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RESUMO

Pereira GFL. Espectro e frequéncia de mutacbes germinativas em genes de
predisposicao ao cancer em pacientes com carcinoma de prostata [tese]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2023.

A herdabilidade no cancer de préstata é pouco explorada em individuos miscigenados.
A populacdo brasileira apresenta uma miscigenacdo étnica Unica composta pelas
ancestralidades europeia, africana e amerindia. Assim, no presente estudo, nés
exploramos o espectro e a frequéncia de variantes germinativas em genes de
predisposicdo ao cancer em uma coorte de pacientes brasileiros com cancer de
préstata. Foram incluidos 69 pacientes com cancer de prostata e realizado
sequenciamento de nova geracdo (NGS) para avaliar um painel de 113 genes de
predisposicdo ao cancer. A coorte foi composta por 51,5% de individuos
autodeclarados como homens pardos miscigenados. Cinquenta e cinco por cento dos
pacientes relataram histéria familiar de cancer; 30%, histéria familiar de cancer de
prostata; 16%, histéria familiar de cancer de mama, ovario, pancreas, endométrio e
intestino. Esta coorte compreendia principalmente pacientes com doenca de alto risco
(92.75%). Onze (16%) pacientes eram carreadores de variantes germinativas
patogénicas em: ATM, BRCA2, CASR, CHEK2, DICER1, ERCC2, FANCA, MSH6,
PMS2, RINT1 e XPC. Todos os genes foram alterados em um Unico paciente, exceto
por ATM, alterado em dois pacientes. Oitenta e dois por cento das variantes ocorreram
em genes de reparo do DNA. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre 0s
grupos de carreadores e nao carreadores para: idade, historia familiar de cancer, IMC,
Escore de Gleason, ou metastases a distancia. O seguimento mediano foi de 47,91
meses e a sobrevida mediana néo foi alcancada. No periodo foram observados 27
Obitos. Houve diferenca na sobrevida global de pacientes de acordo com
estadiamento e PSA iniciais, mas ndo em relacdo ao estado de carreador de variantes
patogénicas em genes de predisposicdo ao cancer. Em uma coorte brasileira
miscigenada, com predominancia de pacientes pardos, um amplo espectro de genes

mostrou-se afetado, compreendendo tanto genes classicamente associados ao



cancer de préstata, quanto novos candidatos. Estes dados indicam que a populacao
brasileira merece estudos adicionais para ampliar o conhecimento sobre a

contribuicdo da predisposi¢do genética para o desenvolvimento de cancer de prostata.

Palavras-chave: Neoplasias da préstata/genética. Gendmica. Cancer hereditario.

Predisposicao genética para doencas. Germinativo. Variantes



ABSTRACT

Pereira GFL. Spectrum and frequency of germline mutations in cancer predisposition
genes in prostate carcinoma patients [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2023.

Heritability in prostate cancer is not well explored in miscegenated people. The
Brazilian population has a unique ethnic admixture of European, African, and
Amerindian ancestries. Hence, we explored the spectrum and frequency of germline
mutations in cancer predisposition genes in Brazilian prostate cancer patients. We
included 69 prostate cancer patients and performed next generation sequencing
(NGS) to evaluate a panel of 113 hereditary cancer predisposition genes. The cohort
was composed of 51.5% of self-declared brown admixed ancestry men. Fifty-five
percent of the patients presented family history of cancer; 30% family history of
prostate cancer, and 16% family history of breast, ovarian, pancreatic, intestinal, or
endometrial cancers. This cohort was enriched for high-risk disease (92.75%). Eleven
(16%) patients were pathogenic germline variant carriers in ATM, BRCA2, CASR,
CHEKZ2, DICER1, ERCC2, FANCA, MSH6, PMS2, RINT1, and XPC. All genes were
affected in only one patient, except for ATM, altered in two patients. Eighty-two percent
of the variants occurred in DNA repair genes. No statistical differences were observed
between the groups of carriers and non-carriers for age, family history of cancer, BMI,
Gleason score, or distant metastasis. The median follow-up was 47.91 months, and
the median survival was not reached. During this period 27 deaths were observed.
There were statistically significant differences in overall survival for staging, and in the
initial PSA, but not in relation to the status of PGV carrier in cancer predisposition
genes. In a Brazilian miscegenated cohort with predominance of brown patients, there
was a wide spectrum of affected genes, comprehending both classical genes
associated with prostate cancer predisposition, and novel candidates. This data
indicates that the Brazilian population deserves further studies to amplify the
knowledge about the contribution of genetic predisposition for developing prostate

cancer.



Keywords: Prostatic neoplasms/genetics. Genomics. Hereditary cancer. Genetic

predisposition to disease. Germline. Variants.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia

O cancer de préstata € o cancer masculino mais prevalente, 2° mais incidente
e a 52 causa de morte por cancer entre individuos do sexo masculino no mundo. O
Brasil € 0 4° pais do mundo em incidéncia e 0 3° em mortalidade por cancer de prostata
(18.345 mortes estimadas), superado apenas por China e Estados Unidos da América
(SUNG ET. AL., 2021).

No Brasil, o cancer de prostata é o cancer masculino mais incidente, excluindo
o cancer de pele ndo-melanoma. Em 2020, ocorreram 15.841 6bitos por cancer de
préstata no Brasil e estima-se que 71.730 novos casos ocorram em cada ano do triénio
2023-2025, correspondendo a 30% dos novos casos de cancer em homens
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER -INCA, 2022).

Pacientes com cancer de prostata apresentam elevada taxa de sobrevida em
cinco anos (97%), sobretudo aqueles diagnosticados com doenca localizada ou
regional, cuja sobrevida é proxima a 100%. Em individuos com doenca metastatica a
distancia ao diagnéstico (8% dos casos), a sobrevida em cinco anos é de 32%
(HOWLADER ET. AL., 2019; SIEGEL ET. AL., 2023).

1.2 Anatomia e fisiopatologia

A prostata € um 6rgao em forma de cone de cerca de 15 a 20g, localizado na
parte interna da regido pélvica masculina, posterior a bexiga e anterior ao reto,
conectado a uretra na regido apical e a bexiga em sua regido basal, responséavel pela
producéo do liquido prostatico, que confere fluidez ao esperma e permite a ejaculacao.

A prostata é composta por ductos epiteliais envoltos de estroma e dividida em
3 zonas histoldgicas: central, transicao e periférica. A zona de transicao localiza-se ao
redor da uretra proximal até os ductos ejeculatérios, a zona central inicia-se nos ductos
ejaculatérios e projeta-se para a base da bexiga, e a zona periférica constitui a parte

apical, posterior e lateral da préstata.

A maioria dos canceres de prdostata originam-se na zona periférica, seguida da
zona de transicao, as quais correspondem respectivamente a 70% e 5-10% do tecido
do orgao (ITTMANN, 2018; VERZE ET.AL, 2016). O tecido epitelial da préstata é

composto de 4&cinos e ductos, formados por células basais, luminais e
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neuroenddcrinas. As células luminais sdo responsaveis pela secrec¢édo de substancias
gue compdem o liquido seminal no limen da célula, entre estas o antigeno prostatico
especifico, PSA (ITTMANN ET.AL., 2018).

a.Zonas prostaticas

czZona Central
fz Zona Fibromuscular
tz Zona Transitional
pzZona Periférica
pgr Glandula periuretral

Célulz neuroenddcrina Célula basal Membranabasal & Estroma

Nature Reviews | Urology

Figura 1. Estrutura anatdbmica da préstata. B Estrutura microscépica da prostata. Traduzido de Nature
Reviews Urology (Nat Rev Urol) ISSN 1759-4820 (online).

O crescimento e desenvolvimento normais da préstata sdo mediados por
horménios androgénicos, sendo o principal deles, a testosterona. A testosterona,
produzida pelas células de Leydig a partir do estimulo hormonal luteinizante, é
convertida pela enzima 5 alpha-redutase em 5 alpha-dihidrotestosterona (DHT), que
se liga aos receptores androgénicos, promovendo sua dimerizag¢ao e transporte para
0 nucleo, onde ocorrera a transcricdo de genes-alvo especificos através da interacédo
com os elementos de reconhecimento androgénico (JOHN ET AL., 2019; REBELLO
ET AL., 2021) (Figura 2).

Na célula cancerosa da préstata, a ativacdo dos receptores de androgenos

torna-se aberrante por diferentes mecanismos como amplificacdo génica, presenca
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de variantes patogénicas que conferem ativacao constitutiva do receptor, mesmo na
auséncia do ligante, aumento da expressao, ou sinalizacao sustentada por atividade
promiscua do receptor. Outra via de ativacao do receptor de andrégenos pelas células
do cancer de prostata ocorre através da sintese de andrégenos a partir de precursores
esterodides no interior da célula (Figura 2) (JOHN ET AL., 2019; REBELLO ET AL.,
2021).

Célula epitelial normal da préstata e célula Célula de cancer da préstata
de cancer da prostata sensivel a castracdo resistente a castracdo
Citoplasma Ligantes
promiscuos
Biossintese
O— i
P ) ° de P\, Super expressdo
& 4+ esterdides - RA mutados

Andrégenos
Receptor de _Ot'her Mutagio
Andrégenos g - o0 ligand Receptores de

(RA) D ° . Andrégenos Truncado
O»\\ it
\ =
(o}
o D
-

o Expressdo de RA

9\,, =7 Super expressao variantes estruturais

(@ > de receptores de

'@ andrégenos '@
XX,\; e XOCO

Genes RA responsivos Transcri¢do AR-
dependente

Nicleo

Figura 2. Crescimento e desenvolvimento tumoral da préstata. Esquerda: célula normal da préstata e
célula tumoral da prostata sensivel a castracdo. Direita: célula tumoral da préstata resistente a
castracao

1.3 Classificacao histolégica

A Organizacdo Mundial de Saude classifica os tumores da préstata pela diretriz
de 2016 para tumores do sistema urinario e 6rgaos sexuais masculinos em: tumores
epiteliais, neuroenddcrinos, mesenquimais, hemato-linféides e miscelaneos. Os
tumores epiteliais, principalmente os adenocarcinomas acinares, representam 95% de
todos os tumores diagnosticados na préstata (HUMPHREY ET AL., 2016).

1.4 Grau de diferenciacao celular- Escore de Gleason

O Escore de Gleason, ou Gleason Score, foi definido pela Sociedade
Internacional de Patologia Uroldgica (International Society of Urological Pathology-
ISUP) a fim de classificar o grau de diferenciacdo das células do cancer de prostata
(Figura 3) durante a avaliagéo histopatolégica do tumor. O escore € composto pela

somatoria dos dois grupos de diferenciacao celular predominantes. Os graus definidos



19

pelo escore contribuem para o estadiamento da doenca e alocagao dos pacientes

em diferentes grupos de risco prognaostico (Tabela 1).

Gleason’s Pattern

i

Well

1. Small, uniform differentiated
glands
2. More stroma
between glands
Moderately
differentiated
Poorly
differentiated/
Anaplastic

Obtido de https://training.seer.cancer.gov/prostate/abstract-code-stage/morphology.html

Figura 3. Padrdo de Gleason escore: Grau 1 (G1) bem diferenciado, leve anaplasia. Grau 2 (G2)
moderadamente diferenciado, anaplasia moderada. Graus 3-4 (G3-4) Pouco diferenciado ou
indiferenciado, anaplasico. Grau 5 (G5) Anaplasia com formacao glandular ocasional.

Quadro 1. Escore de Gleason e Grau de Gleason (ISUP)

Grade
Gleason score ~
Group

Gleason score 6 {or3+3=6)

Gleasonscore T {or3+4=7)

Gleason score 7 (ord + 3=7)

Gleason score 8 (ord+4=8)

Gleason score 9or 10 (or4 +5 =19,
5+4=90r5+5=10)

1.5 Estadiamento

Grade
Group 1

Grade
Group 2

Grade
Group 3

Grade
Group 4

Grade
Group 5

The cells look similar to normal prostate cells. The
cancer is likely to grow very slowly, if at all

Most cells still look similar to normal prostate cells. The
cancer is likely to grow slowly

The cells look less like normal prostate cells. The
cancer ig likely to grow at a moderate rate

Some cells look abnormal. The cancer might grow
quickly or at a moderate rate

The cells look very abnormal. The cancer is likely to
grow quickly

O estadiamento do cancer de prostata segue as diretrizes da 8a edicdo do American
Joint Committee on Cancer (AJCC) de 2017.


https://training.seer.cancer.gov/prostate/abstract-code-stage/morphology.html
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Quadro 1. Escore de Gleason e Grau de Gleason (ISUP)

Estadio AJCC

(8a edicéo, 2017) Grupo Descricdo do estadio

' "Tumor indetectavel ao toque ou por exames de

cT1, NO, MO imagem. Diagndstico por resseccao transuretral da

Grau 1 (Gleason score  prdéstata ou por bidpsia com agulha realizada para

<=6) investigacao de PSA elevado [cT1]. Auséncia de

PSA <10 envolvimento linfonodal [NO] ou de metastases a
distancia [M0O]. Grau 1, e PSA<10.

