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RESUMO

Soares de Sa BC. Investigacdo de variantes genéticas germinativas nos pacientes com
critério clinico para melanoma hereditario em acompanhamento no ambulatorio de
melanoma familial do nicleo de cincer de pele do A.C.Camargo Cancer Center:

associacio com caracteristicas clinicas. [Tese]. Sao Paulo; Funda¢ao Antonio Prudente; 2020.

Introducio: Cerca de 5 a 10% de todos os melanomas ocorrem em familias com predisposi¢ao
hereditaria. A Sindrome do Melanoma Familial (SMF) ¢ sindrome de cancer hereditario que
confere predisposi¢cao ao melanoma cutaneo e caracteriza-se pela presenga de multiplos casos
de melanoma na familia ou multiplos casos de melanoma no mesmo individuo, podendo estar
associada a outras neoplasias como o carcinoma de pancreas. Os genes de alta penetrancia mais
conhecidos, relacionados a SMF, sio CDKN2A e CDK4. Ambos atuam no controle negativo do
ciclo celular. As variantes patogénicas em CDKNZ2A correspondem a 10% das familias com
dois casos de melanoma e a 30 a 40% das familias com 3 ou mais casos, apresentando
associag¢do com cancer de pancreas. Na SMF a prevaléncia de variante em CDK4 variade 1 a
3%. Mais recentemente, variantes patogénicas em novos genes de alta penetrancia foram
identificadas contribuindo com a caracterizagdo de diferentes vias de susceptibilidade ao
melanoma, incluindo genes relacionados a diferenciacdo celular, resposta a dano do DNA e
manuten¢do dos telomeros, como os genes BAP1, POT1, ACD, TERF2IP e TERT. Sao ainda
de grande importancia na determinacao de risco para o melanoma cutaneo, variantes em genes
de baixa a moderada penetrancia relacionados a pigmentagcdo da pele e diferenciagdo dos
melanocitos como os genes MC1R e MITF. Objetivos: Identificar variantes germinativas em
genes de alta e baixa a moderada penetrancia associados a risco aumentado para melanoma em
pacientes com critérios clinicos para a SMF, associando os achados as caracteristicas clinicas
dos pacientes. Material e Métodos: Sele¢do de pacientes com trés ou mais melanomas
(melanomas primarios multiplos — MPM) ou pacientes com diagndstico de melanoma com dois
ou mais casos de melanoma ou cancer de pancreas em parentes de primeiro ou segundo graus
(melanoma familial — MF). O DNA genomico foi isolado a partir de sangue periférico ou saliva
e realizado teste genético com painel customizado incluindo os genes ACD, BAP1, CDK4,
CDKNZ2A, POT1, TERT, TERF2IP, MC1R ¢ MITF. Foi realizada analise dos dados clinicos dos
pacientes e histopatologicos dos seus tumores além de comparacao entre os diferentes grupos

(MPM x MF) e comparacdo das frequéncias de variantes no gene MC1R com grupo controle.



Resultados: Foram incluidos 37 pacientes com média de idade ao diagnéstico de 40,1 anos,
prevaléncia do fenétipo de pele clara (89,2%), cabelos e olhos claros (> 50% dos casos), além
de grande niimero de pacientes com historia de queimadura solar na infancia (89,2%) e
multiplos nevos (> 75% com > 50 nevos). Total de 148 melanomas primarios, com predominio
do tipo extensivo superficial (85,8%), localizacdo mais frequente no tronco (52,7%) e maior
prevaléncia de melanomas finos (96,7%). Foram encontrados dois pacientes (5,6%) com
variantes patogénicas (P) e quatro (11,1%) com variantes de significado incerto (VUS), nos
genes de alta penetrancia estudados. As variantes P foram detectadas nos genes CDKN2A e
BAPL. Variantes no gene MC1R foram encontradas em 33 casos (89,2%) com predominio das
variantes classificadas como RHC ou alelos R — variantes de moderada penetrancia (51,4%).
As variantes RHC, assim como as variantes MC1R de risco desconhecido (chamados alelos u),
foram mais frequentes em nossa coorte quando comparados ao grupo controle. Discussdo: A
frequéncia de variantes patogé€nicas nos genes de alta penetrancia estudados foi baixa,
considerando-se os critérios utilizados para selecdo dos probandos e do nimero de melanomas
nos pacientes e seus familiares. Em algumas familias, o risco aumentado para melanoma pode
estar relacionado a presenca dos alelos R ou dos alelos u de MC1R, combinagdo de duas
variantes distintas de MC1R em alguns casos, associado muitas vezes a fendtipo e
comportamento de risco. Conclusdo: A baixa frequéncia de variantes nos genes de alta
penetrancia e a alta prevaléncia de variantes de MC1R encontradas em nossa coorte mostra a
importancia do genodtipo de MC1R na determinacdo do risco de melanoma nas familias

brasileiras com critérios clinicos para a Sindrome do Melanoma Familial.

Descritores: Melanoma/genética. Hereditariedade. Susceptibilidade a Doengas. Neoplasias

Cutaneas



ABSTRACT

Soares de S4 BC. [Germline genetic testing in patients with clinical criteria for hereditary
melanoma from the familial melanoma outpatient clinic of the skin cancer Department of
A.C.Camargo Cancer Center: correlation with clinical features]. [Tese]. Sdao Paulo;

Fundagdo Antonio Prudente; 2020.

Introduction: Approximately 5 to 10% of all melanoma cases occur in a familial context.
Familial melanoma syndrome confers hereditary predisposition to cutaneous melanoma and
other malignancies such as pancreatic carcinoma. It is characterized by families with multiple
melanoma cases or individuals with multiple primary melanomas. CDKN2A and CDK4 were
the first and second high-penetrance melanoma gene identified, respectively, both acting in cell
cycle regulation. In general, CDKN2A pathogenic variants are found in 10 % of melanoma-
prone families with two melanoma cases and in 30 to 40% of families with 3 or more cases,
being associated with pancreatic cancer. The prevalence of CDK4 pathogenic variants varies
from 1 to 3%. More recently, pathogenic variants in new high-penetrance genes have been
identified, contributing to characterization of distinct melanoma susceptibility pathways,
including genes related to cellular differentiation, response to DNA damage and maintenance
of telomeres, such as BAP1, POT1, ACD, TERF2IP and TERT. Variants in low- to moderate-
penetrance genes related to skin pigmentation and melanocytes differentiation, such as MC1R
and MITF, are also of great importance in determining risk for cutaneous melanoma.
Objectives: To identify germline variants in high and low- to moderate-penetrance genes
associated with increased risk for melanoma in patients with clinical criteria for familial
melanoma syndrome, and to correlate the findings with clinical features of the patients.
Material and Methods: Patients diagnosed with three or more melanomas (multiple primary
melanomas - MPM) or melanoma patients with two or more cases of melanoma or pancreatic
cancer in first or second degree relatives (familial melanoma - FM). The genomic DNA was
isolated from peripheral blood or saliva and genetic testing was performed using a panel
including ACD, BAP1, CDK4, CDKN2A, POT1, TERT, TERF2IP, MC1R and MITF genes. We
analyzed patients’ clinical features and tumors’ histopathological characteristics, comparing
these findings between the two groups (MPM x FM). In addition, we performed comparison of

MCI1R variants frequencies between the cohort and the control group. Results: Thirty seven



patients were included, with a mean age at diagnosis of 40.1 years, prevalence of the fair skin
phenotype (89.2%), blond/red hair and light eyes (> 50%), history of childhood sunburn (89.2%)
and multiple nevi (> 75% with > 50 nevi). A total of 148 primary melanomas were identified
with a predominance of superficial spreading histological subtype (85.8%), location on the
trunk (52.7%) and thin melanomas (96.7%). We identified two patients (5.6%) with pathogenic
(P) variants and four patients (11.1%) with variants of uncertain significance (VUS) n the high-
penetrance genes studied. The P variants were detected in CDKNZ2A and BAP1 genes. MC1R
variants were found in 33 cases (89.2%) with a predominance of RHC variants or R alleles —
moderate-penetrance variants (51.4%). The RHC variants as well as the unknown risk variants
(the so-called u alleles) were more frequent in our cohort when compared to the control group.
Discussion: The frequency of pathogenic variants in the high-penetrance genes studied was
low, considering the proband selection criteria and the number of melanomas found in the
patients and their families. In some families, the increased risk for melanoma may be related to
the presence of the R alleles or the u alleles of MC1R, a combination of two distinct MC1R
variants in some cases, both conditions often associated with phenotype and behavior of risk.
Conclusion: The low frequency of pathogenic variants in the high-penetrance genes and the
high prevalence of MC1R variants found in our cohort show the importance of MC1R genotype

in determining the risk of melanoma in the Brazilian melanoma-prone families.

Keywords: Melanoma/genetics. Heredity. Disease Susceptibility. Skin Neoplasms.
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1 INTRODUCAO

1.1 MELANOMA CUTANEO

O melanoma cutaneo (MC) resulta de interacdes complexas entre fatores genéticos e
ambientais. A radiagdo ultravioleta (RUV) € o fator ambiental mais conhecido e sua a¢do na
génese dos melanomas esta intimamente relacionada a fatores constitucionais como pele clara
com dificuldade de bronzeamento e susceptibilidade a queimadura solar, cabelos ruivos e loiros,
olhos claros e efélides multiplas. Outro fator constitucional de risco ¢ a presenca de multiplos
nevos e nevo atipico, sendo a sindrome do nevo atipico (SNA) a caracteristica fenotipica mais
relevante (Silva et al. 2011). Porém, histdria familiar e pessoal de melanoma sdo os fatores de
maior risco (Garbe et al. 1994; Holly et al. 1995; Bliss et al. 1995; Bréanstrom et al. 2010).

O melanoma cutaneo desenvolve-se a partir da transformacao maligna dos melandcitos
determinada pelo acimulo de mutagdes que promovem proliferacdo, invasdo e capacidade de
escape do sistema imune, processo chamado de melanomagénese (Meyle e Guldberg 2009;
Ming et al. 2020). Estas mutagdes podem ser adquiridas aleatoriamente, situacao que representa
os chamados melanomas esporadicos. Porém a susceptibilidade ao melanoma pode ser
determinada pela presenca de variantes germinativas caracterizando o melanoma hereditario
(Hansen et al. 2004; Meyle e Guldberg 2009; Ransohoff et. 2016). Nos casos hereditarios, o
melanoma cutaneo pode ser o cancer dominante na familia, caracterizando a Sindrome do
Melanoma Familial (SMF) ou pode ser parte de sindrome distinta de cancer hereditario, como

tumor secundério (Ransohoff et. 2016; Leachman et al. 2017; Toussi et al. 2020).

1.2 SINDROME DO MELANOMA FAMILIAL

Estima-se que cerca de 5 a 10% de todos os melanomas ocorram em familias com
predisposicdo hereditaria (Kannengiesser et al. 2009). A SMF ¢ considerada uma sindrome
clinica que confere predisposi¢do ao melanoma, associado a outras neoplasias como o
carcinoma de pancreas e tumores do sistema nervoso central (Azizi et al. 1995; Vasen et al.
2000; Kannengiesser et al. 2003; Goldstein et al. 20006).

Em relagdo aos critérios clinicos, a SMF pode ser definida pela presenca de dois ou mais

casos de melanoma na familia ou melanoma em associa¢do com cancer de pancreas (MF), em



parentes de primeiro ou segundo graus (na mesma ramificagdo); ou dois ou mais casos de
melanoma no mesmo individuo (melanomas primarios multiplos - MPM). Em regides onde a
incidéncia do melanoma ¢ caracterizada como moderada ou alta (acima de 10 casos novos para
cada 100.000 habitantes), deve-se considerar familias ou individuos com trés ou mais
melanomas. (Platz et al. 2000; Hansson et al. 2008; Leachman et al. 2009; Puig et al. 2016). No
Brasil a incidéncia de melanoma tem grande diferenca entre as diversas regides, sendo as
regioes sul e sudeste as de maior incidéncia, variando de 1.36 a 6.78 para 100.000 habitantes
na regido sudeste e de 3.53 a 10.05 para cada 100.000 habitantes na regido sul, segundo

estimativas do Instituto Nacional de Cancer-INCA para 2020 (Ministério da Satde 2020).

1.2.1 Genes de Alta Penetrancia

Os primeiros genes de alta penetrdncia descritos, relacionados a predisposicdo ao
melanoma, foram CDKN2A e CDK4. O locus génico CDKN2A (cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A) localizado no cromossomo 9p21 esta envolvido em duas importantes vias de
supressdao tumoral: p53 e retinoblastoma (pRb), associadas a apoptose e senescéncia,
respectivamente (Aoude et al. 2015a). Este locus codifica duas proteinas: pl6INK, através dos
exons la 2 e 3, e pl4ARF, produto de um transcrito alternativo codificado através dos exons
1B 2 e 3; ambas atuam na regulacdo negativa do ciclo celular (De Snoo e Hayward 2005). A
proteina pl6INK forma complexos binarios com as ciclinas dependentes de quinase 4 e 6
(CDK4 e 6) inibindo a fosforilagdo de pRb e consequentemente a transi¢ao da fase G1 para a
fase S do ciclo celular (Serrano et al. 1996). A proteina p14ARF participa da estabilizagdo e
ativacdo da via de p53 pela inibicdo de MDM2 (murine double minute 2), principal regulador
negativo desta via (Zhang et al. 1998). A maioria das variantes germinativas em CDKNZ2A afeta
a codificacdo de p16INK e, menos frequentemente, de ambas, pl6INK e pl4ARF (Bishop et
al. 2000). A inativacdo isolada de pl4ARF ¢ muito rara e foi identificada em familias com
associacdo de melanoma cutdneo ¢ tumor de sistema nervoso central (Azizi et al.1995;
Randerson-Moor et al. 2001; Goldstein et al. 2006; Sargen et al. 2016).

As variantes patogénicas em CDKNZ2A correspondem a 10% das familias com dois casos
de melanoma e a 30 a 40% das familias com 3 ou mais casos, apresentando padrdo de heranga
autossomica dominante (Aoude et al. 2015b). A penetrancia das variantes patogénicas em
CDKN2A varia de acordo com a localizagao geografica e aumenta com a idade, sendo descrita
como de 13% e 58% na Europa, 50% e 76% nos Estados Unidos e 32% e 91% na Austrélia,
aos 50 e 80 anos de idade, respectivamente (Bishop et al. 2002).



