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RESUMO

Basso TR. Alteracées genomicas em pacientes portadores de multiplos tumores
primarios negativos para mutacdes no gene TP53. Sido Paulo; 2014. [Dissertacdao

de Mestrado-Fundac¢ao Antonio Prudente]

Mutagdes germinativas no gene TP53 sdo caracteristicas de 80% dos pacientes com a
Sindrome de Li-Fraumeni (LFS) e 40% dos pacientes com a Sindrome Li-Fraumeni
like (LFL). A LFL/LFS estdo associadas com a predisposi¢cdo hereditaria ao
desenvolvimento de uma variedade de tumores incluindo multiplos tumores
primarios. O objetivo deste estudo foi avaliar as alteragdes gendmicas de 27
pacientes com LFL e portadores de multiplos tumores primarios sem mutacoes
germinativas patogénicas no gene TP53. Quinze pacientes preencheram os critérios
clinicos de Eelesl, Eeles2 ou Chompret e foram classificados como LFL. Doze
pacientes apresentaram multiplos tumores primarios € ndo se enquadraram nos
critérios clinicos classicos de nenhuma sindrome hereditaria associada com céancer,
sendo classificados como MT. As alteracdes gendmicas foram avaliadas utilizando a
plataforma de microarranjos de alta densidade Affymetrix CytoScan™ HD, que
permite a deteccdo de variagdes no numero de copias gendmicas (do inglés, copy
number variations - CNVs) e regides com auséncia de heterozigose sem variagdo no
namero de copias (do inglés, copy-neutral Loss of Heterozygosity - cnLOH). Os
dados foram analisados pelo software Chromosome Analysis Suite (ChAS v2.1,
Affymetrix). Os pacientes LFL apresentaram 332 alteragdes genomicas (158 ganhos,
119 perdas e 55 cnLOHs), enquanto nos pacientes MT foram detectadas 193
alteragdes (73 ganhos, 84 perdas e 36 cnLOHs). No total, identificamos 304
alteracdes raras e novas raras em ambos os grupos de pacientes. O caso LFL-4 foi o
unico que apresentou apenas CNVs comuns. Entre os pacientes LFL, o LFL-8,
apresentou o maior nimero de alteracdes raras e novas raras (109), sendo uma
delecdo em mosaicismo do cromossomo X, confirmada por andlise cromossdmica
(28% de células 46, XX e 72% com caridtipo 45, X). Embora genotipicamente este

seja um caso de Sindrome de Turner, a paciente ndo apresenta nenhum sinal



fenotipico caracteristico da sindrome. Uma grande alteracdo no cromossomo 7 foi
encontrada em dois casos especificos: a dele¢do em mosaicismo em 7q22.1 (42 Mb)
no caso MT-2 e a cnLOH em 7q22.1-q34 (49Mb) no caso MT-4. Uma alteracdo
menor e contida nessa regido (10Mb) foi descrita em literatura em um unico caso da
literatura em um paciente com esquizofrenia. Quatro pacientes (LFL-11, LFL-14,
MT-8 e MT-14) apresentaram um grande ntiimero de cnLOHs envolvendo mais de
5000 genes, entre eles supressores tumorais e oncogenes. Foram comparadas todas as
alteracdes gendmicas entre os pacientes LFL, MT e entre os dois grupos de pacientes
revelando que varios casos compartilhavam as mesmas alteracdes. Um significativo
numero de alteracdes envolviam genes descritos em literatura como associados com
processos tumorais. A comparacdo entre as alteragdes raras e novas raras dos casos
LFL e MT identificou 11 genes alterados (ARHGEF9, ASB12, FAM123B,
FRMD8P1, LAS1L, LOC92249, MSN, MTMRS8, SPIN4, ZC3H12B, ZC4H2) comuns
a nove casos, sendo que cinco deles desenvolveram neoplasias de tiredide. Em
conclusdo, foi possivel verificar que os pacientes LFL e MT apresentam um niimero
elevado de alteracdes genOmicas raras e novas raras sendo que varias delas sdo
comuns em diferentes pacientes e tem potencial para contribuir para o
desenvolvimento de diversos tumores nestes pacientes. A metodologia utilizada
permitiu a identificagdo de mosaicismos incluindo uma paciente com Sindrome de
Turner sem sinais fenotipicos cldssicos e um caso com uma grande perda gendmica
em 7q. Estes resultados contribuem para o aconselhamento genético destas familias e

para a caracterizacao de genotipos particulares.



SUMMARY

Basso TR. [Genomic alterations in patients with multiple primary tumors
negative for mutations in TP53 gene]. Sao Paulo; 2014. [Dissertacdo de Mestrado-

Fundagido Antonio Prudente]

Germline mutations in TP53 gene are characteristic of 80% of Li-Fraumeni
Syndrome (LFS) patients, and 40% of Li- Fraumeni like Syndrome (LFL). The
LFL/LFS are associated with inherited predisposition to several tumors and multiple
primary tumors development. This study aims to evaluate genomic alterations of 27
patients with LFL and multiple primary tumors carring no pathogenic mutations in
TP53 gene. Out of all patients, 15 were diagnosed with LFL by Eeles 1, Eeles 2, or
Chompret criteria. On the other hand, 12 patients had multiple primary tumors but
did not fulfill any hereditary syndrome clinical criteria, being classified as MT.
Genomic alterations were evaluated using the high density array platform Affymetrix
CytoScan™ HD, that allows the detection of genomic copy number variations
(CNVs) and copy-neutral loss of heterozygosity (cnLOH) regions. The resulting data
were analyzed through Chromosome Analysis Suite software (ChAS v2.1,
Affymetrix). The LFL group of patients presented 332 genomic alterations (158
gains, 119 losses, and 55cn-LOH) whereas, 193 genomic alterations were detected in
the MT group (73 gains, 84 losses, and 36 cn-LOHs). A total of 304 alterations
classified as “rare” or “new rare” were identified among the patients of both groups.
The LFL-4 case solely presented common CNVs. Among LFL patients, the case
LFL-8 had more alterations than all other cases in LFL group (109), including a
mosaic deletion of chromosome X confirmed by karyotyping (28,4% of 46, XX cells,
and 73,6% of 45, X cells). Although this case is classified genotypically as a mosaic
Turner Syndrome, the patient LFL-8 does not have any phenotype that fulfills the
Syndrome criteria. A large alteration in chromosome 7 was detected in two specific
cases: a deletion at 7q22.1 (42Mb) in case MT-2, and a cn-LOH mapped at 7q22.1-
q34 (49Mb) in case MT-4. A smaller alteration within the same region (10Mb) was

described previously in only one study in a patient with schizophrenia. Four patients



(LFL-11, LFL-14, MT-8 and MT-14) presented an extensive number of cn-LOHs
covering more than 5000 genes, including tumor suppressors and oncogenes. We
compared the alterations among the LFL and MT patients, and between the two
groups, unraveling that several cases shared the same alterations. A significative
number of alterations carried previously described genes associated with tumor
processes. The analysis of rare and new rare alterations of both groups identified 11
altered genes (ARHGEF9, ASB12, FAM123B, FRMD8P1, LAS1L, LOC92249, MSN,
MTMRS8, SPIN4, ZC3H12B, ZC4H2) identified in nine cases, five of which had
developed thyroid neoplasia. In summary, we were able to identify that both LFL and
MT group of patients carry a large number of rare and new rare genomic alterations
shared by different patients that can potentially lead to the development of a variety
of tumors in these patients. The used methodology allowed the identification of
mosaic alterations, including a patient with Turner Syndrome with no clinical
features, and a patient bearing a large genomic deletion in 7q. These findings have
implications for the genetic counseling of these families, and for characterization of

individual genotypes.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER E PREDISPOSICAO HEREDITARIA

O cancer ¢ uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo. A Organizacdo Mundial da Sdude (OMS) estima um aumento de quase 75%
de novos casos de cancer em 2030 comparado com 2008, passando de 12,7 milhdes
para 22,2 milhdes de pessoas acometidas por esta doenca (BRAY et al. 2012).

Em paises com médio e alto Indice de Desenvolvimento Humano (IDH)
prevalecem as neoplasias de mama, pulmao e colon-reto. Por outro lado, nos paises
com baixo IDH predominam os tumores de estomago, figado e colo de utero (BRAY
et al. 2012). No Brasil, as estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o
ano de 2012, validas também para 2013, apontam para a ocorréncia de 518.510
novos casos de cancer. Sem considerar os tumores de pele ndo-melanoma, o cancer
de prostata ¢ o mais prevalente em homens da regido Sudeste (78/100 mil), enquanto
o cancer de mama ¢ prevalente entre as mulheres (69/100 mil) (Ministério da Saude
2013).

Estima-se que 5 a 10% de todos os tumores malignos detectados sejam
hereditarios e que 20 a 30% correspondam a agrupamentos familiares de cancer
(LINDOR et al. 2008). Individuos jovens com cancer que apresentam multiplas
neoplasias e/ou pacientes com varios familiares acometidos por tumores podem ser
portadores de sindromes de predisposi¢ao hereditaria ao cancer (SPHC) (TUCKER e

FRIDMAN 2002). Neste caso, uma parcela significativa destes pacientes apresenta



mutagdes germinativas em genes (principalmente supressores de tumor) de alta
penetrancia ¢ um elevado risco de desenvolver multiplos tumores ao longo da vida
(TUCKER e FRIDMAN 2002; ALMEIDA e STRATAKIS 2010).

As principais SPHC e os genes preferencialmente mutados associadas a elas
sd0: Sindrome de Li-Fraumeni, envolvendo mutagdes em TP53; Sindrome do Cancer
de Mama e Ovario Hereditario, associada principalmente a mutacdes em BRCAL e
BRCAZ2; Sindrome de Lynch, relacionada a mutagdes em genes de reparo a erros de
pareamento (incluindo MLH1, MSH2, MSH6 e¢ PMS2) e Polipose Adenomatosa
Familial, envolvendo mutag¢des no gene APC (LINDOR et al. 2008; CYBULSKI et
al. 2011; BUERKI et al. 2012).

A deteccao de familias com individuos afetados por cancer hereditario, assim
como o melhor entendimento das SPHC s3o imprescindiveis para a adogdo de
medidas de rastreamento mais efetivas na identificacdo precoce de tumores nestes

pacientes (ACHATZ 2008; LINDOR et al. 2008).

1.2 PACIENTES COM A SINDROME DE LI-FRAUMENI E LI-

FRAUMENI LIKE

A Sindrome de Li-Fraumeni (LFS) foi descrita em 1969 por Frederick Joseph
Li e Joseph F. Fraumeni a partir de um estudo epidemiologico em criangas
portadoras de rabdomiossarcoma e com historia familial de cancer (LI e FRAUMENI
1969a; 1969b; FREBOURG et al. 2001). LI ¢ FRAUMENI (1969a, b) associaram
esta sindrome a familias com multiplos individuos afetados por tumores antes dos 45

anos de idade. As principais neoplasias descritas nestes pacientes sdo os sarcomas de



partes moles, osteossarcomas, carcinomas de mama, tumores do sistema nervoso
central e carcinomas adrenocorticais (LI et al. 1988; MALKIN et al. 1990). Algumas
familias apresentam um espectro tumoral mais amplo, incluindo tumores de céluas
germinativas, papilomas do plexo cordide, tumor de Wilms, assim como neoplasias
de mama, pulmao, estdmago, colon, pancreas, eséfago ¢ melanoma (GARBER et al.
1990; HARTLEY et al. 1993; VARLEY et al. 1997; BIRCH et al. 2001). A LFS tem
heranga autossomica dominante.

Visando definir o diagndstico clinico de familias com tumores tipicos da LFS
e em idade precoce, porém, sem o fendtipo classico da LFS, uma classificagdo
adicional foi proposta, sendo denominada Li-Fraumeni variante ou Li-Fraumeni like
(LFL) (BIRCH et al. 1994). Posteriormente, critérios mais abrangentes foram
propostos englobando outros pacientes e familiares com tumores em idade precoce
(EELES 1995; FREBOURG et al. 2001). O Quadro 1 descreve os critérios clinicos

utilizados para classificar as familias em LFS classica e suas variantes.



Quadro 1 - Critérios adotados para a categorizacao de pacientes na Sindrome de Li-
Fraumeni e suas variantes.

DIAGNOSTICO CRITERIOS
Sindrome de Sarcomas na infancia ou em idade jovem (< 45 anos)
Li-Fraumeni E
classica Familiar de primeiro grau com qualquer cancer em idade jovem (< 45 anos)
E

Familiar de primeiro ou segundo grau que tenha o diagnoéstico de cancer em idade
jovem (antes dos 45 anos) ou sarcoma em qualquer idade.

Variante Birch

Cancer na infancia ou sarcoma, SNC ou ADR antes dos 45 anos

E
Familiar de primeiro grau ou segundo grau com céncer tipico da sindrome de Li-
Fraumeni (sarcoma partes moles, cancer de mama, SNC, ADR ou leucemia) em
qualquer idade

E
Familiar de primeiro ou segundo grau com qualquer cancer antes dos 60 anos.

Critérios de Eeles

LFL-E1 - Presenga de dois familiares de primeiro ou segundo grau com tumor
tipico em qualquer idade (sarcoma, cancer de mama, tumor SNC, leucemia, ADR,
melanoma, cancer de prostata, cancer pancreatico).

LFL-E2 - Sarcoma em qualquer idade no paciente indice com dois dos seguintes
tumores (podendo estar presente no mesmo individuo): cancer de mama <50anos
e/ou tumor SNC, leucemia, ADR, melanoma, cancer de prdstata, cAncer pancreatico
<60 anos ou sarcoma em qualquer idade.

Critérios de
Chompret
modificado

Paciente com céncer tipico da Sindrome de Li-Fraumeni (sarcomas de partes moles,
osteosarcoma, cancer de mama pré-menopausa, SNC, ADR, leucemia e carcinoma
broncoalveolar de pulmao) antes dos 46 anos
E

Familiar de primeiro e segundo grau com céncer tipico da Sindrome de Li-Fraumeni
antes dos 56 anos (exceto cancer de mama caso o probando tenha cancer de mama)
ou multiplos tumores

ou
Pacientes com multiplos tumores, sendo pelo menos dois do espectro da LFS e o
primeiro antes dos 46 anos

ou
ADR em qualquer idade ou cancer de mama antes dos 36 anos sem muta¢do nos
genes BRCAle BRCA2.

SNC: sistema nervoso central; ADR: carcinoma adrenocortical; LFL-E1: Sindrome de Li-Fraumeni

Like, critérios de Eeles1; LFL-E2: Sindrome de Li-Fraumeni Like, critérios de Eeles2.

O diagnodstico molecular da LFS/LFL ¢ realizado pela identificagdo de

mutagdes germinativas patogénicas no gene TP53, independente do historico familiar

(LI et al. 1988; BIRCH et al. 1994; CHOMPRET et al. 2001; BOUGEARD et al.

2008; TINAT et al. 2009). At¢é o momento, o TP53 ¢ o unico gene conhecido

associado a LFS/LFL (MALKIN 2011). Estudos moleculares demonstraram que




aproximadamente 80% dos individuos diagnosticados clinicamente com a LFS e
40% dos casos de LFL apresentam mutagdes germinativas patogénicas em TP53
(NAGY et al. 2004; VARLEY 2003; BOUGEARD et al. 2008).

O gene TP53 esta mapeado em 17p13.1 e € composto por 11 éxons que
codificam uma proteina de 393 aminoacidos (para revisao, MAY ¢ MAY 1999). A
fosfoproteina nuclear p53 apresenta seis dominios principais € sua expressdo pode
ser regulada em diferentes niveis dos processos de transcricdo e tradugdo
(HOLLSTEIN e HAINAUT 2010).

A p53 ¢é um fator de transcri¢do que responde ao estresse celular, modulando
a expressdo de genes alvo que induzem a parada do ciclo celular, apoptose,
senecéncia, reparo do DNA e mudangas no metabolismo. Além disso, a proteina p53
também pode ativar a apoptose por processos citoplasmaticos ndo transcricionais
(XU-MONETTE et al. 2012). Mutagdes no gene TP53, especialmente missense,
podem inativar a proteina p53 e permitir que as células se multipliquem com erros no
DNA, acumulando mutag¢des potencialmente danosas e promovendo a tumorigénese
(TOLEDO e WAHL 2006; BOURDON 2007; VOUSDEN e LANE 2007,
HOLLSTEIN e HAINAUT 2010; ZERDOUMI et al. 2013).

O banco de dados sobre mutagcdes em TP53, mantido pelo International
Agency for Cancer Research-IARC, agrega informagdo de 28717 mutacdes
somaticas e 1485 mutagdes germinativas descritas neste gene (PETITJEAN et al.
2007a, R17, novembro de 2013). Os sitios tumorais associados com mutagdes
germinativas em TP53 incluem : carcinomas de mama (27,8%), tumores de partes
moles (13,8%), SNC (12,9%), tumores da glandula adrenal (10,9%), sistema

esquelético (8,7%), entre outros (PETITJEAN et al. 2007a, R17, novembro de 2013).



Além disso, mutacdes germinativas em diferentes sitios do gene foram descritas na
LFS/LFL, sendo associadas a heterogeneidade dos tumores nestas familias
(VOGELSTEIN et al. 2000; PETITJEAN et al. 2007b; HAFSI ¢ HAINAUT 2011,
JOHNSON e PERKINS 2012; XU-MONETTE et al. 2012).

A presenga de mutacdes germinativas no gene TP53 foi observada em
diferentes tipos tumorais de pacientes sem historia familial de cancer. Estima-se que
até 10% das criangas que apresentam tumores cerebrais, sem historico familiar de
cancer, sdo portadores de mutagcdes germinativas em TP53 (FELIX et al. 1995; LI et
al. 1995). Estudos em pacientes com sarcomas revelaram que 9% dos casos com
rabdomiossarcomas e 2-3% com osteossarcomas apresentam mutagdes germinativas
no mesmo gene, independente de terem ou ndo historia familial de outros tumores
(MCINTYRE et al. 1994; DILLER et al. 1995). Estudo recente identificou 17
mutagdes de novo (sete confirmadas) em um grupo de 75 pacientes com mutagdes
germinativas em TP53 (GONZALEZ et al. 2009). Mais recentemente, MITCHELL
et al. (2013) avaliaram 559 adultos com sarcomas ¢ identificaram 17 individuos com
mutagdes germinativas em TP53, dos quais sete ndo apresentaram historia de cancer
na familia. A presenga de mutagdes germinativas em TP53 na auséncia de histéria
familial pode ser explicada pela ocorréncia de mutagdes de novo.

No Brasil, RIBEIRO et al. (2001) identificaram uma mutagdo germinativa
especifica no dominio de oligomerizagdo do gene TP53 (rs121912664) em criangas
com carcinomas adrenocorticais, mas sem histéria familiar de cancer.
Posteriormente, estudo de ACHATZ et al. (2007) avaliou 45 pacientes com LFL/LFS
e encontrou a mesma mutagdo no TP53 em seis individuos. Esta mutagdo promove,

uma troca de arginina por uma histidina no cédon 337 do éxon 10 (CGC por CAC),



desestabilizando o pH celular e interferindo na ligacdo dos dimeros da p53
(ACHATZ et al. 2007).

Recentemente, GIACOMAZZI et al. (2013) avaliaram 292 criangas com
tumores do espectro da LFS/LFL e encontraram a mutacdo p.R337H em 11
pacientes, sendo que 9 desenvolveram carcinoma adrenocortical e dois carcinoma de
plexo coroide. Estes dados levaram os autores a sugerir que pacientes com estas
neoplasias devem ser rastreados para mutagdes no gene TP53. A mutagdo p.R337H ¢
possivelmente decorrente de um efeito fundador e estd presente em 0,3% da
populacdo do Sul e Sudeste do Brasil (aproximadamente 300.000 individuos),
tornando-a um dos alelos de predisposicao ao cancer mais frequentes (ACHATZ et
al. 2007). A frequéncia desta mutacdo pode ser considerada semelhante as trés
mutagdes, que ocorrem nos genes BRCAL (185delAG e 5382insC) e BRCAZ2
(6174delT), descritas como fundadoras na populagdo Ashkenazi (ROA et al. 1996).

Em uma andlise populacional de rastreamento para cancer de mama em Porto
Alegre, foram avaliadas 750 mulheres para a presen¢a da mutagcdo p.R337H. No
estudo foram incluidas apenas mulheres assintomdticas que ndo apresentavam
historico de cancer ou neoplasias familiares. Duas participantes apresentaram a
mutagdo p.R337H (parentes de quarto grau) e apresentavam uma historia familiar de
multiplos tumores que ndo se enquadravam nos critérios classicos para LFS e suas
variantes. A mesma mutacdo também foi identificada em trés outras mulheres desta
familia, das quais uma desenvolveu cancer de mama aos 36 anos. Os resultados deste
estudo indicaram que a mutagdo p.R337H, frequentemente observada na populagdo

do sul do Brasil, predispde a varios tipos de cancer (PALMERO et al. 2008).



Além do envolvimento do gene TP53 na LFS e na LFL, foram também
relatados polimorfismos modificadores de risco. O haplotipo G do polimorfismo de
base unica (do inglés, single nucleotide polymorphism - SNP) 309 no gene MDM2
(rs2279744) foi associado com o aparecimento de tumores em pacientes em idade
precoce que eram portadores ou ndo de mutagdes germinativas em TP53 (RULJS et
al. 2007; TABORI et al. 2007; WU et al. 2011).

Recentemente foi demonstrado que mulheres com o haplotipo C do SNP285
(rs117039649) no MDM2 apresentavam um menor risco de desenvolver cancer de
mama, ovario e endométrio apesar da presenca do hapldtipo G do SNP309
(KNAPPSKOG e LONNING 2011; KNAPPSKOG et al. 2012); Em pacientes com a
LFS, RENAUX-PETEL et al. (2013) relataram que aqueles com haploétipos G para
ambos 0s SNPs desenvolveram tumores cinco anos antes do que aqueles com outros
haplétipos, confirmando que o haplétipo G do SNP309 do gene MDM2 apresenta
funcao deletéria quando ndo ¢ neutralizado pelo haplétipo C do SNP285.

Os mecanismos de regulacdo da expressao do gene TP53 também foram
avaliados em familias LFS ndo portadoras de mutacdo em TP53. FINKOVA et al.
(2009) demonstraram que o promotor do gene TP53 ndo ¢ metilado nestas familias,
excluindo a participagdo de mecanismos epigenéticos na determinagdo do fendtipo
da Sindrome.

O fato de algumas familias com LFS/LFL ndo apresentarem mutacdes
germinativas em TP53 sugere a participagdo de outros genes no desenvolvimento da
doenca. Alguns genes da via do TP53, relacionados a apoptose ou ao controle do
ciclo celular, como TP63, BCL10, BAX, CDKN2A, PTEN e CHEK1 foram

considerados potenciais candidatos no desenvolvimento da sindrome. No entanto, até



a presente data os dados disnponiveis nao permitem a confirmacdo dessa hipotese
(BELL et al. 1999; VAHTERISCO et al. 2001, MALKIN 2011). O gene CHEK2
também foi associado com a LFS/LFL, porém, foram detectadas poucas familias com
a alteragdo e os dados ndo foram estatisticamente significativos (SODHA et al.
2002).

O consorcio Li-Fraumeni Exploration (LIFE) iniciou-se em 2010 como um
empreendimento internacional que permitiu a elaboracdo de novas estratégias para a
detec¢do de pacientes com risco de desenvolvimento de cancer, assim como a
determinagdo de diretrizes para o rastreamento de mutagdes em TP53 em pacientes
assintomaticos pertencentes a familias com LFS/LFL. No entanto, estudos recentes
demonstraram que os critérios utilizados para a detec¢do de pacientes com LFS/LFL
ainda sdo limitados, sendo necessarias novas abordagens para a avaliacdo das
alteracdes genéticas e manifestacdes clinicas da LFS/LFL, especialmente em

individuos ndo portadores de mutagdes germinativas em TP53 (MAI et al. 2012).

1.3 PACIENTES COM MULTIPLOS TUMORES PRIMARIOS

Os individuos com multiplos tumores primarios ou com varios membros da
familia acometidos por neoplasias sdo sugestivos de pertencerem a alguma SPHC
(TUCKER e FRIDMAN 2002; MALKIN 2011). Nao entanto, h4d pacientes com
historia de multiplos tumores primarios que ndo se enquadram nos critérios clinicos
classicos das SPHC, da mesma forma, existem individuos que preenchem critérios
clinicos de sindromes hereditarias de céancer, mas ndo apresentam mutacdes

patogénicas nos genes previamente associados com estas sindromes (LINDOR et al.
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2008). Por exemplo, 40% dos pacientes que preenchem os critérios de Amsterdam
para a Sindrome de Lynch ndo apresentam mutagdes patogénicas nos genes MLH1,
MSH2, MSH6 ou PMS2; ao passo que 75% dos individuos que se enquadram nos
critérios de Chompret para a LFL ndo exibem mutagdes em TP53 (LINDOR et al.
2005; BOUGEARD et al. 2008).

