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RESUMO

A identificacdo de fatores de predisposicdo e a caracterizacdo de fatores genéticos de risco para o
desenvolvimento do cancer sdo essenciais para o diagnostico, prognostico e aconselhamento genético
dos pacientes afetados e seus familiares. Ha4 uma alta incidéncia de pacientes que possuem carcinomas
de mama (CM) e/ou carcinoma de tireoide (CT) e com histéria familial destes tumores, sugerindo o
envolvimento de gene(s) associado(s) com a predisposi¢do hereditaria ao cancer. O objetivo deste
trabalho foi investigar a presenca de genes de predisposicdo ao desenvolvimento de CM e CT por
meio do sequenciamento total do exoma, em pacientes que sejam afetados por pelo menos um destes
tumores e possuam histéria familial de cancer. Foram incluidas seis pacientes que apresentavam CM,
12 com CT e seis com ambos os tumores, todos com histdria destes tumores em suas familias. O DNA
de sangue periférico foi sequenciado pela plataforma HiSeq 1000 (lllumina). Apds analise de
bioinformatica foram identificadas alteracfes em genes de alta e baixa penetrancia comuns e raras. As
alteracOes raras destes genes foram consideradas como patogénicas quando presentes em pelo menos
trés bancos de dados e em até dois individuos. A paciente 14 teve diagnostico de sindrome de Cowden
confirmado pela presenca da mutacdo p.R233X no gene PTEN. Também foram investigadas outras
alteracGes em novos genes o que resultou em 911 SNVs (single nucleotide variations), sendo 287 nao-
sinbnimas e 50 alteracGes raras consideradas patogénicas em pelo menos trés bancos de dados. Entre
as 50 alteragBes patogénicas, 13 mostraram interacdo proteica com produtos codificados por genes de
alta ou baixa penetrancia previamente descritos em sindromes hereditarias classicas. Também foram
identificadas alteracGes em genes recentemente descritos como associados a CT e ou CM hereditarios
(HABP2, PARP4 e SRRM2). Foi verificado que as vias de producdo de horménios tireoidianos e de
sinalizacdo RAP1 podem ter suas funcdes comprometidas por alteracGes deletérias que foram
detectadas em 10 e 14 pacientes deste estudo, respectivamente. Especificamente a via de sintese de
horménio tireoidiano revelou estar potencialmente desregulada nas Familias | e 1l por meio das
alteracdes em PLCB3 e PAX8, respectivamente. As alteracfes consideradas mais promissoras incluem
a rs35169799 (PLCB3), as classificadas como de manutencdo do genoma (rs61997220: ZC3H12D,
rs61902276: DDIAS, rs61754785: MUS81 e rs62619782: RNASEH2A) e as potencialmente
desreguladas em vias importantes (rs3188996: PAX8). As variantes rs61754785 (MUS81) e rs7080536
(HABP2) foram confirmadas e validadas nos pacientes indice e em seus familiares; a Gltima dando
suporte adicional a dados da literatura como ndo envolvida em casos com CT ndo papilifero
hereditario e CM. Este estudo revelou genes candidatos com potencial para contribuir para o

diagnoéstico molecular e aconselhamento genético destes pacientes e suas familias.



ABSTRACT

The identification of predisposing genes and characterization of genetic risk factors for cancer
development are essential for the diagnosis, prognosis and genetic counseling of affected patients and
their families. A significant number of patients with breast (BC) and papillary thyroid carcinomas
(TC) and family history of these tumors suggest the involvement a hereditary cancer predisposition
gene. The aim of this study was to evaluate new predisposing genes related to BC and TC by whole
exome sequencing, in patients who are affected by at least one of these tumors and have cancer family
history. Six patients with CM, 12 with CT and six with both tumors were included in the study, all of
them with family history of these tumors. DNA from peripheral blood sample was sequenced by
HiSeq 1000 platform (Illumina). After the bioinformatics analysis, variations in high and low-
penetrance genes were identified; most of them were considered common according to 1000 Genomes
and 6500 Exomes. Furthermore, rare variations were described in these genes, which were considered
pathogenic in at least three databases and observed in up to two patients. Patient 14 presented the
p.R233X mutation in PTEN confirming the diagnosis of Cowden Syndrome. Other genes were
investigated in order to characterize new variations related to the phenotype studied. This analysis
resulted in 911 SNVs (single nucleotide variations), 287 non-synonymous alterations and 50 rare
pathogenic variations (detected in at least three databases). From these, 13 alterations were mapped in
genes that interact with high and low-penetrance genes previously described in literature. Alterations
were also identified in genes recently described as associated with hereditary PTC and BC (HABP2,
PARP4 and SRRM2). Enrichment analysis revealed compromised functions in the Thyroid hormone
Synthesis and RAP1 Signaling pathways, involving deleterious alterations in 10 and 14 patients,
respectively. Specifically, the thyroid hormone synthesis pathway may be potentially deregulated in
individuals from Families | and 1l through PLCB3 and PAX8 alterations, respectively. Promising SNP
candidates included the rs35169799 (PLCB3), one of the most frequent alterations, those classified as
genome maintenance (rs61997220: ZC3H12D, rs61902276: DDIAS, rs61754785: MUS81,
rs62619782: RNASEH2A), and mapped in potentially deregulated pathways (rs3188996: PAXS).
Confirmation and validation analysis were performed for two variants rs61754785 (MUS81) and
rs7080536 (HABP2) in 7 and 9 index patients, and also in their family members; the last one gives an
additional support for literature data as not involved in hereditary PTC and BC. Furthermore, the data
generated in this study could be incorporated into the general knowledge of cancer genetics, allowing

the development of prevention strategies, screening and genetic counseling in these families.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sindromes de Predisposi¢do ao Cancer (SPC)

O céancer, por se tratar de uma doenca com alto indice de mortalidade, €é
considerado um dos maiores problemas de salde publica do mundo. A ocorréncia
mundial de novos casos de cancer estimada em 2012 foi de 14,1 milhdes, sendo
detectados 8,2 milhdes de 6bitos devido a doenca. Segundo os dados do Globocan
(2012), estima-se cerca de 20 milhdes de novos casos até 2020 em todo o0 mundo (Torre
et al., 2015).

A maioria dos canceres que acomete a populacdo mundial é considerada
esporadica, tendo como fatores de risco a exposicdo ambiental e fatores genéticos.
Porém, ainda ha uma parcela da populacdo que possui um alto risco de desenvolver
tumores no decorrer da vida, associado com fatores genéticos de predisposicdo
herdaveis que, em conjunto, caracterizam as Sindromes de Predisposi¢cdo ao Cancer
(Nagy et al., 2004). Os tumores envolvidos nas SPC podem diferir significativamente
em relacdo aos mecanismos moleculares quando comparados com 0S mesmos tipos
tumorais esporadicos, indicando que as SPC devem receber uma atencao especial até
mesmo quanto a estratégia de tratamento (Imyanitov and Byrski, 2013).

