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RESUMO

Duarte, Kelly Gomes. Analise da presenca de muta¢gfes germinativas em genes
de reparo do DNA em pacientes portadores de cancer de prostata
localizado0.2019. 101 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Introducédo: No Brasil, 0 cancer de préstata é a neoplasia mais prevalente entre 0s
homens excluindo-se os tumores de pele ndo melanoma, as estimativas segundo o
Instituto Nacional de Céancer sao de 68.220 novos casos para o biénio 2018-2019.
As recomendacfes para o rastreamento € o0 esclarecimento quanto aos riscos e
beneficios ao paciente em homens a partir dos 50 anos. A estratificacdo de risco
com base nos achados genéticos, podem auxiliar na detec¢ao de individuos com
maior chance de desenvolver a doencga, direcionando o rastreamento, bem como
selecionar pacientes para determinadas terapias (medicina personalizada). Nao
existem dados brasileiros relativos a andlise de variantes patogénicas em genes de
reparo do DNA nos pacientes portadores de cancer de prostata localizado, assim
como nenhum outro estudo publicado teve como alvo apenas pacientes jovens.
Objetivo: analisar a presenca de variantes germinativas em 8 genes de reparo do
DNA (BRCA1, BRCA2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e TP53), em pacientes
portadores de cancer de prostata localizado com idade inferior a 60 anos. Pacientes
e Métodos: Foram selecionados 30 pacientes diagnosticados com céancer de
préstata localizado no Hospital das Clinicas da FMRP com a participacdo de forma
voluntaria mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
O sequenciamento de nova geracao em painel multigénico foi realizado a partir do
DNA extraido das amostras. Resultados: Os dados clinicos e demogréficos dos
pacientes foram obtidos, para a caraterizacdo das amostras. Foi analisado as
variantes presentes nos genes alvos, e apos a aplicacado dos filtros, 102 variantes
foram identificadas nos genes BRCA1, BRCA2, EPCAM, MLH1, MSH6 e PMS2,
sendo o BRCAL1 o gene mais mutado. Quatro novas variantes foram identificadas
em nosso estudo, juntamente com inimeros polimorfismos nunca antes associados
ao cancer de prostata. Variantes descritas na literatura associada ao cancer foram
relacionadas ao historico familiar de alguns pacientes. Concluséo: Nossos dados
contribuem para a comunidade genética com um perfil de mutac6es em pacientes
com cancer de prostata localizado no Brasil, bem como trés quatro novas variantes.

Palavras chave: cancer de prostata, genes de reparo do DNA, sequenciamento de
nova geragao, rastreamento, medicina personalizada.



ABSTRACT

Duarte, K. G. Germeline mutations of DNA repair genes in patients with
localized prostate cancer. 2019. 101 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2019

Introduction: In Brazil, prostate cancer is the most prevalent cancer among men,
excluding non-melanoma skin tumors, according to the National Cancer Institute
estimates of 68,220 new cases for the 2018-2019 biennium. Recommendations for
screening are clarification on the risks and benefits to the patient in men aged 50
and over. Risk stratification based on genetic findings may help detect individuals
most likely to develop the disease by directing screening as well as selecting patients
for certain therapies (personalized medicine). There are no Brazilian data on the
analysis of pathogenic variants in DNA repair genes in patients with localized
prostate cancer, as no other published study has targeted only young patients.
Objective: To analyze the presence of germline variants in 8 DNA repair genes
(BRCA1, BRCA2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 and TP53) in patients with
localized prostate cancer under 60 years of age. Patients and Methods: Thirty
patients diagnosed with prostate cancer located at the FMRP Hospital das Clinicas
were selected, with voluntary participation by signing the Informed Consent Form.
Next generation sequencing in multigenic panel was performed from the extracted
DNA of the samples. Results: The clinical and demographic data of the patients
were obtained for the characterization of the samples. The variants present in the
target genes were analyzed, and after the application of the filters, 102 variants were
identified in the genes BRCAL1, BRCA2, EPCAM, MLH1, MSH6 and PMS2, with
BRCAZ1 being the most mutated gene. Four new variants were identified in our study,
along with numerous polymorphisms never before associated with prostate cancer.
Variants described in the literature associated with cancer were related to the family
history of some patients. Conclusion: Our data contribute to the genetic community
with a mutation profile in prostate cancer patients located in Brazil, as well as three
four new variants.

Key words: prostate cancer, DNA repair genes, next generation sequencing,
screening, personalized medicine.
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1. INTRODUCAO

1.1. Céancer de Préstata

O cancer é um problema de saude publica, sua prevaléncia aumenta néo so
devido ao crescimento e envelhecimento populacional como também a presenca de
fatores de risco genéticos e comportamentais. Apesar dos altos investimentos em
pesquisa e campanhas de educacdo, o numero de casos novos de diversas
neoplasias continua a aumentar (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

A glandula prostética faz parte do aparelho reprodutor masculino, sendo
responsavel a producdo do liquido prostético, responsavel pela alcalinizacdo da
uretra. O cancer de prostata (CaP) é a neoplasia mais frequente do homem
excetuando os tumores cutédneos ndo melanoma. Foram estimados 1.276.106
casos novos de CaP no mundo em 2018, estes correspondem a 7,1% de todos
casos novos de cancer; e 358.989 mortes, que representam 3,8% de todos as
mortes por neoplasias no mundo(BRAY et al., 2018). O National Cancer Institute
estimou 174.650 novos casos de CaP e 31.620 mortes nos Estados Unidos para
ano 2019 (HOWLADER et al., 2019). O Brasil € um dos paises em que a doenca
apresenta maior prevaléncia, com aproximadamente 68.000 casos novos estimados
para cada ano do biénio 2018-2019, equivalente a um risco estimado de 66,12
novos casos para cada 100 mil homens (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

As politicas de rastreamento tém contribuido para a queda da mortalidade
devido ao CaP. A Sociedade Brasileira de Urologia recomenda o rastreamento para
a deteccao precoce do CaP, ap0s esclarecimento quanto aos riscos e beneficios ao
paciente, para homens a partir dos 50 anos, individuos com fatores de risco devem
iniciar o rastreamento a partir dos 45 anos. As ferramentas utilizadas para a
deteccdo precoce sdo: o toque retal e a dosagem sérica do antigeno prostético
especifico (PSA). Utilizando esta abordagem, a mediana da idade ao diagnostico
tem apresentado queda, caindo de 72 para 66 anos (HOWLADER et al., 2019).
Entretanto, homens jovens, com menos de 60 anos, apresentam maior mortalidade

cancer especifica, levantando a hipotese que o processo de carcinogénese possa
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ser biologicamente diferente quando comparado aos individuos mais velhos
(THORSTENSON et al., 2017).

A etnia também aparece como marcador para o desenvolvimento e presenca
de doenca mais agressiva. Nos Estados Unidos homens afro-americanos (AA)
apresentam maior risco e doenca mais agressiva ao diagnostico quando
comparados aos caucasianos. Fatores genéticos, moleculares e socioecondmicos
tém sido imputados como causadores destes achados (SMITH; EGGENER,;
MURPHY, 2017).

1.2. Genética x Cancer de Prostata

Varias causas tém sido imputadas na génese do CaP. Devido a fraca relacao
entre os fatores comportamentais e o desenvolvimento desta neoplasia, alteracdes
genéticas tém sido cada vez mais estudadas. Dentre os fatores genéticos estdo
agueles relacionados com a etnia dos pacientes. Genes e vias de sinalizagéo
importantes, relacionadas ao desenvolvimento do CaP, estdo expressos

diferentemente em grupos étnicos distintos (POWELL et al., 2013).

A variagcdo na sequéncia de DNA que afeta somente uma base, é
denominada como Single Nucleotide Polymorphism (SNPs). Os SNPs tem sido
relacionados ao aumento do risco de varias neoplasias, a presenca de
polimorfismos especificos pode aumentar o risco de CaP em até 46% (ZHENG et
al., 2008). Mais de 100 polimorfismos associados ao maior risco de CaP ja foram
descritos identificados, principalmente em homens jovens com histérico familiar
para a doenca (EELES et al., 2008; EELES; RAGHALLAIGH, 2018; ZHANG et al.,
2019; ZHENG et al., 2008).

Polimorfismos especificos também estéo vinculados a etnia, este fato pode
ser evidenciado pelo aumento do risco de CaP na populagdo asiética estar
relacionado a polimorfismos diferentes dos apontados como fator de risco para a
populacdo afro-americana (CHEN et al., 2018; DAREMIPOURAN et al., 2019;
KANG et al., 2018).
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A importancia das informacdes genéticas geradas pode ser observada com
a construcdo de ferramentas com o intuito de predizer o risco de um individuo
apresentar CaP. O Genetic Risk Score (GRS), através da analise de polimorfismos
especificos, estima o risco de um individuo vir a apresentar CAP (HELFAND et al.,
2018).

O surgimento do Next Generation Sequencing (NGS) foi um marco
importante para o estudo genético de diversas doencas. Esta metodologia,
amplamente disseminada, é utilizada cada vez mais com o intuito de se conhecer
assinaturas genéticas e as vias envolvidas nos processos de génese e
disseminacdo de diversos tumores (BACA et al., 2014; BERGER et al., 2011;
LAPOINTE et al., 2007; NETWORK, 2016; TAYLOR et al., 2011).

1.3. Cancer Hereditério

A compreensdo dos fatores hereditarios envolvidos no aparecimento de
diversas neoplasias tém sido foco de interesse. O advento das ferramentas
moleculares e genéticas tém auxiliado no entendimento e desenvolvimento de

novas estratégias terapéuticas e diagndsticas.

A maioria dos casos de CaP é causado por variantes esporadicas (GANDHI
et al., 2018), entretanto, mutacdes germinativas em genes de reparo do DNA tém
sido descritas como responsaveis pelo CaP na sua forma hereditaria. (PETRIDIS et
al., 2019; SOKOLENKO et al., 2015). Até 0 momento estudos descreveram 167 loci
relacionados a susceptibilidade ao CaP (BENAFIF; KOTE-JARAI; EELES, 2018;
SCHUMACHER et al., 2018).

1.4. Reparo do DNA e cancer de préstata

O reparo do DNA é um conjunto de processos que tem como objetivo a
identificagdo e correcdo de danos no DNA. Os mecanismos de reparo estédo
constantemente ativos durante o ciclo celular, mais precisamente durante a fase G2

apos a replicacdo, antes da divisdo dos cromossomos. Quando esses mecanismos
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falham a apoptose celular ndo ocorre, e lesdes como single-strand break, single-
base damage, crosslinks, bulky lesions, mismatch e double-strand break podem
perpetuar uma célula danificada. A Capacidade de reparacdo de danos €

imprescindivel para manter a estabilidade gendmica (BERNSTEIN et al., 2002).

Varios sao os fatores causadores de danos ao DNA. Os agentes alquilantes,
a radiacdo eletromagnética, as espécies reativas de oxigénio, a radiacéo
ultravioleta, mutagénicos quimicos e colapsos na forquilha de replicacdo, séo os
principais agressores do material genético. Uma vez detectado o erro vias
especificas de reparo séo ativadas.

As principais vias de reparo sao Mismatch Repair (MMR), Base Excision
Repair (BER), Nucleotide Excision Repair (NER) e Double-Strand Break (DSB)
Recombinational Repair, que inclui a via Nonhomologous End-Joining (NHEJ) e a
Homologous Recombinational Repair (HHR) (BERNSTEIN et al., 2002; MATEO et
al., 2017).