Familias européias e norte-americanas com variante patogénica detectada em CDKN2A
mostraram aumento no risco de desenvolvimento de carcinoma de pancreas (Goldstein et al.
2006). Nas familias com histéria de melanoma, a idade ao diagndstico do cancer de pancreas
(< 52 anos) parece ter valor preditivo positivo de presenca de variante patogénica em CDKN2A
(De Unamuno et al. 2018). Potrony et al. em 2014, mostraram que familias da Espanha com
variante patogénica em CDKNZ2A também apresentam maior risco de cancer de pancreas,
principalmente as de origem caucasiana, associado a maior risco de cancer de pulmao e mama.
Estudo prospectivo de pacientes da Sui¢a (Helgadottir et al. 2014), portadores da variante
p-Argl12dup em CDKNZ2A, mostraram maior risco de carcinomas do pancreas, pulmao, cabeca
e pescoco e trato gastrointestinal, principalmente em fumantes, sugerindo que as variantes
patogénicas em CDKN2A possam determinar maior sensibilidade aos componentes
carcinogénicos do tabaco. O risco aumentado para diferentes tumores, além do melanoma
cutaneo, visto em algumas familias portadoras de variantes em CDKN2A, mas ndo em todas,
sugere que diferentes fendtipos podem ser determinados por variantes germinativas especificas
desse gene (Ming et al. 2020). A presenga de variante germinativa em CDKNZ2A também esta
associada a idade precoce ao diagnostico do melanoma cutaneo, multiplos tumores primarios,
multiplos membros da familia acometidos, predominio do subtipo histoldgico extensivo
superficial nos tumores primarios e maior prevaléncia de nevos atipicos (Goldstein et al. 2007,
Van der Rhee et al. 2011). Porém, quanto a este ultimo, estudos mostram que selecionar
individuos para investigacdo genética apenas pela presenca de multiplos nevos, nevos atipicos
ou fenotipo da sindrome do nevo atipico (SNA) ndo ¢ adequado, uma vez que muitos pacientes
que carregam variantes patogénicas em CDKN2A e muitos dos que desenvolvem melanoma,
ndo apresentam tais caracteristicas clinicas e a grande maioria dos pacientes com SNA ndo
apresenta variantes germinativas em CDKNZ2A (Bishop et al. 2000; Celebi et al. 2005; Ipenburg
et al. 2016).

Em estudo prévio de nosso grupo (de Avila et al. 2014) foram encontrados 13,5% (8/59)
de portadores de variante patogénica em CDKN2A em pacientes com diagnostico de melanoma
que preenchiam critérios para a SMF, sendo 7 com historia familiar (MF) e 1 com melanoma
multiplo sem histéria familiar (MPM). Quando considerados os pacientes FM que
apresentavam também multiplos melanomas primérios, a taxa de mutagao foi de 36,4% (4/11).
Apenas uma dessas oito familias portadoras de variante em CDKNZ2A apresentou historia de
cancer de pancreas em associacdo com cancer de mama (dado ndo publicado pois este
diagnéstico foi realizado ap6s finalizagdo do estudo em questdo). Estudos anteriores mostraram

4,5% (1/22) e 7% (2/29) de variantes patogénicas em CDKN2A em coortes do sudeste e sul do



Brasil, respectivamente, com pacientes selecionados através dos mesmos critérios que o nosso
estudo em 2014 — familias com 2 ou mais casos de melanoma ou melanoma em associagdo com
cancer de pancreas ou pacientes com 2 ou mais melanomas primarios (Huber ¢ Ramos 2006;
Ashton-Prolla et al. 2008). Ainda em pacientes do sul do Brasil com critério para SMF, em
2013, Grazziotin et al. ndo encontraram nenhuma variante em CDKNZ2A em sua coorte de 33
pacientes.

A variante p.A148T de CDKNZ2A, atualmente classificada como variante benigna,
mostrou-se de risco para melanoma cutineo, principalmente em pacientes com multiplos
melanomas primarios, em algumas populagdes (Deniak et al. 2005; Pastorino et al. 2008). Em
seu estudo de 2008 Ashton-Prolla et al. encontraram esta variante em 13,3% dos pacientes (FM
e MPM) e posteriormente, em 2011, Bakos et al. encontraram este alelo com mais frequéncia
nos pacientes com melanoma quando comparados com grupo controle sem doenga (p = 0.009;
OR 3.8; 1.4-10.5), sendo mais frequente nos pacientes com critério para SMF quando
comparados aos pacientes com melanoma esporadico (21,4% x 10,1%; p=0.006), mostrando a
associacao deste alelo com risco de melanoma cutaneo em pacientes do sul do Brasil,
especialmente os de ancestralidade européia.

O gene CDK4 (cyclin-dependent kinase 4), esta localizado no cromossomo 12q13 e
codifica proteina quinase 4 (CDK4) que atua na fase G1 do ciclo celular, como descrito acima.
Foram descritas 3 variantes até¢ o momento (p.R24C, p.R24H e p.R24L), todas afetando o codon
24, o que determina alteracdo do sitio de ligacdo de pl6INK, com redu¢do da inibicdo da
atividade de CDK4 (Puntervall et al. 2013; Bottillo et al. 2018). Neste caso, CDK4 atua como
oncogene, pois a quinase CDK4 deixa de ser controlada por pl6INK e a célula adquire ganho
proliferativo. Variantes patogénicas no gene CDK4 apresentam padrao de heranca autossémica
dominante e conferem alto risco a doenca, sendo descrita penetrancia de 74,2% aos 50 anos de
idade (Pho et al. 2006; Puntervoll et al. 2013). Na SMF a prevaléncia de variante em CDK4
varia de 1 a 3% e até o momento apenas 19 familias foram descritas com variante patogénica
neste gene (Goldenstein et al. 2006; Pho et al. 2006; Bottillo et al. 2018). As variantes
patogénicas em CDK4 determinam fendtipo semelhante ao encontrado nas variantes em
CDKNZ2A: idade precoce ao diagnéstico, multiplos melanomas primarios, multiplos membros
da familia afetados, predominio do subtipo histolégico extensivo superficial e presenca de
nevos atipicos (Puntervoll et al. 2013). Em nosso estudo, citado acima, ndo identificamos
nenhuma variante patogénica em CDK4 nos 59 pacientes estudados (de Avila et al. 2014).
Ashton-Prolla et al. em 2008 e Grazziotin et al. em 2013 também nd@o encontraram variantes

em CDK4 em suas coortes de 29 e 33 pacientes, respectivamente.



Com o advento de novas tecnologias de sequenciamento genomico, que favoreceu o uso
de painéis génicos em testes genéticos para pacientes suspeitos de sindromes de cancer
hereditario, variantes patogénicas em novos genes comecaram a ser identificadas contribuindo
com a caracterizacdo de diferentes vias de susceptibilidade ao melanoma, incluindo genes
relacionados a diferenciacdo celular, resposta a dano do DNA e manutenciao dos telomeros
(Aoude et al. 2015b).

O gene BAP1 (BRCA-1-associated protein-1) localizado no cromossomo 3p21 atua
como supressor de tumor. BAP1 ¢ uma deubiquitilase que participa de complexo multi-protéico
regulador de vias primordiais no controle do ciclo celular, diferenciacdo celular, apoptose e
resposta a dano do DNA (deoxyribonucleic acid )(Carbone et al. 2013; Wang et al. 2016). A
partir de 2011 foi caracterizada sindrome de cancer hereditario relacionada ao gene BAP1, onde
suas variantes patogénicas apresentam padrdo de heranca autossdmica dominante e conferem
aumento de susceptibilidade para o desenvolvimento de diversas neoplasias, incluindo
melanoma uveal, mesotelioma, melanoma cutdneo, carcinoma renal, além de outros tumores
como colangiocarcinoma e carcinoma basocelular da pele (Testa et al. 2011; Aoude et al. 2013;
Murali et al. 2013; Popova et al. 2013; De La Fouchardiere et al. 2015). E descrito que
aproximadamente 70% dos individuos com variante patogénica no gene BAP1 irdo desenvolver
pelo menos uma neoplasia maligna durante a vida, porém o espectro completo de neoplasias
relacionado a estas variantes ainda nao ¢ completamente conhecido (Carbone et al. 2013;
Potrony et al. 2015).

A principal manifestagdo cutdnea dos pacientes portadores de variantes patogénicas em
BAP1 sdo os tumores cutianeos spitzoides atipicos denominados BIMTs (BAP1-inativated
melanocytic tumors) que aparecem em mais de 75 % dos casos e, quando multiplos, na grande
maioria das vezes, antecedem o aparecimento das neoplasias malignas, sendo considerados
marcadores de presenga de variante germinativa neste gene (Carbone et al. 2012; Haugh et al.
2017; Elder et al. 2018; Zhang et al. 2019). O reconhecimento adequado destas lesdes por
dermatologistas e patologistas ¢ de extrema importancia para a selecdo apropriada de pacientes
a serem investigados geneticamente, uma vez que variantes patogénicas neste gene determinam
alto risco para diversas neoplasias.

Mais recentemente genes envolvidos na manutencao dos telomeros foram identificados
como associados a aumento de risco para melanoma cutaneo apresentando alta penetrancia.
Estes genes fazem parte de complexo protéico denominado shelterin que, juntamente com a
enzima telomerase, mantém a estabilidade genomica e a integridade cromossémica impedindo

a degradacdo, a fusdo e a recombinagdo atipica dos teldmeros, evitando que os mesmos sejam



erroneamente reconhecidos como quebras deletérias do DNA e regulando suas regides de
replicacdo (Flynn e Zou 2010; O’Sullivan et al. 2010; Aoude et al. 2015b). Estudo recente
identificou associagdo entre comprimento aumentado dos teldmeros e risco de melanoma
cutaneo além de homeostase alterada dos teldmeros nestes tumores, mostrando o seu papel na
melanomagénese (Rachakonda et al. 2018).

O gene POT1 (protection of telomeres 1) codifica uma das proteinas que participa do
complexo shelterin. Recentemente foram identificadas variantes patogénicas em POT1 em
familias com multiplos casos de melanoma na Australia, Reino Unido e Holanda, assim como
algumas variantes raras em familias da Italia e Estados Unidos (Robles-Espinoza et al. 2014,
Shi et al. 2014; Wilson et al. 2017). Variantes neste gene estdo relacionadas a idade precoce ao
diagnostico e multiplos melanomas primarios (Aoude et al. 2015b). Foram identificados alguns
casos de cancer de mama, carcinoma pulmonar de pequenas células, carcinoma renal, além de
carcinoma ¢ bécio tireoidianos em associagao aos casos de melanoma em familias com variante
no gene POT1 (Robles-Espinoza et al. 2014, Wilson et al. 2017; Potrony et al. 2019). Em 2019,
Wong et al. descreveram uma nova variante em POT1 (p.I78T) encontrada em 3 familias de
origem judaica com multiplos casos de melanoma em associacdo com linfoma cutaneo,
leucemia e carcinoma da tiredide.

Os genes ACD (adrenocortical dysplasia homologue) e TERF2IP (telomeric repeat
binding factor 2, interacting protein) codificam outras duas proteinas do complexo shelterin e
variantes nesses loci também foram associadas com melanoma hereditario em familias da
Australia e Dinamarca e relacionadas a idade precoce ao diagndstico e multiplos melanomas
primarios nos individuos acometidos (Aoude et al. 2014). Foram descritos varios outros
tumores em associagdo ao melanoma cutaneo nas familias afetadas, como cancer de mama,
pulmao, colo uterino, célon, intestino delgado, ovario e linfoma de células B, sugerindo que
essas variantes predispdoem a amplo espectro de neoplasias (Aoude et al. 2014).

O gene TERT (telomerase RT) codifica uma subunidade catalitica da telomerase, enzima
que atua na manutencdo do comprimento dos telomeros. A regulagdo alterada da telomerase
contribui para a aquisi¢cdo de potencial ilimitado de replicagcdo visto nas células neoplésicas
(Read et al. 2016). Variantes somdticas no promotor de TERT foram descritas em diversas
neoplasias, incluindo melanomas (Vinagre et al. 2013). Recentemente foi descrita variante
germinativa no promotor de TERT em duas familias, uma da Alemanha e uma do Reino Unido,
ambas com multiplos casos de melanoma e idade precoce ao aparecimento da doenca (Horn et

al. 2013; Harland et al. 2016).



Os genes de alta penetrancia CDKN2A ¢ CDK4, em associagdo com os genes
recentemente descritos na SMF, incluindo BAP1, POT1, ACD, TERF2IP e TERT, sio
responsaveis por até 40% dos casos de predisposi¢@o hereditaria ao melanoma em familias de
alto risco (Goldstein et al. 2007; Potrony et al. 2015), a depender do critério clinico utilizado
na selec¢do das familias. Este fato sugere que nos outros 60% de familias com multiplos casos
de melanoma possa existir mecanismo poligénico de heranga incluindo multiplos alelos de
baixo a moderado risco ou modificadores genéticos, caracteristicas fenotipicas e héabitos de
risco compartilhados entre os membros de uma mesma familia, assim como outras variantes

em genes de alta penetrancia ainda desconhecidas (Read et al. 2016; Levin e Mahle 2017).

1.2.2 Genes de Baixa a Moderada Penetrancia

O gene MC1R (melanocortin-1 receptor) ¢ um dos principais genes de baixa a moderada
penetrancia relacionado ao melanoma cutaneo. Este gene codifica uma proteina G receptor
transmembrana para o hormonio o-MSH (a- melanocyte-stimulating hormone) envolvida na
regulacao da producgdo dos dois tipos de melanina que determinam a pigmentagdo da pele:
feomelanina (pigmento amarelo/vermelho) e eumelanina (pigmento preto/marrom) (Garcia-
Borron et al. 2005). O processo de producdo de melanina pelos melandcitos ¢ chamado de
melanogénese. A pele humana contém uma mistura dos tipos de melanina — feomelanina,
eumelanina clara e eumelanina escura — e a razao das mesmas determina a pigmentagao visivel
(Cichorek et al. 2013). A radiacdo ultravioleta (RUV) tem potencial carcinogénico determinado
por acdo mutagénica direta através da alteragdo na estrutura do DNA, assim como por dano
indireto induzido pela geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Nasti e Timares 2015).
A melanina tem como fungdo a absor¢ao e dispersdao da RUV, evitando dano direto na estrutura
do DNA, além da varredura de radicais livres e redu¢do da oxidagdo, lembrando que o estresse
oxidativo contribui para a instabilidade genética e 0 melanoma ¢ um tumor caracterizado pela
presenga de estresse oxidativo (Swope e Abdel-Malek 2018). Comparativamente, a eumelanina
apresenta melhores propriedades de fotoprotecdo, maior resisténcia a degradacdo e maior
capacidade de reducdo da oxidacdo, ja a feomelanina apresenta efeito pro-oxidante com a
producdo de ROS, além de efeito indireto negativo no sistema imune (Cichorek et al. 2013;
Nasti e Timares 2015; Swope e Abdel-Malek 2018). O gene MC1R ¢ responsavel pela regulagio
da melanogénese durante a exposicdo a RUV e, portanto, tem papel fundamental na
pigmentacdo e na determinagdo de risco para o desenvolvimento de melanoma cutaneo, uma

vez que seu mau funcionamento inibe a produ¢do de eumelanina, compromete a capacidade de



reparo de DNA e a atividade anti-oxidativa dos melandcitos, além de aumentar o risco de
mutagdes causadas pela RUV (Palmer et al. 2000; Pho et al. 2006; Swope e Abdel-Malek 2018).

