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"Um homem precisa viajar. Por sua conta, ndo por meio de histoérias,
imagens, livros ou TV. Precisa viajar por si, com seus olhos e pés, para
entender o que é seu. Para um dia plantar as suas arvores e dar-lhes valor.
Conhecer o frio para desfrutar o calor. E o oposto. Sentir a distancia e o
desabrigo para estar bem sob o proprio teto. Um homem precisa viajar para
lugares que ndo conhece para quebrar essa arrogancia que nos faz ver o
mundo como o imaginamos, e ndo simplesmente como é ou pode ser; que
nos faz professores e doutores do que ndo vimos, quando deveriamos ser
alunos, e simplesmente ir ver."

Amyr Klink
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RESUMO

Andrade KC. Avaliacdo do comprimento telomérico em portadores da
sindrome de Li-Fraumeni. Sdo Paulo; 2016. [Dissertagdo de Mestrado-

Fundagao Antbnio Prudente].

Caracteristicas de envelhecimento saudavel e a ocorréncia de canceres em
idades tardias tém sido observadas em pacientes portadores da sindrome de
Li-Fraumeni que possuem a mutagdo germinativa fundadora p.R337H no
gene TP53. Comprimento telomérico leucocitario, um marcador de doencgas
associadas a idade, foi mensurado por gPCR em 66 individuos com a
mutacédo p.R337H, 65 com outras mutagbes germinativas no gene TP53, e
112 controles. Analise multivariada com modelo de regressao linear com
efeitos mistos demonstrou que individuos com a mutacao p.R337H possuem
encurtamento telomérico relacionado a idade significativamente inferior em
comparagao com portadores de outras mutagées em TP53 (p = 0,0014) e
controles (p = 0,033). Isto sugere que a mutagdo p.R337H pode estar
envolvidas ndo apenas em processos carcinogénicos relacionados ao gene
TP53, mas também em mecanismos de senescéncia celular, como a
biologia dos teldmeros. A mutacao p.R337H pode conferir uma vantagem
seletiva que levou a sua persisténcia ao longo de geragdes, apesar de sua

associacao com o risco elevado de cancer.



SUMMARY

Andrade KC. [Evaluation of telomere length in Li-Fraumeni syndrome
patients]. Sdo Paulo; 2016. [Dissertagcdao de Mestrado-Fundacdo Antbnio

Prudente]

Features of healthy aging and late ages at cancer onset have been observed
in Li-Fraumeni syndrome patients with the TP53 p.R337H founder mutation.
Leukocyte telomere length, a marker of age-associated diseases, was
measured by qPCR in 66 individuals with the TP53 p.R337H mutation, 65
with other germline TP53 mutations, and 112 controls. Multivariable analyses
with kinship linear mixed effects models revealed statistically significant lower
than expected age-related telomere shortening in individuals with the
p.R337H mutation compared with other LFS patients (p=0.0014) and controls
(p=0.033). This suggests that the p.R337H mutation may be involved not
only in TP53-related carcinogenesis, but also in cellular senescence
mechanisms such as telomere biology. The p.R337H mutation may confer a
selective advantage which has led to its persistence across generations

despite its association with increased cancer risk.
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1  INTRODUCAO

1.1 A SINDROME DE LI-FRAUMENI: DEFINICAO E ESPECTRO

TUMORAL

A sindrome de Li-Fraumeni (LFS, do inglés Li-Fraumeni syndrome;
OMIM #151623) é uma doenca autossdbmica dominante de predisposicao
hereditaria ao cancer inicialmente descrita em 1969 por LI e FRAUMENI
(1969a e b). A LFS apresenta uma penetrancia estimada de 90% até os 60
anos de idade (PALMERO et al. 2009), e os tumores associados podem se
desenvolver desde os primeiros anos de vida até a fase adulta. O espectro
de tumores da sindrome €& amplo e heterogéneo, sendo os carcinomas
adrenocorticais (ADR), tumores do sistema nervoso central (SNC), sarcomas
0sseos (SO) e sarcomas de partes moles (SPM) os mais frequentes em
pacientes pediatricos. Ja em adultos, os tipos mais comuns s&o os canceres
de mama e os SPM (BOUGEARD et al. 2015). Embora em menor
proporgao, outros tipos tumorais com idades de acometimento geralmente
inferiores ao descrito para a populacdo geral também sdo comumente
observados. Entre eles, pode-se citar leucemia, cancer de pulmé&o,
melanoma, cancer colorretal, adenocarcinoma gastrico e cancer de prostata
(NICHOLS et al. 200; PALMERO et al. 2009).

O diagndstico clinico da LFS é realizado frente a analise do historico
pessoal e familiar de cancer. O critério inicialmente proposto, denominado

como ‘“classico”, € constituido pelas seguintes caracteristicas: probando



diagnosticado com sarcoma antes dos 45 anos de idade acompanhado de
um familiar de primeiro grau com qualquer cancer antes dos 45 anos de
idade, e outro familiar de primeiro ou segundo grau com qualquer cancer
antes dos 45 anos, ou sarcoma em qualquer idade (LI et al. 1988). Contudo,
ha familias em que o padrao de ocorréncia de tumores & similar, mas nao
inteiramente consistente com os parametros determinados por este critério.
Desta forma, estudos subsequentes propuseram critérios mais abrangentes
com o intuito de diagnosticar um maior numero de portadores. O Quadro 1
demonstra todos os critérios ja estabelecidos (LI et al. 1988; BIRCH et al.
1994; EELES 1995; CHOMPRET et al. 2001; TINAT et al. 2009;
BOUGEARD et al. 2015), sendo que destes, os critérios classicos e o de
Chompret 2015 sao os atualmente recomendados para a pratica clinica.

Até o momento, a ocorréncia da LFS é atribuida a deteccao de
mutagdes germinativas no gene TP53 (MALKIN et al. 1990). Segundo o
banco de dados da International Agency for Research on Cancer (IARC,
R17, Novembro de 2013), aproximadamente 90% das 767 mutacdes ja
descritas na LFS estao distribuidas ao longo do dominio de ligagédo ao DNA
(PETITJEAN et al. 2007; BOUGEARD et al. 2015). Quanto a taxa de
deteccédo, é possivel identificar mutacées no gene TP53 em cerca de 71%
das familias com LFS classica (VARLEY et al. 1997), e entre 18% (TINAT et
al. 2009) a 21% (RUIJS et al. 2010) em familias que preencham os critérios

revisados de Chompret 2009.



Quadro 1 - Critérios clinicos para o diagnostico da LFS

Classificacéo Descricéo Referéncia
*Probando diagnosticado com sarcoma antes dos 45 anos de
idade; E
LFS - Um familiar de 1° grau com qualquer cancer antes dos 45 anos Li et al.
Cléassico de idade; E 1988
- Outro familiar de 1° ou 2° grau com qualquer cancer antes dos
45 anos ou sarcoma em qualquer idade.
* Probando com qualquer cancer na infancia; OU
¢ Probando com SPM, SNC ou ADR antes dos 45 anos; E
Bi - Um familiar de 1° ou 2° grau com cancer tipico da LFS em | BIRCH et al.
irch : .
qualquer idade; E 1994
- Familiar de 1° ou 2° grau com qualquer cancer antes dos 60
anos de idade.
LFL-Eeles 1
» Presenga de dois familiares de 1° ou 2° grau com cancer tipico
da LFS em qualquer idade.
Eeles LFL-Eeles 2 E1E QLQESS
* Probando com sarcoma em qualquer idade; E
- Dois tipos diferentes de canceres tipicos da LFS em familiares
de 1° ou 2° grau.
» Probando com céancer tipico da LFS antes dos 36 anos; E
- Familiar de 1° ou 2° grau com qualquer cancer antes dos 46
anos; OU
- Familiar com multiplos tumores em qualquer idade; OU CHOMPRET
Chompret * Probando com multiplos tumores primarios, incluindo dois que etal.
sejam tipicos da LFS, com o primeiro tumor sendo diagnosticado 2001
antes dos 36 anos, independente da histéria familiar; OU
*Probando com ADR em qualquer idade e independente da
histéria familiar.
*Probando com cancer tipico da LFS antes dos 46 anos; E
- Ao menos um familiar de 1° ou 2° grau com cancer tipico da
LFS (exceto cancer de mama se o probando tem cancer de
mama) antes dos 56 anos ou com multiplos tumores; OU
Chompret *Probando com multiplos tumores (exceto multiplos casos de | TINAT etal.
2009 cancer de mama), sendo que dois destes devem pertencer aos 2009
espectro LFS e o primeiro deve ter se desenvolvido antes dos 46
anos; OU
*Probando com ADR ou CPC, independentemente da histéria
familiar.
» Probando com cancer tipico da LFS antes dos 46 anos; E
- Ao menos um familiar de 1° ou 2° grau com cancer tipico da
LFS (exceto cancer de mama se o probando tiver cancer de
mama) antes dos 56 anos ou com multiplos tumores; OU
*Probando com multiplos tumores (exceto multiplos casos de BOUGEARD
Chompret cancer de mama), sendo que dois destes devem pertencer aos ot al
2015 espectro LFS e o primeiro deve ter se desenvolvido antes dos 46 2015
anos; OU
*Probando com ADR, CPC ou rabdomiossarcoma embrionario de
subtipo anaplasico, independente da histoéria familiar; OU
*Probando diagnosticado com céncer de mama antes dos 31
anos de idade.

Legenda - abreviagdes: LFS: sindrome de Li-Fraumeni; SPM: sarcoma de partes moles; SNC:
tumores do sistema nervoso central; ADR: carcinoma de adrenocortical; CPC: carcinoma de plexo
corodide. Espectro tipico da LFS: SPM, ADR, SNC, SO e cancer de mama pré-menopausa.



Timeline | Mutac¢dio germinativa TP53 p.R337H: primeiros 15 anos de estudos
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Figura 1 — Linha do tempo contendo os principais resultados sobre a mutagédo p.R337H ao longo dos primeiros 15 anos de

estudos. (*) denota estudos realizados pelo nosso departamento ou em colaboragao..



1.1.1 A mutacgéo p.R337H: aspectos clinicos e moleculares

No Brasil, importantes estudos sobre a sindrome foram publicados
durante os ultimos 15 anos (Figura 1). Em 2001, foi identificada em 35 de 36
(97%) criancas brasileiras portadoras de ADR (RIBEIRO et al. 2001), uma
mutacgao que leva a substituicdo de uma arginina por uma histidina no cédon
337 (NC_000017.9: c.1010G>A; p.R337H), do dominio de oligomerizagao da
proteina p53. No mesmo ano, a mutacdo p.R337H também foi encontrada
em cinco de 37 (13,5%) adultos com ADR sem histérico familiar de cancer
condizente com os critérios classicos da LFS (LATRONICO et al. 2001).

Mediante este contexto, a mutacdo p.R337H foi inicialmente
caracterizada como sendo tumor-especifica da glandula adrenal,
estimulando estudos bioquimicos que propuseram hipoteses para explicar a
causa desta caracteristica. DIGIAMMARINO et al. (2002) identificaram que
frente a alteragdes no pH intracelular (de 7 para 8), a proteina mutada, que
apresenta uma conformagcdo menos estavel do que a selvagem, perde a
interagao da histidina com o residuo Asp352. Esta desestruturacdo culmina
na mudanca conformacional da proteina e, consequentemente, na perda de
ligacbes de alta afinidade com moléculas de DNA. Uma vez que a glandula
adrenal sofre extenso remodelamento celular durante o desenvolvimento pré
e pos-natal, ela requer uma resposta funcional de mecanismos apoptoticos
que elevam o pH intracelular (SPENCER et al. 1999; LALLI 2010). Desta
forma, acreditava-se que a glandula adrenal propiciava o microambiente
celular perfeito para a desestabilizacdo da proteina e, consequentemente, ao

desenvolvimento tumoral. Contudo, uma vez que a glandula adrenal nao é



a unica a passar por este processo de remodelamento, indagacbes a
respeito desta afirmacao foram prontamente estabelecidas (HAINAUT 2002).
Nos anos seguintes, diversos estudos epidemioldgicos, moleculares e
clinicos foram conduzidos buscando compreender o impacto da mutacao
p.R337H no desenvolvimento de ADR e a conduta clinica necessaria para
este grupo especifico de portadores (LEE et al. 2003; LONGUI et al. 2004;
SANDRINI et al. 2005; PEREIRA et al. 2005; RODRIGUEZ-GALINDO et al.
2005; FIGUEIREDO et al. 2006; ZANCANELLA et al. 2006; MARQUES-
PEREIRA et al. 2006; PIANOVSKI et al. 2006).

Em 2007, entretanto, nosso grupo descreveu uma importante
associacao direta desta mutacdo com a LFS, demonstrando que individuos
com a mutacao p.R337H, assim como portadores de mutagdes no dominio
de ligacdo ao DNA, também apresentavam alto risco de desenvolver uma
ampla gama de tumores do espectro da LFS (ACHATZ et al. 2007). Dada a
relacdo da mutacdo p.R337H com diversos outros tumores e sua elevada
prevaléncia na populacao brasileira, estudos epidemiolégicos tém sugerido o
seu rastreamento em pacientes que tenham desenvolvido outros tumores,
tais como os carcinomas pediatricos de plexo cordide (CUSTODIO et al.
2011; SEIDINGER et al. 2011) e neuroblastoma (SEIDINGER et al. 2015).
Adicionalmente, devido a uma forte associacdo com cancer de mama,
incluindo o tumor filédes (GIACOMAZZI et al. 2013), o teste genético para a
mutacédo tem sido sugerido para mulheres que desenvolveram cancer de

mama em idade jovem (ASSUMPCAO et al. 2008; CURY et al. 2014;



GIACOMAZZI et al. 2014, Andrade et al. no prelo, Anexo 5; Andrade et al.
aprovagao, Anexo 6).

Em 2008, com o objetivo de avaliar a prevaléncia da mutagcéo na
populacdo do sul do pais, foram avaliadas 750 mulheres em um teste de
triagem para cancer de mama na cidade de Porto Alegre/RS. Na populagao
estudada, duas mulheres foram detectadas como portadoras da mutacéo,
resultando em uma prevaléncia estimada de aproximadamente 0,27%, isto
€, cerca de 10 a 20 vezes maior do que qualquer outra mutacao ja descrita
no gene TP53 (PALMERO et al. 2008). Semelhantemente, (CUSTODIO et
al. 2013 realizaram um rastreamento neonatal no estado do Parana com
mais de 170 mil criangas e confirmaram a alta prevaléncia na regidao Sul do
pais, embora seja um estudo passivel de consideragcbes por ndo atender
alguns aspectos éticos descritos por ACHATZ et al. 2009, como o
acompanhamento dos familiares positivos.

Esta alta prevaléncia motivou estudos que buscaram compreender a
origem da mutagdo assim como explicar a sua constante propagacéo.
Corroborando evidéncias anteriormente publicadas por PINTO et al. (2004),
GARRITANO et al. (2010) analisaram um painel com 29 marcadores
polimdrficos intragénicos em 12 portadores da mutagédo p.R337H,
aparentemente ndo relacionados, e demonstraram que todos possuiam a
mutagcdo no mesmo haplétipo A3 de descendéncia caucasiana. Devido a
baixa probabilidade deste fendmeno ocorrer de forma independente,
surgiram as primeiras evidéncias de que estes individuos possuiam um

ancestral comum de provavel origem portuguesa. Esta hipétese foi levantada



com base na distribuicdo geografica dos portadores ao longo de um eixo
denominado “rota dos tropeiros”, uma rota entre as cidades de Porto Alegre
e S&o Paulo utilizada por mercadores portugueses durante os séculos XVIII
e XIX. Em contrapartida, PASKULIN et al. (2015) inseriram um debate
quanto ao seu contexto histérico ao identificarem que a mutagao p.R337H
tem a sua ancestralidade estimada em aproximadamente 2000 anos.

Assim como estudos que auxiliaram a conduta clinica dos portadores,
algumas abordagens moleculares sobre a mutagdo p.R337H também tém
sido realizadas. Quanto ao seu potencial carcinogénico, além do impacto
gerado na atividade da proteina p53, a presenca da mutacéo esta associada
a maiores niveis de indicadores de estresse oxidativo devido a um provavel
mecanismo bioenergético celular desregulado (MACEDO et al. 2012).
Contudo, ao invés de mecanismos que estimulem o desenvolvimento
tumoral, uma das principais caracteristicas atribuidas a mutagao p.R337H é
sua baixa penetrancia especialmente em portadores mais jovens. Acredita-
se que 15% dos portadores desenvolverao um tumor maligno antes dos 30
anos de idade, um valor abaixo do esperado quando comparado a
portadores de mutagdes no dominio de ligagdo ao DNA, que chega a 50%
na mesma faixa etaria. A principal consequéncia desta caracteristica é que,
ao contrario da esperada selegdo negativa durante a evolugdo, seus
portadores possuem maior probabilidade de viver até idades reprodutivas,
possibilitando a propagag¢ao desta mutagao e sua permanéncia ao longo de

geragdes (GARRITANO et al. 2010).