[

ou

| O tumor detectavel ao exame de toque retal ou por

cT2a, NO, MO exames de imagem, como ultrassom transretal.

' Grupo 1 (Gleason Tumor confinado a um lado da préstata [cT2a].

escore 6) Auséncia de comprometimento linfonodal [NO] ou

PSA <10 metéstases a distancia [M0O]. Grau histoldgico 1 e
PSA <10.

[

ou

[

pT2, NO, MO Prostata removida cirurgicamente com o tumor

Grau histolégico 1 Grau
1 (Gleason score <= 6)
PSA<10

confinado a préstata [pT2]. Auséncia de
comprometimento linfonodal [NO] ou metastases a
distancia [M0O]. Grau histoldgico 1, e PSA <10.

A

Tumor indetectavel ao toque ou por exames de

cT1, NO, MO imagem. Diagnoéstico por resseccao transuretral da

Grupo 1 (Gleason préstata ou por biépsia com agulha realizada para

escore 6) investigacao de PSA elevado [cT1]. Auséncia de

PSA >=10< 20. envolvimento linfonodal [NO] ou de metéstases a
distancia [M0O]. Grupo histol6gico 1. PSA >= 10< 20.

[

ou

cT2aor pT2, NO, MO
Grupo 1 (Gleason

Tumor detectado ao exame de toque retal ou por
exames de imagem, como ultrassom transretal,
confinado a um lado da préstata [cT2a]; ou préstata
removida cirurgicamente com tumor confinado &

escore <=6 , a . .
PSA >= 10<)20 préstata [pT2]. Auséncia de envolvimento linfonodal
- ' [NO] ou de metéstases a distancia [MO]. Grupo
histologico 1. The PSA >= 10< 20.
[
ou

cT2b ou cT2c, NO, MO
Grau 1 (Gleason escore
<=6)

PSA <20.

Tumor detectado ao exame de toque retal ou por
exames de imagem, como ultrassom transretal, e
presente em mais da metade de um dos lados da
prostata [cT2b] ou em ambos os lados da préstata
[cT2c]. Auséncia de envolvimento linfonodal [NO] ou
de metéstases a distancia [MO]. Grupo histoldgico de
grau 1. PSA <20.
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Tumor confinado a prostata. Pode, ou ndo ser

T1ou T2, NO, MO detectado ao exame de toque retal, ou por exames
B Grau 2 (Gleason escore de imagem como ultrassom transretal [T1 or T2].
3+4=7) Auséncia de envolvimento linfonodal [NO] ou de
PSA<20. metéastases a distancia [M0].Grupo histoldgico de
grau 2. PSA <20.
' "Tumor confinado & prostata. Pode, ou ndo ser
T1 ou T2, NO, MO detgctado ao exame de toque retal, ou por exames
de imagem como ultrassom transretal [T1 or T2].
Graus 3 ou 4 (Gleason N : i
lc Auséncia de envolvimento linfonodal [NO] ou de
escore 4+3=7 ou 8) . A P
metéstases a distancia [M0]. Grau histologico 3 ou 4.
PSA< 20.
PSA
< 20.
T1 ou T2, NO, MO Tumor confinado a préstata. Pode, ou ndo ser
R detectado ao exame de toque retal, ou por exames
Grau histolégicode 1 a 4 .
de imagem como ultrassom transretal [T1 or T2].
1A (Gleason Escore 8 ou a . .
menorn) Auséncia de envolvimento linfonodal [NO] ou de
a metéstases a distancia [M0O]. Grau histologico de 1 a
PSA >=20
4. PSA >=20.
O cancer tumoral é extra-prostatico, e pode atingir as
T3 ou T4, NO, MO vesiculas seminais [T3], ou a tecidos adjacentes,
B Graus de 1 a 4 (Gleason como esfincter uretral, reto, bexiga e/ou parede
escore 8 ou menor) pélvica [T4]. Auséncia de envolvimento linfonodal
Qualquer PSA [NO] ou metéstases a distancia [MO]. Graus
histolégicos de 1 a 4, e qualquer valor de PSA.
mor na resentar crescimento extra-
Qualquer T, NO, MO Otu ,o_ pode, ou _ao, ap_ese tar crescimento extra
prostatico para tecidos adjacentes [qualquer T].
Grau 5 (Gleason escore . . .
nc Auséncia de envolvimento linfonodal [NO] ou
9 ou 10) . A P
Qualquer PSA metastases a distancia [M0]. Grau histoldgico 5 e
q qualquer valor de PSA.
Qualquer T, N1, MO O tumor pode invadir tecidos adjacentes a préstata
VA Qualquer Grupo [qualquer T]. Ha envolvimento linfonodal adjacente
histolégico [N1] e auséncia de metastases a distancia [MO].
Qualquer PSA Qualquer grau histologico, e qualquer valor de PSA .
alquer T, Qualquer N, A .
3? gl:u o hi(gtti)léq?co O céncer atinge outras partes do corpo, com
VB ' P 9 envolvimento linfonodal e metéstases a distancia

Qualquer PSA [M1]. Qualquer grau histoldgico e qualquer PSA.

Traduzido de American Cancer Society.

1.6 Estratificacao de Risco

A estratificacdo de risco tem o intuito de auxiliar na avaliacdo do prognadstico,
acompanhamento dos pacientes e na escolha das opcdes terapéuticas. Os tumores
da préstata sdo divididos de acordo com seu tamanho, comportamento quanto ao

crescimento, invasao de sitios e linfonodos adjacentes, ou distantes, diferenciacao
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histologica do tumor e nivel de PSA em 5 grupos de risco muito baixo a altissimo risco,
de acordo com KLEIN (2021).

1.6.1 Risco muito baixo
Tumores pequenos nao sentidos no exame de toque, encontrados em uma pequena
area da préstata. Apresentam grau histolégico 1 e PSA menor que 10. Tratam-se de

tumores de crescimento lento e raramente sintomaticos.

1.6.2 Baixo Risco

Tumores confinados a prostata de grau histolégico 1 e PSA menor que 10, mas de
maior tamanho (cT1 to cT2a).

1.6.3 Risco intermediério

Tumores que podem ser sentidos ao toque, ou vistos por exame de imagem,
encontrados em mais da metade de um dos lados da prostata (cT2b) ou em ambos
os lados [cT2c], graus histologicos podem ser 2 ou 3 (Gleason escore 7) e/ou PSA
>=10<20 ng/ml. Os tumores deste grupo podem ainda ser subdivididos em
prognostico favoravel e desfavoravel a partir da presenca de determinadas
caracteristicas:

1.6.3.1 Intermediario favoravel - apresenta uma das caracteristicas de tumores de
risco intermediario, grau histolégico dos grupos 1 ou 2, e menos de 50% de bidpsia
core sao positivos.

1.6.3.2 Intermediario desfavoravel - apresenta 2 ou 3 caracteristicas de tumores de
risco intermediario, e/ou grau histologico do grupo 3 e/ou 50% ou mais de bidpsia core
S&0 positivos.

1.6.4 Alto risco

Tumores com crescimento extra-prostatico (cT3a) ou grau histolégico 4 ou 5 (Gleason
escore 8 a 10) ou PSA maior que 20.

1.6.5 Altissimo risco

Tumores da préstata com elevado crescimento tumoral, maiores chances de recidiva
e de envolvimento linfonodal adjacente. Invadem as vesiculas seminais (cT3b) ou
tecidos adjacentes a préstata (cT4); apresentam grau histolégico de grupo 5 (Gleason
escore 9 ou 10); duas ou trés caracteristicas de grupos de alto risco, ou mais de 4

bidpsias core cujos graus histolégicos sejam 4 ou 5 (Gleason escore 8 a 10).
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1.7 Fatores de risco

Os fatores de risco para desenvolvimento de cancer de préstata sdo: idade
avancada, descendéncia africana e historia familiar de cancer.

A incidéncia de cancer de prostata tende a aumentar a partir dos 45 anos de
idade, tendo seu pico entre 65 e 74 anos e mediana de idade ao diagndstico de 66
anos. O maior percentual de mortalidade compreende homens a partir dos 75 anos
de idade (67% dos casos) (HOWLADER ET. AL., 2019). Trata-se de um cancer de
3a idade, visto que 75% dos casos acometem homens a partir dos 65 anos
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER - INCA, 2023). Individuos de descendéncia
africana parecem ter acometimento mais precoce e, ambas as taxas de incidéncia e
mortalidade do grupo de afro-americanos sdo superiores as taxas gerais de cancer de
préostata (HOWLADER ET. AL., 2019).

O fator hereditario é bastante significativo no desenvolvimento da doenca. A
predisposicao genética para desenvolvimento de cancer de préstata foi estimada em
42%-58% por meio de andlises em gémeos monozigdticos e dizigoticos
(LICHTENSTEIN ET. AL., 2000; HIELMBORG ET. AL., 2014; MUCCI ET. AL., 2016).
Parentes de primeiro grau de pacientes com cancer de préstata possuem 2 a 4 vezes
mais risco de desenvolver a doenca em relacdo a populacéo geral, sendo o risco mais
elevado, para pacientes diagnosticados em idade precoce (revisado por EELES ET.
AL., 2014).

1.7.1 Predisposicdo Genética

A predisposicdo genética pode ser atribuida a variantes patogénicas de baixa
frequéncia em genes de moderada a alta penetrédncia, como BRCA2, BRCAL e
HOXB13, ou a polimorfismos em loci especificos, os quais ocorrem em maior
frequéncia e apresentam baixa penetrancia. As alteracdes germinativas que conferem
maior risco de desenvolvimento para o cancer de prostata ocorrem nos genes BRCA2
e HOXB13.
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Figura 4. Predisposicdo Genética (Fonte: Benafif et. al., 2021)

A prevaléncia de variantes patogénicas somaticas e/ou germinativas em genes
de reparo do DNA é de 27% no cancer de préstata, sendo quase % devidos a variantes
germinativas (LANG ET AL., 2019). Homens com cancer de préstata metastatico ao
diagndstico apresentam maior frequéncia (11,8%) em relacdo a individuos com
doenca localizada (4,6%) e pessoas sem diagnéstico conhecido de cancer (Exome
Aggregation Consortium: 2,7%) (PRITCHARD ET.AL., 2016).

A frequéncia de variantes patogénicas em genes de reparo homologo em
pacientes com cancer de pristata metastatico é de 5,3% para BRCA2, 1,6% para
ATM, 1,9% para CHEK2, 0,9% para BRCAl e 0,4% para RAD51D e PALB2
(PRITCHARD ET. AL., 2016).

Genes de reparo de mau pareamento, ou mismatch repair (MSH2, MSH6 e
PMS2), HOXB13 (CHENG ET. AL., 2019) e, mais recentemente, TP53 (MAXWELL

ET. AL., 2022) também estédo associados ao risco elevado para cancer de prostata.

1.7.1.1 BRCA1 e BRCA2 - Breast cancer susceptibility genes

Variantes patogénicas germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2 podem ser
detectadas em 0,44% e 1,2% dos pacientes com cancer de prostata, respectivamente.
Tais pacientes apresentam doenca mais agressiva caracterizada por elevada
probabilidade de comprometimento linfonodal e metastases a distancia (KOTE-JARAI
ET. AL., 2011; LEONGAMORNLERT ET. AL., 2012; CASTRO ET. AL., 2012).
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A identificacdo dos genes BRCA1 e BRCA2 como genes de susceptibilidade
ao cancer, a priori cancer de mama e ovario, ocorreu por meio de analises de ligacao
entre regides génicas e caracteristicas compartilhadas pelos portadores. O excesso
de agregacdo familiar de cancer de préstata em familias portadoras de alteracées em
BRCAZ2, ou em familiares de mulheres com cancer de mama deu subsidio a hipétese
de que estas alteracdes pudessem também estar associadas ao risco aumentado de
outros tumores, além de mama e ovario. Estudos contemporaneos a época,
demonstraram um risco relativo de 2.69 vezes e risco cumulativo de 16% até os 70
anos para desenvolvimento de cancer de préstata nestas familias (TULINIUS ET.AL.,
1992; STREWING ET AL.1995; EASTON ET. AL.1997).

Posteriormente, a analise de 173 familias compostas de 3 a 255 individuos
com histéria familiar de cancer, realizada pelo The Breast Cancer Linkage Consortium
(1999), confirmou a susceptibilidade de cancer de préstata em carreadores de
variantes patogénicas em BRCA2. O numero esperado de portadores que
desenvolveriam cancer de préstata estava estimado em 6, entretanto, foram
observados 29 carreadores diagnosticados com cancer de préstata, perfazendo um
risco relativo de 4,65 (RR 4.65; 95% CI 4 3.48- 6.22; P<.0001), que por sua vez,
demonstrou-se significativamente mais acentuado em individuos até 65 anos versus
individuos de todas as idades (RR 7.33 [95% CI 4 4.66—11.52] versus RR 3.39 [95%
Cl 42.34-4.92]; P<0.01). Em concordancia, KOTE-JARAI ET. AL 2011, observaram
qgue risco de desenvolvimento de cancer de prostata em portadores de variantes
patogénicas em BRCAZ2 é de 8,6 vezes aos 65 anos de idade.