O gene MCI1R ¢ altamente polimorfico e ja foram descritos mais de 200 alelos variantes
(Ainger et al. 2017). As variantes denominadas red hair color (RHC) ou alelos R estdo
associadas a maior risco para o desenvolvimento de melanoma pois apresentam perda de fungao
do receptor com aumento da sintese de feomelanina e reducdo da sintese de eumelanima,
determinando o fenotipo de pele clara, multiplas efélides e fotossensibilidade, além dos cabelos
ruivos (Palmer et al. 2000; Ainger et al. 2017; Tagliabue et al. 2018). E descrito que 34% dos
pacientes com melanoma apresentam variantes RHC de MC1R (Swope e Abdel-Malek 2018).
As variantes nao-RHC ou alelos r determinam reducao da fungdo do receptor e conferem menor
risco para o desenvolvimento de melanoma (Wendt et al. 2016; Potjer et al. 2019). Estudos
relatam maior risco de melanoma conforme aumento do nimero de variantes de MC1R (alelos
R e r) em portadores de variante patogénica em CDKNZ2A na SMF, além de associagdo com
idade precoce ao diagnoéstico, principalmente nos pacientes com melanomas multiplos. (Van
Der Velden et al 2001; Chaudru et al. 2005; Goldstein et al. 2005; Raimondi et al. 2008). Outros
estudos sugerem que o gene MCI1R participa da génese do melanoma ndo apenas pela sintese
de melanina mas pelo efeito direto na transformagdo dos melandcitos, uma vez que algumas
variantes foram também associadas a maior risco da doenca em pacientes de pele com fototipo
mais alto e independentemente de outras caracteristicas fenotipicas de risco ou exposicao solar
(Palmer et al. 2000; Matichard et al. 2004, Wendt et al. 2016). Este dado pode ser explicado,
em parte, pelo fato de MCIR (receptor de melanocortina-1) estar presente em diversas células
além dos melandcitos, incluindo células do sistema imune, o que sugere sua participagdo na
imunidade inata e adquirida (Nasti e Timares 2015).

O gene MITF (microphthalmia-associated transcription fator) codifica fator de
transcricao que regula o desenvolvimento, a diferenciacdo, a sobrevivéncia e a proliferacdo dos
melandcitos normais além de ter papel crucial no controle da proliferagdo, migragdo e invasao
das células do melanoma cutaneo (Koludrovic e Davidson 2013; Read et al. 2016). Foi descrita
variante germinativa (p.E318K) em diversas familias com multiplos melanomas, cujos
portadores teriam risco aumentado de desenvolver melanoma cutaneo e carcinoma de células
renais (Bertolotto et al. 2011; Yokoyama et al. 2011). Co-segregacao foi observada em alguns,
mas nao em todos os familiares, mostrando tratar-se de uma variante de penetrancia moderada,
semelhante a0 MC1R (Yokoyama et al. 2011). Esta mesma variante foi associada com fen6tipo
especifico de olhos diferentes da cor azul, nimero aumentado de nevos e presenca de multiplos

melanomas primarios (Sturm et al. 2014). Um estudo mais recente confirma a associagao desta



variante com risco aumentado de melanoma e tumor renal, maior nimero de nevos além da

presenga de nevos atipicos (Ciccarese et al. 2020).

1.3 SEGUIMENTO DOS PACIENTES DE ALTO RISCO

Segundo Kefford et al. (1999) e Masbick et al. (2002), em individuos com histéria
familiar de melanoma o risco de desenvolvimento da doenca aumenta de 30 a 70 vezes quando
comparado com a populacdo geral. Desta forma, membros de familias de alto risco devem ser
alocados em programas de vigilancia e prevengdo, essencial para diminuir os riscos de
desenvolvimento de melanoma cutaneo e possibilitar o diagnostico precoce, melhorando o
prognostico e a sobrevida dos pacientes (Markovic et al. 2007). Fotografias seriadas do corpo
e seguimento dos nevos através de dermatoscopia digital t€m contribuicao significativa neste
processo, tanto para a indicacdo mais precisa das lesdes a serem excisadas, quanto para o
diagnostico precoce de melanomas (Sa et al. 2018). Segundo Psaty et al. (2010), membros de
familias de alto risco devem ser examinados por dermatologista a cada 3 a 12 meses, da
adolescéncia até que os nevos estejam estaveis e, a partir de entdo, anualmente. Recomenda-se,
inclusive, o seguimento daqueles que fagam parte de familias com resultado negativo para
variantes germinativas, presumindo que possa haver outras variantes, ainda desconhecidas,
envolvidas no processo dessa doenca.

E de extrema importincia uma anamnese criteriosa para a identificagdo de familias
portadoras da SMF, incluindo dados de historia pessoal e familiar de melanoma e outros tipos
de cancer, idade ao diagndstico e exames comprobatorios dos tumores. Torna-se possivel, assim,
a confeccdo de heredograma que deve ser revisado anualmente (Hansson et al. 2008).
Importante também ¢ o fato que membros de familias com critérios para a SMF podem
apresentar outras neoplasias associadas como cancer de pancreas, mesotelioma, melanoma
uveal, entre outros, a depender da variante genética envolvida.

Com a finalidade de prevencao, vigilancia e detec¢do precoce do melanoma em
pacientes de alto risco, foi criado em junho de 2010 o Ambulatério de Melanoma Familial do
Nucleo de Cancer de Pele do A.C.Camargo Cancer Center. Até o momento foram incluidas

mais de 300 familias com critérios para a SMF (Sa et al. 2018).
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2 JUSTIFICATIVA

A pesquisa de variantes genéticas tem papel fundamental no seguimento,
aconselhamento e na conduta relacionada as familias de alto risco, além de auxiliar no
entendimento da patogénese dos melanomas nos individuos acometidos.

Cerca de até 85% dos pacientes com critérios clinicos para a SMF (MF ou MPM) sdo
negativos para variantes em CDKN2A e CDK4 (De Avila et al. 2014), sendo de extrema
relevancia a triagem de variantes genéticas em outros genes de alta penetrancia relacionados a
SMF, descritos mais recentemente, em conjunto com a pesquisa de variantes de baixo a

moderado risco.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRIMARIO

Identificar variantes germinativas em genes de alta e baixa a moderada penetrancia,
potencialmente associados a risco aumentado para melanoma cutaneo, em pacientes com

critérios clinicos para a SMF.

3.2  OBJETIVOS SECUNDARIOS

1 Identificar os pacientes com critérios clinicos para a SMF (MF ¢ MPM) em
acompanhamento no Ambulatério de Melanoma Familial do Nucleo de Cancer de Pele
do A.C.Camargo Cancer Center.

2 Rastrear variantes patogénicas/potencialmente patogé€nicas e variantes de significado
clinico incerto nos genes ACD, BAP1, CDK4, CDKN2A, POT1, TERT, TERF2IP e as
variantes de MC1R e MITF, nestes pacientes.

3 Correlacionar as carateristicas genéticas e fenotipicas dos pacientes e caracteristicas
histopatologicas dos seus melanomas primarios.

4 Descrever outros tumores encontrados nos probandos e seus familiares e sua possivel

relacdo causal com as variantes genéticas identificadas.
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MATERIAL E METODOS

Foram selecionados pacientes em acompanhamento no Ambulatério de Melanoma

Familial do Nucleo de Cancer de Pele do A.C.Camargo Cancer Center, entre os anos de 2016

e 2019. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagdo Ant6nio

Prudente — A.C.Camargo Cancer Center (Anexo 1).

4.1

4.2

CRITERIOS DE INCLUSAO

Individuos com 3 ou mais melanomas primarios (MPM).

Pacientes com diagnodstico de melanoma com ao menos 2 melanomas primarios e/ou
cancer de pancreas (MF) diagnosticados entre parentes de primeiro ou segundo graus
(no mesmo lado da familia). Ou pacientes com melanoma multiplo e a0 menos um caso
de melanoma ou cancer de pancreas na familia (somatéria de 3 tumores, no minimo).
Pacientes com comprovantes dos seus tumores e dos tumores de seus familiares. Sendo
considerados como comprovantes os laudos de exame anatomopatolégico dos tumores,
relatorio médico ou atestado de dbito.

Pacientes que tenham assinado o termo de consentimento (Apéndice 1) e concordem em

participar da pesquisa.

BANCO DE DADOS

O banco de dados foi elaborado em Planilha Excel contendo os seguintes dados dos

pacientes selecionados:

Caracteristicas demograficas e de fenotipo

a. Género
b. Idade ao diagndstico
c. Cor dos olhos e dos cabelos
d. Fototipo de acordo com a classificagdo de Fitzpatrick (I- IV)
Numero total de nevos
f.  Presenga do fenotipo de sindrome do nevo atipico (SNA) de acordo com o sistema

de pontuagdo dos critérios de Newton et al. (1993) (pontuagdo > 3).
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g. Densidade de efélides no antebrago e tronco superior/ombros - gradac¢ao variando
de 0 a 100 em intervalos de 20, onde 0= sem efélides 20/40= baixa densidade, e
60/80/100= alta densidade) (Mc Lean e Gallagher 1995).
o Historia de queimadura solar — infancia/adolescéncia e idade adulta.
. Caracteristicas especificas dos melanomas primarios
a. local anatdmico (cabeca e pescoco, tronco, membros superiores € membros
inferiores)
b. subtipo histoldgico (extensivo superficial, nodular, lentiginoso, spitzéide, ndo
classificavel)
c. espessura de Breslow (em milimetros)

d. presenca ou ndo de nevo associado

o Estadiamento clinico.

o Numero total de melanomas dos probandos.

o Historia oncologica (outros canceres nao-melanoma) dos probandos

. Histoéria familiar de melanoma e canceres ndo-melanoma (cancer de pancreas, tumor de

SNC, tire6ide, mama, pulmao, tumor renal e outros).

Foram elaborados heredogramas de todos os probandos, incluindo ao menos 3 geracdes.

43 ACONSELHAMENTO GENETICO

Todos os pacientes envolvidos no projeto estdio em acompanhamento de rotina no
Ambulatério de Melanoma Familial desta instituicao ¢ sdo atendidos em consulta a cada 6 ou
12 meses. Nestas consultas hd grande troca de informagdes e esclarecimento de duvidas
relacionadas a pesquisa genética. Apods a finalizacdo do estudo, os pacientes serdo convocados
para consulta especifica em conjunto com o Departamento de Oncogenética do A.C.Camargo

Cancer Center e receberdo aconselhamento genético diante dos resultados encontrados.

44 COLETA

Foi realizada coleta de 12 ml de sangue periférico de cada paciente em dois tubos EDTA
com anticoagulante ou coleta de saliva com kit OragenesDNA OG-500 (DNAgenotek), e o

material foi enviado para o laboratério de macromoléculas vinculado ao Biobanco do
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A.C.Camargo Cancer Center e mantido a 4°C até o momento da purificacdo de DNA (maximo
5 dias).

O DNA gendmico foi isolado a partir de leucocitos de sangue periférico e extraido
usando o Puregene® Blood Kit DNA Isolation (Life Sciense, SP, Brasil), de acordo com
métodos de rotina do Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center. O DNA de saliva foi extraido
no equipamento QIAsymphony com o kit DNA Mini Kit, de acordo com métodos de rotina do
Biobanco. Trés microgramas de DNA de cada amostra foram enviados para o Laboratério de
Genomica e Biologia Molecular — Centro Internacional de Pesquisa do A. C. Camargo Cancer

Center. O excedente esta armazenado no Biobanco para estudos cientificos futuros.

45 TESTES GENETICOS

Os testes genéticos foram realizados no Laboratério de Gendmica e Biologia Molecular
através de sequenciamento paralelo massivo. Foi gerado painel customizado que compreende
os principais genes de predisposicdo ao melanoma, 7 genes de alta penetrancia: ACD, BAP1,
CDK4, CDKN2A, POT1, TERT, TERF2IP e 2 genes de baixa a moderada penetrancia: MITF e
MC1R. Neste painel, para a maioria dos genes, a regido codificadora estd 100% coberta no
sequenciamento, exceto para o gene TERT, cuja cobertura ¢ de 99,02% (35 pb ndo estdo
cobertas). Além disso, incluimos uma pequena regido do promotor de TERT (chr5:1295151-
1295171, a 57pb no sitio de inicio de transcri¢do) onde também foi descrita variante associada
a melanoma familial.

O sequenciamento paralelo das amostras foi feito através de PCR multiplex dos genes
selecionados (painel desenhado através da ferramenta AmpliSeq - Life Technologies). A
preparacdo das bibliotecas das amostras foi realizada individualmente, utilizando o Ion
AmpliSeq™ Library Kit 2.0 (Life Technologies), segundo as instru¢des do fabricante. Todas
as amostras foram sequenciadas na plataforma Ion Proton (Life Technologies), visando obter
uma cobertura minima de 30X para as bases alvo.

As analises de bioinformatica e a interpretacdo das variantes encontradas no
sequenciamento do painel de genes foram realizadas seguindo os protocolos adotados no
Laboratério de Gendmica e Biologia Molecular. A ferramenta Torrent Variant Caller
(ThermoScientific) foi utilizada para realizar o alinhamento e as chamadas variantes. As
variantes identificadas foram anotadas e filtradas no software VarSeq (Golden Helix). Foram
selecionadas as variantes com os seguintes critérios de qualidade: cobertura da base >50X e

frequéncia do alelo variante >0,25. As variantes detectadas foram avaliadas quanto a sua
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classificagdo em bancos de dados de classificagdo clinica de variantes (ClinVar, LOVD) e de
frequéncia alélica populacional (gnomAD 1000G, ESP e ABraOM). A ferramenta Varsome foi
utilizada para avaliagdo da classificagdo ACMG automatica dessa ferramenta e verificagdo dos
escores de patogenicidade de preditores in silico disponiveis gratuitamente (geralmente
DEOGEN2, EIGEN, FATHMM-MKL, LIST-S2, MutationTaster, MutationAssessor,
PrimateAl, REVEL, SIFT, BayesDel addAF, DANN, M-CAP e MVP). As variantes dos genes
de alta penetrancia foram classificadas, segundo os critérios sugeridos pelo American College
of Medical Genetics (ACMG), em patogénicas (P), provavelmente patogénicas (PP), benignas
(B), provavelmente benignas (PB) ou variantes de significado incerto (VUS) (Richards et al.
2015).
As variantes no gene MC1R foram classificadas de acordo com sua associacdo com o
fenotipo de cabelos ruivos e risco de desenvolvimento de melanoma (Hu et al. 2014):
e Variantes R ou RHC (red hair color): variantes associadas com cor de cabelo ruivo
e mais de 2X de aumento de risco para melanoma (p.86_87insA, p.D84E, p.R142H,
p-R151C, p.R160W e p.D294H);
e Variantes r ou ndo-RHC: variantes ndo associadas com cor de cabelo ruivo e
aumento de risco 1-2X para melanoma (p.V60L, p.VI2M, p.I155T e p.R163Q);

e Variantes u: variante com risco desconhecido para melanoma.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada analise descritiva das varidveis com as distribui¢des de frequéncia absoluta
(n) e relativa (%) para as variaveis qualitativas e as principais medidas resumo, como média,
desvio padrao, mediana, valores minimo e maximo, para as variaveis quantitativas.

