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RESUMO

Introducéo: Estima-se que 5 a 10% de pacientes com cancer sdo portadores de uma Sindrome de
Predisposicdo Hereditaria ao Céancer (SPHC). Embora uma parcela desses pacientes preencha os
critérios clinicos classicos das SPHC, varios ndao apresentam mutag¢des nos principais genes ja descritos
nestas sindromes. Objetivo: Identificar variantes germinativas em pacientes com cancer de mama e
colorretal com histéria pessoal e/ou familiar destes tumores. Pacientes e Métodos: O sequenciamento
total do exoma foi utilizado para investigar alteracdes germinativas em seis pacientes que preenchem os
critérios da sindrome do cancer de mama e ovario hereditario (HBOC), cinco deles também
apresentaram cancer colorretal. Sete parentes de trés familias também foram incluidos no estudo. As
variantes detectadas foram anotadas e filtradas usando o programa VarSeq v.2.2.2 (Golden Helix,
Bozeman, MT). Variantes raras (< 1% em bancos de dados) que passaram pelos controles de qualidade
e que ndo foram classificadas como benignas ou possivelmente benignas foram selecionadas para
analises subsequentes. Foram também investigadas variantes no nimero de copias (CNVs) de DNA
raras (p <0,001). Os achados foram comparados com as alteracdes germinativas ja descritas em canceres
no COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/census). Resultados: Foram identificadas seis variantes
patogénicas (P), cinco provavelmente patogénicas (LP), 2121 variantes de significado incerto (VUS) e
1848 CNVs. ZDHHC11B (c.780C>G) (P) e XPC ¢.2348C>T (VUS) presentes em membros da familia
1 podem ter papel na predisposicéo hereditaria ao cancer. Na familia 2 ndo foram identificadas variantes
candidatas & predisposicdo hereditaria. Contudo, dois membros desta familia apresentaram CNVs em
BCL3 (19913) e CARD11 (7p22.2), coincidentes com regifes de sitios frageis. Todos os individuos
testados da familia 3 apresentaram a variante LP em NOS3 (p.Pro115Glyfs*3), um gene candidato ao
risco de cancer nesta familia. A probanda da familia 3 apresentou uma perda heterozigota nos genes
ROBO1 e ROBO2, os quais foram previamente descritos na sindrome do cancer de mama e colorretal
hereditarios. A irmd gémea da probanda da familia 3 (ndo afetada) apresentou perda heterozigota em
MUTYH (patogénica), um gene associado ao risco aumentado de desenvolver cancer colorretal e polipos
adenomatosos. Os membros da Familia 3 apresentaram delecbes em regides de sitios frageis
(MACROD2, LRP1B, DMD, PTPRD). Dois probandos (pacientes 11 e 13) apresentaram delecdo
heterozigota no gene PMS2, o qual esta associado a Sindrome de Lynch, e ganhos em POLE2, um gene
associado a predisposicdo hereditaria ao cancer colorretal. A paciente 13 também era portadora da
variante PTCH1(c.140G>T), previamente associada a HBOC. A paciente 12 apresentou a variante WRN
€.95A>G (VUS), um candidato a predisposicdo hereditaria ao cancer. Seis probandos apresentaram
variantes em genes descritos como alvos para terapia ou associados ao prognoéstico. Conclusdo: Foram
identificadas variantes e CNVs germinativas com potencial de risco ao desenvolvimento de SPHC, além

de alteracGes em genes ja descritos como marcadores progndsticos e/ou alvos acionaveis de tratamento.

Palavras-chave: cancer de mama, cancer colorretal, sequenciamento total do exoma, sindrome de

predisposi¢do ao cancer hereditario, sindrome de predisposi¢do hereditaria ao cancer de mama e ovario.
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ABSTRACT