Uma busca em literatura identificou menos de 100 relatos descrevendo
pacientes com multiplos tumores primarios e mutagdes germinativas no TP53. Ha
relatos de pacientes portadores de mutagdes em TP53 com mais de cinco tumores
primarios, como os descritos por [ZAWA et al. (2008) (nove tumores primarios) e
NUTTING et al. (2000) (17 tumores primarios). Mais recentemente, KAST et al.
(2012) relataram uma paciente com LFL (Critérios de Eeles) que apresentou cinco
tumores primarios iniciando aos 40 anos (mixofibrossarcoma em brago direito,
carcinoma ductal invasivo bilateral de mama e lipossarcoma periadrenal) e na qual
foi detectada uma mutacgdo de novo no TP53.

A incidéncia de multiplos tumores primarios foi avaliado em 200 individuos,
pertencentes a 200 familias com a LFS, quando comparados a populacdo em geral
(HISADA et al. 1998). O risco relativo de um segundo tumor primdrio foi estimado
em 5,3%, com uma probabilidade acumulada de 57% até 30 anos apds o diagnostico
da primeira neoplasia. HISADA et al. (1998) também sugeriram que alguns segundos
tumores primarios foram radio-induzidos, uma vez que seis pacientes desenvolveram
oito tumores em areas previamente irradiadas num periodo de 3 a 22 anos apos o
tratamento radioterapico.

O desenvolvimento de tumores primarios em areas submetidas a radioterapia

jé foi relatado por varios estudos ¢ é mais prevalente em criangas ¢ adultos jovens
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(NEGLIA et al. 2006; KLEINERMAN 2009; MEADOWS et al. 2009; HARBRON
et al. 2013). Em um estudo recente, HARBRON et al. (2013) relataram que pacientes
com cancer (idade entre 0 e 29 anos) tratados com radioterapia apresentaram um
risco quase cinco vezes maior de desenvolver outra neoplasia quando comparados a
populacdo em geral na mesma faixa etdria. Os canceres radio-induzidos mais comuns
foram os de sistema nervoso central (28%), sarcomas (25%) e leucemias (19%).

Ha relatos evidenciando que pacientes com mutagdes germinativas em TP53
apresentam um risco aumentado para o desenvolvimento de neoplasias em areas
previamente tratadas com radioterapia (HISADA et al. 1998; NUTTING et al. 2000;
EVANS et al. 2006; SALMON et al. 2007; HEYMANN et al. 2010). Estudos pr¢-
clinicos mostraram que células com mutagdes no TP53 submetidas a radiagdo t€ém
um aumento na instabilidade genomica devido a recombinagdes erroneas, facilitando
o desenvolvimento de um novo tumor (CUDDIHY e BRISTOW 2004). Em estudos
com camundongos tratados com baixas doses de radioterapia também foram
observados uma aceleracdo na formagdo de tumores e uma maior taxa de
malformagdes em animais heterozigotos/homozigotos para mutagdes no TP53
(KEMP et al. 1994; KATO et al. 2001; BAATOUT et al. 2002). Esses dados indicam
que a radioterapia deve ser evitada ou utilizada em baixas doses no tratamento de

pacientes LFS com mutagdes germinativas em TP53 (KAST et al. 2012).
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1.4 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL NAS SINDROMES DE

PREDISPOSICAO HEREDITARIA AO CANCER

Existe em literatura uma série de sindromes hereditarias ao cancer que
apresentam fenotipos que se sobrepdem. Por exemplo, a alta incidéncia de tumores
de mama em idade jovem ¢ uma caracteristica marcante da LFS/LFL, porém, estes
tumores também podem ser detectados em outras SPHC, como a Sindrome
Hereditaria de Cancer de Mama e Ovario (HBOC), Sindrome de Cowden, Sindrome
de Peutz-Jeghers e Sindrome do Cancer Gastrico Difuso Hereditario (HDGC)
(APOSTOLOU e FOSTIRA 2013).

A HBOC estd associada com mutagdes germinativas nos genes BRCAL e
BRCAZ2. Uma meta-analise estimou em 65% e 45% o risco de desenvolver cancer de
mama até os 70 anos para pacientes portadores de mutagoes em BRCAL1 e BRCAZ2,
respectivamente (ANTONIOU et al. 2003). O risco de desenvolver cancer de ovario
até essa idade também foi maior em pacientes com mutagdes em BRCAL do que em
BRCA2 (39% e 11%, respectivamente). Um exemplo tipico da sobreposicao
fenotipica que pode ocorrer entre a LFL e a HBOC ¢ representado pelo estudo de
SILVA et al. (2012a) que encontrou uma delecdo de 36,4 Kb no gene BRCAL,
englobando os éxons 9-19, em uma paciente com cancer de mama e diagnostico
clinico consistente com LFS/LFL.

A Sindrome de Cowden esté relacionada com mutagdes germinativas no gene
PTEN. Individuos portadores desta Sindrome apresentam um risco de 85% de
desenvolver cancer de mama ao longo da vida, além da ocorréncia de outros tumores

relacionados a LFL/LFS, como o cancer de endométrio (TAN et al. 2012). A
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Sindrome de Peutz-Jeghers ¢ ocasionada por mutagdes germinativas em STK11 e
confere um risco de 85% de desenvolver qualquer cancer até os 70 anos,
especificamente de 31% para o cancer de mama até os 60 anos (HEARLE et al.
2006).

A presenga de casos de cancer gastrico difuso associado ao cancer lobular da
mama pode levantar a suspeita da HDGC, causado pela mutagdo germinativa no gene
CDH1 (GRAZIANO et al. 2003). Nesta sindrome, o risco acumulativo de
desenvolver cancer lobular de mama em mulheres é de aproximadamente 50%
(KANGELARIS ¢ GRUBER 2007). Em uma familia portuguesa com critérios
clinicos incompletos para o diagndstico da HDGC nao foi detectada mutagdo no gene
CDH1 e sim mutagdo germinativa no gene TP53 (OLIVEIRA et al. 2004). KIM et al.
(2004) relataram a presenga de uma mutacdo germinativa no gene TP53 em uma
familia previamente descrita como portadora da HDGC.

Outra SPHC que também apresenta fendtipo que pode se sobrepor com a
LFL/LFS ¢ a Sindrome de Lynch. Esta doenca estd associada com mutagdes
germinativas nos genes de reparo a erros de pareamento, incluindo MLH1, MSH2,
MSH6 e PMS2 (WEISSMAN et al. 2011). Pacientes com esta sindrome apresentam
um risco de 80% de desenvolver tumores colorretais ao longo da vida, porém,
também podem desenvolver tumores do espectro fenotipico da LFL/LFS, como
carcinomas de cérebro, estdmago, ovario, e endométrio (LYNCH 1994; LYNCH e
DE LA CHAPELLE 2003). Em adi¢do, dois estudos brasileiros mostraram que o
cancer de mama era o tumor extra-colonico mais comuns em mulheres com a
Sindrome de Lynch (OLIVEIRA-FERREIRA et al. 2004; DA SILVA et al. 2010).

Estes achados indicam que em casos de historia de cancer familial e a
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presenca de canceres multiplos ha a necessidade de estabelecer o diagndstico preciso
para melhor entender e acompanhar os pacientes ¢ suas familias (MESTER et al.

2013).

1.5 VARIACOES DO NUMERO DE COPIAS DE DNA (CNV)

As alteracdes genOmicas mais comuns no genoma humano sdo os SNPs,
CNVs (do inglés, copy number variation), VNTRs (variable number of tandem
repeats) e a presenga ou auséncia de elementos de transicao (XU et al. 2011).

As CNVs sdo alteracdes estruturais do DNA que podem envolver fragmentos
variando de um kilobase (Kb) a varios megabases (Mb) e ocorrem como evento de
novo ou sao herdadas (REDON et al. 2006; BECKMANN et al. 2007;
OSTROVNAYA et al. 2010; STANKIEWICZ e LUPSKI 2010). Estima-se que as
CNV cobrem aproximadamente 13% do genoma humano (STANKIEWICZ e
LUPSKI 2010). As CNVs englobam mais nucleotideos por genoma do que os SNPs
e contribuem significativamente para a diversidade genética e fenotipica entre
individuos normais (REDON et al. 2006; XU et al. 2011; VEERAPPA et al. 2013).

As CNVs podem ser classificadas em comuns e raras. As CNVs raras sao
encontradas em menos de 1% da populagdo e podem agir como fatores de
suscetibilidade para muitas doengas cronico-degenerativas, a exemplo do diabetes,
obesidade, doengas autoimunes e doencas neuroldgicas (CIRULLI e GOLDSTEIN
2010; KUIPER et al. 2010; NISHIYAMA et al. 2011; MILLS et al. 2011;
RAYCHAUDHURI 2011; XU et al. 2011). A patogenicidade das CNVs ¢

determinada levando-se em consideragdo varios critérios, como o tamanho, tipo
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(ganho ou perda), conteido génico, padrao de heranca e a presenga/frequéncia em
individuos normais ou com fenoétipos similares aos estudados (VULTO-VAN et al.
2013).

Dados do Cancer Gene Census mostraram que 128 genes associados com
predisposi¢do ao cancer estdo alterados por mecanismos de perda (delecdes) ou
ganho (insergdes ou duplicagdes) de copias do DNA
(http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/census/). Desta forma, as CNVs
podem alterar a dosagem génica de importantes genes supressores tumorais e/ou
oncogenes, levando ao desenvolvimento de neoplasias e ainda interferir na resposta
ao tratamento (ESTIVILL e ARMENGOL 2007; DISKIN et al. 2009; XU et al.
2011).

Um dos primeiros estudos que avaliou CNVs em pacientes com a LFS
revelou que portadores de mutagdes em TP53 apresentam um numero
estatisticamente maior de CNVs quando comparados aos pacientes com TP53
selvagem (SHLIEN et al. 2008). TABORI et al. (2010) avaliaram o perfil de CNVs
em amostras de sangue (19 casos) e tumores (36 casos) de pacientes LFL com
carcinomas e papilomas do plexo cordide e mostraram que os carcinomas apresentam
um numero consideravelmente maior de CNVs se comparados com os papilomas,
assim como os carcinomas com mutagao em TP53 também apresentam um numero
extremamente alto de CNVs quando comparados aos carcinomas com TP53
selvagem. Além disso, os autores concluiram que uma maior instabilidade genomica
(aumento de CNVs) observada nos tumores estd associada com um maior risco de

progressao neoplasica.
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Alguns estudos brasileiros também avaliaram o perfil de alteragdes
genomicas em pacientes com LFS/LFL. No primeiro estudo, SILVA et al. (2012a)
utilizaram Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) para avaliar
os genes BRCA1, BRCA2 e TP53 em 23 pacientes com cancer de mama e diagnostico
clinico consistente com LFS/LFL. Embora nenhuma CNV tenha sido detectada nos
genes BRCA2 e TP53, uma paciente apresentou uma dele¢do no gene BRCAL. Num
segundo estudo, os mesmos autores (SILVA et al. 2012b) compararam o perfil de
CNVs entre pacientes com mutagdes em TP53 e um grupo controle composto por
100 individuos saudaveis da populagdo brasileira. Foi observado um aumento
significativo do numero de CNVs raras nos pacientes portadores de mutagdo,
sugerindo que o padrdo de alteragdo gendmica pode contribuir para a antecipagdo e
severidade da sindrome.

Recentemente, AURY-LANDAS et al. (2013) utilizaram uma plataforma de
microarranjos customizada (com mais sondas cobrindo o TP53 e os genes ¢
microRNAs associados a sua via) para avaliar as CNVs de 64 pacientes LFL
(critérios de Chompret) sem mutagdes germinativas no TP53. Os autores detectaram
20 novas alteragdes genomicas (oito delegcdes e 12 duplicagdes) em 15 pacientes, ndo
descritas  previamente no Database of Genomic Variants (DGV,
"http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home") e em 600 casos controles. Quatro pacientes que
desenvolveram tumores cerebrais apresentaram CNVs englobando quatro genes
(KDM1A, MTA3, TRRAP e SIRT3) associados com o empacotamento e
remodelamento da cromatina. A duplicagdo da regido do gene SIRT3 promove o

aumento de expressao da proteina, assim como a capacidade de proliferagdo celular e
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previne a apoptose, sugerindo que este gene estd potencialmente associado a

predisposi¢do ao cancer nestas familias.

1.6 REGIOES DE HOMOZIGOSE SEM VARIACAO NO NUMERO

DE COPIAS - cnLOH

Recentemente, o desenvolvimento de plataformas de array com sondas
polimérficas e nao-polimorficas (SNP-arrays) permitiram avaliar CNVs e cnLOHs
(copy neutral loss of heterozigosity) em um tnico experimento (MASON-SUARES
et al. 2013). As cnLOHs; ou regides do genoma com perda de heterozigose, mas sem
variagdo do nimero de copias, podem ser resultado de diferentes fenomenos:
autozigose ou segmentos de DNA idénticos por descendéncia (quando duas copias de
uma regido, herdadas de cada progenitor, sdo iguais devido a consanguinidade),
unidissomia parental (UPD) (quando os dois alelos sdo herdados de um tnico
progenitor) ou ser um evento adquirido pelo tumor (quando a perda de um alelo ¢
compensado pela duplicagdo do outro alelo) (KRYH et al. 2011).

Estudos moleculares revelaram que as cnLOHs podem ocorrer em quase
todos os cromossomos, porém, a sua localizagdo ndo ¢ aleatoria, uma vez que tendem
a a se associar com determinadas mutacdes. Um exemplo descrito em literatura ¢ o
das leucemias mieldides agudas, onde foi detectado que todas as cnLOHs do
cromossomo 13q englobam mutagdes em FLT3, assim como as cnLOHs do
cromossomo 11p apresentam mutagdes em WT1 (GRAND et al. 2009; BULLINGER

et al. 2010; LAPUNZINA e MONK 2011).
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No cancer, as cnLOHs podem inativar genes supressores tumorais ou ativar
oncogenes, além de propiciar a perda de imprinting de determinados genes, como

ocorre nas sindromes de Prader-Willi e Angelman (LAPUNZINA e MONK 2011).

As cnLOHs sdo frequentemente encontradas em neoplasias hematologicas,
assim como em alguns tumores solidos, representando 50-70% de todos os eventos
de LOH detectados em tumores humanos (BIGNELL et al. 2004; TUNA et al. 2009;
O’KEEFE et al. 2010). Estudos recentes demonstraram que no cancer colorretal
(CCR), ocorre um aumento de cnLOHs tanto em tumores esporadicos como em
tumores familiares. MELCHER et al. (2011) analisaram 32 casos esporadicos de
CCR (16 com instabilidade de microssatélites-MSI e 16 com estabilidade de
microssatélites-MSS) e encontraram varias cnLOHs, principalmente nos tumores
MSI. Estes dados sugeriram que esta alteragao tem importancia no processo tumoral.
Por outro lado, um estudo com 30 tumores colorretais familiares (sem mutagdes nos
genes MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2) revelou um aumento de cnLOHs (32%) e uma
reducdo de perdas genomicas (31%) se comparados com casos esporadicos, nos
quais foram detectados 55% de perdas gendmicas e apenas 14% de cnLOHs (LIPS et
al. 2008; MIDDELDOREP et al. 2012).

Para o nosso conhecimento, ndo ha relatos em literatura que avaliaram
cnLOHs em pacientes com a LFS ou LFL. SAEKI et al. (2011) avaliaram 91 tumores
primdrios e 10 linhagens de cancer de es6fago e encontraram uma correlagdo positiva
entre mutagdes em TP53 ¢ LOH no locus do referido gene utilizando marcadores
microssatélites. Além disso, constataram que trés linhagens e quatro tumores
primarios com mutagdes em TP53 e LOH, analisados por FISH, ndo apresentavam
variagdo do nimero de copias. Os autores concluiram que as LOH no locus do TP53
podem ser o principal mecanismo para a inativagdo do alelo intacto nestes

carcinomas. Mais recentemente, RONCHI et al. (2013) avaliaram 46 tumores
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adrenocorticais (22 carcinomas e 24 adenomas) e relataram um niimero muito maior
de CNVs nos carcinomas (2631) se comparado com os adenomas (94). Do mesmo
modo, 91% dos carcinomas apresentaram cnLOHs em comparagdo com 29% dos
adenomas. Dados em literatura indicam que as CNVs podem ter um papel funcional
em diferentes tumores humanos e podem revelar genes associados com o risco de
desenvolvimento de tumores multiplos em individuos com historia familiar de cancer
e negativos para mutagdes em genes conhecidos como associados a sindromes

hereditarias.
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2 JUSTIFICATIVA

O diagnoéstico molecular da LFL tem importantes implicagdes clinicas no
acompanhamento de individuos em risco de desenvolver multiplos tumores em idade
precoce. Estudos moleculares em pacientes com a LFL sem mutagdes no gene TP53
e com multiplos tumores primarios sdo, para o nosso conhecimento, inexistentes.
Igualmente, ha um numero muito limitado de pacientes descritos em literatura com
tumores primarios multiplos e historia de cancer familial. A investigagao molecular
nestes pacientes poderd contribuir para melhorar a nossa compreensdao dos
mecanismos genéticos envolvidos neste grupo de casos. A identificagcdo de novas
alteragdes gendmicas nesses individuos sera de fundamental importancia, pois

poderd auxiliar na defini¢do de critérios para a definicdo de protocolos de

rastreamento ¢ acompanhamento clinico para o paciente afetado e seus familiares.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar alteragdes gendmicas raras e novas raras que teriam potencial para
contribuir para o fenotipo de pacientes portadores da Sindrome de Li Fraumeni Like
e pacientes com multiplos tumores primarios previamente rastreados e negativos para

mutagdes germinativas no gene TP53

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Identificar a presenca de alteragdes genomicas em pacientes com a sindrome
de Li-Fraumeni Like que sdo portadores de multiplos tumores primarios e
comparar os achados entre o grupo de pacientes;

. Identificar a presenca de alteragdes gendmicas em pacientes com multiplos
tumores primarios que ndo se enquadram nos critérios cldssicos das
sindromes hereditarias de cancer e comparar os achados entre os pacientes;

. Comparar as alteragdes gendmicas raras € novas raras encontradas nos dois
grupos de pacientes para identificar aquelas com potencial para contribuir
para o feno6tipo;

o Avaliar os familiares de casos particulares para identificar se as alteragdes

investigadas se segregaram nas familias;
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Sequenciar os genes BRCAL1 ¢ BRCA2 em membros de familias especificas
que poderiam explicar a presenca de casos com cancer de mama,
Investigar a funcao dos genes envolvidos com as alteracdes gendmicas raras e

novas raras e verificar seu pepel no processo da carcinogénese.
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4 MATERIAL E METODOS

41 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

No presente estudo foram selecionadas 27 pacientes portadoras de multiplos
tumores previamente investigadas para mutagdes no gene TP53 (CANAVAM et al.
2011; GIACOMAZZI et al. 2012). No estudo de CANAVAM et al. (2011) foram
avaliadas 54 pacientes com tumores multiplos, destas sete apresentaram mutagdes no
gene TP53. GIACOMAZZI et al. (2012) selecionaram 54 mulheres portadoras de
cancer de mama sem os critérios internacionalmente adotados da LFS/LFL, duas
delas foram portadoras de mutacdo em TP53. Deste conjunto amostral, foram
selecionadas 27 pacientes que preenchiam os critérios de inclusdo do presente
estudo. Além disso, quatro familiares oriundos de duas familias e que ndo
desenvolveram tumores ao longo deste estudo foram também investigados para
alteracdes genomicas. Os casos selecionados e a informacdo clinica dos pacientes
foram obtidos com a colaboracdo da Dra. Maria Isabel Waddington Achatz (Servigo
de Oncogenética do A.C.Camargo Cancer Center - SP) (19 casos) e Dra. Patricia
Ashton-Prolla (Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
- RS) (8 casos). Todos os participantes deste estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do A.C.Camargo Cancer Center (CEP N° 1726112) e do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre - RS (CEPs N° 08-022 e N° 08-080).
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Entre os 27 casos selecionados para o estudo, 15 pacientes com multiplos
tumores primarios apresentaram diagnostico clinico da sindrome Li-Fraumeni Like
(LFL) e preenchiam os critérios de Chompret, Birch ou Eeles. Doze outros casos
foram selecionados por apresentarem multiplos tumores primarios (MT) e, embora
nao preenchessem completamente os critérios estabelecidos para sindromes
hereditarias de cancer, eram provenientes de familias com historia de cancer, exceto
um caso (MT-10). Todos os casos foram previamente rastreados pelo
sequenciamento direto de Sanger nos referidos Servicos (CANAVAM et al. 2011 em
SP ¢ GIACOMAZZI et al. 2012 em RS) e resultaram negativos para mutagdes
germinativas patogénicas no TP53.

Dez mL de sangue periférico de cada individuo foram coletados para a
extragdo do DNA. Nos casos em que os pacientes foram tratados por quimioterapia
ou radioterapia a coleta foi realizada um ano, no minimo, apos o tratamento. As
informagdes clinicas e patologicas de cada paciente, incluindo sexo, tumor primario,
idade ao diagnostico, tratamentos realizados e historia de cancer familiar estdo
resumidas nos Quadros 2 e 3.

A idade média para o aparecimento do primeiro tumor primario no grupo de
pacientes LFL foi de 36,9 anos e nas pacientes MT foi de 34,6 anos. A maioria dos
pacientes era do sexo feminino (21 casos). Quatorze individuos apresentaram dois
tumores primarios, 11 apresentaram trés tumores primarios e dois apresentaram
quatro tumores primarios. Os tipos tumorais mais frequentes nestes pacientes foram:
carcinoma de mama (10 casos), sarcoma de partes moles (8 casos), carcinoma de

tireoide (7 casos) e melanoma maligno (5 casos).



25

Vinte pacientes realizaram quimioterapia e/ou radioterapia para tratar um ou
mais tumores primarios. Entre os 13 pacientes que realizaram radioterapia, 11 (seis
LFL e cinco MT) desenvolveram outros tumores primarios apos este tratamento.
Entretanto, apenas trés casos (LFL-4, LFL-5 e MT-12) apresentaram tumores
primarios coincidentes com areas previamente irradiadas. Dois pacientes (MT-11 e

MT-14) foram a 6bito pela doenga ao longo do seguimento clinico desta casuistica.



Quadro 2 - Descrigdo clinica dos 15 pacientes portadores da Sindrome de Li-Fraumeni like.