Tais variagdes na idade de acometimento tumoral sugerem que outros
fatores genéticos também podem contribuir como modificadores de
penetrancia. Uma caracteristica, potencialmente protetora, é o fato de
portadores p.R337H possuirem um perfil semelhante a individuos controles
quanto a proporgao de variagdes no numero de cédpias gendmicas (CNV, do
inglés Copy Number Variation), diferentemente do padrdo observado no
grupo de portadores de mutagdes no dominio de ligagao ao DNA da proteina
p53 do mesmo estudo (SILVA et al. 2012) e de outro anteriormente
publicado (SHLIEN et al. 2008).

Apesar de ndo serem descritos exclusivamente em portadores da
mutacdo p.R337H, outros modificadores genéticos foram reportados como
moduladores de penetrancia na LFS. O polimorfismo MDM2 rs2279744
(c.14+309T>G) que esta relacionado a ocorréncia de cancer em idades mais
precoces, sendo que os portadores apresentam idade média de
acometimento inicial aos 19,6 anos, enquanto os nao portadores geralmente
desenvolvem o primeiro tumor aos 30 anos (BOND et al. 2004 e 2005). O
polimorfismo TP53 rs1042522 (c.215C>G; p.Pro72Arg), associado ao
rs2279744, reduz a idade de acometimento para 16,9 anos (BOUGEARD et
al. 2006). O polimorfismo TP53 rs17878362 (c.96+41 96+56del16) esta
associado a uma diferenca de 19 anos na idade média de diagndstico do

primeiro cancer (MARCEL et al. 2009).
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1.1.2 Envelhecimento saudavel em portadores da mutacédo p.R337H
Além da penetrancia reduzida para o desenvolvimento de cancer
observada em pacientes mais jovens, estudo prévio do nosso grupo
identificou um subgrupo de portadores da mutagdo p.R337H, néo
relacionados e acima dos 55 anos, nos quais caracteristicas peculiares
puderam ser observadas (Andrade, KC; Costa, ACLV.; Nobrega A.; Savage,
SA.; Achatz, MI. The germline TP53 p.R337H mutation: a putative selective
advantage? [Abstract]. In: Annual Meeting of the American Association for
Cancer Research; 2015 Apr 18-22; Philadelphia (PA). Abstract ref. 2753).
De forma geral, foi encontrada uma menor ocorréncia de condi¢des
patolégicas comuns do envelhecimento, tais como osteoporose (p=0,0014),
doengas de Alzheimer, Parkinson e hipertensdo (LEITE et al. 2016,
manuscrito em preparagdo). Em avaliagdo clinica, estes pacientes
apresentavam aspectos fisicos como tdnus muscular e cutaneo que
remetiam a uma aparéncia mais jovem em relagao as idades cronoldgicas
apresentadas. Essa observagao também foi referida pelos proprios membros
das familias, que relataram até mesmo um time de futebol composto por
primos da familia Y0012, todos na faixa etaria dos 72 a 85 anos. Este perfil
unico, indicando um envelhecimento mais saudavel do que a populagao
geral, poderia ser uma evidéncia de que portadores p.R337H estivessem
sob a influéncia de fatores genéticos que direta ou indiretamente poderiam
afetar vias de sinalizagao envolvidas no processo de senescéncia celular e

envelhecimento.
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1.2 TELOMEROS COMO BIOMARCADORES DE SENESCENCIA

CELULAR

Teldmeros humanos sdo complexos nucleoproteicos localizados no
final dos cromossomos que consistem de repeticoes TTAGGG consecutivas
na mesma fita de DNA (MOYZIS et al. 1988). Estas estruturas servem como
sitio de ligacao para diversas proteinas que, sob um conjunto denominado
shelterina (do inglés, shelterin), conferem protecdo aos cromossomos da
degradacao por nucleases, de recombinacdes e de rearranjos (PALM e DE
LANGE 2008). Além disso, sdo considerados como um dos marcos do
envelhecimento (LOPEZ-OTIN et al. 2013), atuando como indicadores de
senescéncia celular (VAZIRI et al. 1994; BLASCO 2005; AUBERT e
LANSDORP 2008; CALADO e YOUNG 2009; O'SULLIVAN e KARLSEDER
2010). Este papel é atribuido uma vez que durante a replicacdo do DNA, a
DNA polimerase € incapaz de copiar o segmento 3’ terminal da fita
descontinua de DNA (OLOVNIKOV 1971, citado por OLOVNIKOV 1973,
p.1982). Consequentemente, os teldmeros se encurtam a cada ciclo de
divisdo celular até o nivel critico conhecido como limite de HAYFLICK
(HAYFLICK 1965), desencadeando uma resposta molecular que induz a

apoptose ou senescéncia celular (AUBERT e LANSDORP 2008).
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1.2.1 Comprimento telomérico de leucécitos: base para estudos
epidemiolégicos

O comprimento telomérico de leucdcitos extraidos de sangue
periférico, correlacionado com o comprimento telomérico de outros tecidos,
tais como pele, musculo esquelético e gordura (FRIEDRICH et al. 2000;
DANIALI et al. 2013), tem sido alvo de diversos estudos epidemioldgicos que
buscam possiveis correlagcbes entre teldbmeros e a saude humana. Embora
haja resultados contraditérios ou ocasionalmente apresentem uma fraca
associacao, teldmeros curtos tém sido associados a uma pior sobrevida
(RODE et al. (2015) e a riscos mais elevados de doencgas cardiovasculares
(CAWTHON et al. 2003; HAYCOCK et al. 2014), infeccbées (COHEN et al.
2013), diabetes mellitus Tipo 2 (ZHAO et al. 2013) e cancer (MA et al. 2011;
WENTZENSEN et al. 2011).

Além destas associagdes entre menor comprimento telomérico e
maior risco de doencgas, sindromes de envelhecimento prematuro, como a
sindrome de Werner (CRABBE et al. 2007) e a ataxia telangiectasia
(METCALFE et al. 1996) estdo fortemente correlacionadas a disfuncéo
telomérica por meio de mutagdes nos genes WRN e ATM, respectivamente.
O encurtamento telomérico excessivo € também um dos fatores etioldgicos
envolvidos na manifestacado clinica de diversas outras doengas, como a
disceratose congénita (SAVAGE e ALTER 2009), anemia aplasica, fibrose
pulmonar, cirrose hepatica e alguns canceres (CALADO E YOUNG 2009).

Apesar de também nao ser um consenso (MARTIN-RUIZ et al. 2005;

BISCHOFF et al. 2006; HALASCHEK-WIENER et al. 2008; ZEKRY et al.
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2012), alguns estudos tém sugerido que individuos mais saudaveis e/ou que
possuam maior expectativa de vida apresentem teldbmeros mais longos.

A peninsula de Nicoya - Costa Rica, reconhecida por ser uma das
zonas azuis do planeta, isto &, locais onde ha concentragcdo expressiva de
individuos centenarios (BUETTNER. 2010; ROSERO-BIXBY et al., 2013) foi
a base para um dos estudos de comprimento telomérico em pessoas
excepcionalmente longevas. Os pesquisadores descobriram que a
populacao centenaria de Nicoya tinha teldmeros maiores do que habitantes
de outras regides do pais. Apos considerar fatores biolégicos, dietéticos,
sociais e demograficos, os autores concluiram que este resultado poderia
ser um forte indicador de associagao entre teldbmeros longos e a longevidade
encontrada naquela regidao (REHKOPF et al. 2013).

Em avaliacdo realizada em gémeos, BAKAYSA et al. (2007)
verificaram que a parcela de individuos pertencentes ao quartil com o maior
comprimento telomérico apresentava maior sobrevida durante o
acompanhamento do estudo. Em comparagdo direta, o gémeo que
apresentava o menor comprimento telomérico tinha um risco de morte trés
vezes maior (morte por todas as causas) do que o0 seu co-gémeo.

Telébmeros significativamente maiores também foram identificados em
centenarios “saudaveis” (classificagao dada a individuos fisicamente ativos e
sem algumas doengas especificas como hipertensdo, deméncia, cancer,
diabetes, dentre outras) do que em centenarios “ndo-saudaveis” (individuos
que possuiam alguma limitagao fisica e no minimo duas das condi¢oes

patolégicas consideradas) de uma coorte norte-americana. Dada a
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inconsistente associagdo entre comprimento telomérico e longevidade na
literatura, os autores sugeriram que, ao invés da longevidade em si, o fator
associado ao comprimento telomérico poderia ser, na verdade, a saude de
um individuo (TERRY et al. 2008). Resultados semelhantes também foram
encontrados em judeus centenarios de etnia Ashkenazi que apresentavam
perfis fisiologicos e metabdlicos de envelhecimento saudavel e fungdes

cognitivas melhores em relagéo ao grupo controle (ATZMON et al. 2010).

1.3 COMPRIMENTO TELOMERICO E A SINDROME DE LI-

FRAUMENI

Até o momento, apenas trés estudos avaliaram o comprimento dos
teldbmeros em grupos relativamente pequenos de pacientes LFS (TABORI et
al. 2007; TRKOVA et al. 2007; PINTO et al. 2009). TABORI et al. (2007)
demonstraram que os telébmeros dos pacientes LFS eram mais curtos em
relacdo aos individuos wild-type TP53 de idades pareadas. Os autores
também sugeriram que pacientes LFS apresentavam maiores taxas de
encurtamento telomérico. De acordo com um modelo de tendéncia de taxas
de encurtamento telomérico ao longo da vida, foi observado que telémeros
mais curtos estavam diretamente associados com o desenvolvimento de
cancer em idades mais jovens. Resultados similares foram encontrados nos
outros estudos (TRKOVA et al. 2007; PINTO et al. 2009) que,
semelhantemente, também indicaram uma importante aplicacdo deste

conhecimento no manejo de pacientes LFS, sugerindo a utilizacdo do
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comprimento telomérico como um biomarcador para prever o fendbmeno da
antecipagao genética e avaliar o risco de desenvolvimento tumoral.

Apesar de avancos no conhecimento da sindrome, os estudos de
comprimento telomérico e a LFS foram limitados, quase que exclusivamente,
a analise de portadores de mutagées no dominio de ligagdo ao DNA. Com
base na penetrancia reduzida em pacientes mais jovens e no perfil clinico de
envelhecimento saudavel, nossa hipotese era que a mutacdo p.R337H

poderia ter um impacto diferente na biologia telomérica.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Avaliar o comprimento telomérico relativo em pacientes LFS com a
mutacao p.R337H, em pacientes LFS com outras mutag¢des germinativas no
gene TP53 e em controles (familiares negativos para mutagdes em TP53

nao afetados por cancer).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar os valores estimados de comprimento telomérico ao
nascimento e de encurtamento telomérico relacionado a idade entre os
seguintes grupos:
- Controles: filhos controles de pais portadores vs. filhos controles de pais
controles;
- Coorte brasileira: filhos controles de pais controles vs. filhos controles de
pais portadores p.R337H vs. portadores p.R337H;
- Coorte norte-americana: filhos controles de pais controles vs. filhos
controles de pais portadores de outras mutacdées em TP53 vs. portadores de
outras mutacdes em TP53;
- Coorte brasileira e norte-americana: portadores p.R337H vs. portadores de
outras mutacdes em TP53; controles americanos vs. controles brasileiros;
filnos controles de pais portadores p.R337H vs. filhos controles de pais

portadores de outras mutagdes em TP53.
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ABSTRACT

Late ages at cancer onset and features of healthy aging have been observed
in Li-Fraumeni syndrome patients with the TP53 p.R337H founder mutation.
Leukocyte telomere length, a marker of age-associated diseases, was
measured by qPCR in 66 individuals with the TP53 p.R337H mutation, 65
with other germline TP53 mutations, and 112 controls. Multivariable analyses
with kinship linear mixed effects models revealed statistically significant lower
than expected age-related telomere shortening in individuals with the
p.R337H mutation compared with other LFS patients (p=0.0014) and controls
(p=0.033). This suggests that the p.R337H mutation may be involved not
only in TP53-related carcinogenesis, but also in cellular senescence
mechanisms such as telomere biology. The p.R337H mutation may confer a
selective advantage which has led to its persistence across generations

despite its association with increased cancer risk.
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Main Text

Li-Fraumeni syndrome (LFS) is a highly penetrant cancer
susceptibility disorder primarily caused by autosomal dominant germline
mutations in the TP53 tumor suppressor gene'. Although considered rare
worldwide, it has an estimated prevalence of up to 0.3% in Southern and
Southeastern Brazil due to the founder p.R337H mutation®*. Individuals with
this mutation in the oligomerization domain of the p53 protein have been
reported to develop a wide-variety of LFS-related tumors® at relatively older
ages than those LFS patients with mutations in the p53 DNA binding
domain®’, which is the hotspot for germline TP53 mutations (IARC TP53
database, R17, November 2013)%. Our clinical observation of a remarkable
youthful appearance in older members of our cohort of LFS patients with the
p.R337H mutation prompted a pilot study in which we documented a low
incidence of age-associated diseases in those patients (Andrade, KC; Costa,
ACLV; Nobrega A; Savage, SA; Achatz, MIl). The germline TP53 p.R337H
mutation: a putative selective advantage? [Abstract]. In: Annual Meeting of
the American Association for Cancer Research; 2015 Apr 18-22;
Philadelphia (PA). Abstract ref. 2753). These characteristics suggest that
individuals with the TP53 p.R337H mutation may possess genetic factors that
direct or indirectly affect both cancer penetrance and cellular senescence
pathways.

Telomeres are nucleoprotein complexes at chromosome ends

fundamental for genomic stability °. They shorten with each cell division due
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to incomplete replication of the 3 DNA overhang, and thus, are considered
as markers of cell division and aging'®"". Leukocyte telomere length (LTL) is

1213 and has been

correlated with telomere lengths in other human tissues
evaluated in numerous epidemiological studies on human health. Short LTL
has been associated with high risk of cardiovascular™ and inflammatory’

16,17

diseases, cancer, and telomere biology disorders such as dyskeratosis

congenita’®?°. Conversely, longer LTL has been associated with longevity
and healthy aging in different populations?'%*,

In LFS patients with TP53 mutations, located mostly in the DNA-
binding domain, LTL has been postulated to be shorter, associated with age

at cancer onset®?’

, and to have accelerated shortening over time than that
of healthy controls?®®. However, the role of the TP53 p.R337H mutation in
telomere biology has not been investigated. In order to better understand the
role that TP53 mutations may play in telomere biology and aging, we
compared estimated telomere length at birth and age-related telomere

shortening in LFS patients with the p.R337H mutation and others, and

mutation-negative healthy controls.

Results

Characteristics of study participants
This study included 146 individuals (66 mutation-positive for the
p.R337H mutation and 80 mutation-negative) from 27 families in the Brazilian

cohort, and 97 participants (65 mutation-positive for other than p.R337H and
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32 mutation-negative) from 44 families in the US NCI cohort. The distribution
of family sizes within each cohort and the types of germline TP53 for the NCI
cohort are described in Supplementary Tables 1 and 2, respectively. The
majority of Brazilian participants (64.4%) were from two very large families
and this is accounted for using kinship linear mixed effects models (Online
Methods). Cancer-free mutation-negative relatives (bloodline and spouses)
were used as controls and sub-divided in two subgroups according to their
parents' genetic status as mutation-negative individual from a mutation-
positive parent (MN-PP); or mutation-negative individual from a mutation-
negative parent (MN-PN).

Characteristics of study participants, including the number of
individuals in each cohort, median age, and cancer status are summarized in
Table 1. Both cohorts had more mutation-positive (MP) females than males
(70% and 72% versus 30% and 28%, for Brazil and NCI, respectively). The
MN-PN subgroup from NCI had higher median age than the other groups
from the same cohort (median age 38 years in MP, 38 in MN-PP, and 46.5 in
MN-PN; p=0.08, ANOVA). A similar difference was present in the Brazilian
cohort, with the MN-PN being the oldest group (median age 38.5 years in
MP, 37 years in MN-PP, and 45 years in MN-PN; p=0.21, ANOVA). In both
cohorts, males were younger than females in all groups, except in the MN-
PN. Amongst the Brazilian MP group 20% of males and 56.5% of females
had developed cancer prior to blood collection compared with 44.4% of
males and 74.5% of females from NCI. None of the patients was undergoing

cytotoxic treatment for cancer at the time of blood draw (Online Methods).