Introduction: It is estimated that 5 to 10% of cancer patients carry a hereditary predisposition to cancer
syndromes (HCPS). Though a set of these patients fulfill the classic clinical criteria of HCPS, several
do not present mutations in the main genes already described in these syndromes. Obijective: Identify
germline variants in patients with breast and colorectal cancer with family and/or personal history of
these tumors. Patients and Methods: whole exome sequencing was used to investigate germline
alterations in six patients that fulfill the criteria of hereditary breast and ovarian cancer (HBOC). Five
patients also presented colorectal cancer. Seven relatives of three families were also included in the
study. The detected variants were annotated and filtrated using the VarSeq v.2.2.2 software (Golden
Helix, Bozeman, MT). Rare variants (<1% in databases) that underwent quality control and that were
not classified as benign or possibly benign were selected for subsequent analyses. Rare copy number
variants (CNVs) (p <0,001) were also investigated. The findings were compared with germline
alterations described in cancers on COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/census). Results: Six variants
were pathogenic (P), alongside five probably pathogenic variants (LP), 2121 variants of uncertain
significance (VUS) and 1848 CNVs. ZDHHC11B (c.780C>G) (P) e XPC ¢.2348C>T (VUS) present in
Family 1 members may have a role in hereditary cancer predisposition. In Family 2, no candidate
variants to hereditary cancer predisposition were identified. However, two members of this Family
presented CNVs in BCL3 (19q13) and CARD11 (7p22.2), coinciding with fragile site regions. All tested
individuals of Family 3 presented the LP variant in NOS3 (p.Pro115Glyfs*3) a candidate gene to cancer
risk in this Family. The Family 3 proband presented a heterozygote loss in ROBO1 and ROBO2 genes,
which have been previously described in breast and colorectal hereditary cancer syndrome. The twin
sister of family 3’s proband (not affected) presented heterozygote loss in MUTYH (P), a gene associated
with a higher risk of developing colorectal cancer and adenomatous polyps. Family 3 members presented
deletions in fragile site regions (MACROD?2, LRP1B, DMD, PTPRD). Two probands (patients 11 and
13) presented heterozygous deletion in PMS2 gene, which is associated with Lynch Syndrome, and gains
in POLE2, a gene associated with hereditary colorectal cancer. Patient 13 also carried variant
PTCH1(c.140G>T), previously associated with HBOC. Patient 12 presented variant WRNc.95A>G
(VUS), a candidate gene to hereditary cancer predisposition. Six probands presented variants in genes
described as targets therapy or associated to prognosis. Conclusion: Germline variants and CNVs with
a potential risk of developing SPHC were identified. Additionally, alterations in genes previously

described as prognostic markers and/or actionable treatment targets were also identified.

Keywords: breast cancer, colorectal cancer, exome sequencing, hereditary cancer predisposition

syndromes, hereditary breast and ovary cancer syndrome.
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1.  INTRODUCAO

Os dados coletados pelo Global Cancer Observatory, da Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer (IARC) (https://gco.iarc.fr/) reportam que o cancer foi responsavel
por cerca de 10 milhdes de mortes no mundo em 2020 (MAO et al., 2022; PRAMESH et al.,
2022; SUNG et al., 2021). Segundo os dados do INCA — Instituto Nacional do Cancer
(https://inca.gov.br/), no Brasil estima-se 483 mil novos casos de cancer no triénio de 2023 a
2025, excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma. Espera-se um crescimento
exponencial em 50% de novos casos no mundo até 2040, resultando em uma taxa de incidéncia
significativa de aproximadamente 28,4 milhdes (SUNG et al., 2021a). O cancer de mama (CM)
destaca-se entre aqueles que mais preocupam a populagdo mundial, superando o céncer de
pulmédo em incidéncia e atingindo 2,3 milhdes de novos casos (11,7%) (BARRIOS, 2022;
GRABINSKI; BRAWLEY, 2022). O cancer colorretal (CCR) representa 10% dos casos de
cancer diagnosticados em todo o mundo, afetando principalmente homens (MORGAN et al.,
2023).

Considerado um problema mundial de saide (BRAY et al., 2018), o céancer afeta
sobretudo paises pobres e com poucos recursos (PRAMESH et al., 2022) sendo a principal
causa de morte no mundo e um forte dilema para o aumento da expectativa de vida em todos
os paises (PRAMESH et al., 2022). Esses dados refletem o envelhecimento, o crescimento
populacional e o desenvolvimento socioecondmico que, em suma, propiciaram a mudanca na
prevaléncia e distribuicdo dos principais fatores de risco para o cancer (XIA et al., 2022). Os
principais fatores de risco incluem a historia familiar de cancer, idade, tabagismo, obesidade,
exposicdo a substdncias quimicas e radiacdo, dieta pouco saudavel e infeccdes virais
(LEWANDOWSKA et al., 2019). A reducdo a exposicao a esses fatores de risco pode ajudar a
diminuir o risco geral de desenvolver a doenca (GINSBURG et al., 2017; XIA et al., 2022).
Deste modo, é de extrema importancia o rastreamento da doenca para a sua prevencao e
diagnostico precoce (GINSBURG et al., 2017; XIA et al., 2022).

