UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

Sindrome de Li-Fraumeni: caracterizagao clinica e molecular de pacientes

com o fenétipo da sindrome

Camila Matzenbacher Bittar

Tese de doutorado submetida ao
Programa de Pdés-Graduagdo em
Genética e Biologia Molecular da
UFRGS como requisito parcial para a
obtengdo do grau de Doutor em
Ciéncias (Genética e  Biologia
Molecular).

Orientadora: Prof2 Dr2 Patricia Ashton-Prolla

Porto Alegre, agosto de 2019.



Este trabalho foi realizado no Ambulatério de Oncogenética e no Laboratério de
Medicina Gendmica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, com apoio financeiro
do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq),
Fundagcéo de Amparo a Pesquisa do Rio Grande do Sul (FAPERGS) e Fundo de
Incentivo a Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (FIPE-HCPA).



Dedico essa conquista a todos os pacientes que
participaram e confiaram no trabalho do nosso grupo.
A Livia também, que foi fundamental, junto com minha familia, para

que eu conseguisse completar essa trajetoria. Muito obrigada!



Agradecimentos

Primeiramente a Profa. Patricia Ashton-Prolla, por ter sido uma excelente orientadora. Agradego
pelas oportunidades, apoio, ensinamentos, disponibilidade para discutir casos e problemas, pela
ajuda constante em todas as etapas da minha formagao desde a residéncia até o momento atual,

me estimulando a sempre buscar o melhor.

Colega e amiga Cristina Netto, sempre tdo importante nos dias de ambulatério e reunides pré-
clinicas, com suas relevantes contribuicbes no atendimento aos pacientes tornaram este trabalho
possivel. E ainda obrigada pelo companheirismo, incentivo e ajuda no dia a dia deixando a rotina

mais leve e prazerosa.

Igor Araujo por todo apoio, amizade, ajuda e grandes contribuigdes, sem as quais eu ndo teria
conseguido chegar até aqui. Tiago Andreis, obrigada pela disponibilidade, amizade e contribuicées

importantes. Yasminne Rocha, incansavel IC que estava sempre pronta para ajudar.

Minhas queridas amigas lvaine, Pati S, Liliane e Taiane pelo companheirismo e amizade no dia a

dia do laboratério e HCPA e também fora dali.
Ao Dr. Gabriel Macedo, pelo auxilio nas analises, contribuicées e amizade.

Colegas e ex-colegas do Laboratorio de Medicina Gendmica, por todos estes anos de convivéncia.

Um agradecimento especial aos colegas, amigos e colaboradores Clevia, Barbara, Cleandra.

Equipes assistentes do Ambulatério de Oncogenética, Zona 11 e CPC, em especial equipes da
Oncologia, Oncologia Pediatrica, Mastologia, Ginecologia e aos secretarios (com um agradecimento
especial ao funcionario Carlos, sempre tdo colaborativo). Equipe clinica da Oncogenética (em
especial Alessandra Borba, Osvaldo Artigalas e Daniele Konzen) e do SGM (em especial Temis,
Carol, Teresa e Julio) por sempre estarem dispostos a ouvir, ajudar, dividir pacientes, duvidas e

amizade.
Elmo (PPGBM) pelo auxilio em questdes burocraticas e palavra amiga.

Minhas amigas e amigos especiais de longa data Francieli, Cati, Carina, Fernanda, Camila V, Bruno

e Mariane que estdo sempre ao meu lado.

Minha filha Livia, por ser tao querida, companheira e especial. Meus pais, Christina e Antonio e
meu irm&o Eduardo, por serem meus exemplos e meus maiores incentivadores. Minha v6 Ninny

que esteve comigo até esse final e me ensinou muito.



Sumario

Lista de @BreViatUras.......c.mmmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 6
RESUIMIO ...esrsissisisssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssesssssssssssssssssssnse 7
Y o X 1 Lo 9
Capitulo | — INtrOAUGAO.........cvvmvesnssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessass 10
1.1 Sindromes de Predisposi¢ao Hereditaria ao Cancer: .........um 10
1.2 Sindrome de Li-Fraumeni: ... s ssssssssssssssssssasssss 11
1.3 O gene TP53 e alterag6es moleculares relacionadas a Sindrome de Li-
Fraumeni @ SUAs Variantes: ... 81
1.4 Tipos de variantes patogénicas de TP53 e LFS. ... 83
1.5 Alteragdes moleculares de TP53 e heterogeneidade fenétipo na LFS....... 83
1.6 Frequencia populacional de variantes germinativas em TP53.........ccccceueneee 85
1.7 Frequencia de variantes germinativas em TP53 em individuos com
critérios de Chompret para LES/LFL. .......ccssssssssssssssssssssssssssssssssssass 86
1.8 A variante germinativa TP53 R337H no Brasil ... 87
1.9 Estudos de prevaléncia da variante R337H no Brasil.......nvecvcrcrcccsccenns 89
1.10 Painéis multigénicos e a Sindrome de Li-Fraumeni ........ccoouvnescsescsencsenenns 91
1.11 Recomendag¢ées de seguimento e manejo clinico para pacientes com LFS:
93
Capitulo Il — JUSHTICALIVA.......cccevesecrserirsesssrssssssessssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssnsans 96
Capitulo lll — ODJEEIVOS ......ccvesecsrrissisissssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssens 97
CaPItUIO IV — ATtiQO T ..ccrsicessesnsesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 98
CaPItUIO V — ATtIQO 2 .eeresrsrssrsnssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssens 98
CaPiItUIO VI — DiSCUSSAO.......ccsusesesrirssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssasass 115
Capitulo VIl — PErsSpPeClIVAS .......ccosusmssesssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 120
Capitulo VIl — Referéncias BibliografiCas..........cmmmmmssessssssssssssssssssssssssnss 122
Capitulo IX — Producao Cientifica Adicional no Periodo...............ccccusersrsesesrns 135
CAPIEUIO X — ANEXOS c...revriesesrirssssssessssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssasssassssssasaes 138



Lista de abreviaturas

JUTR 3’ Untranslated Region (Regido 3’ ndo-traduzida)

5’UTR 5’ Untranslated Region (Regido 5’ ndo-traduzida)

ACE Aberrant clonal expansions (expansdes clonais aberrantes)
BRCA1 Gene BRCA1 (Breast Cancer Type 1 Susceptibility Protein)
BRCA2 Gene BRCAZ2 (Breast Cancer Type 2 Susceptibility Protein)
CAC Carcinoma Adrenocortical

CHEK2 Gene CHEK2 (Checkpoint Kinase 2)

CNV Copy Number Variation

CPC Carcinoma de Plexo Coroide

DNA Deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucléico)

DBD DNA-binding domain (dominios de ligagdo do DNA)
gnomAD Genome Aggregation Database

IARC International Agency for Research on Cancer

LFL Sindrome Li-Fraumeni-like

LFS Sindrome de Li-Fraumeni

miRNA microRNA

MLPA Muiltiplex Ligation-Dependent Probe Amplification

MDM2 Mouse Double Minute 2

National Comprehensive Cancer Network (Rede Nacional de
NCCN Cancer)

NGS Next generation sequencing (Sequenciamento de nova geragéo)
OMIM Online Mendelian Inheritance in Men

RMCI Ressonancia Magnética de corpo inteiro

R337H Variante patogénica no gene TP53 c.1010G>A; p.(Arg337His)
SNC Sistema nervoso central

Single Nucleotide Polymorphism (Polimorfismo de nucleotideo
SNP unico)

TP53 Gene TP53 (Tumor Protein P53)
VP Variante patogénica
VUS Variant of uncertain significance (Variante de significado incerto)



Resumo

A Sindrome de Li-Fraumeni (LFS) é uma doenga autossémica dominante
associada a mutagbes germinativas no gene TP53 e caracterizada por uma
predisposi¢cao ao desenvolvimento de um amplo espectro de tumores em idade
precoce. Os tumores mais comuns relacionados a LFS sao carcinoma
adrenocortical (CAC), cancer de mama pré-menopausico, sarcomas 6sseos e de
partes moles e tumores cerebrais. Atualmente, o critério de Chompret revisado em
2015 é o critério considerado de maior utilidade clinica para diagnostico molecular
da LFS.

O objetivo principal desta tese foi caracterizar os pacientes com suspeita
clinica de LFS no sul do Brasil, regi&do conhecida pela prevaléncia mais alta de uma
variante patogénica (VP) germinativa fundadora do gene TP53 conhecida como
R337H (c.1010G>A; p.(Arg337His). No periodo de julho de 2015 até janeiro de
2019, foram identificados 211 pacientes nao relacionados, que preenchiam os
critérios revisados de Chompret, foram identificados. Destes, 191, todos com pelo
menos um diagnostico de cancer, foram recrutados para estudo molecular e clinico.
A analise molecular incluiu avaliagéo de toda a sequéncia codificadora de TP53 e
pesquisa de rearranjos génicos. Vinte e seis (13,6%) probandos apresentaram VP
germinativas de TP53, todas alteragdes pontuais de sequéncia. A idade média ao
diagndstico do primeiro tumor nesses 26 portadores foi 13,65 anos e 18 (69,23%)
sao portadores da VP R337H.

Em complementacg&o a analise molecular, foi realizada uma caracterizagao
das variantes de significado incerto (VUS) encontradas nos pacientes testados
nesta tese e em analises anteriores, bem como em uma instituicdo parceira,
Hospital do Amor no estado de Sao Paulo. A analise criteriosa de 12 VUS, e a
reclassificacdo de algumas destas, reforca a necessidade de cautela e frequente
revisdo das informagdes acerca de VUS para garantir que a conduta clinica mais
adequada para o paciente e seus familiares seja proposta.

Os achados deste estudo demostram a heterogeneidade clinica da LFS no
Sul do Brasil, evidenciam algumas particularidades da variante fundadora R337H

na regido e apontam para a necessidade de estudos maiores e colaborativos com



outros centros para melhor definir e a prevaléncia da LFS, o espectro clinico e a

penetrancia dos diferentes tipos de VP de TP53 no Brasil.



Abstract

Li-Fraumeni Syndrome (LFS) is an autosomal dominant disease associated
with pathogenic germline variants in the TP53 gene and is characterized by a
predisposition to develop a broad spectrum of tumors at an early age. The most
common LFS related tumors are adrenocortical carcinoma (ACC), premenopausal
breast cancer, bone and soft tissue sarcomas, and brain tumors. Currently, the
Chompret criteria, revised in 2015, is considered of greatest clinical utility for
molecular diagnosis of LFS.

The main objective of this thesis was to characterize patients with clinical
criteria of LFS in southern Brazil, a region known for the highest prevalence of a
TP53 germline pathogenic variant known as R337H (c.1010G> A; p. (Arg337His)).
From July 2015 to January 2019, 211 unrelated patients who met the revised
Chompret criteria were identified, out of which 191 were recruited for molecular and
clinical study, all with at least one cancer diagnosis. The molecular analysis include
evaluation of the entire TP53 coding sequence and screening for gene
rearrangements. Twenty-six (13.6%) probands had TP53 pathogenic germline
variants (PV), all point sequence changes. Mean age of the first tumor in these 26
carriers was 13.65 years and 18 of them (69.23%) had the PV R337H.

In addition, characterization of the variants of uncertain significance (VUS)
found in the patients tested in this thesis and previous analyzes, was performed,
together with a partner institution, Hospital do Amor in the state of Sdo Paulo. The
careful analysis of 12 VUS, and the reclassification of some of these, reinforces the
need for caution and frequent review of information about VUS to ensure that the
most appropriate clinical management for the patient and family members is
proposed.

The findings of these study demonstrate the clinical heterogeneity of LFS in
southern Brazil, highlights some particularities of the founder PV R337H in the
region and point to the need for larger and collaborative studies with other centers
to better define the prevalence of the LFS, the clinical spectrum and the penetrance
of the different types of pathogenic variants of TP53 in Brazil.



