,0012 TSHR c.1721C>G p-T574S D D C C usv
#51 BT (9) chrll 17118639 - - PIK3C2A c.4291A>C p.T1431P T D C C Usv
465 STS (15) chr3 47164946 rs368465960 - SETD2 ¢.1180T>C . p-C394R D B C C usv
chrl3 32911418 rs276174831 - BRCA2 ¢.2926_2927delTCinsAT p-S9761 D D NC/C | NC/NC B

AA: aminoacid; B: Benign; D: Deleterious; C: conserved base; NC: not conserved base; T: Tolerated; USV: uncertain significance variant; LB
pathogenic. STS: Soft tissue sarcoma; BT: brain tumor; OS: Osteosarcoma. Novel variants, as well as variants in BRCAI and ATM, are in bold.
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Supplementary Figure 1. Sanger sequencing validation of the mutations found in priority cancer-predisposing
genes (ATM and BRCAI) and the novel mutations detected in this study.

Supplementary Box 2. Primer sequences used for validation by Sanger sequencing of the eight priority
mutations found in this study.

Mutation Forward primer (5°-3) Reverse primer (5°-3”) Amplicon size (bp)
ATM S49C atttaagcgectgattcgag tgccaaattcatatgcaagg 238
ATM C532Y ttggcttacttggagecataa aagtcttctcggccaaacaa 246
ATM E2087A ttaggccttgcagaatttgg tacctgacggaagtgcaatg 156
BRCA1 F1761S aagctcttcctttttgaaagtc gtagagaaatagaatagcctct 298
PIK3C2A T1431P caaatgcttgcaactttagcag acaaccttgctcagcttcgt 250
PTPRC R11071 tactggggagaaggaaagca ggcecttgectgeatagagta 195
SETD2 R2040G ctgggtagatgacggaggag tgagtttgettgtctgggtcet 242
SMO R168G tgcccaagtgtgagaatgac cagagagcctggaccttgte 181
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