O aparecimento de tumores em idade jovem, sincrénicos ou metacrénicos,
bilaterais ou multifocais, afetando varios membros da mesma familia sdo caracteristicas
que, comumente, fazem parte do espectro das SPC. Contudo, estas caracteristicas
variam de acordo com os critérios para cada sindrome. A orientacdo do National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) e da American Society of Clinical Oncology
(ASCO) inclui os critérios clinicos adotados para as SPC. Quando ha um gene de
predisposicdo associado com uma determinada SPC, é necessaria a busca de
caracteristicas que auxiliem na identificacdo dos pacientes acometidos incluindo os
dados da histologia do tumor, expressao de proteinas especificas, andlise de marcadores
moleculares, penetrancia do gene em questdo bem como abordagens de prevencdo e
sobrevida (Garber and Offit, 2005).

Agrupamentos familiais ou sindromes de predisposicdo podem evidenciar
tumores hereditarios. O primeiro caso € consequéncia de interacdes envolvendo genes

de baixa ou moderada penetrancia, e/ou interacdo génica e ambiental cujo risco é
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classificado como baixo ou moderado. As sindromes de predisposicdo hereditéaria ao
cancer sdo resultado de mutacOes germinativas em genes de alta penetrancia com risco
aumentado de desenvolvimento da doenca (Nagy et al., 2004; Hampel et al., 2004). Os
genes associados as sindromes de predisposicdo hereditaria ao cancer pertencem
frequentemente ao grupo de genes codificadores e classificados como supressores
tumorais que, quando alterados, ndo desempenham adequadamente seu papel regulador
do crescimento celular ou do mecanismo de reparo a danos no DNA (Davies, 2007).

Apesar do perfil de hereditariedade esperado, é comum para as SPC que uma
parcela de individuos com diagndstico clinico de determinada sindrome ndo possua
mutacdes em genes classicos conhecidos como associados com este fendtipo. Um
exemplo conhecido é o descrito em casos de pacientes com Céancer Colorretal (CCR)
familial que ndo apresentam alteracbes nos genes de reparo a erros de pareamento
(MMR — mismatch repair genes). Com o avanco das tecnologias de sequenciamento,
foram descritas novas alteracdes de predisposi¢cdo ao carcinoma colorretal (Gylfe et al.,
2013; Chubb et al., 2015). Gylfe et al. (2013) analisaram 0 exoma de 96 individuos e
identificaram 11 genes incluindo 14 alteracBes, sendo que cinco individuos
apresentavam apenas uma alteracdo, oito individuos apresentavam duas alteracdes e
apenas um caso apresentava trés alteracbes simultaneamente. Os pacientes nao
apresentavam mutacgdes nos genes comumente descritos no CCR hereditario, incluindo
APC e MUTYH. Os autores sugeriram que as variantes detectadas poderiam estar
associadas com o aparecimento da doenca. As alteracbes foram validadas por
sequenciamento convencional e pela avaliacdo de segregacdo entre individuos da
mesma familia (Gylfe et al., 2013). Estudos semelhantes foram descritos para casos
com cancer de mama e ovario hereditarios sem mutac6es nos genes BRCAL e BRCA2
(Gracia-Aznarez et al., 2013; Cybulski et al., 2015) e cancer gastrico difuso (Donner et
al., 2015).

Os agrupamentos familiais de canceres se tornaram um aspecto importante na
oncologia clinica devido a implementacdo bem sucedida de métodos de triagem e testes
genéticos para muitas sindromes. A identificacdo de genes de predisposicdo e a
caracterizacdo de fatores de risco genético sdo fundamentais para o diagnostico,

prognostico e aconselhamento genético de pacientes afetados e seus familiares.
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1.2 Sequenciamento de Exoma Total (SET)

Os estudos gendmicos do cancer vém evoluindo rapidamente, principalmente
com o aparecimento das técnicas de sequenciamento de alto desempenho. Estudos que
focam em sindromes de predisposicdo ao cancer sdo beneficiados pela técnica de
sequenciamento do exoma total (SET) (Backes et al., 2015; Cascon et al., 2015;
Esteban-Jurado et al., 2015; Gara et al., 2015). Esta técnica consiste na captura de
sequéncias codificadoras de proteinas — éxons — por meio de hibridacdo (Bamshad et
al., 2011). As regides codificadores de proteinas correspondem de 1 a 2% do genoma e,
na maioria das doencas de carater monogénico ja descritas até o0 momento, as alteraces
de predisposicdo a doencas comumente estdo localizadas nestas regides (Majewski et
al., 2011; Stranneheim and Wedell et al., 2016).

O processo de analise de dados provenientes de SET em estudos exploratorios
passa por algumas etapas classicas. Geralmente a primeira etapa ¢ a aplicacdo do
discrete filtering, que consiste na comparacdo entre as sequéncias de exoma geradas e
um grupo controle, podendo este ser constituido por bancos de dados publicos e/ou
sequéncias de individuos normais, nao afetados pela doenca. Este filtro tem como
objetivo eliminar variantes que possivelmente ndo sdo causais, uma vez que a casuistica
estudada ndo esta representada no grupo controle, reduzindo ao minimo o numero de
genes candidatos que possam efetivamente estar associados ao fenotipo de estudo
(Bamshad et al., 2011).

Geralmente as alteracdes de base unica identificadas sao classificadas conforme
um gradiente de maior para menor relevancia a seguir: mutacdes sem sentido
(nonsense), que resultam em codon de parada; mutagdes que alteram quadro de leitura;
mutac6es localizadas em sitios de splicing; mutac6es de sentido trocado, que alteram o
aminodcido; e por Gltimo as mutacdes silenciosas, que nao alteram o aminoéacido. Com
SET é possivel também identificar pequenas insercoes e delecdes, bem como variacdo
do namero de colpias gendmicas, denominadas CNVs (do inglés, Copy Number
Variation). A classificacdo das alteracdes também pode ser feita de acordo com a
funcdo bioldgica, quando sua acdo molecular € considerada, a qual permite a
identificacdo de redes de interacdo génica e proteica em que tais variantes estdo
inseridas (Ku et al., 2012).
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Estas analises resultam comumente numa vasta quantidade de alteracGes
candidatas. No caso de doencas hereditarias, a selecdo da variacdo patogénica de
interesse também deve ser norteada pelas informacdes obtidas a partir de heredogramas
e histérico familial, levando em conta nimero de geracdes afetadas e grau de parentesco
entre os individuos afetados de uma mesma familia, ou até mesmo fendtipos
compartilhados entre familia diferentes. Segundo Gilissen et al. (2012) devem ser
consideradas algumas estratégias para estas analises: (1) Analise de ligacdo: pode ser

realizada quando acredita-se que a doenca € monogénica e varios membros da mesma
familia sdo avaliados. A medida que um individuo com grau de parentesco mais distante

é incorporado a analise, o nimero de mutacGes compartilhadas diminui, auxiliando na

reducdo dos genes candidatos para posterior analise. (2) Anéalise de homozigose: no
caso de suspeita de doenca recessiva com historia de consanguinidade e quando apenas
um individuo acometido é avaliado, as regides que possuem alteracdes homozigotas

devem ser priorizadas; (3)_Analise de double-hit: a qual consiste na busca de alteragdes

em homozigose contidas no DNA de sangue periférico de apenas um individuo com
suspeita de doenca recessiva sem o histérico de consanguinidade. Esta estratégia € um

pouco mais dificil de ser aplicada pela falta de dados; (4) Analise de sobreposicdo: €

realizada quando sdo avaliados individuos ndo aparentados que compartilham o mesmo
fendtipo. Neste caso suspeita-se que a doenca seja autossdomica dominante, com base na

investigacdo dos heredogramas das familias; (5) Estratégia de novo: avalia-se o

probando e seus pais com o intuito de identificar uma nova mutacdo na geracdo Fi
(Gilissen et al., 2012).