Capitulo | - Introdugéao

1.1 Sindromes de Predisposi¢cao Hereditaria ao Cancer:

Os tumores diagnosticados em humanos sdo, em sua grande maioria, de
etiologia multifatorial, resultando de interagbes complexas entre os genes e o
ambiente. O primeiro estudo a reconhecer a possibilidade de uma forma hereditaria
de cancer é datado de 1866, o qual analisou quatro geragdes de uma familia com
diversos casos de cancer de mama em idade jovem (Hodgson, 2008).

Atualmente, estima-se que pelo menos 5 a 10% dos tumores diagnosticados
sejam de etiologia hereditaria (de la Chapelle, A; Petomaki, 1998; Ferreira, CG;
Rocha, 2010). Nesses casos, VP germinativas em genes de predisposigdo ao
cancer (oncogenes, genes supressores de tumor ou genes dos sistemas de reparo
do DNA), que geralmente possuem alta penetrancia, sdo as responsaveis por uma
parcela significativa dos casos hereditarios. Variantes germinativas situadas
nesses grupos de genes conferem risco alto ou moderado para o desenvolvimento
de tumores, causando as chamadas sindromes de predisposicdo ao cancer. A
maioria destas sindromes esta associada a mutagdes de perda de fungdo em genes
supressores tumorais e apresenta heranga autossémica dominante (Tucker &
Friedman JM, 2002).

No entanto, em muitos casos n&do € possivel identificar uma alteragao
patogénica herdada, mesmo em familias que preenchem critérios clinicos para a
sindrome em questao, o que constitui o conceito denominado de Missing Heritability
(Southey et al.,, 2013). Acredita-se que a presenga combinada de multiplas
variantes em genes de baixa penetrancia e exposicéo a fatores de risco ambientais
possam explicar a outra parcela de casos (de 20 a 30%) que associa-se a
agregacao familial (Amadou, 2017). Outra possibilidade € a presenga de variantes
localizadas fora das regides codificadoras, mas associadas a impacto fenotipico
por estarem relacionadas a regides regulatérias dos genes em questdo (p.ex.

regido promotora ou introns) ou ainda em genes relacionados com a regulagao da
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expressdo de oncogenes e genes supressores de tumor (Macedo et al., 2016,
2018).

Cada sindrome de predisposicdo ao cancer tem critérios proprios,
determinados para uso quando da suspeita clinica e para a subsequente indicacao
de teste genético especifico (Leroy et al., 2017). Portanto, quando encontramos um
individuo e/ou familia que apresenta diagndstico de tumor em idade jovem,
multiplos tumores primarios, presenga de multifocalidade ou bilateralidade do
tumor, diagndstico de um tumor raro ou frequentemente relacionado a
predisposi¢cao hereditaria ou ainda histéria familiar incluindo varios casos de um
mesmo tipo de cancer e/ou casos de diversos tipos de cancer relacionados na
familia, podemos levantar a suspeita de que este individuo apresenta uma alta
probabilidade de ser portador de uma VP em gene de predisposi¢ao ao cancer
(Narod & Offit, 2005; Rebbeck et al., 2002).

1.2Sindrome de Li-Fraumeni:

A Sindrome de Li-Fraumeni (LFS) € uma sindrome de predisposigao hereditaria
ao cancer com padrao de heranga autossémico dominante e altamente penetrante
(Schneider, Zelley, & Nichols, 1999).

O espectro de tumores que ocorrem na LFS é heterogéneo, incluindo tumores
pediatricos e tumores de diagnostico na vida adulta. A definigdo do espectro de
tumores da LFS foi realizada a partir de observagdes de familias com fenétipo
sugestivo e posteriormente com VP germinativa identificada em TP53. Essas
observagoes resultaram na proposi¢ao de critérios especificos para suspeita da
sindrome, também chamados de critérios “classicos”. Eles sao definidos pela
presenca de uma pessoa com sarcoma diagnosticado antes dos 45 anos, que tenha
um familiar de 1° grau diagnosticado com qualquer tipo de céancer antes dos 45
anos, e um outro familiar de 1° ou 2° grau diagnosticado com sarcoma em qualquer
idade ou qualquer cancer antes dos 45 anos. Desta forma, a LFS foi caracterizada,
inicialmente, pela concentragao familiar dos tumores centrais da sindrome (“core
tumors”): sarcomas de partes moles, sarcomas Osseos, tumores de sistema

nervoso central, carcinoma adrenocortical (CAC) e cancer de mama (Li & Fraumeni,
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1969; Malkin, 1990).

Em parte das familias com a sindrome, o padréao de ocorréncia de tumores &
similar, mas ndo é inteiramente consistente com os critérios classicos de LFS,
sendo descritos adicionalmente os canceres gastrico, de colon e reto, pulmao,
pancreas, prostata, rim, testiculo, laringe, tireoide, cabecga e pescogo e ovario, além
de melanoma (Chompret et al, 2001; Da Silva et al., 2011; Formiga et al., 2017,
Gonzalez et al., 2009; Olivier et al., 2003; Ruijs et al., 2010; Schneider et al., 1999;
Varley et al.,, 1999). Nas familias com o fendtipo similar a LFS, os tumores
geralmente ocorrem em idade mais tardia e ha menos individuos afetados por
cancer em comparacgao com as familias LFS que preenchem os critérios classicos,
sugerindo penetrancia parcial. O reconhecimento de que algumas familias com VP
de TP53 tinham um fendtipo considerado mais “brando”, motivou a proposicéo de
termo Sindrome Li-Fraumeni-like (LFL), e a partir dai critérios menos restritivos
foram propostos por Eeles e Birch para identificagdo de portadores (Birch et al.,
1994; Eeles, 1995). Em 2001, Chompret e colaboradores definiram critérios mais
amplos do que os classicos mas distintos dos critérios de Birch e Eeles para
selecionar pacientes com suspeita de LFS, aumentando a sensibilidade para
identificacdo de VP em TP53 mas reduzindo o valor preditivo positivo do teste
genético (Chompret et al, 2001). Os critérios de Chompret foram atualizados no ano
de 2015 (Gaélle Bougeard et al., 2015).

Atualmente, o The National Comprehensive Cancer Network (NCCN)
recomenda a utilizagcao dos critérios revisados em 2015 de Chompret (Pilarski et
al., 2019) para indicar testes genéticos direcionados a investigagdo de LFS. A
Tabela 1 resume os critérios propostos até o momento para LFS e seus valores
preditivos positivos.
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Tabela 1. Critérios clinicos associados com a Sindrome de Li-Fraumeni.

Valor
Critério Descricéo Preditivo  Referéncia
Positivo
Classico 1) Sarcoma na infancia ou em idade jovem (antes dos 45 anos); E 50-70% (Li,Fraumeni
2) Familiar de 10 grau com qualquer cancer em idade jovem (antes dos 45 anos); E 1969)
3) Familiar de 10 ou 20 grau que tenha o diagnodstico de cancer em idade jovem (antes dos 45 anos) ou sarcoma em
qualquer idade.
Chompret 1) Sarcoma, SNC, CAC ou cancer de mama antes dos 36 anos E familiar de 10 ou 20 grau com cancer antes dos 46 anos 20% (Chompret
2001 ou familiar com multiplos tumores primarios em qualquer idade; OU et al, 2001)
2) Multiplos tumores, incluindo dois que sejam do tipo sarcoma, CAC, mama ou SNC com o primeiro tumor diagnosticado
antes dos 36 anos, independente da histéria familiar; OU
3) CAC em qualquer idade independente da histoéria familiar.
Chompret 1) Paciente indice com cancer tipico da sindrome de Li- Fraumeni antes dos 46 anos E familiar de 10 ou 20 grau com cancer 29% (Bougeard
2009 tipico da Sindrome de Li- Fraumeni antes dos 56 anos (exceto cancer de mama, caso o probando tenha cancer de mama) et al.,, 2008;
ou multiplos tumores; OU Tinat
2) Paciente indice com multiplos tumores, sendo pelo menos dois do espectro da LFS e o primeiro antes dos 46 anos ou et al., 2009)
CAC em qualquer idade ; OU
3) Cancer de mama antes dos 36 anos sem variante patogénica nos genes BRCA1 ou BRCA2.
Chompret 1) Familiar: Probando com tumor pertencente ao espectro tumoral LFS (por exemplo, cancer de mama pré-menopausa, 18% (Bougeard
2015 sarcoma de partes moles, osteossarcoma, tumor do SNC, carcinoma adrenocortical) antes dos 46 anos, et al.,, 2015)
E pelo menos um parente de primeiro ou segundo grau com tumor LFS (exceto cancer de mama, se probando apresentar
cancer de mama) antes dos 56 anos ou com multiplos tumores; OU
2) Multiplos tumores: Probando com multiplos tumores (exceto miltiplos tumores de mama), dois dos quais pertencem ao
espectro do tumor LFS e o primeiro com ocorréncia antes dos 46 anos de idade; OU
3) Tumores raros: Probando com carcinoma adrenocortical, tumor do plexo coroide ou rabdomiossarcoma do subtipo
anaplasico embrionario, independentemente da histéria familiar; OU
4) Cancer de Mama em idade jovem: Cancer de mama antes dos 31 anos de idade
Eeles 1) Presenca de dois familiares de 10 ou 20 grau com tumor tipico em qualquer idade (sarcoma, cancer de mama, tumor 10-50% (Eeles, 1995)
SNC, leucemia, CAC, melanoma, cancer de préstata, cancer pancreatico); OU
2) Sarcoma em qualquer idade no paciente indice com dois dos seguintes tumores (podendo estar presentes no mesmo
individuo): cancer de mama (pacientes com idade inferior a 50 anos) e/ou tumor SNC, leucemia, CAC, melanoma, cancer de
prostata e pancreas (pacientes com idade inferior a 60 anos) ou sarcoma em qualquer idade.
Birch Cancer na infancia ou sarcoma, SNC ou CAC antes dos 45 anos e familiar de 10 ou 20 grau com céancer tipico da sindrome  22% (Birch
de Li- Fraumeni em qualquer idade e familiar de 10 ou 20 grau com qualquer cancer antes dos 60 anos de idade. et al., 1994)

CAC, carcinoma adrenocortical; SNC, sistema nervoso central
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Em relacio a descricdo do fendtipo da LFS, um estudo recente demonstrou
a existéncia de padrbes temporais no padrao etario de diagnostico dos tumores
relacionados a sindrome. A primeira fase de desenvolvimento e diagndstico de
tumores, em pacientes de 0 a 15 anos, € caracterizada por quatro tipos tumorais
principais  (carcinoma  adrenocortical, carcinoma de plexo cordide,
rabdomiossarcoma e meduloblastoma), que juntos correspondem a 22% de todos
os tumores diagnosticados na sindrome. Na fase seguinte, entre os 16 e os 50
anos, sao diagnosticados 51% de todos os tumores relacionados a sindrome,
sendo o cancer de mama o tumor mais prevalente, acometendo 26,4% dos casos
(somente casos descritos em mulheres até o momento). Osteossarcomas,
leucemias, astrocitomas, glioblastomas, cancer colorretal e de pulmao, além de
diferentes subtipos de sarcomas também sao caracteristicos desta fase. A fase
mais tardia, apos os 51 anos, apresenta um amplo espectro tumoral, embora os
tumores de prostata e de pancreas sejam os mais frequentes (Amadou, 2017;
Bougeard et al., 2015).
Em relagdo a penetrancia na LFS, em 2016, uma coorte de 286 individuos
LFS positivos para VP em TP53 foi avaliada por Mai e colaboradores. Os
portadores de VP germinativas, especialmente mulheres com menos de 31 anos e
homens com idade menos de 46 anos, apresentaram um risco estimado de 50%
para o desenvolvimento de uma ou mais neoplasias. Em idades mais avangadas
(acima de 70 anos para ambos 0s sexos), o risco se aproximou de 70%, podendo
chegar a 100%. Nos individuos LFS que tiveram o seu primeiro tumor diagnosticado
durante a infancia, o risco relativo para o desenvolvimento de um segundo tumor
foi de 83 (Mai et al., 2016). Contribuindo para a andlise da penetrancia,
Amadou e colaboradores (2017) estimaram que os portadores de VP em
TP53 apresentam riscos de 58% e 80% para desenvolver um cancer antes dos 40
ou antes dos 70 anos, respectivamente. Na infancia e adolescéncia, os homens
tém um risco maior, predominantemente relacionado a tumores como sarcomas de
partes moles e tumores de SNC. Ja na fase adulta, a penetrancia € maior nas

mulheres, devido a alta ocorréncia de cancer de mama, principalmente na faixa
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etaria dos 33 aos 36 anos de idade. A alta variabilidade quanto a penetrancia de
cancer nesses individuos foi relacionada em alguns estudos com o tipo de VP
apresentada pelo paciente (Amadou, 2017; Zerdoumi et al., 2013). No entanto,
como existe variabilidade fenotipica mesmo dentro de familias com multiplos
portadores da mesma VP germinativa, foi sugerido que fatores genéticos adicionais
influenciam o fendtipo, chamados modificadores de fendtipo, descritos em maior
detalhe a seguir.