A analise prospectiva com seguimento aproximado de 5,5 anos em homens
portadores de variantes germinativas em BRCAL1 e BRCA2 e néo afetados por cancer
de préstata, demonstrou que carreadores de variantes em BRCA2 sdo mais propicios
a desenvolver cancer de prostata. Nestes, foram identificados: taxa de incidéncia
padronizada de 4,45, risco absoluto de 27% aos 70 anos, e 60% aos 85 anos;
enquanto para BRCA1, a taxa de incidéncia padronizada foi de 2,35 e risco absoluto
de 21% e 29%, respectivamente). Além disso, pacientes carreadores de variantes de
BRCA2 apresentavam tumores estatisticamente associados a doenga clinicamente
significativa a agressiva (taxa de incidéncia padronizada 5,07, 95% CI 3,20-8,02) e
alto risco de morte pela doenca (SMR 3,85, 95% CI 1,44-10.3) (NYBERG ET.AL.,
2020).
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1.7.1.2 BRCA-2, Breast cancer susceptibility gene 2

O gene BRCA2, do inglés Breast cancer susceptibility gene 2, localizado no
braco longo do cromossomo 13 (13g12-g13) foi identificado em 1995, apds a analise
da perda de funcéo na regido, em individuos com céancer de mama masculinos e
femininos em familias, cujas doencas ndo estavam associadas a alteracbes em
BRCAL1 (WOOSTER ET. AL. 1995).

O gene BRCAZ2 apresenta 27 éxons, que codificam uma proteina de 3418
aminoécidos. A proteina codificada apresenta dominios de interagdo com proteinas
pertencentes a vias de reparo do DNA e um dominio de ligagdo ao DNA. A por¢éao N-
terminal, interage com PALB2 e a regido central, composta por 8 repeticdes BRC, liga-
se a proteina RAD51. O dominio de ligacdo ao DNA, se liga ao DNA de fita simples e
a poly (ADP-ribose) (Figura 6).

A proteina BRCA2 promove o recrutamento de RAD51 ao local de quebra da
dupla fita de DNA, intermediando sua ligacéo a fita simples de DNA, que atuard como
molde da nova fita durante o processo de recombinacdo homdloga.

Andlises in-vitro em células com deficiéncia do gene BRCA2 contrapostas a
diferentes inibidores da enzima Poli ADP-ribose polimerase (PARP), permitiram o
desenvolvimento de inibidores de PARP1. O mecanismo de acdo baseia-se na
combinacéo da perda de funcéo de dois ou mais genes, que culmine em morte celular,
enquanto uma Unica alteracdo patogénica em qualquer um destes genes nao é capaz
de induzir o processo de morte sozinha. O processo é denominado letalidade sintética,
pois uma das perdas de funcdo ou inibicdo € induzida pela medicacdo (KAELIN
ET.AL., 2005). Os inibidores de PARP-1, aprovados em 2020 para o tratamento de
individuos com cancer de pristata metastatico resistente a castracdo, mostraram-se
bastante significativos para o aumento da sobrevida livre de doencga e sobrevida global
nos pacientes com deficiéncia de BRCA1/2.
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Figura 6. Estrutura e localiza¢do do gene BRCA2. Adaptado de LABIDI-GALY ET AL., 2018.

Além de terapias baseadas na letalidade sintética, pacientes com variantes
patogénicas em genes de reparo de DNA podem beneficiar-se de terapias baseadas
em platina, como cisplatina e carboplatina. Em pacientes com cancer de prostata
metastatico resistente a castracdo tratados com carboplatina, aproximadamente 75%
dos portadores de mutacdo em BRCA2 sdo responsivos a terapia, em detrimento de
17% dos nao portadores de variantes patogénicas. (Pomerantz et. al., 2017; Nuhn et.
al., 2019). Aproximadamente 33% dos pacientes com cancer de prostata metastéatico
resistente a castracdo apresentam defeitos em genes de reparo de DNA, dentre os
guais, 88% mostram-se responsivos ao inibidor de PARP Olaparib, sendo a resposta
mais acentuada em pacientes portadores de variantes patogénicas, que em pacientes
sem alteracbes (MATEO ET. AL., 2015).

1.7.1.3 Genes de Mismatch repair, ou reparo de mau pareamento

Em 2003, estudos demonstraram que pacientes com cancer de prostata
portadores de variantes deletérias no gene de mismatch repair (MMR) MSH2 néo
apresentavam o produto do gene em seus tumores, assim como é observado em
tumores de céncer hereditario colorretal ndo poliposo, sugerindo que este cancer
poderia fazer parte do espectro da sindrome de Lynch (STORMORKEN ET. AL., 2003;
SORAVIA ET. AL., 2003).
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A incidéncia de cancer de prostata foi avaliada em 106 portadores de mutacdes
em genes MMR e, dentre os quais, 8,5% desenvolveram a doenca. A chance do
numero esperado de cancer de préstata ocorrer ao acaso neste grupo de homens,
seria de 1,52 em comparagao com 9 observados (intervalo de confianca de 95%, 4.1-
17.1; p <0,01). O risco cumulativo de desenvolver cancer de prostata aos 60 anos foi
de 9,8% e aos 70 anos foi de 29% entre os portadores de variantes em MMR, contra
8% na populacdo norueguesa em geral. A idade média para o diagnostico entre
portadores foi de 60,4 anos em comparacdo com 66,6 esperados. A maioria dos
pacientes portadores de mutacdo em MMR (8/9) apresentava tumor agressivo,
Gleason > 7, em contraste com os 17% esperados em homens diagnosticados antes
dos 70 anos na populacéo geral. Estes individuos também apresentam acometimento
precoce (GRINDEDAL ET. AL., 2009).

Familias com sindrome de Lynch portadoras de mutacdes nos genes de
mismatch repair MLH1, MSH2 e MSH6 podem apresentar 30% de risco cumulativo de
desenvolverem cancer de préstata ao longo da vida, contra 17,8% de risco da
populacdo geral, sendo este risco maior em individuos com menos de 60 anos
(RAYMOND, 2013). Em estudo realizado no Brasil, o cancer de prostata foi o cancer
extra-colénico mais frequente entre homens de familias com sindrome de Lynch
(SILVA ET. AL., 2010).

A observacédo da auséncia de proteinas de reparo em tumores da préstata de
portadores de variantes germinativas em genes de mismatch repair, deu subsidio a
hipotese de que tais alteracfes estariam associadas a predisposicao de risco ao
cancer de prostata, e que este pudesse fazer parte do espectro da sindrome de Lynch
(STORMORKEN ET AL., 2003; SORAVIA ET.AL, 2003). A primeira analise em um
grande registro de familias com sindrome de Lynch, mostrou frequéncia de 8,5% de
cancer de prostata entre os portadores de variantes em genes de MMR, e risco
cumulativo de 9,8% até os 60 anos de idade, associando pela primeira vez, genes de
MMR com a predisposi¢cdo aumentada para cancer de prostata (GRINDEDAL ET. AL.,
2009). Um estudo dinamarqués, também avaliando grandes registros familiares de
sindrome de Lynch, identificou que 2,22% dos portadores de variantes em genes de
MMR e 1,39% de seus familiares de 1° grau desenvolveram cancer de prostata. Seis
destas alteragbes ocorreram em MSH6 em 3/16 probandos e 3/12 dos familiares de
1° grau (RAYMOND ET.AL., 2013; DOMINGUEZ-VALENTIN ET. AL., 2016).
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PRITCHARD ET. AL., 2014 identificaram que alteragdes com perda de funcao
do complexo de MSH2-MSH®6, como principal fator relacionado a tumores de prostata

hipermutados.

1.7.1.4 HOXB13, Home-box 17

O gene HOXB13 é um fator de transcricdo, localizado no bragco longo do
cromossomo 17, que regula a expressdo de androgenos. O gene foi identificado
através de estudos de ligacdo génica, que mostraram a presenca de uma regiao
proxima ao gene BRCA1 (também localizado no 17q), associada ao risco aumentado
para cancer de prostata (PILIE; GIRI; COONEY, 2016).

A analise da regido cromossémica 17¢g21-22, previamente relatada como de
susceptibilidade para desenvolvimento de cancer de prostata, identificou a presenca
da variante nonsense G84E no gene HOXB13 em 1,4% dos individuos de familias de
ascendéncia europeia com agregacao familiar de cancer de prostata, sendo mais

prevalente em homens com acometimento precoce (3,6%) (EWING ET. AL., 2012).
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Figura 7. Estrutura do gene HOXB13 e as principais variantes descritas e sua localizacdo no gene.

Individuos com trés ou mais membros da familia afetados pelo cancer de
préstata apresentam cerca de 2,7% de chance de serem portadores da variante
patogénica (BREYER ET. AL. 2012). Embora a variante nonsense G84E néo seja
acionavel em termos terapéuticos, sua identificacdo € importante para
aconselhamento genético familiar (MOHLER ET.AL., 2019).

Outras variantes ancestralidade-especifica em HOXB13 relacionadas a

predisposicdo aumentada ao cancer de prostata foram descritas em populacbes
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especificas de individuos ndo-caucasianos (LIN ET.AL., 2013; MOMOZAWA ET.AL.,
2020; MARLIN ET. AL., 2020; KURIHARA ET. AL., 2022; NA ET. AL., 2022, DARST
ET AL., 2022).

A variante G135E foi identificada em individuos chineses, ap0s
sequenciamento do gene HOXB13 em uma coorte de individuos caso-controle do
Consorcio Chinés para genética do cancer de prostata (Chinese Consortium for
Prostate Cancer Genetics) (LIN ET.AL., 2013).

Na populacéo japonesa, identificou-se a variante G132E (OR: 6,08; 95% CI =
3,39 a 11,59) (MOMOZAWA ET.AL., 2020), posteriormente descrita também na
populacdo coreana com cancer de prostata (SONG ET.AL., 2023).

Por sua vez, a variante X285K foi descrita em homens da Ilha de Matrtinica,
no caribe, e em pacientes com cancer de préstata de oeste-africana (LIN ET.AL.,
2013; MARLIN ET. AL., 2020, NA ET. AL., 2022, DARST ET AL., 2022).

Assim como GB84E, as demais variantes ancestralidade-especificas de
HOXB13 séo raras e ndo acionaveis. Entretanto, o manejo de risco em portadores e
familiares é de suma importancia. A variante deletéria X285K, em especial, confere

um risco aumentado para tumores mais agressivos.

1.7.1.5 TP53-Tumor Protein P53

O gene TP53 foi recentemente associado ao risco aumentado para o cancer
de préstata apos a andlise de 132 familias com sindrome de Li-fraumeni, nas quais
foram identificados 19% de casos de cancer de prostata entre os homens carreadores
de variantes germinativas em TP53 (31 de 163). Observou-se também que a presenca
de gTP53 aumentava em 9 vezes o risco de cancer de préstata, e que a incidéncia da
doencga era 25 vezes maior em carreadores que na populacao geral (MAXWELL ET
AL, 2022).

1.8 BRASIL

No Brasil, ndo existem analises especificas sobre a herdabilidade do cancer de
préstata utilizando painéis genéticos extensos, apenas estudos focados sobre
sindromes hereditarias de predisposi¢cdo ao cancer, ou focados na influéncia de
grupos de polimorfismos na susceptibilidade ao cancer de prostata (FERNANDES ET.
AL, 2016; OLIVEIRA ET. AL., 2022).
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Em sua maioria, o perfil das alteragbes germinativas associadas a
predisposicdo ao cancer na populacdo brasileira € interrogado em estudos que
avaliam sua prevaléncia no cancer de mama, sobretudo em pacientes do sexo
feminino; em individuos com suspeita para sindromes de cancer de mama e ovario
hereditarios, ou em avaliacbes da contribuicdo de variantes no genes BRCA1 e
BRCA2. Mesmo em estudos onde individuos diagnosticados com cancer de prostata
foram incluidos nas analises, o numero foi pouco expressivo (FERNANDES ET AL.,
2016; OLIVEIRA ET.AL 2022). No maior estudo para a avaliacdo das alteracdes
germinativas associadas a sindromes hereditarias de cancer conduzido no Brasil, que
avaliou 1682 pacientes previamente submetidos a testes genéticos, menos de 1% (15/
1682) dos individuos analisados apresentavam historia pessoal de cancer de prostata
(OLIVEIRA ET AL., 2022).

Avaliar caracteristicas genéticas a luz das diferencas geograficas e ancestrais
€ crucial para entender a carcinogénese e susceptibilidade ao cancer em populacées
miscigenadas, como a brasileira, cuja ancestralidade genética mediana é composta
predominantemente por alelos provenientes de trés populacdes parentais: europeia
(68,1%), africana (19,6%) e amerindia (11,6%), o que reflete em particularidades néao
observadas em outras populacdes (SOUZA ET AL. 2019; PENA ET. AL., 2011).