Na avaliagdo da associacdo entre varidveis qualitativas foi utilizado o teste qui-quadrado
ou o teste exato de Fisher, quando apropriado. Para comparar os grupos (MF e MPM) ¢ os tipos
de variantes de MC1R em relagdo a distribuicao de variaveis quantitativas foi utilizado o teste
ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Foi realizada comparac¢do das frequéncias das diferentes variantes de MC1R encontradas
na nossa coorte com grupo controle através de analise de regressdo logistica simples com
obtengdo de odds ratio (OR) com intervalos de confianga (ICs) de 95%. O grupo controle
utilizado foi o banco do Arquivo Brasileiro Online de Variantes (AbraOM) que representa uma

coorte de idosos brasileiros (acima de 60 anos de idade) com ampla fenotipagem, baseada no
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censo do estudo SABE (Saude, Bem Estar e Envelhecimento) iniciado em 1999, com dados da
cidade de Sao Paulo. Como aproximadamente 10% da populagdo brasileira vive na regido
metropolitana de Sao Paulo, esta ¢ considerada uma amostra representativa da populagao
nacional. Inclui 609 individuos, 216 homens € 393 mulheres, sendo 517 autodeclarados brancos,
156 negros (111 pardos e 45 pretos), 12 amarelos, 2 indigenas, 40 autodeclarados como “outros”
e 52 sem defini¢do (Naslavsky et al. 2017).

O nivel de significancia adotado foi de 5% e as andlises estatisticas foram realizadas por

meio do software IBM SPSS versdo 25.
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5 RESULTADOS

Foram levantadas informacdes clinicas em 38 pacientes em acompanhamento no
Ambulatério de Melanoma Familial do Nucleo de Cancer de Pele do A.C.Camargo Cancer
Center e selecionados 37 pacientes (MH1 a MH38), tendo sido excluido o probando MH13 por
ndo apresentar evidéncias comprobatorias do diagndstico dos tumores pessoais e dos familiares.
O probando MH31, apesar de apresentar apenas um familiar de primeiro grau com melanoma
foi incluido no estudo pois, 0 mesmo apresenta além do melanoma cutaneo, tumor renal e GIST
(tumor estromal gastrointestinal) e multiplos carcinomas da pele e seus irmdos gémeos,
melanoma e tumor renal (Figura 17).

Destes 37 probandos 18 sdo do sexo masculino e 19 do sexo feminino. A idade ao
diagnéstico do tumor primario variou de 15 a 69 anos (média = 40,1 anos). Encontramos
prevaléncia dos fototipos I e II (89,2%), olhos claros — azuis ou verdes (54%) e cabelos claros
—ruivos ou loiros (59,4%). Queimadura solar na infancia foi relatada em 89,2% dos casos ¢ alta
densidade de efélides em dorso foi encontrada em 73% dos probandos. Aproximadamente 50%
dos casos apresentava contagem total de nevos maior que 100, sendo que 40% dos probandos
preencheram critério para a SNA.

Os pacientes foram estadiados de acordo com o seu melanoma mais espesso. Apenas 1
paciente encontrava-se no estadio III e 2 no estadio II, 32 pacientes no estadio I e 2 pacientes
estadio 0 (melanoma in situ). Os 37 probandos apresentaram o total de 148 melanomas
primarios, com predominio do tipo extensivo superficial (85,8%), localizagdo mais frequente
no tronco (52,7%) e maior prevaléncia de melanomas in Situ e finos — até 1.0mm de espessura
(96,7%). Nevo associado ao tumor foi encontrado em 50,7% dos casos sendo que em 16,9%
dos tumores esta informac¢ao ndo estava disponivel.

As principais caracteristicas clinicas dos pacientes e histopatoldgicas dos seus tumores
estdo detalhadas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente, com os dados das caracteristicas mais
prevalentes em negrito.

Como descrito na Tabela 1, 26 pacientes (70,3%) foram classificados como MF (histéria
familiar de melanoma e/ou cancer de pancreas) e 11 pacientes (29,7%) como MPM (melanomas
primarios multiplos sem historia familiar).

No grupo MF (26 probandos), 3 pacientes apresentavam historia familiar de cancer de

pancreas, 6 pacientes com familiares com melanoma multiplo 12 pacientes com mais de 1
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familiar com histéria de melanoma e 21 probandos apresentavam também multiplos melanomas
primarios (Tabela 1 - MF+MPM), sendo 11 com 2 melanomas e 10 com 3 ou mais melanomas.
Outros tumores encontrados nos probandos do grupo MF foram cancer de pele ndo melanoma
(7/26), tireoide (3/26), mama (2/26), tumor renal (1/26) e préstata (1/26). Outros tumores
relatados nos familiares dos probandos deste grupo foram mama (6), cancer de pele nao
melanoma (5), pulmao (4), mieloma (3), tumor renal (3), colon (3), linfoma (2) e tiredide (2).

Nos pacientes MPM (11 probandos), 5 apresentavam 3 melanomas primarios, 4
pacientes com 4 melanomas primarios e 2 pacientes com 5 ou mais melanomas. Os probandos
do grupo MPM apresentaram também cancer de pele ndo melanoma em 36,4% dos casos (4/11).
Outros tumores relatados nos familiares dos probandos deste grupo foram: mama (4), cancer de
pele ndo melanoma (2), pulmao (1), mesotelioma (1), tumor gastrico (1), célon (1), linfoma (1),
tireoide (1) e prostata (1).

Os pacientes do grupo MPM apresentaram média de idade ao diagnéstico mais precoce
quando comparados ao grupo MF (35,6 anos x 43,5 anos) e maior mediana do nimero total de
nevos (145 x 74). Dados relacionados a localizacao do tumor foram diferentes nos dois grupos:
a incidéncia dos melanomas em cabega e pescoco e no tronco foi maior no grupo MPM e a
incidéncia dos tumores em membros, tanto superiores quanto inferiores, foi maior no grupo MF.
Estes dados foram estatisticamente significativos como mostra a Tabela 3 (dados em negrito).
Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos MPM e MF
em relacdo as outras carateristicas fenotipicas dos probandos ou outras caracteristicas

histopatologicas dos tumores (Tabela 3).



Tabela 1 — Classificagdo e caracteristicas fenotipicas dos 37 probandos.
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Variaveis

SMEF

Fototipo

Cor dos olhos

Cor dos cabelos

Queimadura solar

Densidade de efélides

Ombros

Contagem total de nevos

SNA

MEF
MPM
MF + MPM

i
/v

azul
verde
castanho/ preto

ruivo
loiro
castanho

infancia /adolescéncia
adulto

baixa
alta

<50
50-100
>100

sim
nao

N (%)

26 (70.3)
11(29.7)
21 (56.8%)

33(89.2)
4(10.8)

5(13.5)
15 (40.5)
17 (46.0)

5(13.5)
17 (45.9)
15 (40.6)

33 (89.2)
22 (59.5)

0(0.0)
10 (27.0)
27 (73.0)

9(24.3)
10 (27.0)
18 (48.6)

15 (40.5)
22 (59.5)

SMF = Sindrome do melanoma familial; MF = histdria pessoal e familiar de melanoma e ou cancer de pancreas;
MPM = historia pessoal de multiplos melanomas primarios (3 ou mais) sem histéria familiar de melanoma ou
cancer de pancreas; MF + MPM = historia familiar de melanoma e ou cancer de pancreas + histdria pessoal de
multiplos melanomas primarios (2 ou mais); SNA = sindrome do nevo atipico
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Tabela 2 - Caracteristicas histopatoldgicas dos 148 melanomas primarios diagnosticados nos
37 probandos

Variadveis Numero

(%)
Espessura de breslow
In situ 76 51.4
<1.0mm 67 45.3
>1.0mm 5 3.4
Sitio anatémico
cabeca/ pescoco 6 4.1
tronco 78 52.7
membros superiores 23 15.5
membros inferiores 1 27.7
Tipo histolégico
extensivo superficial 127 85.8
Nodular 1 0.7
Lentiginoso 4 2.7
Spitzoide 1 0.7
N&o classificdvel/ desconhecido 16 10.8
Nevo Associado
Sim 75 50.7
Nao 48 32.4

Sem informacdo 25 16.9
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Tabela 3 — MF x MPM - Comparagdo das caracteristicas fenotipicas, idade ao diagnostico e
caracteristicas dos tumores

IMF MPM P
Id‘:xd.e ao diagndstico (anos) 45 356 0.047
média
Ne tt.)tal de nevos 74 145 0.04
mediana
(min-max) (4-348) (23-334)
n(%) n(%) P
Fototipo
v 22(84.6) 11(100)
0.296
/v 4(15.4) 0
Cor dos olhos
azul./verde 15(57.7) 5(45.5)
0.748
castanho/preto 11(42.3) 6(54.5)
Cor dos cabelos
ruivo/loiro 16(61.5) 6(54.5)
0.728
castanho/preto 10(38.5) 5(45.5)
Efélides ombros
baixa 7(26.9) 3(27.3)
1.00
alta 19(73.1) 8(72.7)
QS infancia
sim 22 (84.6) 11 (100)
0.296
nao 4(15.4) 0
QS adulto
sim 13(50.0) 9(81.8)
0.141
nao 13(50.0) 2(72.7)
SNA
sim 8(30.8) 7(63.6)
0.08
nao 18(69.2) 4(36.4)
Gradagio nevos
<100 16(61.5) 3(27.3)
0.122
> 100 10(38.5) 8(72.7)
Tumor n(%) n(%) P
Espessura
In situ 57(53.8) 19(45.2)
< Imm 46(43.4) 21(50.0) 0.56
> lmm 3(2.8) 2(4.8)
Subtipo histolégico
Extensivo superficial 90(94.7) 37(97.4)
Nodular I(1.1) 0(0)
Lentigo maligno 1(1.1) 0(0) 1.0
Acral lentiginoso 2(2.1) 1(2.6)
Outros 1(1.1) 0(0)
Nevo associado
sim 52(58.4) 23(67.6)
nao 37(41.6) 11(32.4) 046
Localizacdo
Cabega e pescogo 3(2.8) 3(7.1)
Tronco 50(47.2) 28(66.7)
. 0.04
Membros superiores 18(17.0) 5(11.9)
Membros inferiores 35(33.0) 6(14.3)

MF = historia pessoal e familiar de melanoma e ou cancer de pancreas; MPM = histéria pessoal de multiplos
melanomas primarios sem historia familiar de melanoma ou cancer de pancreas; N° = nimero; min-max = valor
minimo e maximo da variavel estudada; QS = queimadura solar
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Em relacdo a analise genética, na coorte de 37 pacientes, foram considerados para os
calculos de prevaléncia de variantes nos genes de alta penetrancia estudados, os 36 pacientes
que apresentavam trés ou mais melanomas primarios ou ao menos trés melanomas
diagnosticados na familia, incluindo os melanomas do probando ou melanoma e cancer de
pancreas na familia, com somatdria minima de 3 tumores (o probando MH31 foi excluido
apenas nestas analises). Cinco probandos apresentaram variantes genéticas potencialmente
relevantes nos genes de alta penetrancia avaliados. Dois deles apresentaram variantes
patogénicas (P) (5,6% 2/36) e quatro apresentaram variantes de significado incerto (VUS)
(11,1%, 4/36). As variantes P foram detectadas nos genes CDKN2A e BAP1. Em relagdo as
VUS, duas foram detectadas no gene ACD, uma no gene POT1 e uma no gene TERT. Em um
dos pacientes foram detectadas duas variantes, uma P em CDKNZ2A e uma VUS em ACD. A

descrigdo e as caracteristicas das variantes identificadas estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Descricao das variantes P e VUS detectadas nos 36 probandos.

. e . MAF — Prediciio in silico* Classificagio
Paciente Gene \'n‘II::npnnto RefSeq (NM) aft:f::o "2:::::;:‘0 dbSNP (gunomALD/ Ci;:’;mf::“ ¢ I:(‘_.?:::’:‘;\an Predicdo benigna (b) final
ABraOM) - i predigio Enica (p) (ACMGH)
MHI11  CDEN2A missense NM_000077.4 c.71G>C p-Arg24Pro rs104894097 0,0000169 / nd P(6)/PP(1) P 8b/4p P
MHI11 ACD missense NM_001082486.1 c.1513G=A p.GluS05Lys nd nd nd PB 11b/1p vus
MHI16 POTI missense NM_015450.2 c.318T>G p.Phel06Leu nd nd nd vUSs 2b/llp Vus
delecio .
MH20 BAPI : NM_004656.3 c.1265delG p.Gly422Glufs*8 nd nd nd P Ob/lp P
frameshift =
delegio 964 9 A% 1298 = = A Conflitante: o ; e
MH18 TERT sfvcme NM_198253.2 c.1323_1325delGGA p.Glud4 L del rs377639087 0,00164 / 0,003295 B/PB (9): VUS (2) vus Ib/Op vus
MH32 ACD missense NM_001082486.1 c.1220C>T p-Serd07Leu rs374925782 0,000072 / 0,001642 vus PB 8bi4p vus

nd = ndo descrita; MAF = minor allele frequency — frequéncia alélica da variante; P = patogénica; PP = provavelmente patogénica; PB =
provavelmente benigna; VUS = variante de significado clinico incerto

*Preditores in silico de patogenicidade disponiveis na ferramenta Varsome (DEOGEN2, EIGEN, FATHMM-MKL, LIST-S2, MutationTaster,
MutationAssessor, PrimateAl, REVEL, SIFT, BayesDel addAF, DANN, M-CAP ¢ MVP)

#Classificagdo final baseada nos critérios ACMG.