Por fim, em varias familias com feno6tipo muito sugestivo de LFS nao é
possivel identificar uma VP germinativa de TP53, uma situagdo chamada de
“missing heritability” (Rana et al., 2019; Southey et al., 2013). Apesar da intensa
investigacdo, até o momento TP53 é o unico gene que foi definitivamente associado
a sindrome de LFS.

1.30 gene TP53 e alteragcoes moleculares relacionadas a Sindrome de Li-

Fraumeni e suas variantes:

O gene TP53 (OMIM 191170) esta localizado no brago curto do cromossomo
17 (17p13.1) e é composto por 11 éxons, sendo o primeiro ndo codificante. E um
gene supressor tumoral conhecido como “O Guardidao do Genoma” devido ao seu
papel fundamental em diversos processos celulares (Schneider et al., 1999).

O gene TP53, codifica a proteina p53, uma molécula (mondmero) composta por
393 aminoacidos. Quatro mondmeros se organizam (oligomerizam) inicialmente em
dimeros e dois dimeros formam um tetrdmero (dimero de dimeros) (Kitayner et al.,
2006). O tetramero € um fator de transcricdo essencial para diversas fung¢des
celulares, ativado em resposta a diferentes formas de estresse celular (ativagao
oncogénica, dano ao DNA, hipdxia, disfungao metabdlica e estresse replicativo) e
que desencadeia respostas apropriadas de oposi¢cao a consequente iniciagado do
cancer (Aubrey et al., 2016; Petitjean et al., 2007). Além disso, a proteina p53 esta
envolvida no controle de diversos processos celulares (Figura 1), tais como
replicacdo e reparo ao DNA, parada no ciclo celular, apoptose, autofagia
senescéncia, diferenciagao e metabolismo oxidativo (Aubrey et al., 2016; Zilfou &
Lowe, 2009).
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Figura 1. Ativacao de p53 por diferentes sinais de estresse celular e suas
funcdes supressoras de tumor. A proteina p53 desempenha o papel de integrar
respostas celulares (em roxo) a uma variedade de tipos de estresse (em azul).
Modificado de (Vousden & Lane, 2007).

Variantes somaticas de TP53 sdo encontradas em mais de 50% dos tumores,
e podem ocorrer em praticamente qualquer tipo de tumor sélido (Mai et al., 2016).
Mais precisamente, em 1990, um conjunto de VP localizadas em um dominio
especifico da proteina p53 essencial para que a mesma desempenhe sua funcao
como fator de transcrigdo (dominio de ligagao ao DNA) foram descritas como as
causadoras da LFS em pacientes que preenchem os critérios classicos da doenca
(Frebourg, et al., 1995; Malkin, 1990). Os dominios funcionais da proteina p53 estéao

representados na Figura 2.
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Figura 2. Dominios da proteina p53 e variantes germinativas patogénicas
associadas a cancer em humanos. Estdo destacadas as variantes germinativas
comuns, mais conhecidas como variantes de hotspots todas localizadas no dominio
de ligacdo ao DNA com excegao da variante R337H, fundadora brasileira que se
localiza no dominio de oligomerizacao. Adaptado de (M. I. Achatz & Zambetti, 2016)

1.4Tipos de variantes patogénicas de TP53 e LFS.

Em relagéo ao tipo de variantes ja descritas no gene TP53 em associagéo a
neoplasias, a maioria sado variantes pontuais na sequéncia codificadora do gene.
As variantes germinativas patogénicas, em sua maioria (70%) sao de sentido
trocado, e cerca de 20% sao mutagdes sem sentido ou em sitios de splicing
(Amadou, 2017). Acredita-se que até 10% dos casos apresentam ainda delegbes
completas do gene TP53. Estudos de correlagao gendtipo-fendtipo sugerem que
0s rearranjos génicos de TP53 estdo associadas com caracteristicas mais
agressivas relacionadas a manifestacao clinica da LFS (Bougeard et al., 2003).
Recentemente, Fortuno e colaboradores compararam variantes germinativas de
749 probandos e 276 familiares de 3 bancos de dados e concluiram que individuos
com variantes em hotspots do gene (a maioria localizada no dominio de ligagéo ao
DNA; tanto germinativas quanto somaticas) apresentavam um progndstico pior
(Fortuno et al., 2019). A compilagao mais abrangente de variantes de TP53, tanto
somaticas como germinativas, € o banco de dados da International Agency for
Research on Cancer (IARC) versdao R19, atualizado em agosto de 2018
(http://p53.iarc.fr).

1.5Alteragc6es moleculares de TP53 e heterogeneidade fenétipo na LFS.

A extensa variabilidade que ocorre na LFS, tanto na idade ao diagnostico
quanto nos tipos de tumores associados com as mutagdes germinativas especificas
em TP53, sugere que fatores genéticos adicionais influenciam o fendtipo. A
variabilidade n&o se resume a diferentes fendtipos observados com diferentes
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variantes germinativas mas também se observa em diferentes individuos de uma
mesma familia, que todos tém a mesma variante causadora da LFS. Até o
momento, varios modificadores genéticos foram identificados como possiveis
determinantes da idade ao diagnostico do primeiro tumor, bem como da ocorréncia
de multiplas malignidades em portadores de VP em TP53. Os potenciais
modificadores de fendtipo incluem polimorfirmos de nucleotideo unico (SNPs)
intragénicos, comprimento telomérico, presenga de Copy Number Variations
(CNVs) e questdes relacionadas ao metabolismo energético (Kamihara, Rana, &
Garber, 2014; McBride et al., 2014).

Estudos preliminares e algumas hipdéteses sugerem também que possam
existir variantes causais da LFS situadas em regides comumente negligenciadas
na rotina de diagnostico molecular, como as regides regulatérias S’UTR e 3'UTR,
ou alteracbes epigenéticas associadas com o gene TP53 que possam ter um
impacto funcional (Kamihara et al., 2014; Macedo et al., 2016). Por fim, alteragbes
em outros genes reguladores da expressao de TP53 (p.ex. genes de miRNA)
podem ter um impacto na expressao fenotipica de pessoas com LFS.

Em relagdo aos SNPs anteriormente identificados como modificadores de
fendtipo, inicialmente destacaram-se variantes germinativas funcionais situadas no
proprio gene TP53, como p.Arg72Pro (Dumont et al., 2003) e PIN3 (Olivier et al.,
2010). PIN3 consiste em uma duplicagao de 16 pares de base no intron 3 de TP53,
sendo que presencga desse alelo duplicado foi associada com menores niveis de
transcrito do gene TP53, sugerindo que o mesmo cause uma alteragdo no
processamento do mRNA (Gemignani et al., 2004). Clinicamente, se observou uma
diferenga importante na idade ao diagndstico de cancer em portadores e nao
portadores desse SNP em uma amostra de individuos brasileiros heterozigotos
para VP germinativas de TP53 (Marcel et al., 2009). Além de PIN3, o SNP 309
(rs2279744 T>G), localizado no promotor do gene MDM?2 (regulador negativo de
p53), também demonstrou apresentar um papel como modificador de fendtipo
relacionado a idade ao diagndstico do primeiro tumor (Bougeard et al., 2006). Mais
recentemente, o SNP funcional MIR605 rs2043556, localizado em um gene
codificador de um miRNA que regula a via de p53 (miR-605), foi associado com
uma idade ao diagndstico do primeiro tumor mais precoce em familias da populagao
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canadense com a forma classica da sindrome (LFS) apresentando mutagdes
germinativas situadas no dominio de ligacdo ao DNA de p53 (Id Said & Malkin,
2015).

Apesar desses inumeros estudos, é importante ressaltar que o entendimento
acerca dos modificadores genéticos e ambientais € ainda limitado. O
reconhecimento de novos modificadores genéticos podera facilitar avaliagbes
individualizadas do risco de cancer e, como consequéncia, podera ajudar a definir
estratégias apropriadas de vigildncia e manejo para uso em individuos e familias
com VP no gene TP53 (Bond et al., 2007; McBride et al., 2014; Sagne et al., 2014;
A. G. Silva et al., 2014).

1.6 Frequencia populacional de variantes germinativas em TP53

Estudos de prevaléncia populacional estimaram originalmente que as VP
germinativas de TP53 ocorrem na faixa de 1 a cada 5.000 a 1 a cada 20.000
individuos (Lalloo et al., 2003; Gonzalez et al., 2009). No entanto, dois estudos
recentes de Andrade e colaboradores (2017 e 2019) reavaliaram a prevaléncia de
VP no gene TP53. No primeiro estudo, foi analisada a prevaléncia de VP
localizadas nas regides codificadoras de TP53 (éxons 2-11) em trés grandes
bancos de dados populacionais, totalizando 63.983 individuos nao relacionados.
Foram identificadas 34 variantes provavelmente patogénicas no gene em 131 dos
63.983 individuos, correspondendo a uma prevaléncia 10 vezes maior (0,2% ou
1:500) do que aquela anteriormente estimada (Andrade et al., 2017). No segundo
estudo, o mesmo grupo de pesquisa analisou todas as variantes genéticas
depositadas em um banco de dados que compila informagdes do sequenciamento
completo do genoma de 138.632 individuos né&o relacionados, conhecido como
Genome Aggregation Database (gnomAD). Dessa vez, 64 VP ou provavelmente
patogénicas foram identificadas no gene TP53 em 399 dos 138.632 individuos,
sugerindo que a prevaléncia pode chegar a um portador a cada 348 individuos
(Kelvin C. de Andrade et al., 2019). Estima-se que a VP R337H esteja presente em
0,3% da populagao do Sul e Sudeste do Brasil (Palmero et al., 2008; Custodio et
al., 2013).
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1.7Frequencia de variantes germinativas em TP53 em individuos com
critérios de Chompret para LFS.

No Brasil, o primeiro estudo com um maior numero de pacientes apresentando
critérios clinicos para a LFS foi o de 2007 de Achatz e colaboradores, no qual 13
dos 45 probandos analisados (28,8%) eram portadores de VP germinativa em
TP53, mas nem todos tinham os critérios de Chompret, sendo os critérios de Eeles
e Birch também considerados no recrutamento de participantes. Porém o estudo
foi marcante pois descreveu pela primeira vez frequéncia aumentada de uma VP
especifica de TP53, identificada como R337H e presente em 6 dos 13 pacientes
portadores (46,6%) (Achatz et al., 2007). Desde entéo, apenas um estudo analisou
a prevaléncia de VP de TP53 em probandos Chompret no Brasil, mas foram
incluidos apenas 17 casos (Andrade et al. 2017).

Em outros paises, a taxa de deteccdo de VP em TP53 em pacientes com
critérios de Chompret foi descrita em algumas séries de caso e os resultados estao

resumidos na tabela 2.

Tabela 2. Prevaléncia de variantes patogénicas de TP53 em pacientes com

critérios para LFS.