23

Telomere length by TP53 status and mutation type

Unadjusted LTL (log-transformed standardized T/S ratio) was
tabulated and plotted across genetic subgroups and cohorts. Among the NCI
cohort, median log-transformed standardized T/S ratio was comparable in
MP and MP-PN groups but shorter in MN-PP (median = -0.5 in MP, -0.3 in
MN-PP, and -0.5 in MN-PN, Fig. 1 and Supplementary Table 3). Among the
Brazilian cohort, the MP and the MN-PP subgroup had longer median log-
transformed standardized T/S ratio than the MN-PN subgroup (median LTL=
-0.1 in MP, -0.1 in MN-PP, and -0.3 in MN-PN, Fig. 1and Supplementary
Table 3).

Cross-cohort comparisons showed that individuals in the NCI cohort
had lower log-transformed standardized T/S ratio than those from Brazil,
regardless of mutation status (Fig. 1 and Supplementary Table 3). Notably,
LTL was longer in LFS patients with the p.R337H mutation compared with
those with other TP53 mutations. This finding was consistent in the five
individuals from the NCI cohort with p.R337H mutation (Online Methods and

Supplementary Fig. 1).

Mutation-negative subgroups have similar estimated telomere length at
birth and age-related telomere shortening

We estimated LTL at birth (intercept) and the age-related telomere
shortening (slope) between cohorts and genetic groups, controlling for an
overall sex effect (Model 1) and not controlling for sex (Model 2) (Online

Methods and Supplementary Table 4).
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In order to establish whether parental genetic status influenced either
parameter, we first analyzed the MN-PP and MN-PN subgroups to determine
whether they should be kept separated or combined in subsequent analyses.
There were no significant differences between MN subgroups within each
population (Supplementary Fig. 2a and 2b, and Supplementary Table 5) or
between each subgroup across populations (Supplementary Fig. 2c and 2d,
and Supplementary Table 5). Due to this similarity, we combined the MN-
PN and MN-PP subgroups within each cohort (hereafter referred to as
mutation-negative, MN) in order to gain statistical power for the following

multivariable analyses.

Lower than expected age-related telomere shortening in individuals
with the TP53 p.R337H mutation

In order to compare MP and MN groups, each cohort (Fig. 2) and
each subgroup (Fig. 3) was evaluated individually. Comparisons and linear
fits estimates for the MN-combined analysis and their comparisons are
demonstrated in Table 2 and in Supplementary Table 6, respectively.

Within the NCI cohort (Fig. 2a and 2b), we found no evidence of
significant differences between estimated LTL at birth in MN versus MP
individuals (p=0.33, kinship linear mixed effects, Fig. 2a and Table 2).
However, a visible trend (Fig. 2a) of accelerated telomere shortening was
found in MP individuals compared with MN (estimated slope effect of -

0.0045, Table 2), although this difference was not statistically significant
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(p=0.3, kinship linear mixed effects, Fig. 2a and Table 2) as demonstrated by
the large degree of overlap between ellipses (Fig. 2b).

In the Brazilian cohort (Fig. 2c and 2d), we observed that the
estimated telomere length at birth was longer among MN subjects than MP
(estimated intercept difference 0.2694, p=0.044, kinship linear mixed effects,
Fig. 2c and Table 2). However, MP participants demonstrated notably lower
estimated age-related telomere shortening than the MN group (p=0.033,
kinship linear mixed effects, Fig.2c and Table 2). This difference is further
demonstrated by the upward displacement of the MP ellipse in relation to the
y-axis (Fig. 2d). Joint comparison of telomere length at birth and age-related
telomere shortening showed that the increased separation between ellipses
reflects the increased statistical significance in genetic group differences in
the Brazilian cohort relative to the NCI cohort (Fig. 2b and 2d). The large
degree of ellipse overlap between the MP and MN groups from NCI
highlights the lack of evidence of statistically significant differences between
these groups (Fig. 2b). However, the incomplete separation between the
Brazilian MP and MN groups suggests that, when taken as a whole, there
may not be sufficient evidence to conclude that the linear fit for MP
individuals is different from the fit for MN subjects (Fig. 2d).

The inter-cohort comparisons for the MP and MN groups are shown in
Figure 3. The estimated age-related shortening in MP individuals with the
p.R337H mutation was significantly lower than among LFS patients with
other TP53 mutations (p=0.0014, kinship linear mixed effects, Fig. 3a and

Table 2). This considerable difference is also reflected in the complete
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separation of ellipses (Fig. 3b), indicating a statistically significant difference
between their regression lines, at the 5% level. No difference was found for
estimated telomere length at birth between MP subgroups (p=0.23, kinship
linear mixed effects, Fig. 3a and Table 2). In the analysis comparing MN
subgroups, our data showed a similar rate of age-related telomere shortening
(p=0.91, kinship linear mixed effects, Fig. 3c and Table 2) but higher
estimated telomere length at birth for Brazilians (Fig. 3c). This difference was
not statistically significant (p=0.14, kinship linear mixed effects, Fig. 3c and
Table 2), but near complete separation between ellipses indicates that the
linear fits for the two MN groups may differ overall (Fig. 3d).

Across all subgroups, we found no difference between males and
females in any of parameters analyzed (estimated intercept difference,
p=0.26; estimated slope difference, p=0.18; kinship linear mixed effects,

Table 2).

Discussion

Our data suggest that the TP53 p.R337H mutation is associated with
lower than expected age-related telomere shortening with a linear regression
line virtually unaltered throughout a MP individuals' lifetime. These findings
provide the first line of evidence of a possible role for the TP53 p.R337H
mutation in telomere biology and additional biological explanation as to why

this specific LFS subgroup has demonstrated later age at cancer onset.
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Genetic modifiers of age at cancer onset, such as genetic

2831 copy number variants (CNVs)*, and telomere length

polymorphisms
have been described in LFS. To date, three studies have evaluated LTL in
relatively small LFS cohorts and reported that LFS patients have shorter
telomeres than age-matched healthy controls?®®?’. They also identified a
correlation in which younger age of cancer onset was associated with shorter
telomeres. Importantly, Tabori et al. suggested that LFS patients had
accelerated rates of telomere shortening when compared with normal
subjects. Based on these findings, the authors illustrated a proposed model
in which LFS patients were prone to early-onset tumor development since
they reached the threshold of critical telomere length at earlier ages. In
agreement with both studies, we found that patients with germline TP53
mutations, other than p.R337H, have shorter telomeres and increased age-
related telomere shortening than their age-matched controls. On the other
hand, our observation that LFS patients with the germline TP53 p.R337H
mutation have less age-related telomere shortening may be a explanation as
to why they typically start developing tumors at later ages and suggests that
the p.R337H mutation may have a specific association with telomere biology,
distinct from the effect of DNA-binding domain TP53 mutations.

Our results support the hypothesis that the TP53 p.R337H mutation
may play a central role in a two-directional phenotypic model, with both
detrimental effect (as compared to MN subjects) and potentially beneficial
effects (as compared to MP participants with DNA-binding domain TP53

mutations) (Fig.4). It is plausible that, while this mutation is detrimental in that
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it leads to increased cancer risk, it may also be beneficial by affecting overall
aging and possibly increasing lifespan. In this model, p.R333H exerts

33-35 and

detrimental effects through reduced p53 suppressor activity
increased levels of indicators of protein and lipid oxidative damage36, two
potential carcinogenic mechanisms that have been described for LFS
patients with the TP53 p.R337H mutation thus far. Conversely, p.R337H may
exert some potentially protective effects that are not associated with hotspot
TP53 mutations. First, it is known that the TP53 p.R337H mutation presents
a milder LFS phenotype, especially at younger ages, than mutations located
in the DNA-binding domain. While only about 20% of the LFS patients with
the TP53 p.R337H mutation are affected by cancer by the age of 30 years,
this proportion may be as high as 50% for other LFS patients®’. As described
previouslye, a plausible explanation is due to its biochemical characteristic of
being a pH-dependent conditional p53 mutation, which may account for the
fact that inactivation of the p.R337H protein may occur only in defined

physiopathological or metabolic contexts®=°.

Moreover, unexpectedly
comparable ratios of rare CNVs, a potential indication of cancer risk, have
been reported between individuals with the p.R337H mutation and controls®’,
differently from the results obtained with other LFS patients from the same
study and with those from a previous publication®.

Lower rates of age-related telomere shortening could be an important
component in this genetic modifier equation, providing p.R337H carriers with

a healthy aging phenotype. The beneficial effect of this phenotype may

partially outweigh the detrimental, cancer-causing effects. Although the exact
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circumstances of occurrence and dissemination of the p.R337H mutation are
unknown, genetic analyses have suggested that the founder allele may be
about 2000 years-old, suggesting that important biological mechanisms have
enabled its escape from evolutionary negative selection over a large number
of generations®. LTL is inherited *° and associated with both rare and
common genetic variants *>*°. The p53 protein is connected with telomere

46-48 and

biology via common downstream cellular senescence pathways
could be also part of this context. The p.R337H mutation may have additional
particular mechanisms involved in upstream telomere genetic pathways,
leading to abnormal telomere elongation or overprotection to physiologic age-
related telomere shortening. Alternatively, it is possible that this phenomenon
is driven by other loci associated with these factors that are segregating in
linkage, rather than the p.R337H mutation itself. As the association between
germline TP53 mutations encountered in LFS patients and cellular
senescence pathways has not been studied, a new area of research may be
developed upon our results.

It is possible that the longer estimated telomere lengths at birth in the
MN group from Brazil than the MN group from NCI is due population-specific
ethnic differences, similar to the findings reported in European populations®®.
The finding that there was no difference between the MN-PP and MN-PN
subgroups suggests that parental TP53 mutation status is not associated
with telomere length at birth or age-related telomere shortening. Furthermore,

the similarity between age-associated telomere shortening in Brazilian MN-

PP and MN-PN subgroups suggests that the effect observed in the MP group
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may be primarily associated with the TP53 p.R337H mutation, as the other
shared aspects of participants’ genetic backgrounds were controlled for via
the kinship statistical model. The considerably higher median ages in both
MN-PN groups may explain the differences demonstrated by the unadjusted
standardized T/S ratio analysis.

This study is the first to evaluate LTL in a cohort of LFS patients with
the TP53 p.R337H mutation. An important strength of our study was the
ability to compare telomere length and age-related telomere attrition in
individuals with the p.R337H founder mutation, other TP53 mutations, and
healthy controls from both Brazil and the USA. We used statistical methods
to account for genetic relatedness through family structure, which is
necessary within the large Brazilian families, in addition to the standard
cluster-based accounting for non-genetic similarities within families. As
weaknesses, given the inter-individual variability in LTL dynamics, cross-
sectional data are prone to inconsistent results as they reflect the telomere
length at a specific moment in time. Longitudinal analysis is a better
alternative to measure actual rates of age-related telomere shortening but
was not feasible in our study. It is also noteworthy that such studies have
demonstrated contradictory results®* 3. Within our study, potential factor
related to age-related telomere shortening such as environmental and
occupational exposures®, dietary habits, lifestyle, and psychosocial

aspects>°

were not directly measured and were thus unaccounted for in the
analysis. However, the cluster analysis accounts for these to the extent of

their similarity within families. It is still not clear to what extent telomeres get



31

deteriorated due to storage time®. However, as we did not observe shorter
LTL in the MN group from the Brazilian cohort, which had blood collected
years before the respective group from the NCI cohort, and since all the
samples went through stringent quality control processes, we suggest that
our results were not affected by this covariate. Cytotoxic cancer treatment
such as chemotherapy may induce proliferative stress in healthy regenerative
tissues, leading to a transient increase in the rate of telomere attrition during
the period of treatment and to a permanent shorter telomere length
afterwards®'. In the context of this study, the short-term effects of accelerated
attrition rate were potentially avoided as no MP participants were undergoing
cancer treatment at the period of blood draw. However, the lasting effects of
chemotherapy may have reduced the estimated adjusted mean LTL in the
MP groups relative to the MN, or increased the age-related telomere
shortening within the MP groups compared to theoretical MP groups not
treated with cytotoxic chemotherapy. However, this lends further strength to
our conclusion that age-related telomere shortening is reduced in LFS
patients with the p.R337H mutation as any bias due to chemotherapy would
have caused an increase in telomere shortening rather than a decrease.
Finally, the NCI and Brazilian cohorts were subject to different DNA

extraction protocols. As gPCR is a very sensitive technique®®*®

, it may
have resulted in differences in unadjusted median LTL between cohorts.
However, as the five participants from the NCI cohort with the p.R337H

mutation demonstrated longer LTL than other LFS individuals within that
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cohort, we suggest that the pattern of longer LTL in the Brazilian LFS cohort
compared to the NCI’s is minimally affected by DNA extraction protocols.

In summary, we found lower age-related telomere attrition in LFS
patients with the p.R337H mutation when compared to LFS patients with
other TP53 mutations or mutation-negative individuals. This study suggests
that telomere biology may be related to the healthy phenotype as well as to
the later ages of cancer onset in p.R337H mutation-positive individuals, and
implies a selective advantage of this mutation across generations in the

Brazilian population.
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FIGURES' LEGENDS

Figure 1 - Box-plot of log-transformed standardized T/S ratio (In) according
to cohort and genetic subgroup. Abbreviations: MP, mutation-positive; MN-
PP, mutation-negative from a mutation-positive parent; MN-PN: mutation-

negative from a mutation-negative parent.

Figure 2 — Panels (a) and (c) Scatterplots of log-transformed standardized
T/S ratio (In) vs. age in years for the NCI and Brazilian cohorts, respectively,
with lines of best fit from Model 2. Panels (b) and (d) Ellipse plots of
estimated age-related telomere shortening (Fig. 2a / 2c slope) versus
estimated telomere length at birth (Fig. 2a / 2c intercept) for the NCI and
Brazilian cohorts, respectively. Each point corresponds to the estimated
intercept (x-axis) and slope (y-axis) of the linear model, corresponding to the
indicated subgroup. Each shaded ellipses represent a joint 95% confidence
region for the true intercept and slope for an indicated subgroup, and are
calculated using a bivariate Normal distribution for both parameter
estimators. The separation of two ellipses implies a joint statistically
significant difference between the intercept-slope pairs of the two groups, at
the 5% level, although a statistically significant difference may occur without
separation. Under Model 1 (controlling for overall sex effect), a statistically
significant difference was found in both estimated telomere length at birth
(p=0.044, kinship linear mixed effects) and estimated age-related telomere

shortening (p=0.033, kinship linear mixed effects) between MP and MN
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groups in the Brazilian cohort. Abbreviations: MP, mutation-positive; MN,

mutation-negative.

Figure 3 — Panels (a) and (c) Scatterplots of log-transformed standardized
T/S ratio (In) vs. age in years for the MP and MN groups, respectively, with
lines of best fit from Model 2. Panels (b) and (d) Ellipse plots of estimated
age-related telomere shortening (Fig. 3a / 3c slope) versus estimated
telomere length at birth (Fig. 3a / 3c intercept) for the MP and MN groups,
respectively. Each point corresponds to the estimated intercept (x-axis) and
slope (y-axis) of the linear model, corresponding to the indicated subgroup.
Each shaded ellipses represent a joint 95% confidence region for the true
intercept and slope for an indicated subgroup, and are calculated using a
bivariate Normal distribution for both parameter estimators. The separation of
two ellipses implies a joint statistically significant difference between the
intercept-slope pairs of the two groups, at the 5% level, although a
statistically significant difference may occur without separation. Under Model
1 (controlling for overall sex effect), a statistically significant difference was
found in age-related telomere shortening between MP participants in the
Brazilian and NCI cohorts (p=0.0014, kinship linear mixed effects).

Abbreviations: MP, mutation-positive; MN, mutation-negative.

Figure 4 — Bi-directional phenotypic scheme for the Brazilian founder TP53
p.R337H mutation, highlighting detrimental effects (as compared to wild-type

TP53) and potentially beneficial effects (as compared to other germline TP53
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mutations). Solid arrows denote known evidences. Dashed arrows

correspond to hypothetical mechanisms.

Supplementary Figure 1 - Box-plot of log-transformed standardized T/S
ratio (In) according to cohort, mutation status, and type of germline TP53

mutation.

Supplementary Figure 2 - Panels (a) and (b) Scatterplots of log-
transformed standardized T/S ratio (In) vs. age (years) comparing the MN-PN
and MN-PP groups in the NCI and Brazilian cohorts, respectively, with lines
of best fit from Model 2. Panels (c) and (d) Scatterplots of log-transformed
standardized T/S ratio (In) vs. age in years comparing the Brazilian and NCI
cohorts in the MN-PP and MN-PN subgroups, respectively, with lines of best
fit from Model 2. Abbreviations: MN-PP, mutation-negative from a mutation-

positive parent; MN-PN: mutation-negative from a mutation-negative parent.