Em caso de falha nos mecanismos de reparo, a vulnerabilidade celular
aumenta, aumentando a instabilidade do genoma, podendo desencadear o
processo de tumorigénese. Variantes nos genes de reparo foram encontradas em
aproximadamente 8 a 10% no tecido tumoral de pacientes portadores de CAP
localizado, e em 20 a 25% de tumores metastaticos (FRASER et al.,, 2017;
NETWORK, 2016; PRITCHARD et al., 2016a). Entretanto, aproximadamente 8% a
12% dos pacientes com CaP avancado podem ser portadores de mutacdes
germinativas relacionadas ao controle de proliferacéo celular (PRITCHARD et al.,
2016b).

1.5. Genes de reparo do DNA

° BRCA1

O BRCAL1 é um gene codificador constituido por 24 éxons e esta localizado
no cromossomo 17g21.31 (Figura 1). Esse gene é dividido em trés regides: um
dominio N-terminal conhecido como RING, uma parte central com estrutura nao
codificadora, e dominio BRCT no C-terminal (VENKITARAMAN, 2014). O dominio
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RING interage com outras proteinas, como o BARD1, e formam um complexo que
atua no processo de reparo das DSBs (WU et al., 1996). (WU et al., 1996). O outro
dominio BRCT, com 85 a 95 aminoacidos, medeia as interacfes entre proteinas,
esse dominio também é encontrado em proteinas envolvidas no processo de reparo

e regulacao do ciclo celular (HUYTON et al., 2000).

Figura 1. Localizacdo do gene BRCA1 no cromossomo 17.
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Fonte: <https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BRCA1&keywords=brcal>.

O gene BRCAL é considerado um supressor tumoral apresentando fungéo
nos mecanismos de reparo do DNA, controle do ciclo celular, remodelamento de
cromatina, ubiquitinizacdo. O mecanismo de acdo do BRCALl consiste na
neutralizacdo de um fator do NHEJ apds a formacao de DSBs, podendo ocasionar
a interrupgao da funcionalidade do gene, consequentemente ocasionando defeitos
nas suas funcdes (ANANTHA et al., 2017).

As variantes germinativas no BRCA1l apresentam uma relacdo bem
sedimentada nos tumores de mama e ovario, além do mais, diversas decisbes
terapéuticas sdo baseadas na presenca ou auséncia de mutacdes neste gene
(METCALFE et al., 2010; POVEDA et al., 2019; URBINA-JARA et al., 2019).
Variantes no BRCA1 foram identificadas em judeus Ashkenazi portadores de
neoplasia prostatica. Outros autores também demonstram que alteracdes neste
gene além de aumentar o risco de CaP, podem a manifestagdo da doenca na sua
forma mais agressiva (KIRCHHOFF et al., 2004; LECARPENTIER et al., 2017
LEONGAMORNLERT et al., 2012).
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° BRCA 2

O BRCA2 é um gene constituido por 27 éxons e esta localizado no
cromossomo 13g13.1 (Figura 2). Este gene atua como um supressor tumoral,
codificando proteinas importantes para a estabilidade genémica, reparo do DNA e
regulacao transcricional. Mutacdes no BRCA2 estéo diretamente relacionadas ao
desenvolvimento de neoplasias, principalmente os tumores de mama e ovario
(LORD; ASHWORTH, 2016). Os produtos génicos do BRCA1 e BRCA2 atuam em
uma via comum importante para a integridade do genoma e manutencao da

estabilidade cromossémica.

Figura 2. Localizagdo do gene BRCA2 no cromossomo 13.
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Fonte:< https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BRCA2&keywords=brca2>.

No CaP variantes no BRCA2 sdo mais frequentes em tumores metastaticos
do que em tumores localizados, estando associado a menor sobrevida e progressao
rapida da doenca (EDWARDS et al, 2010; PRITCHARD et al., 2016b;
TRYGGVADOTTIR et al., 2007). Pacientes portadores de variantes no BRCA2
apresentam maior risco de mortalidade cancer especifica quando comparados aos
pacientes com variantes no BRCA1 (OH et al., 2019). Fatores comportamentais
como etilismo, tabagismo e a incidéncia de cancer familiar de CaP foram associados
a presenca de variantes patogénicas do BRCA2 (MOMOZAWA et al., 2019).

° EPCAM

Estruturalmente o gene EPCAM € composto por um dominio N-terminal de

242 aminoacidos, um dominio transmembrana e outro citoplasmatico com um C-
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terminal, e estd localizado no braco curto do cromossomo 2p2l (Figura 3)
(SCHNELL; CIRULLI; GIEPMANS, 2013).

Figura 3. Localizagéo do gene EPCAM no cromossomo 2.
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Fonte:< https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=EPCAM&keywords=epcam>.

O EPCAM é responsavel pela producdo de uma proteina que atua na adesao
celular, nomeada Epithelial cell adhesion molecule (EpCAM). A EpCAM é uma
glicoproteina transmembrana do tipo | que foi originalmente identificada como um
antigeno tumoral devido ao seu alto nivel de expressdo em neoplasias epiteliais
(SCHNELL; CIRULLI; GIEPMANS, 2013; STRNAD et al., 1989). Essa proteina
libera um dominio intracelular, que auxilia na retransmisséo de sinais extracelulares
para o nucleo da célula, esse dominio se associa a outras proteinas no nucleo,
formando um complexo capaz de regular a atividade de diversos genes envolvidos
na proliferacdo, diferenciacdo e migracao celular (NI et al., 2012). Seu papel como
um oncogene também tem sido evidenciado por regular positivamente o gene c-myc
e 0 um cluster de ciclinas (LINNENBACH et al., 1993; MUNZ et al., 2004).

Em estudos de linhagens celulares, a EpCAM foi altamente expressa em
tumores primérios e metastaticos de CaP, bem como associada a um pior
prognostico da doenca (BENKO et al., 2013). A expressao da EpCAM em células
tumorais circulantes (CTCs) de amostras de pacientes com CaP metastatico
resistente a castragdo tratados com docetaxel, também foi associada a alteracdes

na proliferacdo celular, génese tumoral e quimiossintese (OKEGAWA et al., 2016).


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=EPCAM&keywords=epcam

Introducao 9

° Mismatch Repair (MMR)

O Mismatch Repair (MMR) constitui 0 mecanismo de vigilancia do genoma,
responsavel por reparar os nucleotideos que foram erroneamente incorporados
durante o processo de replicacdo do DNA. Para a realizagéo das funcdes de reparo,
0 MMR necessita fundamentalmente de seis proteinas: MSH2, MLH1, PMS1, PMS2,
MSH6 e MLH3 (BELTRAN et al., 2015).

Danos ou perda da heterozigose (LOH) em genes do complexo MMR na linha
germinativa € comumente associado ao risco de desenvolvimento de CaP em
pacientes portadores da Sindrome Lynch (SL) (DOMINGUEZ-VALENTIN et al.,
2016; HARALDSDOTTIR et al., 2014). Estudos em linhagens celulares de CaP
demonstraram perda da expressao proteica do MLH1, MLH2 e PMS2 (CHEN et al.,
2001). Somando-se a este fato, a presenca de SNPs também pode influenciar no
processo de tumorigénese, principalmente quando as alteragbes ocorrem nos
genes MLH1, MLH2 e PMS2 (LANGEBERG et al., 2010; ROSTY et al., 2014).

O MutL homolog 1 (MLH1) € um gene supressor tumoral composto por 21
éxons, localizado no cromossomo 3p22,2, (Figura 4). Mutacdes neste gene séo
frequentes no cancer de colon hereditario ndo poliposo (CCHNP). Um estudo
revelou variantes nos genes MSH2, MLH1 e MSH6 em 28 pacientes que
apresentavam CaP em uma amostra e 1609 portadores de SL (PILIE et al., 2017).
Uma variante patogénica do MLH1 também foi detectada em portadores de CAP

com menos de 55 anos.

Figura 4. Localizagdo do gene MLH1 no cromossomo 3.
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Fonte:< https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MLH1&keywords=mlh1>.
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O MutS homolog 2 (MSH2) é composto por 21 éxons e esta localizado no
cromossomo 2p21 (Figura 5). Variantes nesse gene tém sido relacionadas a
diversas neoplasias do trato génito-urinario, gastrointestinal e tumores cerebrais
(DOMINGUEZ-VALENTIN et al., 2019). Também foram encontradas mutacdes
patogénicas bi alélicas nos genes BRCA2, NBN, MSH2 e MLH1 em pacientes

portadores adenocarcinoma prostatico (LOTAN et al., 2019).

Figura 5. Localizacdo do gene MSH2 no cromossomo 2.

pll.2
oll.2
ogl3

old.1
ogld.2
old.3
g22.1
022.3
0233
g2d.1
g2d.2
2.3
g31.1
g32.1
g32.3
g33.1
§33.3
o3

[

36,1
o363
437.1
437.3

s [
- -

p23.3
pe2.3
p2l

plf.3
pl6.1

—
[ T e .
[ Y oY B
[ I v v I v

i3

Fonte: <https://www.genecards.orqg/cqgi-bin/carddisp.pl?gene=MSH2&keywords=msh2>.

Variantes em sequéncias repetitivas em trechos do DNA sao definidas como
instabilidade de microssatélite (MSI), um estudo utilizando técnicas de
imunohistoquimica revelou que individuos com adenocarcinoma prostatico primario
e carcinoma prostatico de pequenas células apresentavam MSI, perda da proteina
MSH2, e inativacdo bialélica do gene MSH2, os achados foram validados
posteriormente por NGS (GUEDES et al., 2017). Em linhagens celulares de CaP a
proteina hMSH2 igualmente apresentou perda de expressdo, bem como delecdes
homozigéticas dos éxons 9 a 16, causando truncamento proteico (LEACH et al.,
2000).

O MutS Homolog 6 (MSH6) é um gene constituido por 12 éxons, encontra-se
localizado no cromossomo 2p16.3 (Figura 6). As proteinas do MMR, como MSHS6,
PMS2 e MLH1 apresentam um papel fundamental na regulacdo da carcinogénese,
evidenciado em um estudo com 11.000 amostras analisadas de tecidos prostaticos
normais e neoplasicos (WILCZAK et al., 2016). A superexpressdao do MSH6 foi
identificada nas células neoplasicas em 42,1% dos casos analisados, este achado
também foi associado ao pior prognéstico da doenca (ALBERO-GONZALEZ et al.,
2019).
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Figura 6. Localizagéo do gene MSH6 no cromossomo 2.
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Fonte:<https://www.genecards.org/cqgi-bin/carddisp.pl?gene=MSH6&keywords=msh6>.

O PMS1 homolog 2 (PMS2), localizado no cromossomo 7p22.1 (Figura 7),
possui 16 éxons, e forma um heterodimero MutL-alfa com o MLH1. A proteina
codificada por este gene é um componente importante para o sistema de reparo do
DNA (NICOLAIDES et al., 1995). Alberto e colaboradores observaram a perda de
expressdo do PMS2 em 2% dos pacientes com CaP. Também foi encontrado
associacao positiva entre a perda de expressao e 0 menor tempo para recorréncia
bioquimica (ALBERO-GONZALEZ et al., 2019).

Figura 7. Localizagéo do gene PMS2 no cromossomo 7.
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Fonte:< https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PMS2&keywords=pms2>.

O MSH6, MLH1 e PMS2 apresentaram niveis elevados de expressao génica
em tecidos de pacientes portadores de CaP avancado, com alto escore de Gleason
(WILCZAK et al., 2016).
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° TP53

O tumor protein p53 (TP53) é conhecido como o guardido do genoma, esse
gene estd localizado no cromossomo 17p13., constituido por 12 éxons (Figura 8).
O TP53 codifica uma proteina supressora tumoral, esta responde ao estresse
celular, regulando a expresséo de genes alvos e induzindo a parada do ciclo celular,
controla o mecanismo de apoptose e senescéncia, e influencia diretamente no
reparo de DNA (LANE, 1992). Quando danos no DNA ocorrem, o nivel da proteina
p53 aumenta, induzindo a parada do ciclo celular ou a apoptose. Células com
deficiéncia funcional nessa proteina, sdo geneticamente instaveis (KUERBITZ et al.,
1992).