Um dos primeiros estudos realizados envolvendo identificacdo de genes de
predisposicdo em sindromes hereditarias foi realizado por Ng et al., em 2010.
Utilizando a estratégia de sobreposicdo, os autores avaliaram 10 individuos com a
sindrome de Kabuki por sequencimento de exoma e posteriormente 43 individuos
passaram por sequenciamento direto na etapa de validacdo. Esta sindrome é
caracterizada por multiplas malformacdes faciais, anomalias cardiacas, anormalidades
Osseas, sistema imunoldgico deficiente e retardo mental moderado. As sequéncias
obtidas passaram por uma série de analises dentre a estratificacdo das alteracdes, quanto
a sua natureza e funcdo, e comparacdo entre pacientes que compartilhavam fenotipos
semelhantes. Ao final, foi demonstrado que alteracdes no gene MLL2 estavam presentes

na maioria dos pacientes. Aproximadamente 60% dos casos apresentavam mutacdes
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sem sentido e indels no gene MLL2, sugerindo fortemente que alteracdes neste gene sdo
a principal causa da sindrome de Kabuki. Os autores ressaltam a necessidade do
desenvolvimento de estratégias de analises para a melhor classificacdo dos dados, tanto
em nivel fenotipico quanto genotipico, de modo que as tecnologias de sequenciamento
de genoma e exoma total possam ser mais bem exploradas (Ng et al., 2010).

Foram investigadas 34 familias com melanoma cutdneo envolvendo 87
individuos e uma nova alteracdo no gene POLE foi identificada em trés individuos da
mesma familia por sequenciamento de genoma e exoma. A alteragdo e ¢.1041G>T,
responsavel por uma mutacdo missense e troca de aminoécido p.Trp347Cys ocorre no
dominio exonuclease da subunidade maior da proteina (Aoude et al., 2015). Este gene
codifica uma subunidade catalitica da polimerase € que atua no reparo do DNA e
duplicacdo dos cromossomos. Outra alteragdo ¢.1270C>G que também causa uma troca
de aminoé&cido p.Leu424Val, mapeada também no gene POLE foi relatada em pacientes
com adenomas e carcinomas colorretais, por meio de sequenciamento de exoma (Palles
et al., 2013). Interessantemente, Palles et al. (2013) encontraram uma série de bases
incorporadas erroneamente nos tumores nos pacientes avaliados, o que comprova o
efeito do mau funcionamento do gene em sua atividade de conferéncia e excisdo de
bases, o que foi comprovado por ensaio funcional em C.elegans. Estes achados
evidenciam que diferentes alteracdes, mesmo que localizadas no mesmo gene, podem
conferir risco ao desenvolvimento de diferentes tipos tumorais.

Analisando o exoma de sete familias com historico de cancer de mama, sem a
presenca de outros tipos de tumores e sem mutacGes nos genes BRCAL1 e BRCA2,
Gracia- Aznarez et al. (2012) identificaram 67 SNPs e 14 indels como potenciais alvos
a predisposicdo para 0 CM. Estas variantes foram divididas em um grupo que possuia
principalmente alteracfes que resultavam em proteina truncada ou que compartilhavam
alteracdes em um maior nimero de membros da familia, e outro grupo com variantes
consideradas raras. No primeiro grupo foi relatada uma alteracdo ja conhecida no gene
CHEK2 (c.1100delC), ndo tendo sido observado outros genes de alta penetrancia. Para o
segundo grupo foram identificados sete variantes em genes associados a angiogénese,
progressdao do ciclo celular, adesdo celular e outras fungbes associadas ao
desenvolvimento tumoral (MAPKAP1, TNFSF8, PTPRF, UBA3, TIMP3, CNTROB,
S1PR3), porém os autores ndo puderam concluir qual é o papel destas alteracbes na

predisposicdo ao CM familial (Gracia-Aznarez et al., 2013).
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O SET tem sido utilizado em estudos exploratorios com sucesso, na busca de
novos alelos de predisposi¢do. Na pratica clinica tem sido aplicado na realizagdo de
testes para auxiliar no diagnéstico de pacientes com suspeita de doenca Mendeliana rara
(Yang et al., 2013). A utilizagdo de sequenciamento de exoma pode contribuir para o
aconselhamento genético dos pacientes e suas familias, contudo deve-se ter cautela
quando sdo identificadas variantes de significado incerto ou achados acidentais, que
podem dar indicios de outras doencas. Uma equipe multidisciplinar envolvida nas
analises, interpretacdo dos resultados e no aconselhamento genético tem potencial para
trazer beneficios para o paciente e suas familias em tempo real (Stranneheim and
Wedell, 2016).

Em resumo, é evidente que a metodologia de sequenciamento de exomas
permite identificar mutacOes e variagdes no genoma, as quais podem estar associadas
com as sindromes de predisposi¢édo hereditaria ao risco de desenvolvimento de tumores,
alem de contribuir com a prética clinica na forma de painéis de diagnostico e Uteis no

aconselhamento genético.

1.3 Cancer de Mama (CM)

O CM é o segundo tumor mais incidente no mundo, correspondendo a 11,9%
dos casos, e o primeiro mais incidente em mulheres, contudo € o quinto responsavel
pelas causas de morte pela doenca, devido aos avancos em seu tratamento. Nos Estados
Unidos, é o mais comum entre as mulheres, excluindo os tumores de pele ndo-
melanoma, occorrendo aproximadamente em um a cada trés casos de cancer no pais
(DeSantis et al., 2016). Segundo a Gltima estimativa do GLOBOCAN (2012), o CM foi
estimado em 25% dos casos de cancer que acometem a o sexo feminino (Ferlay et al.,
2014). Foram estimados para o ano de 2012 mais de 52 mil novos casos de CM no
Brasil, sendo o mais incidente na populacdo feminina, exceto na regido norte onde
ocupa o segundo lugar (INCA, 2014).

Vaérios fatores de risco tém sido associados com o CM incluindo ganho de peso
apos os 18 anos de idade, obesidade e sobrepeso em qualquer idade, 0 uso combinado
de estrogeno e progesterona no tratamento da menopausa, sedentarismo e inatividade
fisica, consumo de alcool, tabagismo iniciado antes do primeiro filho, padrdo de sono

irregular, diabete tipo 2, presenca de tecido mamario denso e maior quantidade de ciclos
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menstruais (associada & menarca precoce e/ou menopausa tardia), uso de contraceptivos
orais (como a exposicdo cumulativa a estrégenos e/ou progesterona no epitélio
mamario), nuliparidade ou primeiro filho apds os 30 anos de idade, dieta alimentar
pouco saudavel (baseada em gorduras e proteinas de origem animal), baixa ingestdo de
frutas, vegetais e cereais, além da presengca de mutacfes em genes de predisposicao
hereditaria (American Cancer Society, 2015).