Tables' Legends

Table 1 — Characteristics of study participants according to cohort, genetic
group, and gender. Age is represented as median (range). Mutation-positive
individuals were classified as “affected by cancer” if they had received one or

more cancer diagnoses before blood draw.

Table 2 - Differences in estimated telomere length at birth (intercept) and

estimated age-related telomere shortening (slope) under Model 1 (controlling
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for overall sex effect), with approximate 95% confidence intervals and p-
values from the kinship linear mixed effects model. (*) denotes the group that
was considered as baseline. Abbreviations: MP, mutation-positive; MN,

mutation-negative.

Supplementary Table 1 - Distribution of family size within each cohort.

Supplementary Table 2 - Distribution of germline TP53 mutations within the
NCI-LFS cohort. (*) denotes stop-codons. (p.?) corresponds to unknown
protein changes. Reference sequences used for annotating TP53 mutations
were NC_000017.9 (NCBI36/hg18, Chr17:7512445..7531642),
NM_000546.4, and UniProt P04637 from GenBank. Mutations following the

HGVS nomenclature.

Supplementary Table 3 - Median (range) of log-transformed standardized

T/S ratio (In) by cohort, genetic group, and gender.

Supplementary Table 4 - Estimated regression lines according to different
genetic groups. Split analysis for MN-PP and MN-PN subgroups. Estimated
telomere length at birth (intercept) and estimated age-related telomere
shortening (slope) from Models 1 and 2 (respectively, overall sex effect
across genotype groups and no sex effect), with approximate 95%
confidence intervals under the kinship linear mixed effects model.

Abbreviations: M, male; F, female; MP, mutation-positive; MN-PP, mutation-
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negative from a mutation-positive parent; MN-PN: mutation-negative from a

mutation-negative parent.

Supplementary Table 5 - Differences in estimated telomere length at birth
(intercept) and estimated age-related telomere shortening (slope) under
Model 1 (controlling for overall sex effect). Split analysis for MN-PP and MN-
PN subgroups. Approximate 95% confidence intervals and p-values from the
kinship linear mixed effects model. (*) Denotes the group that was
considered as baseline. Abbreviations: MP, mutation-positive; MN-PP,
mutation-negative from a mutation-positive parent; MN-PN: mutation-

negative from a mutation-negative parent.

Supplementary Table 6 - Estimated regression lines according to different
genetic groups. MN-PP and MN-PN combined as a single group (MN).
Estimated telomere length at birth (intercept) and estimated age-related
telomere shortening (slope) from Models 1 and 2 (respectively, overall sex
effect across genotype groups and no sex effect), with approximate 95%
confidence intervals under the kinship linear mixed effects model.
Abbreviations: M, male; F, female; MP, mutation-positive; MN, mutation-

negative.
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Online Methods

Study Participants

This study is part of a collaborative effort between the AC Camargo
Cancer Center, Sao Paulo, Brazil and the National Cancer Institute (NCI),
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA. The Brazilian cohort
included individuals who were recruited at the Department of Oncogenetics,
A.C. Camargo Cancer Center - Sao Paulo/SP and most of them were already
reported in previous publications*®3’. The NCI cohort included participants
enrolled in the Li-Fraumeni syndrome prospective cohort study
(ClinialTrials.gov Identifier: NCT01443468, http://Ifs.cancer.gov). Mutation
positive (MP) participants in the Brazilian LFS cohort have the TP53 p.R337H
exclusively, while the MP group from the NCI cohort contains participants
who harbor other germline TP53 mutations (Supplementary Table 2). In
both cohorts, the mutation negative group (MN) is comprised of wild-type
TP53 bloodline relatives and spouses who were cancer-free at the time of

blood collection. In the Brazilian cohort, three affected MP participants
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underwent chemotherapy treatment within one year prior to blood draw.
Other treated patients, in both cohorts, either concluded chemotherapy at
least one year prior to, or in some cases, started it after phlebotomy as they

had received cancer diagnosis beforehand.

Ethical Issues

Written informed consent, including permission to collect and use
biospecimens, was obtained from all participants from both cohorts. Parents
provided written informed consent for children younger than 18 years. An
assent was signed by children aged 13 to 18 years. The project was
approved by the Institutional Review Board (IRB) from the NIH (NCI 11-C-
0255) and by the IRB from the A.C. Camargo Cancer Center (protocol
1812/13). The shipment of Brazilian samples to the USA was approved by
The Brazilian National Research Ethics Commission (CONEP —-CAAE

20167913.6.1001.5432, registry 649.396).

DNA Extraction

Brazilian samples were collected between 2007 and 2011. Genomic
DNA was isolated from 4 mL of peripheral blood collected in EDTA
anticoagulant tubes. Samples were processed in a standardized manner by
the A.C. Camargo Cancer Center Macromolecule Bank. DNA was extracted
using Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) according to

the manufacturer's recommendation.
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Biospecimens from the NCI were collected between 2011 and 2015.
Genomic DNA was extracted from approximately 8 mL of whole blood
collected in ACD Vacutainers (Becton Dickinson) using the ReliaPrep™
Large Volume HT gDNA Isolation System (Promega) according to
manufacturer's instructions.

Both Brazilian and NCI DNA samples underwent comprehensive

quality control analyses at the NCI’'s DNA Extraction and Staging Laboratory.

Relative telomere length assay
Relative telomere length was determined by the qPCR method as

d %% with a modified set of primers®. Briefly, the

previously describe
technique measures the ratio of telomere (T) content, specific to the telomere
hexamer repeat sequence (TTAGGG),, in relation to the reference, content
(S) produced by an autosomal single-copy gene (36B4) generating T/S
ratios. This raw T/S ratio was then divided by the average T/S ratio of
internal calibrator samples, within the same plate, to yield the final
standardized T/S ratio for the sample of interest. The assay was performed in
triplicates and the average coefficients of variation were 0.627% (range: O-
1.881) for the telomere assay, 0.321% (range: 0-1.928) for the single copy

gene assay, and 6.2% for the standardized T/S from the internal control

samples.
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Statistical Analyses

Statistical analyses were conducted using R version 3.1.0%7, with the
MASS®®, coxme®, kinship2’®, nime”", and ellipse packages’®. Telomere
length was calculated by the natural log (In) of the standardized T/S ratio to
give a normal data distribution. In the primary analysis, the effect of age on
telomere length was modeled as a linear trend. Familial relationships among
participants were accounted for through use of linear mixed effects. As the
majority of the Brazilian participants (64.4%) came from two very large
families, a kinship matrix’® was used for genetic factors in addition to
clustering by family for environmental factors.

For each cohort, participants were first divided into two primary genetic
groups: Mutation positive (MP), and mutation negative (MN). The MN group
was further divided into two subgroups depending on parents' genetic status:
mutation-negative from a mutation-positive parent (MN-PP) and mutation-
negative from mutation-negative parents (MN-PN). Not all participants’
parents’ genetic information was directly available. In some cases, parents’
genetic status could be directly inferred, for instance if a MN participant had a
MP full sibling or married into a LFS family. In other cases, parents’ genetic
status was inferred based on cancer history. We considered a parent
affected by cancer as mutation-positive (7 participants) as long as he/she
came from the mutation-positive side of the family tree. A sensitivity analysis
showed minimal impact results from these participants’ categorization in
either MP-PP or MN-PN, and they were all assumed to be MN-PP for

subsequent analysis.
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The NCI cohort contained one p.R337H family originally from Brazil
which included five p.R337H mutation positive individuals; after comparing
their age-unadjusted standardized T/S ratio (In) to other groups
(Supplementary Fig. 1), this family was considered to be a part of the
Brazilian cohort for the purposes of the analysis.

Model selection based on AIC and BIC was conducted to assist in
modeling the sex effect on telomere length, as well as the choice of random
effect structure. A random effect of family on intercept was included, but a
random effect on slope was not. Based on the participant counts in some
categories (Table 1) and the BIC (260.1 for the interaction model vs. 225.4
when simply adjusting for sex), models including an interaction between sex
and genetic group overfit the observed data. Additionally, as there were
minimal differences between MN-PP and MN-PN groups within each cohort
(Supplementary Fig. 2, and Supplementary Tables 4 and 5), they were
recombined into a single MN group within each cohort for the final analysis,
in order to avoid overfitting. The results presented arise from Model 1, which
controls for an overall sex effect, and Model 2, which does not control for sex.
All p-values were two-sided, and p-values < 0.05 were considered to be
statistically significant.

In order to further illustrate the comparisons between cohorts and
between mutation groups, ellipse plots were created. These plots display the
point estimate of the slope-intercept pair (estimated telomere attrition rate-
estimated telomere length at birth) with a joint 95% confidence region for

these parameters, calculated using a bivariate Normal distribution for the
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parameter estimators. Separation of two ellipses implies a joint statistically
significant difference between the slope-intercept pairs of two groups, at the
5% level, although a statistically significant difference may occur without
separation. The negative covariance between intercept and slope parameters
arises because the independent variable (age) is strictly positive; an increase
in intercept must be accompanied by a decrease in slope to fit the observed
data, and vice versa. Analysis of variance (ANOVA) was performed to
compare mean ages between groups.

A sensitivity analysis was conducted to determine the effect of the
kinship matrix on inference beyond simple family clustering, and a separate
analysis was performed by dichotomizing telomere length and conducting
mixed effects logistic regression; in both cases, the results of the analyses

were similar to that presented here.
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FIGURES AND TABLES — MAIN DOCUMENT

Table 1
TP53 . . . .
Characteristics Mutation Mutation Neg‘"?‘“"e Mutation Neg‘”’%“"e Total (n)
Positi (Parent Positive) (Parent Negative)
ositive
NCI (44 families)
Number of participants (n) 65 12 20 97
Age 38 (5-68) 38 (3-70) 46.5 (26-60)
Gender
Males (n) 18 7 12 37
Age 33'559()1 1- 31 (3-52) 48 (27-59)
Affected by cancer (%) 8 (44.4) - -
Females (n) 47 5 8 60
Age 39 (5-68) 55 (20-70) 45.5 (26-60)
Affected by cancer (%) 35 (74.5) - -
Brazil (27 families)
Number of participants (n) 66 39 41 146
Age 38%)(4' 37 (16-84) 45 (13-75)
Gender
Males (n) 20 16 15 51
Age 31 (4-68) 37 (16-66) 50 (20-71)
Affected by cancer (%) 4 (20) - -
Females (n) 46 23 26 95
41.5 (6-
Age 75) 38 (18-84) 42 (13-75)
Affected by cancer (%) 26 (56.5) - -
Total (n) 131 51 61 243

Legend: Characteristics of study participants according to cohort, genetic group, and
gender. Age is represented as median (range). Mutation-positive individuals were classified
as “affected by cancer” if they had received one or more cancer diagnoses before blood
draw.



50

Figure 1
MP MN-PP MN-PN
| || [ |
— b e
=
ie]
®
14 i
2 w ' T
- ! . I
o O — : : I —:—
GJ I
N
| =
g = '
C I ! o : 1
IS : - ! -+
7 B l -+
-D -
[}
E
O
w
c
()]
[e]
|

| | | | | |
Brazii NCI Brazil NCI Brazil NCI

Subgroup
Figure 1 - Box-plot of log-transformed standardized T/S ratio (In) according to cohort and

genetic subgroup. Abbreviations: MP, mutation-positive; MN-PP, mutation-negative from a
mutation-positive parent; MN-PN: mutation-negative from a mutation-negative parent.
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Figure 2
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Figure 2 — Panels (a) and (c) Scatterplots of log-transformed standardized T/S ratio (In) vs.
age in years for the NCI and Brazilian cohorts, respectively, with lines of best fit from Model
2. Panels (b) and (d) Ellipse plots of estimated age-related telomere shortening (Fig. 2a / 2¢
slope) versus estimated telomere length at birth (Fig. 2a / 2c intercept) for the NCI and
Brazilian cohorts, respectively. Each point corresponds to the estimated intercept (x-axis)
and slope (y-axis) of the linear model, corresponding to the indicated subgroup. Each
shaded ellipses represent a joint 95% confidence region for the true intercept and slope for
an indicated subgroup, and are calculated using a bivariate Normal distribution for both
parameter estimators. The separation of two ellipses implies a joint statistically significant
difference between the intercept-slope pairs of the two groups, at the 5% level, although a
statistically significant difference may occur without separation. Under Model 1 (controlling
for overall sex effect), a statistically significant difference was found in both estimated
telomere length at birth (p=0.044, kinship linear mixed effects) and estimated age-related
telomere shortening (p=0.033, kinship linear mixed effects) between MP and MN groups in
the Brazilian cohort. Abbreviations: MP, mutation-positive; MN, mutation-negative.



52

Figure 3
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Figure 3 — Panels (a) and (c) Scatterplots of log-transformed standardized T/S ratio (In) vs.
age in years for the MP and MN groups, respectively, with lines of best fit from Model 2.
Panels (b) and (d) Ellipse plots of estimated age-related telomere shortening (Fig. 3a / 3¢
slope) versus estimated telomere length at birth (Fig. 3a / 3c intercept) for the MP and MN
groups, respectively. Each point corresponds to the estimated intercept (x-axis) and slope (y-
axis) of the linear model, corresponding to the indicated subgroup. Each shaded ellipses
represent a joint 95% confidence region for the true intercept and slope for an indicated
subgroup, and are calculated using a bivariate Normal distribution for both parameter
estimators. The separation of two ellipses implies a joint statistically significant difference
between the intercept-slope pairs of the two groups, at the 5% level, although a statistically
significant difference may occur without separation. Under Model 1 (controlling for overall
sex effect), a statistically significant difference was found in age-related telomere shortening
between MP participants in the Brazilian and NCI cohorts (p=0.0014, kinship linear mixed
effects). Abbreviations: MP, mutation-positive; MN, mutation-negative.



Table 2

Estimated Effect Estimated Effect on

Cohort Group on Telomere p-value 95%I(rii)enr1:/|g|ence Age-Related p-value 95%|ﬁfenr]:,'gfnce

Length at Birth Telomere Shortening
NCI MP vs. MN* 0.1830 0.33 (-0.1814, 0.5473) -0.0045 0.3 (-0.0131, 0.0040)
Brazil MP vs. MN* -0.2694 0.044  (-0.5311, -0.0077) 0.0064 0.033 (0.0005, 0.0123)
. MP -0.1716 0.23 (-0.4538, 0.1106) 0.0105 0.0014 (0.0041, 0.0170)

NCI* vs. Brazil

MN 0.2808 0.14 (-0.0960, 0.6575) -0.0004 0.91 (-0.0082, 0.0073)
NCI & Brazil Females vs. Males* 0.1170 0.26 (-0.0878, 0.3218) -0.0033 0.18 (-0.0080, 0.0015)

Legend - Differences in estimated telomere length at birth (intercept) and estimated age-related telomere shortening (slope) under Model 1
(controlling for overall sex effect), with approximate 95% confidence intervals and p-values from the kinship linear mixed effects model. (*) denotes
the group that was considered as baseline. Abbreviations: MP, mutation-positive; MN, mutation-negative
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Figure 4
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Figure 4 — Bi-directional phenotypic scheme for the Brazilian founder TP53 p.R337H
mutation, highlighting detrimental effects (as compared to wild-type TP53) and potentially
beneficial effects (as compared to other germline TP53 mutations). Solid arrows denote
known evidences. Dashed arrows correspond to hypothetical mechanisms.



55

SUPPLEMENTARY FIGURES AND TABLES

Supplementary Figure 1

|._,_-
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Brazil NCI MNCI Brazil MNCI
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Legend - Box-plot of log-transformed standardized T/S ratio (In) according to cohort,
mutation status, and type of germline TP53 mutation.
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Supplementary Figure 2
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Legend - Panels (a) and (b) Scatterplots of log-transformed standardized T/S ratio (In) vs.
age (years) comparing the MN-PN and MN-PP groups in the NCI and Brazilian cohorts,
respectively, with lines of best fit from Model 2. Panels (c) and (d) Scatterplots of log-
transformed standardized T/S ratio (In) vs. age in years comparing the Brazilian and NCI
cohorts in the MN-PP and MN-PN subgroups, respectively, with lines of best fit from Model
2. Abbreviations: MN-PP, mutation-negative from a mutation-positive parent; MN-PN:
mutation-negative from a mutation-negative parent.
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Supplementary Table 1 - Distribution of family size within each cohort.