Figura 8. Localizac&o do gene TP53 no cromossomo 17.
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Fonte:< https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TP53&keywords=tp53>.

MutacBes germinativas no TP53 estdo associadas a sindrome de cancer
familiar Li-Fraumeni, caracterizada pelo risco aumentado de desenvolvimento de
diversas neoplasias (MALKIN, 1994).

O gene TP53 foi 0 mais frequentemente alterado em uma analise do perfil
genbmico de pacientes com CaP primario e metastético, estando presente em
43,5% das variantes encontradas (CHUNG et al., 2019). Mutac¢des no TP53 também
foram descritas no tecido prostatico de pacientes portadores de CaP. Neste estudo
foram detectadas 148 variantes em 63 genes, entretanto 55,2% dos pacientes
apresentaram mutacdes no TP53 (IKEDA et al., 2018). Outro estudo detectou a
presenca de diferentes variantes como truncating, deep deletion, and missense no

TP53 em 18% dos pacientes portadores de CaP. O baixo nivel de expresséo do
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TP53 correlacionou-se aos escores de Gleason mais elevado e ao pior progndéstico
da doenca (SUN et al., 2019).

1.6. Implicacdes Clinicas

A identificacdo de mutagdes em genes de reparo do DNA tem recebido cada
vez mais atencdo devido as suas implicacdes clinicas, pois pode influenciar o
aconselhamento genético de familias, politicas de rastreamento e a deciséo
terapéutica a ser tomada. Nas recomendacdes de 2019 do National Comprehensive
Cancer Network (NCCN), a investigacdo da presenca de variantes nos genes de
reparo é sugerida para pacientes com historico familiar de CaP, doenca de alto risco
ou muito alto risco, localizada ou localmente avancada (independente da historia
familiar), presenca de componente histologico intraductal, ou ancestrais judeus
Ashkenazi (GIRI et al., 2018; MOHLER et al., 2019).

Segundo as recomendacfes do NCCN o painel de genes avaliados deve
incluirMLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 (SL) e a recombinacdo homodloga dos genes
BRCA2, BRCALl, ATM, PALB e CHEK2. Para verificar a predisposi¢cdo ao CaP em
individuos ndo portadores, o painel deve conter no minimo os genes BRCA2,
BRCA1l, ATM, CHEK2, PALB2, MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 (MOHLER et al.,
2019).

1.7. Implicacoes terapéuticas

A Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) é constituida por uma familia de
proteinas envolvidas em importantes processos celulares, sua principal funcéo é
detectar e iniciar uma resposta celular das single stranded binding proteins (SSB)
(AME; SPENLEHAUER; MURCIA, 2004). A via PARP guando bloqueada, dificultam
0s processos de reparo em ceélulas tumorais, desencadeando o fenbmeno da
“letalidade sintética”. Esse evento ocorre quando a perda da fungdo de um gene é
compativel com a viabilidade celular, porém a perda da funcionalidade de dois
genes pode causar morte celular seletiva (AME; SPENLEHAUER; MURCIA, 2004).
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Um estudo retrospectivo verificou que pacientes portadores de mutagdes no
gene BRCA2 tratados com inibidores de PARP, apresentaram respostas
significativamente melhor ao tratamento e declinio do nivel do PSA sérico, em
comparacao aos individuos com danos em outros genes de reparo (LU et al., 2018).
Olaparib é uma droga que atua como inibidor de PARP, aprovada pelo Food and
Drug Administration (FDA) em 2014 como terapia para pacientes com cancer de
ovario tratados com quimioterapia e portadores de variantes no BRCA (KIM et al.,
2015). Estudos comprovam a eficiéncia dos inibidores de PARP no céancer de
prostata resistente a castracdo (CPRC), quando mutacdes dos genes de reparo do
DNA estdo presentes (FONG et al., 2015; KAUFMAN et al., 2015; MATEO et al.,
2015).



2. JUSTIFICATIVA
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2. JUSTIFICATIVA

A presenca de variantes germinativas patogénicas em genes de reparo do
DNA ocorre em aproximadamente 10% dos pacientes portadores de CaP localizado
(ROBINSON et al., 2015). A alta prevaléncia do CaP no Brasil, a miscigenacéo da
populacao brasileira, e a auséncia de estudos envolvendo muta¢gdes germinativas
em genes de reparo do DNA nos pacientes portadores de CaP localizado no Brasil,

justificam o0 nosso estudo.



3. OBJETIVO
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3. OBJETIVO

Verificar a presenca de variantes germinativas nos genes BRCAL,
BRCA2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e TP53, em pacientes
portadores de cancer de prostata localizado com menos de 60 anos de

idade, no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto.



4. DESENHO DO ESTUDO
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4. DESENHO DO ESTUDO

Figura 9.Desenho do estudo.

Pacientes com Cancer de Prostata
N =30

Critérios de inclusao:

- Individuos diagnosticados com cancer de
préstata com menos de 60 anos;

- Submetidos a prostatectomia radical;

- Aceitacao da participacao do estudo.

Variaveis clinicas:

- Idade ao diagnostico;

- Histérico familiar para neoplasia;

- Valor sérico do PSA ao diagnostico;

- Escore de Gleason na pega cirurgica
(classificagao ISUP);

- Estadio tumoral apds a prostatectomia radical
(PR)";

- Necessidade de tratamento complementar.

Coleta das amostras;

- Extragdo do DNA;

- Purificagao e quantificagao das amostras;

- Quantificagao das amostras;

- Construcao da biblioteca;

- Preparo do Template,

- Sequenciamento de nova geragao
(BRCA1, BRCA2, EPCAM, MLH1, MSH?2,
MSH6, PMS2 e TP53).

Analise dos dados
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5. PACIENTES E METODOS

5.1. Pacientes

Foram selecionados 30 pacientes portadores de cancer de proéstata
localizado com menos de 60 anos de idade recrutados no ambulatério de Uro-
Oncologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, a
participacdo ocorreu de forma voluntaria e mediante a assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

I.  Critérios de inclusdo:

e individuos portadores de CaP;

e idade inferior a 60 anos;

e submetidos a prostatectomia radical;
e aceitacdo na participagcédo do estudo.

[I.  Variaveis clinicas:

Os parametros clinicos avaliados foram:

e idade ao diagnéstico;

e historico familiar para neoplasia;

e valor sérico do PSA ao diagndstico;

e escore de Gleason na peca cirargica (classificacao ISUP);
e estadio tumoral apés a prostatectomia radical (PR)*;

e indice de massa corporal (IMC);

e necessidade de tratamento complementar.

O escore Gleason é o sistema comumente utilizado para classificar
histologicamente o CaP, baseado na pontuacéo atribuida a forma da célula e a
preservacdo da arquitetura do tecido prostatico. O escore total consiste na soma

dos resultados da classificagdo de 3 a 5 das duas areas mais frequentes do tumor,



Pacientes e Métodos 23

variando de 6 a 10. Quanto menor a pontuacdo melhor € o progndstico do paciente,
pontuacdes entre 8 e 10 retratam a alta agressividade (EGEVAD et al., 2016).

O estadio tumoral foi classificado utilizando o sistema Tumor Node
Metastasis (TNM) 2018 do American Joint Committee on Cancer (AJCC)

Os parametros do IMC adotados pela Organizacdo Mundial de Saude para
avaliar adultos entre 20 a 59 anos de idade, considera como peso normal individuos
gue apresentam o IMC entre 18,5 a 24,9 kg/m?, sobrepeso de 25 a 29,9, obesidade
grau | de 30 a 34,9, obesidade grau Il de 35 a 39,9 e obesidade grau lll acima de
40 kg/mz,

5.2. Coleta das amostras

As amostras de sangue venoso dos participantes foram obtidas no
ambulatério de Uro-Oncologia do Hospital das Clinicas. Para a coleta de 10 ml de
sangue venoso foi utilizado tubo com EDTA. A puncéo venosa foi realizada na face
anterior do membro superior do paciente por um profissional qualificado mediante
assinatura do TCLE, conforme aprovado pelo comité de ética em pesquisa, com o
namero de registro 92224618.7.0000.5440/2018.

O paciente foi devidamente orientado aos cuidados apds a coleta para evitar
hematomas posteriores. O aparecimento de hematomas pode ocorrer de forma

esporadica sendo o Unico fator de risco pontual do estudo.

5.3. Extracdo do DNA

O DNA genbdmico foi obtido por meio das amostras de sangue coletadas, e
isolado pelo método salting out (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988), para ser

utilizado nas etapas subsequentes do sequenciamento de nova geracao.
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5.4. Purificacdo das amostras

Para a purificacdo das amostras utilizamos o kit DNA Clean &
Concentrator™-100 da Zymo Research. Usamos o DNA Wash Buffer (24 ml) e a
Microcentrifuge Protocol, seguindo as orientacdes do protocolo (RESEARCH,
[s.d.]). Apés as amostras estarem purificadas, quantificamos-as no

Espectrofotdmetro NanoDrop 2000 da Thermo Fisher Scientific.

5.5. Gel de agarose

Para a verificacdo de integridade do DNA, as amostras diluidas foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1% para 50 ng de amostra, contendo
brometo de etidio. E observadas em um transiluminador com luz ultravioleta (Kodak
digital Science 120™).

5.6. Quantificacido das amostras

As amostras purificadas foram quantificadas por meio do equipamento de
fluorimetro Qubit® 2.0 (Life Technologies), para a realizacdo do procedimento
preparamos um mix de solucédo contendo 199 pl de Buffer e 1 pl de fluoréforo para
cada amostra. Em cada tubo Qubit®, foram pipetado 190 pl da solugao mix, 2 pl da
amostra e 10 pl de cada standart, apds 2 minutos de incubacéao realizamos a leitura

em ng/ul.

5.7. Construcdo da biblioteca

Para o preparo das amostras realizamos inicialmente a digestdo enzimatica
do DNA, com a finalidade de obter fragmentos com tamanhos iguais. Em seguida,
houve a ligagdo dos adaptadores em cada extremidade dos fragmentos de DNA
contendo regides de ligacdo para os primers, um adaptador P1 que complementa a
cadeia de DNA foi utilizado para ligar-se nas lon Sphere Particles (ISPs). Os codigos

de barras especificos para a identificagdo de cada amostra (Barcodes) ligaram-se
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aos adaptadores, capazes de permitir o sequenciamento de amostras no mesmo

chip (Figura 10).

Para a construcéo da biblioteca foi seguido o protocolo do lon Ampliseq DNA

and RNA Library Preparation 2.0. E o programa Microsoft Office Excel foi utilizado

para a realizacéo dos célculos das concentracfes das amostras.

Figura 10. Etapas de construcéo da biblioteca.

| E— 0

|

[ ————— Fragmentos
e de DNA
| comm—

Adaptador X = adaptador A+ barcode ™)
Adaptador P o

Quantificacio ¢
“Size Select”
3

- -
T

Quantificacdo ¢
purificacio
b

Amplificacdo da
biblioteca

Biblioteca
final

Fonte: Figura adaptada de (lon Torrent™ Sequencing Workflow; Thermo Fisher, 2016).