As diretrizes de praticas clinicas em cancer de préstata da versédo 4.2023 do
National Comprehensive Cancer Network (NCCN) preconizam a avaliacao genética
para o risco de cancer de prOstata, no entanto, testes genéticos para avaliar a
predisposicdo genética ao cancer ndo sdo disponibilizados pelo Sistema Unico de

Saude Brasileiro.
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2. JUSTIFICATIVA

O estudo de variantes germinativas presentes na populacéo brasileira com
cancer de prostata é fundamental para conhecer o perfil e a contribuicdo do cancer de
prostata hereditario no Brasil, compreender aspectos da doenca em nossa populacgéo,
bem como identificar e caracterizar novos biomarcadores no futuro.

Visto que, no Brasil, testes genéticos para avaliar a predisposicdo ao cancer
ndo sdo disponibilizados no ambito do Sistema Unico de Saide, uma abordagem
genética para pacientes com cancer de préstata pode estar associada a: identificagéo
de pacientes candidatos ao uso terapia com inibidores de PARP e imunoterapia;
rastreamento de outros tumores secundarios, relacionados a sindrome implicada pela
presenca da variante detectada no paciente. Além disso, a identificacdo de pacientes
portadores de variantes germinativas, pode orientar a investigacdo em familiares
saudaveis, que podem se beneficiar da deteccéo precoce e medidas de prevencédo de
canceres como cancer de mama, ovario, pancreatico, colorretal e melanoma, além do

préprio cancer de préstata em individuos do sexo masculino.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o espectro e frequéncia de mutacdes germinativas em painel de genes de

predisposicao ao cancer em coorte brasileira de pacientes com cancer de prostata.

Objetivos Especificos

1) Avaliar histérico familiar de cancer;
2) Avaliar habitos e caracteristicas clinicas dos pacientes;
3) Avaliar o nivel de PSA ao diagndstico, Gleason Escore, estadiamento T,

frequéncia de envolvimento de linfonodos e metastases a distancia.
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4. METODOS

4.1 Desenho do estudo

Este é um estudo transversal para avaliar a predisposicdo genética em uma coorte
brasileira de homens com diagndstico de cancer de préstata, tratados no Instituto do
Céancer do Estado de Sao Paulo (ICESP), Sao Paulo, Brasil.

O Conselho de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo, Sdo Paulo, SP, Brasil aprovou o estudo (CAAE: 25046719.8.0000.0065).
Todos o0s pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
aprovado pelo Comité de Etica, e as amostras foram utilizadas nos termos dos

acordos de transferéncia de materiais.

4.2 Estratégia de incluséo

Homens maiores de 18 anos diagnosticados com carcinoma da proéstata,
preferencialmente com doenca agressiva, e independente da fase de tratamento,
atendidos no Instituto do Cancer do Estado de Sdo Paulo foram pré-selecionados a
partir do CID da doenca (CID 61- Cancer de Prostata), de acordo com a agenda de
consultas dos servigos de Urologia e Oncologia Clinica, seguida da andlise de dados
clinicos presentes no prontuario eletrénico para comprovacdo do diagnostico de
cancer (exame histopatolégico, laudo de exames de imagem comprovando
acometimento secundario). Os pacientes incluidos foram submetidos a coleta de 15
mL de sangue periférico por venopuncdo em tubos contendo acido acético tetra-
etilenoadimina (EDTA) e responderam questionarios sobre etnia, histérico pessoal e
familiar de cancer, comorbidades e habitos comportamentais, incluindo consumo de
alcool, tabagismo, préatica de exercicios fisicos e foi elaborado o heredograma. Os
prontuarios médicos institucionais foram acessados para recuperacdo de dados

clinicos.

Devido a pandemia da Covid-19 e interrupcdo temporéaria do recrutamento de
pacientes, uma parte foi incluida de maneira retrospectiva (n=29). Estes pacientes
previamente assinaram o TCLE do Biobanco do ICESP para pesquisas e alguns
destes foram contatados posteriormente, e responderam ao questionario de

antecedentes pessoais e habitos de vida e tiveram seu heredograma construido.
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4.3 Critérios de inclusdo - Sequenciamento Painel Hereditary TruSight Cancer
Foram incluidos 55 pacientes para sequenciamento com painel de genes de

predisposicao ao cancer com pelo menos um dos critérios abaixo:

e Metastase a distancia ao diagndstico

e Tumores localmente avancados (comprometimento linfonodal e/tumor extra-
prostatico)

e Histdria familiar positiva de cancer

e |dade precoce ao diagndstico <65 anos

4.4 Critérios de inclusdo - Sequenciamento de Exoma Twist Bioscience
Foram incluidos 14 pacientes para sequenciamento do exoma, de acordo com 0s

critérios a seguir:

e Pacientes autodeclarados pardos, pretos e/ou indigenas
e Doenca clinicamente significativa ao diagnéstico (Gleason a partir de 7)

4.5 Critérios de exclusao -Sequenciamento de Exoma Twist Bioscience

e Pacientes com metéstase ao diagndéstico

4.6 Extracao, qualidade e quantificacdo do DNA

As amostras dos pacientes foram processadas de acordo com protocolo Biobanco
para separacdo de plasma e buffy-coat com armazenamento em freezer a -80°C. O
DNA germinativo foi extraido dos leucdcitos utilizando o kit comercial QIAamp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen, Cat no./ID 51104). Resumidamente, para cada microtubo de
1,5 ml contendo o buffy-coat foram adicionados tampao de digestdo contendo
proteinase K seguido de incubacdo a 56°C por 1 hora. Ap6s adicdo do Buffer AL e
incubacédo a 70 °C por 10 minutos, foi adicionado etanol (96-100%), a mistura foi
transferida para as colunas, as quais foram centrifugadas. Apos lavagem com Buffer
AW1 e Buffer AW2, as colunas foram transferidas para microtubos de 2 ml,
centrifugadas e a seguir transferidas para microtubos de 1,5 ml, onde as amostras
foram eluidas com 50 pl de agua ultrapura. Apds incubacdo por 4 minutos e
centrifugagcéo a 6.000 g por 1 minuto, as colunas foram removidas e as amostras
armazenadas a -20 °C. A concentragao e pureza do DNA foram determinadas pelo
espectrofotometro NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific). A concentracdo das

amostras de DNA analisadas por sequenciamento de nova geracao, foram avaliadas
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por Qubit® dsDNA BR Assay kit em fluorométro Qubit® 3.0 (Thermo Fischer Scientific,
Cat no./ID Q32853).

4.7 Preparo de Bibliotecas protocolo Twist Bioscience
As bibliotecas foram preparadas com a metodologia Enzymatic Fragmentation
and Twist Universal Adapter System (Twist Bioscience)

A quantidade correta do input de DNA é critica para preparo de bibliotecas e
fragmentacdo Gtimas. A concentracdo do DNA deve ser definida por quantificacdo
com Qubit dsDNA Broad Range Quantification Assay. Iniciamos o protocolo com o
input de 80ng de DNA purificado e eluido em Agua Ultrapura. O uso de mais de 50 ng
de DNA de input aumenta a diversidade da biblioteca e reduz a taxa de duplicacéo,
mas para uma performance 6tima, algumas otimiza¢fes foram realizadas durante o
preparo de bibliotecas.

Adicionou-se ao input de amostra inicial de 80 ng, volume suficiente de agua
ultrapura para alcancar volume final de 10 ul de amostra diluida de DNA, que foi
transferido para pocos da placa de PCR e colocados em gelo.

Em seguida, preparou-se o master mix de fragmentacéo enzimética composto de
25ul de Agua, 5pl 10x Fragmentation Buffer e 10 pl 5x Fragmentation Enzyme,
alcangando volume total 40 ul por reacao. Os 40 ul do Master Mix de Fragmentagao
Enzimatica foram adicionados no poco/tubo de cada uma das amostras de gDNA,
homogenizados por pipetagem e a reagéo foi mantida em gelo. A placa foi para o
termociclador pré-resfriado previamente (4°C- Hold na programacao) e em seguida
submetida a programacdo de 32°C por 16 minutos (otimizacdo recomendada pela
assessora técnica Twist), 65°C por 30 minutos e 4°C infinito. Temperatura da tampa
70°C. A placa com as amostras foi retirada do termociclador e mantida em gelo.

Adicionaram-se 5ul de Twist Universal Adapters ao poco de cada amostra
contendo o DNA fragmentado e com cauda-dA, seguido de homogeneizacdo por
pipetagem.

Em seguida, preparou-se Master Mix de Ligacao (tubo de 1,5 ml) pela adi¢do de
15 pl de &gua ultrapura, 20ul de DNA Ligation Mix e 10 pl de DNA Ligation Buffer por
amostra. O master mix foi mantido em gelo, e ao final, 45 pl do mix de ligacao foi
adicionado a cada amostra. A placa foi selada, agitada e incubada a 20°C por 15

minutos em termociclador.
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Antes de iniciar a purificacdo faz-se necessario, retirar as DNA Purification
Beads da geladeira pelo menos 30 minutos antes de sua utilizacdo para que estas
alcancem a temperatura ambiente e homogeneiza-las por vortex. Separamos uma
aliquota em tubo 2 mL para facilitar a manipulacdo das beads durante o experimento.
Adicionaram-se 80 pl das DNA purification beads a cada amostra e para
homogeneizar, pipetou-se a solucdo por aproximadamente 20x. ApOs a adicao de
beads a cada grupo de quatro amostras, a aliquota de beads foi homogeneizada por
vortex.

A solucdo das amostras e beads foi incubada por 5 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida, a placa foi colocada em estante magnética por 1 minuto. Uma
vez alocadas na placa as beads magnéticas foram atraidas, formando um pellet de
beads e um sobrenadante liquido. Passado o minuto de incubacéo, houve a retirada
e descarte do sobrenadante sem perturbar o pellet.

Mantendo as amostras na estante magnética, adicionaram-se, gentilmente, 200
ul de Etanol 80% para lavagem do pellet de beads (etanol foi dispensado na parede
oposta ao pellet a fim de ndo o perturbar). Ap6s 1 minuto de incubacado, o
sobrenadante foi removido e descartado. A lavagem foi repetida (totalizando duas
lavagens). A seguir, o etanol remanescente foi, cuidadosamente, removido com uma
pipeta de 10uL, sem perturbar o pellet. O pellet secou ao ar, ainda na estante
magnética de 5 a 10 minutos.

A placa com as amostras foi retirada da estante magnética e 17 ul de agua
ultrapura foram adicionados ao pellet de cada amostra. As amostras foram
homogeneizadas por pipetagem e incubadas por 2 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida as amostras foram colocadas novamente na estante magnética e
incubadas por 3 minutos, ou até o sobrenadante ficar claro. Em seguida, 15ul do
sobrenadante limpido contendo as bibliotecas indexadas e ligadas foram transferidos

para uma nova placa 96-well, sem perturbar o pellet.

Este passo tem por intuito amplificar as bibliotecas de gDNA contendo
adaptadores com primers Twist UDI (Universal dual-index), purifica-las e realizar a
analise do controle de qualidade para finalizacdo do protocolo.

Foram adicionados 10ul de Twist UDI primers para cada biblioteca de gDNA e

gentilmente homogenizados por pipetagem.
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Adicionaram-se 25 pl do Kapa HiFi HotStart Ready mix a cada biblioteca de
gDNA e homogenizou-se cuidadosamente por pipetagem. Em seguida, as amostras
foram imediatamente transferidas para o termociclador e submetidas: 98°C por 48
segundos; 8 ciclos com variacao de temperatura: 98°C por 15 segundos, 60°C por 30
segundos, 72°C por 30 segundos; Extenséo final: 72°C, 1 minuto, 1 ciclo e Hold final:
4°C, infinito; temperatura da tampa 105°C). Apds término da programacdo, as
amostras foram retiradas do termociclador e purificadas.

As beads de purificacdo de DNA foram novamente homogeneizadas por vortex.

Foram adicionados 50 ul de DNA purification beads homogeneizadas em cada
amostra (preconizamos homogeneiza-las por vortex a cada quatro aplicacées). Em
seguida, as amostras foram incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente, e logo
posicionadas na estante magnética por 1 minuto.

Apos formacgédo de pellet e sobrenadante limpido, o sobrenadante foi removido e
descartado sem perturbar o pellet (sem retirar as amostras da estante magnética). O
processo de lavagem foi feito pela adicdo de 200 pl de Etanol 80% para lavar o pellet,
seguido de incubacg&o das amostras por 1 minuto (sem retirar da estante) e remocéo
e descarte do etanol (sem perturbar o pellet). O processo foi repetido, totalizando duas
lavagens. Ao final, o restante do Etanol foi cuidadosamente removido com pipeta de
10 pl sem perturbar o pellet.

A placa, ainda na estante magnética, permaneceu em temperatura ambiente para
a secagem do pellet por 5 a 10 minutos. Finalizada a secagem, retirou-se a placa da
estante magnética e 22 ul de agua ultrapura foram adicionados em cada amostra e
homogeneizados por pipetagem. As amostras foram incubadas a temperatura
ambiente por 2 minutos.

Ap@s a incubacao, as amostras foram colocadas novamente em estante magnética
e incubadas por 3 minutos ou até a formacdo do pellet. Em seguida, 20ul do
sobrenadante limpido contendo as bibliotecas indexadas e amplificadas foram
transferidos para novos tubos strip ou placa (sem perturbar o pellet).