Cohort | Family Size Families (n) | Total Individuals (n) Pe(rc;;*‘”t
1 20 20 20.6
2 9 18 18.6
3 7 21 21.6
NCI 4 4 16 16.5
5 2 10 10.3
6 2 12 12.4
Total 44 97 100
1 16 16 11.0
2 2 4 2.7
3 3 9 6.2
Brazil S 1 5 3.4
6 3 18 12.3
27 1 27 18.5
67 1 67 45.9
Total 27 146 100




Supplementary Table 2

Nucleodite change Protein change Frequency
c.818G>A p.Arg273His 10
c.541C>T p.Arg181Cys 4
c.375G>A p. Thr125Thr 3
c.1024C>T p.Arg342* 3
c.1040C>A p.Ala347Asp 3

¢.326delTinsCCCAA p.Phe109Serfs*41 2
c.455C>T p. Pro152Leu 2
c.473C>A p.Arg158His 2
c.487T>C p.Tyr163His 2
c.542G>A p.Arg181His 2
c.577C>T p.His193Tyr 2
c.655C>T p.Pro219Ser 2
c.717C>G p.Asn239Lys 2
c.743G>A p.Arg248GIn 2
Cc.742C>T p.Arg248Trp 2
c.800 G>A p.Arg267GIn 2
c.916C>T p.Arg306* 2

c.? _-28-1del p.? 1
c.(?_-1)_(*1_?)del p.Met1_393Aspdel 1
Cc.-29+1G>T p.? 1
€.95_96delinsCTT p.? 1
c.96+1G>C p.? 1
C.(672+1_673-1)_(993+1_994-1)del p.Val225_331GIndel 1
c.559+1G>A p.? 1
c.329G>T p.Arg110Leu 1
c.389T>C p.Leu130Pro 1
c.452C>A p.Pro151Arg 1
c.493C>T p.GIn165* 1
c.524G>A p.Arg175His 1
¢.580C>T p.Leu194Phe 1
c.586C>T p.Arg196* 1
c.637C>T p.Arg213* 1
c.711G>A p-Met237lle 1
c.733G>A p.Gly245Ser 1
c.821T>C p.Val274Ala 1
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Legend - Distribution of germline TP53 mutations within the NCI-LFS cohort. (*) denotes
stop-codons. (p.?) corresponds to unknown protein changes. Reference sequences used for
annotating TP53 mutations were NC_000017.9 (NCBI36/hg18, Chr17:7512445..7531642),
NM_000546.4, and UniProt P04637 from GenBank. Mutations following the HGVS
nomenclature.



Supplementary Table 3

Log-Transformed Standardized T/S ratio (In)

Cohort

TP53
Mutation Positive

Mutation Negative
(Parent Positive)

Mutation Negative
(Parent Negative)

NCI

Overall
Male

Female

0.5 (-1.17 , 1.23)
-0.42 (-1.05 , - 0.05)
0.5 (-1.17, 1.23)

-0.3(-0.71, 0.11)
-0.23 (-0.71, 0.02)
-0.53 (-0.69 , 0.11)

-0.5 (-2.68 , 0.8)
-0.48 (-0.82, -0.02)
-0.57 (-2.68 , 0.8)

Brazil

Overall
Male

Female

-0.1(-1.09 , 0.58)
-0.11 (-0.95, 0.35)
-0.10 (-1.09, 0.58)

-0.1(-1.02, 0.45)
-0.25 (-0.79 , 0.34)
0.07 (-1.02, 045)

-0.3 (-1.27 , 0.25)
-0.27 (-0.80, 0.25)
-0.30 (-1.27, 0.24)

Legend - Median (range) of log-transformed standardized T/S ratio (In) by cohort, genetic
group, and gender.



Supplementary Table 4

Model 1 (Overall sex effect)

Model 2 (No sex effect)

. Estimated ) Estimated
Estimated A Estimated A
e- e-
. Telomere 95% Confidence g 95% Confidence Telomere 95% Confidence g 95% Confidence
Genetic Group Gender Related Related
Length at Interval Interval Length at Interval Interval
) Telomere ) Telomere
Birth . Birth .
Shortening Shortening
NCI
M -0.0807  (-0.3365, 0.1751) -0.0092  (-0.0153, -0.0030)
MP 0.0273 (-0.1900, 0.2446) -0.0123  (-0.0175, -0.0072)
F 0.0807 (-0.1468, 0.3081) -0.0136  (-0.0190, -0.0083)
M -0.2659  (-0.5923, 0.0798) -0.0031 (-0.0093, 0.0030)
MN-PP -0.2031 (-0.5400, 0.1338) -0.0053 (-0.0138, 0.0032)
F -0.0949  (-0.4585, 0.2686) -0.0076 (-0.0164, 0.0013)
M -0.3875  (-1.0921, 0.3171) -0.0032 (-0.0181, 0.0117)
MN-PN -0.2941 (-0.9923, 0.4042) -0.0055 (-0.0203, 0.0092)
F -0.2262  (-0.9294, 0.4771) -0.0077 (-0.0225, 0.0072)
Brazil
M -0.2687  (-0.5008, -0.0367) 0.0021 (-0.0031, 0.0073)
MP -0.1765  (-0.3757, 0.0228) -0.0006 (-0.0050, 0.0039)
F -0.1074  (-0.3253, 0.1105) -0.0024 (-0.0072, 0.0025)
M 0.0850 (-0.2219, 0.3919) -0.0053 (-0.0140, 0.0035)
MN-PP 0.1758 (-0.1068, 0.4584) -0.0079  (-0.0139, -0.0018)
F 0.2464 (-0.0461, 0.5389) -0.0097  (-0.0160, -0.0034)
M -0.0816  (-0.4251, 0.2620) -0.0051 (-0.0119, 0.0016)
MN-PN 0.0455 (-0.2531,0.3441) -0.0082 (-0.0141,-0.0022)
F 0.0798 (-0.2201, 0.3797) -0.0096  (-0.0157, -0.0034)

Legend - Estimated regression lines according to different genetic groups. Split analysis for MN-PP and MN-PN subgroups. Estimated telomere
length at birth (intercept) and estimated age-related telomere shortening (slope) from Models 1 and 2 (respectively, overall sex effect across
genotype groups and no sex effect), with approximate 95% confidence intervals under the kinship linear mixed effects model. Abbreviations: M,
male; F, female; MP, mutation-positive; MN-PP, mutation-negative from a mutation-positive parent; MN-PN: mutation-negative from a mutation-

negative parent.
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Supplementary Table 5

Estimated Effect

95% Confidence

Estimated Effect on

95% Confidence

Cohort Group on Telome_re p-value Interval Age-Related _ p-value interval
Length at Birth Telomere Shortening

NGl MN-PN* vs.MP 0.307 0,4 (-0.4135 1.0272) -0.006 0,45 (-0.0214, 0.0095)
MN-PN* vs. MN-PP 0.131 0,72  (-0.5743, 0.8368) 0.000 0,99 (-0.0157, 0.0159)
Brazil MN-PN* vs. MP -0.187 0,28 (-0.5247, 0.1503) 0.007 0,058 (-0.0002, 0.0146)
MN-PN* vs. MN-PP 0.167 0,39  (-0.2153, 0.5485) 0.000 0,98 (-0.0082, 0.0080)
MN-PN 0.306 0,42  (-0.4382 1.0501) -0.002 0,81 (-0.0174, 0.0135)
NCI* vs. Brazil MP -0.188 0,2 (-0.4738, 0.0977) 0.011 0,0008 (0.0046, 0.0178)
MP-PP 0.341 0,12  (-0.0876, 0.7702) -0.002 0,68 (-0.0122, 0.0079)
NCI & Brazil Females vs. Males* 0.161 0,13  (-0.0465, 0.3691) -0.004 0,074 (-0.0093, 0.0004)

Legend - Differences in estimated telomere length at birth (intercept) and estimated age-related telomere shortening (slope) under Model 1
(controlling for overall sex effect). Split analysis for MN-PP and MN-PN subgroups. Approximate 95% confidence intervals and p-values from the
kinship linear mixed effects model. (*) Denotes the group that was considered as baseline. Abbreviations: MP, mutation-positive; MN-PP, mutation-
negative from a mutation-positive parent; MN-PN: mutation-negative from a mutation-negative parent.
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Supplementary Table 6

Model 1 (Overall sex effect)

Model 2 (No sex effect)

. Estimated . Estimated
Estimated Estimated
. 95% Age- ) 95% Age- )
Genetic Telomere . 95% Confidence Telomere . 95% Confidence
Gender Confidence Related Confidence Related
Group Length at Interval Length at Interval
Birth Interval Telomere Birth Interval Telomere
Shortening Shortening
NCI
M -0.0500 (-0.3033, 0.2033) -0.0102 (-0.0163, -0.0042)
MP 0.0272  (-0.1879, 0.2423) -0.0125 (-0.0176, -0.0074)
F 0.0670 (-0.1597, 0.2937) -0.0135 (-0.0188, 0.0483)
M -0.2330 (-0.5511, 0.0851) -0.0057 (-0.0125, 0.0011)
MN -0.1968 (-0.5110, 0.1175) -0.0069 (-0.0135, -0.0003)
F -0.1160 (-0.4607, 0.2287) -0.0090 (-0.0162, -0.0017)
Brazil
M -0.2216  (-0.4475, 0.0042) 0.0003 (-0.0046, 0.0052)
MP -0.1594  (-0.3525, 0.0338) -0.0015 (-0.0057, 0.0027)
F -0.1047  (-0.3192, 0.1099) -0.0030 (-0.0077, 0.0018)
M 0.0478 (-0.2064,0.3020) -0.0061 (-0.0113, -0.0010)
MN 0.1214  (-0.0872, 0.3301) -0.0081 (-0.0123,-0.0039)
F 0.1648  (-0.0555, 0.3850) -0.0094 (-0.0141, -0.0048)

Legend - Estimated regression lines according to

different genetic groups. MN-PP and MN-PN combined as a single group (MN). Estimated

telomere length at birth (intercept) and estimated age-related telomere shortening (slope) from Models 1 and 2 (respectively, overall sex effect
across genotype groups and no sex effect), with approximate 95% confidence intervals under the kinship linear mixed effects model. Abbreviations:
M, male; F, female; MP, mutation-positive; MN, mutation-negative.
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4 METODOLOGIA SUPLEMENTAR

4.1 APROVACAO ETICA

Este protocolo de pesquisa recebeu aprovagado do comité de ética em
pesquisa do A.C. Camargo Cancer Center (protocolo 1812/13, projeto
tematico, Anexo 1; projeto afiliado, 1812/13B, Anexo 2) e do NIH (protocolo
NCI 11-C-0255, Anexo 3). O envio de material biolégico ao exterior foi
aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) sob

numero CAAE 20167913.6.1001.5432 (Anexo 4).

4.2 AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO DNA

A integridade do DNA de todas as amostras provenientes do A.C.
Camargo Cancer Center foi verificada em gel de eletroforese pelo Banco de
Macromoléculas da instituicdo (protocolos de extragdo e armazenamento
aprovados pela CONEP sob numero B-001). Apenas amostras classificadas

como “excelentes” e “6timas” foram selecionadas.

4.3 PROCESSO DE ESTADIAMENTO

Um total de 141 amostras (61 portadores da mutacdo p.R337H e 80

controles) foram enviadas ao National Cancer Institute (NCl) — campus de
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Frederick/MD para estadiamento, processo cujo objetivo foi verificar a
qualidade do DNA e, consequentemente, a sua viabilidade para o ensaio do
comprimento telomérico. Este processo foi composto por duas etapas
principais: checagem de volume e quantificagdo de DNA, e o ensaio

AmpF¢STR® Identifiler®.

4.3.1 Checagem do volume e quantificacdo do DNA

Para checagem do volume, foi utilizado o detector de nivel liquido
BioMicroLab Volume Check 100 que utiliza tecnologia ultrasdnica para medir
a distdncia entre o sensor e a altura do menisco de cada amostra,
extrapolando o valor com base em uma tabela de calibragdo. Apds a
determinagado do volume, cada amostra (2 ul) passou por uma etapa de
quantificagcado inicial para assegurar que estavam dentro de um intervalo
aceitavel de concentracdo e quantidade de DNA (< 17 pg). Para isso, foi
utilizado o espectrofotémetro DropSense 96. Na sequéncia, as amostras
passaram por uma nova etapa de quantificacdo, com o ensaio QuantiFluor
dsDNA, para determinar a quantidade de DNA dupla fita (dsDNA, do inglés

double-strand DNA) em cada amostra.
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4.3.2 Ensaio AmpFeSTR® Identifiler”

Todas as amostras processadas foram geneticamente perfiladas
utilizando-se o kit de amplificagdo por PCR AmpF{STR® Identifiler® de
acordo com as especificagdes sugeridas pelo fabricante e padronizadas pelo
NCI. A metodologia é baseada em reagdes de PCR-Multiplex que amplificam
curtas repeticoes em tandem (STR, do inglés short tandem repeats),
fornecendo uma “impressao digital” genética para uma amostra especifica
de DNA. Quinze loci STR e o locus da Amelogenina (o qual é utilizado para
determinagdo de género) foram amplificados. Os quinze loci STR séo:
CSF1PO, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539,
D18S51, D21S11, FGA, THO1, TPOX, SVA, D2S1338 e D19S433. Cada um
destes locus STR representa uma regido de repeticdo de tetranucleotideos.

Os fragmentos foram separados por eletroforese e detectados por
meio de quatro corantes fluorescentes ligados aos primers. Os tamanhos
dos produtos da PCR foram comparados aos padroes de DNA marcados
com tamanhos conhecidos (de 75 a 500 bases) adicionados a cada pogo da
amostra. O gendtipo em cada Jlocus foi determinado por conversao do
tamanho do produto da PCR com o auxilio de uma escala que continha
todos os alelos comuns previamente descritos. Os dados finais foram
analisados no Software GeneMapper™ 4.0.

Com base nestes 15 loci altamente polimorficos, a probabilidade de
dois individuos, nao relacionados, apresentarem perfis genéticos idénticos é
extremamente pequena. Os resultados deste ensaio foram utilizados na

etapa de pré-genotipagem como controle de qualidade. Para que as
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amostras fossem aprovadas e pudessem prosseguir para os ensaios de
gPCR, além da inexisténcia de duplicadas inesperadas ou amostras
redundantes, a informagdo quanto ao género, previamente enviada ao
laboratério, deveria apresentar perfil genético concordante ao identificado

pelo controle de qualidade.

4.4 AVALIACAO DO COMPRIMENTO TELOMERICO

Para determinar o comprimento relativo dos telédmeros, utilizamos a
técnica de qPCR (do inglés, quantitative polymerase chain reaction)
(CAWTHON 2002 e 2009). Este ensaio mede a abundéncia de amplificagéo
de sequéncia telomérica (T) em comparagao a abundancia de amplificagéo
de sequéncia unica (gene 36B4) especifica de tamanho conhecido (S).
Ambos os valores sdo comparados a um DNA de referéncia para se obter
razoes relativas entre T/S que sdo proporcionais ao comprimento médio dos
teldmeros.

A montagem da placa de ensaio (Figura 2) se iniciou a partir da
adicdo de quatro ng de DNA em placas LightCycler de 384 pocgos (Roche,
Indianapolis, IN) que foram posteriormente secas por meio de um
dissecador. As curvas-padrao foram criadas a partir de seis concentragdes
de amostras de DNA, preparadas por diluigdes seriadas (com intervalo de
100 vezes nas concentragdes: de 4ng/ul a 0,4 ng/pl). Um pogo vazio foi
deixado ao acaso como controle negativo (NTC, do inglés no template

control) e em outros cinco, amostras de controle interno geradas
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previamente para a padronizacado dos dados e para indicar a qualidade geral
do ensaio. Os ensaios foram realizados em ftriplicatas. Duas placas idénticas

foram criadas: “Telébmero” e “36B4”.
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Figura 2 - Distribuigcdo das amostras na placa de ensaio qPCR.

Os primers utilizados foram:  “Telébmero” forward [5'-
CGGTTT(GTTTGG)sGTT- 3] e “Teldbmero” reverse [5-
GGCTTG(CCTTAC)sCCT-37; “36B4” forward [5-
CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC-37] e “36B4” reverse [5-
CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA- 3. O ensaio “Telémero” foi
especifico para a sequéncia (TTAGGG), enquanto o ensaio “36B4” foi
referente ao gene de cdpia unica que foi utilizado para normalizagdo. Ambos

ensaios tiveram um volume total de 5 pl para cada reagéo (Tabela 1).
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Tabela 1 - Reagentes utilizados nos ensaios de gPCR

Componente Quantidade por reacdo (pl)
4ng de DNA -
Agua ultrapura Millig-Q® 2,0
SYBR Green PCR Master Mix® 2,5
Mix de primers assay-especifico 0,5
Volume total 5,0

Com excecado do Mastermix, que foi preparado manualmente, todas
as outras etapas de plagueamento foram realizadas na estacéo
automatizada Biomek FX - 96 Span - 8. As placas foram cicladas
termicamente de acordo com a Tabela 2 e analisadas utilizando-se o

aparelho LightCycler 480 (Versao 15.0).