O painel de genes utilizado foi o CMG-PGM 1- 64 genes — IAD65549 210
(99.96% Cobertura) — 1.204 amplicons — 3 pools — 375 pb, de cancer de proéstata,

fornecido pelo Centro de Medicina Gendémica (CMG) da Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto.



Pacientes e Métodos 26

5.8. Preparo do Template

Os templates foram produzidos por meio de um sistema em emulséo a partir
do lon OneTouch 200 Template Kit e em seguida as amostras foram processadas
no equipamento /on OneTouch™ 2 System (Life Technologies), segundo o lon
PGM™ Hi-Q™ OT2 Kit. Esse procedimento € importante para promover a ligacao

de um unico fragmento de 200 bp em uma Unica ISPs.

A reacao da Polymerase Chain Reaction (PCR) em emulséo foi realizada
para amplificar cada fragmento, e uma reacdo de enriquecimento para excluir as
ISPs que nao se ligaram a nenhum fragmento de DNA. Ao fim deste processo foram
obtidas ISPs ligadas a inuameros fragmentos idénticos, preparadas para o

sequenciamento (Figura 11).

Figura 11. Diagrama esquematico do processo de amplificacdo clonal através das etapas
do PCR emulséo e enriquecimento das amostras para obtencéo das ISPs positivas.

PCR Emuls3o- Amplificagiao Clonal

h { | n
Prime and

lon OneTouch Extend
Enriquecimento do Template

e | .

lon One TouchES - X = ®

Fonte: Figura adaptada de (KOHN et al., 2013).
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5.9. Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS)

O sequenciamento ocorre por meio da ligacdo especifica de um primer ao
seu respectivo adaptador, assim cada fragmento enriquecido com ISPs podera ser
sequenciado, para a realizacdo deste processo utilizamos o kit lon PGM HiQ
Sequencing Kit (Life technologies). O sequenciamento ocorreu no interior de um
chip semicondutor 318 V2, com capacidade para sequenciar até 600 Mb. Cada chip
contém milh6es de microporos formados por uma camada sensivel a variacdes
ibnicas, cada microporo foi preenchido por uma ISP. O lon PGM adiciona um tipo
diferente base por vez, e se o nucleotideo for incorporado havera liberacdo de H+ e
consequentemente alteragdes ibnicas. Por meio dessas variagdes, o chip capta qual
nucleotideo foi incorporado em cada microporo, consistindo no processo de
sequenciamento de cada fragmento (Figura 12). Essas variacdes quimicas sao
transformadas pelo lon PGM em informacéo digital, ou seja, em sequéncias de DNA

para posteriores analises.
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Figura 12. Etapas do processo de sequenciamento na plataforma lon Torrent PGM

1. Fragmentagdo 2. Preparo de template
» Insergdo de adaptadores

» Selecdo de tamanho i ' Fragmento de DNA
S e T a S oo

3L
N AN ot ¥ i S\
\/M\/\ . :mzlcigcagso clonal

* Remocdo de beads sem fragmento

3. Sequenciamento
* Inser¢ao no chip semicondutor
* Variag3ode pH

s,

Fonte: (OLIVEIRA, 2015).
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5.10. Analise dos dados

Os resultados obtidos no sequenciamento genético foram transmitidos
através do sistema Torrent Suite do lon Reporter Software (Life Technology), em
arquivo VCF. Os plug-ins de bioinformética coverage analisis, variant coller e file
exporter disponiveis no sistema lon Reporter, foram selecionados no momento da

programacao dos dados da corrida.

As sequéncias obtidas no sequenciamento foram filtradas a partir de critérios,

como.

- Variantes localizadas nos genes selecionados do estudo (BRCAL, BRCA2,
EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e TP53);

- Variantes nao-sinbnimas;
- Cobertura acima de 200x.

A cobertura corresponde ao nimero de leituras de uma regido de interesse,
para painéis direcionados é recomendado uma cobertura média superior a 100x
para que seja obtida uma leitura mais fidedigna (JENNINGS et al., 2017; STROM,

2016). Em nosso estudo adotamos como critério uma cobertura minima de 200x.

As variantes foram analisadas manualmente pelo banco de dados Varsome,

disponivel no site https://varsome.com/, baseada nos critérios da American College

of Medical Genetics and Genomics (ACMG), para a classificagdo quanto a

patogenicidade das alteracdes encontradas (RICHARDS et al., 2015).

As sequéncia obtidas também foram analisadas pelo Combined Annotation
Dependent Depletion (CADD), disponivel no site
https://cadd.gs.washington.edu/score. O CADD verificar a patogenicidade a partir

da pontuacdo em escala PHRED, que classifica uma variante em relacéo a todas
as possiveis substituicdes do genoma humano. Escolhemos adotar a pontuagéo 15
como critério de inclusdo para as variantes em nosso estudo (MARTIN KIRCHER
et al., 2014; RENTZSCH et al., 2019).

A visualizacdo grafica das variantes encontradas e anotadas (oncoprint) e

dos dados clinicos dos pacientes foi feita por um script R in-house utilizando a


https://varsome.com/
https://cadd.gs.washington.edu/score
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biblioteca waterfall. Foram consideradas somente as variantes com cobertura acima
de 200 e CADD > 15 encontradas nos genes: BRCAL, BRCA2, EPCAM, MLH1,
MSH2, MSH6, PMS2 e TP53.

As variantes selecionadas foram submetidas a um levantamento de
bibliografico utilizando como base de dados o Pubmed, disponivel no site:

<https://www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed/> e o Clinvar

<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/>.

As redes de integracao foram visualizadas pela a protein protein interaction
(PPI), utilizando o banco de dados STRING, disponibilizado no site: <https://string-
db.org>.

As informag6es do histérico familiar foram coletadas do prontuério médico e
complementadas pelos pacientes através de contato telefénico quando necessario.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
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Confidencialidade e Protecao da Privacidade

Os registros do estudo foram mantidos confidenciais conforme permitido por lei.

Teve acesso aos dados apenas o pesquisador e o sigilo foi garantido.

Riscos:

1. No estudo foi utilizado sangue venoso dos participantes, a partir de uma
puncdo venosa, com finalidade exclusiva para pesquisa. Os riscos
inerentes a este projeto estdo relacionados ao possivel aparecimento de
hematomas e desconfortos ocasionados pela agulha no momento da

puncao venosa,
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6. RESULTADOS

6.1. Caracterizacdo da amostra

6.1.1. Idade ao diagnéstico e Etnia

A idade média ao diagnodstico foi de 54,5 anos, com mediana de 55,5 e
variando de 45 a 60 anos. A classificacdo étnica dos pacientes autodeclarada foram:
18 caucasianos (54,55%), 5 negros (18,18%) e 7 mulatos (27,27%) (Tabela 1).

6.1.2. indice de Massa Corporal (IMC) ao diagndstico

N&o foi possivel obter o IMC de 3 pacientes da amostra. O IMC médio ao
diagnéstico dos 27 pacientes analisados foi de 28,21 kg/m2, com a mediana de
27,99, variando de 20,83 a 39,47 (Tabela 1).

6.1.3. Histérico familiar de cancer

Em relacdo ao histérico familiar para neoplasia, os antecedentes de 3 pacientes
ndo foram encontrados (informacdes incompletas no prontuario médico,

incapacidade de fornecer informacao apos contato telefénico).

Dos 27 pacientes analisados, 14 (51,85%) apresentaram historico familiar para
tumores malignos, sendo que 9 individuos (64,2%) relataram familiares com cancer

de mama ou préstata. (Tabela 1).

6.1.4. PSA sérico ao diagndstico

A média do PSA sérico ao diagndstico dos pacientes foi de 9,82 ng/ml e a
mediana de 5,83, variando de 1,71 a 43,6 (Tabela 1).
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6.1.5. Tratamento

Todos os pacientes foram submetidos a prostatectomia radical (PR) como
tratamento inicial, sendo um dos critérios de inclusdo do estudo. No entanto, 2
pacientes (6,67%), ap0s a analise do anatomopatologico, foram submetidos a

tratamento adjuvante com radioterapia.

6.1.6. Estadiamento patoldgico apds o tratamento cirdrgico (pT)

A necessidade de se classificar os casos de cancer em estadios baseia-se
na constatacdo de que as taxas de sobrevida séo diferentes quando a doenca esta
restrita ao orgdo de origem ou quando ela se estende a outros 6rgdos. O
estadiamento avalia o grau de disseminacdao local e a distancia do tumor. O sistema
de estadiamento utilizado para o CaP é o TNM da American Joint Committee on
Cancer baseado em cinco critérios, sendo o T correspondente a extensdo do tumor
primario, conforme classificado na Figura 13 (FAY et al., [s.d.]). Foi encontrada
grande predominancia de individuos com estadiamento tumoral confinado a

prostata, estadios pT2a, pT2b e pT2c (Tabela 1).
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Figura 13. Sistema de estadiamento TNM para o cancer de prostata critério de extenséo do
tumor primario (T).

ESTADIAMENTO

T - Tumor primario

Tx

i Tumor primario ndo acessivel

TO

: Sem evidéncia de tumor primario

Ta

Carcinoma papilar nao invasivo

Tis

Carcinoma in situ: “flat tumour”

Tumor invade tecido connectivo sub-epitelial

T2

: Tumor invade
i camada muscular

i T2a Tumor invade camada muscular superficial

T2b Tumor invade camada muscular profunda

T3

i Tumor invade

i tecido peri-vesical . i
: P i T3b Macroscopicamente (massa extra-vesical)

T3a Microscopicamente

T4

i Tumor invade

¢ qualquer um dos

i orgaos: prostata,
i utero, vagina,

i parede pelvica,

i parede abdominal

Fonte: (FAY et al., [s.d.])

6.1.7. Escore Gleason

T4a Tumor invade prostata, utero ou vagina

T4b Tumor invade parede pélvica, parede
i abdominal

O escore de Gleason dos pacientes analisados variou de 6 a 10. O escore 6

foi o mais frequente, presente em 14 pacientes (46,67%). A pontuacao 8 (3 +5), 9

(5+4)e 10 (3 +7), foram encontradas em um individuo cada (Tabela 1).
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6.1.8. Invasao Perineural

A invasédo perineural é denominada quando as células neoplasicas estédo
presentes no feixe vasculo nervoso em intimo contato com a capsula prostatica. Foi
encontrada invasdo perineural em 19 pacientes, correspondente a 63,33% dos

individuos analisados (Tabela 1).

6.1.9. Recidiva Bioquimica

O aumento na dosagem do PSA sérico do paciente apds o tratamento com
cirurgia ou radioterapia é definido como recidiva bioquimica. A recidiva ap6s o
tratamento definitivo foi detectada em 8 pacientes (26,67%) da nossa amostra
(Tabela 1).
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Tabela 1. Dados clinicos e demogréficos dos pacientes analisados.

Caracteristicas n (%)

Idade ao diagnostico (anos)

Média 55,5 (45 - 60)
Etnia

Branco 18 (54,55)

Mulato 5(18,18)

Negro 7(27,27)
IMC (kg/m?)

Média 28,21 (20,83 - 39,47)
Histérico familiar de cancer (N) 14 (51,85)

Cancer de Prostata 6 (67)

Cancer de Mama 3(33)

PSA (ng/ml)
Média
Estadiamento
T2a
T2b
T2c
T3a
T3b
Escore Gleason
6
7

> 8

Presenca de invas&o perineural
Recidiva Bioquimica

9,82 (1,71-43,6)

3 (10)
2(7)
19 (63)
2(7)
4(13)

14 (46,67)
13 (43,33)

3(10)
19 (63,33)
8 (26,67)

Fonte: Duarte, K. (2019).