Caso Género | Critério Tumores miultiplos Historia familiar* (idade) Seguimento atual
(LFL) (sitio anatémico, idade e tratamento) (Dezembro/2013)
1° Tumor 2° tumor 3° tumor 4° tumor
LFL-1 M Chompret CCR (69a) ADR (71a) - - Tio paterno- CA cabeca e 10 anos e 8 meses. Atualmente,
Cirurgia/QT Cirurgia pescogo (80a) acompanhamento controle (fora do AC
Sobrinha-CA tireoide (22a) Camargo Cancer Center) (em uso de
Tio paterno-CA gastrico (80a) medicamento para diabetes), data da
ultima consulta: 21/08/2013.
LFL-2 F Chompret SPM Pulmao (60a) Adenoma de - Pai-CCR (77a) 10 anos e 9 meses. Atualmente,
(membro inferior E) Cirurgia suprarrenal acompanhamento  controle  (AC
(58a) (70a) Camargo Cancer Center) (em 05/2012
Cirurgia/RT Cirurgia diagnosticada com lesdo cistica em
pancreas), data da ultima consulta:
29/07/2013.
LFL-3 F Eelesl Colon Uterino (33a) | Mama E (60a) | Tiredide (61a) - Pai-CA prostata (77a) 39 anos. Atualmente,
Cirurgia Cirurgia/QT Cirurgia Mae-CA pulmao (69a) acompanhamento  controle (AC
Avo6 materna-Ca colo do utero Camargo Cancer Center) (em uso de
(69a) Depura), data da tltima consulta:
Tio materno-CA gastrico (87a) 22/08/2013.
Tia paterna-CA mama (77a)
Avo materna- CA pulmao (69a)
Irmao-CA prostata (59a)
LFL-4 F Eeles2 SPM Mama E (36a) | Mama E (38a) - Sem historia familiar 27 anos e 9 meses. Atualmente,
(Rabdomiossarcoma) QT/RT Cirurgia acompanhamento controle (AC
(13a) (membro inferior (recidiva) Camargo Cancer Center), data da
D) ultima consulta: 29/08/2013.
Cirurgia/QT/RT
LFL-5 M Eeles2 Retinoblastoma (1a) Retinoblasto SO SPM Avo materna-CA pulmao (48a) 13 anos e 8 meses. Atualmente,
Cirurgia/QT/RT ma bilateral (membro (regido de Tia materna de 2° grau-CCR acompanhamento controle (AC
(3a) inferior D) bolsa (50a) Camargo Cancer Center), data da
Cirurgia/QT/ (23a) escrotal) Prima materna de 3° grau-SNC | altima consulta: 14/06/2013.
RT Cirurgia/QT (31a) (23a)
Cirurgia Av0 paterno-CA gastrico
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Cont/ Quadro 2

Caso Género | Critério Tumores miltiplos Historia familiar* (idade) Seguimento atual
(LFL) (sitio anatdmico, idade e tratamento) (Dezembro/2013)
1° Tumor 2° tumor 3° tumor 4° tumor
LFL-6 F Eelesl SPM (Fibrossarcoma) Tireoide - - Tia materna-CA mama (40a) 31 anos e 5 meses. Atualmente,
(ombro direito) (7a) (31a) Prima materna-CA pulmao (56a) | acompanhamento controle (AC
Cirurgia/QT/RT RT Tia paterna-CA mama (45a) Camargo Cancer Center) (em uso de
medicamento para reposicao
hormonal/ em 12/2012 diagnosticada
com nodulo em mama direita), data da
ultima consulta: 28/10/2013.
LFL-7 F Eelesl SPM(Dermatofibrossa | Linfoma NH - - Pai-Leucemia (66a) 2 anos ¢ 10 meses. Atualmente,
r-coma) (regiao (33a) Tio paterno-SNC (63a) acompanhamento controle (AC
submentoniana) (33a) QT/RT Avo paterno- LNH (79a) Camargo Cancer Center), data da
Cirurgia Avo6 materna-LNH (83a) ultima consulta: 09/10/2013.
Tia materna-CA utero (62a)
LFL-8 F Eelesl Tiredide (29a) SPM - - Pai-CA prostata (86a) 26 anos e 9 meses. Atualmente,
Cirurgia (flanco Tia materna-CA endométrio acompanhamento controle (AC
direito) (35a) (42a) Camargo Cancer Center) (em uso de
Cirurgia Prima materna-CA mama (38a) | medicamento para reposicao
Avo materno-CA gastrico (71a) | hormonal/ em 19/10/2013 paciente
refere corda vocal paralisada), data da
ultima consulta: 25/07/2013.
LFL-9 F Chompret Melanoma Mama D - - Avo0 paterno-CCR (80a) 15 anos e 6 meses. Atualmente,
(abdome) (29a) (38a) Avo paterna-CA melanoma (74a) | acompanhamento controle (AC
Cirurgia Cirurgia Pai-CA renal (58a) Camargo Cancer Center) (em uso de
Mae-CA mama (48a) Tamoxifeno/ em 22/07/2013
[rma-CA mama (36a) diagnosticada com neoplasia benigna
Sobrinho-SNC (5a) hepatica), data da ultima consulta:
Tia materna-CA mama (33a) 22/07/2013.
Prima materna-CA mama (36a)
Prima materna -CA mama (38a)
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Cont/ Quadro 2

Caso Género | Critério Tumores miltiplos Historia familiar* (idade) Seguimento atual
(LFL) (sitio anatdmico, idade e tratamento) (Dezembro/2013)
1° Tumor 2° tumor 3° tumor 4° tumor
LFL-10 F Eeles 1 Mama D (48a) Endométrio - - Mae-CA ttero (62a) 8 anos. Acompanhamento controle HC
Cirurgia (49a) Cirurgia Pai-CA prostata de Porto Alegre com equipe da
Tios paternos-CA prostata Oncogenética, data da ultima consulta:
Tio materno-CA prostata 25/08/2010.
Tio materno-CA estdmago
Prima materna-CA pancreas
Primo materno- CA
indeterminado (63a)
Primo materno-CA pulmao (50a)
Primo materno 2°grau-CA SNC
(40a)
LFL-11 F Eeles 1 Colo Uterino (41a) Pancréas - - Avo materna -CA tiredide/ SNC | 7 anos. Acompanhamento controle HC
Cirurgia/QT (S1a) (50a) de Porto Alegre com equipe da
Cirurgia Prima materna-Leucemia (48a) | Urologia, Cirurgia do aparelho
Prima materna-CA ttero (25a) digestivo e Oncogenética, data da
Prima materna-LH ultima consulta: 23/07/2013.
LFL-12 F Eeles 1 Mama D (42a) Tireoide (44a) - - Av0 paterno-CA prostata (60a) 11 anos e 11 meses. Acompanhamento
Cirurgia Cirurgia Tio materno-CA pulmao (65a) controle HC de Porto Alegre com
Tio materno-CA garganta (50a) | equipe da Oncogenética, data da
ultima consulta: 11/03/2009.
LFL-13 M Eeles 1 Linfoma NH (50a) Rim (52a) CCR (56a) - Pai-CA esofago 8 anos e 5 meses. Acompanhamento
QT/RT Cirurgia Cirurgia Sobrinho-Leucemia controle HC de Porto Alegre com
equipe da Urologia, Oncologia, e
Oncogenética, data da ultima consulta:
06/11/2013.
LFL-14 F Chompret CEC (Lingua) (73a) Tireoide (74a) Endométrio - Irméo-CA prostata (78a) 14 anos e 5 meses. Atualmente,
Cirurgia RIT (77a) Filha-CA mama bilateral (58a, 64a) | acompanhamento  controle  (AC
BRT Sobrinha-CA mama bilateral (54a, | Camargo Cancer Center) (em uso de
57a) Neta-Leucemia (16a) medicamento para hipertensio), data
da ultima consulta: 07/10/2013.
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Cont/ Quadro 2

Caso Género | Critério Tumores miltiplos Historia familiar* (idade) Seguimento atual
(LFL) (sitio anatdmico, idade e tratamento) (Dezembro/2013)
1° Tumor 2° tumor 3° tumor 4° tumor
LFL-15 F Chompret Melanoma (28a) Melanoma Melanoma - Irmao-CA SNC (40a) 25 anos e 8 meses. Atualmente,
(membro superior (30a) (35a) Mae-SO (28a), (35a), (39a) acompanhamento controle (AC
direito) (membro (atrés da Pai-CA melanoma (59a)/CA nao- Camargo Cancer Center), data da
Cirurgia superior orelha melanoma (60a) ultima consulta: 28/12/2013.
direito - esquerda) Avo paterno-CCR (70a)
recidiva) Cirurgia Primo paterno-CA hipoéfise (25a)
Cirurgia Primo paterno 2° grau-CA

hipofise (13a)
Tia materna-CCR (52a)
Tia paterna-CCR (53a)

Tio materno-melanoma (42a)
Primo materno-osteossarcoma
(18a)

Prima materna-melanoma (18a)
Avo materna-CA mama (70a)
Tia materna 2° grau-SO (35a)
Tia materna 2° grau-CCR (62a)
Tio materno 2° grau-CA prostata
(41a)

Bisavo paterna-CCR (68a)
Bisavo materna-CA géstrico
(80a)

Legenda: ADR: adrenocortical; RT: radioterapia; QT: quimioterapia; RIT: radioiodoterapia; BRT: braquiterapia; CA: cancer; CCR: cancer colorretal; SO: sarcoma
0sseo; SPM: sarcomas de partes moles; CEC: carcinoma epidermdide; SNC: sistema nervoso central; LH: Linfoma Hodgkin; LNH: Linfoma ndo Hodgkin;
*Os antecedentes familiares de cada paciente estdo compilados nos heredegromas

(-) auséncia da caracteristica
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Quadro 3 - Descrigao clinica dos 12 pacientes portadores de multiplos tumores (MT).

Caso Género Tumores miltiplos Historia familiar* (idade) Seguimento atual
(sitio anatomico, idade e tratamento) (Dezembro de 2013)
1° Tumor 2° tumor 3° tumor 4° tumor
MT-1 M Intestino delgado CCR (40a) CEC (regido - Mae-CCR (44a) 15 anos e 6 meses. Atualmente,
(39a) Cirurgia do torax) (41a) Avo paterno-CA prostata acompanhamento controle (AC
Cirurgia Cirurgia Irma-CCR (23a) Camargo Cancer Center) (em uso
Irma-melanoma (67a) de medicamento para
Irmao-CCR (45a) hipertensdo), data da Uultima
Irméo- melanoma (48a) consulta: 24/09/2013.
Irmao-CA gastrico (41a)
MT-2 F Mama D Linfoma NH CEC (labio) CA orbita Mae-CCR (74a) 8 anos e 3 meses. Atualmente,
(ductal in situ) (61a) (65a) ocular Pai-CA cabeca e pescogo (60a) acompanhamento controle (AC
(58a) QT/RT QT (69a) Tia paterna-Leucemia (60a) Camargo Cancer Center) (em uso
Cirurgia/QT Cirurgia Tio paterno-CA pulmao (62a) de medicamento para fins
Tia materna-CA cabeca e pescogo (62a) | psicologicos), data da ultima
Tia materna-CA mama (55a) consulta: 25/10/2013.
Primo materno-Leucemia (53a)
Prima paterna-CA mama (62a)
Avo6 materno-CA indeterminado (56a)

MT-3 F Melanoma Mama D (43a) Bexiga (47a) - Mae-CCR (67a) 6 anos e 7 meses. Atualmente,
(abdome) (40a) Cirurgia Cirurgia/QT Tio materno-CA basocelular (81a) acompanhamento controle (AC
Cirurgia Tia materna-CA mama (68a), CA Camargo Cancer Center), data da

gastrico (79a) e melanoma (79a)
3 Primas materna-CA mama (54a), (48a),
(43a)
Tia paterna-CA mama (50a) e melanoma
(72a)
Primo paterno-CA pulmao (41a)
Prima materna-CA Tireoide (51a)

ultima consulta: 10/10/2013.
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Cont/ Quadro 3

Caso Género Tumores miultiplos Historia familiar* (idade) Seguimento atual
(sitio anatdmico, idade e tratamento) (Dezembro de 2013)
1° Tumor 2° tumor 3° tumor 4° tumor
MT-4 F Melanoma Mama E - - Irma-CA mama (42a) 8 anos e 6 meses. Atualmente,
(pé esquerdo) (ductal Tia paterna-CA mama (43a) acompanhamento controle (AC
(42a) invasivo) (43a) Camargo Cancer Center), data da
Cirurgia QT/RT ultima consulta: 20/07/2013.
MT-6 F Linfoma H (21a) | Mama D (52a) | Mama E (52a) - Tio paterno- CA cabeca e pescogo (35a) | 3 anos e 3 meses. Atualmente,
cirurgia/QT/RT (ductal (ductal Tio paterno-CA cabega e pescoco (70a) | acompanhamento controle (AC
(RT em regido nvasivo) invasivo) Primo paterno-SPM (12a) Camargo Cancer Center) (em uso
do pescogo, torax Cirurgia Cirurgia Avo0 paterno-CA gastrico (64a) do medicamento Aromasin), data
e abdomen) da ultima consulta: 03/10/2013.
MT-7 F Tiredide (41a) Pulmaio (43a) - - Tia paterno-CCR (50) 10 anos e 10 meses. Atualmente,
Cirurgia Cirurgia Prima paterna-CA mama (22a) acompanhamento controle (AC
Camargo Cancer Center) (em uso
de medicamento para reposi¢ao
hormonal), data da ultima
consulta: 21/10/2013.
MT-8 F Mama D (48a) Tireoide (52a) Mama E (60a) - Irma-CA renal (71) 11 anos e 3 meses. Atualmente,
Cirurgia/QT/RT RT QT/RT Irma-CA tire6ide (48) acompanhamento controle (AC
Tia paterna-CA mama (70) Camargo Cancer Center) (em uso
do medicanto Anastrozol), data da
ultima consulta: 26/05/2012.
MT-11 M Melanoma SPM CA Gastrico - Sem historia familiar Paciente foi a 6bito em 03/2011.
(cervical) (67a) (retroperitonio) (73a)
Cirurgia (67a) Cirurgia/QT
Cirurgia
MT-12 F Retinoblastoma SPM - - Tio materno 2° grau-CA cavidade oral 20 anos.  Acompanhamento
bilateral (2a) (Rabdomiosarco Bisavo materno-CA indeterminado controle HC de Porto Alegre com
Cirurgia/QT/RT ma de face) equipe da oftalmologia e da
(11a) RT Oncologia Pediatrica, data da

ultima consulta: 22/03/2013.
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Cont/ Quadro 3

Caso Género Tumores miultiplos Historia familiar* (idade) Seguimento atual
(sitio anatdmico, idade e tratamento) (Dezembro de 2013)
1° Tumor 2° tumor 3° tumor 4° tumor
MT-13 M Tumor Wilms Schwanoma - - Avo paterno-CA pancreas 18 anos e 9 meses.
(6a) extramedular Avo materno-CA estomago Acompanhamento controle HC de
cirurgia/QT/RT (14a) Avo6 materna-CA indeterminado (81a) Porto Alegre com equipe da
Cirurgia Tios maternos 2° grau-CA indeterminado | Urologia e da  Oncologia
Tio materno 2° grau-CA pulmao pediatrica, data da  Gltima
Tio materno 2° grau-CA esdfago consulta: 14/11/2013.
MT-14 F Leucemia CCR (15a) - - Tia paterna 2° grau-CCR (45a) Paciente foi a obito.
Linf6ide aguda Cirurgia/QT Bisavo paterno-CA esdfago
(13a)
QT
MT-15 F Endométrio Ovdério (42a) - - Filho-CCR (25a) 2 anos e 2 meses.
(38a) Cirurgia Irma-CA ovario (41a) Acompanhamento controle HC de
Cirurgia/QT Pai-CCR (42a) Porto Alegre com equipe da

Tio paterno-CCR (60a)
Tia paterna-CCR (60a)
Tio paterno-CA prostata (76a)
Primo paterno-CCR (40a)
Tio materno-CA garganta (40a)

Oncogenética, data da ultima
consulta: 28/09/2011.

Legenda: RT: radioterapia; QT: quimioterapia; RIT: radioiodoterapia; BRT: braquiterapia; CA: cancer; CCR: cancer colorretal; SPM: sarcoma de partes moles;
CEC: carcinoma epidermoide; SNC: sistema nervoso central; LH: Linfoma Hodgkin; LNH: Linfoma ndo Hodgkin;
*QOs antecedentes familiares de cada paciente estdo compilados nas genealogias
(-) auséncia da caracteristica
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42 OBTENCAO DO DNA GENOMICO (gDNA)

As amostras de gDNA foram obtidas a partir de linfocitos do sangue
periférico dos pacientes junto ao Banco de Macromoléculas do A.C.Camargo Cancer
Center, seguindo o protocolo Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen, Valencia, CA,
EUA). A separacdo dos linfocitos por tampao de extragdo tem como produto final
um buffycoat, ao qual foram adicionados 600 uL da solucdo de lise celular (Cell
Lysis Solution). Os tubos foram agitados em vortex e mantidos em banho-Maria a
55°C até a completa digestdo celular. Em seguida foram adicionados 140 pL
de Protein Precipitation Solution e ap6s agitacdo vigorosa por 20 segundos, incubou-
se em gelo por 5 a 15 min e centrifugou-se a 14000 rpm por 5 min a 18°C. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foram adicionados 600 pL de
isopropanol 100%. As amostras foram homogeneizadas por inversdo e centrifugadas
a 14000 rpm por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado, 1 mL de etanol 70%
foi adicionado, seguindo-se a homogeneizacao por inversdo e centrifugacdo a 14000
rpm por 2 min a 4°C. Novamente o sobrenadante foi descartado e o processo de
lavagem em etanol foi repetido uma vez mais. Apds a retirada do sobrenadante, o
sedimento foi mantido a 42°C por alguns minutos e adicionados as amostras 100 pL
de DNA Hydration Solution.

Os tubos foram mantidos a 55°C para a completa elui¢do do sedimento e a
quantifica¢do foi realizada em gel de agarose 0,8%. Por ultimo, as amostras foram

armazenadas a - 20°C até a realizagdo dos experimentos.
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43 DETECCAO DE ALTERACOES GENOMICAS (SNPs e CNVs)

O perfil de alteracdes genomicas foi avaliado utilizando-se a metodologia de
CytoScan HD Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, EUA). Esta plataforma de
microarranjos de alta densidade apresenta mais de 2,6 milhdes de sondas, incluindo
1,9 milhdes de sondas ndo-polimdrficas (para avaliar as CNVs) e 750 mil sondas
polimorficas ou de SNPs (para determinagdo alélica). O espacamento médio entre
cada sonda ¢ 2 Kb e hd uma sonda a cada 400 pares de base em regides alvo. O
espacamento médio das sondas de SNPs ¢ de 200 por megabase. As sondas tem um
tamanho de 25 pares de bases. Aproximadamente 90% dos SNPs tem uma frequéncia
do alelo raro de 0,05 baseados em dados do projeto 1000 Genomas

(http://www.1000genomes.org).

A plataforma usada neste estudo permite detectar ganhos e perdas gendmicas
a partir de 25-50 kb e corroborar os resultados com os dados de SNPs.
Adicionalmente, as sondas de SNPs também permitem a deteccdo de regides com
mosaicismo e regides de cnLOH.

Todos os ensaios foram realizados de acordo com o protocolo padrio do
fabricante (Figura 1). Resumidamente, 250 ng do gDNA foi digerido com a enzima
de restrigdo Nspl, ligado a adaptadores especificos, amplificado pela PCR com a
enzima Titanium Taq DNA polimerase (Clontech, Mountain View, CA, USA) e
visualizado em gel de agarose 2% (fragmentos entre 150 e 2000 pb). O material
amplificado foi purificado utilizando-se beads magnéticas e quantificado em
NanoDrop® NDI1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). A

concentragcdo desejada € superior a 2,5 pg/ul. Posteriormente, o DNA purificado foi
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fragmentado com a enzima DNasel, visualizado em gel de agarose 4% (fragmentos
entre 25 e 125 pb) e marcado com biotina. O DNA marcado foi hibridado por 16-18h
a 50°C no GeneChip® Hybridization Oven 645 (Affymetrix), lavado e corado no
GeneChip® Fluidics Station 450 (Affymetrix) e escancado no GeneChip® Scanner
3000 7G (Affymetrix).

Os dados foram gerados utilizando-se o Affymetrix® GeneChip® Command
Console® Software (AGCC) 4.0 e analisados com o Chromosome Analysis Suite
v2.1 (ChAS) (Affymetrix). Para calcular as CNVs e os gendtipos (alelos), os dados
de cada paciente foram comparados com um banco de 360 amostras normais
previamente analisadas (incluidas no software ChAS). O software utiliza o modelo
de Hidden Markov (HMM) e o método linear robusto Bayesiano com distancia de
Mahalanobis (BRLMM-p) para estimar as CNVs e os gendtipos, respectivamente.
Regides com mosaicismo (>5 Mb) foram determinadas utilizando a média dos log2
ratio. Regides com cnLOH foram calculadas com base nas sondas de SNPs e
reportadas apenas aquelas com tamanho maior do que 5 Mb. Na anélise das CNVs
foram considerados os ganhos com o minimo de 50 sondas consecutivas ¢ as perdas
com o minimo de 25 sondas consecutivas.

As CNVs resultantes foram comparadas individualmente com cinco bancos
de dados disponiveis: o DGV, que agrega dados de CNVs de pessoas saudaveis
obtidas por diversos métodos; um grupo referéncia de 100 mulheres saudaveis da
populacdo brasileira, avaliadas por Krepischi et al. (2012) utilizando a plataforma
Agilent 4x180K; um banco de 500 individuos saudaveis da populagao europeia; um
banco de 500 individuos saudaveis provenientes do Fullerton Genetics Center

(Nashville, NC, EUA) e um banco de 823 individuos saudaveis da populacio
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canadense. As CNVs das trés ultimas populagdes foram geradas pela mesma
plataforma utilizada neste projeto e os arquivos foram cedidos gentilmente pela Dra.
Sarah South, Department of Pathology, Utah University, EUA.

Apds multiplas comparacdes, as CNVs foram classificadas em comuns, raras
e novas raras. As CNVs comuns foram assim categorizadas quando presentes em
mais de 1% da populacdo dos bancos avaliados, as raras quando encontradas em <
1% nas mesmas populacdes e as novas raras quando ausentes em todos os bancos de
dados pesquisados. Uma CNV foi considerada como previamente descrita somente
quando presente em qualquer um dos bancos de dados e com o mesmo tamanho ¢
localizagdo ou quando apresentava um tamanho maior, mas englobando aquela
detectada no estudo.

DNA genémico

+

4

1* Dia -lh.f-
+

Amplificacio 11
T (PCR) L

— |Pcr| |Pcr| |PcrR| |PCR| 2hr

° My Purificacdo dos
2° Dia -
produtos da PCR

+
L Quantificacdo| 30 min
¥

— [Fragmentagio] 15
4

3° Dia '
Hibridagdo| 16-18 hr

L [Lavagem e revelagdo| 3 hr
4° Dia — 35 min/array

2 hr

Figura 1 - Etapas do protocolo CytoScan HD Array.
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44 DETECCAO DE MUTACOES EM BRCAl1 E BRCA2 POR

SEQUENCIAMENTO DIRETO (SANGER)

Mutagdes nos genes BRCAL e BRCA2 foram investigadas nas pacientes MT-2
e MT-4 que apresentaram carcinomas de mama (ductal in situ e ductal invasivo,
respectivamente) e histéria de cancer de mama na familia.

A metodologia utilizada foi o sequenciamento direto de Sanger, que consiste
na amplificagdo de todos os éxons e jungdes intron-exons dos genes BRCAL e
BRCAZ2, purificacao enzimatica do amplicon, incorporacao dos dNTPs e precipitacao
dos produtos obtidos. Os iniciadores dos genes BRCAl1 e BRCA2 foram
disponibilizados pelo laboratério de diagnostico molecular sob supervisao da Dra.
Dirce Maria Carraro, AC Camargo Cancer Center, SP. Por se tratar de teste
diagnostico, os iniciadores utilizados no estudo ndo foram disponibilizados.

Na PCR foram utilizados 0,2 uM de cada iniciador (foward e reverse) e 25 ng
de gDNA. A concentra¢io de Mg®" variou para alguns exons dos dois genes. Para os
éxons 7 e 17 do gene BRCAL e ¢éxons 12, 15, 27A e 27B do gene BRCAZ2 foi
necessario utilizar o Mg”" a 1,25mM. Para os demais éxons o Mg®" foi utilizado a
2mM. As condi¢des da PCR estdo descritas no Quadro 4. O volume de 5,0 uL do

produto amplificado foi purificado com 2,0 pL da enzima Exo-Sap I (USB/GE).



38

Quadro 4 - Condi¢des da PCR para os genes BRCAL ¢ BRCA2.

Gene / Exons* Temperatura de Ciclos da PCR
anelamento (TM)

BRCA 1 94°C-2 min

2,7 TM=53°C [ 94°C-45seg; TM-45seg;

3,5,6,8,9,10, 11.1.AB, TM=59°C 72°C-1min,45seg] 35x

11.1.CD, 11.1.EF, 11.2.GH, 72°C-10min

11.2.1J, 11.2.LM, 11.3.NO, 4°C

11.3.PQ, 11.3.RS, 12, 13, 14, 15,
16, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24
BRCA2

2,3,4,5/6,7,8,9, 10.AB, TM=59°C
10.CF, 11.1.AB, 11.1.CD,
11.1.EF, 11.2.GH, 11.2.1J,
11.2.LM, 11.3.NO, 11.3.PQ,
11.3.RS, 11.4.TU, 11.4.VX,
11.5YW, 11.5KZ, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23/24, 25, 26,

27A,27B
12 TM=55°C
13,22 TM=53°C

* Por se tratar de teste diagnostico, os iniciadores utilizados ndo foram disponibilizados para

publicago.

A reagdo de sequenciamento foi realizada com a adicdo de 1,5 pL 5x
Sequencing Buffer BigDye Terminator v1.1, v3.1, 5 uM do iniciador, 1,0 pL de
BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), utilizando-
se os pares de iniciadores especificos para cada fragmento amplificado. As condicdes
da reacdo de sequenciamento foram desnaturagdo a 95°C por 2 min, seguidos de 40
ciclos a 95°C por 18 seg, 50°C por 18 seg e 60°C por 3 min e 30 seg. As amostras
foram ressuspendidas em 13 pL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA), desnaturadas a 95°C em termociclador por 5 min e imediatamente
transferidas para recipiente com gelo por 3min. As reagdes de sequenciamento foram
realizadas no sequenciador ABI Prism 3130xl| (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,

EUA).
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As sequéncias obtidas foram analisadas no Software CLC Main Workbench
6.7. Para a identificag@o das alteracdes, as sequéncias dos pacientes foram alinhadas
e comparadas com a sequéncia referéncia de cada gene, a qual foi obtida utilizando o
proprio software CLC Genomics Workbench. Para o gene BRCA1 foi utilizada
RefSeq:U14680 como referéncia e para o gene BRCAZ2 foi utilizada RefSeq: U43746.
As informagoes identificadas foram comparadas com o banco de dados BIC (Breast

Cancer Information Core - http://research.nhgri.nhi.gov/bic).