O céancer é resultante do acumulo de alteragdes genéticas e epigenéticas
(LEWANDOWSKA et al., 2019; TAKESHIMA; USHIJIMA, 2019). Essas alteractes se
manifestam como aberra¢Ges cromossdmicas ou em genes particulares, as quais contribuem
para a instabilidade genética (TAKESHIMA; USHIJIMA, 2019). O céancer pode ser
classificado em esporadico ou hereditario. Dentre esses, 0s esporadicos sdo a maioria, e 0S

provenientes de variantes herdadas representam 5 a 10% dos casos (AKCAY et al., 2021a). As
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sindromes de predisposicao hereditaria ao cancer (SPHC) podem ser explicadas pela presenca
de alteracOes na linhagem germinativa de genes envolvidos na regulagéo do ciclo celular, no
sistema de reparo a erros do DNA e apoptose, entre outros (AGAOGLU; DOGANAY, 2021;
CAPELLINI et al., 2021a; CAVAILLE et al., 2021). As SPHC sdo frequentemente
caracterizadas por alteracfes genéticas que aumentam o risco de individuos de uma mesma
familia apresentarem determinados tipos tumorais. S&o caracteristicas dos portadores de SPHC:
a presenca de cancer em idade jovem, historico familiar de cancer, membros da familia e caso
indice (probando) apresentarem variantes patogénicas em genes supressores tumorais de alta
penetrancia (linhagem germinativa) e risco aumentado de desenvolvimento de mdaltiplos
tumores (AGAOGLU; DOGANAY, 2021; VILLACIS et al., 2017b).