6.2. Integridade do DNA

A Figura 14 exemplifica a integridade do DNA das amostras obtido para

analise.
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Figura 14. Gel de agarose a 1% do DNA extraido das amostras analisadas.

Fonte: Duarte, K. (2019).

6.3. Genes mutados

A analise bruta dos dados, sem a aplicagdo dos filtros, identificou 317
variantes ndo-sinbnimas, nos 8 genes de reparo de DNA analisados, sendo o
BRCA1 o gene mais frequentemente acometido (Figura 15). Dentre todas as
variantes encontradas ap0s a aplicacdo de todos os filtros 3,89% do total

apresentaram potencial patogénico.
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Figura 15. Porcentagem das variantes presente nos genes de reparo do DNA selecionados
no estudo, sem aplicacao dos filtros.

mMLH1
mPMS2
23% 1 BRCA2
mTP53
uEPCAM
= MSH6
m MSH2
mBRCA1

22%

Fonte: Duarte, K. (2019).

O BRCAL1 foi 0 gene que apresentou mais alteracées, correspondendo a 44%
do total de variantes encontradas, e presente em 25 pacientes, seguido do EPCAM
com 16 %, PMS2 14%, MLH1 13%, BRCA2 9% e MSH6 4% (Figura 16).
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Figura 16. Porcentagem das variantes presente nos genes de reparo do DNA selecionados
no estudo, com aplicacao dos filtros.

14%
16% = MLH1

mEPCAM
mBRCA1
EPMS2
mBRCA2
= MSH6

Fonte: Duarte, K. (2019).

6.4. Variantes

Apos os filtros aplicados nos dados obtidos no sequenciamento, 102 variantes
foram selecionadas em toda a amostra estudada. Noventa e nove foram
classificadas como missenses, uma nonsense, uma frameshiftinsertion e uma
frameshiftDeletion. A média de variantes por paciente foi de 3,4. A visualizacdo das
variantes encontras por gene e paciente, bem como os dados clinicos e

demograficos é apresentada a partir do oncoprint (Figura 17).
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Figura 17. Oncoprint com os dados obtidos no estudo.
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Fonte: Duarte, K. (2019).

Oitenta e seis variantes foram classificadas como benignas, dez como
provavelmente benignas, duas de significado incerto como (VUS) e uma como
provavelmente patogénica. Quatro variantes ndo foram descritas anteriormente,
portanto ainda ndo possuem classificagcdo, dentre elas, uma que ndo atendeu aos
filtros aplicados devido a baixa cobertura, no entanto ndo foi compativel aos bancos
de dados, e posteriormente serd validada. A tabela 2 apresenta o gene, dbsnp,
locus, coding, protein, Minor Allele Frequency (MAF), CADD, veredito do Varsome

e Function de cada variante identificada em nosso estudo.

Um individuo foi excluido das analises apds os filtros aplicados, pois ndo

apresentou nenhuma variante dentro dos critérios.
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Tabela 2. Variantes identificadas no estudo.

Gene Dbsnp Locus Coding Protein MAF  CADD Varsome Function
BRCA1 rs799917 chrl7:41244936 €.2612C>T p. Pro871Leu 0.334 17.97 Benigna missense
EPCAM rs1126497 chr2:47601106 €.344T7>C p. Met115Thr  0.456  15.35 Benigna missense
BRCALl rs16941 chrl7:41244435 c.3113A>G p. Glul038Gly  0.336 15.19 Benigna missense
PMS2 rs1802683 chr7:6013049 c.2570G>C p. Gly857Ala 0.44 15.43 Benigna missense

MLH1 rs1799977 chr3:37053568 C.655A>G p. lle219Val 0.13 21.8 Benigna missense
BRCA2 rs766173 chr13:32906480 c.865A>C p. Asn289His  0.074  17.23 Benigna missense
BRCALl rs1799950 chrl7:41246481 c.1067A>G p. GIn356Arg 0.022 17.80 Benigna missense
BRCA2 rs1799954 chr13:32914592 €.6100C>T p. Arg2034Cys  0.001 204 Provavelmente missense

Benigna
BRCAl rs4986850 chrl7:41245471 c.2077G>A p. Asp693Asn  0.034 15.84 Benigna missense
BRCA1 rs1799967 chrl7:41222975 ¢.5019G>A p. Metl673lle  0.011 22.0 Benigna missense
BRCA2 rs11571833 chr13:32972626 C.9976A>T p.Lys3326Ter  0.004 36 Provavelmente nonsense

Benigna
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BRCAl rs1800709 chrl7:41245027 €.2521C>T p.Arg841Trp 0.002 21.8 Provavelmente missense
Benigna

MSH6 rs34625968 chr2:48033700 €.3911G>A p.Arg1304Lys| 0.003 23.4 Provavelmente missense
p.? Benigna

BRCA2 rs4987047 chr13:32953529 c.8830A>T p. lle2944Phe  0.009 24.2 Provavelmente missense
Benigna

BRCA1 rs56158747 chrl7:41223249 C.4745C>T p.Thr1582lle 0.002 21.9 Provavelmente missense
Benigna

MLH1 rs63750447 chr3:37067240 c.1151T>A p.Val384Asp 0.005 29.2 Provavelmente missense
Benigna

BRCA2 rs11571769 chr13:32953550 c.8851G>A p.Ala2951Thr 0.01 26.2 Provavelmente missense
Benigna

MSH6 rs730881801 chr2:48028226 €.3104G>T p.Arg1035Leu _ 27.0 Significado missense

Incerto
MLH1 rs35502531 chr3:37089130 €.1852 1853delA p.Lys618Ala 0.003 27.2 Provavelmente missense
AinsGC _ Patogénica

PMS2 rs141893001 chr7:6018320 €.2182A>G p.Thr728Ala 17.43 Benigna missense

MSH6 rs1800938 chr2:48025782 C.660A>C p.Glu220Asp 18.88  Provavelmente missense
Benigna

BRCA2 rs1310128359 chr13:32950918 c.8744C>T p.Ala2915Val 15.95 Significado missense

Incerto

Legenda: () MAF n&o encontrado.

Fonte: Duarte, K. (2019).
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Duas variantes estiveram presentes em pelo menos 50% (15/30) dos
pacientes analisados: a ¢.2612C>T no gene BRCAL, encontrada em 24 pacientes,
caracterizada por uma mudanca do aminoacido Prolina (Pro) 871 para Leucina
(Leu) 871; e 0 ¢.344T>C no gene EPCAM, presente em 17 pacientes, que resultou
na mudanca do aminoacido Metionina (Met) 115 para Treonina (Thr) 115. De todas
as mutacdes encontradas, dezoito j& haviam sido relacionadas a outros tipos de

neoplasia na literatura pesquisada (Tabela 3).
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Tabela 3. Variantes encontradas e ja relacionadas a neoplasias na literatura pesquisada.

Gene

dbsnp

Locus

Coding

Protein MAF

CAD
D

Varsome

Function

Cancer

BRCA1

rs799917

chrl7:41244936

€.2612C>T

p. Pro871Leu  0.334

17.97

Benigna

missense

Mama*;
Ovaério
Gastrico; Esofagico*;
Leucemia;
Glioblastoma*;
Linfoma*;
Pulmao*

EPCAM

rs1126497

chr2:47601106

€.344T>C

p. Metl15Thr  0.456

15.35

Benigna

missense

Mama*;
Colo de utero*;
Pulmao?*;
Carcinoma
hepatocelular*;
Vesicula biliar

BRCA1

rs16941

chrl7:41244435

€.3113A>G

p. Glu1038Gly  0.336

15.19

Benigna

missense

Mama;
Ovario
Linfoma
Gastrico
Cancer geral;

MLH1

rs1799977

chr3:37053568

C.655A>G

p. lle219Vval 0.13

21.8

Benigna

missense

CAP*
Mama*

Ovério
Leucemia linfoblastica
aguda*
Colorretal
Tireoide
Pulmao*
Endometrial

BRCA2

rs766173

chr13:32906480

Cc.865A>C

p. Asn289His  0.074

17.23

Benigna

missense

Mama*
Pancreas
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BRCA1 rs1799950 chrl7:41246481 c.1067A>G p. GIn356Arg  0.022 17.80 Benigna missense CAP*
Mama*
Ovario*
BRCA2 rs1799954 chrl3:32914592 €.6100C>T p. Arg2034Cys 0.001 20.4 Provavelment missense Mama
e Benigna Leucemia linfocitica
crénica*
BRCA1 rs4986850 chrl7:41245471 €.2077G>A p. Asp693Asn 0.034 15.84 Benigna missense Mama*
Ovério
BRCA1 rs1799967 chrl7:41222975 c.5019G>A p. Metl1673lle  0.011 22.0 Benigna missense Mama*
BRCA2 rs11571833 chr13:32972626 C.9976A>T p.Lys3326Ter 0.004 36 Provavelment nonsense CAP
e Benigna Mama*
Ovério*
Pulmé&o*
Trato urinario
Adenoma ductal
esporéadico*
Trato aerodigestivo
Melanoma
Pancreas*
BRCA1 rs1800709 chrl7:41245027 €.2521C>T p.Arg841Trp 0.002 21.8 Provavelment missense Mama
e Benigna Ovaério
BRCA2 rs4987047 chr13:32953529 €.8830A>T p. lle2944Phe 0.009 24.2 Provavelment missense CAP
e Benigna Mama
Ovario
MLH1 rs63750447 chr3:37067240 c.1151T>A p.Val384Asp 0.005 29.2 Provavelment missense Mama
e Benigna Colorretal*
Sindrome de Lynch
Gastrico
Pancreas
Céncer Geral
rs11571769 chr13:32953550 €.8851G>A p.Ala2951Thr 0.01 26.2  Provavelment missense CAP
e Benigna Mama

BRCA2
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rs35502531

chr3:37089130 €.1852_1853d

p.Lys618Ala

Provavelment
e Patogénica

Colorretal
Sindrome de Lynch
Rim
Gastrico

p.Glu220Asp

Provavelment
e Benigna

Colorretal

p. Gly857Ala

Benigna

Céancer Geral
Sindrome de Lynch

rs34625968

elAAInsGC

chr2:48025782 €.660A>C
chr7:6013049 €.2570G>C
chr2:48033700 c.3911G>A

p.Argl1304Lys

Provavelment
e Benigna

Ovaério

Fonte: Duarte, K. (2019).

Legenda: () MAF n&o encontrado;(*) Neoplasia associada estatisticamente a variante.
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Das variantes encontradas no nosso estudo 5 ja foram relacionadas ao CaP.
A tabela 4 relaciona as variantes encontradas na nossa amostra e ja descritas em

pacientes portadores de CaP.
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Tabela 4. Variantes relacionadas com o cancer de préstata.

Gene dbsnp Locus Coding Protein MAF  CADD Varsome Function

MLH1 rs1799977 chr3:37053568 C.655A>G p. lle219Val 0.13 21.8 Benigna missense

BRCAl rs1799950 chrl7:41246481 c.1067A>G p. GIn356Arg 0.022 17.80 Benigna missense

BRCA2 rs11571833 chrl3:32972626 C.9976A>T p.Lys3326Ter  0.004 36 Provavelmente nonsense
Benigna

BRCA2 rs4987047 chr13:32953529 €.8830A>T p. lle2944Phe  0.009 24.2 Provavelmente missense
Benigna

BRCA2 rs11571769 chr13:32953550 €.8851G>A p.Ala2951Thr 0.01 26.2 Provavelmente missense

Benigna

Fonte: Duarte, K. (2019).
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Segundo os bancos de dados utilizados para a realizagdo do levantamento
bibliografico das variantes, quatro nunca foram relacionadas a algum tipo de

neoplasia (Tabela 5).