Referéncia Pais Caracterizagdo da Prevaléncia
amostra e critérios

(Chompret Franca 3/15 probandos / 20%
et al, 2001) Chompret 2001
(Bougeard Franga 67/232 probandos / 29%
et al., 2008) Chompret 2001
(Gonzalez Estados Unidos 69élh95 prol?[a2n 81 (;) ls / 35%
etal., 2009) ompre
(Ruij s Holanda 22/105 pl‘Obal’ldOS / 21%
etal., 2010) Chompret 2009
(Bougeard Franga 177/981 probandos / 18%
etal., 2015) Chompret 2009
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(Andrade 6/17 probandos 35%
etal., 2017) Brasil Chompret 2015

1.8 A variante germinativa TP53 R337H no Brasil

A variante de TP53 ¢c.1010G>A p.(Arg337His), popularmente conhecida como
R337H, localizada no éxon 10 (dominio de oligomerizagdo) e ocasiona a
substituicdo de uma arginina por uma histidina no cédon 337 da proteina p53. Foi
caracterizada como sendo uma variante fundadora frequente no Sul e Sudeste do
Brasil (Garritano et al., 2010) e embora tenha sido descrita inicialmente como uma
“‘mutacéo tecido-especifica” relacionada unicamente a carcinoma adrenocortical
(CAC), hoje considera-se que ela é uma VP relacionada a ocorréncia de multiplos
tumores, em um espectro similar ao da LFS (Varley et al., 1999).

A primeira descri¢do de R337H em pacientes brasileiros foi em 2001. Ribeiro
e colaboradores identificaram a presenca dessa VP em 35 de 36 criangas com CAC
provenientes de 28 familias da periferia de Curitiba. Chegaram a descrever a
ocorréncia de casos de cancer de mama, leucemia e cancer colorretal em familiares
de primeiro e segundo grau desses probandos, porém ficou caracterizada a
associagdo entre a variante R337H no gene TP53 e o alto risco para o
desenvolvimento de CAC em criangas da regido sul do Brasil (Ribeiro et al., 2001).
Muitos anos depois, a analise de R337H foi incluida no protocolo de triagem
neonatal do estado do Parana (Custodio et al., 2013). Em 2007, Achatz e
colaboradores demonstraram, pela primeira vez, que individuos com a variante
R337H também apresentavam alto risco para uma ampla gama de tumores do
espectro tipico da LFS (Achatz et al., 2007). Desde entéo, outros estudos foram
conduzidos no Brasil, em diversos cenarios clinicos, confirmando que portadores
da variante R337H apresentam chances maiores de desenvolver outros tumores
além de CAC, como Carcinoma de Plexo Coroide (CPC), cancer de mama,
sarcomas, cancer de colon, entre outros (Tabela 3). Mais recentemente, Mastellaro
e colaboradores descreveram em portadores da variante R337H um risco

cumulativo de desenvolver cancer até os 45 anos de 21% e demonstraram uma
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distribuicdo bimodal dos diagndsticos de cancer nesses pacientes: um primeiro pico
de diagndsticos ocorre nos primeiros 10 anos de vida (representado
majoritariamente pelo CAC) e um segundo pico de diagndsticos ocorre na quinta
década de vida (Mastellaro et al., 2017).

Por algum tempo, a comunidade cientifica questionou se a variante R337H
seria de fato uma VP. Esses questionamentos foram feitos devido a alta frequéncia
e relativa reducdo de penetrancia aparentemente relacionada a variante. Dois
estudos realizados ha mais de 15 anos tentaram avaliar essa questao. No primeiro
estudo, analises bioquimicas e estruturais foram realizadas para avaliar a
integridade de p53 na presenga da variante R337H. Como resultado,
demonstraram que a proteina somente é capaz de formar tetrameros em condi¢cdes
especificas de pH (DiGiammarino et al., 2002). A ocorréncia de pH intracelular
alcalino (acima de 7,0) e/ou temperatura acima de 36,5 graus celsius resultaram na
perda da fun¢do da p53, de forma pH-dependente (DiGiammarino et al., 2002;
Hainaut, 2002). Esta dependéncia de condigdes fisioldgicas poderia contribuir, pelo
menos em parte, para a penetrancia incompleta e para os padrbes de
heterogeneidade tumoral observados em familias brasileiras portadoras da variante
(Guha & Malkin, 2017). Posteriormente a variante R337H foi avaliada em estudo
funcional conduzido por Kato e colaboradores ( 2003). Neste estudo, a alteragéo
missense foi considerada patogénica apos ensaio de transativagao de levedura
(Kato et al., 2003). Em um estudo mais recente, Zerdoumi e colaboradores
confirmou, em um estudo funcional, que VP em TP53 afetam a resposta
trascricional ao dano da DNA e que a VP R337H representa um impacto menor em
relagéo as VP que se encontram no dominio de ligagcdo do DNA (Zerdoumi et al.,
2017).

De fato, analise de heredogramas de pacientes com variantes identificadas
em TP53, revelam diferengas significativas entre os portadores de variantes no
DBD e portadores de R337H (Kratz et al., 2017). Enquanto a penetrancia de cancer
antes dos 30 anos foi estimada em 50% para os portadores de VP classicas
localizadas no DBD, nos portadores da variante R337H ela foi estimada em 15-20%
(Garritano et al., 2010).
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1.9Estudos de prevaléncia da variante R337H no Brasil

Diversos estudos tentaram definir a prevaléncia da variante R337H em
pacientes brasileiros diagnosticados com cancer. Destacam-se um primeiro estudo
realizado no estado de S&o Paulo em 2001 com criangas diagnosticadas com CAC
(R337H foi identificada em 14/18 criangas e 5/37 adultos com CAC esporadico e
sem histéria familial de cancer) e diversos estudos com pacientes diagnosticas com
cancer de mama (Latronico et al., 2001).

Em familias com a variante germinativa R337H, tumores de mama
representam 30,4% de todos os tumores descritos (Achatz et al., 2007). Um estudo
recente, que avaliou mulheres com céncer de mama independente da historia
familiar, sugere que um diagnostico de cancer de mama em idade menor que 46
anos seria suficiente para indicar a pesquisa da VP R337H (Hahn et al., 2018). Os
estudos Brasileiros que avaliaram prevaléncia da variante R337H de TP53 em
diferentes cenarios clinicos estdo resumidos na Tabela 3.

Tabela 3. Estudos de prevaléncia da variante R337H no Brasil

Referéncia Caracterizagdao da Amostra Local Prevaléncia

(Estado) (%)

(Ribeiro 35 de 36 pacientes com CAC PR 97

et al., 2001)

(Achatz 6 de 45 pacientes com critérios para LFS SP, RJ, RS 13,3

et al., 2007)

(Palmero 2 de 750 pacientes sem cancer e ndo selecionadas para historia RS 0,3

et al., 2008) familiar atendidas em um centro de referéncia

(Assumpgao 3 de123 mulheres com céncer de mama ndo selecionadas para SP 2,4

et al., 2008) histéria familiar
0 de 223 controles

(Gomes 2 de 390 mulheres com cancer de mama ndo selecionadas para RJ 0,5
etal., 2012) histéria familiar
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(Custodio
etal., 2013)

(Giacomazzi
etal., 2013)

(Giacomazzi
etal., 2013)

(Giacomazzi
etal.,, 2014)

(Cury
etal.,, 2014)

(Felix
et al., 2014)

( Andrade
et al., 2014)

(Caminha
et al, 2015)

(Schayek
et al., 2016)

(Andrade
etal., 2017)

(Mastellaro

etal., 2018)

(Hahn
et al., 2018)

0 de 324 controles

461 de 171,649 bebés em rastreamento neonatal

11 de 292 pacientes com tumores pediatricos nao selecionados para
historia familiar
0 de 65 controles sem cancer

8 de 141 mulheres com tumores Phyllodes de mama

Grupo 1) 2 de 59 mulheres com cancer de mama sem critérios para
LFS

Grupo 2) 70 de 815 mulheres com cancer de mama nao selecionadas
para histéria familiar

2 de 28 pacientes com diagndsticos de cancer de mama que
preenchiam critérios para predisposi¢do hereditaria para cancer de
mama e ovario € 0 de 120 controles

1 de 106 pacientes com diagnéstico de cancer de mama e/ou
ovario que preenchiam critérios para predisposicdo hereditaria
para cancer de mama e ovario

42 de 348 familias em seguimento em ambulatério de alto risco
para cancer (com ou sem critérios especificos para LFS)

75 de 34.344 amostra em rastreamento neonatal

0 de 513 pacientes sem cancer e 103 pacientes com diagnéstico
de cancer de ovario nao selecionados para historia familiar

1 de 39 pacientes com critérios para LFS com critérios diversos
para LFS (Chompret 2015, Eeles, Birch e classico)

76 de 84 pacientes com CAC

Grupo 1) 1 de 315 pacientes com cancer de mama néao
selecionadas por idade ou historia familiar

PR

RS

RS

RS

SP

BA

SP

SP

MG

RJ

SP

RS

0,27

3,8

7,1

0,94

12,06

0,21

2,5

90,4

0,3

2,5
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(Cipriano

Grupo 2) 6 de 239 pacientes com cancer de mama <46 anos e
sem critérios de Chompret

et al., 2019) para predisposi¢cao hereditaria para cancer de mama e ovario e

nao para LFS

(Ferreira 40 de 121 pacientes com CAC SP 33
et al., 2019)

CAC, Carcinoma adrenocartical; LFS, Sindrome de Li-Fraumeni

1.10 Painéis multigénicos e a Sindrome de Li-Fraumeni

Com o advento de novas tecnologias de sequenciamento aplicadas para
diversas doengas humanas, a utilizacdo de painéis multigénicos para avaliar
sindromes de predisposicdo hereditaria ao cancer vem aumentando
consideravelmente nos ultimos anos. Nao raramente uma familia preenche critérios
clinicos para mais de uma sindrome de predisposicao ao cancer, e por haver a
disponibilidade de testes mais amplos a um custo acessivel, estudos apontam para
uma preferéncia dos médicos pela indicagao de painéis maiores (O’Leary et al.,
2017). Uma outra explicagao plausivel para essa mudanga na pratica é o fato de
que em alguns paises os seguros de saude pagam um determinado exame apenas
uma vez para cada segurado. Qualquer que seja o motivo para solicitagcdo de
painés multigénicos, essa pratica pode, com relativa frequéncia, revelar a presenga
de uma sindrome para a qual ndo havia uma suspeita prévia (Hall et al., 2009). A
confirmacéo de causalidade da variante encontrada para originar o fenétipo pode,
no entanto, ser mais dificil. Por exemplo, ha alguns anos foram relatadas VP no
gene CHEKZ2 em até 9% de familias com histérico clinico de LFS e negativas para
VP em TP53 (Ruijs et al., 2009). Em um estudo de 2018, portadores de VP em
TP53 (avaliados por Next-Generation Sequencing — NGS com painel multigénico)
tiveram uma frequéncia menor de diagndésticos de cancer na infancia e de tumores

‘core” da LFS. Como esperado, estes pacientes nem sempre preenchiam os
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critérios clinicos para suspeita de LFS, sendo em muitos a identificacdo da VP
considerada “incidental”’. As novas abordagens de propor testes genéticos sem
uma hipétese a priori e envolvendo a analise de um grande numero de genes
exigirao modificagdes nos paradigmas de aconselhamento genético (Rana et al.,
2019 and 2018). Em termos de prevaléncia de VP nas analises com painéis
multigénicos, dois estudos diferentes prevaléncias de VP em TP53 bem distintas:
1,8% (35.000 mulheres com cancer de mama) e 0,04% (95.561 mulheres com
histéria pessoal ou familiar sugestiva para cancer de mama ou ovario hereditarios)
(Kurian, 2017; Buys et al., 2017). E importante salientar que os testes com painéis
de genes variam em numero de genes incluidos e também na sensibilidade e

especificidade de detecgao das variantes.

Outra preocupagao que surge com a realizagdo de painéis multigénicos em
larga escala € sobre a interpretacdo errbnea de expansdes clonais aberrantes
(aberrant clonal expansions, ACEs) como sendo variantes patogénicas do TP53.
Em uma série de 114.630 testes de painéis multigénicos, 353 resultados
apresentavam uma VP em TP53 e analise mais detalhada gene-especifica
evidenciou que 20% dos sequenciamentos continham anormalidades adicionais
que foram caracterizadas como ACEs em 91% com exames
complementares/ortogonais, sendo a maioria decorrente de clones
hematopoiéticos. Os individuos com ACEs eram mais velhos (50 versus 37.7 anos,
p=0,02) e mais frequentemente diagnosticados por painéis (66/285; 23,2%) ao
invés de teste gene-especifico (6/68; 8.8%). A realizacdo de testes
complementares € fundamental para confirmar o status de VP para LFS antes do
manejo do individuo, principalmente quando o probando ndo apresenta fendtipo de
LFS (Weitzel et al., 2018).