45 ANALISE CITOGENETICA

A andlise cariotipica foi realizada na amostra LFL-8 com o objetivo de
confirmar a alteragdo detectada em mosaicismo para o cromossomo X, encontrada na
analise gendmica. Foram obtidos 5 mL de sangue periférico da paciente, previamente
coletado com o anti-coagulante heparina e cultivados em meio de cultura RPMI
(Gibco, Carlsbad, CA, EUA) com 10% de Soro Bovino Fetal (Hyclone, Logan, UT,
EUA), 50 pg/mL de penicilina, estraptavidina (0,5%) e fitohemaglutinina (Sigma, St.
Louis, MO, EUA). A cultura das células foi realizada segundo a metodologia descrita
por Moorhead et al. (1960). Apdés 71 horas, as culturas foram submetidas a
tratamento com colchicina 0,0016% por 1 hora. Posteriormente, a preparacdao foi
submetida a tratamento com solugdo hipotonica KCl 0,075M e fixada com
metanol:acido acético (3:1) por trés vezes.

As laminas com as preparacdes cromossOmicas foram submetidas ao
bandamento DAPI-reverso (4',6-diamidino-2-phenylindole) (Sigma), obtendo um

padrdo de bandas semelhante ao bandamento GTG. A técnica usada consiste na
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imersdo das laminas em solucdo seriada de etanol (70%, 90%, 100%) por 3 min cada.
Apoés a secagem, as laminas foram tratadas em solucao de pepsina 10% a 37°C por
10 min, incubadas em solu¢do de 2xSSC (0,3 M de cloreto de s6édio (NaCl) e 0,03 M
de citrato de sodio (Na3;CsHs0O7); pH 7,0) a 37°C por 10 min e lavadas novamente em
solugdo seriada de etanol. Apds a secagem, as laminas foram colocadas rapidamente
em solugdo de formamida a 71°C e lavadas em solucdo seriada de etanol. Apds a
secagem, foi adicionado oito pl. de DAPI nas regidoes com maior niumero de
metafases. Por ultimo, as laminas foram mantidas a -20°C por 24h antes da analise
cromossomica.

A andlise citogenética foi realizada a partir da montagem e elaboragdo das
formulas cariotipicas segundo as recomendagdes do ISCN (2009). Um total de 102
metafases foram capturadas e analisadas no microscopio Olympus BX61 conectado a
um sistema de analise de imagens BandView 4.5 Software (Applied Spectral

Imaging, Israel).
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5 RESULTADOS

Vinte e sete pacientes negativos para mutagdes germinativas patogénicas no
gene TP53, incluindo 15 pacientes portadores da sindrome de Li-Fraumeni like e 12
pacientes portadores de multiplos tumores primdrios, foram analisados para
alteragdes gendmicas utilizando a plataforma CytoScan HD Array (Affymetrix).
Estes dois grupos de pacientes apresentaram, no total, 525 alteracdes gendmicas. A

seguir sao descritos os resultados detalhados destes dois grupos de pacientes.

5.1 PACIENTES DIAGNOSTICADOS COM A SINDROME DE LI-

FRAUMENI LIKE

O DNA do sangue periférico dos pacientes diagnosticados como portadores
da Sindrome de Li-Fraumeni like apresentou, no total, 332 alteragdes genOmicas,
sendo 158 ganhos, 119 perdas e 55 cnLOHs. As regides cromossomicas envolvidas
em ganhos apresentaram um tamanho médio de 251 Kb, as regides de perdas
apresentaram em média 249 Kb e as cnLOHs apresentaram um tamanho médio de 12
Mb. Entre os ganhos gendmicos, dois (10g26.2 e 17q11.2) foram identificados em
mosaicismo no paciente LFL-8. Entre as perdas gendmicas, quatro foram observadas
em mosaicismo também no paciente LFL-8 (7q11.22, 17q23.1, 22q13.1 e Xp22.33-
g28). Perdas genomicas em homozigose foram identificadas nos pacientes LFL-1

(4q13.2 € 17p11.2) e LFL-11 (Xp21.3).
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As alteragdes gendmicas apOs comparacdo com cinco bancos de dados
contendo informagdes sobre variagdes no numero de copias gendmicas em diferentes
populacdes resultando em 110 comuns, 146 raras e 76 novas raras. Todas as seis
alteracdes em mosaico foram raras e apenas uma das trés perdas em homozigose
(49q13.2 em LFL-1) foi classificada como rara. Apesar de ndo existir um banco de
dados especifico de cnLOHs para comparagdo, todas as 55 alteragdes foram
consideradas raras baseadas no fato de terem sido identificadas em regides que ndo
apresentavam CNVs comuns. No Quadro 5 encontram-se listados os tipos de CNVs e
cnLOHs e sua classificagdo em comuns, raras e novas raras em todos os pacientes

LFL deste estudo.

Quadro 5 - Resumo das alteragdes gendmicas detectadas nos pacientes LFL.

Tipo de alteracio Nova Rara Rara Comum TOTAL
Ganho 38 49 69 156
Ganho em Mosaico 0 2 0 2
Perda (homozigose) 38 36 (1) 41 (2) 115
Perda em Mosaico 0 4 0 4
cnLOH 0 55 0 55
TOTAL 76 146 110 332

Todos os pacientes, exceto o LFL-4, apresentaram CNVs raras e novas raras.
A Figura 2 apresenta o numero de alteracdes identificadas em cada um dos 15

pacientes LFL.
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Figura 2 - Numero de alteracdes raras e novas raras encontradas em cada caso no

grupo de pacientes com Sindrome de Li-Fraumeni like.
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Considerando que as CNVs comuns ndo parecem estar associadas a fendtipos
especificos, serdo apresentados em detalhes os resultados das 222 alteragdes raras ¢
novas raras. O Quadro 6 apresenta as CNVs e cnLOHs raras e novas raras

encontradas em cada um dos pacientes com LFL.



Quadro 6 - Alteragdes raras e novas raras encontradas em 14 dos 15 pacientes LFL, assim como o nimero de genes mapeados em cada

regido.

Casos Evento Citobanda Inicio Fim Classificacao N°de Genes** GENES***

LFL-1
Ganho 2p25.3 206002 330912 Rara 3 SH3YL1, ACP1, FAM150B

EVX2, HOXD13, HOXD12, MTX2, MIR10B,
Ganho 2q31.1 176928696 177058451 Rara 9
HOXD4, HOXD3, HOXD1, HOXD-AS1

Perda 2q34 213158700 213192832 Rara 1 ERBB4
Perda* 4ql3.2 69333761 69584322 Rara 1 TMPRSS11E
Ganho 10926.3 134269773 134357433 Rara 1 INPP5A
cnLOH 11p11.2 46146791 51563636 Rara 54 -
Ganho 15926.3 99391363 99405150 Nova rara 1 IGF1R

LFL-2
Perda 1p31.2 69049076 69457873 Nova Rara 0 -
Ganho 1p31.3 65216061 66868169 Rara 11 -
Ganho 2p25.3 584562 950475 Rara 3 TMEM18, LOC339822, SNTG2
Ganho 16q24.2 88356426 88974162 Rara 2 ZC3H18, IL17C
cnLOH Xqll.1 61932503 67371477 Rara 14 -
cnLOH Xq22.3 104232592 109046487 Rara 26 -

LFL-3
Perda Spl2 45922107 49447301 Rara 0 -
Ganho 10q11.22 49739358 50004396 Nova Rara 1 ARHGAP2?2
Ganho 18q12.2 34911263 35179808 Rara 1 CELF4
Ganho 18g22.3 72709254 73193344 Rara 4 ZNF407, ZADH2, TSHZ1, C180rf62
Ganho 18923 75449023 76814582 Rara 1 SALL3
Ganho 21g22.3 47758546 48097372 Rara 5 PCNT, DIP2A, DIP2A-IT1, S100B, PRMT2
Ganho 22q13.32 48862426 49201108 Rara 2 FAM19A5, LOC284933
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cnLOH Xqll.1 61932503 67143057 Rara 14 -
LFL-5
Ganho 2q31.1 176882120 177169918 Rara 9 EVX2, HOXD13, HOXD12, MTX2, MIR10B,
HOXD4, HOXD3, HOXD1, HOXD-AS1
Ganho 6925.3 160337557 160597874 Nova Rara 4 IGF2R, AIRN, LOC729603, SLC22A1
Perda 7pl2.1 53415767 53690391 Rara 0 -
LFL-6
Ganho 1g25.1 175298592 175554109 Nova Rara 1 TNR
cnLOH Xqll.1 61932503 68021816 Rara 18 -
LFL-7
cnLOH 2pl4 66677880 80456944 Rara 115 -
Perda 4ql3.2 69320820 69628480 Rara 1 TMPRSS11E
cnLOH 7Tpl4.3 31794780 41516453 Rara 47 -
cnLOH Xpll1.21 54904044 58337890 Rara 24 -
cnLOH Xqll.1 61932503 68045782 Rara 18 -
cnLOH Xq22.2 103009034 107407242 Rara 25 -
LFL-8
Ganho 1q23.3 165390065 165430053 Rara 1 RXRG
Ganho 1q32.2 209745073 209799819 Rara 2 LAMB3, CAMK1G
Ganho 1p22.1 94523848 94575458 Nova Rara 1 ABCA4
Perda 1q42.11 224331652 224425165 Nova Rara 3 NVL, DEGS1, FBXO28
Perda 1p31.1 70725639 70811267 Nova Rara 1 ANKRD13C
Perda 2q21.3 136013756 136214663 Rara 1 ZRANB3
Perda 2q33.1 203075134 204579113 Rara 15 -
Perda 2q36.1 224650940 224683581 Nova Rara 1 AP1S3
Perda 2p22.3 32215065 32358488 Nova Rara 3 SPAST, DPY30, MEMO1
Perda 2p22.2 37164043 37231728 Nova Rara 2 HEATR5B, STRN
Perda 2pl5 61344545 61392125 Nova Rara 3 C20rf74, LOC339803, KIAA1841




Perda 2pl5 61462212 61481551 Nova Rara 1 USP34
Perda 2pl5 61659390 61741760 Nova Rara 2 XPO1, USP34
Ganho 3p25.1 13691882 13771684 Rara 1 LOC285375
Ganho 3p24.1 29295162 29357063 Nova Rara 1 RBMS3
Ganho 3pl4.1 64597030 64650662 Nova Rara 1 ADAMTS9
Ganho 3pl3 71074419 71105863 Nova Rara 1 FOXP1
Perda 3q13.33 120750824 120785729 Nova Rara 1 STXBP5L
Perda 3g23 141669062 141864714 Rara 1 TFDP2
Perda 3927.3 186439172 186454905 Rara 1 KNG1
Perda 3p21.31 47773919 47818306 Nova Rara 1 SMARCC1
Perda 3p21.2 51485849 51550011 Nova Rara 1 VPRBP
Perda 3pl4.3 57549343 57635167 Nova Rara 2 FAM116A, ARF4
Ganho 4q12 52758811 52780639 Nova Rara 1 DCUN1D4
Ganho 4q21.1 78268640 78327099 Rara 0 -

Perda 4q28.2 128942969 129018409 Nova Rara 2 LARP1B, C4orf29
Perda 4q31.3 151858542 152009620 Rara 1 LRBA
Perda 4pl1 48700491 48768196 Rara 1 FRYL
Perda 4q12 54159843 54270148 Nova Rara 2 FIP1L1, SCFD2
Perda 4q13.2 69265993 69294114 Rara 0 -

Ganho S5pl5.2 14212404 14279034 Nova Rara 1 TRIO
Ganho 5pl5.31 6355393 6387338 Nova Rara 1 MED10
Perda S5pl13.2 37339834 37424367 Nova Rara 2 WDR70, NUP155
Ganho 6p25.3 29491 37897 Nova Rara 0 -

Ganho 6p21.1 43741295 43806470 Nova Rara 1 VEGFA
Ganho 6p21.1 45447865 45471364 Nova Rara 1 RUNX2
Ganho 6ql15 90784242 90820760 Nova Rara 1 BACH?2
Perda 6925.1 149849873 149892092 Nova Rara 2 Cé6orf72, PPIL4
Perda 6p21.31 34675507 34741922 Nova Rara 1 SNRPC
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Ganho 7q36.2 154633844 154657404 Rara 1 DPP6

Ganho 7q36.3 155462865 155576626 Nova Rara 1 RBM33

Ganho 7pl4.3 30773973 30869621 Nova Rara 3 INMT-FAM188B, FAM188B, INMT
Ganho Tpl4.3 32063181 32093817 Nova Rara 1 PDE1C

Ganho Tpl12.2 50428038 50469306 Nova Rara 1 IKZF1

Perda 7q32.2 129586353 129654793 Nova Rara 1 UBE2H

Perda Tpl4.1 40237080 40285782 Rara 1 C7orf10

Perda 7ql11.21 65588230 65619078 Rara 1 CRCP

Perda 7q11.23 74519176 74553581 Nova Rara 1 GTF2IRD2B

Perda
Mosaico 7q11.22 71154939 77866813 Rara 74 -

Ganho 8p23.3 1277215 1368583 Rara 0 -

Ganho 8p23.1 10696310 10763511 Nova Rara 2 XKR6, PINX1

Perda 8q24.11 119107443 119122050 Rara 1 EXT1

Perda 8q22.1 95592848 95646280 Nova Rara 0 -

Perda 9933.3 127866786 128094334 Rara 5 GAPVD1, HSPA5, RABEPK, PPP6C, SCAI

Perda 9p22.1 18935679 19608840 Rara 10 192, SLC24A2, ACER2, RPS6, DENNDAC, PLINZ,

SCARNAS8, HAUS6, RRAGA, FAM154A

Ganho 10p14 11195824 11306201 Nova Rara 1 CELF2

Ganho 10g25.2 114871686 114949415 Nova Rara 1 TCF7L2

Ganho 10q11.22 49882621 49976335 Nova Rara 1 WDFY4

Ganho 10g23.1 87535110 87555478 Nova Rara 1 GRID1

Ganho 10q23.2 87933723 87970988 Rara 1 GRID1

Ganho
Mosaico 10g26.2 128766924 135427143 Rara 26 -

Ganho 11923.3 117537377 117637276 Nova Rara 1 DSCAML1

Ganho 11q24.3 128341740 128393147 Rara 1 ETS1

Ganho 11pl15.2 15982158 16013370 Nova Rara 1 SOX6

48



Ganho 11p15.1 19769034 19836547 Nova Rara 2 MIR4694, NAV2

Ganho 11pl15.5 2655067 2729464 Rara 2 KCNQ10T1, KCNQ1

Ganho 11pl11.2 44833576 44879501 Nova Rara 1 TSPAN18

Perda 11922.3 107670227 107707859 Rara 1 SLC35F2

Perda 11p13 31557693 31600852 Rara 1 ELP4

Ganho 12p13.2 11897763 11933866 Rara 1 ETV6

Perda 12p13.33 865178 873931 Rara 1 WNK1

Perda 12p132 A5e 15 e . - TAS2R42, LOC100129361, PRH1-PRR4, TAS2R30,

TAS2R31, TAS2R19, TAS2R20

Perda 12g23.1 96828325 96867071 Nova Rara 0 -

Perda 13q12.2 28628359 28643893 Nova Rara 1 FLT3

Perda 13g21.2 60615604 60636297 Rara 2 DIAPH3-AS1, DIAPH3

Perda 14q13.2 35336756 35487740 Rara 3 SRP54, IGBP1P1, BAZ1A

Perda 14q13.2 36245012 36270153 Nova Rara 1 RALGAPA1

Perda 14g21.1 39512056 39562429 Nova Rara 1 SEC23A

Perda 14g22.1 53027200 53057385 Nova Rara 1 GPR137C

Perda 14g22.1 53111888 53158581 Nova Rara 1 ERO1L

Perda 14g23.2 64764939 64792340 Nova Rara 1 ESR?2

Perda 14923.3 67162092 67175405 Nova Rara 1 GPHN

Ganho 15q12 27305700 27368219 Nova Rara 1 GABRG3

Ganho 15926.3 99253857 99272160 Nova Rara 1 IGF1R

Perda 15q15.3 44688591 44756878 Nova Rara 2 CTDSPL2, CASC4

Perda 15g21.2 50554457 51375075 Rara 11 -

Perda 15q21.3 55679253 55799770 Rara 4 DYX1C1-CCPG1, DYX1C1, FLJ27352, CCPG1

Ganho 16q12.2 56219785 56292826 Nova Rara 4 MIR3935, DKFZP434H168, GNAO1, LOC283856

Ganho 16q24.3 90077121 90155062 Rara 5 PRDM?, LOC100130015, C160r13, GASS,
DBNDD1

Ganho 17q11.2 31378215 32894357 Rara 8 CCL1, CCL13, CCL8, CCL11, CCL7, CCL2,
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Mosaico AA06,ASIC2
Perda 17p11.2 19729764 19786946 Nova Rara 1 ULK?2
Perda 17g23.1 57943013 57996119 Nova Rara 2 RPS6KB1, TUBD1
Perda 17q23.2 59036118 59061568 Nova Rara 1 BCAS3
Perda 17923.2 59969732 60004334 Nova Rara 1 INTS2
Perda
. 17q23.1 57700689 62067287 Rara 53 -
Mosaico
Ganho 18ql12.2 34954712 35140658 Rara 1 CELF4
Perda 18pl11.21 12654701 12697600 Nova Rara 3 CEP76, PSMG2, SPIRE1
Ganho 20p12.1 16325028 16404080 Rara 1 KIF16B
Ganho 20q13.31 56087126 56161799 Rara 2 PCK1, CTCFL
Ganho 20q13.32 57163878 57232789 Nova Rara 3 STX16-NPEPL1, STX16, LOC149773
Ganho 20q13.32 57845782 57898088 Rara 0 -
Ganho 20q13.33 62705522 62775985 Rara 0 -
Ganho 21g22.3 46489355 46619118 Nova Rara 2 ADARBL1, SSR4P1
SH3BGR, LCA5L, WRB, HMGN1, BRWD1-AS1,
Perda 21q22.2 40597055 40850995 Rara 7
BRWD1-1T2, BRWD1
Perda 22ql1.21 18105222 18152600 Rara 0 -
Perda 22ql2.1 28547620 29304647 Rara 6 ZNRF3, XBP1, CCDC117, HSCB, CHEK2, TTC28
Perda 22q13.2 41527451 41537460 Nova Rara 1 EP300
Perda
. 22ql3.1 40864847 42163718 Rara 26 -
Mosaico
Perda
. Xp22.33 168546 155233731 Rara 1006 -
Mosaico
LFL-9
Perda 2p22.3 34652397 34741027 Rara -
Ganho 6q16.1 95559566 95680018 Rara -
Perda 6926 161848500 161888913 Rara PARK?2
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LFL-10

Ganho 2p25.3 12770 73399 Rara 0 -
Perda 4q28.3 136453394 136662189 Rara 0 -
Perda 5q33.1 150223386 150289939 Rara 1 ZNF300
cnLOH 6922.31 124332292 138818601 Rara 87 -
Perda 8ql13.3 72200442 72226668 Rara 1 EYAl
Perda 9p23 13920981 14026510 Nova Rara LINC00583
Perda 11p14.2 26992679 27247518 Nova Rara FIBIN, BBOX1
Ganho Xq27.1 139803184 139813756 Rara -
cnLOH Xpl1.22 50378633 56766044 Rara 60 -
LFL-11
cnLOH 1p36.21 14180831 35253376 Rara 218 -
cnLOH 1q32.2 208633535 223020639 Rara 83 -
cnLOH 3p26.3 62613 5736952 Rara 16 -
cnLOH 3ql2.2 100203536 110923593 Rara 30 -
cnLOH 3928 191540183 197962454 Rara 64 -
cnLOH 4p16.3 46690 5779317 Rara 75 -
cnLOH 4q32.1 159245429 166095555 Rara 22 -
cnLOH 4q32.3 170087506 190921709 Rara 79 =
cnLOH 4q11 52686799 73637861 Rara 103 -
cnLOH 5922.3 113149471 124330522 Rara 39 -
cnLOH 5q34 161447077 180692321 Rara 150 -
cnLOH 5ql5 95747362 109299609 Rara 27 -
cnLOH 6g23.3 136351450 152481981 Rara 95 -
Perda 6q12 69675506 69732732 Rara 1 BAI3
cnLOH 7q36.1 151678247 157203356 Rara 27 -
cnLOH 7p21.3 8522344 24493240 Rara 61 -
cnLOH 8q22.1 97330690 124488121 Rara 114 -
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cnLOH 9p24.3 192128 27413212 Rara 106 -
cnLOH 12921.33 92220001 116904503 Rara 210 -
cnLOH 13q22.1 74425982 102243185 Rara 104 -
cnLOH 14q21.2 45194050 50423969 Rara 20 -
cnLOH 14923.1 59648737 79457240 Rara 180 -
Ganho 16p12.1 25555213 26002786 Nova Rara 1 HS3ST4
cnLOH 17pl11.2 17053400 22217883 Rara 66 -
cnLOH 17q11.1 25309336 49902448 Rara 499 -
cnLOH 17q24.3 70142117 75230008 Rara 112 -
cnLOH 18q11.2 23411751 33888078 Rara 49 -
cnLOH 19q13.32 46529455 51879291 Rara 209 -
cnLOH 20q12 41482656 49714321 Rara 111 -
Ganho Xp22.33 2368250 2390423 Rara 0 -
cnLOH Xql12 67281662 155233846 Rara 455 -
LFL-12
Perda 2p22.3 34642174 34763681 Rara 0 -
Ganho 9q34.13 135795188 | 135811312 Nova Rara 1 TSC1
Ganho 11pl5.5 1230797 1455611 Rara 4 MUC5B, TOLLIP, LOC255512, BRSK2
Ganho 22q13.33 50277936 50296515 Nova Rara 1 ZBED4
Ganho Xq26.2 132654912 | 132683333 Nova Rara 1 GPC3
Ganho Xq27.1 139803184 | 139812952 Rara 0 -
Ganho Xpl1.23 49764383 49778602 Nova Rara 8 CLCNS, MIRS32, MIR188, MIRS00A, MIR362,
MIR501, MIR500B, MIR660
Ganho Xpl1.22 53436118 53477880 Rara 3 SMCI1A, RIBC1, HSD17B10
cnLOH Xqll.1 61932503 67381901 Rara 14 -
Ganho Xqg21.2 85285777 85384788 Rara 0 -
LFL-13
Ganho 5q31.3 140009291 | 140824117 Rara 68 -
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WDR27, C60rf120, PHF10, TCTES, C6orf70,

Ganho 6927 169953396 170357142 Rara 7
LINC00242, LINC00574
. 8p23.3 1644816 2083571 Rara ¢ DLGAP2, CLN8, MIR596, ARHGEF10, KBTBD11,
MYOM2

Ganho 9p22.2 16708087 16986789 Rara 1 BNC2

Ganho 13q12.11 20699294 21050709 Rara 5 GJA3, GJB2, GJB6, CRYL1, MIR4499
Ganho 13q12.11 23115560 23571532 Rara 1 BASP1P1

Ganho 16q24.2 88677498 89234449 Rara 5 ZC3H18, ACSF3, IL17C, LINC00304, LOC400558

LFL-14

Ganho 2p25.3 12770 330108 Rara 4 FAM110C, SH3YL1, ACP1, FAM150B
cnLOH 7q931.2 116678595 | 121545899 Rara 16 -

Perda 7Tpll.2 57936171 62471833 Rara 0 =
cnLOH 8q24.21 127512962 | 139311570 Rara 36 -
cnLOH 10g23.1 82377336 91144711 Rara 47 -
cnLOH 11g23.3 119142513 | 124686863 Rara 70 -
cnLOH 12q21.1 71666551 78571186 Rara 26 -
cnLOH 14g21.2 46024609 57197024 Rara 49 -
cnLOH 16pl11.2 31609106 35220544 Rara 5 WA BEEILE, 20, NPT, RS

FLJ26245

cnLOH 17p13.2 6333200 13557909 Rara 141 -

Ganho 20q13.33 61748879 62066793 Rara 11 -
cnLOH Xq24 118780462 | 143985954 Rara 123 -
cnLOH Xp22.13 17167203 20612684 Rara 22 -
cnLOH Xpl1.22 52069921 55508714 Rara 46 -
cnLOH Xqll.1 61932503 65017558 Rara 12 -
cnLOH Xql3.1 70155324 78672703 Rara 79 -
cnLOH Xq21.1 80424469 83562000 Rara 6 HMGNS, SH3BGRL, POU3F4, CYL.C1, RRSEKAS,

hsa-mir-548i-4

53



LFL-15

Ganho 1p36.33 2033255 3633308 Rara 16
Ganho 5q31.3 140436338 140822723 Rara 39
Ganho 9q34.3 139100614 140055522 Rara 63
Ganho 20q13.33 61786565 62110696 Rara 11

cnLOH: regides de homozigose sem variagdo no nimero de copias.