A mutagao missense Thr1582lle, localizada no gene BRCAL, foi identificada
no banco de dados Clinvar a partir do seu dbsnp, no entanto o codigo (c.1370C>T)
e a proteina (Thr457lle) encontrados nao foram correspondentes aos achados em

nosso estudo.

A mutacdo Thr728Ala néo foi relacionada ao cancer na plataforma Clinvar.
Dois laboratorios a classificaram como benignas, dois como provavelmente benigna
e um como VUS. Igualmente, a variante que substitui o aminoacido Alanina (Ala)
2915 em Valina (Val), localizada no gene BRCA2 esta classificada como VUS na

plataforma Clinvar e nunca foi relacionada a alguma neoplasia (Tabela 5).
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Tabela 5. Variantes néo relacionada a neoplasias na literatura.

Gene dbsnp Locus Coding Protein MAF  CADD Varsome Function
BRCALl rs56158747 chrl7:41223249 c.4745C>T p.Thr1582lle 0.002 21.9 Provavelmente missense
Benigna

MSH6 rs730881801 chr2:48028226 €.3104G>T p.Arg1035Leu _ 27.0 Significado missense
Incerto

PMS2 rs141893001 chr7:6018320 C.2182A>G p.Thr728Ala _ 17.43 Benigna missense

BRCA2 rs1310128359 chr13:32950918 c.8744C>T p.Ala2915Val _ 15.95 Significado missense
Incerto

Legenda: (_) MAF néo encontrado.

Fonte: Duarte, K. (2019).
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Quatro mutagdes nunca descritas foram identificadas em nosso estudo, as

mesmas serdo validadas pelo método de sequenciamento de Sanger para que

possam ser anexadas aos bancos de dados publicos (Tabela 6).

Tabela 6. Variantes ndo descritas

Gene dbsnp Locus Coding Protein Function
EPCAM | rs111849096:rs112 chr2:47601106 c.344 345delTGi p.Met115Thr missense
6497:rs115212523 nsCA
MSH6 rs751838296 chr2:48010487 c.115_116insA p.Gly39fs frameshiftins
ertion
MSH2 * chr2:47641555 €.941 942insA p.GIn314fs frameshiftins
ertion
PMS2 rs373630535:rs587 chr7:6018314 €.2186_2187delT p.Leu729fs frameshiftDel

779335:rs6375166

6

C

etion

Legenda: (*) N&o encontrado.

Fonte: Duarte, K. (2019).
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6.5. Genealogia

Selecionamos 5 casos dentro do nosso estudo para representar a genealogia.
Trés probandos foram escolhidos devido ao numero de individuos acometidos por
neoplasia no historico familiar. Os outros dois casos estudados apresentavam
também historico familiar para neoplasia, sendo que um paciente apresentou uma
mutacdo ndo descritas previamente e o outro uma mutacao classificada como

provavelmente patogénica.

. Probando |

O probando recebeu o diagnostico de CaP aos 57 anos, seu IMC era 30,23 kg/m?
(obesidade grau IlI). O estadiamento patologico revelou tratar-se de neoplasia
localmente avancada (pT3b). O escore de Gleason foi 7 (3 + 4). Esse probando foi
excluido pois ndo apresentou nenhuma variante dentro dos critérios, no entanto

apresentou casos de neoplasia na familia (Figura 18).

Figura 18. Heredograma do probando I.
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Fonte: Duarte, K. (2019).



Resultados 54

. Probando Il

O probando foi diagnosticado aos 56 anos, apresentava IMC de 27,99 kg/m?,
considerado como sobrepeso (Figura 19). O estadiamento patoldgico revelou
doenca em ambos os lobos da préstata, entretanto confinado a mesma (pT2c). O
escore de Gleason foi 7 (4 + 3). Esse paciente apresentou recidiva bioquimica
(Figura 18). Neste probando também foram detectadas duas variantes classificadas
como benignas e duas provavelmente benignas, localizadas nos genes BRCAL,
BRCA2 e EPCAM. Das variantes encontradas duas foram as mais frequentes
descritas no nosso estudo, sendo uma nunca associada a qualquer neoplasia
(Thr1582lle) e outra ja relacionada ao CaP (lle2944Phe) (KOTE-JARAI et al., 2011).

Figura 19. Heredograma do probando Il
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Fonte: Duarte, K. (2019).

° Probando Il

Nessa familia, o probando foi diagnosticado aos 55 anos, realizou
radioterapia adjuvante apds o tratamento o tratamento cirtrgico (Figura 20). O IMC

era 25,86 kg/m?2 ao diagnostico (sobrepeso), o escore Gleason totalizou 7 (3 + 4). O
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estadiamento patologico revelou doencga localmente avancada (pT3b). O paciente
estava com suspeita de metastase na coluna no momento das analises. O probando
apresentou cinco variantes benignas nos genes BRCA1, MLH1 e EPCAM. Sendo
duas mutagdes frequentes em mais de 50% dos pacientes do estudo. Cabe salientar
que a variante 1219V é uma das mais frequentes na literatura relacionada ao CaP e
a outras neoplasias (BURMESTER et al., 2004; FREDRIKSSON et al., 2006; LI et
al., 2017; MATHONNET et al., 2003; SAPKOTA et al., 2013). Neste probando duas
variantes (Glul038Gly e Asp693Asn) relacionadas ao cancer de mama também
foram identificadas (KONECNY; MILLY; ZAVODNA, 2011; RICKS-SANTI et al.,
2013; SAGNA et al., 2019).

Figura 20. Heredograma do probando Il
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Fonte: Duarte, K. (2019).

° Probando 1V

O probando diagnosticado aos 52 anos (Figura 21). O estadiamento
patoldgico revelou a presenca de neoplasia localizada acometendo ambos os lobos
da préstata (pT2c). O IMC ao diagndstico foi de 23, 46 kg/m2, e 0 escore de Gleason
totalizou 7 (3 + 4). O probando IV apresentou uma variante classificada como
benigna no gene BRCAL, outra provavelmente benigna no MSH6 ja descritas em
pacientes com tumor de ovario (HUO et al., 2009; PAL et al., 2012; SHI et al., 2017;
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SIRISENA et al., 2018; XU et al., 2018). Outra mutacéo ainda n&o descrita no gene
EPCAM também foi detectada.

Figura 21. Heredograma do probando IV.
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Fonte: Duarte, K. (2019).

. Probando V

O probando V recebeu o diagnéstico de CaP aos 57 anos (Figura 22). O
estadiamento patoldgico revelou doenca acometendo ambos os lobos prostaticos,
porém confinada a glandula(pT2c). O escore Gleason totalizou 6 (3 + 3), sendo IMC
20, 83 kg/m2 ao diagnostico. O probando apresentou trés variantes benignas nos
genes EPCAM e BRCAl e uma provavelmente patogénica no gene MLHL1. As
mutacdes benignas Metl15Thr, Pro871Leu e Glul038Gly foram detectadas
respectivamente em 17, 24 e 14 individuos da nossa amostra. Ja& mutacdo descrita
como provavelmente patogénica Lys618Ala foi associada a SL e ao céancer de
colorretal (ANDERSEN et al., 2012; THOMPSON et al., 2013).
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Figura 22. Heredograma do probando IV.

Fonte: Duarte, K. (2019).
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7. DISCUSSAO

7.1. BRCA1 como o0 gene mais mutado

O BRCAL foi 0 gene mais mutado em nosso estudo, responsavel por 44% do
total das alteracfes encontradas. Grande parte dos estudos de analise de variantes
germinativas em CaP, apresentam o BRCA2 como 0 gene que apresenta o maior
namero de mutacdes, e associado ao elevado risco de desenvolvimento da doenca
(LECARPENTIER et al., 2017; LEONGAMORNLERT et al., 2012; NYBERG et al.,
2019; OH et al.,, 2019). No entanto essa controvérsia em relagdo aos Nnossos
resultados pode estar associada a populacdo estudada. Além do nimero reduzido
da nossa amostra, nossa populacdo é extremante miscigenada levantando a

hipétese de um perfil genético diferente do ja descrito em outros estudos.

A variante missense Pro871Leu localizada no BRCAL foi identificada em 24 de
29 pacientes. Esse polimorfismo também foi detectado em pacientes portadores de
inimeras neoplasias, principalmente no cancer de mama (HUO et al.,, 2009;
SIRISENA et al., 2018; SMOLARZ et al., 2017). O estudo de SHI et al. (2017)
verificou a associacdo da progressdao do cancer de mama triplo-negativo com a
variante genética funcional Pro871Leu, e concluiu que esta variante esta associada
ao risco aumentado do avanco da doenca (SHI et al.,, 2017). Autores também
sugeriram que que esse polimorfismo, localizado no C-terminal (BRCT) do gene
BRCAL, pode interferir na interacdo do BRCAL1 com Acetil Coenzima A Carboxilase
(ACCA). O BRCAL interage com a forma fosforilada da ACCA, a (P-ACCA), e a
formacao desse complexo afeta a atividade do ACCA, que consequentemente afeta
alipogénese celular (MOREAU et al., 2006). Os acidos graxos sdo necessarios para
a biogénese da membrana celular, especialmente em células tumorais, devido ao
seu alto nivel de divisdo. O CaP esta relacionado a desregulacdo do metabolismo
dos acidos graxos, e a alta taxa de sintese de acidos graxos foi observada em
amostras de tecido tumoral obtidos apds a prostatectomia radical (EPSTEIN;
CARMICHAEL; PARTIN, 1995; LIU, 2006; WU et al.,, 2014). Sugerindo que a
presenca desse polimorfismo em 82,7% da nossa amostra pode ter contribuido no

processo de desenvolvimento tumoral.
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A variante GIn356Arg no gene BRCAL foi identificada em nosso estudo. Essa
variante € comumente descrita em pacientes com cancer de mama (RICKS-SANTI
et al., 2011; ROMANOWICZ et al., 2016). Bem como, associada ao risco de CaP
em homens portadores da doenca localizada (SANCHEZ et al., 2016). Douglas e
colaboradores também associaram essa variante a neoplasia prostética, e
estimaram que homens portadores desse polimorfismo apresentavam duas vezes

mais chances de desenvolver essa doenca (DOUGLAS et al., 2007).

Presente em 48,3% dos pacientes em nosso estudo a variante Glu1038Gly
no BRCAL foi descrita na literatura em pacientes com cancer de mama em diversas
populacdes, alema, italiana, norte americana, sueca, grega, espanhola, chinesa e
brasileira, sendo mais prevalente na populacdo espanhola, sugerindo que a
presenca desse polimorfismo pode representar um efeito fundador de origem
espanhola (BORG et al., 2010; GHAFOURI-FARD; DIANATPOUR; FARAMARZI,
2018; JARA et al., 2004; KONSTANTOPOULOU et al., 2000). Estudos mostram que
a heterogeneidade genética das populacbes é derivada da ancestralidade,
principalmente em populagdes miscigenadas que possuem ascendéncia oriunda de
varios continentes (HUNTER et al., 2018; MCHUGH; BROWN; THORNTON, 2016).
O Brasil detém de uma populacdo altamente miscigenada, essa variabilidade
genética pode impactar a biologia tumoral, no entanto o tamanho de nossa amostra

foi fator limitante para conclusdes.