Tabela 2 - Condi¢des da ciclagem

Ensaio Etapa Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Telébmero 1 95 5 minutos Hold
2 98 15 segundos 35
54 2 minutos
36B4 1 98 5 minutos Hold
2 98 15 segundos 43

58 1 minuto
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5 COMENTARIOS ADICIONAIS

Estabelecemos uma colaboragdo com a Dra. Patricia Ashton-Prolla,
chefe do servigco de Oncogenética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA) e professora do departamento de Genética da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS), que também é integrante do protocolo
financiado pelo programa Bench-to-Bedside do NIH. A Dra. Ashton-Prolla
enviou aos EUA cerca de 100 amostras (de 50 portadores p.R337H e 50
familiares ndo portadores) apos o termino destas analises para que nossos
resultados sejam validados em uma outra coorte de portadores da mutagéo
p.R337H. O ensaio de qPCR ja foi realizado e a analise esta em andamento

(informacgao atualizada em 22 de Fevereiro de 2016).
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CONCLUSOES

Nao foram identificadas diferengas significativas nos parametros
analisados entre os diferentes grupos controles separados de acordo
com o perfil genético dos pais. Portanto, estes participantes foram
agrupados em um unico grupo dentro de cada coorte para as analises
subsequentes.

Na coorte brasileira, identificamos diferengcas estatisticamente
significativas quando comparamos portadores da mutagao p.R337H e
o grupo controle: - Os portadores da mutagdo p.R337H
apresentaram menor valor estimado de encurtamento telomérico
relacionado a idade, possivelmente devido a um efeito modificador de
risco associado a mutagao p.R337H.

Os portadores da mutacdo p.R337H apresentaram menor valor
estimado de comprimento telomérico ao nascimento, possivelmente
devido ao efeito permanente causado por tratamentos
quimioterapicos recebidos pela parte de pacientes afetados por
cancer.

Na coorte americana, nao identificamos diferenga significativa entre
os dois parametros analisados quando comparamos portadores de
mutagdes germinativas em TP53 e o grupo controle. Observamos,

porém, encurtamento telomérico visivelmente mais acentuado em
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portadores de mutagdes germinativas em TP53, de acordo com
resultados demonstrados em publicacées anteriores.

Quando comparamos as coortes brasileira e americana, identificamos
que portadores da mutagao germinativa p.R337H apresentaram valor
estimado de encurtamento telomérico relacionado a idade
significativamente menor em relagao a portadores de outras mutagdes
germinativas em TP53. Quanto aos grupos controles, néao
identificamos nenhuma diferenca na comparagao entre os dois
parametros analisados. Contudo, o grupo controle do Brasil
apresentou um maior valor estimado de comprimento telébmerico ao
nascimento, possivelmente devido a fatores populacionais.

Com base nos nossos resultados, podemos sugerir que a mutagao
p.R337H pode ter um efeito duplo associado tanto a mecanismos
moleculares carcinogénicos quanto a mecanismos de senescéncia
celular. A observacdao de menor valor estimado de encurtamento
telomérico em portadores da mutagao p.R337H sugere que a biologia
telomérica nestes individuos pode estar associada ao
desenvolvimento de cancer em idades mais tardias e ao perfil clinico

de envelhecimento saudavel.
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Anexo 1 - Carta de aprovagéo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) —
Projeto Tematico

A'C'camargo Comité de Etica em
Cancer Center Pesquisa - CEP

S0 Paulo, 16 de junho de 2014

A :
Dra. Maria lsabel Alves de Souza Waddington Achatz.

Aluno: Kelvin César de Andrade (Mestrado).

Ref.: Projeto de Pesquisa n®. 1812/13B
“Andlise comparativa entre o comprimento telomérico ¢ caracteristicas clinicas- de
portadores da mutagio germinativa p.R33TH no gene TPS3™,

Os membros do Comité de Ftica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio
Antonio Prudente — Hospital do Cincer - A.C. Camargo/SP, em sua Gltima reunido de

V062014, tomaram conhecimento ¢ aprovaram os seguinies documentos:

» Solicitago de dispensa da submissiio da documentagiio obrigatdoria ¢ andlise €lica do
projeto acima mencionado por s¢ tratar de um projeto afiliado vo temdtico intitulado
“Mitocondrias, welémeros, estilo de vida e desfechos na sindrome de Li-Fraumeni™,
registrado neste CEP sob n” 1812/13. O projeto afiliado em releréncia serd a tese de
Mestrado do aluno Kelvin César de Andrade.

# Projeto de Mestrado, datado de 19 de maio de 2014,

Atenciosamente.

-‘_JLUEH
Dr. Antdnio Hugo José Fraes Marques Campos
2" Viee-Coordenador do Connité de Etica em Pesquisa

Aua Professor Antanio Prudente, 211 « Liberdade » S3o P.mlo'.-' SP o+ CEP D1509-900
(11) 2189-5000 » wwav.accamargo.org,br



Anexo 2 — Carta de aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) —
Projeto afiliado

A.C.Camargo .
Cancer Center s

Sao Paulo. 13 de Novembro de 2013.

A
Dra. Maria Isabel A. S. Waddington Achatz

Ref.: Projeto de Pesquisa n”. 1812/13
“Mitocdndrias, telémeros, estilo de vida ¢ desfechos na sindrome de Li-Fraumeni”.

Os membros do Comité de Itica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio
Antonio Prudente — Hospital do Céancer - A.C. Camargo/SP. em sua ltima reunido de
- 12/11/2013, apés analisarem as respostas aos questionamentos realizados em reunido de
20/08/2013, aprovaram a realizagio do projeto (Versdo 2). o Termo de Consentimento Livre
¢ Esclarecido — Principal (Versio 2), o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Validagio de Questiondrios (Versdo 2). Questionario de Histéria Dietética, Questionario de
Informacdes Individuais, Questionario Kaiser de atividade fisica ¢ tomaram conhecimento
dos seguintes documentos:

~ Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos:

~ Termo de Compromisso do Pesquisador com Resolugdes do Conselho Nacional de
Sande:

» Declaragiio sobre o plano de recrutamento dos sujeitos de pesquisa. circunstincias e
responsaveis pela obtengdo do TCLE:

~ Declaragio Sobre os Dados Coletados, Publicagdo dos Dados e Propriedade das
Informagdes Geradas:

~ Declaragiio Sobre o Uso e Destino do Material Biologico, Publicagio dos Dados ¢
Propriedade das Informagdes Geradas;

~ Orgamento Financeiro Detalhado;

# Plano de custos detalhado;

Declaragio Sobre a Publicagio dos Dados de Pesquisa Utilizando amostras

Iornecidas e Processadas Pelo Biobanco;

Declaragio de Ciéncia ¢ Comprometimento do Biobanco:

Declaragiio de Intraestrutura e Instalagoes do Departamento de Oncogenética:

Declaragdo de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Oncogenética;

Lista de Centros Participantes da Pesquisa:

Carta-convite da Dra. Sharon A. Savage - National Cancer Institute:

Declaragdo de Concordancia do Pesquisador com o Delineamento do Protocolo (Dra.

Maria Isabel A. S. Waddington Achatz):

~ Declaragio de Concordéancia do Pesquisador com o Delineamento do Protocolo (Dra.
Ana Carolina Leite Vieira Costa):

~ Declaragio de Concordancia do Pesquisador com o Delineamento do Protocolo (Dra.
Patricia Ashton-Prolla — Hospital de Clinicas - Porto Alegre - RS):

A |

3 W ol (R L
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Rua Professor Antonio Prudente, 211 « Liberdacde « Sao Paulo / SP = CEP 01502-900
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A.C.Camargo .
Comité de Etica em
Cancer. Center Pesquisa - CEP

~ Declaragio de Concordincia do Pesquisador com o Delineamento do Protocolo (Dra.
Sharon A. Savage — National Cancer Institute):

~ Carta de Aprovagdo do projeto no pais de origem:

~ ldentificacdo dos Curriculos na Plataforma Lattes.

Para iniciar o projeto, é necessirio aguardar a aprovagio da CONEP para este
primeiro centro. -

Informagdes a respeito do andamento do referido projeto deverfio ser encaminhadas ao
CEP dentro de 06 meses.

Alenciosamente,

T N SR

Pruf._l r. Luiz Paulo .Kowalski
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
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Anexo 3 - Carta de aprovagao do the National Institutes of Health (NIH)

1.;
3
L)

Public Health Service

‘E Department of Health & Human Services

o

iRIS Reference Number 315309
Sponsor Protocol #: NA
Project Number: P11858
Version Date: 08/08/2011
8/30/2011
10: Sharon A Savage, M.D.

NCI - Clinical Genetics Branch
FROM: Chairperson, Institutional Review Board, NCI

SUBJECT: Action on Clinical Research Protocol

National Institutes of Health
National Cancer Institute
Bethesda, Maryland 20892

Your revised protocol and consent documents, “Clinical, Epidemiologic, and Genetic Studies of Li-Fraumeni
Svndrome,” were reviewed by the National Cancer Institute Institutional Review Board (NCI-IRB) by expedited

review.

The IRB has taken the following action:

X Approved as written. Forwarded to the CC OPS for administrative processing.

Approved with recommendations. See review comments.
Forwarded to the CC OPS for administrative processing.

Approved with stipulations pending re-review by IRB Chair. See review comments.

Approved with stipulations. Subsequent amendment required. See review comments.
Forwarded to the CC OPS for administrative processing.

comments.

Deferred pending response to stipulations and re-review by the full IRB. See review

comments.

Tabled pending response to stipulations and re-review by the full IRB. See review




Anexo 4 - Parecer consubstanciado da Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)

COMISSAO NACIONAL DE = Plataforma
ETICA EM PESQUISA »%rm

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Mitocéndrias, teldmeros, estilo de vida e desfechos na sindrome de Li-Fraumeni.

Pesquisador: Maria Isabel Waddington Achatz

Area Tematica: Genética Humana:

(Havera envio para o exterior de material genético ou qualquer material biolégico
humano para obtencdo de material genético, salvo nos casos em que houver
cooperacdo com o Governo Brasileiro;);
(Havera armazenamento de material biolégico ou dados genéticos humanos no
exterior e no Pais, quando de forma conveniada com instituicées estrangeiras ou
em instituicdes comerciais;);

Pesquisas com coordenacao e/ou patrocinio originados fora do Brasil, excetuadas aquelas

com copatrocinio do Governo Brasileiro;

Versdo: 6

CAAE: 20167913.6.1001.5432

Instituicdo Proponente: Fundacao Antonio Prudente-Hospital do Cancer-A C Camargo
Patrocinador Principal: Bedside-to-Bench Program

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 649.396
Data da Relatoria: 23/04/2014

Apresentacédo do Projeto:

Introducao:

"A sindrome de Li-Fraumeni (LFS) é uma sindrome de predisposi¢éo hereditaria ao cancer autossdémica
dominante altamente penetrante, e associada a um grande espectro de tipos tumorais que ocorrem em uma
idade muito mais precoce do que o esperado na populagéo geral. A sindrome foi descrita inicialmente em
1969 e a associacdo da maioria dos casos com muta¢cdes germinativas no gene TP53 foi descoberta em
1990. Apesar deste conhecimento, rastreamento e tratamento ideais ndo estéo inteiramente determinados e
0 nosso entendimento acerca dos modificadores genéticos e/ou ambientais dos diferentes tipos de cancer
ou da idade ao diagnéstico de cancer na LFS é bastante limitado. O espectro de tumores que ocorre na LFS
€ heterogéneo, incluindo tumores pediatricos e tumores de diagnéstico na vida adulta. Os tumores mais
fortemente associados a sindrome sao sarcomas 6sseos e de partes moles, cancer de mama
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pré-menopausico, tumores de sistema nervoso central. A sindrome de Li-Fraumeni (LFS) € uma sindrome
de predisposicdo hereditaria ao cancer autossémica dominante altamente penetrante, e associada a um
grande espectro de tipos tumorais que ocorrem em uma idade muito mais precoce do que o esperado na
populacdo geral. A sindrome foi descrita inicialmente em 1969 e a associagdo da maioria dos casos com
mutagBes germinativas no gene TP53 foi descoberta em 1990. Apesar deste conhecimento, rastreamento e
tratamento ideais n&o estéo inteiramente determinados e o nosso entendimento acerca dos modificadores
genéticos e/ou ambientais dos diferentes tipos de cancer ou da idade ao diagnéstico de cancer na LFS é
bastante limitado. O espectro de tumores que ocorre na LFS é heterogéneo, incluindo tumores pediatricos e
tumores de diagndéstico na vida adulta. Os tumores mais fortemente associados a sindrome sdo sarcomas
Osseos e de partes moles, cancer de mama pré-menopausico, tumores de sistema nervoso central
TP53*PIN3 (Polimorfismo no Intron 3, rs17878362), € uma duplicacdo de 16 pares de bases associada a
idade mais precoce no diagnostico de cancer em pacientes com LFS. O polimorfismo MDM2 SNP309 é um
polimorfismo de uma base Unica (SNP) associado com risco para varios tipos de cancer na populacdo geral.
Em portadores de mutag6es germinativas de TP53, o alelo variante também esté associado com idade mais
precoce ao diagnéstico de cancer. Um estudo de variantes de namero de copias de DNA germinativo
(CNVs) em portadores de mutacdes de TP53 revelou que os portadores de mutacdo apresentavam mais
CNVs do que os controles e que portadores com cancer tinham mais CNVs do que aqueles sem cancer. A
proteina p53 é muito importante também na regulacdo da utilizagdo do oxigénio mitocondrial, na geracéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e na disposi¢do das ROS, estando demonstrado recrutamento e
translocacdo da proteina p53 para a mitocondria em resposta a sinais de estresse celular. Ligacao e
ativacéo proteica subsequentes resultam na permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa que libera
enzimas de inducdo de apoptose e degradagéo da cromatina. Adicionalmente, mutacdes e alteracdes no
ndmero de copias do DNA mitocondrial tém sido identificadas em células sométicas derivadas de diferentes
tumores em estudos populacionais. Estudos epidemiolégicos sugerem que um aumento no nimero de
copias de DNA mitocondrial nas células sanguineas pode estar associado com um aumento no risco de
cancer de mama e pulméo. A relacdo de p53 com metabolismo energético também foi demonstrada em
estudos experimentais em modelos murinos knockout e mutantes para TP53 que sugerem que restricao
calérica e condicionamento fisico nesses animais se associam com reducdo do risco de cancer. Taxas
aumentadas de sedentarismo e obesidade ja foram associadas com maior risco de cancer na populagéo
geral. Em pacientes com LFS, o efeito do status nutricional e exercicio sobre risco de cancer ndo foram
avaliados. Outro potencial
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modificador de risco em pacientes com LFS é o teldmero. Uma vez que p53 € uma proteina crucial para o
reparo do DNA e manutencéo da estabilidade cromossémica, € possivel que alteracBes nos componentes
da via biolégica dos telémeros possam contribuir para os desfechos nas sindromes LFS/LFL. Telémeros
sofrem um encurtamento a cada divisdo celular e essa perda pode resultar em uma reducao critica no seu
comprimento, levando a senescéncia ou crise, apoptose, instabilidade genémica ou redugéo no ciclo da vida
celular. Células tumorais continuam a se dividir apesar da presenca de teldbmeros criticamente encurtados
por uma superexpressao do gene da telomerase e de genes de outras vias que incluem p53 e RB.
Teldmeros mais curtos estdo associados com risco de diversos tumores na populacdo geral e sua relagcéo
com o céancer fica evidente em individuos com disceratose congénita, uma doenc¢a causada por muta¢cdes
nos genes envolvidos na biologia dos telémeros, que tem risco 11 vezes maior de cancer em geral e um
risco 1000 vezes maior de desenvolver tumores das células escamosas da lingua. Trés estudos avaliaram
comprimento de teldmeros em grupos relativamente pequenos de pacientes portadores de mutacfes
germinativas de TP53. Estes dados sugerem que portadores de mutacao tem teldbmeros mais curtos que
ndo portadores, e que o comprimento telomérico estd associado com o fendmeno de antecipacao (idade
cada vez mais precoce ao diagnostico de cancer em sucessivas geragdes) observado em algumas familias
com a sindrome. O presente estudo é um esforco colaborativo conjunto apresentado pelo Instituto Nacional
do Céancer (NCI) dos EUA, NHLBI, e dois centros no Brasil que irdo: 1) coletar dados clinicos e amostras
bioldgicas para permitir estudos estatisticos mais robustos desta doenga rara; 2) identificar a contribuicdo de
mutacdes germinativas de TP53 para a fungdo mitocondrial e determinar se fungéo mitocondrial anormal é
um marcador de risco de cancer; e 3) determinar o papel da biologia telomérica como modificador do risco
de céncer. Essa proposta € complementar a um estudo sobre LFS ja existente no NCI desde 2011 que inclui
3 subprojetos: caracterizacao clinica e genética de pacientes, colaboragdo multi-institucional que envolve
uso de uma nova estratégia de rastreamento do cancer e um estudo de quimioprevencdo em colaboracdo
com o Medical Oncology Branch, CCR, NCI. Em conjunto, este e os demais estudos em andamento
contribuirdo para uma melhor estratificacdo de risco dos pacientes com LFS, e para melhorar o nosso
entendimento das consequéncias bioldégicas de uma mutacao germinativa em TP53, achados que poderéo

também ser aplicaveis a tumores esporadicos do mesmo tipo daqueles vistos em familias com a sindrome."