* alteragdes em homozigose.

** (0) indica que a regido ndo apresenta genes, long non-coding RNAs ou micro-RNAs descritos.

*** foram incluidos até 10 genes mapeados na regido.
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A distribuigdo das alteragdes ao longo dos 23 cromossomos estd representada
na Figura 3. O cromossomo X foi o que apresentou o maior nimero de alteragdes,
com 24 no total, sendo 16 cnLOHs, sete ganhos ¢ uma perda em mosaicismo. Por
outro lado, apenas uma cnLOH foi identificada no cromossomo 19. As c¢cnLOHs
foram detectadas em 20 cromossomos, a exce¢do dos cromossomos 15, 21 ¢ 22. Os
ganhos gendmicos também foram observados em 20 cromossomos; principalmente
nos cromossomos 6, 10, 11, 20 ¢ X; com sete alteragdes em cada um deles. O
cromossomo 2 apresentou o maior numero de perdas gendmicas (11), enquanto os
cromossomos 10, 16, 19, 20 e X ndo apresentaram perdas. As cinco alteragdes em

mosaicismo foram encontradas nos cromossomos 7, 10, 17, 22 e X.
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Figura 3 - Numero e tipo de alteragdes gendmicas (raras € novas raras) identificadas por cromossomo no grupo de pacientes com a Sindrome

de Li-Fraumeni like.
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O caso LFL-1 apresentou sete alteracdes genoOmicas distribuidas em cinco
cromossomos distintos. O cromossomo 2 em particular apresentou trés alteragdes,
sendo que a perda em 2q34 englobou o ERBB4 ¢ o ganho em 2q31.1 abrangeu seis
genes da familia HOXD. A tunica alteragdo classificada como nova rara, o ganho em
15926.3, compreendeu um unico gene (IGF1R), enquanto a cnLOH em 11pl1.2
englobou 54 genes.

No paciente LFL-2 foram identificadas seis alteragdes, sendo duas cnLOHs
no cromossomo X, englobando um total de 40 genes, e uma perda em 1p31.2 que
nao compreendeu nenhum gene ou microRNA conhecido.

No caso LFL-3 foram detectadas oito alteragdes, sendo apenas uma perda em
5p12 (ndo envolvendo nenhum gene conhecido) e uma cnLOH (Xql1.1). Entre os
seis ganhos, o Unico classificado como alteragdo nova rara estava mapeado em
10q11.22 e englobou o gene ARHGAP22.

O caso LFL-4 ndo apresentou nenhuma alteracdo gendmica considerada rara
ou nova rara. Esta paciente, hoje com 43 anos de idade, desenvolveu trés tumores
malignos ao longo de 25 anos (rabdomiossarcoma no membro inferior direito aos 13
anos de idade e cancer de mama aos 36 e 38 anos de idade) (Figura 4).

Foram identificadas trés alteragdes no caso LFL-5, sendo dois ganhos e uma
perda. O ganho em 2q31.1, assim como no caso LFL-1, englobou seis genes da
familia HOXD, enquanto o ganho em 6g25.3 abrangeu quatro genes, incluindo

IGFR2 e SLC22A1.
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Figura 4 - A paciente LFL-4 apresentou trés neoplasias (rabdomiossarcoma no membro inferior direito aos 13 anos de idade e cancer de

mama aos 36 e 38 anos de idade) e ndo teve historico familiar de neoplasias.
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A paciente LFL-6 apresentou o menor numero de alteragdes, sendo uma
cnLOH em Xql1.1 (6.1 Mb) e um ganho de 256 Kb em 1g25.1 (incluindo apenas o
gene TNR). A paciente de 42 anos de idade desenvolveu duas neoplasias,
fibrossarcoma (ombro direito) aos sete anos de idade e cancer de tireoide aos 31anos.
A historia familiar da paciente inclui uma tia materna e uma paterna com cancer de
mama e uma prima materna com cancer de pulmao (Figura 5).

O caso LFL-7 apresentou seis alteragdes, das quais cinco foram cnLOH. A
cnLOH em 2p14 englobou o maior numero de genes (115) e as 3 cnLOHs detectadas

no cromossomo X abrangeram um total de 67 genes.
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Figura 5 - A paciente LFL-6 apresentou duas neoplasias (fibrossarcoma no ombro direito aos sete anos de idade e cancer de tire6ide aos

31 anos de idade) e histéria familiar de cancer de mama (tia materna e tia paterna) e de pulmao (prima materna).
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A paciente LFL-8 apresentou o maior nimero de alteragdes gendmicas raras €
novas raras (109) encontradas neste grupo de pacientes. Os 47 ganhos foram
identificados em 15 cromossomos (1, 3,4, 5,6, 7,8, 10, 11, 12, 15, 16, 18,20 e 21) ¢
apresentaram um tamanho médio de 62 Kb, enquanto as 62 perdas genomicas foram
mapeadas em 19 cromossomos (1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 11, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 21
22 e X) e apresentaram em média 129 Kb. Esta paciente ndo apresentou cnLOHs e
foi o unico caso que apresentou alteragdes em mosaicismo (seis alteragodes),
incluindo a perda de um cromossomo X (Figura 6). A analise cromossdmica por
bandamento realizada em 102 células confirmou o cariotipo 45,X/46,XX. A
linhagem 46,XX foi detectada em 28,4% das células e a 45,X em 73,6% das células
analisadas (Figura 7). Embora genotipicamente este seja um caso de Sindrome de
Turner em mosaico, a paciente ndo apresenta sinal fenotipico caracteristico da

Sindrome.
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Figura 6 - Perda em mosaicismo do cromossomo X na paciente LFL-8, visualizada no ChAS (barra vermelha). A seta vermelha indica a

linha representativa do Smooth Signal (estimativa do numero de copias), localizada entre 1 e 2. Quando ampliada a imagem a linha da seta vermelha se apresenta
levemente acima do 1, indicando assim a perda em mosaicismo. A alteracdo foi detectada tanto pelas sondas polimorficas (seta vermelha) como nio polimoérficas

(seta azul).
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Figura 7 - Cari6tipo obtido apds bandamento em DAPI-reverso revelando

mosaicismo 45,X/46,XX caracteristico da Sindrome de Turner. A. Célula com cari6tipo

45,X e B. Célula com caridtipo 46,XX.

Pesquisa detalhada da paciente LFL-8, hoje com 56 anos de idade, revelou
que aos 29 anos deu entrada no A.C. Camargo Cancer Center para tratar de um
carcinoma papilifero da tireoide sendo realizado tireoidectomia total. Apos seis anos
(35 anos de idade), foi diagnosticada e tratada cirurgicamente de um sarcoma de
partes mole no flanco direito do torax. Aos 42 anos de idade foi diagnosticada com
miomatose uterina e realizado uma histerectomia. Quatro anos mais tarde (46 anos),
um cisto ovariano complexo foi diagnosticado e removido cirurgicamente por
ooforectomia. Além disso, foi diagnosticada com angiomiolipoma aos 51 anos de
idade e ao longo dos ultimos quatro anos, uma ilhota de gordura na mama direita
vem sendo observada. A paciente foi a quarta de cinco irmdos de pais ndo
consanguineos caucasianos. Seu pai teve cancer de prostata aos 86 anos e sua mae foi
a Obito por um acidente vascular cerebral aos 66 anos. O histdrico familiar também
inclui parentes maternos com céancer (avd com cancer gastrico, uma tia com cancer

endometrial e uma prima com cancer de mama). Em conjunto, os dados familiares
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sdo compativeis com a Sindrome de Li-Fraumeni like (critérios de Eelesl). A
probanda teve dois filhos biol6gicos (uma menina e um menino, hoje com 23 e 29
anos de idade, respectivamente), ambos sem nenhum tipo de neoplasias até o

momento (Figura 8).
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Figura 8 - A paciente LFL-8 apresentou duas neoplasias (cancer de tiredide aos 29 anos e sarcoma de partes moles em flanco direito aos

35 anos) e extensa historia familiar de cancer: pai com cancer de prostata, tia materna com cancer de endométrio, prima materna com

cancer de mama e av0 materno com cancer gastrico.
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No paciente LFL-9 foram observadas trés alteragcdes, sendo que apenas a
perda em 626 incluia um gene conhecido, PARK2.

O caso LFL-10 apresentou nove alteragdes (cinco perdas, dois ganhos e duas
cnLOHs), das quais duas perdas foram classificadas como novas raras e englobaram
os genes LINC00583 (9p23) e FIBIN/BBOX1 (11p14.2).

O caso LFL-11 teve 31 alteragdes, incluindo o maior nimero de cnLOHs (28)
entre todos os casos avaliados. Esta alteracdo foi detectado em 16 cromossomos (1,
3,4,5,6,7,8,12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20 ¢ X) ¢ englobou, em média, 119 genes.
Em particular, as cnLOHs em 17ql11.1 e Xql2 abrangeram um grande numero de
genes, com 499 e 455 respectivamente. Também apresentou uma perda gendmica em
6q12 envolvendo o gene BAI3. A paciente ¢ filha de pais ndo consanguineos e
desenvolveu duas neoplasias em 10 anos (cancer de utero aos 41 anos e cancer de
pancreas aos 51 anos de idade). A historia familiar revelou que a avé materna teve
cancer de sistema nervoso central e de tireoide, trés primas maternas desenvolveram

cancer de colo de utero, leucemia e linfoma de Hodgkin (Figura 9).
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Figura 9 - A paciente LFL-11 apresentou duas neoplasias (cancer de colo de utero aos 41 anos e cancer de pancreas aos 51 anos de
idade) e avd materna com cancer de SNC e de tireoide, assim como primas maternas com leucemia, cancer de colo de utero e

linfoma de Hodgkin.
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O paciente LFL-12 apresentou 10 alteragdes, sendo oito ganhos, uma perda
(2p22.3) e uma cnLOH (Xqll.1). No cromossomo X foram observadas seis
alteracdes, sendo que o ganho em Xp11.23 englobou oito genes (sete microRNAs).

No caso LFL-13 foram observadas apenas ganhos genOmicos (sete e
envolvendo seis cromossomos), as quais englobaram pelo menos um gene. Todas as
alteracdes foram raras. Em particular, o ganho em 5q31.3 abrangeu 68 genes.

No caso LFL-14 foram identificadas 14 cnLOHs, além de dois ganhos e uma
perda. As cnLOHs foram detectadas em nove cromossomos diferentes e englobaram
48 genes, em média. O cromossomo X apresentou seis cnLOHs, enquanto a cnLOH
em 17pl13.2 englobou mais de 100 genes. Esta paciente ¢ filha de pais ndo
consanguineos e desenvolveu trés tumores malignos na sétima década de vida
(carcinoma de lingua aos 73 anos, cancer de endométrio aos 74 anos e cancer de
tireoide aos 77 anos de idade). O seu histérico familiar mostra um irmao com cancer
de prostata, uma filha com cancer de mama, uma sobrinha também com cancer de
mama e um neto com leucemia (Figura 10).

O caso LFL-15 apresentou apenas quatro ganhos em diferentes cromossomos
(1, 5, 9 e 20), que englobaram em média 32 genes. Os heredogramas com os dados
dos familiares de todos os probandos que ndo foram apresentados nos texto
encontram-se em anexo (Anexo 2).

Foram comparadas as alteragdes presentes nos pacientes com LFL com o
objetivo de identificar regides comuns que estivessem associadas com a sindrome
LFL. Para esta analise ndo foram consideradas as alteragdes detectadas no caso LFL-
8 (com um grande numero de alteragdes) pois parece representar uma entidade

completamente diferente dos demais pacientes. As regides com cnLOHs também ndo
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foram consideradas, pois precisam de validagdo por sequenciamento para
confirmagdo de mutagdes patogénicas em homozigose. O Quadro 7 resume as

alteracdes compartilhadas entre estes pacientes.
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Figura 10 - A paciente LFL-14 apresentou trés neoplasias (carcinoma de lingua aos 73 anos, cancer de endométrio aos 74 anos e cancer

de tireoide aos 77 anos de idade) e historia familiar de cancer de prostata (irmdo), cancer de mama (filha e sobrinha) e leucemia (neto).
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Quadro 7 - Alteragdes gendmicas compartilhadas entre os pacientes com a sindrome de Li-Fraumeni like.

Regiﬁo

Inicio

Fim

Genes

LFL-1

LFL-2

LFL-5

LFL-7

LFL-9

LFL-10

LFL-12

LFL-13

LFL-14

LFL-15

2p25.3

12770

73399

NA

G

G

2p25.3

206002

330108

SH3YL1

Q

ACP1

(@)

FAM150B

Q

G
G
G

2p22.3

34652397

34741027

NA

2q31.1

176928696

177058451

EVX2

HOXD13

HOXD12

MTX2

MIR10B

HOXD4

HOXD3

HOXD1

HOXD-AS1

Qla|a|a|a|a|Q e |a

4q11/4q13.2

69333761

69584322

TMPRSS11E

T QA |QQ Q@ Q.

5q31.3

140436338

140822723

PCDHB1

PCDHB2

PCDHB3

PCDHB4

PCDHB5

PCDHB6

PCDHB17

PCDHB7

PCDHB8

PCDHB16

QQa|aa @ (a|a|a .

QQa|Q|Q Q@ |’ |a .
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PCDHB9

PCDHB10

PCDHB11

PCDHB12

PCDHB13

PCDHB14

PCDHB18

PCDHB19P

PCDHB15

SLC25A2

TAF7

PCDHGA1

PCDHGA2

PCDHGA3

PCDHGB1

PCDHGA4

PCDHGB2

PCDHGAS

PCDHGB3

PCDHGAG6

PCDHGA7

PCDHGB4

PCDHGAS

PCDHGB5S

PCDHGA9

PCDHGB6

PCDHGA10

PCDHGBY7

ol ol ol (ol [oN [oN (ol [N (a3 [aN (a8 (ol (0N (o (a1 [a 3 (a3l [a N (o N [o N (ol [ [a 1 [a N (a1 (ol (o 1) [0
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PCDHGA11

Q

PCDHGBS8P

(@)

PCDHGA12

16q24.2

88677498

88974162

ZC3H18

1L17C

Qa|ja e |a

20q13.33

61786565

62066793

Hsa-miR124-3

YTHDF1

BIRC7

MIR3196

NKAIN4

FLJ16779

ARFGAP1

MIR4326

COL20A1

CHRNA4

KCNQ2

ol [aN ol [aN (ol (ol (ol [N (a1 [a1 [#)]

Qla|a(@|aa|la|a|a|a|@

Xq12/ Xq27.1

139803184

139812952

NA

G: ganho; P: perda.
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52 PACIENTES PORTADORES DE MULTIPLOS TUMORES

PRIMARIOS

No grupo de pacientes classificados como portadores de multiplos tumores
priméarios foram encontradas 193 altera¢des gendmicas sendo 73 ganhos (tamanho
médio de 287 Kb) 84 perdas (tamanho médio de 636 Kb) e 36 cnLOHs (tamanho
médio de 18 Mb). Do total de perdas gendmicas, apenas uma foi identificada em
mosaicismo (7922.1) no caso MT-2, enquanto nove foram observadas em
homozigose nos pacientes MT-2 (11p15.4), MT-6 (8p11.2), MT-7 (8p11.2), MT-8
(8pl11.2), MT-11 (11pl5.4), MT-12 (3g21.3), MT-13 (11qll) e MT-14 (1g44 ¢
8pll.2).

A grande maioria de alteragdes foi classificada como comum (111) enquanto
67 foram consideradas raras ¢ 15 como novas raras. A Unica alteragdo detectada em
mosaicismo foi classificada como rara e apenas uma das nove perdas em homozigose
foi classificada como rara (11p15.4 em MT-14). Os tipos de CNVs e cnLOHs e sua

classificagdo em comuns raras e novas raras esta representada no Quadro 8.

Quadro 8 - Tipo e classificagdo das alteracdes encontradas nos pacientes MT.

Tipo de alteragao Nova rara Rara Comum TOTAL
Ganho 8 21 44 73
Perda (homozigose) 7 9(1) 67 (8) 83
Perda em mosaico 0 1 0 1
cnLOH 0 36 0 36
TOTAL 15 67 111 193
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Assim como foi feito para os casos LFL, Foram descritas em detalhes as 82
alteragdes consideradas raras e novas raras. As CNVs e cnLOHs raras e novas raras
identificadas em cada um dos pacientes MT estdo apresentadas no Quadro 9.

Os cromossomos 10 e 21 ndo apresentaram nenhum tipo de alteragdo
gendmica. Foram identificadas apenas uma alteragdo nos cromossomos 17 e 22
sendo uma cnLOH em 17q11.1 (10 Mb) e um ganho em 22q13.33 (20 Kb). Por outro
lado, novamente o cromossomo X apresentou o maior numero de alteragdes (12)
incluindo o maior nimero de ganhos (6), duas perdas e quatro cnLOHs. As cnLOHs
foram detectadas em 18 cromossomos sendo quatro no cromossomo X. Os ganhos
foram identificados em 17 cromossomos e 12 deles (1, 2, 4, 5, 6, 8, 11, 13, 15, 19, 20
e 22) apresentaram um unico ganho. Em relagdo as perdas, o cromossomo 2
apresentou o maior numero de eventos para este tipo de alteragdo (3) enquanto sete
cromossomos de um total de 11 exibiram uma unica perda cada. Foi detectada uma
alteracdo em mosaicismo (perda) no cromossomo 7, mais especificamente em
7q22.1. A distribui¢do das alteragdes esta representada na Figura 12. Foi identificada

no minimo uma alteracdo gendmica nos pacientes MT (Figura 11).
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Figura 11 - Numero de alteracdes gendmicas raras e novas raras detectadas em cada caso do grupo de pacientes com multiplos tumores

primarios.
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Quadro 9 - Alteragdes raras € novas raras encontradas nos 12 pacientes MT assim como o nimero de genes mapeados em cada regiao.

CASOS EVENTO CITOBANDA INiCIO FIM CLASSIFICACAO GTE::;;* GENES**
MT-1
Perda 5pl2 45980867 46377314 Rara 0 -
Ganho 16q24.2 88330597 89105217 Rara 1 ZC3H18
Ganho 20q13.33 61775756 62066793 Rara 11 -
MT-2
Perda 2q22.1 141869126 141892634 Nova Rara 1 LRP1B
Perda 2q34 213162299 213187551 Rara 1 ERBB4
Perda 4q28.3 134918952 135191179 Nova Rara 1 PABPCA4L
Perda Mosaico 7q22.1 100811078 142426331 Rara 267 -
Ganho 9q34.2 137096694 137172742 Rara 0 -
Perda 9q22.31 95120456 95153764 Nova Rara 2 CENPP OGN
Ganho 22q13.33 50276115 50296515 Nova Rara 1 ZBED4
MT-3
CXCL6 PF4V1 CXCL1
Ganho 4q13.3 74692017 74981420 Nova Rara 9 P4 PPBP CXCLS
CXCL3 PPBPP2
CXCL2
Ganho 5q31.3 140436338 140824117 Rara 39 =
Perda 6926 162862392 163133554 Rara 1 PARK2
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ZNF107 ZNF138

Ganho 7ql1.21 64166578 64435923 Rara 3 N
Ganho 7921.11 80532028 80796081 Nova Rara 1 SEMA3C
Ganho 13q12.11 23223089 23506365 Rara 1 BASP1P1
Ganho 15q14 34621751 34888269 Rara 4 SLC12AONOP10
C150rf55 LPCAT4
Ganho 18q22.3 72763024 73024458 Rara 3 ZNF407 ZADH2 TSHZ1
Ganho 18923 74060934 74333309 Rara 2 ZNF516 LOC284276
Ganho 18923 77122543 77405773 Rara 2 ATP9B NFATC1
MT-4
Perda S5pl2 45922107 46365514 Rara 0 -
cn-LOH 7q22.1 99335985 147993896 Rara 380 -
Ganho 8qll.21 49488350 49846197 Nova Rara 2 EFCAB1 SNAI2
Perda 8qll1.21 50328083 50642906 Nova Rara 0 -
Ganho 16q24.2 88338595 88966513 Rara 1 ZC3H18
cn-LOH 19p13.2 11104120 16372158 Rara 154 -
MT-6
Ganho 2q34 213231739 213274555 Nova Rara 1 ERBB4
Ganho 19q13.42 56221455 56286754 Rara 1 NLRP9
Ganho Xq21.2 85271353 85400442 Rara 1 CHM
cn-LOH Xpll1.22 50621579 58337890 Rara 70 =
cn-LOH Xqll.1 61932503 66974524 Rara 13 -
Ganho Xpl1.23 49036284 49094989 Nova Rara 4 PRICKLE3 SYP

78




CACNALF CCDC22

MT-7

Perda 4q27 122261355 122299473 Rara 1 QRFPR
cn-LOH 11pl1.2 46187582 51563636 Rara 53 -

Perda 15q24.3 76841812 76920081 Rara 1 SCAPER

Ganho 16p13.3 8588 147965 Rara 5 POLRIK SNRNP25

RHBDF1 MPG NPRL3
MT-8

Ganho 1p36.33 2140721 2267557 Rara 3 Clorf86 SKI MORN1
cn-LOH 2p23.3 25070350 35622457 Rara 99 =
cn-LOH 4925 113854559 121555267 Rara 25 -
cn-LOH 8p21.3 21877381 38440955 Rara 132 -
cn-LOH 8q24.23 139751301 146292734 Rara 99 -
cn-LOH 11q12.3 62237316 76364726 Rara 321 -

Perda 13ql2.11 20797314 21034197 Rara 3 GJB6 CRYL1 MIR4499
cn-LOH 16p12.1 27448400 35220544 Rara 109 -
cn-LOH 20p11.23 20061756 26289925 Rara 45 -
cn-LOH 20q11.21 29448795 37267729 Rara 138 -

Perda Xq26.3 135984842 136009186 Nova Rara 0 -

Perda Xq27.1 138254366 138264164 Nova Rara 1 FGF13

MT-11
Ganho 6q27 170813494 170876734 Nova Rara 2 PSMB1 TBP
Ganho 9p24.1 6973531 7090261 Nova Rara 1 KDM4C
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Perda* 11pl5.4 5748221 5844861 Rara 1 OR56B1
Ganho Xp22.33 757627 980845 Rara 0 -
MT-12
Perda 2pl3.1 73852585 73890530 Rara 2 NAT8 ALMS1P
Perda 14q31.1 82374599 82430957 Nova Rara 0 =
MT-13
Ganho Tpl2.1 53359875 53458675 Rara 0 =
MT-14
cn-LOH 1p36.12 22547351 41854557 Rara 293 =
cn-LOH 2p24.1 23108115 28821149 Rara 85 -
cn-LOH 3p21.2 51410063 90485635 Rara 166 =
cn-LOH 3qll.1 93536053 119533256 Rara 134 -
cn-LOH 4q13.3 71443440 86694519 Rara 107 =
cn-LOH 5q23.2 125872149 166884749 Rara 362 -
cn-LOH 7p22.3 44166 6614298 Rara 74 =
cn-LOH 8p21.2 25009088 43778914 Rara 121 -
cn-LOH 9p24.2 4349211 40087758 Rara 208 =
cn-LOH 11922.1 97770105 132495311 Rara 297 -
cn-LOH 12p12.1 25628016 34835837 Rara 42 =
cn-LOH 12ql11 37857750 89758139 Rara 443 -
cn-LOH 13q13.3 36260375 55604433 Rara 139 =
cn-LOH 14q21.3 47696064 59222565 Rara 60 -
cn-LOH 16p13.3 7436173 35220544 Rara 230 =

80




cn-LOH 16ql1.2 46464488 55873409 Rara 40 -
cn-LOH 17q11.1 25309336 35207554 Rara 158 =
cn-LOH 18ql1.1 18540833 44157506 Rara 101 -
cn-LOH 18q21.32 57125320 78014582 Rara 67 =
cn-LOH 19p13.2 7644963 13521790 Rara 195 -
Ganho Xq27.1 139803184 139813756 Rara 0 =
cn-LOH Xpll.4 39739273 58337890 Rara 192 -
cn-LOH Xqll.1 61932503 95690820 Rara 142 -
MT-15
cn-LOH 1p36.21 14581038 23050352 Rara 101 =
Ganho 11pl15.1 18894415 19000537 Rara 0 -
Ganho Xq26.3 134848793 134985245 Rara 1 SAGE1
Ganho Xq27.1 139804656 139813756 Rara 0 -

cnLOH: regides de homozigose sem variagdo no nimero de copias.