Os carcinomas de mama mais comuns que acometem a populacdo feminina séo
0s ductais, correspondendo de 70 a 80% dos casos. Estes séo classificados como in situ,
0S quais ndo ultrapassam as primeiras camadas celulares do ducto, podendo ser
classificados quanto ao aspecto histolégico como s6lido, cribiforme, papilar e
micropapilar podendo também ser de grau tumoral alto, intermediario ou baixo
(Burstein and Polyak, 2004; Ponti et al., 2014; Yerushalmi et al., 2009). A recidiva dos
carcinomas in situ na forma de carcinoma ductal invasivo é de 10% a 24% apds 10
anos, e esta manifestacdo de recorréncia pode ser aumentada quando o tumor é HER2+,
atingindo até 50% dos casos (Ponti et al., 2014). Os carcinomas invasivos sdo mais
incidentes quando comparados aos carcinomas in situ (DeSantis et al., 2016). Contudo
essa progressao tumoral linear tem sido discutida e infere-se que seria possivel o
desenvolvimento de um tumor invasivo ja nos primeiros estagios da doenca (Virnig et
al., 2009). O CM lobular acomete a porc¢éo lobular da glandula mamaria e, geralmente,
possui baixa taxa de proliferacdo. Este tipo tumoral é pouco frequente, sendo detectado
de 0,5% a 3,8% das biopsias benignas de mama. O subtipo lobular pleomorfico,
considerado mais agressivo e com alta taxa de proliferacéo, é relatado em 8% a 14% dos
carcinomas invasivos de mama (Al-Baimani et al., 2015; Morrow et al., 2015).

Muitos estudos de integracdo de dados provenientes de diferentes plataformas de
andlises e envolvendo um grande nimero de amostras, tém proporcionado a base para a
classificagdo molecular dos tumores da mama. Estes estudos tem contribuido para o
delineamento de uma nova abordagem para o diagnostico clinico e tratamentos mais
adequados das pacientes acometidas por cancer de mama. Os primeiros estudos
evidenciaram subtipos moleculares os quais foram detectados por meio de analises de
dados globais de expressdo génica e de alteracdo do numero de coOpias gendmicas.
Entretanto, na préatica clinica, os testes de expressdo proteica por imuno-histoquimica
mostraram-se apropriados para a classificacdo dos subtipos tumorais (Goldhirsch et al.,

2013). Os principais marcadores utilizados na prética clinica sdo 0s receptores de
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estrogeno (ER), progesterona (PR), receptor de fator de crescimento epidérmico (HER2)
e 0 marcador de proliferacdo Ki-67. Os principais subtipos descritos como resultantes
desses estudos moleculares s&o: Luminal A, Luminal B-HER2 negativo, Luminal B-
HER2 positivo, HER2 positivo ndo-luminal e basal-like ou também conhecido como
triplo negativo (Dawson et al., 2013; Sonnenblick et al., 2014). Contudo, 0 CM é uma
doenca com alta heterogeneidade e com uma grande variedade em suas caracteristicas
clinicas e moleculares. Dawson et al. (2013) descreveram a existéncia de 10 subtipos
tumorais de CM associados com evolucdo clinica distintas, reforcando que estes
achados proporcionam conhecimento para entender os mecanismos celulares envolvidos
na carcinogénese e na identificacdo de potenciais genes drivers. Além disso, a
heterogeneidade intra-tumoral € uma questdo que também tem sido levantada, pois a
combinacéo de diferentes agentes pode contribuir para o tratamento dos diferentes alvos
que sdo passiveis da acdo de medicamentos utilizados hoje na prética clinica (Zardavas
et al., 2015).

Mais recentemente, Santagata et al. (2014) propuseram outra classificacdo dos
tumores de mama considerando as caracteristicas histologicas de 11 tipos celulares e
quatro tipos de combinacGes de receptores hormonais. Esta classificacdo foi realizada
com base em células luminais normais e a metodologia foi baseada em marcadores de
imuno-histoquimica como ER, AR (receptor de androgeno), VDR (receptor de vitamina
D), K5/14/17 (queratinas 5/14/17), Ki67, Cld-4 (claudina 4), K7/8/18 (queratinas
7/8/18) e CD10/SMA/p63 (marcadores de célula tronco, mioepitelial e supressor
tumoral). Na analise da camada luminal do lébulo de 3157 tumores de mama utilizando
estes marcadores foi possivel identificar 11 padrdes de diferenciacdo, que vao de L1 a
L11. Além disso, foi possivel combinar a esta classificagdo o niumero de receptores
hormonais que estdo presentes nos tecidos, podendo ser HO (negativos para 0s
receptores), H2 (pelo menos dois receptores positivos) e H3 (com a presenca de 3
receptores). Também foi possivel classificar as camadas mioepiteliais, podendo estas ser
divididas em Myl (K5/14/17—) e My2 (K5/14/17+). Esta classificagdo também permitiu
a identificacdo das pacientes com melhor progndstico, como por exemplo, as pacientes
classificadas como HR3, as quais sdo positivas para todos 0s receptores hormonais
ER+AR+VDR+ (Santagata et al., 2014).

Aproximadamente 10% dos casos de CM sdo familiais com uma proporcéo

significante de tumores hereditarios cujos pacientes apresentam mutagdes germinativas
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em genes altamente penetrantes (Paradiso and Formenti, 2011). Em casos familiais,
quanto maior o nimero de individuos afetados, maior € o risco de desenvolver a doenga,
podendo ser de 2 a 4 vezes maior quando o grau de parentesco é menor (Majdak-
Paredes and Fatah, 2009).

A maioria dos carcinomas de mama hereditéarios sdo ductais invasivos (80% dos
casos) e, comumente, estdo associados com mutacdo nos genes BRCALl e BRCA2.
Aproximadamente 70% e 16% dos tumores BRCA1 e BRCA2 positivos,
respectivamente, sdo negativos para os receptores hormonais ER e PR e possuem baixa
expressdo HERZ2, portanto triplo-negativos (Mavaddat et al., 2012). Os tumores
associados ao BRCA1 sdo considerados mais agressivos por elevado nimero de mitoses,
areas de necrose, margens comprometidas e infiltracdo linfocitica, além de possuirem
mutacOes adquiridas no gene TP53. Os carcinomas mamarios associados ao BRCA2
também possuem alta taxa mitética e margens comprometidas (Larsen et al., 2014). Ja
para 0s CM hereditarios que ndo possuem alteracdo nos genes classicos BRAC1 e
BRCA2, a heterogeneidade € maior, porém parecem ser menos agressivos quando
comparados aos tumores esporadicos (Larsen et al., 2014). Alteracdes localizadas em
diferentes locais dos genes BRCA1 e BRCA2 podem contribuir com diferentes riscos
para o desenvolvimento de tumores de mama e de ovario (Rebbeck et al., 2015).