Por fim, a utilizagdo de painéis multigénicos esta relacionada a detecg¢ao de
um numero maior de variantes de significado incerto (VUS, do inglés variants of
uncertain significance). As VUS sao variantes cuja patogenicidade ainda é
desconhecida, devido a auséncia de informagdes genéticas e clinicas suficientes
para determinar sua associagao causal com a doenca. A maior parte das VUS sao
pequenas inser¢des e delegbes que nao alteram o quadro de leitura (in-frame),

variantes de sentido trocado (missense) ou silenciosas, ou ainda alteragbes em
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introns e regides potencialmente regulatérias (Carvalho et al., 2007; Slavin et al.,
2015). Diversos estudos mostram que a frequéncia das VUS € proporcional ao
tamanho do painel sequenciado, o que poderia ser considerado uma desvantagem
importante da utilizagdo dos painéis multigénicos (Lincoln et al., 2015; O’Leary et
al., 2017). A adequada avaliagao da patogenicidade de uma VUS envolve diversas
abordagens, incluindo analise da prevaléncia populacional, analises de dados
computacionais (preditores de efeito da variante), analises de segregacgao, de
dados clinicos e de resultados de ensaios funcionais (Richards et al., 2015).

Nesse contexto, é importante ressaltar que o aconselhamento genético é
uma etapa fundamental no diagnostico de sindromes de predisposi¢cao hereditaria
ao cancer (Weitzel et al., 2011). De maneira geral, a identificagdo de uma VUS em
TP53 é uma questdo que desafia diariamente os profissionais de saude que
realizam aconselhamento genético, uma vez que nao ha protocolo de agao clinica
estabelecido para portadores de VUS e que a identificacdo de uma VUS causa
confusao e ansiedade tanto nos pacientes como na equipe assistencial (Weitzel et
al., 2011).

Uma importante contribuicdo para melhorar o entendimento das VUS é o
compartilhamento dos resultados de sequenciamentos em bancos de dados
publicos. Como resultado dos esforgos coletivos, espera-se que a incidéncia de
VUS diminua nos préximos anos. Além disso, € essencial uma revisao periddica
das VUS identificadas em TP53, sendo esse um dos objetivos principais aqui
abordados (Artigo 2, pagina 63) comunicando ao paciente qualquer nova definicao

que seja encontrada .

1.11 Recomendacgoes de seguimento e manejo clinico para pacientes com
LFS:

No ano de 2004, em Toronto, foi criado um protocolo de rastreamento de
neoplasias e manejo para pacientes com a LFS. O protocolo inclui exame fisico
frequente, exames de rastreamento abrangentes (laboratoriais e de imagem
incluindo ressonancia magnética de SNC, das mamas e do corpo todo) e,
adicionalmente, indica a discussao de condutas de manejo redutoras de risco como

mastectomia bilateral (McBride et al., 2014). Em 2011, Villani e colaboradores
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demonstraram que os portadores de variantes patogénicas em TP53 se beneficiam
enormemente desse protocolo, mostrando com um numero pequeno de pacientes
a importancia de se sedimentar o uso da ressonancia magnética de corpo inteiro
(RMCI) e de documentar o impacto do protocolo de rastreamento em pacientes com
a sindrome (Villani et al., 2011). Coletivamente, esta abordagem tem um impacto
significativo na sobrevida global, em comparagdo com os pacientes que n&o sao
submetidos a este seguimento diferenciado (Anupindi et al., 2015; Asdahl et al.,
2017; Ballinger et al., 2017). A detegédo precoce do tumor permitiu abordagens
localizadas e definitivas que diminuiram ou até evitaram a exposigao a tratamentos
sistémicos ou a tratamentos com radiacdo. Curvas de sobrevida mostram uma
diferenca significativa entre dois grupos de pacientes tratados prospectivamente na
mesma época (Villani et al., 2016). No Brasil, Paixao e colaboradores avaliaram 59
pacientes (88% portadores da VP R337H) apds 2 etapas de rastreamento com
RMCI em 12 meses encontrando 3 novos tumores confirmados por estudo
histopatolédgico (2 desses portadores da VP R337H), sugerindo que a RMCI seja
realizada como parte do rastreamento de tumores, inclusive em portadores da VP
R337H (Paixao et al., 2018).

Atualmente, as recomendagdes do NCCN s&o baseadas no Protocolo de
Toronto e incluem, além das recomendacgdes de rastreamento com exames, evitar
exposi¢cao desnecessaria a radiagao e radioterapia (Heymann et al., 2010; Pilarski
et al., 2019). Por ser um seguimento complexo, os pacientes necessitam que suas
condutas e rastreamentos sejam realizados em um centro especializado (Kratz et
al., 2017; Pilarski et al., 2019). As recomendagdes do protocolo estdo descritas
abaixo na Tabela 4 .

Tabela 4. Protocolo de seguimento para pacientes com VP no gene TP53

(LFS).
Protocolo Infancia (0 a 18 anos) Protocolo Adultos (acima de 18 anos)
Geral: Geral:
e Exame fisico completo a cada 3 a 4 meses e Exame fisico completo a cada 6 meses
(atengdo especial para pressao arterial, e Avaliagao completa imediata se houver qualquer
ganho rapido de peso e altura, virilizagéo e suspeita clinica

aparéncia cushingoide).
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e Avaliacdo completa imediata se houver

qualquer suspeita clinica

Carcinoma adrenocortical:

e Ecografia abdominal e pélvica a cada 3 a 4
meses

o Anadlise sérica de testosterona total, sulfato
de dehidroepiandrostenediona e
androstenediona (caso ecografia ndo atinja
qualidade adequada)

Tumor de Sistema nervoso central:

o Ressonancia Magnética do Encéfalo anual
(primeira com contraste e seguimento pode
ser sem contraste)

Sarcoma 0sseo e de partes moles:
e Ressonancia Magnética de Corpo Inteiro

anual

e Ressonancia magnética das mamas anual (a
partir dos 20 até os 75 anos)
o Considerar mastectomia bilateral redutora de
risco
Cancer de Mama:
o Auto-exame mamas (a partir dos 18 anos)
o Exame clinico das mamas semestralmente (a partir dos

20 anos)

Tumor de sistema nervoso central:
e Ressonancia Magnética do Encéfalo anual (primeira

com contraste e seguimento pode ser sem contraste)

Sarcoma 0sseo e de partes moles:
¢ Ressonancia Magnética de Corpo Inteiro anual
e Ecografia de abome e pelve anual
Tumor Gastrointestinal:
e Endoscopia e Colonoscopia a cada 2 a 5 anos ( a partir
dos 25 anos)
Melanoma:

o Dermatoscopia anual

Adaptado de Kratz et al., 2017
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Capitulo Il - Justificativa

No contexto da Sindrome de Li-Fraumeni (LFS), os beneficios da identificagao
de portadores de VP em TP53 sdo bem estabelecidos. Apesar da importancia do
diagnostico molecular de individuos em risco para a sindrome, 0 acesso a esses
testes ainda é muito limitado no Brasil, e ndo esta disponivel no Sistema Unico de
Saude (SUS). Ademais, um numero limitado de estudos de caracterizagdo de
alteragdes germinativas em TP53 associadas com a LFS, em pacientes que
preenchiam critérios especificos, foi conduzido no Brasil até o momento .

Em paralelo a estas dificuldades, em especial no SUS, a oferta de testes
genéticos e a disponibilidade de painéis multigénicos na saude suplementar ou
atendimentos privados crescem gradativamente e consequentemente, se observa
deteccédo crescente de VP e também de VUS em TP53, sejam probandos com ou
sem suspeita prévia de LFS.

Sendo assim, torna-se relevante a realizagao de estudos adicionais que visem
identificar as VP em TP53 em pacientes com fendtipo altamente sugestivo da
sindrome, bem como reavaliar a patogenicidade de VUS reportadas previamente
em testes genéticos. Essa reanalise consiste em agregar informacdes atualizadas
ao estudo dessas variantes especificas, tais como analises de segregacdo e
acesso a dados clinicos dos portadores e de seus familiares, busca na literatura
por ensaios funcionais publicados recentemente, definigho do conjunto de
algoritmos in silico que fornecem a melhor “predi¢do” do potencial patogénico das
variantes germinativas identificadas em um determinado gene, entre outros
aspectos. Estudos com ambas finalidades poderdo ajudar na identificacdo de
grupos de pacientes de maior risco para cancer que se beneficiariam com

programas de prevencgao e detecgéo precoce de neoplasias.
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Capitulo Ill - Objetivos

Objetivo geral

Caracterizar o perfil clinico e as alteragcbes moleculares em individuos que

preenchem critérios clinicos para Sindrome de Li-Fraumeni (LFS), provenientes

das regides Sul e Sudeste do Brasil.

Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

Caracterizar as principais manifestacdes clinicas observadas em pacientes
que preencham critérios clinicos de Chompret (versao revisada de 2015)

para a sindrome de Li-fraumeni em familias do sul e sudeste do Brasil;

Determinar a prevaléncia de variantes patogénicas germinativas localizadas
nas regides codificantes (éxons 2-11) do gene TP53 nesse mesmo grupo de

pacientes;

Determinar a frequéncia de variantes de significado incerto (VUS) no gene
TP53 identificadas em pacientes n&o-selecionados por suspeita clinica de
LFS submetidos anteriormente a testes genéticos abrangentes (painéis
multigénicos incluindo analise de TP53) ou restritivos (sequenciamento

completo apenas de TP53);

Caracterizar as VUS identificadas, buscando melhor definir sua
patogenicidade e o seguimento adequado para cada familia portadora.
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Capitulo IV — Artigo 1

Clinical and molecular characterization of patients fulfilling

Chompret criteria for Li-Fraumeni syndrome in Southern Brazil
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Li-Fraumeni syndrome (LFS) is an autosomal dominant cancer predisposition syndrome caused by
pathogenic germline variants in the 7P53 gene, characterized by a predisposition to the development
of a broad spectrum of tumors at an early age. The core tumors related to LFS are bone and soft
tissue sarcomas, premenopausal breast cancer, brain tumors, adrenocortical carcinomas (ACC), and
leukemias. The revised Chompret criteria has been widely used to establish clinical suspicion and
support 7P53 germline variant testing and LFS diagnosis. Information on 7P53 germline pathogenic
variant (PV) prevalence when using Chompret criteria in South America and especially in Brazil is
scarce. Therefore, the aim of this study was to characterize patients that fulfilled these specific criteria
in southern Brazil, a region known for its high population frequency of a founder 7P53 variant
c.1010G>A (p.Arg337His), as known as R337H. TP53 germline testing of 191 cancer-affected and
independent probands with LFS phenotype identified a heterozygous pathogenic/likely pathogenic
variant in 26 (13.6%) probands, both in the DNA binding domain (group A) and in the
oligomerization domain (group B) of the gene. Of the 26 carriers, 18 (69.23%) were R337H
heterozygotes. Median age at diagnosis of the first tumor in groups A and B differed significantly in
this cohort: 22 and 2 years, respectively (P= 0.009). The present study shows the clinical
heterogeneity of LFS, highlights particularities of the R337H variant and underscores the need for
larger collaborative studies to better define LFS prevalence, clinical spectrum and penetrance of

different germline 7P53 pathogenic variants.