* alteragdes em homozigose.
** (0) indica que a regido ndo apresenta genes, long non-coding RNAs ou micro-RNAs descritos.

*** foram incluidos até 10 genes mapeados na regido.
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Figura 12 - Numero e tipo de alteragdes gendmicas raras e novas raras identificadas por cromossomo no grupo de pacientes com multiplos
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Seis casos (MT-1, MT-7, MT-11, MT12, MT-13 e MT-15) apresentaram um
pequeno numero de alteragdes. O caso MT-1 apresentou trés alteracdes (uma perda e
dois ganhos), a perda mapeada em 5pl2 ndao englobou genes ou microRNAs
conhecidos. Os casos MT-7, MT-11 e MT-15 apresentaram quatro alteracdes cada,
sendo trés ganhos para os pacientes MT-11 ¢ MT-15. A cnLOH em 1p36.21
detectada no MT-15 englobou um grande nimero de genes (101). A cnLOH em
11p11.2 identificada no MT-7 abrangeu 53 genes. O caso MT-12 teve duas perdas
gendmicas uma mapeada em 2pl3.1 englobando NAT8 ¢ ALMSIP e a outra em
14q31.1 (ndo tem genes conhecidos).

O caso MT-13 apresentou o menor numero de alteragdes sendo um ganho em
7p12.1 (99 Kb), classificado como alteragdo rara e sem genes conhecidos mapeados
nessa regido. O paciente de 24 anos de idade desenvolveu duas neoplasias em idade
jovem (tumor de Wilms aos seis anos de idade e um tumor de sistema nervoso
central aos 14 anos). O avo paterno deste paciente tem histéria de cancer de
pancreas, o avd materno apresentou cancer gastrico ¢ a avd materna e dois tios
maternos de segundo grau também foram acometidos por cancer de sitio

indeterminado (Figura 13).
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Figura 13 - O paciente MT-13 apresentou duas neoplasias (tumor de Wilms aos seis anos e cancer de sistema nervoso central aos 14 anos

de idade). A histéria familiar do paciente inclui cAncer de pancreas (avd paterno), cancer gastrico (avd materno) e cancer de origem indeterminada (avé materna e

dois tios maternos de segundo grau).
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Os casos MT-2 e MT-4 apresentaram alteracdes gendmicas que abrangeram
um grande segmento da mesma regido do cromossomo 7q22. Foram detectadas sete
alteracdes no caso MT-2 incluindo uma perda em mosaicismo de 80% em 7q22.1 (42
Mb) (Figura 14). Esta paciente desenvolveu multiplas neoplasias em um periodo
inferior a sete anos (neoplasia de mama aos 58 anos, linfoma nao-Hodgkin aos 63
anos, carcinoma de células escamosas de labio aos 65 anos e neoplasia em Orbita
ocular aos 69 anos). Ha extenso historico de cancer nesta familia: mae com cancer
colorretal, pai com tumor de cabega e pescogo, tia materna com tumor de cabeca e
pescogo, tia materna com cancer de mama, avd materno com cancer de origem
indeterminada, primo materno com cancer colorretal, tio paterno com céancer de
pulmao, tia paterna com leucemia e prima paterna com cancer de mama. O
carcinoma de mama ¢ o tumor de maior prevaléncia nesta familia (Figura 15) e por
este motivo a probanda foi testada para mutagdes nos genes BRCAL1 e BRCA2. Nao
foram identificadas mutagdes patogénicas. Entretanto, algumas alteragdes sem
relevancia clinica foram observadas no gene BRCAZ2 (Quadro 10).

Um dos filhos da paciente MT-2 (com 34 anos do sexo masculino e sem
cancer at¢ o momento) também foi avaliado com a plataforma CytoScan HD sendo
detectadas apenas alteracdes comuns. Infelizmente ndo foi possivel avaliar as

alteracdes genomicas da filha da paciente MT-2 (com 42 anos de idade).

Quadro 10 - Alteragdes encontradas no gene BRCA2 de acordo com o banco de
dados BIC e nomenclaturas HGVS (http://lgdfm3.ncifcrf.gov/bic/BIC.html).

Gene / Caso Exon Alteragdo | Relevancia clinica

BRCA2
10 ¢.1796T>C p.Ser599= Missense Desconhecida
11 ¢.3396A>G p.Lys1132 Sindnima Nio
MT-2 11 .5744C>T p.Thr1915Met Missense Desconhecida
17 ¢.7982G>C* * *

*nomenclatura e dados ainda nao descritos no HGVS.
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Figura 14 - Imagem gerada pelo software Chromosome Analysis Suite (ChAS Affymetrix) mostrando o perfil de alteragdes genomicas

observadas no cromossomo 7 para a paciente MT-2. A regido deletada (7q22.1-q34) estd representada por uma barra vermelha. A seta vermelha indica a

variagio na linha representativa do Smooth Signal (estimativa do niimero de copias) revelando sinais modestos indicativos de mosaicismo. A CNV ¢ detectada pela

analise da razdo de log2 das sondas ndo-polimorficas e foi confirmada pela analise das sondas polimorficas (SNPs).
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Figura 15 - A Paciente MT-2 apresentou quatro neoplasias (cancer de mama aos 58 anos linfoma nao-Hodgkin aos 63 anos CEC de

labio aos 65 anos e neoplasia em drbita ocular aos 69 anos de idade). A histéria familiar inclui cancer colorretal (mie) cincer de cabega e pescogo (pai

e tia materna) cancer de mama (tia materna e prima paterna) cancer indeterminado (avé materno) cancer colorretal (primo materno) cancer de pulméo (tio Paterno)

e leucemia (tia paterna).
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O caso MT-4 apresentou seis alteragdes incluindo uma cnLOH de 49 Mb na
regido 7q22.1 abrangendo 380 genes (Figura 16). A paciente desenvolveu duas
neoplasias incluindo um melanoma aos 42 anos e carcinoma de mama aos 43 anos. A
historia familiar inclui irma e tia paterna com cancer de mama. Como nesta familia o
carcinoma de mama também foi o tumor de maior prevaléncia (Figura 17), foram
sequenciados os genes BRCAl1 e BRCA2 nao sendo identificadas mutagdes
patogénicas (Quadro 11). Uma alteragdo de significado desconhecido foi detectada
no éxon 10 do gene BRCA2 c.1796T>C. Os trés filhos da paciente MT-4 sem
historia positiva de neoplasias foram avaliados usando a plataforma CytoScan HD e

nao foram detectadas alteragdes raras ou novas raras, apenas comuns.

Quadro 11 - Alteragdes encontradas nos genes BRCAL e BRCA2 de acordo com o
banco de dados BIC e nomenclatura HGVS (http://ledfm3.ncifcrf.gov/bic/BIC.html).

GENE / EXON ALTERACAO RELEVANCIA
CASO CLINICA
BRCA1
11 ¢.2612C>T p.Pro871Leu Missense Nao patogénica
11 ¢.3113A>G p.Glul038Gly Missense Nao patogénica
MT- 4 11 c.3548A>G p.Lys1183Arg Missense Nao patogénica
13 ¢.4308T>C p.Ser1436= Sindénima Néao patogénica
16 c.4837A>G p.Ser1613 Gly Missense Nao patogénica
BRCA2
MT-4 10 c.1114C>A p.Asn372= Missense Naio patogénica
10 ¢.1796T>C p.Ser599= Missense Desconhecida
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Figura 16 - Imagem gerada pelo software Chromosome Analysis Suite (ChAS Affymetrix). A regido de cnLOH mapeada em 7q22 1-q36.1 esta

representada por uma barra roxa e foi identificada pela andlise das sondas polimorficas (SNPs) indicada na Figura (seta vermelha) ilustrando dua possiblidades

alélicas (existéncia de duas linhas quando deveriam se apresentar trés possibilidades alélicas como resultado dos genotipos homozigoto recessivo, heterozigose e

homozigoto dominante).
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Figura 17 - Paciente MT-4 sexo feminino pertencente ao grupo de multiplos tumores apresenta duas neoplasias melanoma aos 42 anos

de idade e cancer de mama aos 43 anos. A historia familiar inclui cancer de mama (irma e tia paterna).
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O caso MT-6 apresentou seis alteragdoes sendo quatro ganhos e duas cnLOHs.
Em particular o ganho em 2q34 classificado como alteragdo nova rara englobou o
gene ERBB4. O paciente MT-3 apresentou nove ganhos em um total de 10 alteragdes
sendo que o ganho em 4q13.3 envolveu cinco genes da familia CXCL e a tnica perda
mapeada em 626 abrangeu o gene PARK2.

Dois casos apresentaram um numero elevado de cnLOHs. O caso MT-8 teve
12 alteragdes incluindo oito cnLOHs que abrangeram em média 121 genes e foram
mapeados em seis cromossomos diferentes.

O caso MT-14 além de apresentar o maior nimero de alteragdes totais (23)
também teve o maior numero de cnLOHs (22, média de 22 Mb) e um ganho na
regido Xq27.1 (10 Kb). As cnLOHs foram identificadas nos cromossomos 1, 2, 3, 4,
5,7,8,9, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19 e X. Esta paciente, hoje com 19 anos de
idade, desenvolveu duas neoplasias: leucemia linféide aguda aos 13 anos e cancer
colorretal aos 15 anos. A historia familiar da paciente mostrada na Figura 18 inclui
bisavd paterno com cancer de esdfago e tia paterna de segundo grau com cancer

colorretal.
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Figura 18 - A paciente MT-14 apresentou duas neoplasias (leucemia linféide aguda aos 13 anos e cancer colorretal aos 15 anos). A

historia familiar da paciente inclui cancer de es6fago (bisavd paterno) e cancer colorretal (tia paterna de segundo grau).
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Semelhante ao descrito nos pacientes com a sindrome de Li-Fraumeni like, os
pacientes que apresentaram multiplos tumores primarios foram comparados a fim de
verificar se eles compartilhavam as mesmas alteragdes raras e novas raras (Quadro
12). As regides com cnLOHs foram excluidas da analise pelos motivos ja explicados

anteriormente.

Quadro 12 - Alteragdes genomicas compartilhadas entre os pacientes que
apresentaram tumores multiplos.

REGIAO INICIO FIM GENES | MT-1 | MT-4 | MT-14 | MT-15
S5p12 45980867 46365514 NA P P
16q24.2 88330597 88966513 ZC3H18 G G
Xq27.1 139804656 139813756 FGF13 - - G G

G: ganho; P: perda.

53 REGIOES GENOMICAS RARAS E NOVAS RARAS
COMPARTILHADAS ENTRE OS CASOS PORTADORES DA
SINDROME DE LI-FRAUMENI LIKE E OS CASOS COM

MULTIPLOS TUMORES PRIMARIOS

Neste estudo também foram comparadas as alteracdes raras e novas raras
entre os pacientes classificados como LFL e MT (Quadro 13). Novamente, o caso
LFL-8 e regides com cnLOHs foram excluidas desta avaliacao. Foram detectadas 11
regides cromossOmicas que apresentaram CNVs em pelo menos um caso LFL e um
caso MT. A regido 5q31 englobou uma grande quantidade de genes, principalmente
da familia PCDHB, e foram observados ganhos em LFL-13, LFL-15 e MT-3. Foram

identificados ganhos genomicos em quatro casos (LFL-10, LFL12, MT14 e MT-15)
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envolvendo Xq27.1, a qual ndo abrangeu nenhum gene ou microRNA conhecido até
o momento. Em 13ql12.11 (GJB6, CRYL1 e MIR4499) foram observadas CNVs

conflitantes, sendo detectado ganho em LFL-13 e perda no caso MT-8.



Quadro 13 - Alteragdes gendmicas (raras e novas raras) compartilhadas entre os pacientes com Multiplos Tumores e os pacientes

portadores da Sindrome de Li-Fraumeni like.
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Foi realizada uma comparagao dos genes mapeados nas regides raras € novas
raras considerando todos os casos do estudo. A principal correlagdo foi o
envolvimento de 11 genes (ARHGEF9, ASB12, FAM123B, FRMD8P1, LASIL,
LOC92249, MSN, MTMRS8, SPIN4, ZC3H12B, ZC4H2) alterados em nove casos:
MT-14 (cnLOH), LFL-8 (perda), LFL-14 (cnLOH), MT-6 (cnLOH), LFL-7
(cnLOH), LFL-2 (cnLOH), LFL-12 (cnLOH), LFL-3 (¢cnLOH) e LFL-6 (cnLOH).

O programa Ingenuity Pathway Analysis foi utilizado para avaliar todas as
alteracdes identificadas no grupo de pacientes LFL (5.366 genes) e MT (5.906
genes). Considerando apenas processos relacionados com cancer foi observado que
em pacientes LFL a maior parte das alteragdes foram enriquecidas significativamente
para processos relacionados com céncer de colon (932 genes, p-valor = 5,6x107) e
adenocarcinoma gastrointestinal (1.201 p-valor=4,46x107). Dentre os pacientes, dois
(LFL-1 e LFL-13) desenvolveram CCR e outros quatro casos (LFL-2, LFL-5, LFL-9
e LFL-15) relataram esse tipo neoplasia na familia. Além disso, o cancer gastrico
estava presente na familia de quatro pacientes (LFL-1, LFL-2, LFL-8 e LFL-15).
Também foram identificados genes enriquecidos significativamente para neoplasia
epitelial e neoplasia maligna do abdomen envolvendo 1.634 e 1.233 genes,
respectivamente. No grupo de pacientes MT, 1.275 genes foram enriquecidos para
cancer de mama (p-valor=1,11x10"), identificado em quatro pacientes ¢ familiares
(MT-2, MT-3, MT-4 ¢ MT-8) e também no caso MT-6 e na familia do caso MT-7.
Desses genes, foi observado que 485 também estavam relacionados com processos
envolvendo o carcinoma de ovario (p-valor=1,84x10™), tumor identificado no MT-15

e familiares. Os dados estdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19 - Avaliagdo por enriquecimento génico das alteragdes identificadas no grupo de pacientes Li-Fraumeni-Like e com multiplos

tumores. Foi utilizado o software Ingenuity Pathway Analysis (IPA) e considerado apenas processos relacionados com cancer.
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6 DISCUSSAO

Um significativo nimero de pacientes com importante historia de cancer em
membros da familia, apresenta mutagdes germinativas em genes de alta penetrancia
que atuam no controle do ciclo celular, o que gera um risco maior de desenvolver
neoplasias ao longo da vida (TUCKER E FRIDMAN 2002; LINDOR et al. 2008;
ALMEIDA e STRATAKIS 2010; CYBULSKI et al. 2011; BUERKI et al. 2012). Ha
varias sindromes hereditarias de cancer ja descritas em literatura, entre elas a
Sindrome de Li-Fraumeni e sua variante Li-Fraumeni Like. A LFL/LFS esta
associada com mutagdes germinativas no gene TP53 e apresenta um padrao de
heranga autossomico dominante, onde o portador desenvolve varias neoplasias em
idade jovem, principalmente sarcomas de partes moles, osteossarcomas, carcinomas
de mama, tumores do sistema nervoso central e carcinomas adrenocorticais (LI et al.
1988; MALKIN et al. 1990).

Dados em literatura revelam que aproximadamente 70% dos pacientes
portadores da LFS e 40% dos portadores da LFL apresentam mutacdes patogénicas
no gene TP53, sendo este, até 0 momento, o Uinico gene relacionado com a sindrome
(VARLEY 2003; BACHINSKI et al. 2005; BOUGEARD et al. 2008).

O presente estudo teve como proposta avaliar alteragdes gendmicas em
pacientes com multiplos tumores primdrios que apresentam a Sindrome de Li-
Fraumeni Like e outros casos de pacientes com multiplos tumores primarios.
Amostras de sangue periférico de todos os pacientes foram avaliados por

sequenciamento de Sanger para todo o gene TP53 e foram negativos para mutagdes
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patogénicas neste gene. Portanto, a hipdtese de que as mutacdes neste gene seriam as
responsaveis pelo desenvolvimento de multiplas neoplasias pode ser descartada.

Semelhante a este estudo, alguns pesquisadores avaliaram pacientes
portadores da LFS/LFL, negativos para mutagdes patogénicas no gene TP53, com o
intuito de identificar outros genes que poderiam estar relacionados com o
desenvolvimento de neoplasias. VAHTERISCO et al. (2001) avaliaram 44 familias
finlandesas, classificadas como LFS/LFL e identificaram dois individuos de familias
diferentes com mutagdes germinativas no gene CHEK2 (1100delC). Os dois
pacientes apresentaram tumores de mama, porém, as neoplasias dos familiares nio
eram tipicas da LFS. SODHA et al. (2002) identificaram trés mutagdes no gene
CHEK2 em 26 pacientes LFS/LFL, todas ndo patogénicas. Segundo MALKIN
(2011) as mutagdes em CHEK2 ndo parecem ter uma grande contribuigdo para o
fenotipo da LFS/LFL.

FINKOVA et al. (2009) avaliaram os mecanismos de regulacdao da expressao
do gene TP53 em familias LFS negativas para mutagdes neste gene e evidenciaram
que o promotor do TP53 ndo ¢ metilado nessas familias, o que excluiu a
possibilidade de efeitos epigenéticos associados ao fenotipo desta sindrome no grupo
de pacientes avaliados. Os autores relataram a necessidade de estudos direcionados
para esses pacientes, ndo s6 para o melhor entendimento molecular, mas também
para a melhor caracterizag@o fenotipica da sindrome.

A identificacdo de mutagdes associadas com a LFS/LFL ¢ de fundamental
importancia no aconselhamento genético dos pacientes e seus familiares, pois auxilia
no diagndstico precoce, na aceitacdo da doenca e encorajamento dos envolvidos a

enfrentar as adversidades relacionadas a doenga (ACHATZ, 2007). Assim, este
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estudo pode contribuir para o melhor entendimento das alteracdes genéticas
associadas com pacientes com LFS e caracterizar as alteragdes genOmicas em
pacientes com multiplos tumores primarios e histéria de cancer familiar.

O primeiro grupo de pacientes aqui estudado foi composto por 15 pacientes
classificados de acordo com os critérios para a Sindrome de Li-Fraumeni Like
segundo Chompret (cinco casos), Eeles 1 (oito casos) ou Eeles 2 (dois casos). O
segundo grupo foi composto por 12 pacientes portadores de multiplos tumores
primarios, que nao se enquadravam nos critérios clinicos classicos utilizados para o
diagnéstico das sindromes hereditarias ja descritos em literatura.

Foram incluidos no estudo apenas pacientes que nao receberam tratamento
quimioterapico e ou radioterapico pelo menos um ano anterior a coleta das amostras.
Embora tenha sido exaustivamente buscados pacientes que ndo foram tratados por
radioterapia, entre os 13 casos que foram submetidos a esse tratamento 11 casos
desenvolveram outros tumores primarios apds o tratamento e oito casos (LFL-4,
LFL-5, LFL-6, LFL-15, MT-6, MT-8 e MT-12) apresentaram entre os multiplos
tumores alguns localizados em areas previamente irradiadas ou na sua proximidade.
Trés deles (LFL-4, LFL-5 e MT-12) apresentaram tumores primarios coincidentes
com areas previamente irradiadas.

Relatos em literatura evidenciam que pacientes submetidos a radioterapia
podem desenvolver outros tumores primarios nas mesmas areas de irradiacdo sendo
mais prevalente em criancas ¢ adultos jovens (NEGLIA et al. 2006; MEADOWS et
al. 2009; KLEINERMAN et al. 2009; HARBRON et al. 2013). A paciente LFL-4 foi
submetida a radioterapia para tratamento de um rabdomiossarcoma em membro

inferior direito aos 13 anos; aos 36 anos desenvolveu um carcinoma de mama. O
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paciente LF-5 tem histéria de retinoblastoma bilateral (1 ano e 3 anos) tratado por
cirurgia, quimio- e radioterapia; aos 23 anos desenvolveu um osteossarcoma e aos 31
anos um sarcoma pleomoérfico. A paciente MT-12 também tem histéria de
retinoblastoma bilateral (2 anos) o qual foi tratado por cirurgia, quimioterapia e
radioterapia ¢ um rabdomiossarcoma de face (11 anos), também tratado por
radioterapia. Assim, estes trés casos eram de criangas ou pacientes jovens,
concordantes com os dados da literatura.

Segundo HARBRON et al. (2013), pacientes com cancer em idade de 0 e 29
anos que foram tratados com radioterapia apresentam um risco de quase cinco vezes
maior de desenvolver outra neoplasia quando comparados a populagao em geral na
mesma faixa etdria. Pacientes com a Sindrome de Li-Fraumeni que apresentam
mutagdes no gene TP53 também tém sido relatados como apresentando risco
aumentado de desenvolver outros tumores primarios em areas tratadas previamente
por radioterapia (HISADA et al. 1998; NUTTING et al. 2000; EVANS et al. 2006;
SALMON et al. 2007; HEYMANN et al. 2010). Um outro aspecto do grupo amostral
avaliado é que todos os pacientes, exceto dois (LFL-4 e MT11), tém historia de
outros familiares afetados por cancer. Em adicdo, apenas dois pacientes morreram, os
demais estdo vivos € em seguimento clinico.

As CNVs podem englobar inimeros genes e estas variagdes podem ocorrer
como evento de novo ou serem herdadas (OSTROVNAYA et al. 2010). Estas
variantes estruturais representam uma importante fonte de variabilidade da populagao
(SHELLING e FERGUSON 2007; XU et al. 2011) além de terem potencialidade
para alterar a dosagem de transcritos ou alterar as regides proximais ou a distancia de

regides reguladoras desses genes. Algumas CNVs foram identificadas como sendo
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funcionais, tendo portanto importancia em varias doengas humanas. O objetivo deste
estudo foi identificar alteracdes novas ou novas raras que pudessem estar associadas
a historia familiar de cancer e a presenga de multiplos tumores primarios nestes
pacientes.

Um dado relevante é que genes contidos em uma CNV patogénica podem ser
candidatos a estarem associados com um genotipo clinico correspondente. Contudo,
alguns genes dentro de uma CNV podem ndo ser necessdrios ou essenciais para
causar determinado fendtipo (SHLIEN and MALKIN, 2010). Além disso, as CNVs
comuns sdo frequentemente encontradas na populacdo saudavel, embora um estudo
tenha demonstrado que algumas das CNVs comuns podem incluir genes associados
com cancer, podendo estar envolvidos nos processos iniciais da carcinogénese
(SHLIEN et al., 2008).

Todos os casos do estudo (27), o filho da paciente MT-2 e trés filhos da
paciente MT-4 foram avaliados para alteragdes gendmicas, incluindo ganhos, perdas
e cnLOH. As CNVs comuns ndo foram avaliadas em detalhes. A razdo para essa
exclusdo foi o critério adotado para considerar uma CNVs como potencialmente
patogénicas por meio da comparagdo com varios bancos de dados.

Para identificar se estas alteragdes presentes em cada caso em particular eram
comuns ou raras/novas raras foram utilizados o Database of Genomic Variants

(DGV, http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home) e trés bancos de dados construidos a partir

de amostras investigadas na mesma plataforma que nos utilizamos e que foram
cedidos pela Dra. Sarah South, Department of Pathology, Utah University, EUA.

Além disso, também foi utilizado um banco de dados construido a partir dos



104

resultados de aCGH em amostras de individuos saudaveis da populagdo brasileira
(KREPISCHI et al. 2012).

No grupo de pacientes LFL foram detectadas 76 altera¢des classificadas
como novas raras ¢ 146 raras. Entre os pacientes MT, foram observadas 15 alteragdes
novas raras ¢ 67 raras. Essa diferenga é decorrente possivelmente do perfil genomico
detectado no caso LFL-8, onde foi observado um grande numero de anormalidades
(109 alteragdes raras e novas raras), sendo 45 ganhos (tamanho médio de 62 Kb), 58
perdas (com média 129 Kb) e seis alteracdes em mosaicismo incluindo a perda de
um cromossomo X.

Um dos estudos pioneiros que avaliou CNVs em pacientes com a LFS,
investigou estas alteragdes em 20 pacientes LFS negativas para mutagdo no gene
TP53 ¢ 33 portadores da mutacdo. Os autores relataram que portadores de mutacgdes
em TP53 apresentavam um nlUmero estatisticamente maior de CNVs quando
comparados aos pacientes com TP53 selvagem (SHLIEN et al. 2008), entretanto, a
comparagao com bancos de dados de CNVs foi limitada (baseada no National Center
for Biotechnology Information build 35 reference human genome sequence). Além
disso, os autores descreveram uma CNV no gene MLLT4 (um alvo de Ras que regula
a adesdo célula a célula) sendo sugerido como associado com a LFS. Em nosso
estudo, ndo foram detectadas alteracdes neste gene. Interessantemente, os autores
excluiram de suas analises duas amostras do grupo de pacientes portadores da
mutagdo em TP53 que apresentaram mais de 150 CNVs (SHLIEN et al. 2008),
semelhante a um dos casos do presente estudo (LFL-8, uma paciente que era mosaico

45,X/46,XX).
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TABORI et al. (2010) analisaram o perfil gendmico de 64 pacientes
portadores de mutagdes no gene TP53 (22 carcinomas do plexo cordide e 42
papilomas do plexo cordide). Os pacientes portadores de carcinomas apresentaram
um numero maior de CNVs quando comparados com os pacientes com papilomas.
Ao realizarem a comparagdo desses pacientes com carcinomas do plexo cordide com
um grupo controle de 50 individuos ndo mutados para TP53 observaram que os
pacientes com mutagdes apresentam um numero de CNVs extremamente alto.