Concentragao e tamanho de cada uma das bibliotecas indexadas e amplificadas
foram avaliados com o Qubit dsDNA Broad Range Quantification Assay e High
Sensitivity D1000 ScreenTape (Agilent) com o Tape Station, respectivamente.

Por fim, as bibliotecas foram combinadas em pools para atingir a mesma
equimolaridade em tampéao Low TE 1x, e foram entdo sequenciadas no aparelho
NextSeq (NextSeq 500/550 Mid Output Kit v2.5, 150 ciclos; lllumina) do laboratorio de
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Sequenciamento em Larga Escala (SELA) da Rede Multiusuarios do Sistema
FMUSP/HC, da Universidade de Sao Paulo (USP).-

4.8 Preparo de Biblioteca protocolo-TruSight Hereditary Cancer - lllumina

Para o sequenciamento dos 113 genes de pacientes com cancer de prostata
(DNA de células mononucleares) utilizamos o protocolo lllumina DNA Prep with
Enrichment (lllumina — 20025523/20025520/20025519). Este protocolo compreende:
Tagment Genomic DNA (fragmentacdo e adicdo de adaptadores no DNA), Post
tagmentation Clean up, amplificacdo de DNA fragmentado e etiquetado (tagmented),

lavagem das bibliotecas e formacgéo do pool de bibliotecas.

A primeira etapa desta reacdo consiste na fragmentacdo do DNA e a ligacao
de adaptadores nas extremidades dos fragmentos; neste processo foram utilizadas
esferas ligadas a transposomes (eBLT, bead-linked-transposomes). Neste
procedimento foram utilizados 500 ng de DNA em um volume final de 30pL. Foram
adicionados 20 ul do Mix de Tagmentacado (Tagmentation Buffer 1 + eBLT) ao DNA,
gue foi incubada a 55°C por 5 minutos. Em seguida, realiza-se a clean-up,
primeiramente adiciona-se 10 ul do Stop Targment Buffer 2 e a placa foi colocada em
estante magnética. Apds a remocao e descarte do sobrenadante foi adicionado 100

ul do Tagment Wash Buffer diretamente sobre as beads (2 vezes).

A seguir, ao DNA etiquetado adicionou-se o Mix para PCR (Enhanced PCR Mix
+agua), o qual contém polimerase e demais reagentes para realizar a amplificacéo, o
index (sequéncias de bases conhecida e Unica para cada amostra), acoplado ao index
estdo adaptadores p5 e p7 (que sdo estruturas necessarias para o acoplamento da
biblioteca na flow cell e formacédo de clusters). A placa foi levada ao termociclador é
submetida a: 72°C por 3 minutos; 98°C por 3 segundos, 9 ciclos com variacédo de
temperatura: 98°C por 20 segundos; 60°C por 30 segundos e 72°C por 60 segundos,

finalizando em 72°C por 3 minutos e a 10°C por tempo indeterminado.

As bibliotecas indexadas recém-amplificadas foram purificadas por meio de
beads Agencourt AMPure XP Beads em duas diferentes proporcdes. Na primeira
etapa, 77ul de agua ultrapura e 88 pl de AMPure XP Beads foram adicionados a
reacao, incubados por 5 minutos e colocados na estante magnética. O sobrenadante
foi transferido para outro poco e, na segunda etapa, 20 pl de AMPure XP Beads foram

adicionados. Apés incubacéo por 5 minutos a placa foi colocada na estante magnética.
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O sobrenadante foi removido e descartado, as beads lavadas duas vezes com etanol
80%. Ao final, o restante do Etanol foi cuidadosamente removido com pipeta de 10 pl
sem perturbar o pellet. A placa, ainda na estante magnética, permaneceu em
temperatura ambiente para a secagem do pellet por 5 minutos, e foi adicionado 15 pl
Resuspension Buffer. Apos incubacgéo por 5 minutos a placa foi colocada na estante
magnética. O sobrenadante foi transferido para uma placa nova.

Concentracao e tamanho de cada uma das bibliotecas indexadas e amplificadas
foram avaliados por Qubit dsDNA Broad Range Quantification Assay e High Sensitivity
D1000 ScreenTape (Agilent) com o Tape Station, respectivamente Em seguida, as
bibliotecas foram concentradas em pools homogéneos de até 12 amostras (500 ng de
cada amostra).

O proximo passo foi a hibridizacdo; processo no qual a biblioteca de DNA é
misturada a sondas de captura das regides de interesse. Foram formados pools com
doze amostras em um volume final de 30 puL. Foram adicionados a cada pool, 50 yL
de Enrichment Hybridization Buffer e 10 uL de Selected Oligos. Tais sondas sao os
oligonucleotideos do painel TruSight Cancer da lllumina, composto de 113 genes
envolvidos na predisposi¢cdo e desenvolvimento do céancer. A placa foi levada ao
termociclador e submetida a: 95°C por 10 minutos; 18 ciclos de 1 minuto, comecando
a 94°C e diminuindo 2°C por ciclo; 58°C por 16 horas.

Depois da hibridizacdo, tem se inicio a captura, um processo que utiliza
estreptavidina para capturar as sondas hibridizadas com as regides de interesse. Esta
etapa consiste em periodos de ligacéo, lavagem e eluicdo. Na primeira ligacdo, 100
ML do sobrenadante foram transferidos para outra placa e adicionados a 250 pL de
Streptavidin Magnetic Beads, incubada a temperatura ambiente por 4 minutos, depois
a 15 minutos a 62°C e colocada na estante magnética por 2 minutos. O sobrenadante
foi descartado e em seguida a placa foi retirada da estante magnética. Na primeira
lavagem foram adicionados 200uL de Enrichment Wash Buffer. Em seguida, a placa
foi incubada a 62°C por 5 minutos, e imediatamente colocada na estante magnética
por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e a placa retirada da estante magnética
e todo este processo foi repetido por trés vezes. Na eluicdo foram adicionados em
tubos de 1,7 mL, 28,5 uL de Enrichment Eluition Buffer 1 e 1,5 uL de HPE (2N NaOH),
do qual foram utilizados 23 pL para ser adicionado em cada pool. A placa foi colocada
no agitador 1800 rpm por 2 minutos, incubada a temperatura ambiente por 2 minutos

e colocada na estante magnética por 2 minutos. Foram transferidos 21 uL do
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sobrenadante para um tubo de 200 pL, ao qual foram adicionados 4 L de Elute Target
Buffer.

A seguir, ao pool de bibliotecas enriquecidas foi adicionado o Mix para PCR
(Enhanced PCR Mix + primers), e placa foi levada ao termociclador é submetida a:
98°C por 30 segundos; 12 ciclos com variacao de temperatura: 98°C por 10 segundos;
60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, finalizando em 72°C por 5 minutos e
a 10°C por tempo indeterminado.

Novamente, o pool de bibliotecas enriquecidas e amplificadas foram purificadas
com 45 pl Agencourt AMPure XP Beads. Apos incubacdo por 5 minutos a placa foi
colocada na estante magnética. O sobrenadante foi removido e descartado, as beads
lavadas duas vezes com etanol 80%. Ao final, o restante do Etanol foi cuidadosamente
removido com pipeta de 10 ul sem perturbar o pellet. A placa, ainda na estante
magnética, permaneceu em temperatura ambiente para a secagem do pellet por 5
minutos, e foi adicionado 32 pul Resuspension Buffer. Apds incubacéo por 5 minutos a
placa foi colocada na estante magnética. O sobrenadante foi transferido para uma
placa nova.

Utilizamos o Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen) para realizar a quantificacao
fluorométrica e o sistema Agilent 2200 TapeStation para avaliar o tamanho médio da
biblioteca.

Por fim, as bibliotecas foram combinadas para atingir a mesma equimolaridade
e foram entédo sequenciadas no aparelho NextSeq (NextSeq 500/550 Mid Output Kit
v2.5, 300 ciclos; Illumina) do laboratério de Sequenciamento em Larga Escala (SELA)
da Rede Multiusuarios do Sistema FMUSP/HC, da Universidade de Sao Paulo (USP).-
ApOs 0 seguenciamento, os arquivos FASTA gerados foram depositados no
BaseSpace (lllumina), onde foram alinhados em BWA, software que mapeia

sequéncias de baixa frequéncia que divergem de um genoma de referéncia.

4.9 Processamento de dados, chamada de variantes e classificacao

Os dados brutos foram pré-processados com Picard-2.18.7 e alinhados ao
genoma de referéncia GRCh38/hg38 usando a ferramenta de alinhamento
bwakit0.7.15. Todas as variantes foram chamadas seguindo o pipeline Genome
Analysis Toolkit-GATK-4.0.9.0 (Broad Institute). A anotacao dos dados e avaliacédo do

efeito funcional das variantes foi realizada com Annovar e VEP_103. Todas as
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variantes identificadas foram nomeadas de acordo com a nomenclatura proposta pela
Human Genome Variation Society, HGVS.

Os dados brutos das 55 amostras do painel foram processados e pré-
analisados pela curadoria do CEGH-USP (Centro de Estudos do Genoma Humano -
Universidade de Sao Paulo). Os dados das 14 amostras de exoma foram processados
pelo suporte do Departamento de Bioinformatica do CTO-ICESP e totalmente pré-
analisados internamente.

Para uma analise comparavel e classificacdo das amostras em conjunto, 0s
dados gerados a partir do exoma sequenciado foram selecionados para o arquivo bed
do painel TruSight Hereditary Cancer de 113 genes pelo software R.

Apenas variantes consideradas verdadeiramente germinativas e de confianca
minima foram classificadas posteriormente. O limite estabelecido foi de 30 leituras de
profundidade e 28% para Variant Allele Frequency (VAF). As amostras devem
apresentar filtros de qualidade pass, mappg>=20 e qualidade genotipica >=99.
Variantes em genes associados a predisposicdo ao cancer de prostata, cujo VAF
estava préximo de 30%, foram consideradas para uma analise mais abrangente
através do Integrative Genomics Viewer (IGV) para confirmar sua veracidade como
variante da linha germinativa.

As variantes raras foram avaliadas para frequéncias populacionais usando
bancos de dados multiétnicos internacionais (GNOMAD e 1000 genomes) e bancos
de dados brasileiros (ABraOM - Arquivo Brasileiro Online de Mutacbes - e SABE-
WGS-1171 (hg38)), um conjunto de dados de variantes gendmicas obtidas com
WES/WGS de idosos da ABRaOM de 1.171 individuos mesticos ndo aparentados de
Sao Paulo matriculados em 2010-2012 . As variantes cuja frequéncia do Alelo Menor
foi <5% foram consideradas raras.

Variantes sindnimas, regides néo codificantes e variantes intronicas
localizadas além dos locais de splice candnicos (+-3) ndo foram analisadas. Os
resultados das ferramentas de predicdo in silico recuperados pelo VEP (Annovar)
contribuiram para a andlise do efeito das variantes nos genes. Bancos de dados
clinicos e literatura também foram avaliados.

As variagbes do numero de cépias (CNV) foram avaliadas comparando a
cobertura das regifes de todas as amostras e controles de referéncia interna, através
do software NextGene. O grande rearranjo identificado foi confirmado pela técnica
Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification-MLPA (FANCA SALSA® MLPA®
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P031 e P032 Probemix; MRC-Holland, Amsterdd, Holanda). Os dados foram
analisados no software Coffalyser.NET. Os valores foram considerados normais
guando a relacdo ficou entre 0,7 e 1,3. Os valores acima foram considerados
duplicacdes e abaixo, exclusdes.

Todas as variantes identificadas pela plataforma foram nomeadas de acordo
com a nomenclatura proposta pela Human Genome Variation Society, HGVS.

As variantes foram classificadas de acordo com as recomendacfes do
American College of Medical Genetics and Genomics (ACGM) (RICHARDS
ET.AL.,2015) em: variante patogénica, provavelmente patogénica, benigna,

provavelmente benigna e de significado incerto (VSI).

4.10 Anélise Estatistica de Dados

As andlises estatisticas foram realizadas através dos testes Qui-quadrado ou
Exato de Fisher para variaveis categoricas utilizando o IBM SPSS Statistics versao
25. As associacoes foram consideradas estatisticamente significativas quando valor
de p<0,05. As curvas de sobrevivéncia foram geradas usando o método de Kaplan-
Meier e comparadas usando o teste log-rank usando o software R (verséo 4.2.1) e 0s

pacotes R survival, survminer e ggplot2.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas dos pacientes

Foram avaliados 69 pacientes retrospectivos e prospectivos, enriquecidos para
casos de alto risco. A inclusdo foi composta de casos retrospectivos proveniente de
amostras de pacientes previamente armazenadas (n=29) e casos prospectivos (n=40)
incluidos pelo Biobanco Institucional entre 2015 a agosto de 2020.

O grupo de pacientes incluidos € composto por, pelo menos, um individuo nascido
em cada uma das 5 regides geograficas brasileiras. A maioria dos pacientes nasceu
nas regides sudeste (48%) e nordeste (42%). Os pacientes eram nascidos

principalmente nos estados de Séo Paulo (36.8%) e Bahia (20.6%) (Figura 8).