Dentre as SPHC mais estudadas e seus respectivos genes de alta penetrancia estao
incluidas a sindrome do Cancer de Mama e Ovario Hereditarios (HBOC), caracterizada por
variantes patogénicas principalmente nos genes BRCA1 e BRCA2 (FANALE et al., 2022;
YOSHIDA, 2020). Estes dois genes sdo classificados como supressores tumorais estdo
envolvidos em aspectos fundamentais do metabolismo celular, como o reparo de danos ao
DNA, a regulacdo da expressdo genética e o controle do ciclo celular (PETRUCELLI; DALY;
PAL, 1993). O gene BRCAL esta mapeado no brago longo do cromossomo 17 (17¢g21) e codifica
uma proteina com 1863 aminoacidos (CORNELISSE; CORNELIS; DEVILEE, 1996). Sua
principal funcdo é reparar o DNA por meio da recombinacdo homoéloga por excisdo de
nucleotideos, além de regular o ciclo celular (CORNELISSE; CORNELIS; DEVILEE, 1996).
Devido a mutacGes ou inativacdo epigenética sua expressdo € reduzida promovendo a
diferenciacéo alterada da glandula mamaria e aumentado risco de desenvolvimento de cancer
de mama. Este supressor tumoral presente em todas as células é essencial para a manutencao
da integridade do genoma (CORNELISSE; CORNELIS; DEVILEE, 1996). Por sua vez, o gene
BRCAZ2 estd mapeado no braco longo do cromossomo 13 (13g12.3) e codifica uma proteina
com 3428 aminoacidos (WOOSTER et al., 1994). O produto proteico do BRCA2 interage com
a proteina RAD51 para reparar as quebras na dupla fita de DNA (CRUZ et al., 2018). As
mutacdes no gene BRCA sdo transmitidas por heranca autossémica dominante (BARETTA et
al., 2016). A potencialidade carcinogénica pode surgir em células germinativas quando ambas
as copias destes genes supressores, BRCA1 e BRCA2, perdem sua funcdo devido a mutagdes na
linhagem germinativa, seguidas por um segundo evento que silencia o gene (KOTSOPOULOS,
2018). Quando esses genes perdem sua funcao, eles sdo incapazes de controlar o ciclo celular,
estimular o sistema de reparo ou a apoptose, o que pode levar a efeitos carcinogénicos
(BARETTA et al., 2016; KOTSOPOULOS, 2018).
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Outros exemplos de SPHC incluem a Sindrome de Lynch (SL), a Polipose Adenomatosa
Familiar (FAP e a Sindrome de Li Fraumeni (LFS). A SL estd associada ao risco de
desenvolvimento de tumores colorretais e é caracterizada pela presenca de variantes
patogénicas em genes do sistema de reparo a erros de pareamento do DNA (MMR — Mismatch
Repair) (para reviséo, YU et al., 2017). Os principais genes envolvidos nessa condi¢éo incluem
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e EPCAM. A FAP est4 associada a variantes no gene APC, o qual
é responsavel por codificar uma proteina que regula a replicacdo do DNA e a divisdo celular
(para revisdo, CAPELLINI et al., 2021b; L1 et al., 1988; NICHOLS et al., 2001; PIOMBINO
et al., 2020). A Sindrome de Li-Fraumeni (LFS) tem heranca autossdbmica dominante e alta
penetrancia, e, é caracterizada por variantes patogénicas no gene TP53 (L1 et al., 1988), O TP53
€ um supressor tumoral, responsavel por codificar a proteina p53 que desempenha um papel
critico na regulacédo do crescimento e divisao celular, monitorando os danos ao DNA e iniciando
0 reparo ou induzindo a morte celular se o dano néo for passivel de reparo (HASSIN; OREN,
2023). Em células saudaveis a proteina induz a expressdo dos genes GADDA45,
WAF1/p21/CIP1, cyclinG, Bax e MDM2) que regulam a parada do ciclo celular e a apoptose
(HONDA; TANAKA; YASUDA, 1997). Além disso, os niveis de proteina p53 sdo mantidos
baixos por meio da degradacdo proteassdbmica constitutiva, instruida pelo MDM2, que é o
principal inibidor de p53 (HONDA; TANAKA; YASUDA, 1997). A func¢éo da p53 pode ser
interrompida devido a mutacGes no gene TP53, levando ao surgimento de diversos tipos de
cancer (DE ANDRADE et al., 2021). As variantes de TP53 podem ser agrupadas em trés
categorias principais com base em suas consequéncias funcionais: 1) variantes que levam a
perda de funcdo (LOF) e resultam em haploinsuficiéncia; 2) variantes que conferem ganhos de
fungédo (GOF); e 3) variantes que comprometem as atividades de transativagdo e apresentam
efeito dominante negativo (DE ANDRADE et al., 2021). Tumores que possuem mutacdes no
TP53 tendem a se desenvolver mais rapidamente, responder inadequadamente aos tratamentos
antitumorais e apresentar um prognostico desfavoravel (HU et al., 2021a). Assim, a utilizagéo
de terapias direcionadas ao TP53 & uma estratégia promissora no combate ao cancer (OLIVIER;
HOLLSTEIN; HAINAUT, 2010).

Embora muitos pacientes se enquadrem nos critérios clinicos das SPHC, um nimero
significativo ndo apresentam variantes patogénicas nos genes de alta penetrancia ou em genes
ja descritos anteriormente como associados a tais sindromes (GARBER; OFFIT, 2005a;
VILLACIS et al., 2017b). Este fato dificulta o diagndstico preciso de um cancer hereditario
(GARBER; OFFIT, 2005b). Estudos apontam que cerca de 30% dos pacientes com LFS néo
possuem variantes no gene TP53 (VARLEY et al., 1997). Em um estudo envolvendo 2.365
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individuos, pertencentes a 116 familias brasileiras distintas com suspeita de SL, 61,2% dos
casos ndo apresentaram variantes nos genes de reparo a erros de pareamento (CARNEIRO DA
SILVA et al., 2015). Em um estudo com 21.401 familias alemds, aproximadamente 76% dos
pacientes analisados com HBOC ndo apresentaram variantes patogénicas nos genes BRCA1 e
BRCA2 (KAST et al., 2016). Os avancos na tecnologia de sequenciamento tém permitido a
identificacdo de variantes funcionais em outros genes associados ao risco de desenvolvimento
das SPHC. Estes achados contribuem para o aconselhamento genético e adocao de medidas de
rastreamento precoce, 0s quais permitem o desenvolvimento de estratégias de reducéo de risco
mais efetivas (FELICIO et al., 2021) a fim de detectar o tumor em estagio inicial e, assim,
receber o tratamento adequado (HUANG et al., 2021).
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5. CONCLUSAO

No presente estudo, utilizando os critérios estabelecidos pelo ACMG e ClinVar, foram
detectadas cinco variantes P, 39 LP e 2.161 VUS. Nao foram observadas variantes em genes
classicos associadas ao fenétipo das familias aqui estudadas, como BRCALl e BRCA2.
Entretanto, este estudo permitiu a identificacdo de novos genes potenciais na predisposicdo
hereditaria ao cancer de mama e cancer colorretal assim como marcadores prognosticos e alvos
acionaveis de drogas. A seguir, serdo listadas as variantes mais relevantes identificadas.