Além de perdas e ganhos gendmicos, também foram identificadas as
alteracdes denominadas cnLOH. No grupo de pacientes LFL, foram identificadas 55
cnLOH raras, as quais foram distribuidas por quase todos os cromossomos, mas
foram detectadas em maior frequéncia no cromossomo X. Entre os casos LFL, o
nimero de cnLOH variou de zero a 28, sendo mais frequentemente detectadas no
caso LFL-11 (28 cnLOH, envolvendo 16 cromossomos ¢ em média 119 genes) e
LFL-14 (14 cnLOH, envolvendo 9 cromossomos e, em média, 48 genes).

A paciente LFL-11 tem historia de carcinoma de colo uterino (41 anos) e de
pancreas (51 anos). A paciente LFL-14 apresentou um carcinoma de células
escamosas de lingua (73 anos), carcinoma de tireoide (74 anos) ¢ de endométrio (77
anos). Além do grande numero de cnLOH, estes dois pacientes apresentaram um
nimero limitado de perdas e ganhos genomicos. Estudos em carcinomas colorretais
demonstraram um aumento de cnLOH e uma reducao de perdas e ganhos genémicos,
entretanto o significado destas alteragdes ndo ¢ conhecido (LIPS et al., 2008;
MIDDELDOREP et al., 2012).

Entre os pacientes MT foram identificadas 36 cnLOH as quais estavam

distribuidas em 18 cromossomos. Dois casos apresentaram um limitado nimero de
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perdas e ganhos gendmicos ¢ um grande numero de cnLOH, o MT-8 (8 ¢cnLOH,
tamanho médio de 9.7 Mb, envolvendo 968 genes) e o caso MT-14 (22 cnLOH,
tamanho médio de 22Mb, envolvendo 3656 genes), embora essa tenha também sido
uma caracteristica do grupo de pacientes MT. As cnLOHs podem levar a inativagdo
de genes supressores tumorais ou a ativacdo de oncogenes, propiciando assim o
desenvolvimento de neoplasias (LAPUNZINA e MONK 2011). O significado destas
alteracdes ainda precisa ser melhor avaliado e novos estudos sdo necessarios para
definir o envolvimento de genes mapeados nestas grandes regides de cnLOH.

Hé um nimero muito limitado de estudos que avaliaram alteragcdes gendmicas
em pacientes com a Sindrome de Li-Fraumeni ou suas variantes. Recentemente,
AURY-LANDAS et al. (2013) investigaram amostras de sangue periférico de 64
pacientes (25 homens e 39 mulheres), os quais foram classificados como portadores
da LFL e preencheram os critérios de Chompret. Os autores utilizaram a plataforma
180K array CGH (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) e comparam os
achados com os dados de 10 amostras de referéncia e com o banco de dados DGV.
Nesse estudo, 21 CNVs ndo estavam descritas no banco de dados do DVG incluindo
perdas em 1p36.12 (23,244,421-23,562,102). Nesta mesma regido, nos detectamos
uma cnLOH no caso MT-14. A perda em 2pl5 (61,978,338 - 62,094,667) foi
também detectada no caso LFL-8 do nosso estudo, embora de menor tamanho
(61,344,545 - 61,392,12). Outras regides genomicas descritas pelos autores como
alteradas, incluindo 2pl5, 3pl4.1, 6p21.31 coincidem com as encontradas
principalmente no caso LFL-8, embora ndo estivessem mapeadas precisamente nas
mesmas subregides (considerando o inicio e fim de cada uma delas). Os autores

também relataram alteragdes envolvendo o cromossomo X incluindo ganho em
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Xql3.1 concordante com a cnLOH detectada no caso LFL-14. Assim, estas
alteragdes podem ter relevancia clinica e necessitam ser validadas em outros
membros das familias. Vale ressaltar que o nosso estudo utilizou uma plataforma de
maior densidade do que a descrita por AURY-LANDAS et al. (2013) e que varias
alteracdes nao relatadas anteriormente em literatura foram aqui descritas. Tais
alteracdes precisam ser validadas e, se confirmadas, estas alteragcdes podem ser uteis
para o aconselhamento genético das familias.

Um dos achados interessantes deste estudo foi o encontrado no caso LFL-8, o
qual apresentou um grande nimero de alteragdes gendmicas. Esta paciente foi
diagnosticada como portadora da sindrome de Turner em mosaicismo. A grande
maioria das células apresentava a linhagem 45,X (73,6% das células). Além desta
alteracdo envolvendo o cromossomo X foram detectadas inumeras alteragdes, como
descrito acima. Interessantemente, esta paciente ndo apresentava os estigmas da
Sindrome de Turner sendo este achado ndo esperado. Recentemente, HOOK e
WARBURTON (2014) em uma revisao sobre a Sindrome de Turner concluiram que
todos os individuos 45,X com a Sindrome de Turner sdo mosaicos; que a auséncia de
um cromossomo X em embrides 45,X ¢ causada primariamente por fatores mitoticos
e que a placenta é um forte candidato para a localizacao de uma linhagem auxiliar em
individuos aparentemente ndo mosaicos 45,X.

As primeiras descri¢des clinicas completas da Sindrome de Turner foram
realizadas em 1930 pelo médico alemao Otto Ullrich em uma menina de oito anos e
em 1938 pelo médico americano Henry Turner em sua esposa. Em ambos os casos,
os pesquisadores notaram algumas caracteristicas clinicas, como baixa estatura, seios

pequenos e poucos pélos pubianos (JACOBS et al. 1997). Esta alteragdo genética ¢
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uma das mais comuns em mulheres, sendo identificada em uma de cada 2000 recém-
nascidas (STOCHHOLM et al. 2006). Em literatura, a Sindrome de Turner foi
associada principalmente com um risco aumentado de desenvolver gonadoblastomas
(SCHOEMAKER et al. 2008).

Para o nosso conhecimento, ha dois relatos em literatura de pacientes com a
LFS ¢ a Sindrome de Turner. PIVNICK et al. (1998) identificaram uma mutagdo
patogénica em TP53 e perda total do cromossomo X em uma paciente de 20 meses
de idade com déficit de crescimento, complicagdes cardiacas, carcinoma
adrenocortical e ganglioneuroblastoma. A historia familiar da menina mostrou
tumores de colon e prostata em trés geragdes diferentes e em individuos jovens. Em
um outro estudo foram detectadas mutagdes no gene TP53 em trés meninas e dois
meninos com carcinomas de plexo corodide, sendo que uma menina também foi
diagnosticada com a Sindrome de Turner aos 10 anos de idade (KRUTILKOVA et
al. 2005). PAULOSOVA et al. (2011) avaliaram o s€émen de dois paciente do sexo
masculino portadores de mutagdes germinativas em TP53 e observaram um aumento
de aneuploidias, envolvendo principalmente os cromossomos sexuais, quando
comparados com quatro individuos controle. Estes resultados sugerem que mutagdes
germinativas em TP53 podem explicar o diagndstico de mulheres com LFS e
Sindrome de Turner. Entretanto, para o nosso conhecimento nao foram relatadas
pacientes com a Sindrome de Turner e Li-Fraumeni na auséncia de mutagdo no gene
TP53.

O caso LFL-4 ndo apresentou nenhuma alteracdo gendmica considerada rara
ou nova rara, apenas duas alteracdes comuns. A analise detalhada do heredograma da

paciente mostrou que apenas ela apresentou cancer ao longo da vida
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(rabdomiossarcoma aos 13 anos de idade e cancer de mama aos 36 ¢ 38 anos de
idade). A paciente foi categorizada como tendo LFL pelo critério modificado de
Chompret, que engloba pacientes com varias neoplasias, sendo até duas do espectro
da LFS antes dos 45 anos de idade. Este caso ¢ indicado para analise de
sequenciamento de alto desempenho com o objetivo de identificar novas mutagdes
que poderiam explicar o achado de multiplos tumores.

O caso LFL-5 apresentou uma CNV nova rara (ganho) em 6q25.3 envolvendo
quatro genes (IGF2R, AIRN, LOC729603 ¢ SLC22Al1). A probanda tinha historia
familiar de cancer gastrico (avo paterno), cancer de pulmao (tia materna de 2° grau) e
tumor de sistema nervoso central (prima materna de 2° grau). O gene IGFZ2R,
codifica o receptor para o IGF2 e da manose 6-fosfato. Este receptor funciona no
trafego intracelular das enzimas lisossOmicas, na ativagdo do IGF beta e degradagao
do IGFL2. O IGF2R foi descrito com expressdo aumentada em tecidos fetais e no
tumor de Wilms (YOTOVA et al. 2008). Ao contrario, a perda da manose 6-
fostato/IGF2R foi relatada como associada aos carcinomas de mama, embora tenha
sido recentemente sugerido que o silenciamento por si s6 € insuficiente para conferir
o fendtipo tumoral mas que esta alteragdo pode contribuir para o processo tumoral
em células transformadas (CAIXEIRO et al. 2013).

O caso LFL-10 apresentou perdas em 9p23 (gene LINC00583) e 11pl14.2
(FIBIN ¢ BBOX1). Este caso apresenta um historico extenso de cancer na familia:
mae com tumor de utero, pai e trés tios com tumor de prostata, tio materno com
cancer de estdbmago, prima materna com tumor de pancreas, primo materno com

cancer indeterminado, primo materno com cancer de pulmio e primo materno de
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2°grau com tumor de sistema nervoso central. Para o nosso conhecimento nao ha
dados em literatura envolvendo esses genes em canceres humanos.

Como descrito anteriormente, o caso LFL-11 apresentou 31 alteragoes,
incluindo o maior nimero de cnLOHs (28) entre todos os casos avaliados. Em
particular, as cnLOHs em 17q11.1 e Xq12 abrangeram um grande numero de genes,
com 499 e 455 respectivamente. Além disso, a paciente apresentou uma unica regiao
com perda gendmica em 6q12 abrangendo o gene BAI3, o qual faz parte da cadeia de
inibidores de angiogénese e foi associado com tromboembolismo precoce (ANTONI
et al. 2010). KAN et al. (2010) avaliaram 441 tumores e identificaram mutagdes
somaticas frequentes em 77 genes, incluindo o BAI3. Notavelmente, mutagdes neste
gene foram observadas em um niimero significativo de tumores de pulmao (13% nos
carcinomas e¢ 5% nos adenocarcinomas). Um recente estudo baseado no perfil de
expressdo génica demonstrou que a proteina BAI3 ¢ um marcador capaz de
diferenciar carcinomas de células pequenas de pulmdo de cacinomas de grandes
células neuroenddcrinos de pulmao (BARI et al, 2013). Este gene pode contribuir
para o risco aumentado de multiplos tumores nesta paciente ou pode estar associado
com risco aumentado de tromboembolismo. Outros estudos sdo necessarios inclusive
para avaliar em detalhes os genes presentes nas cnLOH detectados nesta paciente.

Entre todas as CNVs raras e novas raras detectadas nos casos LFL, apenas a
perda em 4ql3.2 (69333761-69584322) no caso LFL-1 foi identificada em
homozigoze. Esta regido abrange o gene TMPRSS11E, cuja expressdo diminuida foi
observada em carcinomas de células escamosas de cabeca e pescogo (LANG e
SCHULLER 2001). No grupo MT também foi observada uma tnica perda em

homozigoze no caso MT-11 (11pl15.4, 748221-5844861), envolvendo o gene
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OR56B1, que pertence a familia dos receptores olfativos. Possivelmente essa ¢ uma
alterag@o associada com uma caracteristica comum ¢ ndo associada com cancer.

Do total de perdas raras ¢ novas raras detectadas nos grupos LFL ¢ MT, 47
englobaram apenas um gene. Pesquisa detalhada destas alteragdes revelou que
apenas as perdas em 8q24.11 (EXT1) e 22q13.2 (EP300), presentes no caso LFL-8,
abrageram genes descritos como supressores tumorais. O gene EXT1 foi associado
com multiplos osteocondromas (SZUHAI et al. 2011) ¢ o gene EP300 foi
relacionado o remodelamento da cromatina, cancer colorretal e cancer gastrico (HUH
et al. 2013; DELVECCHIO et al. 2013; KIM et al. 2013). Assim, esses dois genes
podem ter contribuido com o risco de desenvolvimento de multiplos tumores nesta
paciente mosaico para a Sindrome de Turner.

Quando foram comparadas todas as alteragdes gendmicas detectadas nos
pacientes LFL, foi verificado que alguns casos compartilhavam as alteragdes raras e
raras novas. Um exemplo disso, foi o ganho do gene IGF1R (15926.3) (nova rara),
detectado nos casos LFL-1 e LFL-8. Este receptor tem atividade tirosina quinase ¢
se liga com alta afinidade no IGF1. O IGF1 tem papel critico em eventos de
transformagdo celular. O IGFIR tem expressdo muito alta na maioria dos tecidos
malignos onde atua como um agente anti-apoptético alterando a sobrevivéncia da
célula.

Considerando o grande nimero de alteragdes detectadas no caso LFL-8 e por
se tratar de uma paciente que sobrepde fendtipos (S. Turner e LFL), ela foi excluida
dos demais para a comparagdo entre as alteragdes presentes na casuistica de LFL.
Entre as cnLOHs, foram identificadas regioes que se sobrepdem, sendo elas: o ganho

em 2p25.3 o qual foi detectado nos casos LFL-10 e LFL-14, os dois pacientes tinham
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carcinoma de endométrio, embora ndo tenha sido descrito, até o momento, genes
mapeados nessa regiao.

Os casos LFL-1 e LFL-14 apresentaram ganhos em 2p25.3 envolvendo trés
genes (SH3YL1, ACP1 e FAM150B). Os dois casos apresentavam historia de cancer
de tireoide na familia.

Os casos LFL-9 e LFL-12 apresentaram a perda em 2p22.3 (até o momento
nao sdo conhecidos genes nessa regido) ¢ os dois pacientes apresentavam cancer de
mama. Foi também detectada ganhos em 2q31.1 (envolvendo nove genes EVX2,
HOXD13, HOXD12, MTX2, MIR10B, HOXD4, HOXD3, HOXD1 ¢ HOXD-AS1), nos
casos LFL-1 e LFL-5. Quando analisados na ferramenta GSEA (Gene Set

Enrichment Analysis; (http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp), verificou-se

que o gene HOXD1 pertence a familia dos fatores de transcrigao.

Entre os casos com LFL foram identificados 387 microRNAS, todos
mapeados em regides consideradas raras e novas raras. Nos casos MT foram
detectados 314 microRNAs em regides de CNVs raras. Ao utilizarmos a ferramenta
de enriquecimento GSEA ndo foi possivel agrupar estes microRNAs em fungdes
celulares especificas.

Vérios estudos recentes sdo encontrados em literatura quanto a funcdo dos
microRNAS e seu envolvimento em neoplasias como cancer cervical, cancer de
mama, leucemia, tumores pancreaticos, tumores renais, cancer de ovario, entre outros
(GOMEZ-GOMEZ et al. 2013; LEE et al. 2013; PETROVIC et al. 2014; SHARIFI
et al. 2014; PRIOR et al. 2014; CHAN et al. 2014). Assim, é possivel que estes

miRNAs contribuam para o risco aumentado de multiplos tumores nestes pacientes.
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Os pacientes LFL-1 e LFL-7 apresentaram perda em 4ql3.2 com o
envolvimento do gene TMPRSS11E/DESCI, os dois casos tem historia familiar de
cancer de tireoide. O gene TMPRSS11E/DESCL foi relacionado com a diferencia¢do
celular e descrito como envolvido em diminui¢cdo da expressdo em carcinomas de
cabega e pescoco (LANG AND SCHULLER 2001; VILORIA et al. 2007).

Os casos LFL-13 e LFL-15 apresentaram ganhos em 5q31.3. Embora estes
pacientes nao apresentassem os mesmos tipos tumorais, os membros da familia do
caso LFL-15 tem histéria de cancer colorretal, se sobrepondo ao probando do caso
LFL-13, que também teve o desenvolvimento do cancer colorretal. Em 5q31.3 estdo
mapeados 41 genes entre eles o cluster beta da protocaderina (PCDHB1, PCDHB2,
PCDHB3, PCDHB4, PCDHB5, PCDHB6, PCDHB17, PCDHB7, PCDHBS,
PCDHB16, PCDHB9, PCDHB10, PCDHB11, PCDHB12, PCDHB13, PCDHB14,
PCDHB18, PCDHB19P, PCDHB15), o cluster gama da protocaderina (PCDHGAZ,;
PCDHGA2; PCDHGAS3, PCDHGB1, PCDHGA4, PCDHGB2, PCDHGAS,
PCDHGB3, PCDHGA6, PCDHGA7, PCDHGB4, PCDHGA8, PCDHGBS,
PCDHGA9, PCDHGB6, PCDHGA10, PCDHGB7, PCDHGA1l, PCDHGBS8P ¢
PCDHGA12) e os genes SLC25A2 e TAF7.

Os cluster beta e gama da protocaderina s3o dois dos trés clusters ligados em
tandem no cromossomo 5. A organizagdo gendmica sugere que estes genes podem
estar envolvidos no controle da regulacio e expressdo génica. Cada produto génico
contem seis dominios extracelulares da caderina uma cauda citoplasmatica que
diverge dos membros da superfamilia da caderina. A funcdo especifica destes genes
de um exon ainda ndo ¢ conhecida mas acredita-se que estes genes tenham um papel

critico no estabelecimento e funcdo de conecgdes neurais célula a célula (RefSeq,



114

2008). Em tumor de Wilms foi relatado que estes genes sdo silenciados por
metilacdo (DALLOSSO et al. 2009). Os autores demonstraram que os genes PCDH
regulam negativamente a via candnica de sinalizagdo Wnt sendo candidatos a
supressores de tumor. Assim, é possivel que a perda destes genes contribua para o
fenotipo tumoral nestes pacientes.

Os outros dois genes mapeados em 5q31.3 e que se encontravam alterados
foram o TAF7 e SLC25A2. O TAF7 ¢ um componente do complexo TFIID o qual
atua nas primeiras etapas do controle da transcri¢do. Ele interage e regula a atividade
enzimatica dos fatores de transcricdo que regulam a progressdo da RNA polimerase
II. A funcdo de inicio da transcri¢do ¢ consistente com um papel essencial de TAF7
na proliferacao celular (GEGONNE et al. 2013).

Ganhos em 16q24.2, envolvendo os genes ZC3H18 e IL17C, foram
detectados nos casos LFL-2 e LFL-13. Estes casos apresentaram, em comum,
neoplasias renais. Alteracdes no gene ZC3H18 foram associados com a progressao
da neutropenia congénita severa a leucemia mieldide aguda (BEEKMAN et al.
2012). O gene IL17C foi encontrado com expressdo aumentada no epitélio intestinal
de pacientes com colite ulcerativa (IM et al. 2012).

Os casos LFL-14 e LFL-15 apresentaram ganhos em 20q13.33, envolvendo 8
genes (YTHDF1, BIRC7, NKAIN4, FLJ16779, ARFGAP1, COL20Al; CHRNA4 ¢
KCNQ2). O gene BIRC7 ja foi relatado como associado com cancer de mama e
ostessarcoma (LI F. et al. 2013; LI X. et al. 2013). Na mesma regido alterada também
foram identificados trés miRNAs: miRNA24-3, miRNA3196 ¢ miRNA4326. O
miRNA24-3 tem uma fungdo anti-proliferativa independente do gene TP53 e sua

desregulacdo foi associada com cancer colorretal (MISHRA et al. 2009).
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Os casos LFL-10 e LFL-13 apresentaram ganhos em Xql2 e Xq27.1. Essas
regides nao apresentam, até o momento, genes conhecidos.

Para o nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo que avalia alteragdes
gendmicas em pacientes com multiplos tumores e historia de cancer na familia.
Assim, este estudo tem potencial para identificar genes relacionados ao risco de
desenvolvimento de tumores e contribuir para o aumento do conhecimento na area.
Embora estes pacientes ndo se enquadrem nos critérios classicos das sindromes
hereditarias conhecidas como associadas com o cancer, ndo pode ser descartada a
possibilidade de que um novo perfil genético esteja associado com o risco de
desenvolvimento de multiplos tumores.

No grupo de pacientes MT foram detectadas 15 alteragdes novas raras e 67
alteragdes raras. A comparacdo entre o nimero de CNVs raras e novas raras com o
grupo de pacientes LFL (76 novas raras e 146 raras) revelou que os pacientes MT
apresentavam um numero muito inferior de alteracdes estruturais. KREPISCHI et al.
(2012) compararam as CNVs detectadas em um grupo de mulheres que se
enquadravam nos critérios clinicos da sindrome hereditaria do cancer de mama mas
que ndo apresentavam mutagcdes patogéncias nos genes BRCAL e BRCA2 e
comparam os dados com um grupo controle composto por 100 mulheres saudaveis.
Os autores verificaram que o nimero médio de alteracdes por genoma nao foi
diferente em ambos os grupos estudados, mas relataram um numero
proporcionalmente maior de CNVs raras (26) nos 68 pacientes com cancer quando
comparados com o grupo controle (23), sendo que algumas dessas CNVs continham

genes associados com o desenvolvimento de neoplasias.
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Embora o estudo o KREPISCHI et al. (2012) tenha sido realizado na
plataforma de 180K (Agilent Technology) e com uma abordagem diferente, nos
encontramos um numero significativamente maior de CNVs nos casos aqui
estudados.

Em dois casos do grupo MT (MT-2 e MT-4) as probandas desenvolveram o
cancer de mama, sendo este também observado em seus familiares. Para eliminar a
hipdtese que esses casos seriam positivos para mutagdes germinativas em genes de
predisposi¢cdo hereditaria ao cancer de mama (BRCA1 e BRCA2) foi realizado o
sequenciamento pelo método de Sanger nas duas pacientes. Nao foram identificadas
mutacdes patogénicas e com relevancia clinica nos dois casos.

Entre os achados deste estudo, dois casos especificos do grupo MT (MT-2 e
MT-4) apresentaram alteragdes gendmicas que abrangeram um grande segmento em
7q. As duas pacientes desenvolveram carcinoma de mama. O caso MT-2 apresentou
uma dele¢do de 42 Mb em 7q22.1-q34 em mosaicismo envolvendo 268 genes. O
caso MT-4 apresentou uma cnLOH de 49Mb em 7q22.1-q36.1, abrangendo 380
genes. Vale ressaltar que a regido deletada do caso MT-2 esta contida na regido com
cnLOH do caso MT-4. Interessantemente, os filhos das pacientes MT-2 (um) e MT-4
(trés) avaliados pela mesma estratégia metodologica ndo apresentaram CNVs raras
ou novas raras e também ndo tinham historia de cancer prévia ou atual.

Alteragdes em 7q, principalmente envolvendo o gene RELN, sendo este
também encontrado nas alteragdes em ambos os casos foram associados com o
autismo, um disturbio neurologico que afeta o desenvolvimento emocional e social
dos pacientes, cujos sintomas mais comuns sao: comunica¢do verbal limitada ou

ausente, dificuldade de interacdo social e padrdes ritualizados de comportamentos
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(BAILEY et al. 1998; RISCH et al. 1999; PERSICO et al. 2001; PERSICO e
BOURGERON 2006; YANG e GILL 2007; LI et al. 2011). Nenhum dos casos
apresentava distirbios neuroldgicos.

Amplificagdes em 7q, identificadas por CGH-array, também foram
associadas com neoplasias de células nao-pequenas de pulmao e gliomas (DEHAN et
al. 2007; IDBAIH et al. 2007). Ao contrario desses estudos, os casos MT-2 e MT-4
apresentaram perdas genomicas em 7q22.1 e desenvolveram uma grande variedade
de tumores como carcinomas de células escamosas de cabega e pescoco, linfoma nao
Hodgkin, neoplasia de orbita, melanoma e carcinoma de mama (presente nas duas
pacientes).