A sindrome HBOC (do inglés, Hereditary Breast and Ovary Carcinomas) €
mais frequentemente descrita. Durante a avaliagdo do paciente podem surgir evidéncias
para o diagnostico da sindrome HBOC, como: dois ou mais casos de cancer de mama
e/ou ovario em idade precoce (pré-menopausa), multiplos casos na familia, cancer de
mama bilateral e padrdo de transmissdo vertical. Os genes BRCA1 e BRCA2 foram os
primeiros genes de predisposicdo hereditaria descritos na sindrome HBOC (Miki et al.,
1994; Tavtigian et al., 1996). Desde entdo, testes genéticos para a triagem de mutacoes
germinativas tém sido utilizados na identificacdo destes genes, em familias clinicamente
caracterizadas como portadoras da sindrome. Além de BRCA1 e BRCA2, outros genes
considerados de alta penetrancia ja foram relatados como associados a predisposi¢do ao
CM hereditéario, como PTEN (sindrome de Cowden), TP53 (sindrome de Li-Fraumeni),
CDHL1 (cancer gastrico difuso hereditario) e STK11 (sindrome de Peutz-Jeghers).
Também foram relatados genes com penetrancia moderada associados ao CM
hereditario, tais como CHEK2, ATM, BRIP1 e PALB2 (Narod, 2004; Zhang et al.,
2011).
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Em uma meta analise, foram descritos 10 alelos consideradas de alto risco para
cancer de mama hereditario em seis genes, incluindo ATM, CASP8, CHEK2, CTLA4,
NBN e TP53 (Zhang et al., 2011). Outras alteracbes envolvendo os genes ATM,
CYP19A1, TERT e XRCC3 foram consideradas como de risco moderado (Zhang et al.,
2011). Recentemente, Shiovitz e Korde (2014) relataram um maior nimero de alelos de
risco para cancer de mama em estudos de GWA (Genome Wide Association)
envolvendo genes de baixa penetréancia, mesmo sendo frequentes na populacdo em
geral. Apesar da grande quantidade de dados, o avanco das tecnologias de
sequenciamento tem hoje proporcionado a elaboragdo de painéis comerciais contendo
genes de penetrancia alta, moderada e baixa, relacionados ao diagndstico e Uteis para o
aconselhamento genético das pacientes acometidas por CM familial. A maioria dos
testes comerciais atuais para avaliar mutacdo em genes de predisposicdo hereditaria ao
cancer de mama inclui também genes associados com o cancer de ovario e colorretal
hereditarios (Easton et al., 2015; Shiovitz and Korde, 2015). Um dos beneficios da
aplicacdo destes painéis é o auxilio na deteccdo de pacientes portadores de mutacoes
extremamente raras, bem como polimorfismos comuns, além de contribuirem para o
diagnostico clinico de HBOC néo téo evidente, como no caso de pacientes com poucos
individuos acometidos na familia. A realizacdo destes testes auxilia ainda na
confirmacgdo do diagndstico de uma sindrome especifica e de casos suspeitos, mesmo
quando associados com outro espectro de tumores (Pinheiro et al., 2015; Shiovitz and
Korde, 2015). Os painéis de analise de mutacfes em genes especificos podem auxiliar
na identificacdo de varios loci que estdo associados ao desenvolvimento da doenca em
questdo, ao invés de apenas uma alteracdo especifica. Contudo a sua interpretacao é
dificil, sendo necessaria a busca dos achados em bancos de dados especificos,
investigacdo fenotipica e até mesmo estudos funcionais para comprovar de fato a causa
das mutacdes reportadas nos testes (Biesecker and Green, 2014).

Mutacgdes germinativas em TP53 estdo associadas a sindrome Li-Fraumeni, uma
sindrome complexa, autossdmica dominante caracterizada por agrupamento familial de
sarcomas, canceres de mama, tumores cerebrais e carcinomas adrenocorticais,
diagnosticados antes dos 45 anos de idade (Li and Fraumeni, 1969; Malkin et al., 1990).
Algumas familias apresentam incidéncia aumentada de outros tipos de canceres como
de pulmdo, cdblon, estbmago, prostata e melanomas. Apesar de tumores da tireoide nado

serem indicadores diagndsticos, estes ja foram descritos em familias com a sindrome
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(Li and Frameni, 1969; Achatz et al., 2007; Masciari et al., 2008). Uma variante do
gene TP53 responsével pela troca de aminoécido R337H foi detectada em uma coorte
de pacientes brasileiros, nas regifes sul e sudeste do pais estando associada com 0s
tumores de mama, sistema nervoso central, sarcoma de partes moles, pulméo, estdmago
e tumores adrenocorticais, sendo este Ultimo mais evidente em pacientes com esta
mutacdo especifica quando comparado aqueles com outras mutacGes no gene TP53
(Achatz et al., 2007).

A identificacdo de mutacdes que ocorrem em genes de baixa penetrancia tem
permitido avancos em todas as areas de conhecimento da genética basica e aplicada. Isto
porque estas mutacbes e/ou polimorfismos podem desempenhar fungdes biol6gicas
diretamente associadas ao fenotipo de estudo, e/ou por demonstrarem forte associacao
com determinadas doengas como o cancer, auxiliando na predigcdo do risco e prevencao
de pacientes suscetiveis. A identificacdo de um acUmulo de alteracdes pode
potencializar a predicdo de risco quando combinamos os dados de diversos loci, mesmo

que o efeito das alteracGes seja considerado moderado.

1.4 Cancer de Tireoide (CT)

O CT acometeu 298 mil pessoas em todo o mundo no ano de 2012 de acordo
com a estimativa mundial Globocan em 2012, sendo mais comum em e correspondendo
a 3,5% dos canceres que acometem o sexo feminino (Ferlay et al., 2014). Apesar de sua
taxa de mortalidade ser considerada baixa (< 1:100.000 e 2: 100.000 para homens e
mulheres, respectivamente), tem se notado um aumento da incidéncia da doenca em
funcdo da utilizacdo de melhores estratégias de rastreamento e deteccdo e,
consequentemente, do diagndstico das lesdes (Ferlay et al., 2014). No Brasil, para 0 ano
de 2014, o CT foi estimado em 1.150 casos novos para 0 sexo masculino e 8.050 para o
sexo feminino, sendo o quarto mais frequente em mulheres da regido sul do pais (INCA,
2014).

O CT é o mais comum dentre 0s tumores que atingem o sistema endocrino.
Muitos fatores de risco estdo relacionados a doenca como aumento de exposicdo a
radiacdo nuclear, mesmo em baixas doses; a ocorréncia de cancer da tireoide na familia;
maior uso de diagnosticos por radiagdo, como exemplo o raio X e, maior exposicao a

tecnologia de comunicagao do tipo wireless (Yu et al., 2010; Nachalon et al., 2015). Os
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acidentes nucleares, envolvendo vazamento de material radioativo, sdo muitas vezes
acompanhados de casos de carcinoma papilar de tireoide, como 0s ocorridos em
Hiroshima e Nagasaki, em 1945, e em Chernobyl, em 1986. Este Gltimo demonstrou um
aumento na incidéncia do carcinoma papilifero de tireoide em criancas expostas a
isotopos radioativos de iodo (Kazakov et al., 1992; Yip and Carty, 2015). Dietas
deficientes em iodo estimulam a formacdo do bd6cio, como um mecanismo de
compensacdo. Paralelamente, a falta do elemento esta também relacionada ao aumento
da incidéncia de carcinomas foliculares de tireoide (Kondo et al., 2006; Zimmermann
and Boelaert, 2015). O desenvolvimento de bocio coloide e nddulos benignos, bem
como adenomas, € outro forte fator de risco para CT (Vecchia et al., 2014).