Quanto aos genes de baixa a moderada penetrancia, 33 dos 37 probandos (89,2%)
apresentaram ao menos uma variante no gene MC1R, mas nenhuma variante genética no gene
MITF foi encontrada.

Em relagdo as variantes de MC1R, dezenove pacientes (51,4%) apresentaram os alelos
R ou variantes descritas como RHC (R151C, R160W, D84E, D294H e R142H), sendo R151C
(27%) e R160W (18,9%) as mais frequentes. Dezesseis pacientes (43,2%) apresentaram o0s
alelos r ou variantes nao-RHC (V60L, V92M, 1155T e R163Q), sendo V60L o mais frequente

(24,3%). Apenas 6 pacientes (16,2%) apresentaram variantes de risco desconhecido descritas

como alelos “u” (Q23*, T272M, S83L, 1264V e G89R) e 4 pacientes ndo apresentaram
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nenhuma variante neste gene (10,8%). As variantes de MC1R encontradas em nossa coorte
estdo detalhadas na Tabela 5. Em 9 pacientes foram encontradas 2 variantes distintas em MC1R
e os mesmos foram classificados como R/R, R/r, R/u, r/r, r/u ou u/u, de acordo com a
combinagdo de alelos. Outros dois pacientes foram também classificados como r/r mas por
apresentarem uma unica variante em homozigose. Todos os outros pacientes apresentaram as
variantes de MC1R em heterozigose. Os pacientes com apenas 1 variante em heterozigose foram
caracterizados como R/0, r/0 ou u/0 e os pacientes wild-type como 0/0. Estes dados, juntamente

com as principais caracteristicas fenotipicas relacionadas a este gene, estdo descritos na Tabela

6.



Tabela 5 — Descri¢do das variantes de MC1R nos 37 probandos

Paciente Grupo

¢451C>T; p.(Argl51Cys)HT (R)

¢.880G>C; p.(Asp294HisFT (R)
¢.178G>T; p.(Val60Leu)T (r)

C.425G>A; .(Arguﬂ-ﬁs ®)
: p.(Argl51Cys

24

MF = historia pessoal ¢ familiar de melanoma e ou cancer de pancreas; MPM = historia pessoal de multiplos
melanomas primarios sem histdria familiar de melanoma ou cancer de pancreas; R = variante RHC; r = variante

ndo RHC; u = variante com risco desconhecido; NEG = nenhuma variante de MC1R encontrada
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Tabela 6 - Caracteristicas fenotipicas dos 37 probandos e classificacdo quanto as variantes de
MC1R

) Alta densidade as as Variantes
Paciente n'm s Fototipo Olhos claros Cabelos ruivos ou loiros efélides infancia adulto n*Qs MCIR
OMBROS
MHO01 19 M Il SIM Sim SIM X SiM 15 ufo
MHO02 3 M 1) X x X SiM X 15 rfu
MHO03 1 E Il SIM Sim SIM SiM X 15 fr*
MHO4 3 M I SIM SiM SIM SIM SIM >10 Rfr
MHO5 3 F Il X X SIM S5IM X 1-5 rfo
MHO06 2 F Il SIM SiM SIM SIM X 15 RfO
MHO7 4 M I SIM SiM X SIM SIM >10 0/o
MHO8 4 F Il SIM SiM SIM SIM X 6-10 Rfr
MH09 1 M I SIM Sim SIM SIM SIM >10 Rf0
MH10 1 M Il X x SIM X X 0 Rf0
MH11 2 F 1 X £ SIM SIM SIM >10 rf0
MH12 4 M Il X X X SiM SiM 6-10 rf0
MH14 3 M I SIM Sim SIM SIM SIM >10 Rf0
MH15 3 M I X X SIM SIM SIM >10 ]
MH16 6 F I i SiM SIM SIM X 1-5 Rfu
MH17 2 M Il SIM Sim SIM SiM SiM 6-10 o/o
MH18 3 M Il X SiM X SIM SIM >10 rfu
MH19 2 F m X X X X X 0 0/o
MH20 3 F 1l X X X SIM X 6-10 Rf0
MH21 4 M Il X X SIM S5iM SiM 6-10 rf0
MH22 2 M n X X X SIM SIM >10 Rf0
MH23 6 M Il SIM Sim SIM SiM SiM >10 Rf0
MH24 [ F Il SIM Sim SIM s5iM X 15 Rfr
MH25 2 F Il SIM Sim SIM SiM SiM >10 Rf0
MH26 5 F Il SIM SiM SIM SIM X 15 Rf0
MH27 2 F I SIM X SIM SIM X >10 Rf0
MH28 2 F " i £ SIM X X 0 uf0
MH29 23 F Il SIM Sim SIM SiM SiM 6-10 R/R
MH30 2 F 1 SIM SiM SIM SIM SIM >10 rfr*
MH31 1 M I SIM X SIM 5IM 5IM >10 RfO
MH32 2 F I X Sim X SIM X 6-10 rf0
MH33 4 M | SIM Sim SIM SiM X 6-10 Rf0
MH34 5 F Il X SiM SIM SIM SIM 6-10 Rfr
MH35 6 M Il SIM SiM SIM SIM SiM >10 RfO
MH36 1 F Il X X X SIM SIM >10 rf0
MH37 2 F 1 X X X SIM SIM 610 rfo
MH38 4 M I SIM S SIM SiM SIM >10 rfu

n° M = nimero de melanomas primarios; S = sexo; X = caracteristica ausente; QS = queimadura solar; n® QS -
nimero estimado de queimaduras solares durante a vida; R = variante RHC; r = variante ndo RHC; u = variante
com risco desconhecido ; 0 = nenhuma variante encontrada; * = variante em homozigose.

Em nosso estudo foi observada associacdo da variante R151C (variante RHC) com
cabelos ruivos e loiros (p= 0,006), onde 80% dos pacientes ruivos apresentaram esta variante e
100% dos pacientes com esta variante eram ruivos ou loiros (Tabela 7).

Nao encontramos diferenca estatisticamente significativa quando comparados os grupos
MF e MPM em relacdo as diferentes variantes de MC1R. Nao foram encontradas outras
associagdes entre as variantes isoladas ou combinadas de MC1R e sexo, idade ao diagnostico,
outras caracteristicas fenotipicas, numero de melanomas primarios ou caracteristicas

histopatologicas do tumor primaério.



Tabela 7 - Variantes RHC de MC1R x cor dos cabelos nos 37 pacientes estudados.
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VARIANTES RHC MC1R
sem variante
R151C R151C + R142H R160W D84E D294H
RHC
Cor dos cabelos total significancia
RUIVO 3 (60%) 1 (20%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (20%) 5 (100%)
LOIRO 6 (35,3%) 0(0%) 2(118%)  1(59%)  1(59%) 7 (41,2%) 17 (100%) p=10.008
CASTANHOI/PRETO | 0 (0%) 0 (0%) 5 (33,3%) 0 (0%) 0 (0%) 10 (66,7%) 15 (100%)
total 9 (24,3%) 1(2,7%) 7(189%)  1(27%)  1(2.7%) 18 (48,6%) 37 (100%)

Os dados da comparagdo das frequéncias das diferentes variantes de MC1R encontradas

na nossa coorte € o grupo controle estao detalhados na Tabela 8. Foi observado importante

incremento da frequéncia de variantes RHC ou alelos R na nossa coorte em relagdo ao grupo
controle (O.R. 5.19, 95% C.1. 2.97-9.12, p < 0.001). As variantes R151C (O.R. 7.29, 95 % C.L
3.26-16.31, p < 0.001) e RI60W (O.R. 4.75, 95 % C.I. 2.00-11.28, p < 0.001) foram as mais

importantes. Nao houve diferenga quando analisadas as variantes nao-RHC ou alelos r

encontradas em nosso grupo de pacientes, mas as variantes de risco desconhecido (alelos u)

encontradas, quando agrupadas, foram significativamente mais frequentes na nossa coorte (O.R.

13.86, 95 % C.I. 3.64-52.77, p < 0.001).

Tabela 8 — Comparacao das frequéncias das variantes de MC1R — coorte x grupo controle.

. . Estudo (37 pacientes) ABraOM (609 individuos) Estatistica
Variante |Risco
HZ HT | FreqAlel Hz | HT | FreqAlel oR | 9s%ic | pvalue
p.D84E R 0 1 1,4% 0 2 0,2% 10,53 0,94-117,91 0,056
p.R142H R 0 1 1,4% 0 1 0,1% 21,06  1,30-341,17 0,032
p.R1S1IC R 0 9 12,2% 0 26 2,1% 729  3,26-1631  <0,001
p.R160W R 0 7 9,5% 1 29 2,5% 4,75 2,00-11,28 < 0,001
p.D294H R 0 2 2,7% 0 21 1,7% 2,01 0,46-8,77 0,355
Total R 0 20 27,0% 1 79 6,7% 5,20 2,97-9,10 < 0,001
p.VBOoL r 1 8 13,5% 5 107 9,6% 2,79 0,69-2,79 0,357
p.va2Mm r 1 2 5,4% 1 46 3,9% 3,88 0,47-3,88 0,574
p.1155T r 0 1 1,4% 0 7 0,6% 19,18 0,28-19,18 0,435
p.R163Q r 0 1 1,4% 10 84 8,5% 1,14 0,02-1,14 0,067
Totalr 2 12 21,6% 16 244 22,7% 0,94 0,53-1,66 0,836
p.a23X  u 0 2 2,7% 0 2 0,2% 17,33 2,4-124,84 0,005
p.G89R  u 0 1 1,4% 0 1 0,1% 17,33 1,07-279,95 0,045
p.1264V u 0 1 1,4% 0 2 0,2% 8,66 0,78-96,71 0,079
Total u 0 4 5,4% 0 5 0,4% 13,86  3,64-52,77  <0,001

HZ — homozigose; HT- heterozigose; Freq Alel — frequéncia do alelo; OR — odds ratio; IC — intervalo de

confianga
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A seguir estao retratados os heredogramas dos 37 probandos (Figuras 1 a 21) com as

seguintes legendas:

. . AFETADOS (TUMOR)
Q NAO AFETADOS

. VARIANTE PATOGENICA (P) - ACMG

O VARIANTE DE SIGNIFICADO INCERTO (VUS) - ACMG

R =VARIANTE R MC1R - MAIOR RISCO
u = VARIANTE u MC1R - RISCO DESCONHECIDO

HM = HOMOZIGOSE

/ 6BITO

1 PROBANDO

O VARIANTE PROVAVELMENTE PATOGENICA (PP) - ACMG

O NEGATIVO

r = VARIANTE r MC1R - RISCO INTERMEDIARIO
0 = NENHUMA VARIANTE MC1R

HT = HETEROZIGOSE
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Figura 1 — Heredograma dos probandos MHO1 ¢ MH02
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Figura 2 — Heredograma dos probandos MH03 ¢ MHO04.
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6 DISCUSSAO

Foram estudados 37 pacientes com diagnostico de melanoma cutaneo e critério clinico
para melanoma hereditario. Os probandos foram caracterizados de acordo com seu fenotipo de
pigmentacdo, aspectos do tumor primario, historia familiar e pessoal de cancer e pesquisa de
variantes dos principais genes de susceptibilidade ao melanoma.

Nossos pacientes apresentam idade mais precoce ao diagnéstico do primeiro melanoma
(média de 40,1 anos) do que a populacdo geral, maior prevaléncia de melanomas finos (96,7%)
considerados os melanomas abaixo de 1,0mm de espessura, incluindo melanomas in situ,
predominio do subtipo histologico extensivo superficial (85,8%) e grande nimero de pacientes
com histéria de queimadura solar na infancia (89,2%), como descrito em outros estudos que
caracterizaram pacientes com critérios para SMF (Aguilera et al. 2014; Marquez-Rodas et al.
2015). Os pacientes apenas com melanoma multiplo sem historia familiar de melanoma (MPM)
apresentaram média de idade ao diagnostico do primeiro melanoma significativamente mais
baixa do que os probandos com historia familiar de melanoma (MF) mas ndo foram encontrados
dados na literatura que corroborem ou justifiquem este resultado.

A frequéncia de variantes patogénicas nos genes de alta penetrancia estudados foi baixa
(5,6% - 2/36 - total; 4% para o grupo MF -1/25 e 9,1% para o grupo MPM — 1/11),
considerando-se os critérios utilizados para selecdo dos probandos estudados e do nimero de
melanomas encontrados nos mesmos e nas familias. Evidéncias na literatura mostram que
quanto maior o nimero de melanomas na familia e quanto maior o nimero de tumores primarios
no paciente, maior a chance de encontro de variante germinativa em genes de alta penetrancia
(Goldstein et al. 2007; Bruno et al. 2016; Pellegrini et al. 2017; Huerta et al. 2018). Em
consonancia com essas observagdes, o estudo prévio do nosso grupo (de Avila et al. 2014),
citado anteriormente, que considerou dois casos de melanoma na familia (MF) ou historia
pessoal de no minimo dois melanomas primarios (MPM), a prevaléncia de variantes
patogénicas em CDKN2A foi de 13,5% (8/59), sendo 18,4% (7/38) nos pacientes FM e 4,7%
(1/21) nos pacientes MPM. Quando o critério clinico considerado foi pacientes FM com
multiplos melanoma primarios, a prevaléncia de variantes patogénicas aumentou para 36,4%
(4/11). No estudo atual nos estabelecemos critérios clinicos mais restringentes para a sele¢ao
dos pacientes de pelo menos 3 melanomas na familia (ou associa¢cdo de melanoma e cancer de

pancreas) ou 3 melanomas primarios. Para nossa surpresa, a frequéncia de variantes P no gene
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CDKNZ2A foi expressivamente mais baixa (2,8% 1/36) passando para 5,6% (2/36) quando
consideramos os demais genes do painel. Outra diferenga encontrada entre os pacientes do
estudo atual em relacdo ao estudo anterior foi a presenca de determinadas caracteristicas
fenotipicas. Na coorte atual tivemos prevaléncia de olhos e cabelos claros (54% e 59,4%,
respectivamente) e pacientes com multiplos nevos (> 50) em 75,4% dos casos. Na coorte do
estudo de 2014 foram encontrados olhos e cabelos escuros em 52 % dos casos e 58% dos
pacientes apresentavam menos de 50 nevos (Moredo et al. in press). A frequéncia de variantes
patogénicas em genes de alta penetrancia encontrada no estudo atual esta mais proxima do
descrito na coorte do sul em 2008 (7%; 2/29) assim como as carateristicas fenotipicas dos
pacientes, exceto pela presenca do fendtipo de SNA, que nao foi visto naquele estudo (Ashton-
Prolla et al. 2008) e foi encontrado em mais de 40% dos pacientes da nossa coorte.