Foram identificadas variantes em supressores tumorais e oncogenes que podem ter atuar
como um fator de risco ou terem papel progndéstico. Todos os membros investigados da familia
1 apresentaram as variantes em XPC ¢.2348C>T (probanda e filha I11-1), EP300 c.6418G>A
(probanda e filha I11-1) e ZDHHC11B ¢.780C>G. A familia 2 ndo apresentou variantes
relacionadas ao risco da doenga. Na familia 3, foram identificadas as variantes em NOS3
p.Pro115Glyfs*3 (probanda IV-1, mée 1l1-2 e irm& IV-1l), XPA ¢.89G>A (NM_000380.4)
(probanda e mée 1V-2) e NOTCH2 ¢.4922A>C (NM_024408.4) (probanda e mée (IV-2). A
paciente 12 apresentou uma variante em WRN ¢.95A>G e a paciente 13 apresentou a variante
em PTCHL1 c.140G>T. Estes achados destacam a importancia desses genes na predisposi¢ao ao
cancer nessas familias e sugerem a necessidade de investigacdes adicionais para compreender
melhor o seu impacto e possiveis implicacdes clinicas.

Ao todo, foram identificadas 20 variantes em marcadores progndsticos. Esses resultados
fornecem informacGes valiosas sobre o perfil genético dos pacientes, ajudando a direcionar o
tratamento de forma mais individualizada e a melhorar as perspectivas de sobrevivéncia e a sua
qualidade de vida. Além disso, 13 variantes ocorrem em genes candidatos a alvos acionaveis
de tratamento.

A presenga de CNVs raras foi um achado frequente na maioria dos pacientes do estudo.
Interessantemente, membros das familias 2 e 3 apresentaram CNVs em genes que se mapeiam
em regides de sitios frageis. Estas regides sdo propensas a alta instabilidade genética, podendo
ser uma possivel explicacdo para o risco aumentado de tumores nestas familias. Essa hipotese
é reforcada pelo fato de que regibes de sitios frageis serem herdadas. A presenca de CNVs
nessas regides especificas fornece uma explicagédo alternativa para o fenotipo observado nos
pacientes, ampliando nosso entendimento sobre os mecanismos genéticos subjacentes ao
desenvolvimento tumoral.

Adicionalmente, a analise das CNVs revelou alteracdes nos genes PMS2 e POLE2.0

gene PMS2 ¢ um componente fundamental do sistema de reparo a erros de pareamento do DNA.
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Foi identificada uma delecdo heterozigota no gene PMS2 nas pacientes 11 e 13 e um ganho
significativo na paciente 12. A primeira pode estar associada a predisposi¢cdo ao cancer,
entretanto o ganho em PMS2 esta localizado em uma regido de sobreposicdo com o pseudogene
e, portanto, ndo podemos afirmar se ha relevancia para o fendtipo. O ganho em POLE2 nas
pacientes 11 e 13 é um achado significativo, pois mutacGes nesse gene estdo associadas a
sindrome de predisposicdo ao cancer colorretal e cncer de endomeétrio.

Um dos grandes dilemas do sequenciamento € a identificacdo de VUS e seu papel no
risco da doenca. Neste estudo foram identificadas varias VUS em genes com relevancia para o
fendtipo em estudo. Entretanto, hd a necessidade de andlises adicionais, como ensaios
funcionais para confirmar sua associacdo ou especificidade com o fenétipo acrescida de novos
dados que possam ser disponibilizados em literatura.

A analise do sequenciamento do exoma em familias com cancer de mama e colorretal
permitiu identificar variantes de potencial significado para o fen6tipo além de alteracdes que

podem contribuir como marcadores prognosticos e alvos terapéuticos.
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