A maioria dos carcinomas tem origem nas células foliculares, que revestem os
coldides tireoidianos contendo os hormonios T3 e T4 enquanto outros tém origem em
células C ou parafoliculares, adjacentes as celulas foliculares, que secretam calcitonina
(LiVolsi, 2011). Os carcinomas de tireoide mais comuns sdo os diferenciados,
provenientes de celulas foliculares e correspondem a mais de 90% dos casos. Dentre 0s
carcinomas diferenciados, o subtipo mais comum € o carcinoma papilifero, com
prevaléncia de cerca de 50% a 80%, enquanto que o subtipo folicular tem prevaléncia
de cerca de 10% a 40% (INCA, 2014). O carcinoma medular originario de células
parafoliculares ocorre em 2% a 3% dos casos e possui patogenicidade melhor
estabelecida. O carcinoma indiferenciado anaplasico, apesar de originado de células
foliculares, € considerado o CT mais agressivo, ocorrendo em 2 a 3% dos casos, com
expectativa de sobrevida média de quatro meses e quase 100% de ébito (Nikiforov and
Nikiforova, 2011; Xing, 2013).

As sindromes genéticas associadas ao CT sdo caracterizadas por multiplos
tumores heterogéneos, multicentricidade e bilateralidade, cujos pacientes compartilnam
o fato de apresentarem a doenca em idade precoce. Os carcinomas medulares e ndo-
medulares podem ser hereditarios. Estima-se que 25% dos carcinomas medulares estdo
associados com a sindrome da Neoplasia Endocrina Multipla (MEN) do tipo 1, onde
85% dos casos sdo devidos a mutacGes em ponto no proto-oncogene RET, responsavel
por codificar um receptor de tirosina quinase (Nose, 2011).

Algumas SPC contém em seu espectro 0s carcinomas ndo-medulares da tireoide
incluindo a Polipose Adenomatosa Familial (FAP) ou Sindrome de Gardner, Complexo

de Carney, Sindrome de Werner, Sindrome DICERL1 e Sindrome de Cowden (Gara et
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al., 2015). A FAP esta associada ao desenvolvimento de varios pélipos adenomatosos
na parede do trato intestinal e porcdo colorretal. E comum a manifestagdo subsequente
de carcinomas colorretais, de sistema nervoso central, figado, ducto biliar e tireoide. A
sindrome de Gardner é uma variante de FAP quanto a manifestacdo clinica de tumores
extracoldnicos como osteomas e tumores de pele. Nesta sindrome sdo mais comumente
diagnosticados os tumores de tecidos moles e desmoides (Garcia and Knoers, 2009). A
sindrome de Gardner é autossomica dominante e decorrente da mutacdo germinativa no
gene APC, contudo manifestacGes atenuadas do fen6tipo clinico estdo relacionadas com
alteracOes no gene MUTYH (Half et al., 2009).

A sindrome de Complexo de Carney possui 100% de penetrancia e esta
associada com pigmentacdo e lesdo de pele e mucosa, mixomas (tumores cardiacos
benignos) e tumores enddcrinos como glandula pituitaria, doenga adrenal nodular
pigmentada, tumores de células de Sertoli e de Leydig além de tumores da tiredide,
principalmente foliculares (Nosé, 2010; Correa et al.,, 2015). Mutagbes no gene
PRKARZ1A ocorrem em mais de 70% dos casos (Correa et al., 2015).

A sindrome de Werner tem heranga autossdmica recessiva com mutagao no gene
WRN e esta associada com o envelhecimento precoce, bem como com o aparecimento
de CT (Goto et al., 1996; Nose, 2011). A sindrome de DICER1 acomete individuos que
possuem mutacGes no gene DICERL, uma ribonuclease responsavel por clivar pequenas
moléculas de RNA que dardo origem aos miRNAs, importantes para regulacdo génica
pos-transcricional. Nesta sindrome sdo relatados o blastoma pleuropulmonar, nefroma
cistico, tumores de células de Leydig e Sertoli, rabdomiossarcoma embrionario, tumores
de Wilms e bdcio multinodular, que muitas vezes correspondem a cistos e hiperplasia
tireoideana (De Kock et al., 2014).

A sindrome de Cowden estd relacionada com mutagdes no gene supressor
tumoral PTEN. Esta sindrome é caracterizada pelo aparecimento do bécio e adenoma
folicular, com alto risco de manifestacdo de um tumor maligno da glandula aléem da
presenca de tumores mamarios (Yeager et al., 2007).

Algumas mutacbes de baixa penetrancia foram recentemente descritas como
associadas a CT familial, como exemplo os polimorfismos de base Unica (SNPs)
rs1801516 (G>A, Aspl853Asn), rs17879961 (T>C, 1lel57Thr) e rs16941 (A>G,
Glul038Gly), localizados nos genes ATM, CHEK2 e BRCA1, respectivamente

(Woijcicka et al., 2014). E interessante ressaltar que estes alelos ja foram descritos como
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associados a leucemia linfocitica e CM, e pacientes diagnosticados com CM possuem
um risco aumentado para o desenvolvimento de CT papilifero (Wojcicka et al., 2014).
Outros cinco SNPs foram associados com o risco aumentando de desenvolvimento de
CT em pacientes que possuem histérico familiar deste tumor: rs966423 (C), rs944289
(T), rs2439302 (G), rs116909374 (T) e rs965513 (A) (Liyanarachchi et al., 2013).
Recentemente os genes HABP2 (Gara et al., 2015) e SRRM2 (Tomsic et al.,
2015) foram reportados como associados aos carcinomas de tireoide ndo medulares
hereditarios. Recentemente, Tomsic et al. (2016) relataram que a mutacdo neste gene
ndo se segregava com o carcinoma papilifero da tireoide em familias com este fen6tipo.
Desta forma, o papel do HABP2 em carcinomas de tireoide hereditarios precisa ser

melhor avaliado para comprovar esta associacéo.