O probando que apresentou a variante P em CDKN2A (MH11), também apresentou uma
das VUS em ACD e variante nao-RHC de MCI1R (1/0). Esse probando apresenta pele clara,
historia de queimadura solar na infancia e idade adulta, numero total de nevos < 100, sem o
fendtipo de SNA, historia pessoal de melanoma multiplo, diagndstico em idade precoce (30
anos), mde com melanoma multiplo, tio materno com melanoma, tia materna com cancer de
pancreas, além de historia familiar de cancer de mama e célon (Figura 6). A variante
p.Glu505Lys do gene ACD ¢ uma variante ndo descrita no ClinVar e ¢ classificada como
provavelmente benigna pelo Varsome, apresentando conflito entre os preditores in silico de
patogenicidade, mas com a maioria indicando benignidade (11 de 12 preditores). Trata-se de
familia que caracteriza muito bem o fendtipo descrito para as variantes patogénicas no gene
CDKN2A com idade precoce ao diagnostico, multiplos melanomas primarios, multiplos
familiares acometidos por melanoma e associagdo com cancer de pancreas (Goldstein et al.
2007; Hansson et al. 2008)

O probando portador da variante patogénica no gene BAP1 (MH20) apresenta multiplos
nevos, pele clara e historia de queimadura solar na infancia além de multiplos melanomas (3
tumores) diagnosticados em idade precoce. Nao apresenta historia familiar de melanoma, mas
apresenta 2 familiares com historia de mesotelioma (Figura 10). Neste probando foram
diagnosticados tumores cutineos spitzdides atipicos denominados BIMTs (BAP1l-inativated
melanocytic tumors) e que sdo considerados marcadores clinicos de variante germinativa no
gene BAPL. A descricdo detalhada dos aspectos clinicos, dermatoscopicos, da microscopia
confocal e histopatologicos das lesdes cutaneas (melanoma e BIMTs), além dos aspectos
genéticos, foram publicados recentemente (Soares de Sa et al. 2019 — Anexo 2). A irma deste

probando, ainda assintomatica, também ¢é portadora da variante no gene BAP1. Neste probando
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também foi detectada variante RHC de MC1R (R/0). Nesse paciente, apesar da auséncia do
fenotipo de maltiplas efélides e cabelos ruivos, a presenga da variante RHC de MC1R pode ter
contribuido para seu risco aumentado para melanoma associado a presenca de variante
patogénica em BAP1 (Wendt et al. 2016).

O outro caso em que foi encontrada VUS em ACD (MH32) apresenta historia pessoal
de melanoma multiplo e historia familiar de melanoma e cancer de mama (Figura 16) e variante
nao-RHC de MCIR (r/0), além de pele e cabelos claros e historia de queimadura solar na
infancia. A variante p.Ser407Leu do gene ACD ¢ classificada como de significado incerto pelo
ClinVar e como provavelmente benigna pelo Varsome, apresentando conflito entre os
preditores in silico de patogenicidade, mas com a maioria indicando benignidade (8 de 12
preditores).

O caso que apresentou a VUS em TERT (MH28) apresenta apenas grande densidade de
efélides sem outras carateristicas fenotipicas de risco, historia pessoal de melanoma multiplo e
bocio coldide da tiredide além de historia familiar de melanoma com multiplos familiares
acometidos e cancer de pele ndo melanoma (Figura 14). Foi identificada variante de risco
desconhecido de MC1R (u/0). A variante p p.Glu441del do gene TERT apresenta classificagdes
conflitantes no ClinVar, com 8 laboratérios a classificando como provavelmente benigna ou
benigna e 2 laboratérios como VUS, que mencionam resultados conflitantes de patogenicidade
em estudos funcionais. A classificacdo da variante pela ferramenta Varsome ¢ de
provavelmente benigna e somente um preditor in silico esta disponivel, classificando a variante
como benigna.

O probando onde foi encontrada VUS em POT1 (MH16) apresenta pele e cabelos claros,
histéria de queimadura solar na infancia, historia pessoal de 6 melanomas primarios e cancer
de tire6ide, além de histdria familiar de melanoma (Figura 8). A variante p.Phe106Leu do gene
POT1 ndo esta descrita no ClinVar e ¢ classificada como VUS pelo Varsome, apresentando
conflito entre os preditores in silico, mas com a maioria indicando patogenicidade (11 de 13
preditores). A variante estd localizada no dominio de ligagdo ao DNA 1 (OB1), dominio no
qual outras variantes missense patogénicas foram descritas (Shen et al. 2020). Estudos recentes
identificaram variantes no gene POT1 em familias de alto risco para melanoma em associagao
com cancer de tiredide, como visto neste caso (Wilson et al. 2017; Potrony et al. 2019). Este
paciente foi detectado com 2 variantes distintas de MC1R (R/u). E descrito que pacientes com
duas variantes de MCI1R apresentam risco aumentado para melanoma cutineo quando
comparados com pacientes com apenas uma variante (Demenais et al. 2010) e este risco ¢ duas

vezes maior quando comparado com pacientes wild-type (0/0) (Wednt et al. 2016).
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Muitos casos negativos para os genes de alta penetrancia estudados apresentam
multiplos melanomas primarios no probando e algumas vezes também nos familiares, sendo
familias de grande interesse para aprofundamento do estudo genético com possivel ampliagdao
do painel de genes de acordo com outros tumores encontrados na familia ou estudos de exoma.
E possivel que em algumas destas familias o risco aumentado para melanoma possa estar
relacionado ao gendtipo de MCI1R.

Nossa coorte apresentou alta prevaléncia de variantes no gene MC1R (89,4% total —
92,3% no grupo MF e 81,8% no grupo MPM), sendo R151C (alelo R) e V60L (alelo r) as
variantes mais frequentes (27% e 24,3%, respectivamente). Estudo recente mostrou que
pacientes que apresentam qualquer variante de MC1R possuem risco 60% maior risco para
melanoma cutineo quando comparados a pacientes wild-type (Tagliabue et al. 2018). Mais de
50% dos pacientes eram portadores de variantes RHC do gene MC1R, sendo que 9 pacientes
apresentaram 2 variantes distintas, o que determina ainda maior risco para melanoma. A
frequéncia de variantes RHC na nossa coorte foi significativamente maior quando comparado
a do grupo controle e a variante R151C mostrou associagdo com a presenga de cabelos claros
(ruivos e loiros) dados que corroboram a alta prevaléncia dos alelos R em pacientes com
melanoma e sua participacdo na determinagao de fenotipo de risco (Williams et al. 2011; Swope
e Abdel-Malek 2018).

O probando MH29 apresenta multiplos melanomas primarios, diagnosticos em idade
precoce, multiplos familiares acometidos e familiar de primeiro grau também com melanoma
multiplo (Figura 16). Do total de 23 melanomas 20 foram diagnosticados como melanomas in
situ ¢ 3 melanomas finos. Paciente apresenta fenotipo de risco (pele clara, cabelos ruivos e
multiplas efélides) além de multiplos nevos (> 300), SNA e histéria de queimadura solar na
infancia e idade adulta. Nesse caso ndo foi detectado nenhuma variante nos genes de alta
penetrancia estudados, mas esse probando apresenta duas variantes RHC do gene MC1R (R/R),
o que poderia, em parte, explicar seu alto risco para melanoma. E descrito que pacientes ruivos
que expressam duas variantes RHC de MC1R representam 1 a 2 % da populacdo mundial, mas
16% de todos os pacientes com melanoma (Swope e Abdel-Malek 2018). Em 2019, Duffy et
al. descreveram que variantes de MC1R e o nimero de nevos apresentam sinergismo na
determinagdo de risco para melanoma e o gendtipo R/R combinado a presenca de multiplos
nevos caracteriza perfil de pacientes de muito alto risco. Neste caso, se o genotipo R/R for
hereditario, poderia justificar os multiplos casos de melanoma na familia (Potrony et al. 2015).

O probando MHO1 (Figura 1) apresenta multiplos melanomas primarios, o primeiro

diagnosticado antes dos 40 anos. Do total de 19 melanomas 14 foram diagnosticados como in
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situ, 4 melanomas finos (< 1,0mm) e apenas 1 melanoma espesso (> 1,0mm). Apresenta pele
clara, cabelos loiros, olhos verdes, alta densidade de efélides, queimaduras solares na infancia
e adolescéncia e multiplos nevos (> 200) com fenotipo da SNA. Seu irmao também apresenta
multiplos melanomas além de carcinoma da pele e da tire6ide. O probando ndo apresenta
variante em nenhum dos genes de alta penetrancia estudados. Diferentemente do probando
MH29, o probando MHO1 apresenta apenas uma variante de risco desconhecido de MC1R (u/0
— variante p.GIn23Ter). Apesar de apresentar risco desconhecido, a variante p.(GIn23Ter) ¢
uma variante de perda de fun¢do. Variantes de perda de fungdo em MCIR ja foram associadas
a risco de multiplos melanomas primarios (de Torre et al. 2010). Ainda, este grupo de variantes
(alelos u) também mostrou maior prevaléncia em nossa coorte quando comparada ao grupo
controle, podendo caracterizar grupo de pacientes de alto risco em nossa populagao.

Os nossos dados mostram que variantes de MC1R podem ter papel relevante no risco de
melanoma em pacientes com fenotipo de risco, com grande exposi¢do solar associado a outros
fatores de risco como multiplos nevos, multiplos melanomas primarios e histéria familiar de
melanoma, como visto em estudo prévio de coorte do sul do Brasil (Grazziotin et al. 2013).

A principal limitacdo do nosso estudo foi o pequeno niimero da amostra que muitas
vezes ndo conferiu poder estatistico para as analises de comparacao entre os grupos estudados
(FM x MPM) e para a avaliagdo completa dos dados de MC1R e as caracteristicas fenotipicas
dos probandos. O tamanho da amostra foi determinado pelo financiamento disponivel para o
estudo.

Serdo necessarios estudos futuros com o objetivo de alcangar um melhor entendimento
da interagdo das diferentes variantes de MC1R com outros fatores, genéticos e ambientais, na
determinagdo de risco de melanoma entre as familias brasileiras com critérios clinicos para

melanoma hereditario.
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7 CONCLUSOES

Este estudo foi composto por uma coorte de 37 pacientes com critérios clinicos para a
SMF, 36 deles selecionados através de parametros mais rigorosos como trés ou mais melanomas
diagnosticados na familia (ou associagdo de melanoma e cancer de pancreas) ou trés ou mais
melanomas primarios no mesmo individuo.

Utilizando painel multigénico contendo 7 genes de alta penetrancia para a predisposi¢ao
hereditaria ao melanoma detectamos taxa de mutacdo de 5,6% (2/36 nos genes CDKN2A e
BAP1), considerada baixa, apesar dos critérios mais restringentes adotados para a sele¢do dos
pacientes. As duas variantes patogénicas encontradas foram vistas em familias que caracterizam
muito bem o fenétipo de cada uma dessas variantes.

Em relagdo aos genes de baixa a moderada penetrancia, detectamos grande nimero de
pacientes com variantes no gene MCIR, alguns deles com duas variantes distintas, além de
numero significativo de variantes RHC ou alelos R. As variantes RHC, assim como as variantes
de risco desconhecido (alelos u), foram mais frequentes na nossa coorte quando comparadas ao
grupo controle. Foi encontrada associacao da variante R151C, classificada como variante RHC,
com presenca de cabelos loiros ou ruivos. Nao foram encontradas outras associagdes das
variantes de MC1R, isoladas ou agrupadas, com outras caracteristicas fenotipicas dos probandos.
Nao foi detectada variante genética no gene MITF.

A idade ao diagndstico do tumor primario nos pacientes foi mais baixa do que é descrito
para os melanomas esporadicos com prevaléncia do fenotipo de pele clara e cabelos e olhos
claros, além de grande niimero de pacientes com histéria de queimadura solar na infancia, alta
densidade de efélides e multiplos nevos.

Em relacdo aos tumores primarios, foi encontrado maior frequéncia de melanomas do
tipo extensivo superficial ¢ melanomas finos, sendo mais da metade dos casos com nevo
associado. O tronco foi a localiza¢do mais frequente dos tumores.

Os tumores ndo melanoma mais frequentemente encontrados nos probandos foram
carcinoma da pele (pacientes MF e MPM), além de tiredide e mama (apenas nos pacientes MF).
Os tumores mais frequentemente encontrados nos familiares foram carcinoma de mama, da pele,
pulmao, célon, tiredide e mieloma multiplo. Verificamos associacdo de tumor de pancreas com
a variante patogénica no gene CDKNZ2A, mesotelioma com a variante patogénica em BAP1 e

carcinoma de tire6ide com a VUS no gene POT1.
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A baixa frequéncia de variantes nos genes de alta penetrancia e a alta prevaléncia de
variantes no gene MC1R encontradas em nossa coorte demonstra a importancia do genotipo de
MCI1R na determinacdo do risco de melanoma em nossa populagdo. Nossos achados
demonstram que, em parte, o risco aumentado destas familias pode estar relacionado a presenca
dos alelos R ou dos alelos u de MC1R, combinacio de duas variantes distintas de MC1R em

alguns casos, associado muitas vezes a fenotipo e comportamento de risco.
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Abstract

for potentially aggressive tumors.

Background: BRCAT associated-protein 1 (BAPT) tumor predisposition syndrome is associated with an increased risk
for malignant mesotheliomas, uveal and cutaneous melanomas, renal cell carcinomas, and singular cutaneous
lesions. The latter are referred to as BAPI-inactivated melanocytic tumors (BIMTs). When multiple BItMTs manifest,
they are considered potential markers of germline BAP! mutations.

Case presentation: Here, we report a novel pathogenic BAPT germline variant in a family with a history of BIMTs,
cutaneous melanomas, and mesotheliornas. We also describe singular patholegical aspects of the patient’s BIMT
lesions and their correlation with dermascopic and reflectance confocal microscopy findings.