7.2. EPCAM

O EPCAM foi o segundo gene mais mutado em nosso estudo, confirmando
dados da literatura. As variantes detectadas no EPCAM foram responsaveis por
16% de todas as altera¢cOes identificadas, a variante Met115Thr localizada nesse
gene, foi encontrada em 17 de 29 pacientes. Outros autores mostram que o EPCAM
desempenha um importante papel nos processos de proliferacdo, adeséao,
sinalizacdo e migracdo de ceélulas cancerigenas (TRZPIS et al.,, 2007). A
superexpressao do EPCAM induz o oncogene c-myc e genes reguladores do ciclo
celular como as ciclinas A e E, sugerindo que o EPCAM regula positivamente o c-
myc em células epiteliais, resultando no aumento da proliferagdo e metabolismo
celular em neoplasias (LINNENBACH et al., 1993; MUNZ et al., 2004). O aumento
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de sua expressdo € comumente encontrado em carcinomas em geral,
principalmente em pacientes portadores de CaP, estando associado a metastases
0sseas e a pior sobrevida (HU et al., 2019; Nl et al., 2012; XU; ZHAO; HOU, 2014).

Identificamos mutacdes missenses e frameshift deletion localizadas no gene
PMS2. Nossos achados reforgcam a literatura disponivel. A proteina codificada pelo
gene PMS2 une-se a proteina MLH1, formando um complexo proteico conhecido
como MutLa, responsavel pelo recrutamento das proteinas necessarias para o
reparo do DNA. A auséncia do heterodimero funcional MLH1/PMS2 foi observada
em 2,6% das amostras de tecido de pacientes com CaP localizado e em 6% de
portadores de CPRC. Os autores concluiram que a auséncia dessas proteinas € um
achado frequente nos pacientes de CaP (NGHIEM et al., 2016).

Nosso estudo apresentou 13 variantes missenses no MLH1. O reparo do
material genético é iniciado com a ligacdo dos heterodimeros MutSa (MSH2 e
MSH6) ou MutB (MSH2 e MSH3) a uma incompatibilidade, posteriormente o
complexo MutLa (MLH1 e PMS2) é recrutado para formacdo de um heteroduplex.
Mutacdes germinativas no gene MLHL1 ja foram descritas em pacientes com CaP na
literatura (PILIE et al., 2017). O polimorfismo lle219Va foi encontrado em 11
pacientes do nosso estudo, essa variante ja foi associada a neoplasia prostatica e
ao risco da doenca mais agressiva em homens caucasianos portadores de CaP
(BURMESTER et al., 2004; LANGEBERG et al.,, 2010). A mutacao Lys618Ala
também identificada por nés no gene MLH1 foi classificada como provavelmente
patogénica, apresentou 49.28 como pontuacdo PHRED, e é caracterizada por uma
delecé@o dos nucleotideos AA e inser¢cdo de GC. O probando V foi diagnosticado
com CaP aos 57 anos, e apresentou essa mutagdao no gene MLH1, seu pai era

portador cancer de pescoco e o tio materno manifestou a neoplasia prostatica aos
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72 anos de idade. A nossa hipbtese é que essa mutacdo germinativa afetou o
mecanismo de reparo do DNA desse paciente, bem como pode estar presente em
outros individuos da familia. Para a confirmacéo dessa hipotese iremos convidar os
parentes deste individuo que foram acometidos por neoplasia para a andlise de
mutacdes germinativas em genes de reparo do DNA. Realizaremos também a

analise da amostra tumoral para verificar se a mutacao esta presente no tecido.

7.5. BRCA2

Em nosso estudo, 9% das variantes estavam localizadas no gene BRCAZ2,
em contrapartida, no trabalho de Pritchard e colaboradores em pacientes portadores
de CaP metastatico, 44% das alteracbes encontradas foram no gene BRCA2
(PRITCHARD, 2016). A divergéncia em relagdo aos nossos achados pode estar
associada a inumeros fatores, como o baixo numero amostral de pacientes, e
estadio tumoral, ja que nossa amostra foi composta por pacientes portadores de

doenca localizada.

No estudo de PRITCHARD e colaboradores também foi identificado a
mutacdo nonsense Lys3326Ter, igualmente presente em nossos resultados.
Inicialmente essa variante foi considerada como patogénica, pois € uma alteracao
de perda de aminoacidos, no entanto laboratérios e pesquisadores a classificaram
como benigna (JOHNSON et al., 2007; MICHAILIDOU et al., 2013; PALMIROTTA
et al., 2018, THOMPSON et al., 2015). Essa mutacdo rara apresentou uma
pontuacdo PHRED de 36. Uma possivel explicacdo para este achado é o fato que
muitas vezes mutacdes isoladas podem néo serem capazes de desencadear um
processo tumorigénico isoladamente, no entanto aliado a outras alteragfes e fatores

exdgenos comportamentais podem contribuir para o processo de carcinogénese.

Duas variantes identificadas em nosso estudo, a mutacéo 1le2944Phe e a
Ala2951Thr, ambas localizadas no gene BRCA2, também apresentaram pontuacao
PHRED de 24.2 e 26.2, respectivamente, considerado um alto grau de

patogenicidade pelo CADD. As duas variantes também foram detectadas por outros
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autores em pacientes com CaP, reforcando nossos achados (EDWARDS et al.,
2003; KOTE-JARAI et al., 2011).

Nossa hipotese foi reforcada por um estudo recente que demonstrou a
associacdo de mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2 com escores de Gleason
mais elevados em pacientes portadores de CaP localizado (MARSHALL et al.,
2019).

No nosso estudo, variantes do gene MSH6 foram detectadas em apenas 4%
das alteracGes encontradas. A variante mais frequente no nosso estudo do gene
MSHS6 foi a Glu220Asp, classificada como provavelmente benigna, e ja descrita em
estudos com pacientes portadores de cancer de colorretal, porém também presente
no grupo controle, sugerindo um polimorfismo (KIM et al., 2004; OKKELS et al.,
2012). Antonarakis e colaboradores avaliaram pacientes portadores de CAP
metastatico, os autores revelaram que 46% das alteracfes nos genes de reparo e
incompatibilidade estavam presentes no gene MSH6 (ANTONARAKIS et al., 2019).
Uma possivel explicacdo para nossos achados se baseia no fato da populacao
estudada, nossa amostra foi constituida por pacientes portadores de CaP localizado
ou localmente avancado, diferente do estudo de Antonarakis e colaboradores, ndo
foram incluidos pacientes metastaticos, nos quais as mutacdes dos genes de reparo

do DNA sao mais frequentes.

Muitos estudos de sequenciamento mostram que pacientes com CaP
apresentam variantes em inimeros genes de reparo do DNA. Quando mais de um
gene de reparo sofre alteracdo a capacidade de reparo do material genético e
comprometida, conduzindo muitas vezes a um quadro de doenca mais agressiva.
Os oito genes de reparo que analisamos, interagem entre si (FIGURA 23), conforme
observado pelo banco de dados STRING, sugerindo que para a realizagcdo dos
processos de restauro de dano no DNA sua ligacao é imprescindivel. As interacdes
destes genes reforcam a complexidade dos mecanismos de reparo essenciais para

bom funcionamento ou apoptose celular.
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Figura 23. Protein Protein Interaction dos genes de reparo do DNA selecionados para o
estudo.

Fonte: Duarte, K. (2019).

7.7. Auséncia de variantes no gene TP53

A importancia do gene TP53 para a manutencéo da estabilidade genémica
ja foi amplamente descrita. Mutacdes nesse gene é frequentemente encontrada em
tumores, quando essas ocorrem na linhagem germinativa sdo caracterizadas pela
sindrome de li-fraumeni. Em nosso estudo ap6s a aplicacéo dos filtros, o TP53 nao
apresentou nenhuma mutacdo. Uma provavel explicacdo para a auséncia de
alteracdes nesse gene, é devido alteragdes neste gene estarem mais relacionadas
a variantes somaticas. Segundo a teoria dos “two hits”, baseada em um modelo de
retinoblastoma, publicada em 1971 por Alfred Kundson, uma célula necessita perder
ambas as coOpias funcionais do gene para o desenvolvimento do cancer,
desencadeada por mutacfes que inativam os alelos. Kundson (2001) observou que
os “two hits” necessarios para o desenvolvimento do retinoblastoma em individuos
com a doenca unilateral eram causados por variantes somaticas, e em pacientes

com a doenca bilateral que eram portadores de mutacdes germinativas no gene Rb,
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necessitavam de apenas mais “one hit” para a desfuncionalizagdo do gene,
provocada por variantes somaticas (ALFRED G.KNUDSON, 2001).

7.8. Variantes para validacao

Quatro mutacdes encontradas em nosso estudo, ndo foram identificadas em
nenhum banco de dados. Essas variantes serdo validadas pelo método de
sequenciamento de Sanger e, se confirmadas, anexadas nos bancos de dados
publicos. Os genes que apresentaram variantes foram o EPCAM, MSH6, MSH2 e
PMS2. Um paciente foi portador de duas variantes ndo descritas, no gene EPCAM
e MLH1, se a validacdo dessas variantes confirmar patogenicidade, sugere-se que

0 mecanismo de reparo pode estar profundamente danificado.

O probando IV foi portador de uma mutacao nao descrita no gene EPCAM, o
pai desse individuo foi diagnosticado com CaP. Essa associacdo da mutacdo com
o histérico familiar da neoplasia prostatica sugere segregacéo. Caso confirmada sua
patogenicidade, teremos uma nova variante relacionado ao CaP. Iremos convidar o
pai deste individuo, para a realizagdo do sequenciamento. Realizaremos também a

analise da amostra tumoral para verificar se a mutacao esta presente no tecido.

O probando I, ndo apresentou mutacfes germinativas apos as aplicacdes dos
filtros nos genes analisados. Em contrapartida, seu pai com foi diagnosticado com
CaP, seu irmao com céancer e a sua irma com cancer de intestino. Provavelmente
este paciente apresenta variantes germinativas em genes de reparo do DNA

diferentes dos analisados em nosso estudo.

A alta prevaléncia de pacientes com historico familiar de neoplasia em nosso
estudo, corrobora a nossa hipotese de que esses oito genes de reparo do DNA

estdo envolvidos com o CaP hereditério.



8. CONCLUSAO
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8. CONCLUSAO

Nosso estudo detectou a presenca de variantes em 6 genes de reparo do DNA,
dentre os oito estudados (BRCA1, BRCA2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e
TP53), em uma amostra de 30 pacientes brasileiros com cancer de prostata
localizado. O BRCAL1 foi 0 gene mais mutado, presente em 24 pacientes dos 29.
Apos a aplicacBes dos filtros pré-definidos ndo foram detectadas variantes nos
genes TP53 e MSH2.



9. LIMITACOES DO ESTUDO
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9. LIMITACOES DO ESTUDO

Uma das limitacdes do nosso estudo foi o pequeno nimero da amostra,
portanto a realizagcdo de um trabalho com um maior nimero de pacientes, forneceria
uma ampla visualizag&o do perfil de muta¢cdes em pacientes com CaP localizado.
Bem como, a idade dos pacientes, pacientes diagnosticados com CaP antes dos 50

anos, pois aumentaria a probabilidade de casos de cancer familiar.

Outro fator limitante foi o nimero de genes sequenciado no painel. A
utilizagdo de um painel com mais genes envolvido no reparo do DNA certamente

poderia trazer mais informagoes.

O sequenciador que utilizamos (lon Torrent PGM), adota fragmentos de 200

bp. MutacBes nas regides de ligacdo, podem nao ser visualizadas.



10. PROXIMOS PASSOS
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10. PROXIMOS PASSOS

Sequenciamento do tecido tumoral para a verificacdo da presenca da

mutacdo, sendo mais um dado para consolidar a relacdo da variante encontrada

com a neoplasia na populacao brasileira;

As variantes nao descritas e as nao relacionadas ao CaP na literatura, serdo

validadas e anexadas aos bancos de dados publicos;
Realizaremos novo estudo com uma amostra maior de pacientes;
Realizag&o de estudos funcionais das mutagdes encontradas;

Proposta de novo estudo com uma amostra maior de pacientes.
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Beneficios: Os resultados obtidos servirdo para aumentar o conhecimento sobre as doengas tratadas no
HCFMRP-USP, melhorando a qualidade da assisténcia prestada a populagdo em geral.