1.5 Associagéo entre o cancer de mama e tireoide

Ha muito se busca entender os mecanismos que estdo envolvidos na associa¢ao
de doencas da mama e tireoide (Hedley et al., 1981). A principal SPC que envolve estes
dois tumores € a sindrome de Cowden. Lloyd e Dennis (1963), pela primeira vez,
relataram a histéria da familia Cowden e os achados clinicos de multiplos adenomas da
tireoide e fribrose da mama seguido de manifestacdo maligna (Lloyd and Dennis, 1963).
Em 1997, foi descrita pela primeira vez a presenca de mutac6es no gene PTEN (Liaw et
al., 1997), revelando que este era um gene supressor tumoral importante. Outras
caracteristicas clinicas foram sendo incorporadas ao espectro da sindrome e hoje os
critérios clinicos utilizados para diagndstico dos pacientes sdo preconizados nas
recomendacgdes para a sindrome presentes no NCCN. Os critérios sdo divididos em
principais e secundarios, e dentre os principais estdo: cancer de mama, cancer de
endométrio, céancer folicular da tireoide, multiplos pdlipos harmatomatosos,
macrocefalia, pigmentacdo macular da glande, lesdes mucocutaneas. Dentre os critérios
secundarios encaixam-se: espectro autista, cancer de cdlon, acantose glicogénica do
esdfago, lipomas, carcinoma papilifero da tireoide ou sua variante folicular, lesdes
tireoidianas, carcinoma renal, lipomatose testicular e anomalias vasculares (NCCN,
2015). Sdo recomendados testes genéticos para o diagnostico da sindrome de Cowden

por sua importante aplicacdo no aconselhamento genético das familias acometidas.
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Outras associagdes entre lesdes de mama e tireoide tém sido relatadas. Em 1997,
Galanti et al. relataram um aumento da incidéncia de CM em membros das familias, na
maioria das vezes maes, de pacientes acometidos com CT papilifero e folicular, quando
comparados a taxa de incidéncia destes tumores na populacdo local (Galanti et al.,
1997). O desenvolvimento de um segundo tumor priméario em pacientes diagnosticados
com CT ocorre em 16% dos individuos, sendo o tumor mamario o segundo tumor
primario mais frequente nesta parcela de individuos (Garner et al., 2007). Nos casos de
CM, o segundo tumor primario detectado com frequéncia é o CT (Garner et al., 2007).

Apesar da alta frequéncia de pacientes que apresentam diagndstico clinico para
lesBes de ambos os tecidos glandulares, ainda esta por ser elucidado quais o0s principais
mecanismos moleculares que de fato estio envolvidos nesta associacdo. E descrito em
literatura que para pacientes que ja desenvolveram CT, tratados com cirurgia e
radioiodoterapia, € comum o aumento de incidéncia de um segundo tumor primario na
mama. Consorti et al. (2011) acompanharam pacientes previamente tratadas para CT
com o intuito de investigar a necessidade de uma politica de prevencdo para o CM.
Contudo a relacdo patofisioldégica entre CM e CT ainda ndo esta clara, havendo
hipdteses de desregulacdo do sistema imune, causa hormonal e predisposicdo genética
(Consorti et al., 2011).

Em uma coorte de 1064 pacientes (no periodo 2000 a 2006), 60 foram
identificados com CM e CT sendo 43% e 39% diagnosticados primeiramente com CT e
CM, respectivamente (Garner et al., 2007). Estes dados revelaram que pacientes que
desenvolvem CT como primeiro tumor primario tem um risco aumentado de
desenvolver CM de 1,7%. Neste mesmo estudo, em uma segunda coorte de analise, 820
pacientes tiveram seus registros avaliados entre os anos de 1995 a 2006. Vinte e trés
individuos desenvolveram CT e CM. Interessantemente, em 9% destes casos havia
historico familial de CT e 26% de CM, porém apenas um destes pacientes foi
diagnosticado com ambos os tumores, CT medular e CM, o Unico individuo do sexo
masculino. Este estudo apontou a importancia da investigacdo sobre a histéria familial
de CT e/lou CM em membros das familias e sua relevancia para o aconselhamento
genético apropriado. Nestes casos, testes de triagem sdo Uteis para a prevencdo do
aparecimento de um segundo tumor primario ou a deteccdo de outros membros

acometidos pela mesma mutacdo dos probandos (Garner et al., 2007).
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Uma meta-anélise confirmou o risco aumentado para o desenvolvimento de um
segundo tumor primario em pacientes com CM e ou CT. Joseph et al. (2015) relataram
que o risco de desenvolver um segundo tumor primario em geral € de 21% para
pacientes que ja tiveram CT, e de 42% para pacientes que ja tiveram CM. Levando em
conta apenas 0s tumores tireoidianos e mamarios, o risco de desenvolver CT seguido de
CM é maior, cerca de 17%, quando comparado aos casos de CM apds CT, sendo apenas
de 2 a 3%, 0 que pode ser consequéncia dos tratamentos aplicados nos casos de CM
incluindo de radioterapia. No entanto, os carcinomas de tireoide e mama foram
considerados mais incidentes na forma de segundo tumor primario em relacdo a outros
tipos tumorais, 0 que leva a concluir que outros mecanismos moleculares e genéticos
possam estar implicados na associagdo entre estes dois tumores (Joseph et al., 2015).

Identificar a ocorréncia de um segundo tumor primario mais frequente pode ser
importante para o acompanhamento, vigilancia e prevencdo. Para a investigacdo do
segundo tumor primario mais frequente seguido de CT, foi realizada uma anélise
retrospectiva utilizando os dados do Surveillance, Epidemiology, and End Results
(SEER-9 database). Este € um importante registro populacional de cancer dos Estados
Unidos, envolvendo mulheres acima de 18 anos de idade, no periodo de 1973 a 2011
(Kuo et al., 2015). Foi observado que na maioria dos casos as pacientes diagnosticadas
com CT desenvolveram CM dentro de cinco anos, além de terem sido consideradas
mais jovens quando comparadas as pacientes com diagnéstico de CM da populacdo em
geral. Outro achado interessante foi que na maior parte dos casos 0s tumores de mama
eram do tipo lobular ductal misto, positivas para 0s receptores de estrogeno e
progesterona. Os autores concluiram que é importante 0 acompanhamento de pacientes
que desenvolvem CT em idade jovem, evidenciando a necessidade do estabelecimento
de guidelines especificos para incentivar a realizacdo de exames de rastreamento para
CM ndo s6 para o paciente em si, mas para a familia como um todo, pois esta
associacdo entre CM e CT demonstra um fator genético ainda ndo explicado (Kuo et al.,
2015).

Recentemente, An et al. (2015) relataram que os receptores de estrégeno e
progesterona podem estar relacionados com o risco aumentado de desenvolvimento de
CT e CM. Avaliando um grupo de pacientes da Seoul National University, os autores
identificaram 55 pacientes com CT seguido de CM (Grupo-1), 81 pacientes com CM

seguido de CT (Grupo 2) e 45 pacientes com ambos 0s tumores sincrénicos (Grupo-3).
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O estudo identificou a expressdo de PR+ e ER+ nos tumores de mama dos Grupos-1 e 3
sugerindo que estes receptores podem ter resposta hormonal associada ao
desenvolvimento de CT embora o real mecanismo ainda néo seja esclarecido (An et al.,
2015).