Introduction

Li-Fraumeni (LFS) syndrome is an autosomal dominant cancer predisposition disorder
mainly caused by pathogenic and likely pathogenic germline variants (PV) in the 7P53 tumor
suppressor gene encoding the p53 protein. Although any tumor can be identified in LFS carriers,
“core” tumors of the syndrome have been reported and include premenopausal breast cancer, bone

and soft-tissue sarcoma, brain cancer, leukemia and adrenocortical carcinoma (ACC). Carriers of
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germline 7P53 PV have a variable lifetime risk of developing cancer, and phenotype may vary from
fully penetrant LFS to cancer-free over a lifetime. Nevertheless, about 50% of carriers develop at
least one malignancy by age 30, especially those with 7P53 DNA-binding domain (DBD) variants,
also called “classic” variants, which represent approximately 86% of the TP53 pathogenic variants

associated with the LFS phenotype in most countries [1-3].

Population prevalence studies have estimated that germline 7P53 PV occur at a frequency of 1
in 5,000 to 1 in 20,000 individuals [4]. In more recent studies, prevalence of TP53 PV heterozygotes
was proposed to reach 0.2% in Europeans [5, 6]. In addition, a germline 7P53 founder PV,
¢.1010G>A (p.Arg337His), widely referred as R337H, has been reported in Southern Brazil at a
frequency of 1 in approximately 300 newborns [7-9], but tumor penetrance appears to be lower than
that observed in carriers of DNA-binding domain (DBD) PV [10-13]. The arginine residue at codon
337 is involved in the protein oligomerization and functional data have shown that its replacement
with histidine disrupts the tetramer form, making the domain unable to fully oligomerize in
conditions of slightly elevated pH [14]. Although it was initially described as a “tissue-specific
sequence variant” related only to ACC, today it is considered to be a PV related to the occurrence of
multiple tumors, in a spectrum similar to that of LFS [15, 16]. Recent findings from a mouse model
provided in vivo evidence that the R337H PV decreased p53 transactivation potential and renders

mice susceptible to carcinogen-induced liver tumorigenesis [17].

Clinical criteria to define diagnosis of LFS were established based on the first study by Li and
Fraumeni [18]. Approximately 70% to 80% of patients who fulfill classical criteria will have a
germline PV in 7P53 [16, 19] When a broader LFS tumor spectrum was considered, a number of
different sets of criteria started to be used to identify LFS patients, including the Chompret criteria
and other criteria for Li-Fraumeni Like Syndrome (LFL) [19-21]. Importantly, diagnostic criteria
defined by Chompret have increased the sensitivity of 7P53 germline PV detection by including
patients with the core LFS tumors even without a family history. The revised Chompret criteria [21-

23] had a PV detection rate of 18% and, when incorporated as part of 7P53 testing criteria along
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with classic LFS criteria, have been shown to improve the diagnostic sensitivity to 95% (Classic and
Chompret criteria together) [2]. Therefore, the National Comprehensive Cancer Network (NCCN)
and several other guidelines recommend using both the Classic LFS and the revised Chompret

criteria to indicate germline 7P53 genetic testing [24].

So far, only a few studies showed the prevalence of germline 7P53 PV in individuals from
Southern Brazil, in which the prevalence of 28,8% and 11,4% were found in a case series of 45 and
70 probands fulfilling any LFS criteria [25, 26]. In the present study, we aimed to characterize the
clinical and molecular profile in a series of LFS patients fulfilling the 2015 revised Chompret criteria
and recruited from cancer risk evaluation clinics in southern Brazil. These results can help to better
define the LFS prevalence in Southern Brazil and also points out to differences in the clinical

spectrum among carriers of distinct PV in 7P53.

Materials and methods

Patients and ethical aspects

From July 2015 to January 2019, 211 independent cancer-affected patients from unique
families with a suggestive clinical phenotype of LFS were identified at a public hospital and private
cancer risk evaluation clinics in Southern Brazil. Of these, 191 were residents of the Southern region
of Brazil, met the 2015 revised Chompret criteria and were included in the present study. The
majority of patients, 148 patients were from a reference public hospital (Hospital de Clinicas de Porto
Alegre), seen at the institutional’s outpatient cancer genetics clinic (108) and pediatric cancer ward
(40). The additional 43 probands were identified in 4 private cancer genetics clinics in the same city.
S1 Fig is a Consort Diagram that depicts the recruitment and testing process, while the S1 Table lists
2015 revised Chompret criteria. The study was approved by the Institutional Review Board. All
participants underwent pre- and post-test genetic counseling, provided informed written or verbal

consent for the study. When verbal consent was obtained, it was registered on participant clinical
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chart. Parents signed the consent for participants that were minors. Personal clinical history, self-
reported family history and previous testing results were collected from patient interviews or medical

records.

Molecular analysis

Of'the 191 patients participating in this study, 43 had previously undergone multi-gene panel
testing (MGPT) including 7P53 sequence variant and rearrangement testing using Next-Generation
Sequencing (NGS, retrospectively tested), 99 patients had undergone previous analysis of the 7P53
coding region by Sanger sequencing and Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification
(MLPA) (also retrospectively tested), and 49 patients were offered molecular testing in the
institutional research laboratory at recruitment (prospectively tested). 7P53 genotyping in the latter
was performed employing two methodologies: (1) NGS in peripheral blood samples using the Ion
AmpliSeq ™ Panel 7P53 kit (Thermo Fisher Scientific) and lon GeneStudio S5 system (Ilon Torrent
Systems Inc, Gilford, NH); and (2) MLPA using the SALSA MLPA P056 kit (MRC Holland,
Amsterdam, Netherlands), followed by capillary gel electrophoresis with the Applied Biosystem
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and analyses of the copy

number variations conducted in the Coffalyser.Net software (MRC-Holland®) [27].
Statistical analysis

Tumor spectrum and clinical characteristics of carriers of DBD variants (group A) and
R337H variant (group B) were compared. Data normality assumptions were verified on the age of
group A and B and Mann-Whitney-Wilcoxon test was performed. To measure the association among
the groups, gender, type of cancer and multiple tumors we used Pearson’s Chi-Squared test or
Fisher’s exact test. Odds ratio with 95% confidence intervals were also calculated. To compare the
pathogenic variant detection rate in this study and the rate found in Bougeard et al in 2015 [2], we

used Pearson’s Chi-Squared test with Yates continuity correction. We also divided our probands in
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three groups (hotspot DBD variant carriers; R337H carriers and DBD non hotspot variant carriers)
and Kruskal-Wallis test followed by Benjamini-Hochberg correction for multiple comparisons was

performed. All data analyses were performed in R 3.4.2 statistical software.

Results

Germline PV TP53 were identified in twenty-six (13.6%) of the 191 probands included in
the study. One of the carriers was homozygote and the other 25 carriers of germline PV were
heterozygotes. 18 (69.2%) harboured the Brazilian founder R337H variant and 8 probands (30.8%)
had a PV in the 7P53 DBD. MLPA analysis identified no 7P53 deletions and/or duplications in this
series. Fig 1 shows the location of each pathogenic alteration detected in the gene and Table 1
summarizes the clinical and molecular results of all PV-positive probands (S2 Table exhibits the
characterization of all probands analyzed). Fig 2 depicts the NGS results encompassing the entire

TP53 coding region from two probands.

Fig 1. Location of the TP53 pathogenic variants detected in the p53 protein functional domains.
Green dots represent the variants identified in the present study. P53 TAD, transactivation domain;

P53 _DBD, DNA binding domain; P53 oligomer, oligomerization domain.

Fig 2. Representative next-generation sequencing results encompassing the 7P53 entire coding
region (minimum coverage of 100X by amplicon) from two probands fulfilling the 2015 revised
Chompret criteria for Li-Fraumeni syndrome. (A) Carrier of a germline pathogenic variant (PV)
located in the p53 DNA binding domain (DBD); and (B) carrier of the Brazilian founder R337H PV
located in the p53 oligomerization domain. Description of 7P53 sequence variants is provided
according to updated Human Genome Variation Society (HGVS) recommendations. Human 7P53
sequence corresponding to the NM_000546.5 was used as a wild-type reference. Right panels show
wild-type and variant allele counts, which were consistent with the expected germline occurrence of

these genetic alterations (around 50% of reads for each allele). Note that both alleles were analyzed
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from antisense strand due to the 7P53 gene orientation. Chrl7, position or genomic coordinate at

chromosome 17 (GRCh37/hg19 human genome assembly).

Table 1. Clinical and molecular characterization of all LFS probands harboring germline 7P53

pathogenic variants (PV) identified in this study.

Age at 1% chr17 position on
Proband ID  cancer Proband’s type of cancer Age at diagnosis, other 2015 Version Recruitment  Genetic Testing Assembly TP53 variant TP53 variant HGVS
/ Gender diagnosis tumors (years) Chompret Criterion(s) GRCh37 (dbSNP HGVSec.
(years) rs ID)
166/ F 32 Breast Breast (38) Familial PC Sanger + MLPA rs28934874 c.451C>T p.( Prol51Ser)
167/ F 30 Breast (bilateral) Thyroid (37) Familial, EOBC PUB Sanger + MLPA rs1057517983 c.731G>A p.( Gly244Asp)
168/ F 11 CNS NA Familial PUB Sanger + MLPA 128934575 c.733G>A p.( Gly245Ser)
169/ F 12 0s Breast éles)(’zlir)caSt (2. wmr, EOBC PC MGPT 1528934575 ¢.733G>A p.( Gly245Ser)
170/ F 25 Breast NA EOBC PC MGPT rs11540652 c.743G>A p.( Arg248Gln)
171/M 44 ACC NA RT PUB NGS + MLPA rs121912652 c.772G>A p.( Glu258Lys)
172/ F 19 [ Breast (29), STS (38) Familial, MT, EOBT PUB Sanger + MLPA 28934576 c.818G>A p.( Arg273His)
173 /F 5 CNS (CPC) NA RT PC MGPT 28934574 c.844C>T p.( Arg282Trp)
174/ F 0 (6 mo) ACC NA RT PED Sanger + MLPA rs121912664 c.1010G>A p.( Arg337His)
175/ F 0 (4 mo) ACC NA Familial, RT PED Sanger + MLPA rs121912664 c.1010G>A p.( Arg337His)
176 / F 0 (8 mo) ACC NA RT PED Sanger + MLPA rs121912664 c.1010G>A p.( Arg337His)
177/ F 1 ACC NA Familial, RT PUB Sanger + MLPA rs121912664 c.1010G>A p.( Arg337His)
178 /M 1 ACC NA RT PED Sanger + MLPA rs121912664 c.1010G>A p.( Arg337His)
179/M 2 ACC NA RT PED Sanger + MLPA rs121912664 c.1010G>A p.( Arg337His)
180/M 2 ACC NA RT PUB Sanger + MLPA rs121912664 c.1010G>A p.( Arg337His)
181/F 3 ACC NA RT PUB Sanger + MLPA rs121912664 c.1010G>A p.( Arg337His)
182/F 3 ACC NA RT PUB NGS + MLPA rs121912664 c.1010G>A p.( Arg337His)
183 /F 5 ACC NA RT PED Sanger + MLPA rs121912664 c.1010G>A p.( Arg337His)
184 /F 11 ACC NA RT PED Sanger + MLPA rs121912664 c.1010G>A p.( Arg337His)
185/M 17 ACC NA RT PED Sanger + MLPA rs121912664 c.1010G>A p.( Arg337His)
186/ F 23 Breast NA Familial, EOBC PUB Sanger + MLPA rs121912664 c.1010G>A p.( Arg337His)
187/F 57 Breast NA Familial PUB Sanger + MLPA rs121912664 c.1010G>A p.( Arg337His)
188 /F 49 Breast (bilateral) NA Familial PUB Sanger + MLPA rs121912664 c.1010G>A p.( Arg337His)
189/M 1 CNS (CPC) NA RT PED Sanger + MLPA rs121912664 c.1010G>A p.( Arg337His)
190/M 1 CNS (CPC) NA RT PED Sanger + MLPA rs121912664 c.1010G>A p.( Arg337His)
191/F 1 ACC NA Familial, RT PED Sanger + MLPA rs121912664 c.1010G>A p-( Arg337His)*

ACC, Adrenocortical Carcinoma; CNS, Central Nervous System; CPC, Choroid Plexus Carcinoma; EOBC, Early Onset Breast Cancer;
MGPT, Multigene Panel Testing; MT, Multiple Tumors; MO, months old; OS, Osteosarcoma; RT, Rare Tumors, STS, Soft tissue sarcoma;
NA, not applicable; PUB, high-risk public clinic; PC, high-risk private clinic; PED, pediatric tumors database; NGS, Next-generation
Sequencing; MLPA, Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification; WT, wild-type genotype; * homozygous for the R337H variant.