Endereco: CAMPUS UNIVERSITARIO

Bairro: MONTE ALEGRE CEP: 14.048-900
UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO
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Continuagao do Parecer: 2.882.522

No estudo os beneficios aos participantes estéo relacionados a um maior conhecimento genético a respeito
da neoplasia da prostata, corroborando estudos genéticos para um maior entendimento clinico patolégico da
doenca.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de encaminhamento das respostas de pendéncias solicitadas no parecer anterior.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Documentos devidamente apresentados. A pesquisadora atendeu adequadamente as solicitagdes do
parecer anterior.

Recomendacdes:

néo se aplica

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Diante do exposto e & luz da Resolucdo CNS 466/2012, o projeto de pesquisa Versdo 2.0 22-08-2018,
assim como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Versdo 2.0 22-08-2018, podem ser
enquadrados na categoria APROVADO.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Projeto Aprovado: Tendo em vista a legislacdo vigente, devem ser encaminhados ao CEP, relatérios parciais
anuais referentes ao andamento da pesquisa e relatério final ao término do trabalho. Qualquer modificagédo

do projeto original deve ser apresentada a este CEP em nova versdo, de forma objetiva e com justificativas,
para nova apreciagéo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 22/08/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1070500.pdf 13:27:18
TCLE / Termos de [tcle.docx 22/08/2018 |KELLY GOMES Aceito
Assentimento / 13:26:58 |DUARTE
Justificativa de
Auséncia
Declaracdo de carta.docx 22/08/2018 |Claudia Tarcila Aceito
Pesquisadores 10:46:55 |Gomes Sares
Projeto Detalhado / | projeto.docx 22/08/2018 |Claudia Tarcila Aceito
Brochura 10:46:44 |Gomes Sares
Investigador
Declaragdo de carta_.jpg 25/06/2018 |KELLY GOMES Aceito
Pesquisadores 10:59:34 |DUARTE

Endereco: CAMPUS UNIVERSITARIO

Bairro: MONTE ALEGRE CEP: 14.048-900
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USP - HOSPITAL DAS

CLINICAS DA FACULDADE DE
MEDICINA DE RIBEIRAO

Declaragdo de carta.jpg 25/06/2018 |KELLY GOMES Aceito

Pesquisadores 10:59:16 | DUARTE

Projeto Detalhado / | ProjetoDetalhado.pdf 02/04/2018 |KELLY GOMES Aceito

Brochura 14:59:27 |DUARTE

Investigador

Orgcamento UPC.pdf 30/03/2018 |KELLY GOMES Aceito
18:04:34 |DUARTE

Folha de Rosto Folhaderosto.pdf 30/03/2018 |KELLY GOMES Aceito
17:58:43 |DUARTE

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

Néo

RIBEIRAO PRETO, 10 de Setembro de 2018

Endereco: CAMPUS UNIVERSITARIO
Bairro: MONTE ALEGRE
Municipio: RIBEIRAO PRETO

UF: SP

Telefone: (16)3602-2228 Fax:

Assinado por:

MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
(Coordenador)

CEP:

(16)3633-1144

14.048-900

E-mail:

cep@hcrp.usp.br
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ADE de e,
Lo e, Mo,
<*“musmio ° %

FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado Senhor (a),

Estamos realizando o trabalho de pesquisa chamado “Andlise de genes associados a uma
predisposicao hereditaria no risco de desenvolvimento do cancer de prostata na
populagdo brasileira”.

Nesse trabalho, caso o senhor (a) ou seu familiar concorde em participar,
estudaremos estruturas chamadas genes que formados por um conjunto de DNA,
localizadas dentro das nossas células (as células sdo pequenas unidades responsaveis pelas
estruturas e funcdes do nosso corpo), que serdo analisadas a partir da coleta de sangue.

Para obter um maior conhecimento clinico e cientifico do cancer de préstata, o
corpo clinico deste hospital (médicos e pesquisadores), desenvolve pesquisa clinica
cientifica. Através desta pesquisa é possivel conhecer melhor os mecanismos da doenca
com o objetivo de oferecer novas possibilidades de diagndstico e tratamento. Este trabalho
envolve a busca, em neoplasias da préstata, mutacdes genéticas em genes pré-selecionados
possibilitando o desenvolvimento de novas estratégias clinicas e terapéuticas.

Caso o senhor (a) ou seu familiar, concorde em participar do estudo é importante
gue saiba que:

Garantimos ao_senhor (a) gque sua participacdao nao implicara _em nenhum
procedimento ou despesa adicional e gue sua identidade serd sempre mantida em sigilo.
Tanto os materiais coletados como as informacdes registradas serao usadas, futuramente,
apenas em pesquisas aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa da FMRP-USP, apds seu
consentimento para participa¢dao na pesquisa, bem como consentimento para guarda de
seu material biolégico no “Banco de amostras de tumores urogenitais”, vinculado ao
Departamento de Cirurgia e Anatomia desta instituicado.

Reafirmamos que sua participacdo é voluntaria e que o senhor (a) pode recusar-se
a ceder o material ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem penalidades,
sem prejuizos e sem mudanca no seu tratamento nesta instituicdo.

Estou ciente que minha participacdo é isenta de despesas ou ganhos financeiros e
que isto ndo ird interferir no meu tratamento.

Se o (a) senhor (a) tiver alguma consideracdo ou duvida sobre este trabalho, entre
em contato com os responsaveis por esta pesquisa: Prof. Dr. Rodolfo Borges dos Reis (16)
36022506; Claudia Tarcila Gomes Sares (Biomédica) (16) 36023298; Kelly Gomes Duarte
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(Bidloga) (16) 992469376 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRP-USP (16)
36022-2228.

Declaro estarem claros para mim quais sdo os objetivos desta atividade, como participarei,
terei garantia de confidencialidade e a certeza de que obterei esclarecimentos a qualquer
momento.

TERMO DE CONSENTIMENTO

Ribeirdo Preto, de de

Eu, , aceito espontaneamente participar deste trabalho,
podendo desistir a qualquer momento, se assim achar conveniente.

Pesquisadores responsdveis pelo desenvolvimento da pesquisa

Prof. Dr. Rodolfo Borges dos Reis (16) 36022506

Kelly Gomes Duarte (Bidloga) (16) 992469376
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ANEXO C — DOCUMENTO BIORREPOSITORIO

FACULDADE DE MEDICINA DE RNIBEIRAO PRETO
DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

DEPARTAMENTO DE CIRURGIA E ANATOMIA

Ribeirao Preto, 29 de maio de 2018.

CARTA DE ENCAMINHAMENTO AO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Vem-se por meio desta solicitar a autorizagéo do Comité de Etica em Pesquisa
do HCFMRP-USP e da FMRP-USP para a criagdo de um biorrepositério denominado:
Biorrepositério de Materiais Bioldgicos de Sangue Venoso. Esse biorrepositério sera de
responsabilidade da bidloga Kelly Gomes Duarte, mestranda no programa de clinica
cirtrgica, vinculado ao Departamento de Cirurgia e Anatomia, estando o orientador Prof.
Dr. Rodolfo Borges Dos Reis ciente e de acordo com a criagdo.

O biorrepositério denominado material bioldgico de sangue venoso tem como
objetivo o armazenamento de 10 ml de sangue venoso. Ser&o coletados dois tubos de 5ml
de sangue venoso em tudo contendo EDTA, que sera utilizado para fins de pesquisa e
andlise cientifica no desenvolvimento do projeto.

O céancer de prostata, geralmente cresce de forma lenta e assintomatica em sua
fase inicial, porém quando seus sintomas sao apresentados consistem em dificuldades e
dores ao urinar, colorag&o escura da urina, dor ao ejacular, sémen escuro e sensagao da
bexiga cheia. Os métodos de diagndsticos da doenga comumente utilizados sdo os
exames de PSA (Prostate-Specific Antigens), toque retal, ultrassonografia, biépsia e
exames de urina. Nosso projeto intitulado “Analise de genes associados a uma
predisposicéo hereditaria do cancer de prostata na populagéo brasileira” esta relacionado
a estudos genéticos envolvendo a identificagdo de genes associados ao desenvolvimento
de cancer de préstata, desta forma, este estudo ird proporcionar um possivel método
diagnéstico preventivo para identificacdo precoce de genes responsaveis pelo
desencadeamento do cancer de prostata.

O armazenamento das amostras sera realizado da seguinte forma: O sangue
venoso sera coletado de pacientes com cancer de prostata com menos de 60 anos de
idade, atendidos pelo Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —
USP. A coleta de sangue sera realizada através de pungéo venosa com auxilio de seringa
e agulha. Posteriormente as amostras de sangue serdo armazenadas e processadas no
Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Cirurgia e Anatomia para obtengéo
do DNA que sera utilizado posteriormente no estudo. Ap6s apresentarmos aos pacientes
voluntarios da pesquisa, o projeto e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e estes
concordarem em participar livremente de nosso estudo, as amostras serdo colhidas e
armazenadas.

Fica sob a responsabilidade da biéloga Kelly Gomes Duarte juntamente com a
equipe de coleta, o processamento e armazenagem das amostras. A mesma junto com a
biomédica e colaboradora de pesquisa Claudia Tarcila Gomes Sares ficardo responsaveis

Av. Bandeirantes, 3800 — 9° andar — Ribeir&o Preto — SP - Brasil - CEP: 14049-900 FONE: (16) 3602-2593 — FAX: (16) 3633-0836.




Anexos 89

FACULDADE DE MEDICINA DE &IBEIRAO PRETO
DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

DEPARTAMENTO DE CIRURGIA E ANATOMIA

pelo armazenamento, catalogagdo, guarda e utilizagido do material estocado,
comprometendo-se a identificar as amostras e os dados coletados de modo que garanta o
sigilo e a confidencialidade dos doadores, identificando as amostras por meio de registros,
numeros e codigos inerentes ao servigo.

Toda coleta e armazenamento de material sera precedida de um “Termo de
Consentimento de Guarda de Material” assinado pelo paciente responsavel pelo material
armazenado. Além disso, serdo criados mecanismos que assegurem a possibilidade de
contato com o paciente e os familiares dos doadores para fornecimento de informacao do
seu interesse como resultados de exames clinicos e genéticos. Os pacientes declaram que
conhecem a se comprometem a seguir as resolugées do CNS vigentes no pais referentes
as normas éticas de pesquisa (Resolugdo 466/2012) e de criagao e utilizagdo de
biobancos/biorrepositérios (Resolugéo n° 441/2011).

O responsavel pelo biorrepositorio declara que a pesquisa a ser feita com o
material sera submetida & aprovagdo do CEP desta instituicio e, quando for o caso, da
Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Prof. Dr. Rodolfo Borges dos Reis
Orientador

\k‘?‘.\\\\ (3 OS> ‘/\/u 0:5 \Z
Kelly Gornes Duarte (Biologa)
Mestranda responsavel pelo biorrepositorio

==

Prof. Dr. José/Sebastiéo dos Santos
Chefe do Departamento de Cirurgia e Anatomia

Av. Bandeirantes, 3900 — 9° andar — Ribeirdo Preto — SP - Brasil — CEP: 14049-900 FONE: (16) 3602-2593 — FAX: (16) 3633-0836.
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ANEXO D - APOIO FINANCEIRO

‘O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Codigo de
Financiamento 001”.