Utilizando sequenciamento do exoma, lkeda et al. (2015) investigaram 14
pacientes com CM e CT diagnosticados antes dos 50 anos, com histérico familial destes
tumores, sem mutacdo no gene PTEN. Os autores priorizaram as alteragdes raras,
patogénicas e com funcdo de reparo a danos no DNA. Baseado nesta premissa, foram
identificadas como mais frequentes as alteragdes p.G496V e p.T11701 no gene PARP4
(Ikeda et al., 2015). A funcdo deste gene ainda ndo é totalmente esclarecida, porém por
meio de estudo funcionais em linhagens celulares de mama, os autores demonstraram o
potencial papel de supressor tumoral uma vez que este gene pertence a familia PARP
que atua em processos importantes como reparo do DNA, regulagdo da transcricdo e
interferéncia por RNA (Gibson and Kraus, 2012). Os autores concluiram mais estudos
s80 necessarios para comprovar o real impacto de alteragdes do gene PARP4 e sua
associagdo com uma nova sindrome de predisposicao hereditaria envolvendo CT e CM.

Bardhan et al. (2012) também investigaram a associacéo entre CT e CM em dois
pacientes do sexo masculino que haviam desenvolvido CM com 63 e 68 anos,
respectivamente, sem historico destes tumores na familia e com amplificacdo do gene
HER2. Concomitantemente ao tratamento do carcinoma de mama, foi identificado um
carcinoma papilifero de tiredide nos dois pacientes. Relatos em literatura evidenciam
que € comum o desenvolvimento de um segundo tumor primario em homens, quando
comparado ao sexo feminino (Auvinen et al., 2002; Hemminki et al., 2005), entretanto,
0s autores relataram que esse foi a primeiro estudo descrevendo a presenca do tumor
papilifero de tiredide como segundo tumor em homens. Os autores ainda ressaltaram
uma possivel causa hereditaria envolvendo as sindromes de Cowden e de Peutz-Jeghers,
contudo os genes especificos ndo foram testados para as mutacGes. Segundo 0s autores,
a investigacdo de CT em mulheres HER2-positivas pode ter relevancia clinica, mas é
necessario a realizacdo de estudos mais detalhados em um grande nimero de casos para
elucidar esta associacdo (Bardhan et al., 2012).

Em resumo, os dados descritos em literatura evidenciam que a metodologia de
sequenciamento de exomas permite identificar mutacGes e variacbes no genoma, as

quais podem estar associadas com as sindromes de predisposicéo hereditéria ao risco de
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desenvolvimento de tumores. A deteccéo e a definigdo de novas alteraces genéticas em
agrupamentos familiais de CT e CM podem ampliar o espectro de sindromes de
predisposicdo associadas com o cancer e permitir a identificacdo de pacientes com risco

de desenvolver estes tumores.



CONCLUSAO

A anélise de exoma de pacientes com diagnéstico de CT e/ou CM em idade
jovem, com histdrico familiar destes tumores, permitiu identificar alteragdes
raras, de acordo com os bancos de dados 1000 Genomas e 6500 Exomas, e
consideradas patogénicas por analise de predi¢do in silico. Estas alteraces
estavam presentes tanto em genes classicos previamente associados com
sindromes de predisposi¢cdo ao cancer, quanto em novos genes candidatos
relacionado a fungdes como de manutencdo celular e do genoma. Nenhum das
alteracbes encontradas em genes classicos, com excecdo de p.R233X no gene
PTEN da paciente 14, é utilizada atualmente na préatica clinica para o
diagnostico de uma sindrome hereditaria.

Nos genes de alta e baixa penetrancia ja descritos em literatura foram detectadas
38 alteragbes ndo-sinbnimas comuns, sendo apenas cinco consideradas
possivelmente deletérias ou deletérias em apenas um banco de dados de predicéo
de patogenicidade. Outras 13 alteracdes raras, com frequéncia alélica < 0,05, e
preditas como patogénicas em pelo menos trés bancos de dados, foram
detectadas em no maximo dois individuos cada uma.

Na busca de novos genes de predisposicdo foram selecionadas as alteracdes
presentes em pelo menos quatro individuos, reportadas com frequéncia alélica <
0,05 em bancos de dados 1000 Genomas e 6500 Exomas, o que resultou em 911
SNPs. Destas, 287 eram exdnicas e ndo sindnimas. O numero de alteracdes foi
reduzido para 50 quando consideradas apenas as alteracGes patogénicas em pelo
menos trés bancos de dados de patogenicidade.

As 50 variantes patogénicas identificadas estavam mapeadas em 50 genes
distintos, que potencialmente podem estar associados com a predisposicdo aos
tumores de mama e tireoide. Destes 50 genes, 46 codificavam proteinas que
apresentam interacdo com outras proteinas. Quarenta e um por cento destes
genes foram classificados de acordo com sua ontologia génica em Organizagédo
Celular, 11% em Sinalizacdo e Transporte, 7% em Transcri¢cdo, 11% em
Manutencdo do Genoma, 9% em Metabolismo de Proteinas, 4% em Outros
Metabolismos, 2% em Traducdo e 15% ndo possuiam classificacdo.

Interessantemente, 13 genes alterados interagiam com genes de alta e baixa
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panetrdncia previamente descritos como associados as sindromes de
predisposicdo ao cancer.

A busca de vias potencialmente desreguladas revelou a via de sinalizagdo Rapl e
via de sintese de horménio tireoidiano. A via de sinalizacdo Rapl confirma
resultados prévios descritos em carcinomas papiliferos de tireoide. A segunda
via revelou o envolvimento dos genes PLCB3 e PAXS, cujas alteracdes estéo
presentes em 10 pacientes diferentes, inclusive segregando nos pacientes das
familias | e Il. As alteragdes nestes dois genes sdo mutuamente exclusivas entre
os pacientes. Em adicdo, 10 individuos ndo aparentados apresentam alteracdes
em genes desta via.

Os membros das familias |1 e 1l possuem alteracGes que segregam entre 0s
individuos avaliados, contudo ndo compartilham nenhuma variante detectada
nesta primeira etapa de analise de dados.

Foram encontradas mutacbes em genes recentemente descritos em literatura
como associados com CT e ou CM hereditarios, incluindo HABP2, SRRM2 e
PARPA4.

A variante HABP2 ¢.1601G>A foi selecionada para confirmacdo dos achados e
analise de segregacdo por estar presente em homozigose em um individuo de
nossa casuistica, resultante de casamento consanguineo. A alteracdo foi
encontrada segregando na familia do paciente 7 a da paciente 9, tanto em
individuos com cancer como em individuos que ndo manifestaram a doenca até
0 presente momento. No entanto, em ambas as familias dos pacientes 7 e 9, dois
familiares com CM e CT, respectivamente, ndo eram portadores de HABP2
c.1601G>A.

O SNP MUS81 ¢.1292G>A foi encontrado segregando na paciente 9 e em todos
seus os familiares avaliados. Levando em conta esta analise de segregacdo, a
funcdo do gene MUS8L e a analise de modelagem de proteina, a variante MUS81
€.1292G>A parece contribuir com a predisposicdo dos tumores de mama e
tireoide em sua forma hereditéria.

O pipeline de andlise desenvolvido para este estudo revelou seu potencial para
0s objetivos propostos, viabilizando a identificacdo de alteracdes de base Unica
em genes de alta e baixa penetrancia assim como em novos genes candidatos.

Também mostrou-se confidvel com a confirmagdo de algumas variantes testadas.
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