Hipotese:
"Apesar de todos os estudos em andamento, atualmente h&a dados limitados sobre efeito de
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exposi¢Bes ambientais, status nutricional e atividade fisica/estilo de vida sobre desfechos clinicos na LFS,
0s quais sdo objeto do presente estudo.Relatos prévios demonstraram dano oxidativo e alteracdes
musculares em pacientes com LFS ou LFL. Esta observagdo é somada com os relatos de especialistas na
area que associaram aspecto fenotipico mais jovem em relagédo a idade cronoldgica em portadores de
mutagdo TP53*p.R337H. Partindo-se do conhecimento pré-existente de que a fungao mitocondrial influencia
os processos de envelhecimento, funcdo muscular e equilibrio oxidativo e de que tanto declinio na funcao
mitocondrial como a perda no numero de copias de DNA mitocondrial estdo associado ao envelhecimento e
ao cancer, foi levantada a hipétese de que portadores de mutacdo germinativa em TP53 apresentam
alterag6es primérias na fungdo mitocondrial.Uma vez que o encurtamento telomérico é parte do processo
habitual de envelhecimento, nossa hipétese é de que individuos portadores da mutacdo TP53*R337H sem
cancer terdo teldomeros mais longos do que aqueles com a mesma mutacao, mas diagnosticados com
cancer, ou do que aqueles sem mutagcées em TP53. O objetivo principal do estudo é caracterizar
clinicamente individuos com LFS e LFL, examinando se fatores de risco (exposi¢6es ambientais, estado
nutricional e atividade fisica) podem estar associados com a ocorréncia de cancer. Conjuntamente, o estudo
visa determinar se alteracdes na funcdo mitocondrial devido as a mutacdes germinativas de TP53
contribuem para o fenétipo clinico ou espectro tumoral em pacientes com LFS. Busca-se também
caracterizar o papel da biologia telomérica nos riscos de cancer e desfechos associados a LFS."

Metodologia:

"Antes de iniciar o estudo, sera realizada a validacdo da traducdo e validacdo transcultural dos trés
guestionarios elaborados e validados pelo Clinical Genetics Branch (CGB), NIH que serédo aplicados no
grupo de estudo deste projeto a fim de coletar vastas informagfes sobre questdes individuais, psicologicas,
familiares e de habitos de vida, como dieta e atividade fisica. Para validar a traducdo e a adaptacéo
transcultural dos questionarios que serédo aplicados neste estudo, 20 individuos saudaveis com faixa etéria e
sexo representativos da populacdo com LFS, que assinem o termo de consentimento de participagcdo no
estudo serdo submetidos aos trés questionarios no momento da inclusdo e novamente 20 dias apds. O
estudo serd proposto para 60 pacientes LFS do Departamento de Oncogenética positivos para mutacao no
TP53; 50 pacientes LFS do Ambulatério de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
positivos para mutacdo no TP53; e 40 pacientes LFS do NIH positivos para mutacdo no TP53 ndo p.R337H.
Ao menos 1 familiar ndo portador de mutagéo de cada paciente portador sera incluso. Apds a assinatura do
TCLE os
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pacientes preencherdo os questionarios clinicos, epidemiolégicos e de histdria dietética para conduzir
analises de possiveis fatores de risco ambientais que estejam atuando nas familias LFS. Pacientes LFS com
perfil genético ja determinado, serdo convocados para coleta de sangue ou saliva para extracdo do DNA
caso ndo haja material suficientemente disponivel no Banco de Macromoléculas. Pacientes novos, que
passarem no Departamento de Oncogenética durante o periodo do estudo, e que preencherem os critérios
da sindrome de LFS, serdo convidados a participar do estudo. Nestes pacientes sera realizado o teste
genético para pesquisa de mutacdes no gene TP53 (pesquisa de mutacdo germinativa em regido codificante
através de sequenciamento direto). O DNA dos pacientes portadores de mutacao e os respectivos familiares
nao-portadores sera encaminhado ao centro colaborador nos EUA para o estudo do nimero de cépias do
DNA mitocondrial e o tamanho dos telémeros. O estudo da funcdo mitocondrial sera realizado apenas nos
pacientes do NIH."

Critérios de Inclusédo/ Excluséo:

Critérios de inclusao:

"Na regiéo Sudeste do Brasil seréo inclusos 60 pacientes LFS com muta¢édo no TP53 serdo recrutados a
partir do Departamento de Oncogenética do A.C. Carmargo Cancer Center, Sao Paulo (sob
responsabilidade da Dra Maria Isabel Achatz).Na regido Sul do Brasil serdo inclusos 50 LFS com mutacéo
no TP53 pacientes serdo recrutados a partir do Ambulatério de Oncogenética do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (sob responsabilidade da Dra. Patricia Ashton-Prolla). Nos EUA seréo inclusos 40 pacientes
LFS com mutacdo no TP53 ndo p.R337H serdo recrutados pelo NIH (sob responsabilidade da Dra. Sharon
A. Savage). Seréo recrutados ao menos 1 familiar ndo-portador de mutacéo de cada paciente portador.”

Critérios de Exclusao:
"N&o informado."

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

"O objetivo principal do estudo é caracterizar clinicamente individuos com LFS e LFL, examinando se fatores
de risco (exposi¢Bes ambientais, estado nutricional e atividade fisica) podem estar associados com a
ocorréncia de cancer."
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Objetivos Secundarios:
"O objetivo principal do estudo é caracterizar clinicamente individuos com LFS e LFL, examinando se fatores
de risco (exposi¢Bes ambientais, estado nutricional e atividade fisica) podem estar associados com a

ocorréncia de cancer."

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo a pesquisadora:

Riscos:

"No momento da coleta de sangue podera haver alguma dor em decorréncia da pun¢édo. Complicacbes de
coleta de sangue sao raras e geralmente sdo de pequeno porte. Se houver extravasamento de sangue da
veia no local da puncdo geralmente ha uma mancha roxa (hematoma) e um pequeno desconforto que
desaparece em poucos dias. As coletas de sangue serdo realizadas por profissionais especialmente
treinados, o que diminui as chances de complicacdes. Os questionérios poderdo causar um sentimento de
desconforto ou ansiedade frente as perguntas realizadas. Os pesquisadores estardo disponiveis para
conversar e prestar apoio se necessarios, frente a estas situa¢gdes. Com o conhecimento do resultado do
teste genético alguns pacientes podem desenvolver ansiedade, raiva e depressdo. O aconselhamento
genético e psicoldégico tem como objetivo ajuda-lo(a) a lidar com a informacé&o."

Beneficios:

"O maior beneficio do estudo é permitir a identificacdo de fatores que possam estar associados ao maior
risco ou protecdo para o desenvolvimento de certos tumores da sindrome de Li-Fraumeni. A partir desse
estudo espera-se melhorar o conhecimento geral (e néo individual) sobre risco de cancer em pessoas com a
sindrome de Li-Fraumeni. Estas informacdes poderdo trazer uma melhor compreensdo dos tumores
relacionados a doenca e o desenvolvimento de estratégias de rastreamento mais eficazes aplicaveis nao
somente para pessoas com a sindrome de Li-Fraumeni como também na populagéo geral."

Comentarios e Considerag8es sobre a Pesquisa:
Trata-se da andlise das respostas da pesquisadora ao parecer CONEP:571.267, de 27 de janeiro de 2014.
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Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacges".

Recomendacdes:

No item IV.2 (pagina 2 de 4) da verséo corrigida do TCLE, o trecho referente ao direito do participante da
pesquisa em escolher se permite ou nao o armazenamento de suas amostras biologicas, 1é-se: "Vocé tera o
direito de escolher se permite o armazenamento de suas amostras bioldgicas (sangue/saliva) para a
utilizacdo em outros protocolos de pesquisa, ou se deseja que elas sejam utilizadas exclusivamente para
este estudo, sendo o seu excedente, inutilizado pelo Biobanco da Instituicdo". Recomenda-se substituir o
termo "outros protocolos de pesquisa" por "outras pesquisas" no trecho supracitado, uma vez que o termo
"protocolo" pode ndo ser esclarecedor para o publico em geral.

Adicionalmente, recomenda-se que o TCLE néo seja impresso em papel com o logotipo da Instituicéo.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Respostas ao PARECER CONEP n° 571.267

Referente ao estudo clinico supracitado, gostariamos de providenciar as respostas as pendéncias do
Parecer da CONEP n° 545.245 de 05 de marco de 2014, conforme abaixo descrito:

1. O arquivo "PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_201679.pdf" informa que o pais de origem da
pesquisa é os Estados Unidos da América e informa ainda que as amostras brasileiras serdo mandadas
para este pais. Caracteriza-se, portanto, que a pesquisa em tela possui coordenag¢édo estrangeira. Solicita-se
a inclusdo da area tematica "pesquisas com coordenacgao e/ou patrocinio originados fora do Brasil,
excetuadas aquelas com copatrocinio do Governo Brasileiro" (Resolugdo CNS 466/2012, item 1X.4.8) e
adequacédo da Folha de Rosto.

RESPOSTA: Conforme solicitado, a Folha de Rosto foi adequada com a inclusdo da area tematica:
"Pesquisas com coordenacado e/ou patrocinio originados fora do Brasil, excetuadas aquelas com
copatrocinio do Governo Brasileiro".

ANALISE : PENDENCIA ATENDIDA.

2. Ainda que constem os arquivos "16 A - Orcamento financeiro detalhado.doc" e "17 A - Plano de custos
detalhado.doc" que informam, respectivamente, o detalhamento dos gastos previstos no centro A. C.
Camargo e o total de gastos previsto para cada centro participante, ndo had nenhuma
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informacdo quanto & origem dos recursos destinados a realizagdo da pesquisa. Solicita-se esclarecer se
havera apenas uma fonte financiadora de toda a pesquisa ou mesmo se cada centro sera responsavel por
custear os gastos previstos com a pesquisa.

RESPOSTA: Conforme solicitado, foi descrita a origem dos recursos destinados a realizacao da pesquisa:
Quanto ao arquivo "16 A. Orcamento financeiro detalhado", agora substituido pelo documento “Orgamento
financeiro detalhado — verséo 2"

- Foi incluida a seguinte frase: "Declaro também que todo o financiamento para a realiza¢do deste projeto
sera proveniente do programa Bench-to-Bedside program (B2B NIH/NCI)";

- Ressaltamos que o arquivo ja apresentava a coluna "Fonte Financiadora", explicitando que para cada item
do orcamento descrito, seriam utilizados recursos do Bench-to-Bedside program (B2B NIH/NCI).

Quanto ao arquivo "17 A - Plano de custos detalhado", agora substituido pelo documento “Plano de custos
detalhado — verséo 2"

- Foi incluida a seguinte frase: “Desta forma, declaro que todo o financiamento para a realizacdo deste
projeto sera proveniente do programa Bench-to-Bedside program (B2B NIH/NCI)";

- Foi incluida a coluna "Fonte Financiadora", descrevendo que para cada item, serdo utilizados recursos
provenientes do Bench-to-Bedside program (B2B NIH/NCI);

- Ressaltamos que o arquivo ja apresentava o trecho que |é-se: "Um acordo entre o NCI e cada instituicao
foi criado a fim de apoiar estas iniciativas de pesquisa”. Portanto, para nosso entendimento, esta informagéo
(acompanhada dos valores descritos em moeda americana), ja destacava que a origem dos recursos seriam
oriundos do Bench-to-Bedside program (B2B NIH/NCI).

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3. Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, verséo 2 [arquivo "TCLE-Principal
(corrigido).doc"]:

a) O texto faz uso de termos do jargao cientifico sem as devidas explicagbes ou com explica¢cdes
equivocadas, tais como: gene (pagina 1), mitocéndrias e teldomeros (pagina 2). Tendo em vista que a
definicdo "estruturas celulares" € muito imprecisa, uma vez que os telémeros, por exemplo, ndo sdo
propriamente "estruturas celulares”, mas sim, as por¢cdes terminais dos cromossomos, que, sim, sédo
estruturas celulares. Solicita-se, portanto, que o texto traga explicagfes coerentes para os termos cientificos
utilizados.
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RESPOSTA: Conforme as sugestdes do relator, o texto do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) foi revisto e alterado:

No item Ill (pagina 1 de 4), foram dadas as seguintes explica¢des para os termos cientificos abaixo:

DNA: (...) moléculas que contém o material genético responsavel pelo desenvolvimento dos seres vivos e
pela transmissdo das caracteristicas hereditarias (...);

Gene: (...) em uma parte, chamada gene TP53, que é responsavel pela informacéo que permite a producdo
da proteina p53 em nossas células (...).

No item IV.1 (pagina 2 de 4), para correto emprego dos termos cientificos, reescrevemos o trecho em
guestdo. No novo texto Ié-se: "(...) Entre esses fatores, podemos citar: alteracées no DNA e em outras
estruturas da célula, como as mitocdndrias, parte da célula envolvida na respiracdo celular; ou em
componentes dos cromossomos, como os telémeros (...)"

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

b) Na pagina 2 de 4, item "2. PROCEDIMENTOS QUE SERAO UTILIZADOS E PROPOSITOS", lé-se: "O
sangue SERA DESTINADO para o Biobanco do A.C. Camargo Cancer Center, responsavel pelo
PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO de amostras biolégicas (Protocolo aprovado pela CONEP sob
namero B-001). Uma parte da amostra de DNA obtida de seu sangue sera enviada para o COLABORADOR
NOS ESTADOS UNIDOS que realizara parte das andlises biolégicas a fim de verificar a ocorréncia de
alteractes" (destaques nossos). Quanto ao texto transcrito e os pontos destacados, cabem as seguintes
consideracées:

I. O texto ja afirma que as amostras serdo enviadas para o biobanco da instituicdo sem a obtencao de
consentimento prévio do participante da pesquisa. Cabe ressaltar que, caso o participante recrutado
concorde em participar da pesquisa, ele ndo pode ser obrigado a permitir qgue sua amostra seja
armazenada. Solicita-se a adequacao.

RESPOSTA: Conforme solicitado, foi incluido no item IV.2 (pagina 2 de 4) do TCLE, o trecho referente ao
direito do participante da pesquisa em escolher se permite ou ndo o armazenamento de suas amostras
biologicas. O novo trecho |1é-se: "Vocé tera o direito de escolher se permite o armazenamento de suas
amostras bioldgicas (sangue/saliva) para a utilizagcdo em outros protocolos de pesquisa, ou se deseja que
elas sejam utilizadas exclusivamente para este estudo, sendo o seu excedente, inutilizado pelo Biobanco da
Instituicao”.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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Il. O texto segue informando que as amostras serdo enviadas para o "colaborador nos Estados Unidos",
entretanto, ndo consta qualquer informacédo sobre a identificacdo e localizacdo do "colaborador"
estrangeiro. Solicita-se que o texto do documento informe clara e precisamente a identificacdo da
contraparte estrangeira que receberd e processara as amostras.

RESPOSTA: No texto do item Ill (pagina 1 de 4) do TCLE, foi detalhada a localizacao da colaboracéo
estrangeira, onde agora |é-se: (...) Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos da América (NCI/NIH —
EUA) (...).

No texto do item IV.2 (pagina 2 de 4) do TCLE, foi incluida a identificacdo da contraparte estrangeira,
substituindo o termo "colaborador nos Estados Unidos" por "NCI/NIH - EUA".