B % of patients born [l % of Brazilian Population (CENSO-IBGE 2022)

48%
Southeast 41.78%

Northeast 42%

South 14.74%

North

Missing

0.00% 10.00% 20.00% 30.00% 40.00%

Figura 8. O mapa do Brasil indica os estados de nascimento dos pacientes incluidos no estudo. O
grafico de barras mostra a porcentagem de individuos por regido geografica brasileira e a porcentagem
de pacientes incluidos no estudo, nascidos em cada regiao.

A idade mediana ao diagndstico foi de 59 anos (51-81). Mais de 50% dos pacientes
se autodeclararam pardos ou morenos (51,5%), seguidos de brancos (26%), pretos
(19%), amarelos/asiaticos (1,5%), e indigenas (1,5%). Cinquenta e cinco por cento
dos pacientes apresentavam histéria familiar de cancer, entre os quais, 30% tinham
historia familiar de cancer de prostata. Dentre todos, 9,5 % apresentavam familiares
com diagnostico em idade precoce (abaixo dos 60 anos de idade). Historia familiar de

canceres de mama, ovario, pancreas, endométrio e colorretal foi identificada em 15%
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dos pacientes. Obesidade e sobrepeso foram identificados em 58.6% dos pacientes,
enquanto 34.8% apresentaram peso normal e 16% encontravam-se abaixo do peso
ideal.

Neste estudo, 90% dos pacientes apresentaram metastases a distancia ao
diagnéstico, e 92,75% dos pacientes apresentavam doenca agressiva. Oitenta e
guatro por cento dos pacientes (58/69) tinham doenca de altissimo risco (T3b ou T4
and ISUP 5, Gleason score 9 ou 10; 2 ou 3 caracteristicas do grupo e alto risco, ou >4
core-biopsias com ISUP 4 ou 5, Gleason escore 8 a 10) e 8,7% (6/ 69) doenca de alto
risco (>= Gleason escore 8, ou T3, ou N1, ou M1, ou PSA >20 ng/dL).

Dentre os 7,3% pacientes remanescentes, que apresentavam doenca de risco
intermediario (n=4), e um paciente com doenca de baixo risco. Dois pacientes
relataram histéria familiar de cancer de prostata em familiares de 1° grau. Trés
pacientes foram diagnosticados abaixo dos 60 anos, sendo este o motivo da inclusao
do paciente com doenca de baixo risco (PSA inicial <10, e Gleason Escore 6).

Excetuando-se um unico tumor do tipo adenocarcinoma mucinoso da proéstata,
todos os demais pacientes possuiam tumores do tipo histolégico acinar. Dentre estes,
5 pacientes apresentavam componente intraductal; um dos pacientes também
apresentou diferenciacdo neuroendocrina, e outro, a presenca de componente
cribriforme. As caracteristicas clinicas podem ser vistas em detalhe na tabela 1.

Todos os pacientes foram diagnosticados através de analise histopatol6gica do
sitio primario, exceto dois pacientes, cujo diagndstico foi realizado a partir dos sitios
secundarios. As amostras secundarias provenientes de medula 6ssea e 0ssos foram
avaliadas histologicamente, comprovando o comprometimento do tecido com células

compativeis com adenocarcinoma de préstata.



Tabela 1- Caracteristicas Clinicas dos pacientes

Caracteristicas Total Carreadores N&o Valor de p
Carreadores (Teste exato de Fisher)
Pacientes incluidos 69 11 58 -
Idade mediana
(diagndstico) 59 (51-81) 64.5 65 -

Idade diagndstico

<=60 anos 17 (24.6%) 1 (9.1%) 16 (27.6%) p=0.270
>60 anos 52 (75.4%) 10 (90.9%) 42 (72.4%)
Historia Familiar de Cancer
Sim 38 (55%) 6 (54.5%) 32 (55.2%) p=1.00
N&o 31 (45%) 5 (45.5%) 26 (44.8%)
Histéria Familiar de Cancer (1° grau)
Sim 28 (40%) 5 (45.5%) 23 (39.6%) p=1.00
Nao 41 (59.4%) 6 (54.5%) 35 (60.4%)
Histdria Familiar de CaP
Sim 21 (30.4%) 3 (27.3%) 18 (31%) p=0.714
Nao 48 (69.6%) 8 (72.7%) 40 (69%)
Historia Familiar de CaP (1° grau)
Sim 15 (21.7%) 3 (27.3%) 12 (20.7%) p=0.213
Nao 54 (78.3%) 8 (72.7%) 46 (79.3%)
Historia Familiar de CM ou CO ou CPa
Sim 11 (16%) 3 (27.3%) 8 (13.8%) p=1.00
Nao 58 (84%) 8 (72.7%) 50 (86.2%)
Histdria Familiar de CCR ou CE
Sim 4 (6%) 0 4 (6.9%) p=0.236
Nao 65 (94%) 11 (100%) 54 (93.1%)
Sobrepeso/Obeso
Sim 30 (43.5%) 6 (54.5%) 24 (41.4%) p=0.672
Nao 39 (56.5%) 5 (45.5%) 34 (58.6%)
Doenca de alto risco
Sim 64 (92,75%) 11 (100%) 53 (91.4%) p=0.585
Nao 5 (7,45%) 0 5 (8.6%)
Gleason Score
28 39 (56.5%) 8 (72,7%) 31 (53.4%) p=0.337
<8 30 (43.5%) 3 (27.3%) 27 (46.6%)
Metastases a distancia (de novo)
Sim 43 (62.3%) 6 (54.5%) 37 (63.8%) p=0.736
Nao 26 (37.7%) 5 (45.5%) 21 (36.2%)
Componente Intraductal
Sim 5 (7.25%) 1(9.1%) 4 (6.9%) p=1.00

N&o 64 (92.75%) 10 (90.9%)

54 (93.1%)

46
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Carreadores de variantes patogénicas/provavelmente patogénicas germinativas; CM, cancer de mama;
CO, cancer de ovario, PaC, cancer de pancreas; CCR, cancer colorretal; CE, cancer de endométrio;
Valores de p>0.05, considerados ndo estatisticamente significativos.

5.2 Pacientes carreadores de variantes patogénicas

Dezesseis por cento dos pacientes foram identificados como carreadores de
variantes patogénicas/ aparentemente patogénicas.

As alteracdes identificadas, e as respectivas caracteristicas clinicas dos
pacientes carreadores estéo indicadas na tabela 2.

Todos os carreadores de variantes patogénicas/provavelmente patogénicas
(VGP) apresentavam doencgas de alto risco, 54.5% metastases a distancia ao
diagndstico, e 72% doenca agressiva (Gleason score >= 8). Dentre os portadores de
VGP, 54.5% estavam com sobrepeso ou obesos no momento do diagndstico, e um
paciente apresentou doenca de diagndéstico antes dos 60 anos de idade. Nao
houveram diferengas estatisticamente significativas entre carreadores e néao
carreadores de VGP quanto a histdria familiar de cancer, IMC, ou progndstico de alto
risco (Table 1). Dentre os pacientes com metastases de novo, 14% eram portadores
de VGP.

Seis portadores de VGP relataram histéria familiar de cancer; 5 em pelo menos
um familiar de 1° grau com cancer. Dentre estes, 3 apresentavam historia familiar de
cancer de prostata, e um relatou historia familiar de cancer de mama. Outro paciente
relatou histéria familiar de cancer de pancreas em familiar e 2° grau (sobrinha) (Tabela
2).

Seis pacientes eram portadores de VGP em genes classicamente relacionados
a predisposicao ao cancer de prostata: dois pacientes em ATM (ATM c.8264 8268del
e ATM c¢.1236-2A>T), trés pacientes em trés genes distintos (BRCA2 ¢.8351G>A,
MSH®6 ¢.892C>T, and PMS2 ¢.137G>T), e um paciente era portador de duas VGPs
em dois genes simultaneamente (CHEK2 c.470T>C and FANCA c.exonsl-6del).
Ademais, cinco pacientes eram portadores de VGPs em genes néo relacionados a
predisposicdo ao céancer de prostata: CaSR ¢.658C>T, DICER1 c.757dup,
ERCC2c.1703_1704del, RINT1 ¢c.1603C>T e XPC ¢.2251-1G>C (Tabela 2).

Setenta e um por cento dos genes afetados envolvem vias de reparo de DNA,
especialmente a via de recombinacdo homologa. As vias de mismatch repair e reparo

por excisdo de nucleotideo também foram afetadas (Figura 9).
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DNA Repair Pathway

Gene HRR MMR NER

ATM
BRCA2
CHEK2*
FANCA*
RINT1
MSH6
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Figure 9. Distribuicdo das VGPs identificadas de acordo com a respectiva via de reparo de DNA.*CHEK2 e FANCA

foram detectadas no mesmo paciente. HRR, Homologous recombination repair; MMR, Mismatch repair, NER,

Nucleotide-excision repair.

Um paciente apresentou duas variantes patogénicas/provavelmente
patogénicas: a variante missense CHEK2 c¢.470T>C, e uma grande delecao
compreendendo os éxons 1-6 em FANCA, confirmada por MLPA. O paciente em
guestdo foi diagnosticado em estadiamento clinico avancado (IVB) aos 81 anos; e
apresentava histéria familiar de cancer de pancreas em sobrinha, diagnosticada aos
50 anos.

O paciente carreador da delecdo ATM c.8264 8268del apresentou historia
familiar de cancer em 1° grau (pai com cancer de prostata e irma com céancer de
mama), Gleason escore 10 e metastase 6ssea ao diagndstico com progressao para
Céancer de Prostata Resistente a Castragdo (MCPRC) com infiltracdo medular.

A variante de splice site ATM ¢.1236-2A>T foi identificada em um paciente com
tumor ndo metastético extra prostatico com invasdo da vesicula seminal (T3b). O
tumor apresentava grau histolégico 3, e o0 paciente progrediu para recorréncia
bioquimica.

O portador da variante BRCA2 ¢.8351G>A, nasceu no estado da Bahia, e
apresentava historia familiar de cancer em 1° e 2° graus de: préstata (pai), leucemia
(mée diagnosticada em idade precoce, 29 anos) e cancer 6sseo (avb paterno, 35
anos). Este paciente é um fumante pesado (50 macos-ano). Ele apresentava
metastases a distancia em osso e linfonodos pulmonares, retroperitoneais e
mediastinais. Ele tinha doenca de alto risco e apresentou recorréncia bioquimica.
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O portador de PMS2 ¢.137G>T apresentava pai com cancer colorretal e avd
materno com cancer de pele. O paciente apresentava tumor T3a e padrdo de Gleason
3 com 10% de componente mucinoso em idade precoce (60 anos). Fumou durante 27
anos cerca de 40 cigarros por dia, e consumiu bebidas alcodlicas dos 8 aos 61 anos,
e nao praticava atividades fisicas.

O paciente portador da variante patogénica MSH6 ¢.892C>T nasceu na regiao
Nordeste (Pernambuco), autodeclarou-se pardo e foi diagnosticado aos 59 anos.
Anteriormente, ele manteve habitos pesados de fumar e beber (maco de 60 anos e 5
bebidas alcodlicas por dia) por 23 anos. Duas irmés da paciente tiveram cancer de
mama em idade precoce. Apresentou cancer de prostata letal com escore de Gleason
9 (4+5) diagnosticado em estagio IV em o0ssos, linfonodos, pulmao e periténio.

Um paciente possuia dois VGPs: CHEK2 c.470T>C e FANCA c.exonsl1-6del.
Ele se autodeclarava branco e tinha uma sobrinha com diagndstico de cancer de
pancreas aos 50 anos. Apresentou doenca metastatica para ossos e linfonodos intra-
aorticos aos 81 anos e um segundo tumor primario de rim.

O paciente portador da variante no CASR autodeclarou-se marrom. Nao
apresentava hipercalcemia. N&o apresentava metastase a distancia ao diagndstico e
foi estadiado IVA. O tumor tinha componente intraductal e escore de Gleason 9 (5+4).

O portador da duplicacdo DICER1 autodeclarou-se pardo e tinha historico
familiar negativo de céncer. O paciente era ex-fumante ha 29 anos e néo praticava
atividades fisicas. Ele foi diagnosticado aos 68 anos com msCPC de novo (cancer de
préstata sensivel a metastases) de um tumor primario Gleason Score 8(4+4).

O paciente portador do VGP no ERCC2 se autodeclarou de “pele parda”, tinha
histérico familiar negativo de cancer e era natural do Piaui. O paciente praticava
atividades fisicas com frequéncia. Apresentou tumor T3 com escore de Gleason 9
(4+5), e relatou presenca de polipos intestinais hiperplasicos. Nao foi descrita historia
de cancer de pele na familia do paciente.

O portador da variante RINT1 nasceu na regido Nordeste (PE). Ele apresentava
doenca metastatica ao diagnoéstico e tumor primario ISUP 5 sensivel a terapia
hormonal.