Important differences were observed when comparing the tumor spectrum and clinical
characteristics of carriers of DBD variants (group A) and R337H variant (group B) (Table 2). The
median age at first cancer diagnosis was 22 years in group A and 2 years in group B (P = 0.009;
Mann-Whitney-Wilcoxon test). Fifteen patients (83.3%) in group B and only 3 (37.5%) in group A
developed a tumor before age 18 years. Most of the tumors (13, 72.22%) observed in group B were
ACC (all under 18 years), and only one ACC (12.5%) was observed in group A (diagnosed at age 44
years). Finally, multiple primary tumors were observed only among patients from group A, including
4 (50%) patients. Interestingly, one proband had been diagnosed with 4 primary tumors:
osteosarcoma, bilateral breast cancer and soft tissue sarcoma; all before age 25 years. The tumor
spectrum of the PV carriers is depicted in Fig 3 and shows evident differences between groups (DBD

variant and R337H carriers), especially regarding ACC.
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Fig 3. Graphic showing the differences between the tumor spectrum observed in carriers of the

DBD variants, R337H variant and R337H homozygous proband. ACC, adrenocortical

carcinoma; CNS, central nervous system; CPC, choroid plexus carcinoma; DBD, DNA binding

domain; OS, osteosarcoma.

Table 2. Distribution of tumor types in all LFS PV-positive patients (n = 26).

Number of
T t N f Age at di i
.umor ypés tumors per OR (95% CI), p u@ber © % PV carriers £e at Claghosis .
diagnosed in PV erou value patients per er group (A/B) (range when >1) in
PV carriers group group (A/B) bet group each group (A/B)
(A/B)
Adrenocortical | 160(1.5-8758), 15 12.5/722 44/0t0 17
Carcinoma 0.009
Breast 8/4 g(lg (0.03 - 1.0), 5/3 62.5/16.6 21to38/23to 57
CNS 2/2 822 (0.02-6.53), 2/2 25/11.1 S5toll/1
Osteosarcoma 3/ NA - 2/NA 25 /NI 12 to 38 / NA
Thyroid 1/NA - 1/NA 12.5 /NI 37/NA

DBD, pathogenic variants located in the DNA-binding domain; CNS, Central Nervous System tumors; NA, not applicable; NI, not

identified.

As observed in Table 3, a significant association was found in the comparative analyses

including type of cancer and multiple tumors. A higher prevalence of ACC was observed in group B

when compared to group A patients (P = 0.043; Chi-squared test) and the presence of multiple tumors

was most frequent in group A (P = 0.005, Fisher exact test). Additionally, we classified the DBD

variants in two groups, namely: group A non-hotspot PV, which comprised of p.(Prol51Ser),

p-(Gly244Asp) and p.(Glu258Lis) variants; and group A hotspot PV (p.(Gly245Ser), p.(Arg248Gln),

p.(Arg273His), p.(Arg282Trp)). When comparing the median age at first diagnosis of cancer in

patients from group A non-hotspot PV, group A hotspot PV, and group B (R337H variants) we
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observed a significative difference (P = 0.021), being 31.8, 12.1 and 2.35 years respectively. The
post-hoc analysis pointed out that age at first diagnosis was different between group B and A non-

hotspot PV (data not shown).

Table 3. Association of gender, age at first tumor diagnosis, tumor type and development of

multiple tumors among carriers of different groups of germline PV TP53 (groups A and B).

Group of pathogenic germline variants (PV)

A (n=8) B (n=18) P value
| Gender
| Female 7 12 0.375*
Male 1 6

[
Age at first cancer

— _ %k
diagnosis, median (1QR) 22 (117-305)  20(10-95)  0.009

[
Tumor types

| ACC 1 13 0.043+
Breast 2 2
Breast bilateral 1 1
CNS 1 0
CNS (CPC) 1 2
oS 2 0

[
Multiple tumors

Yes 4 0 0.005*

No 4 18

T Pearson Chi-squared test.
* Fisher exact test.

** Mann-Whitney-Wilcoxon test.

ACC, adrenocortical carcinoma; OS, osteosarcoma; CNS, central nervous system; CPC, choroid plexus carcinoma.

Discussion
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LFS is considered a rare cancer predisposition disorder worldwide. In Southern Brazil, due
to presence of a germline founder pathogenic variant in the 7P53 oligomerization domain (R337H),
it is estimated that 0,3% of the general population carries this variant [12]. Despite significant
heterozygote frequency at the population level, little information is available on the prevalence of
germline 7P53 PV among individuals with a suggestive phenotype, i.e. fulfilling revised Chompret
criteria. This information is important to guide health care policies for cancer prevention and
treatment in the region. Identifying LFS patients is important to determine adequate clinical
surveillance and follow up, not only in the proband but in his/her relatives, since detection of a carrier
provides the opportunity for cascade testing and, if additional carriers are identified in the family,
they can be referred to appropriate genetic counseling and specific high risk screening protocols [28].
Villani and colleagues (2016) demonstrated that carriers of pathogenic 7P53 variants benefit
enormously from an enhanced surveillance protocol, including frequent physical examination plus
targeted biochemical monitoring and periodic imaging screens (ultrasounds, brain magnetic
resonance images, and rapid whole body MRI scans) [28]. Collectively, this approach has a
significant impact in overall survival, compared to patients that do not undergo enhanced
surveillance. In Brazil, although patients with health insurance have access to genetic testing if they
fulfill the revised Chompret criteria, those that rely solely on the public health care system (about
70% of the population) must pay out of pocket to have this information, since genetic testing for

cancer predisposition is not yet payed in the public setting.

In this cohort, tumoral spectrum in R337H carriers was similar to that already described in
literature, especially when compared to previous studies performed in other Brazilian Centers.
However, in the present study a strikingly higher prevalence of ACC was observed in R337H carriers
when compared to carriers of DBD variants (P= 0.043; chi-squared test). From this observation we
can conclude that in the series presented here, ACC was the most prevalent tumor observed in
association with R337H whereas the previous Brazilian study described breast cancer as the most

frequent tumor (30%) [25].
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Regarding PV detection rate for the 2015 Chompret Criteria identified here (13,6%), this rate
is similar to the 18% described by Bougeard ef al. in 2015 in France (P = 0.2482; chi-squared test
with Yates correction), but it is mainly due to the presence of the R337H variant [2]. Of note, in the
previous study by Andrade et al. (2017) of Brazilian patients from the Southeastern region, PV
detection rate in 17 probands with the 2015 Chompret Criteria was much higher, 35% [26]. These
differences between the studies from Southern and Southeastern Brazil may reflect regional genetic
modifiers of the phenotype (i.e. additional genetic risk factors), regional environmental factors or

different recruitment strategies in each study.

Regarding genotype-phenotype correlations, it is well know that DBD hotspot variants with
reported dominant negative effects, such as p.(Gly245Ser), p.(Arg248Gln), p.(Arg273His) and
p.(Arg282Trp) are associated with earlier onset cancers and stronger family history of tumors within
the LFS spectrum [29]. On the other hand, several previous studies from Brazilian cohorts have
suggested that R337H is a PV with lower prevalence associated with cancer diagnoses at older ages,
although a bimodal distribution of age at cancer diagnosis has also been suggested [30, 31]. Contrary
to the expected phenotype, probands with the R337H variant in this study had earlier age at first
tumor diagnosis when compared with carriers of DBD variants. To analyze this data in more detail,
we divided our probands in three groups according to type of PV (non-hotspot DBD, hotspot DBD
and R337H) and observed that median age at first tumor diagnosis among groups with the lowest

mean age identified among R337H carriers.

The results of the present study are relevant for two main reasons. First, they underscore the
importance of considering that significant regional differences may occur and that criteria established
for one population may not have the same performance in another population. Considering that the
population of Southern Brazil is mostly of European ancestry, one would expect to see a prevalence
of germline 7P53 PV variants similar to that observed in Europeans. A high frequency of R337H
among probands with a phenotype suggesting LFS had been previously reported by Achatz et al.

(2007) (46,1% of those with coding region 7P53 variants), but these authors did not restrict their
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recruitment to patients fulfilling Chompret criteria [25]. Second, results from the present analysis, in
which overall 7P53 germline PV detection rate in Chompret criteria fulfilling probands was lower
than expected from previous studies, may suggest that a different set of pathogenic variants, not yet
mapped (i.e. located in intronic or regulatory regions of 7P53) may be associated with the LFS
phenotype in this particular region. It is also possible that PV in other, yet unidentified genes are
associated with the LFS phenotype, accounting for the “missing heritability” of more than 85%
observed here [32, 33]. An important limitation of the present study, that must be accounted for when
analyzing the results is this study, is that a significant proportion of data on genetic testing were
obtained retrospectively and with different variant detection strategies. Thus, further analyses on a
prospectively recruited cohort of probands fulfilling Chompret criteria and then, clinical assessment
of families carrying either DBD PV or R337H will be important to confirm these findings. Expanding
this study in the region will be essential to instrument policy makers in establishing cancer screening

protocols for these individuals.

Conclusions

The current study shows the impressive clinical heterogeneity of LFS, highlights
particularities of the founder 7P53 pathogenic variant R337H and points to the need for larger and
collaborative studies to better define LFS prevalence, clinical spectrum and penetrance of different

types of PVs in the Brazilian population.
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Abstract

Li-Fraumeni syndrome (LFS) and Li-Fraumeni Like (LFL) are autosomal dominant cancer
predisposition syndromes caused by pathogenic germline variants in the 7P53 gene. Recent
studies have shown that the incorporation of next-generation sequencing by using multigene
panels in clinical practice has resulted in the frequent identification of variants of uncertain
significance (VUS). Given that there is no established medical management for VUS
carriers, the identification of these variants may cause confusion and anxiety for both
patients and practitioners. Herein, we aimed to verify VUS frequency and review VUS
classification and interpretation in 1,844 patients submitted for comprehensive germline
TP53 testing independent of clinical criteria. Variant characterization was done assessing
clinical information whenever available, variant frequency in population databases,
pathogenicity predictions using in silico tools and previous functional studies. All variants
were classified based on the guidelines proposed by the American College of Medical
Genetics and Genomics (2015) and by the Sherloc framework (2017). Of the twelve VUS
(0.65%) identified in TP53, two were classified as likely pathogenic and two were classified
as likely benign after re-evaluation, potentially resulting in significant management
modification for the proband and relatives. This report cases highlights the challenges and
impact of 7P53 variant interpretation especially when there is no clear LFS/LFL phenotype.

Keywords: Li-Fraumeni Syndrome, 7P53 gene, variants of uncertain significance, genetic

counseling.
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Capitulo VI — Discussao

A importancia da analise molecular na linhagem germinativa (fragao
leucocitaria do sangue periférico) em pacientes e familias com suspeita clinica da
LFS é indiscutivel, haja vista os beneficios do manejo especifico e adequado de
individuos portadores de variante patogénica em TP53, além da oportunidade de
ser realizado aconselhamento genético para familiares em risco. No Brasil,
especialmente nas regides Sul e Sudeste a LFS é possivelmente mais frequente
do que em outros lugares do mundo devido a presenga de uma variante patogénica
fundadora, R337H. Infelizmente, o sistema publico de saude no Brasil ainda nao
disponibiliza o teste para avaliar a presenga de variantes de TP53 (nem mesmo da
variante fundadora) aos seus usuarios.

O objetivo da primeira parte desta tese (objetivos 1 e 2) foi caracterizar os
probandos com suspeita clinica de LFS recrutados em centros de referéncia, os
quais atendem pacientes com alto risco para predisposi¢cado hereditaria na regiao
sul do Brasil. Os resultados desta analise mostram a heterogeneidade clinica da
LFS, evidenciam o perfil fenotipico dos portadores da variante fundadora R337H na
amostra estudada, apontando para a necessidade de estudos maiores e cada vez
mais colaborativos com outros centros para melhor definir a prevaléncia da LFS, o
espectro clinico e a penetrancia dos diferentes tipos de variantes patogénicas em
TP53 presentes na nossa populagao.