No item 1.3 (pagina 1 de 4) do TCLE, adequamos também a identificacdo do pesquisador internacional
envolvido. Foi incluido o termo "Estados Unidos da América", referente a sigla (EUA) do pais onde a referida
instituicdo est4 localizada.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

c) Na péagina 2 de 4, item "2. PROCEDIMENTOS QUE SERAO UTILIZADOS E PROPOSITOS", lé-se: "Se
vocé decidir participar, serdo marcadas outras consultas (TOTAL DE 4) para preenchimento de
formularios/questionarios e coleta de sangue para exames genéticos" (destaque nosso). O texto informa que
0 participante que concordar em participar da pesquisa terd que comparecer diversas vezes ao centro para
cumprir as solicitagcdes da pesquisa. Entretanto, o texto ndo traz qualquer informacéo acerca do
ressarcimento das despesas com transporte e alimentacdo dos participantes da pesquisa nos dias em que
terdo que comparecer ao centro para realizar as etapas da pesquisa. Solicita-se adequacéo.

RESPOSTA: Conforme solicitado , no item IV.2 (pagina 2 de 4) do TCLE versao 3, foi inserido o trecho que
Ié-se: "Informamos que os questionarios serdo aplicados durante o seu comparecimento no departamento
de Oncogenética no dia de sua consulta semestral de rotina com a equipe médica responsavel, ou
aproveitara a sua vinda devido a consultas com outras especialidades. Desta forma, ndo haverao custos
adicionais relacionados a este estudo referentes ao transporte e alimentac&o dos participantes.”

Apesar de nao referido, o item 3.1 (pagina 6 de 19) do projeto compativel - versédo 3, foi revisto e o texto
readequado com o TCLE. No arquivo “Projeto - versao 3", onde lia-se: “(...) serdo submetidos aos trés
guestionarios no momento da inclusdo e novamente 20 dias apds. Os questionarios serao enviados via
Correios para os individuos selecionados (o custo desta remessa esté previsto no orgamento do projeto).”,
agora lé-se: “(...) serdo submetidos aos trés
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guestionarios. Os questionarios serao aplicados durante o comparecimento no departamento de
Oncogenética no dia de consulta semestral de rotina com a equipe médica responséavel, ou aproveitara a
vinda devido a consultas com outras especialidades. Desta forma, ndo haverdo custos adicionais
relacionados a este estudo referentes ao transporte e alimentacdo dos participantes.”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

d) N&o constam quaisquer informagdes acerca de uma possivel suspensao do estudo. Ressalta-se que o
documento deve informar que a pesquisa podera ser interrompida durante a sua realizagdo por motivo de
seguranca dos participantes da pesquisa (ainda que no caso do estudo em tela seja praticamente
descartada esta possibilidade), ou mesmo caso o CEP entenda que a pesquisa esteja sendo conduzida de
maneira eticamente inaceitavel. Solicita-se a inclusdo no documento da informacédo de que a pesquisa
podera ser interrompida enquanto ainda em andamento.

RESPOSTA: Conforme solicitado, foi incluido no item V (pagina 4 de 4) do TCLE, o trecho que |é-se: "Esta
pesquisa poderd ser interrompida durante a sua realizacao e apos o aval do CEP da instituicdo, em casos
onde: a) O pesquisador responsavel decida que algum motivo ou situagdo possa por em risco a seguranga
do participante ou; b) O CEP julgue que o estudo esteja sendo conduzido de maneira eticamente
inaceitavel".

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

e) Na pagina 4 de 4, item "V. OBSERVACOES COMPLEMENTARES", |é-se: "As amostras coletadas seréo
processadas e armazenadas pelo Biobanco do A.C. Camargo Cancer Center, e O EXCEDENTE NAO
UTILIZADO POR ESTE PROJETO DE PESQUISA PODERA SER UTILIZADO EM OUTROS PROJETOS,
apo6s a aprovacdo dos mesmos pelo Comité de Etica em Pesquisa desta Instituicdo. EM CASO DA
UTILIZAGAO DAS SUAS AMOSTRAS EM OUTRAS PESQUISAS, FAVOR ASSINALAR UMA DAS
SEGUINTES OPCOES:

() Quero receber um novo TCLE a cada nova pesquisa realizada no A.C. Camargo Cancer Center.

() Nao quero receber um novo TCLE a cada nova pesquisa no A.C. Camargo Cancer Center. Portanto,
concordo que este TCLE, uma vez assinado, valera também para os demais protocolos de pesquisa."”
(destagues nossos). Quanto ao trecho transcrito e os pontos destacados, cabem as seguintes
consideracdes:

I. A pesquisa visa a investigacao de aspectos genéticos relacionados a sindrome de Li-Fraumeni e
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ndo a formacao de banco de amostras biolégicas. Portanto, a afirmacao de que "o excedente ndo utilizado
por este projeto de pesquisa podera ser utilizado em outros projetos" impde o armazenamento da amostra
biolégica do participante. Solicita-se a alteracdo da informacdo dando a possibilidade de escolha ao
participante de decidir se permitird ou ndo o armazenamento de sua amostra bioldgica ao final do estudo.
RESPOSTA: Vide documento "TCLE - versdo 3 (com alteracdes destacadas).doc”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Il. Ademais, o texto solicita que o participante decida se quer ou ndo ser contatado para dar o seu
consentimento para cada nova pesquisa a ser realizada com a amostra armazenada. Tal possibilidade de
escolha é restrita a amostra armazenada em biobanco. Solicita-se, portanto, a apresentacdo de modelo do
TCLE para armazenamento em biobanco (de acordo com os requisitos do item 5 do Art. 1° da Resolugéo
CNS 441/2011), uma vez que néo se pode simplesmente informar que as amostras excedentes seréo
armazenadas no biobanco da instituicao.

RESPOSTA: Vide documento "TCLE - verséo 3 (com alteracdes destacadas).doc"

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Consideragdes Finais a critério da CONEP:
Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, de acordo com as atribui¢es
definidas na Resolugdo CNS 466/2012 e na Norma Operacional N° 001/2013 do CNS, manifesta-se pela
aprovacao do projeto de pesquisa proposto.

Situacgéo: Protocolo aprovado.
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BRASILIA, 15 de Maio de 2014

Assinado por:

Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador)
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ABSTRACT

Germline TP53 mutations are associated with Li-Fraumeni syndrome (LFS), a disease
that predisposes carriers to a wide variety of early onset tumors. In Southern and Southeastern
Brazil, a high frequency of a germline TP53 mutation, p.R337H, was diagnosed in 0,3% of
population due to a founder effect. Carriers are at risk for developing cancer but penetrance is
lower than in typical DNA binding domain mutations. To date, only a few families were
detected and diagnosis of carriers remains a challenge. Therefore, the definition of more
stringent criteria to detect p.R337H carriers is necessary for the Brazilian population. We
assessed the A.C. Camargo Cancer Center Oncogenetics Department database in search of
common characteristics belonging to p.R337H families that did not fulfill LFS/LFL clinical
criteria. Among 42 p.R337H families, three did not meet any LFS/LFL criteria. All cases
were young female patients with breast cancer diagnosed before age 45 with no family history
of LFS linked-cancers. Our results suggest that screening for the germline TP53 p.R337H
mutation should be indicated, along with BRCA1 and BRCAZ2 genetic testing, for this group of

patients especially in South and Southeast regions of Brazil.



INTRODUCTION

Li-Fraumeni syndrome (LFS, OMIM #151623) is a rare autosomal dominant genetic
disorder inherited by germline TP53 mutations (Malkin et al., 1990). Carriers are predisposed
to the development of a wide variety of early onset tumors especially to those denominated as
LFS core tumors: premenopausal breast cancer, soft-tissue sarcoma (STS), central nervous
system tumors (CNS), and adrenocortical carcinomas (ADR) (Li e Fraumeni, 1969a; b).

In order to identify at-risk families who carry these mutations, different criteria for
clinical diagnosis have been established (Table 1). Since its publication, classical criteria has
been modified due to the presence of families who although did not fulfill its definition, were
positive for germline TP53 mutations. This group of patients belongs to a variant form of
LFS, named Li-Fraumeni-like (LFL), which is composed by either more inclusive parameters
or additional criteria (Birch et al., 1994; Eeles, 1995; Chompret et al., 2001; Tinat et al.,
2009)

Interestingly, a specific germline TP53 mutation (NC_000017.9: c¢.1010G>A;
p.R337H) was reported as highly associated with LFS/LFL families in Brazil (Achatz et al.,
2007). It is present in 0,3 % of the local population from Southern and Southeastern regions
of the country (Palmero et al., 2008; Custddio et al., 2013) due to a founder effect (Pinto et
al., 2004; Garritano et al., 2010). One of the hypotheses to explain why this deleterious
mutation has persisted is based on its relatively reduced penetrance, which confers tumor risk
of 30% before the age of 30 to its carriers, but lifetime cancer risk similar to other TP53
mutations (Garritano et al., 2010). Thus, most young adults who are carriers may have their
offspring before developing cancer, spreading the mutation throughout generations. Also,
tumor profile among Brazilian carriers is similar to DNA-binding domain mutations found

elsewhere in the world but some age difference and a higher risk for other types of tumors



might exist. However, in spite of its elevated prevalence, appropriate criteria to identify
carriers as well as guidelines to facilitate and direct its genetic testing are still missing and,
therefore, the number of carriers may be underrepresented. Hence, our aim was to investigate
family history of p.R337H carriers who did not fulfill any LFS/LFL criteria and define when

individuals without criteria would benefit from testing for p.R337H TP53

PATIENTS AND METHODS

This study is based on the A.C. Camargo Cancer Center Oncogenetics Department’s
database. The department has been following patients at high-risk for cancer development
since 1999 and has currently 7059 individuals from 607 families enrolled. For each family, it
was obtained a detailed family history regarding tumor diagnosis and clinical data for both
index patients and their relatives. Patients eligible for either TP53 sequencing or point
mutation directed genetic testing are also registered in this database. From 348 families tested
for germline TP53 mutations, 42 were found to carry p.R337H (Achatz et al. 2007, Formiga et

al. in press).

RESULTS

Table 2 shows how many families fulfilled each LFS/LFL criteria. From the 42
families identified as p.R337H carriers, three did not meet any LFS/LFL criteria. According
to their respective pedigrees (Figure 1), family Y0347 (Fig 1. A) presented only two cases of
malignancy: the proband with an invasive ductal carcinoma (IDC) diagnosed at the age 41
and her paternal uncle with prostate cancer at the age 60, which is not considered as a LFS-

core tumor. Family Y0348 (Fig 1. B) also demonstrates cases of early-onset breast cancer; an



IDC and a ductal carcinoma in situ (DCIS) diagnosed in proband at the ages of 42 and 46,
respectively, in addition to a breast cancer diagnosed in her mother at the age 61. Lastly,
family Y0349's pedigree (Fig 1. C) is composed by a proband diagnosed with breast cancer at
the age of 29 and cases of uterus and prostate cancers in her second- and third- degree

relatives.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

We identified three different p.R337H families that did not fulfill any clinical criteria
for LFS diagnosis. The main common observations in these families were the cases of breast

cancer (BC), diagnosed before age 45, irrespective of family history.

It has been suggested that women diagnosed with breast cancer before age 30 along
with a family history of one or more core LFS cancers in a first- or second-degree relative
should also be considered for TP53 genetic testing. In this scenario, Gonzalez et al., 2009
found a likelihood of 100% (5 of 5) of harboring a germline TP53 mutation. In contrast, the
authors did not detected any mutation carrier in the group composed by 15 women diagnosed
with invasive ductal carcinoma between the interval of 30-49 years of age and who did not
have any core LFS tumor in the family history. Similar results were described afterwards
(Mouchawar et al., 2010) and the probability of identifying a germline TP53 mutation in
women diagnosed with early onset breast cancer and who have a negative family history was

defined as ranging from 5% to 8%, (McCuaig et al., 2012).

The three families detected in our study presented some features that should be
carefully interpreted based on specific p.R337H characteristics. Differently from the findings

described by Gonzalez et al, two positive cases (Y0347T000 and Y0349T000) did not display



any core LFS tumor in their first- or second-degree relatives. In addition, although the family
Y348 is composed by two cases of breast cancer, it did not meet any LFS criteria due to the
relatively older age at tumor diagnosis of proband’s mother. These particularities could be
consequences of the low penetrance presented by the p.R337H especially before the age of 30
(Garritano et al., 2010) which raises the possibility of later-than-expected ages at cancer
development when compared to those described in currently applied LFS clinical criteria.
Therefore, this might be a plausible explanation for both the absence of other affected
individuals in the pedigree as well as a slightly older age at cancer onset.

The indication of simultaneous genetic testing for BRCA1/BRCA 2 and TP53 has been
proposed especially for women with breast cancer diagnosed before age 35 who have a family
history of LFS-linked cancers (Lee et al., 2012). Conversely, Tinat et al., 2009 suggested
TP53 testing only for women diagnosed with early onset BC who are negative for mutations
in BRCAL and BRCAZ2, irrespective of family history. However, the authors state that it should
be avoided in those who do not present a family history of cancer or multiple primary tumors,
mainly due to the low estimated prevalence of positive cases in this category (less than 5%)
and the psychosocial burden induced by a TP53 genetic testing. In accordance to our
observations, Gomes et al., 2012 described two p.R337H carriers diagnosed with BC before
the age 40 in an unselected BC-cohort with 390 participants (0,5%), indicating that the
genetic testing for the p.R337H could potentially be inserted in existing screening panels.
Similarly, Giacomazzi et al., 2014 investigated the prevalence of the p.R337H mutation in
two different Brazilian groups of women diagnosed with BC: one composed by affected
individuals with a family history (FH) compatible with hereditary breast cancer but no
LFS/LFL features and another one, by women unselected for FH. The authors found the
values of 3,4% and 8,6% for each group, respectively. Due to this frequency, they proposed

that this mutation may play an important role in the incidence of BC in Brazil.



These findings, along with ours, strengthen the importance of suggesting concomitant
TP53 p.R337H genetic testing for women affected by BC before age 45, irrespective of
family history, particularly in the Southern and South regions of Brazil, where the prevalence
of a germline TP53 is considerably higher than elsewhere in the world. The inclusion of this
group of patients would potentially avoid LFS/LFL underdiagnosis and inappropriate genetic

counseling.
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LEGENDS

Table 1. Clinical criteria for LFS diagnosis

Table 2. Families carriers of the p.R337H mutation distributed according to different LFS criteria

Figure 1. Pedigrees of the families affected by the germline TP53 p.R337H mutation. The
proband is indicated by an arrow; black symbol: patient affected by malignant tumor;
yellow symbol: patient carrier of the p.R337H mutation; first information below the

symbol: type of tumor and age at diagnosis.



Table 1

Criteria Description Reference
* Proband diagnosed with a STS before age 45 AND; Li and
Classic — One first-degree relative with any tumor diagnosed before age 45 AND; Fraumeni,
— Another first- or second-degree relative diagnosed with any cancer before age 45 or a STS at any age 1988
* Proband with a cancer diagnosed in childhood (STS, CNS, ADR) OR;
Birch * Proband diagnosed with a STS, SN.C, or.ADR befor.e age 45 AND; Birch. 1994
— One first- or second-degree relative diagnosed with a tumor from the LFS spectrum at any age AND; ’
— First- or second-degree relative diagnosed with any cancer before age 60
* LFL-Eeles 1
— Two first-or second- degree relatives diagnosed with a typical LFS tumor at any age
Eeles * LFL-Eeles 2 Eeles, 1995
— Proband diagnosed with a STS at any age AND;
— Two first-or second-degree relatives diagnosed with two different typical LFS tumors at any age
* Proband diagnosed with a typical LFS tumor before age 36 AND;
— One first- or second-degree relative diagnosed with any cancer before age 46 OR;

Chompret — One relative with multiple tumors diagnosed at any age Chompret,
« Proband with multiple primary tumors - including two typical LFS tumors - with the first diagnosed before 2001
age 36 regardless of family history
* Proband with ADR at any age regardless of family history
* Proband with a typical LFS tumor diagnosed before age 46 AND;

— At least one first- or second-degree relative diagnosed with a typical LFS tumor (except breast cancer if
Chompret 2009 the proband is/was affected by breast cancer) before age 56 OR a relative with multiple primary tumors OR; Tinat, 2009

* Proband with multiple primary tumors (other than multiple breast tumors) - including at least two from
LFS tumor spectrum - with the first diagnosed before age 46;
* Proband diagnosed with ADR or CPC at any age irrespective of family history

Abbreviations: STS: soft-tissue sarcoma; CNS: central-nervous system tumors; ADR: adrenocortical carcinoma; CPC: choroid-plexus carcinoma



Table 2

LFS/LFL Number
Criteria O.f .
families
Classic 1
Birch 13
Eeles
Eeles 1 10
Eeles 2 5
Chompret
Chompret 2001 7
Chompret 2009 3
None 3
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