O paciente portador da variante no XPC se autodeclarou branco, tinha histoérico
familiar positivo de cancer de préstata em parentes de primeiro grau (dois irmaos), um
irmao com leucemia e uma irma com cancer de coluna cervical. Era ex-fumante (20

cigarros por dia) e praticava atividades fisicas regularmente.
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Sessenta e 0ito pacientes apresentavam adenocarcinomas acinares do tipo
histolégico usual, dentre os quais, 5 apresentavam componente intraductal, um deles
com diferenciacao neuroenddcrina e outro com padréao cribriforme. Houve também um
paciente que apresentava adenocarcinoma mucinoso da prostata. Este Gltimo
paciente foi diagnosticado aos 50 anos. O tumor tinha grau histolégico 3 (escore de

Gleason 7, 4+3), e a lesao atingiu a uretra, causando reducéo do parénquima renal.

Cinco pacientes tinham tumores primarios contendo a. Um paciente
diagnosticado aos 61 anos apresentou tumor de grau 2 (escore de Gleason 7, 3+4)
composto por 95% de adenocarcinoma acinar usual e 5% de adenocarcinoma ductal.
Os outros quatro pacientes apresentavam tumores de grau 5 (escore de Gleason 9 e
10).

Todos os cinco pacientes portadores de VGPs em genes ndo classicos do
cancer de préstata foram autodeclarados pardos e a idade média no momento do
diagndstico foi de 65 anos (variagdo: 63-76). Trés pacientes apresentavam historia
familiar negativa de cancer, aqueles portadores de VGP em CaSR, DICER1 e ERCC2.

A seguir, exemplos de heredogramas de 3 pacientes portadores de variantes

germinativas P/PP e VUS:
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Tabela 2. Caracteristicas clinico-patoldgicas dos 11 pacientes portadores de variantes germinativas patogénicas/ provavelmente patogénicas (VGP).

Paciente Gene c.change A.A change Consequéncia dbSNP Classificagao IdadeDx HF Cancer IMC EC PSAi Gleason
ACMG (ng/dL) Escore
Associados com aumento do risco para o cancer de préstata
#PCAL ATM c.8264 8268del p.Y2755fs  Frameshift rs730881294  Patogénica 60 pralh ((Zgg 16 IVB 2118 10
#PCA2 ATM €.1236-2A>T NA Splicing rs80159221 Patogénica 62 Negativa 312 llIB 4,74  7(4+3)
Pai, CaP (?) Mée,
P | t
#PCA3 BRCA2 c.8351G>A  pR2784Q  Missense  rs80350076 o > °'°'° 66  Leucemia(20) 28.1 IVB 3373 9
atogeénica A
Avo P, Ossos
(35)
CHEK2  c.470T>C pI157T  Missense  rs17879961 o avelmente
. . Patogéni .
#PCA7 afogenica 81 SOb”E‘Shg‘)’ PaC 295 VB 546 8
FANCA c.exons 1-6del - Large deletion - Patogénica
#PCA8 MSH6  c.892C>T R208*  Stop codon rs146816935 s IMACM@E% 559 vB 545 9
) p- P Patogénica Irm&, CM (36) )
. Provavelmente
#PCA9 PMS2 c.137G>T p.S46I Missense  rs121434629 Patogénica 60 Negativa 29 B 5.77 7(4+3)
N&o associados com aumento do risco para o cancer de préostata
#PCA4 CASR €.658C>T p.R220W Missense NA Patogénica 65 Negativa 27.3 IVA 47 9(5+4)
#PCA5 DICER1 c.757dup p.lle253fs Frameshift  rs15553753 Patogénica 68 Negativa 32.8 IVB 1043 8
#PCA6 ERCC2 c.1703_1704del p.F568Yfs*2 Frameshift rs587778271 Patogénica 63 Negativa 223 IIC 9.3 9 (4+5)
#PCA10 RINT1 €.1603C>T p.R535* Stop codon  rs764298491 Patogénica 76 irmdo, UK (51) ND IVvB >1000 9(5+4)
#PCAl1l XPC €.2251-1G>C - Splicing rs754673606 Patogénica 64 2irmdos, CaP(?) 25 IlIB 8.47 7(3+4)
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5.3 Variantes de Significado Incerto

Quarenta e nove dos 69 (71%) pacientes apresentavam uma Variante de
Significado Incerto (VSI). Seis dos 69 pacientes (8,6%) também eram portadores de
VGP. Entre todos os 69 pacientes, 29%, 23% e 18,8% eram portadores de uma, duas,
trés (ou mais) VSI, e 29% néo eram portadores de VSI (Figura 10). Um dos pacientes
era portador de seis VSI. Este paciente também era portador de VGP em PMS2.

No total, 107 VSI foram detectadas em 52 genes de predisposicédo ao cancer.
Cinquenta e dois por cento dos genes apresentaram uma VSI; 19,2%, duas VSI;
17,3% tinham trés VSI e 11,5% dos genes tinham 4 ou mais VSI (Figura 4; Tabela
Suplementar S1). Os genes com maior numero de VSI foram ATM (n=12), seguido de
FANCA (n=6) (Figura 10). O tipo mais comum de VSI foi missense (n=105). Houve
também duas variantes frameshift: uma insercdo (FANCL c.1096_1099insATTA) e
uma delecdo (TCHHL1 c¢.1395delA) (Tabela 3). A variante FANCL
€.1096_1099insATTA foi identificada no paciente portador de VGP no gene XPC.

Non-VUS carriers
@ VuS-carriers

Number of patients

o

1S 2vus 3 ormore VUS

#of VUS

Figura 10. A, o nimero de variantes de significado incerto detectadas nos 69 pacientes com cancer de
prostata sequenciados. B, distribuicao dos 107 VUS detectados por gene. Rosa, 4 VSI; Verde, 3 VSI;
Laranja, 2 VSI; Azul, 1 VSI.



Tabela 3 - Variantes de significado incerto identificadas (n=107)
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Gene VUS detected AA change dbSNP 20210213
ACD c.22G>A p.Vvsl rs149365469
APC c.4912A>G, ¢.5236A>G, p.M1638V, p.11746V, rs1765804123, rs786202076,
€.7193C>T p.S2398F rs150882838
ATM ¢.1106C>T, ¢.2428A>G, p.S369F,p.K810E, rs762557654, rs201909756,
¢.5890A>G, ¢.320G>A , p.K1964E, p.C107Y, rs201963507, rs142358238,
c.7313C>T, ¢.3240C>A p.T2438I, p.D1080E rs147604227, rs 149911447
BARD1 c.A2153A>G p.N718S rs773166130
BLM c.543C>A, c.1556A>G p.S181R, p.Y519C rs761288442, rs1567041220
BRCA2 €.3299A>T, ¢.5612G>A p.N1100l, p.S1871N rs80358575, rs80358782
BRIP1 c.854A>G, ¢.316C>T, p.H285R, p.R106C, rs141055990, rs587780247,
€.3651G>T, ¢.3275C>A p.W1217C, p. P1092Q rs542698396, rs587780830
CDKN2A C.26T>A p-M9K rs145445140
CHEK2 C.88G>A, c.157T>A, p.G30S, p.S53T rs1555932749, rs371657037
CTAGE1 €.970A>G, ¢.772G>C, p.1324V, p.D258H, rs12961009, rs2143794188
€.2069C>A p.P690Q
CTRC Cc.761G>A p-R254Q rs755811899
DIS3L2 €.994G>C, c. 1691G>A p.E332Q, p.G564D rs916060836, NA
ERCC2 c.1937T7>C p.1646T NA
ERCC3 c.1155C>G p.D385E NA
ERCC4 c.2164A>G, c.1102G>A p-M722V, p.E368K NA, rs148933357
ERCC5 €.1328C>G, c.2911A>G, p.T443S, p.T971A, NA, NA, rs201744259
€.2208G>C p.L736F
FANCA €.3524C>T, ¢.377C>T, p.P1175L, p.T126TM, rs147017625, rs139160837,
¢.1038G>C, c.2862C>G, p.W346C, p.Fo54L, rs750257902, rs2038844439,
c.4244T>G p.F1415C rs201658945
FANCC c.817G>A p.E273K rs143181565
FANCE c.1141C>T, c.31G>A, p.R381C, p.A11T, rs371020401, rs753304968,
c.1141C>T p.R381C rs371020401
FANCI €.2543A>G, ¢.2849G>C p-Q848R, p.S950T NA, NA
FANCL €.1099 1100insATTA p.T367fs NA
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FANCM €.2517T>G, c.4641T>A, p.1839M, p.N1547K, rs61744648, rs932577451,
c.1741C>T p.R581C rs202171930
FLCN €.833C>T p.P278L rs748031634
GALNT12 €.566A>G, c.1118G>A, p.N189S, p.R373H, rs183981750, rs920049418,
€.3G>A, ¢.391G>C p.M1l, p.D131H rs267606839, rs1588444632
KIF1B €.2896C>T p.P966S rs140733878
KIT c.878A>G p.N293S rs137909416
KLLN €.130G>C p.G44R NA
LZTR1 €.1990G>A p.A664T rs140874089
MET c.3151G>A p.V1051I rs775997318
MSH2 €.2178G>C p.M726I rs587782396
MSH6 €.3350G>T, c.719G>A, p.C1117F, p.R240Q, rs773245315, rs542848931,
c.884A>G p.K295R rs267608051
NF1 C.4526G>A p.R1509H rs546073780
NTHL1 c.113C>T p.A38V rs202082304
POLD1 €.1930G>A, p.D644N, p.T954R, -, rs763465385, rs374016016,
€.2861C>G, p.E63D, p.T441M rs750085275, rs776773005,
C.2388+5G>A, rs376711125
€.189G>T, ¢.1322C>T
POLE €.1553A>G, p.N518S, p.R2259W, rs553123678,rs866548835,
C.6775C>T, p.A341S, p.R1294C rs137860861, rs770966534
€.1021G>T, ¢.3880C>T
PRKAR1A €.221G>A p.R74H rs200069356
RAD50 €.220C>G p.Q74E rs786201699
RADS51C €.200A>G p.E67G rs375451955
RAD51D C.70A>G p.R24G rs781611267
RECQL4 €.2816C>T p.A939V rs561220929
RET €.973G>A, c.785T>C, p.A325T, p.V262A, rs779719517, rs139790943,
€.3027G>A p.M1009I rs1007307889
RINT1 €.2134C>G, c.388G>A, p.L712V, p.A130T, rs139766063, rs138345617,
€.1489C>T p.P497S NA
SDHAF2 c.331G>A p.E111K rs145616631
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SDHD €.281C>G p.S94C rs199754684
SLX4 €.3607C>G, p.P1203A, p.R1104Q rs745508761, rs767093188
€.3311G>A
SMAD4 Cc.761C>T, c.875C>T p.T2541, p.P292L rs1599189610, rs786201404
SMARCA4 c.104C>T p.S35L rs563079629
SUFU c.777C>G p.1259M rs749533220
TCHHL1 Cc.G829G>A, p.E277K, p.S465fs NA, NA
c.1395delA
TERT €.3184G>A p.A1062T rs35719940
TSC2 €.2054C>T, p.P685L, p.R1396Q rs959165669, rs587778738
c.4106G>A
XPC c.597A>C p.K199N rs587778759
XRCC2 €.613T>G p.S205A rs56103026

Negrito: Variantes de significado incerto detectadas em 2 pacientes; Vermelho: Variantes de significado
incerto detectadas em 3 ou mais pacientes

5.4 Analise de Sobrevida

O seguimento mediano da coorte foi de 48,8 meses, e o tempo médio de
sobrevida estimado foi de 82,86 meses (Figura 11). Houve diferenca na sobrevida
global (SG) de acordo com o estadiamento clinico e PSA inicial (PSAI). Pacientes
com PSA inicial acima de 20 ng/dL apresentaram sobrevida global reduzida em
comparacdo com PSA abaixo de 20 (Figura 12).

N&o houveram diferengas estatisticamente significativas na sobrevida global
em relacdo a idade (>=60 Vs <60), IMC (Sobrepeso/obesidade Vs peso
normal;/baixo peso), histéria familiar de cancer (HF Positiva Vs HF Negativa), Escore
de Gleason (GS> =8 Vs GS<8), grupos prognaosticos (Altissimo Vs Risco Alto Vs
Riscos Intermediario/baixo) (Figuras 13 e 14). Nao houve diferenca na sobrevida
entre portadores e néo portadores de VGP, mesmo entre portadores de VGPs em

genes de Reparo por Recombinagdo Homologa (Figura 15 e 16).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foram analisados 69 pacientes brasileiros miscigenados
com cancer de prostata de alto risco. A idade mediana ao diagnostico foi de 59 anos
(51-81) e a maioria dos individuos se autodeclarou como pardos (51,5%). Dezesseis
por cento dos pacientes foram diagnosticados como portadores de variantes
germinativas patogénicas e/ou provavelmente patogénicas em genes de
predisposicao ao cancer, incluindo ATM, BRCA2, CASR, CHEK2, DICER1, ERCC2,
FANCA, MSH6, PMS2, RINT1 e XPC. Esta coorte reflete pacientes com doenca
agressiva, visto que 93% dos pacientes tém doenca de alto e altissimo risco e 62%,
metastase de novo. Além disso, 24,6% dos pacientes foram diagnosticados em idade
precoce (<60 anos).