Uma outra contribuicdo importante do trabalho foi mostrar a taxa de detegéo
de variantes de TP53 e o seu tipo entre probandos que tenham critérios de
Chompret revisados (2015), uma informagao que se tinha disponivel apenas a partir
de estudos menores anteriores. A utilizagdo desses critérios na clinica € de grande
utilidade, permitindo identificar pacientes e familiares com alto risco para
desenvolvimento de varios tipos de tumores em idade precoce. Em nosso estudo,
que analisa uma populagdo que tem origem predominantemente europeia, apesar
de encontramos uma taxa de deteccdo de variante semelhante a ja descrita em

outros estudos Europeus, encontramos uma frequéncia mais alta da variante
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R337H, conforme esperado (Bougeard et al., 2015; Paskulin et al., 2015).

Em comparagdo com estudo Brasileiro previamente realizado, a taxa de
detecgao encontrada aqui foi menor. Isso poderia ser explicado, em parte, ao fato
de que usamos apenas os critérios de Chompret para recrutamento de probandos,
guando o estudo anterior usou também outros critérios. Ademais, especulamos que
possam existir um conjunto de variantes funcionais e potencialmente patogénicas
ainda ndo mapeadas que estejam localizadas em regides intrénicas ou regulatérias
(5’UTR e 3'UTR) de TP53, ou ainda alteragdes epigenéticas (hipermetilagdo de
regides promotoras) associadas ao gene TP53 que tenham um papel funcional e
que sejam de fato as alteragbes moleculares causais. O estudo complementar e
busca por essas variantes é fundamental para tentar explicar o fendtipo clinico
sugestivo de LFS observado na grande parcela restante (85.4%) de pacientes
Chompret na qual ndo encontramos uma variante patogénica. Uma evidéncia
prévia da importancia de estudar regides intrdbnicas de TP53 é a descrigdo de
splicing alternativo criando exons adicionais que podem ter variantes de sequencia
potencialmente funcionais A regido do intron 9 de TP53 pode sofrer splicing
alternativo e assim serem criados dois éxons alternativos (éxons 98 e 9y), cada um
codificando uma isoforma diferente de p53 (p53B e p53y) com atividades
transcricionais diferentes daquelas observadas na proteina completa (Surget et al.,
2013). As sequéncias correspondentes a esses éxons alternativos tem sido
excluidas da maioria dos estudos que utilizam sequenciamento de Sanger e
mesmo NGS para avaliar a variabilidade genética no gene TP53. No entanto,
quando essas regides sdo consideradas e analisadas em novos protocolos de NGS
s&o observadas variantes nesses éxons alternativos e em sitios adjacentes com
significado clinico desconhecido mas potencialmente patogénicas (revisado em
(Leroy et al., 2017). Recentemente, nosso grupo de pesquisa também contribuiu
para identificagdo de variantes potencialmente funcionais em regides regulatorias,
descrevendo evidéncias preliminares da associagdo da variante rs78378222
(3UTR de TP53) com o fenétipo da LFS. No estudo do nosso grupo, essa variante
foi detectada em uma alta frequéncia em pacientes com fendtipo clinico da
sindrome e sem VP identificadas em regides codificadoras do gene. Essa € uma
variante funcional rara que muda a sequencia do sinal de poliadenilagao de TP53,
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ocasionando reducao nos niveis do transcrito e consequentemente da proteina p53
(Macedo et al., 2016). Sendo assim, mais estudos avaliando essas regides génicas
nao-codificantes de TP53 em coortes maiores de pacientes LFS sao necessarios
para confirmar a hipotese de que elas poderiam explicar uma parcela da
“herdabilidade perdida” relacionada a sindrome.

O objetivo da segunda parte desta tese (objetivos 3 e 4) consistiu em utilizar
diferentes metodologias baseadas em bancos de dados e ferramentas
computacionais para reanalisar o potencial patogénico de VUS em TPS53
encontradas em testes genéticos realizados em contextos clinicos que nem sempre
tinham a LFS como objetivo central de investigagédo. Através dessa estratégia, foi
possivel demonstrar a importancia da reinterpretacdo detalhada acerca da
patogenicidade de VUS anteriormente reportadas, a fim de definir a estratégia mais
adequada de aconselhamento genético e de indicagdo de manejo para o paciente
e seus familiares. De fato, um dos maiores desafios atuais do diagnostico molecular
€ o impacto clinico (monitoramento e manejo terapéutico) decorrente de uma
interpretacédo equivocada da patogenicidade de variantes genéticas, especialmente
em relacdo as VUS, as quais potencialmente causam ansiedade e outras
consequéncias psicologicas para os pacientes portadores, bem como sao
importantes fatores de confusdo para o médico geneticista. Esses aspectos
justificam a necessidade de uma reavaliagdo das VUS com certa periodicidade, a
medida que novos estudos funcionais e dados clinicos sdo disponibilizados na
literatura. Em um estudo recente, um grande conjunto de VUS detectadas em
genes associados com sindromes de cancer hereditario foram reanalisadas de
maneira retrospectiva, a partir da compilacdo de resultados de 1.103 testes
genéticos solicitados nesse contexto clinico (Macklin et al.,2018). Curiosamente, a
maioria das VUS foram reclassificadas como variantes provavelmente benignas,
sendo discutida a importancia da comunicacao entre os profissionais de laboratorio,
especialmente os biologistas moleculares, e os clinicos. Nesse contexto, os dados
resultantes do nosso estudo de VUS exemplificam como essa problematica poderia
ser encarada na pratica clinica especificamente em relagdo ao gene TP53 e os
casos de LFS. De maneira similar aos achados de Macklin e colaboradores (2018),
uma parcela importante das VUS em TP53 aqui reportadas tiveram uma nova

117



classificagcao sugerida como variantes provavelmente benignas ou benignas (5/12,
41,7%).

Discutimos a escolha do sistema de classificacdo de variantes pelos
profissionais que realizam aconselhamento genético, destacando que o ACMG
(2015) (Richards et al., 2015) utiliza 28 critérios para interpretagéo das variantes,
enquanto o Sherloc (2017) (Nykamp et al., 2017) se baseia em um refinamento
desses critérios, utilizando 108 descri¢oes detalhadas de tipos de evidéncia acerca
do potencial patogénico e benigno, sendo um sistema de classificacdo em que
resultados de estudos funcionais se sobrepbéem aos achados dos preditores, se
tornando em um sistema mais conservador do que a ACMG, porém mais detalhado
e transparente.

Conclusdes de acordo com os objetivos especificos:

1) Caracterizamos as principais manifestagbes clinicas observadas em
pacientes que preencham critérios clinicos de Chompret (2015).
Encontramos uma diferenga clinica entre os pacientes com VP consideradas
classica e os pacientes com a VP R337H.

2) Determinamos a prevaléncia de variantes patogénicas germinativas
localizadas nas regides codificantes (éxons 2-11) do gene TP53 nesses
pacientes como sendo 13,6%.

3) Determinamos a frequéncia de variantes de significado incerto (VUS) no
gene TP53 identificadas em pacientes ndo-selecionados por suspeita clinica
de LFS como sendo 0,65%.

4) Caracterizaramos as VUS identificadas, contribuindo para melhor definir sua
patogenicidade e o seguimento mais adequado para cada familia portadora.

Como maior contribuicdo desta tese, destaco a disponibilizacdo do teste
genético com aconselhamento genético especializado a pacientes do SUS e a
atualizac¢ao do perfil clinico e molecular dos pacientes com critérios de Chompret
para LFS na regido sul do Brasil. Contribuimos para que um numero expressivo de
familias tivessem oportunidade de receber resultados do teste molecular e
aconselhamento genético apropriado, auxiliando no manejo e seguimento mais
proximos do ideal mesmo em um cenario de muitas limitagdes, que é o da saude

publica brasileira. Além disso, ao demonstrarmos que a idade média dos portadores
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da VP R337H é significativamente menor do que os portadores das mutagdes
classicas, reforcamos que o perfil fenotipico dos pacientes apresenta
particularidades as quais poderao ser até mesmo regionais, e que € preciso analisar

cuidadosamente a penetrancia dessa variante em diferentes regides brasileiras.
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Capitulo VIl — Perspectivas

Os resultados deste trabalho trazem uma importante contribuicdo ao

panorama da LFS no Brasil. No entanto, muitas questdes ainda permanecem sem

reposta, e abrem perspectivas para novas linhas de investigacdo. Entre as

possibilidades, destacamos:

a)

b)

d)

Criagcdo de uma base de dados de abrangéncia nacional, destinada a
compilacdo de informagdes sobre variantes germinativas no gene TP53,
facilitando a identificacdo de variantes recorrentes e a correlagado genotipo-
fendtipo;

Desenvolvimento de uma estratégia multidisciplinar de diagnodstico e
seguimento de pacientes com LFS;

Elaboracdo de um protocolo laboratorial sistematico para elucidacdo da
patogenicidade das VUS, incluindo abordagens in silico e ensaios funcionais

(in vivo e in vitro);

Analise molecular (painel NGS) das regides intrénicas e regulatérias (UTRs)
do gene TP53 nas amostras dos 165 probandos que preenchem critérios de
Chompret revisados em 2015 que foram negativos para a presenca de VP
nas regides codificantes (Artigo 1), visando a identificacdo de variantes
possivelmente causais explicando o fendtipo clinico desse grupo de
pacientes;

Avaliacéo dos niveis de metilacdo global (metiloma) em amostras de DNA
gendémico do mesmo grupo de casos especificado na perspectiva anterior
(coorte de probandos que preenchem os critérios revisados de Chompret
sem VP identificadas nas regides codificantes de TP53), utilizando um

120



delineamento experimental analogo aquele descrito no estudo conduzido por

Samuel e colaboradores (2016) (Samuel et al., 2016).
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Capitulo IX — Producao Cientifica Adicional no Periodo:

1) Anadlise de penetrdancia da VP R337H e criagao de banco de portadores
nacional:

O conhecimento acerca da penetrancia e contribuicdo da VP R337H na LFS no
Brasil é essencial para auxiliar na definicho de medidas de rastreamnento e
detecgdo precoce de cancer nestes individuos e para as analises de custo-
efetividade destas, incluindo a avaliagdo da factibilidade de incluir rastreamento
molecular desta variante especifica na triagem neonatal ao nivel nacional.
Pensando em contribuir para essa gigante tarefa e iniciar a coleta de dados que
podera viabilizar estas ag¢des, propusemos um banco de dados abrangente de
pacientes com a VP R337H e seus familiares. Até o momento, foram incluidas 96
familias do HCPA e do Hospital do cancer de Barretos totalizando 3052 individuos
tabulados e 402 pacientes testados, sendo que 57,5% das familias preenchem os
critérios de Chompret. Idealmente, essa base de dados poderia ser utilizada para
inclusdo de probandos adicionais, com a participagdo de um numero maior de
centros recrutadores, em todas as regides do pais. A expansdo do numero de
individuos incluidos seria particularmente importante para as analises de
penetrancia, baseadas em heredogramas, e para verificar se ha diferengas nos
perfis clinico e molecular nas diferentes regides do Brasil. Esta base de dados
poderia ser utilizada como ferramenta para constru¢cdo de uma base de dados
nacional, organizada pela Rede Brasileira de Cancer Hereditario.
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2) Artigos publicados em colaboragao com outros centros e pesquisadores

no periodo do doutoramento:
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Capitulo X — Anexos
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humano para obtencdo de material genético, salvo nos casos em que houver
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Apresentacao do Projeto:

A sindrome de Li-Fraumeni (LFS) é uma sindrome de predisposicdo hereditaria ao cincer autossdmica
dominante altamente penetrante, e associada a um grande espectro de tipos tumorais que ocorrem em uma
idade muito mais precoce do que o esperado na populagao geral. Apesar deste conhecimento, rastreamento
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