Conclusions: This knowledge is crucial for the recognition of BIMTs by dermatalagists and pathalogists, allowing
the determination of appropriate management for high-risk patients, such as genetic investigations and screening

Keywords: BIMT, BAP1, Hereditary cancer syndromes, Dermoscopy, Confocal microscopy

Background

BRCAL associated-protein 1 (BAPI) tumor predispos-
ition syndrome (BAPI-TPDS) is associated with the
onset of cutaneous melanocytic tumors, malignant
mesotheliomas, uveal and cutaneous melanomas, renal
cell carcinomas, and potentially other internal malig-
nancies [1-3].
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Germline BAPI mutations are inherited in an auto-
somal dominant pattern. The main cutaneous manifest-
ation in patients with BAPI-TPDS is progressive
development of distinct melanocytic lesions after the
first decade of life [2]. Clinically, the lesions are skin-
colored to reddish-brown papules which range in diam-
eter from 2 to 10 mm. The number of lesions vary from
5 to 50 [4]. These lesions were first reported as atypical
Spitz tumors (AST), but were later considered to be a
subgroup of ASTs which carry BRAF mutations and ex-
hibit loss of BAP1 expression [5]. These lesions were
formerly named Wiesner Nevus, BAPoma, nevoid
melanoma-like melanocytic proliferations (NEMMPs)
[6] or melanocytic BAPI-mutated atypical intradermal
tumors (MBAITs) [1]. More recently, the fourth edition
of the Warld Health Organization (WHQ) Classification
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of Skin Tumors uses the term, BAPI-inactivated mela-
nocytic tumors (BIMTs) [7]. BIMTs are estimated to
occur in 75% of patients with BAPI-TPDS and they
commonly emerge earlier than other BAPI-associated
tumors [8]. Some authors have suggested that genetic
testing for BAP! germline mutations should be consid-
ered for patients with two or more BIMTs [9].

To date, BIMTs have yet to be characterized by con-
focal microscopy, and only a few studics have described
their dermoscopic aspects [8, 10, 11]. Here, we report
our comprehensive characterization of the clinical and
genetic traits of a BAP! mutation carrier. In addition,
pathologic, dermoscopic, confocal, and genetic descrip-
tions of the patient’s cutaneous tumors are reported.

Case presentation

A 27-year-old female was diagnosed with atypical cutaneous
tumors and three melanomas. A physical examination
showed Fitzpatrick type II skin, brown eyes, brown hair, and
multiple melanocytic nevi, including multiple clinically intra-
dermal nevi. The patient reported a positive history of
sunburn during childhood. A detailed family history further
revealed that the patient’s father was diagnosed with colon
adenocarcinoma and peritoneal mesothelioma, her paternal
grandfather was diagnosed with lung mesothelioma, and her
paternal grandmother was diagnosed with breast cancer.
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The complete pedigree for the patient is represented in
Fig. 1a. The patient was referred for whole body photog-
raphy and digital dermoscopic follow-up of her melanocytic
lesions. Genetic testing was also recommended due to her
personal history of multiple melanomas and her strong fam-
ily history of mesothelioma. Finally, her cutaneous tumors
were submitted for hotspot mutation analysis of seven onco-
genes and immunohistochemistry (IHC) to detect BAP1
CXpression,

Digital Dermoscopy

A digital dermoscopy study of the patient’s melanocytic le-
sions was performed by two dermatologists with expertise
in dermoscopy (BCCS, JCTB). FotoFinder Dermoscope”
(Medicam 800 HD, TeachScreen Software, Bad Birnbach,
Germany) provided a straightforward allocation and follow-
up of each lesion at 20x magnification. Subsequent follow-
up examinations were scheduled at intervals of 3, 6, and 12
months.

A total of 146 melanocytic lesions were selected for
digital follow-up and all suspicious lesions were excised. A
subset of the lesions were flat-pigmented and exhibited a
reticular pattern by dermoscopy. There were also many
dome-shaped lesions which exhibited a globular or
globular-homogeneous pattern. Suspicious lesions referred
for excision included those which presented peripheral,

-
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melanoma at ages 27 and 28 years, as well as with other aty,

Fig. 1 Pedigree ard BART sequencing. a Famiy tree of the index case. The proband (ndicated with black arrowhead) oresented with cutaneous
al cutaneaus tumors. Fillec-in colorea symbols indicate fam'y members affectec
by carcer. When avallaole, the age of ensel for cancer s indicated undemeath cac incividua. The two sisters (indicated with plus signs) are
cariers of a BAPT palhogenic variant b Sanger sequencing identified the ¢.1265delG variant (0.Gly422Glufs*8) in exon 13 of the patient’s BAPT
gene. Secuencing chromatograms were mapped to the BAPT transcript reference (NM 004656} by using CLC Genomics Werkbench software

Exon 13 c.1263delG (p.Gly422fs)

GGTATAAGGGGAAGGGAACAGGGAAGCCAGGGGCATTG
Y K 6 K 6 T 6 K P G A L

GGGGAAGGAAAMRGGAAASCMRGGGSMTTTA

RGKWWWARGGGRARGGAACAGGGAAGCCAGGGGCATTG
G X 6 T G K P

X K G A L
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irregularly distributed brown globules and those with ir-
regular pigmentation. Dermoscopy aspects of the BIMT le-
sions are detailed in Figs. 2b, f, 3b, and in Table 1.

Reflectance confocal microscopy (RCM)
RCM images were acquired with a near-infrared reflectance
confocal laser scanning microscope (Vivascope 1500% Lucid
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Inc, Rochester, NY, USA). Confocal image acquisition in-
cluded a minimum of three mosaics (Vivablock®), each with
an area of 8 x 8 mm?, at three different depth levels: intrae-
pidermal, dermal-epidermal junction (DEJ), and superficial
dermis. A series of high-resolution images (both capture
and stack images) were also obtained at different levels from
the skin surface down to the papillary dermis.

e ’ R o Tl T K A iy O

Fig. 2 Clinical, dermoscopic, and patholegic characterizations of the skin tumors examined, For A-D, the BIMT examined was located on the back
of the patient’s hand. a Clinical image of a skin-colored, raised tumor. b Dermascopy image (20 magnification) shows a hypopigmented
structureless area and discrete linear vessels at the periphery of the tumor, € Histology shows an intradermal, symmetrical, and well-delineated
nodular melanocytic praliferation (hematoxylin & ecsin (HAE), 20x} with no pigmentation. d At a higher magnification {200s), histology shows
the lesion presents as a large, isclated group of atypical ecsinophilic epitheliold cells with enlarged nudel and abundant pink cytoplasm
intermingled with smaller mature melanocytic cells {H&E). Mo mitosis or necrosis s observed, Clear and vacuolated cells represent adipecyte
metaplasia. These findings are compatible with a diagnesis of BIMT. Loss of BAP1 expression and BRAF VE00E positivity were detected in the
melanocytes by IHC (data not shown), Far E-H, the BIMT examnined was located on the back torso of the patient. e Clinical image of a reddish-
brown, dome-shaped papule. f Dermoscopy image (20% magnification) shows a central, hypopigmented structureless area surrcunded by
clustered brown iregular globules which vary in shape and size. g Histology shows a melancoytic lesion with typical junctional nests and a
predominant intradermal, well-delineated nodular melanocytic proliferation. Moderate pigmentation and adipocyte metaplasia are also observed
(H&E, 20x magnification). h At higher magnification, histology of the intradermal component (HRE, 200x magnification) shows large epithelioid
cells intermingled with smaller mature melanocytic cells, compatible with a BIMT. IHC demonstrated a loss of BAP1 expression in the large cells
{data not shown). Next generation sequencing additionally revealed the presence of a BRAF gene mutation {pV600E). For |-L, the melanoma
examined was located on the front torse of the patient. i Clinical image of a flat pigmented lesion (indicated with black arrow). j Dermoscopy
image {20x magnification} shows a peripheral fine reticular network, a central brown homogencus area, irregularly distributed brown globules,
and a small depigmented area. k Histology shows a compound, asymmetrical melanogytic lesion. The juncticnal compenent is characterized
mastly by the spread of single atypical cells with upward migration, while the intradermal companent includes both aggregated and diffuse cells
with foci of adipocyte metaplasia (H&E, 20x magnification). | At higher magnification (H&E, 200}, the intradermal component is found to be
composed of a large population of isolated eosinophilic epithelicid cells intermingled with smaller mature melanocytic cells. The juncticnal
compoenent presents a predominant lentiginous spread of large atypical epitheliold cells with pagetoid migration. The lesion is classified as an in
situ melanema associated with a background of BIMT. Sequencing further revealed this lesion as being BRAF wild-type
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Fig. 3 Atypical Skin Lesion — Correlations between Clinical, Dermoscopy, Pathology, and Confocal Microscopy Observations. a Clinical image of a
brown, dome-shaped lesion. b Dermoscopy image (20x magnification) shows [rregular pigmentation within a central light brown structureless
area that Is surrounded by clustered brown globules. ¢ A RCM mosaic Image (44 mm?) at the level of the DEJ shows disorganized architecture
with focal loss of rete ridge meshwork. Heterogeneous brightness {marked with a yellow dashed sguare) and a dod pattern at the periphery
{marked with a red dashed square) are also observed. d A RCM mosaic image {1 % 1 mm?} of the area inside the yellow dashed square in C at the
level of the DEJ shows clusters of cells with nonhomogeneous morphologic features and reflectivity (indicated with yellow asterisks). Dendritic
cells enlarged in the interpapiilary spaces (indicated with red arrows} and round nucleated cells {indicated with yellow arrows) are also present. e
An individual RCM image (0.5 % 0.5 mm?) of the area within the red dashed square in C at the level of the DEJ shows dense and regular nests at
the periphery of the lesion. f Histology shows a compound, symmetrical melanacytic proliferation (H&E, 20x magnification) with benign
melanocytic nests of varied sizes at the dermal-epidermal junction at the periphery of the lesion, These findings correspend to the RCM finding
of a clod patten {indicated with a red dashed square), In the center of the lesion, nest fermation is reduced, correspending to the
heterogeneous brightness observed with RCM (indicated with a yellow dashed square, Fig. 3c). g A hig tion {200} image of the
Intradermal component (H&E) shows that the lesion includes a few isolated large epithelioid cells which are intermingled with an abundance of

observed with ACM (indicated with yel
melanocytes {H&E, 200 magnifi
rmutation {pV600E)

smaller mature melanocytic cells and fod of adipocyte metaplasia and cystic spaces. The large cells correspond to the round nucleated cells
Fig. 3d). h The junctional component is composed of irregular large n
s is compatible with BIMT, Sequencing additionally revealed

ts of typical
is lesicn harbors a BRAF gene

RCM was performed on two melanocytic lesions, both
of which exhibited similar clinical and dermoscopic
characteristics: brown dome-shaped lesions with a hypo-
pigmented structureless area surrounded by clustered
brown irregular globules which varied in shape and size.
One of the lesions is shown in Fig. 3 and its RCM fea-
tures are summarized in Table 1.

RCM images revealed a disorganized architecture at
the center of the lesion. This architecture was character-
ized by an atypical honeycomb pattern in the epidermis
and moderate DEJ architectural disarray (e.g., areas exhi-
biting partial loss of normal DEJ structure), correspond-
ing to a central hypopigmented structureless area on
dermoscopy. At the level of the DEJ, clusters of cells
exhibiting nonhomogeneous morphologic features and
reflectivity were observed. In addition, dendritic cells
were found to enlarge the interpapillary spaces in a
meshwork pattern, with isolated round nucleated cells

also present (Fig. 3c and d). At the periphery, dense and
regular nests of cells with similar morphologic features
and reflectivity were observed (Fig. 3¢). These nests cor-
responded with unevenly distributed brown globules ob-
served on dermoscopy.

Histopathology
A histopathology review of the excised lesions was per-
formed by two dermatopathologists (MPM, RL). IHC
was performed for selected lesions with a BAP1 antibody
(clone C-4; 1:50 dilution, Santa Cruz Biotechnology, Dal-
las, TX, USA) in an automated IHC platform (Ventana
BenchMark XT, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ,
USA), according to the manufacturer’s instructions.
Typical melanocytic nevi which were excised exhibited
characteristics of atypical epithelioid neoplasms. Intra-
dermal proliferation of large epithelioid melanocytes
with ample eosinophilic cytoplasm and prominent
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Table 1 Characteristics of the BIMT lesions identified
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Lesian Clinical Dermoscopic features RCM findings Pathology
abservations

Lesion 1 {Fig. 2a-d) Skin- Structureless hypopigmented Junctional compenent:
colared, ared; linear vessels at periphery
daormne- None
shapad Dermmal component:
turmoer

Lesion 2 {Fig. 2e-h)  Reddish- Central structureless, light brown

brown areg imegular eccentric globules
papule

Lesion 3 {Fig. 3) Brown Clustered brown globules
papule {peripheny; irreqular pigmentation

within a central light brown
structureless area

Dense and regular dermal nests (periphery);
Sparse, isolated round nucleated cells at demal-
epidermal junction; Monhomogeneous dermal
nests {center)

Large atypical epithelicid
cells {top)

Mature melanacytes
(bettom)

Adipocyte metaplasia
{focal)

Lack of pigmentaticn
Lack of inflammation
Junctional component:

Few nests of typical
melanccytes

Dermal component:

Large atypical epithelicid
cells {top)

Mature melanocytes
{bottom)

Adipocyte metaplasia
(focal)

Moderate pigmentation
Lack of inflarmmation
Junctional component;

Irrequilar large nests of
typical melanocytes
{periphery). Center lacking
nest formation.

Dermnal component:

Large atypical epithelicid
cells {top)

Mature melanocytes
{bottom),

Adipocyte metaplasia
{focal)

Lack of pigmentaticn

Lack of inflarmmation

nucleoli were observed. In addition, these lesions were
found to be composed of different proportions of a sec-
ond population of small mature-appearing melanocytic
cells resembling common intradermal nevi [Fig. 2¢, d, g,
h, k, and 1, Fig. 3f-h ]. IHC detected negative expression
of BAP1 in the large epithelioid cells, while the mature-
appearing melanocytes were BAP1-positive. Additional
findings included focal vacuolization of cells resembling
clear cells or small cystic spaces, consistent with adipa-
cytic metaplasia [12] (Fig. 2d, g, k, Fig. 3g). Furthermaore,
although epithelioid cells were present, other morpho-
logic features of Spitz Nevus, such as Kamino bodies,

clefts, epidermal hyperplasia, and spindle-shaped mela-
nocytes, were not identified.

Except for one lesion with an exclusively intradermal
component (Fig. 2, C and 1)), the other lesions (Figs. 2g,
h, and 3H} exhibited a benign junctional melanocytic
component and intradermal findings typical of BIMTs.
One of the lesions showed more accentuated prolifera-
tion of atypical melanocytes in the epidermis. The latter
were characterized by an asymmetric distribution of
epithelioid cells with large nucleoli and pronounced up-
ward migration (Fig. 2k and 1). However, despite exhibit-
ing an intradermal BIMT component, this lesion was
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considered to have an associated in situ melanoma (Fig.
2k and 1).

Histopathological aspects of the BIMT lesions identi-
fed are summarized in Table 1.