A delegdo em 7q31.6, envolvendo o gene EZH2, foi associada com a
Sindrome Mielodisplasica (NIKOLOSKI et al. 2010). Por outro lado, delegdes em
7922.1 foram identificados em mais da metade de pacientes com linfoma de
Hodgkin, assim como em pacientes com neoplasias mieldides, neste caso envolvendo
mais especificamente o gene CUX1 (ROBLEDO et al. 2011; MEGAN et al. 2013).
Pesquisa detalhada em literatura ndo revelou relatos de alteragdes em 7q em
pacientes com LFS/LFL negativos para mutacdes patogénicas no gene TP53.
Entretanto, RUDERFER et al. (2013), em uma andlise de 3518 pacientes com
esquizofrenia e 4238 controles e utilizando a plataforma SNP array (Affymetrix 5.0 e
6.0), relataram um paciente com esquizofrenia com uma grande dele¢do (>10Mb) em
7922.1 (61.512.866 —158.819.766). Essa regido envolvida em perda nesse caso
contém a perda genomica (99.335.985 -147.993.896) ¢ a cnLOH (99.335.985 —
147.993.896) descrita nos dois pacientes do nosso estudo. Para o nosso

conhecimento, nenhum dos pacientes do presente estudo apresentava tal fenotipo e
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também desconhecemos se o caso do estudo de RUDERFER et al. (2013) tinha
historia de tumores multiplos. Desta forma, este ¢ um achado extremamente
interessante que pode estar associado com o risco de desenvolvimento de multiplos
tumores.

As alteragdes classificadas como cnLOHs foram encontradas em um grande
nimero de casos (6 dos 15 MT) e em alguns deles englobando quase todos os
cromossomos (como o caso MT-14).

As cnLOH sdo definidas como perda de heterozigose sem variagdo no
nimero de copias e podem ser resultado de dissomia uniparental (quando os dois
alelos sdo herdados de apenas um progenitor) ou podem ser eventos adquiridos pelo
tumor, quando a perda de um alelo ¢ compensada pela duplicagdo do outro alelo
(KRYH et al., 2011). Assim, essas alteracdes podem levar a homozigose de genes
supressores tumorais, por exemplo, o que pode predispor ao desenvolvimento de
tumores. Relatos em literatura mostraram que as cnLOHs estdo presentes em varios
tumores e se localizam em regides que contém genes que predispdem ao
desenvolvimento de neoplasias (GRAND et al., 2009; BULLINGER et al., 2010;
LAPUNZINA e MONK 2011).

A comparacdo das regides alteradas no grupo MT, excluindo as cnLOHs
revelou trés regides presentes em dois casos, sendo uma perda em 5pl2 (sem genes
conhecidos) e ganho em 16q24.2 (ZC3H18) nos casos MT-1 e MT-4. Os probandos
ndo apresentam neoplasias em comuns, mas o caso MT-1 tem historia de melanoma
na familia e caso MT-4 teve também um melanoma. Nao ha dados disponiveis em
literatura sobre o gene ZC3H18 (zinc finger CCCH-type containing 18), mas ele ¢

muito conservado entre diferentes espécies.
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Ganho em Xq27.1, onde se mapeia o gene FGF13, foi observado nos casos
MT-14 e MT-15. O probando MT-14 apresentou cancer colorretal e o caso MT-15
tinha histéria de cancer colorretal em membros de sua familia. O FGF13 ¢
pertencente a familia citocinas e fatores de crescimento, membros da familia do FGF
os quais estdo envolvidos em uma variedade de processos celulares como
sobrevivéncia celular, desenvolvimento embriondrio, crescimento celular, reparacao
de tecidos, crescimento de tumores, invasao celular entre outros.

Entre os 12 casos do grupo MT, o carcinoma de mama apareceu como o mais
frequente (5 pacientes). Realizando um enriquecimento génico pelo IPA para avaliar
a relacdo dos genes alterados associados com cancer, o carcinoma de mama apareceu
como o mais importante. Estes dados revelam que um significativo niimero de
pacientes apresentou CNVs envolvendo genes ja descritos como associados com o
cancer de mama. Em conjunto com alguns estudos da literatura (SHLIEN et al.,
2008; KREPISCHI et al. 2012) estes resultados sugerem que alteragdes estruturais
envolvendo genes relacionados com cancer podem ter um papel direto na
predisposi¢do hereditaria ao desenvolvimento de tumores.

O caso MT-3 apresentou ganhos envolvendo cinco genes pertencentes a
familia ZNF (ZNF107, ZNF138, ZNF273, ZNF407, ZNF516), que transcrevem
proteinas regulatorias constituidas de, pelo menos, um dominio zync finger. Essas
proteinas atuam na transcri¢do génica, traducdo, transporte de mRNA, organizacao
do citoesqueleto celular, desenvolvimento epitelial, adesdo celular, dobramento de
proteinas, remodelagdo da cromatina e detecgdo de zinco (LAITY et al. 2001). Para o
nosso conhecimento ndo ha estudos que mostram a relagdo de alteragdes envolvendo

esses genes ¢ o desenvolvimento de tumores. No entanto, KAMINSKY et al. (2011)
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descreveram uma associagdo entre ganhos nas regides onde se encontram
especificamente estes cinco genes em pacientes com retardo mental.

A comparacgao entre os LFL e MT, excluindo o caso LFL-8 ¢ as regides com
cnLOHs, revelou 11 regides compartilhadas em pelo menos dois casos. O ganho em
1p36.33 (Clorf86, SKI e MORNL1) foi detectado nos casos LFL-15 e MT-8. Estes
pacientes ndo apresentaram neoplasias em comum nos probandos e seus familiares.
O gene SKI codifica um protoncogene nuclear e funciona como uma repressor da via
de sinalizagdo TGF-beta podendo atuar no desenvolvimento do tubo neural e
diferenciagdo muscular. Este gene tem sido descrito como alterado em leucemia
mieloide aguda e sendo regulado pelo miRNA29a (TEICHLER et al. 2011)

Alteragdes no gene ERBB4 (mapeado em 2q34) foram detectados em trés
casos: a perda foi comum aos casos LFL-1 e MT-2. Em adi¢do, o gene ERBB4 estava
envolvido em ganhos no caso MT-6. Interessantemente, em todas as familias destes
probandos haviam parentes afetados por cancer de cabeca e pescoco. O produto do
gene ERBB4 pertence a familia das proteinas quinases e da subfamilia dos receptores
dos fatores de crescimento epidérmicos. Este gene tem sido relatado como alterado
em uma variedade de tumores humanos, incluindo carcinoma cervical invasivo,
sarcoma de Ewing e melanoma (HYNES et al. 2009; ZHANG et al. 2010). Mutagdes
neste gene foram relatadas em um limitado nimero de melanomas cutaneos
(MANCA et al. 2013).

A perda em 5p12 foi detectada nos casos MT-1, MT-4 e LFL-3, porém, nao
ha genes conhecidos nesta regido. Os carcinomas de mama e melanoma foram os
tumores mais frequentemente detectados: LFL-3 ¢ MT-4 apresentaram tumor de

mama e ha histdria deste tipo tumoral em membros da familia, um parente do MT-1
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e o paciente MT-4 tiveram melanoma. Novos estudos sdo necessarios para esclarecer
o significado desta alteragdo e sua associagdo com risco de desenvolvimento de
cancer de mama e melanoma.

Trés casos (LFL-13, LFL-15 e MT-3) apresentaram ganhos em 5g31.3 com o
envolvimento de 40 genes (PCDHB2, PCDHB3, PCDHB4, PCDHB5, PCDHB6,
PCDHB17, PCDHB7, PCDHBS8, PCDHB16, PCDHB9, PCDHB10, PCDHB11,
PCDHB12, PCDHB13, PCDHB14, PCDHB18, PCDHB19P, PCDHB15, SLC25A2,
TAF7, PCDHGA1, PCDHGA2, PCDHGA3, PCDHGB1, PCDHGA4, PCDHGB?2,
PCDHGAS5, PCDHGB3, PCDHGA6, PCDHGA7, PCDHGB4, PCDHGAS,
PCDHGB5, PCDHGA9, PCDHGB6, PCDHGA10, PCDHGB7, PCDHGA11,
PCDHGB8P ¢ PCDHGA12), os quais foram descritos em detalhes acima. O
carcinoma colorretal foi diagnosticado nestes pacientes ou membros de suas familias
(LFL-13, LFL-15, MT-3) assim como o melanoma (MT-3, LFL-15).

Foi detectado ganho em 13q12.11 (GJB6, CRYL1 e MIR4499) no caso LFL-
13 e perda no caso MT-8. O gene GJB6 codifica uma conexina e mutagdes neste
gene foram associadas com algumas formas de surdez (SCHUTZ et al. 2010; DEL
CASTILLO et al. 2005; PALLARES-RUIZ et al. 2002). Algumas familias
apresentaram displasia ectodérmica hidrética, conhecida como Sindrome de Clouston
(ESSENFELDER et al. 2004; LAMARTINE et al. 2000; MOUSUMI, 2013). Outros
estudos relataram a associacdo da expressio de GJB6 com cancer gastrico e
progressdo de melanoma (SENTANI et al. 2010; HAASS 2010). Foi também
relatada a hipermetilacio do gene GJB6 em 96% de carcinomas colorretais
investigados por SIRNES et al. (2011). Entretanto, os autores relataram que a

hipermetilacdo nao estava associado a alteracdo na expressdo do gene. A expressao
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reduzida do gene CRYL1 foi associada ao carcinoma hepatocelular (CHEN et al.
2003; CHENG 2010). As duas familias tinham membros com cancer renal (LFL-13 ¢
MT-8). O miR4499 possui 288 gene alvos previstos pelo miRDB, incluindo o gene
RAB22A membro da familia de oncogenes RAS (WANG e EL NAQA 2008).

Ganhos em 13q12.11 e envolvendo o pseudogene BASP1P1 foi detectado nos
casos LFL-13 e MT-3. Na historia familiar de ambos os pacientes foi relatado o
carcinoma colorretal.

Um ganho em 16q24.2 (onde se mapeiam os genes ZC3H18 e IL17C) foi
encontrado nos casos LFL-2, LFL-13, MT-1 ¢ MT-4. O caso MT-1 apresenta
melanoma na familia, em comum com o probando do caso MT-4, os pacientes LFL-
13 e LFL-2 apresentam tumor renal, ja o cancer colorretal foi o de maior prevaléncia
nesses casos, aparecendo na familia do caso LFL-2, no probando do caso LFL-13, na
familia e probando do caso MT-1. Varios estudos demonstraram que o sistema imune
desempenha um papel importantissimo na iniciagdo e progressdo do cancer
colorretal. O gene IL17C, pertencente ao grupo das citocinas, foi descrito estando
relacionado com essa neoplasia (WU et al. 2013). Assim, ¢ possivel que o IL17C
tenha um papel relevante no risco de desenvolvimento de cancer colorretal e outros
tumores nestes pacientes e suas familias.

O ganho em 18g22.3 (onde se mapeiam os genes ZNF407, ZADH2 e TSHZ1)
foi detectado nos casos LFL-13 e MT-3. O cancer colorretal foi diagnosticado no
paciente LFL-13 e em membro da familia do probando MT-3. O gene ZNF407 foi
descrito como envolvido com o autismo (REN et al.; 2013). J4 o gene TSHZ1 esta
relacionado com atresia aural congénita, refere-se a um aspecto de deformidades da

orelha presentes ao nascimento que envolve algum grau de insuficiéncia no
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desenvolvimento do canal auditivo (FEENSTRA et al. 2011). Assim, aparentemente,
estes genes estariam associados a outras caracteristicas e ndo teriam fung¢do no
processo tumoral.

Os casos LFL-14, LFL-15 e MT-1 apresentaram ganhos em 20ql13.33,
envolvendo 11 genes (MIR124-3, YTHDF1, BIRC7, MIR3196, NKAIN4, FLJ16779,
ARFGAP1, MIR4326, COL20A1, CHRNA4 ¢ KCNQ?2), os quais foram discutidos
anteriormente. O paciente MT-1 e parente do paciente LFL-15 tiveram historia de
melanoma, o caso MT-1 apresentou cancer colorretal em comum com membros da
familia do caso LFL-15. Alguns destes genes foram discutidos acima na comparagao
entre os casos LFL.

Ganho em 22q13.33 envolvendo o gene ZBEDA4 foi detectado nos casos LFL-
12 e MT-2. Os dois pacientes apresentaram o cancer de mama assim como membros
da familia do caso MT-2. Este gene foi relacionado com transtorno afetivo bipolar e
esquizofrenia (SEVERINSEN et al. 2006; NYEGAARD et al. 2010). Para o nosso
conhecimento estes pacientes ndo tem historia de transtorno bipolar e ou
esquizofrenia.

Os casos LFL-10, LFL-12, MT-14 e MT-15 apresentaram ganhos em Xq27.1,
onde ndo ha descricio de genes conhecidos. O cancer colorretal se apresentou
comum no paciente MT-14 e na familia do caso MT-15, j& o cancer de mama foi
comum nos pacientes LFL-10 e LFL-12 e o cancer de endométrio foi comum nos
pacientes LFL-10 e MT-15.

O ganho em Xq21.2 (ndo ha genes conhecidos) foi detectado nos casos LFL-

12 e MT-6. O cancer de mama foi comum nos dois pacientes.
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Quando realizamos a comparagdo entre os dois grupos, sem excluir o caso
LFL-8, as grandes delegdes encontradas no cromossomo 7 e as cnLOH, observamos
um total de 2158 genes em comuns. Utilizando a ferramenta Gene Set Enrichment

Analysis (GSEA) (http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp), verificou-se que

destes, 154 sdo fatores de transcri¢do. Desta forma, um numero consideravel de
genes associados com cancer apresentou-se alterado e, em conjunto podem
potencialmente contribuir para o desenvolvimento de multiplas neoplasias nesses
pacientes e seus familiares.

As comparagdes incluindo todos os casos do estudo e todos os tipos de
alteracdes (incluindo perdas, ganhos ¢ cnLOH) revelou achados interessantes. Foram
detectados 11 genes em comuns em nove casos: MT-14 (cnLOH), LFL-8 (perda),
LFL-14 (cnLOH), MT-6 (cnLOH), LFL-7 (cnLOH), LFL-2 (cnLOH), LFL-12
(cnLOH), LFL-3 (cnLOH) e LFL-6 (cnLOH). Cinco destes casos (LFL-3, LFL-6,
LFL-8, LFL-12 e LFL-14) apresentaram cancer de tireoide. Os genes encontrados em
comuns nesses pacientes foram: ARHGEF9, ASB12, FAM123B, FRMD8P1, LASIL,
LOC92249, MSN, MTMR8, SPIN4, ZC3H12B, ZC4H2. Ao utilizarmos a ferramenta
GSEA para enriquecimento destes genes pudemos verificar que o gene FAM123B ¢
pertencente ao grupo dos supressores tumorais. O gene FAM123B/AMERL esta
relacionado com osteopatia estriada associada a esclerose craniana e também foi
relatado como envolvido no tumor de Wilms (ZICARI et al. 2012; XU et al. 2013)
Este gene ¢ um possivel alvo de investigagdo para o melhor entendimento do
fenotipo apresentado por esses pacientes. Aury-Landas et al. (2013) identificaram

quatro casos com alteragdes que envolviam genes associados com a remodelacdo da
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cromatina e também apresentavam neoplasias em comuns, como tumor do sistema
nervoso central.

A maioria das sindromes de canceres familiares hereditarias envolve um ou
dois tipos especificos de tumores enquanto a sindrome de Li-Fraumeni ¢
caracterizada pelo desenvolvimento de uma variedade de doengas malignas, com alta
taxa de incidéncia de tumores de cérebro, mama ¢ leucemia mieldide aguda
(HWANG et al. 2003; GONZALEZ et al., 2009). Estes tipos tumorais estavam
presentes também na casuistica deste estudo. Apos o enriquecimento das alteragdes
genéticas detectadas no grupo de pacientes Li-Fraumeni-Like, foi observada uma
associagdo estatisticamente significativa de 224, 16 ¢ 61 genes, com os tumores de
cérebro, mama e leucemia mieldide aguda, respectivamente. O cancer de pulmao,
colorretal, estobmago, prostata, ovario, pancreas, linfoma, melanoma e carcinoma do
plexo cordide também sdo descritos em pacientes com LFL/LFS. As alteracdes
também foram estatisticamente associadas com cancer de prostata e pulmao
(broncopulmonar e bronquiolo-alveolar), concordando com perfil dos tumores
detectados nestes pacientes. Assim, os pacientes LFL com auséncia de mutagdes no
gene TP53 apresentaram multiplas alteragcdes envolvendo genes que foram
associados com o espectro de tumores caracteristicos da LFL sugerindo que ndo
apenas um mas varios genes alterados em conjunto poderiam estar associados com a
predisposi¢cdo ao desenvolvimento de tumores nestes pacientes.

No grupo de pacientes LFL também foram identificados 1201 genes
relacionados com carcinoma gastrico. Este tipo tumoral foi relatado nos familiares de
quatro pacientes (LFL-1, LFL-2, LFL-8 e LFL-15). MASCIARI et al. (2011)

relataram que 4,9% (21/429) de individuos Li-Fraumeni apresentam cancer gastrico.
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Entre os pacientes com multiplos tumores primarios, foi observado 1275
genes enriquecidos para cancer de mama, destes 485 genes também estavam
relacionados com processos envolvendo o carcinoma de ovario. O carcinoma de
mama foi observado em cinco probandos (MT-2, MT-3, MT-4, MT-6 ¢ MT-8) assim
como em membros de cinco familias (MT-2, MT-3, MT-4, MT-7 e MT-8).
Semelhante ao descrito acima, é possivel que estes pacientes tenham predisposi¢ao
hereditaria ao desenvolvimento de tumores por apresentarem alteragdes genomicas
envolvendo varios genes descritos em cancer.

A fung¢do dos nove genes encontrados em comum nos casos que
desenvolveram cancer de tireoide foi pesquisada no National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). O gene

ARHGEF9 codifica uma proteina que regula o CDC42, cuja ativagao foi associada
com a migragdo e invasdo celular em cancer colorretal (GAO et al 2013). O gene
ASB12 codifica uma proteina que funciona como supressor de proteinas sinalizadoras
de citocinas. O supressor tumoral FAM123B/AMERL1 foi associado com o tumor de
Wilms (XU et al. 2013). Este tipo de neoplasia ¢ um dos tumores encontrados no
espectro da LFS/ LFL

O gene FRMD8P1 ¢ um pseudogene; LOC92249, pertence ao grupo de RNA
ndo codificadores (ncRNA); ZC3H12B, pertencente a familia zinc finger e o gene
MTMRS8 nao foi associado com tumores, até o0 momento. O gene LAS1L codifica uma
proteina nucleolar importante para a proliferagdo celular e biogénese do ribossomo,
cuja deplecdo ativa a via do TP53 e ocasiona a parada do ciclo celular na fase Gl
(CASTLE et al. 2010). Vale ressaltar que a desregulacdo de genes associados com a

biogénese do ribossomo ja foram associados com o desenvolvimento de cancer, tanto
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em humanos como em animais (AMSTERDAM et al. 2004; BELIN et al. 2009).
Estudos recentes utilizando analise de expressdo proteica por imunoistoquimica
associaram o aumento de expressdo da proteina MSN com a transi¢do epitélio-
mesénquima em tumores de mama, assim como com a progressdo de tumores
cerebrais (gliomas e astrocitomas) e pior sobrevida global (WANG et al. 2012; WU
et al. 2013 e ZHU et al. 2013). O gene SPIN4 foi associado com o cancer de ovario,
enquanto o gene ZC4H2 foi associado com o carcinoma hepatocelular e deficiéncia
intelectual (PENG et al. 2008; YU et al. 2002; HIROMI et al. 2013).

Em conjunto, os dados obtidos neste estudo indicam que estes pacientes sao
portadores de véarias alteragdes estruturais que podem contribuir para o fenotipo
associado com o desenvolvimento de multiplos tumores. Novos estudos sdo
necessarios para confirmar as alteracdes detectadas nos pacientes € em seus

familiares.
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CONCLUSOES

A plataforma de microarranjos de alta resolugdo (CytoScan HD Array)
utilizada na andlise molecular permitiu identificar um grande numero de
alteracdes gendmicas raras (146 no grupo LFL e 67 no grupo MT) e novas
raras (76 no grupo LFL e 15 no grupo MT), entre ganhos, perdas e cnLOHs
nos dois grupos de pacientes estudados.

O caso LFL-8, em particular, apresentou um grande niimero de alteragdes
raras e novas raras (109). Apesar da paciente ndo apresentar quadro
fenotipico caracteristico da Sindrome de Turner, a analise molecular
identificou o mosaicismo 45,X/46,XX confirmado por andlise cromossomica
por bandamento.

Dois casos apresentaram alteracdes envolvendo 7q, sendo uma delecdo em
mosaicismo de 42 Mb (MT-2) e uma cnLOH de 49 Mb (MT-4). Essa regido ¢
potencial candidata para estar associada com o fenotipo de multiplos tumores
detectados nestes pacientes.

As alteracdes classificadas como cnLOHs foram observadas em quase todos
os casos, sendo mais frequentes nos casos LFL-11, LFL-14, MT-8 e MT-14.
As regides/genes envolvidos em cnLOHs podem estar associados a inativagao
de genes supressores tumorais ou ativagdo de oncogenes tendo, portanto, um
papel na carcinogénese.

A investigagdo de mutacdes nos genes BRCALl e BRCA2 em familias

especificas (MT-2 e MT-4 ) ndo revelou a presenga de mutagdes patogénicas,
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embora tenham sido identificadas algumas variantes de significado
desconhecido.

Considerando todas as alteragdes novas raras e raras, a comparagao dos casos
LFL e MT revelou 11 genes alterados (ARHGEF9, ASB12, FAM123B,
FRMDS8P1, LASIL, LOC92249, MSN, MTMRS, SPIN4, ZC3H12B, ZC4H2)
comuns a nove casos. Notavelmente, cinco desses pacientes (LFL-3, LFL-6,
LFL-8, LFL-12 e LFL-14) desenvolveram cancer de tire6ide, sugerindo o
envolvimento desses genes na etiologia deste tipo tumoral.

Os dados obtidos neste estudo indicam que estes pacientes podem ser
portadores de varias alteragdes estruturais, muitas delas envolvendo genes
associados com processos tumorais, que podem contribuir para o fendtipo
associado com o desenvolvimento de multiplos tumores.

Novos estudos sdo necessarios, principalmente envolvendo as cnLOH para
confirmar as alteragdes encontradas e o seu significado na predisposicao

hereditaria ao cancer.
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Anexo 1 — Carta de aprovagao do projeto no Comité de ética em Pesquisa do AC

Cancer Center

Hospital

Comité de Etica em
A.C.Camargo Pesquisa - CEP

Centro de Ensino e F isa em CAncer

Sao Paulo, 21 de dezembro de 2012.

A
Dra. Silvia Regina Rogatto.

Aluna: Tatiane Ramos Basso (Mestrado).

Ref.: Projeto de Pesquisa n°. 1726/12

“Alteragdes Gendmicas em Paci Portadores de Miltiplos Tumores Primiirios que
se Enquadram nos Critérios Clinicos da Sindrome de Li-Fraumeni e Li-Fraumeni like,
Negativos para Mutagdes no Gene TP53”.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo
Antonio Prudente — Hospital do Céncer - A.C. Camargo/SP, em sua ultima reunifio de
11/12/2012, aprovaram a realizagio do protocolo do estudo em referéncia (datado de 03 de
setembro de 2012) e tomaram conhecimento dos seguintes documentos:

Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos;
Termo de Compromisso do Pesquisador com Resolugdes do Conselho Nacional de
Satde;
Termo de Dispensa do Consentimento Livre e Esclarecido;

* Declaragio Sobre os Dados Coletados, Publicagdo dos Dados e Propnedade das
Informagdes Geradas;
Declaragiio Sobre o Uso e Destino do Material Biolégico, Publicagéio dos Dados e
Propriedade das Informagbes Geradas;
Declaragio de Ciéncia e Comprometimento do Biobanco do Hospital AC
Camargo;
Declaragdo Sobre a Publicagiio dos Dados de Pesquisa Utilizando Amostras
Fornecidas e Processadas Pelo Biobanco do Hospital AC Camargo;
Declaragéio de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Oncogenética do
Hospital AC Camargo;
Declaragfio de Ciéncia e Comprometimento do Laboratério de NeoGene do Centro
Internacional de Pesquisa (CIPE) do Hospital AC Camargo;
Declaragdo de Infraestrutura e Instalagbes do Centro Internacional de Pesquisa
(CIPE) do Hospital AC Camargo;
Orgamento Financeiro Detalhado.
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Informacdes a respeito do andamento do referido projeto deverdio ser encaminhadas a
assistente do CEP dentro de 12 mes$‘s.
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Atenciosamente,

Dr. Antﬁmo ugu Jusé Fraes Marqnes Campos _
2° Vlce-Coordepador do Comité de' F‘tiu em Pesquisa
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s80 Paulo, 5P - 01509-800
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Anexo 2 — Heredogramas das familias ndo apresentados no texto.
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