Somatic mutation analysis

Genomic DNA was extracted from formalin-fixed paraffin-
embedded (FFPE) tumor tissues by using a QlAamp DNA
FFPE Tissue Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Targeted
next generation sequencing (NGS) was subsequently per-
formed with an lon Proton platform and a custom lon
Ampliseq™ Panel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). The latter covers hotspot regions of seven genes
which are frequently mutated in solid tumors (e.g. BRAF,
EGER, KIT, KRAS, MET, NRAS, and ROST). Mapping of se-
quencing reads and variant calling were performed with
Torrent Suite Browser and Terrent Variant Caller (TVC)
software (Thermo Fisher Scientific). Somatic mutations
were defined as variant alleles present in maore than 2% of
reads, with a minimum coverage depth of 100 x .

Somatic mutations were investigated in six cutaneous
lesions (Figs. 2 and 3). The BRAF V600F variant was iden-
tified in five of these lesions. However, no known hotspot
oncogenic mutations were identified among the other six
genes evaluated.

Germline genetic testing

The entire coding region of BAPI and eight other melan-
oma predisposition genes (ACD, CDEN2A4, CDK4, MCIR,
MITF, POT1, TERF2IP, and TERT) were analyzed by using
a custom lon Ampliseq™ Panel (Thermo Fisher Scientific).
Briefly, genomic DNA was obtained from leukocytes and
then subjected to a library preparation protocol described
by the Ion AmpliSeq™ Library Kit 2.0. The resulting DNA
was sequenced with the lon Proton Platform (Thermo
Fisher Scientific). Variant calling files were generated by
TVC 5.0-13 software and variant prioritization was per-
formed with VarSeq software (Golden Helix, Bozeman,
MT, USA). To identify rare and possibly damaging germ-
line variants, we selected coding or splice site variants pre-
senting coverage > 20, variant allele frequency > 30%, and
minor allele frequency <0.01 in the Exome Aggregation
Consortium (ExAC) and Online Avchive of Brazilian Muta-
tions (ABraOM) databases.

In NGS-genetic testing, a heterozygous frameshift germ-
line deletion in exon 13 was detected in the BAPI gene
(c.1265delG; p.Gly422Glufs*8) (Fig. 1b). This deletion was
not previously reported in the population databases we
searched (ExAC, ABraOM, and ClinVar). Furthermore,
based on phenotypic evidence and the patient’s family his-
tory of cancer, we classified the variant p.Gly422Glufs*8 as
pathogenic according to recommendations of the Ameri-
can College of Medical Genetics (ACMG) [13]. It was fur-
ther confirmed that the patient’s sister carries the same
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BAP! germline mutation, yet she had not received any
prior tumor diagnosis (Fig. 1a).

Discussion and conclusions

Here, we report a patient carrying a BAP! mutation who
presented with multiple primary melanomas at a young
age, multiple nevi, and BIMTs. In addition, two of her
family members were diagnosed with mesothelioma. The
comprehensive clinical, pathological, and molecular de-
scription of this case provides a valuable characterization
of this rare tumor predisposing syndrome. Furthermore,
the present case provides an opportunity to investigate
whether dermoscopy and confocal microscopy are useful
in differentiating BIMTs from other melanocytic tumors.

Recently, a multicenter study conducted by the Inter-
national Dermoscopy Society described clinical and der-
moscopic features of BIMTs [11]. The most frequent
clinical aspect reported was pink dome-shaped papules,
followed by brown papules. In the present case, three of
the BIMTs examined manifested these two clinical as-
pects. The dermoscopic features of the present BIMT le-
sions also included hypopigmented structureless areas
and irregular eccentric globules. This pattern was signifi-
cantly more frequent among the lesions harboring a
BAP1 germline mutation, and this finding is consistent
with the observations of Yelamos and collaborators [11].
However, the dermoscopic aspects of the present case
differ from those of intradermal nevi which usually in-
clude a globular or globular-homogenous pattern with
symmetrically distributed clustered globules and regular
pigmentation [14].

RCM detected various subsurface skin features at the
center of our patient’s BIMT lesions which are common
to malignant melanocytic tumors (Fig. 3¢ and d). The
features observed at the cellular level included: atypical
melanocytic cells, disarrayed architecture of the DEJ, and
nonhomogeneous clusters in regard to morphologic fea-
tures and reflectivity. The presence of a sharp border
cut-off and dense regular nests at the periphery of these
lesions are findings that potentially differentiate BIMTs
from melanomas [15, 16]. However, a differential diag-
nosis between BIMTs and melanomas may represent a
diagnostic pitfall for dermatologists. Thus, additional
cases need to be characterized in order to distinguish
BIMTs from other melanocytic tumors with RCM.

Typically, BIMTs are microscopically described as intra-
dermal tumors containing a dual population of large epithe-
livid melanocytes with eytologic atypia and pleomorphic
nuelei resembling spitzoid neoplasms or rhabdoid cells [1]
and a population of mature benign appearing nevoid cells.
For both of these populations, mitotic activity is absent.
The lesions described in the present case are consistent
with these previously described characteristics of BIMTs.
We also observed in the present case, as shown in previous
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BIMT reports [12, 17, 18], that some degree of junctional
melanocytic component is associated with intradermal find-
ings. For example, Garfield et al [18] found that the pres-
ence of a junctional component is more common in a
germline setting of BAFP1 loss, rather than in a somatic set-
ting. Thus, the new proposed WHO nomenclature of
BIMT is more consistent with recent findings, with the pre-
vious nomenclature, MBAIT, drawing attention to an intra-
dermal component. The latter could lead to a misdiagnosis
by excluding lesions with junctional activity, thereby delay-
ing screening for hereditary BAPI-TPDS. As described by
Piris and collaborators in 2015 [17], there appears to be
two histological patterns for BIMTs: a single dominant
nodular pattern of epithelioid cells (Fig. 2¢ and d) or a
dermal-nevus-like proliferation with variable numbers of
epithelioid cells. Congenital onset may also be suspected if
only a few of the latter nests are observed.

One of the lesions described in the present study was
characterized by a striking atypical intraepidermal compo-
nent with large atypical cells and pagetoid migration, con-
sistent with a diagnosis of in situ melanoma (Fig. 2k-1).
Melanomas arising in a background of a BIMT lesion are
rare [12, 17]. However, the latter may indicate that BIMTs
have the potential to undergo a malignant transformation.
Further discussion is needed regarding the lack of patha-
logical criteria regarding degree of junctional proliferation
and/or atypia allowed in a BIMT before classifying it as an
in situ melanoma.

The presence of a BRAF mutation in BIMT lesions is of
greal importance since this feature, in combination with
loss of BAP1 expression, defines a distinct subset of epi-
thelioid melanocytic tumars [4]. In only one of the lesions
examined in the present study was the V60OE BRAF mu-
tation not detected (which was the BIMT with an in situ
melanoma component). Considering that BRAF mutations
are a common finding (90%) in BIMTs [4] and they are
predicted to be maintained in tumor progression [19], we
hypothesize that occasional BRAF negativity described in
BIMTs (as demonstrated in the present case} may be due
to a representation issue whereby a small proportion of
large epithelioid cells is present amongst a predominance
of mature-appearing cells.

The presence of vacuolated cells resembling adipocytes
in BIMTs has previously been described [12, 20]. In the
present study, vacuolated clear cells were observed in
some of the lesions examined (Figs. 2d, k, and 3g). In
the literature, these vacuolated cells have been referred
to as adipocytic metaplasia. In the present study, the
morphologic and THC analyses performed demonstrate
that these large cells have a vacuolated clear cell cyto-
plasm, a low nucleus/cytoplasm ratio, and strong positiv-
ity for Melan-A. Thus, they may correspond ta clear cell
melanocytes, which encompass both balloon cells and
sebocyte-like cells [21]. Further analysis of clear cell
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melanocytes has suggested that their morphological
characteristics may represent alterations in degener-
ation/senescence pathways which affect melanogenesis.
Consequently, these melanocytes may be more likely to
correspond to clear cells than adipocytic/sebocyte cells
[21]. Therefore, we propose that it may be more accur-
ate to refer to these cells as clear cells, rather than adi-
pocytic metaplasia.

Unfortunately, we did not have access to pathology
specimens from the patient’s relatives who were affected
by mesothelioma to further review the subtypes present
and to perform additional tests. We hypothesize that
their specimens would correspond to epithelioid meso-
theliomas, since these are commonly described for le-
sions associated with BAP1 loss [22].

In conclusion, we have reported a novel pathogenic BAPI
germline variant present in a family affected by BIMTs, cu-
taneous melanomas, and mesotheliomas. In addition, we
have described pathological aspects of the patient’s BIMTs
and their comrelation with dermoscopic findings associated
with confocal features. These findings further characterize
the clinical and pathelogical features of BIMTs, and will po-
tentially facilitate early recognition of BAPI — TPDS by der-
matologists and pathologists. As a result, determination of
appropriate management for high-risk patients, such as gen-
etic investigations and screenings for potentially aggressive
tumors, can be achieved.
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Q A.C.Camargo
Cancer Center

Apéndice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE

(Resolucdo CNS n°466/12)
Dados de identificacdo do sujeito de pesquisa:

Sexo: () M ()F

Data de Nascimento: .......... - [oveeeeannn

Titulo da pesquisa: “Investigagdo de mutagdes genéticas nos pacientes com critério
clinico para melanoma hereditario em acompanhamento no ambulatorio de melanoma
familial do Nucleo de Cancer de Pele do A C Camargo Cancer Center — Associacdo com

caracteristicas clinicas”

Pesquisador Responsavel: Dra Bianca Costa Soares de Sa
Prezado senhor (a):

Estamos convidando-a (0) a participar de um projeto de pesquisa sobre a genética
do melanoma (melanoma ¢ um cancer de pele que na maior parte das vezes surge como
uma pinta). A sua participagdo ¢ voluntaria e a recusa em participar nao o prejudicara em
nada e ndo mudard seu acompanhamento e o seu tratamento no A.C.Camargo Cancer

Center.

O que é 0 Melanoma Familial ou Hereditario?

Melanoma familial é o nome utilizado para caracterizar um grupo de pessoas com
risco mais alto de desenvolver o melanoma do que a populacdo em geral. Conseguimos
caracterizar este grupo de risco alto quando identificamos que um individuo teve 2
melanomas ou mais ¢/ou quando ha 2 ou mais familiares com a doenga, do mesmo lado

da familia. Existem outros 2 tipos de cancer que podem estar relacionados ao melanoma
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familial sdo, o cancer de pancreas e o de Sistema Nervoso Central (cabeca).
Aqui estdo alguns exemplos de familias de alto risco:
1) A sua mae e o seu tio materno tiveram melanoma.
2) O Sr teve dois melanomas.

3) O Srteve um melanoma e seu pai teve um cancer de pancreas.

O que é mutagio genética?
Mutagdo genética ¢ qualquer mudanga que ocorra na sequéncia original de um
gene e que pode alterar o funcionamento deste gene, e, a partir dai, provocar varias

mudangas capazes de influenciar inimeros processos no nosso organismo.

Objetivo da pesquisa:
Pretendemos investigar as mutagdes genéticas que podem estar relacionadas ao
surgimento do melanoma nos individuos que foram diagnosticados com a doenga e

preencham os critérios clinicos para melanoma hereditario.

Como sera feita a pesquisa?

Se Sr(a) concordar em participar do estudo, o Sr(a) sera orientado pela equipe do
Ambulatério de Melanoma Familial do Nucleo de Cancer de Pele sobre o teste genético
de maneira mais detalhada, e, depois, coletar aproximadamente 10 ml de sangue no

laboratorio do A.C.Camargo. O procedimento pode ser feito também através de coleta

de saliva, em um coletor especifico.

Esta amostra (sangue ou saliva) serd processada e, entdo sera extraido o DNA

dos linfocitos (células brancas do sangue). Esta amostra de DNA, entdo, passard pelo
processo de analise.
Em seguida (quando as andlises estiverem finalizadas) o Sr(a) serd encaminhado

para a Oncogenética, onde recebera o resultado do teste e um aconselhamento genético.
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Riscos:

De modo geral nao ha riscos a sua saude neste projeto. Vocé pode sentir dor no
momento da picada da agulha para coleta de sangue, além disso o local pode,
eventualmente, ficar roxo por alguns dias.

E possivel que o Sr(a). sinta algum desconforto psicolégico caso seu teste
genético seja positivo (resultado que o Sr(a) terd juntamente com a equipe da
Oncogenética). Caso isso acontega, € o Sr(a). concorde, os responsaveis pela pesquisa o

encaminhardo para uma consulta no ambulatorio de psicologia.

Confidencialidade:

Os dados e os resultados obtidos durante a pesquisa serdo confidenciais. Vocé nao
sera identificado e os dados desta pesquisa serao manipulados apenas pelos pesquisadores
envolvidos; no entanto, ha um risco minimo de perda de confidencialidade.

Sua identidade serd mantida em sigilo quando os resultados deste estudo forem
publicados em artigos de revistas cientificas ou forem apresentados em congresso, por
exemplo. Nao ha compensacdo financeira relacionada a sua participacao, logo ela ¢
voluntaria.

Vale ressaltar que o senhor(a) tem plena liberdade de recusar a participar da
pesquisa sem que essa decisdo mude o seu tratamento neste servigo, podendo retirar seu
consentimento a qualquer momento.

As amostras coletadas serdo processadas e armazenadas pelo Banco de
Macromoléculas do Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center, ¢ o excedente nao
utilizado por este projeto de pesquisa podera ser utilizado em outros projetos no futuro,
ap6s a aprovagdo dos mesmos pelo Comité de Etica em Pesquisa desta Instituigao.

E importante esclarecer que para fins deste projeto nenhum outro membro da sua
familia terd o sangue ou saliva coletado para a realizagdo da investigacdo genética neste

momento.

Gostariamos de saber se o Sr(a) autoriza o uso do material que sobrar em

outro projeto futuro, apés aprovacao do Comité de Etica da instituicio.
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____Sim, autorizo o uso em outros projetos e caso haja alguma descoberta
que possa me beneficiar gostaria de ser comunicado e orientado.

_____Nao, ndo autorizo o uso em outros projetos sem uma nova autoriza¢io
minha.

Caso vocé tenha alguma diivida em relagdo a esta pesquisa, voc€ poderd entrar em
contato com a Dra. Bianca ou Enf Luciana (tel: 2189-5000 ramal 4590). Se o pesquisador
responsavel nao fornecer as informagdes/ esclarecimentos suficientes, por favor entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio Antonio
Prudente — A.C.Camargo Cancer Center/SP pelo telefone (11) 2189-5000, ramais 2069
ou 5020. De segunda-feira a quinta-feira das 8 horas as 18 horas e sexta-feira das 8 horas

as 17 horas.”

Eu, declaro que,

ap6s bem esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, aceito,

voluntariamente, participar desta pesquisa.

Sao Paulo, de de

Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura do pesquisador

Assinatura da Testemunha
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