O interesse a respeito da predisposi¢cdo genética do cancer de préstata vem
crescendo nos ultimos anos (ROBINSON ET. AL., 2015; PRITCHARD ET AL., 2016),
entretanto, a maioria dos estudos realizados até o momento ocorreram em
caucasianos (KWON ET AL., 2020; PRITCHARD ET AL., 2016). No estudo realizado
por KWON (2020), foi ressaltada a necessidade de estudos com maior diversidade
populacional, devido a baixa representatividade de minorias étnicas, e
consequentemente, a deteccdo aumentada de variantes de significado incerto (VSI)
entre afro-americanos, hispanicos e asiaticos.

O desconhecimento da composicdo genética presente nas diferentes
populacdes interfere na prevencao, estratificagdo e manejo do risco, visto que néo é
possivel saber se determinada populacdo apresenta um numero reduzido de
portadores de variantes patogénicas, e consequentemente, um menor risco para
desenvolvimento da doenca, como a populacado japonesa (MOMOZAWA ET AL.,
2020) , ou se aquela populacéo esta apenas sub-representada (LIU ET., AL, 2020).

Nesta coorte brasileira, 8,7% dos pacientes eram portadores de VGPs em
genes classicamente associados a predisposicdo ao cancer de prostata, tais como:
ATM, BRCA2, CHEK2, MSH6 e PMS2 (NCCN Guidelines Version 2.2023 Prostate
Cancer Early Detection, Access Dec 18, 2023).

As frequéncias de portadores de VGP nao diferiram significativamente de
acordo com idade ao diagnéstico, histéria familiar de cancer, metastase a distancia
(de novo) ou escore de Gleason. Entre os pacientes que relataram histéria familiar de

algum tipo de cancer, 15,8% eram portadores de VGP. Em contraste, um estudo
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anterior identificou 7,3% de portadores de VGP entre pacientes com cancer de
préstata, que relataram historia familiar de cancer de prostata em 3 parentes proximos
(LEONGAMORNLERT ET. AL., 2014). Enquanto no presente estudo, consideraram-
se pacientes que relataram histérico familiar de cancer, independentemente do tipo
de cancer ou do numero de membros da familia afetados; e investigou-se a presenca
de variantes por meio de um painel génico mais abrangente.

Aproximadamente 12% dos pacientes apresentaram variantes patogénicas em
genes de reparo do DNA, em concordancia com estudos anteriores (PRITCHARD
ET.AL., 2016).

A alta frequéncia de pacientes portadores de VGPs, o panorama dos genes
afetados e a prevaléncia de portadores por gene em nossa coorte foram semelhantes
aos achados de outras coortes de pacientes com doenca agressiva da Australia,
Finlandia, Estados Unidos, Reino Unido, Suécia e Sul Africa (PRITCHARD ET.AL.,
2016, DARST ET.AL., 2021; GHEYBI ET.AL., 2023). A frequéncia de VGPs nessas
coortes variou de 14,2 a 17,7% em homens de ascendéncia europeia e homens
negros sul-africana, respectivamente (DARST ET.AL., 2021; GHEYBI ET.AL., 2023).
Em contraste, em pacientes com doenca localizada, uma propor¢gdo menor de
portadores de VGP, 4,6% a 6%, foi relatada em pacientes israelenses e descendentes
de europeus brancos (PRITCHARD ET. AL., 2016; SIEGELMANN-DANIELI ET AL.,
2023).

Nesta coorte, ndo foi observada uma frequéncia consideravel de variantes de
BRCAZ2, em contraste com coortes anteriores, nas quais as prevaléncias variaram de
15 a 54% (DARST ET. AL.2021, SIEGELMANN-DANIELI ET. AL., 2023;
PRITCHARD ET AL., 2016, NICOLOSI ET.AL, 2019). Entretanto, estas coortes
incluiam principalmente descendentes europeus brancos e judeus Ashkenazi, o que
pode explicar esta diferenca, uma vez que estes grupos étnicos apresentam uma
maior prevaléncia de VGPs em BRCA (PRITCHARD ET. AL., 2016, NICOLOSI
ET.AL., 2019; DARST ET.AL., 2021).

A variante BRCA2 c.8351G>A, detectada em um paciente, foi relatada
previamente em pacientes com cancer de prostata (KOTE-JARAI ET.AL., 2011),
mama e ovario (FERNANDES ET.AL., 2016; MAISTRO, 2016; SOLANO ET. AL.,
2021, MAZZONETTO ET AL., 2022), incluindo pacientes do Brasil (FERNANDES
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ET.AL., 2016; MAISTRO, 2016; MAZZONETTO ET AL., 2022). Diferentes ensaios
funcionais demonstraram que a proteina alterada p.Arg2487GIn prejudica a atividade
de recombinacédo homologa do BRCAZ2. A variante também conferiu sensibilidade aos
compostos de platina e resposta aos inibidores de PARP. Todas essas evidéncias
corroboram com a patogenicidade desta variante (MESMAN ET. AL., 2019, HART ET.
AL.,2019).

O Unico gene alterado em dois pacientes diferentes foi ATM, o qual esta entre
0s genes mais afetados em pacientes com cancer de prostata com prevaléncia de
0,7% (SIEGELMANN-DANIELI ET. AL., 2023) A 2,03% em diferentes estudos
(NICOLOSI ET. AL., 2019; DARST ET. AL., 2021; PRITCHARD ET. AL. 2016).

ATM é um gene de moderada a alta penetrancia para o desenvolvimento de
cancer de prostata, aumentando o risco em aproximadamente 3 vezes (OR 2.58, 95%
Cl 1.93-3.44) (HALL ET. AL., 2021). Os dois pacientes portadores de VGP em ATM,
em nosso estudo, apresentaram doenca de inicio precoce (60 e 62 anos), em
concordancia com dados anteriores (KARLSSON ET.AL. 2021).

Ambas as variantes foram previamente detectadas em individuos portugueses
com cancer de proéstata familiar (PAULO ET. AL., 2023), e ATM c.8264 8268del
(p.Tyr2755fs) também foi detectada em um paciente de um estudo realizado na llha
da Madeira, que relatou nacionalidade/etnia brasileira (MIGUEL ET.AL., 2021).

O gene CHEK2 é um supressor tumoral, que atua na identificacdo de dano ao
DNA, mediante sinalizacdo de ATM, com posterior ativacdo da via de reparo e de
parada de ciclo (MATSUOKA ET. AL., 2000). Cerca de 2% dos individuos com cancer
de prostata metastatico ao diagndstico apresentam variantes patogénicas em CHEK2
(PRITCHARD ET AL., 2016). A primeira associacdo de CHEK2 e o risco aumentado
para cancer de prostata provem da identificacéo de 4,8% de variantes em pacientes
com cancer de prostata, versus controles ndo afetados (DONG ET.AL., 2003). A
variante CHEK2 ¢.470T>C, identificada no estudo, é uma mutacéo fundadora para o
cancer de préstata de origem europeia com odds ratio de 1,8 (95% Cl = 1.51-2.14, p=
0.00) (SEPPALA ET. AL., 2003; CYBULSKI ET. AL., 2004; BELL ET AL., 2007; WANG
ET, AL., 2015). Devido a sua presenca em 5 a 5,4% de individuos saudaveis, a
variante CHEK2 ¢.470T>C é identificada em nosso paciente € uma mutacéo
fundadora de origem europeia com prevaléncia elevada mesmo entre a populacao
nao afetada, portanto, considerada uma variante de baixa penetracéo para risco de
cancer de prostata (SEPPALA ET. AL., 2003; CYBULSKI ET. AL., 2004; BELL ET AL.,
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2007). O paciente afetado também possuia um VGP em FANCA (uma grande delecéo
dos exons 1 a 6). Variantes do FANCA estdo associadas ao aumento do risco de
cancer de prostata em diferentes coortes (PRICHARD ET. AL., 2016, GIRI ET.AL.,
2022). Dois pacientes abrigando simultaneamente variantes sométicas em FANCA e
CHEK?2 foram relatados anteriormente, no entanto, o Unico que respondeu a inibicdo
de PARP foi aquele que também apresentou uma variante somatica patogénica em
BRCAZ2 [39].ancia para cancer de prostata (SEPPALA ET. AL., 2003; CYBULSKI ET.
AL., 2004).

Dois pacientes apresentaram variantes nos genes de reparo de
inocompatibilidade: MHS6 e PMS2. A variante MSH6 ¢.892C> T foi uma das primeiras
variantes a ser associada ao risco de cancer de préstata em portadores de VGPs em
genes de reparo de incompatibilidade (ROSTY ET.AL., 2014). Os VGPs em PMS2
foram previamente detectados em pacientes com cancer de prostata, e o0 PMS2
€.137G> T foi identificado como a variante mais comum em 61 familias portadoras de
VGPs no PMS2 (PANDEY, RANGARAJAN, AND ZAKALIK, 2022). Além disso, foi
observada uma frequéncia diferencial de variantes de PMS2 em pacientes com cancer
de préstata em relacdo a ancestralidade; com maior frequéncia de variantes de PMS2
em afro-americanos em relacdo aos homens com cancer de préstata de ascendéncia
europeia (KOHAAR ET. AL., 2021).

N&o héa evidéncias bem estabelecidas, que relacionem os demais genes
identificados entre os portadores de VGPs (CaSR, DICER1, ERCC2, RINT1 e XPC)

com uma susceptibilidade elevada ao cancer da préstata.

O gene CaSR (receptor sensivel ao célcio) codifica um receptor
transmembrana, amplamente expresso no tecido da prostata, que regula a
homeostase do calcio através do horménio da paratireéide. Nao ha evidéncias de que
alteragcdes no CaSR elevem o risco de desenvolvimento de cancer de prostata, porém,
a expressdo do gene CaSR tem sido associada a papel oncogénico de progressao
letal e desenvolvimento de metastases em tumores de cancer de préstata (FENG ET.
AL., 2014; AHEARN ET. AL., 2016, TENNAKOON ET. AL., 2016; SILVESTRI ET. AL.,
2023). Em dados provenientes do banco de dados COSMIC, variantes somaticas no
CaSR estao presentes em 3,75% das amostras de cancer de proéstata, incluindo a
variante missense CaSR c.658C>T detectada em nossa coorte, que € relatada em

dois pacientes com diagnostico de melanoma e carcinoma espinocelular da boca. A
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VGP detectada também foi reportada anteriormente como deletéria em pacientes com
hipercalcemia e hiperparatireoidismo (SCHWARZ ET.AL., 2000; FESTEN-SPANJER
ET. AL., 2007; HANNAN ET AL. 2012), mas esta condicdo nao foi observada em

NOsSso paciente.

DICERL1 codifica uma endorribonuclease com papel na producéo de microRNA
(ZHANG ET.AL., 2004). A sindrome de predisposi¢cdo de DICERL1 eleva o risco de um
amplo espectro de tumores, tais como, blastoma pleuropulmonar (PPB), cistos
pulmonares, neoplasia da glandula tiredide, tumores ovarianos, nefroma cistico e
sarcomas, mas nao abrange cancer de prostata (SLADE ET.AL., 2011; GONZALEZ
ET AL., 2022). Uma analise robusta das variantes da linhagem germinativa de DICER1
na coorte TCGA, incluiu 440 pacientes com cancer de prostata, e ndo identificou
nenhum VGP DICER1 (KIM ET. AL., 2019). Além disso, numa coorte de 102
portadores ndo probando de DICER1 VGP, houve um excesso nao significativo de
tumores de cancro da prostata (STEWART ET AL., 2019), e os dados ndo permitem
uma associa¢do com o risco de predisposicdo ao cancer de prostata (KIM ET AL,
2019; STEWART ET. AL 2019). Além disso, mesmo os portadores de VGP ja
associados a sindrome de predisposicdo DICER1 apresentam um risco modesto de
desenvolver tumores (SLADE ET.AL. 2011). A variante DICER1 c.757dup
transportada por nosso paciente foi relatada anteriormente em Clinvar em um
individuo com sindrome DICER1. N&o ha registros da variante na base de dados
COSMIC (COSMIC,http://mwww.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic (Dec. 20, 2023)).

O splicing acceptor XPC ¢.2251-1G> C foi relatado anteriormente em dois
pacientes sul-africanos com cancer de mama de ascendéncia africana, mas nao foi
associado ao aumento do risco de cancer de mama (EYGELAAR, VAN RENSBURG,
& JOUBERT, 2022). Esta é uma antiga mutacdo fundadora da Africa Centro-Oeste
associada ao Xeroderma Pigmentoso que também foi detectada em homozigose na
populacao brasileira com diagnostico da doenca (CASTRO ET. AL., 2012; SARASIN
A, MUNIER P, CARTAULT, 2019). Outras variantes patogénicas no XPC também
foram identificadas em pacientes com cancer de prostata (DARST ET.AL., 2021).
Além disso, a associacdo de diferentes polimorfismos de XPC com a suscetibilidade
ao cancer de proéstata (PC) foi testada em diferentes populacdes, e o polimorfismo de
XPC mais investigado, Lys939GlIn, néo foi associado a suscetibilidade ao PC (HIRATA
ET. AL., 2007, WU ET. AL., 2015), enquanto o polimorfismo XPC-PAT foi associado
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ao aumento do risco de cancro da prostata em pessoas tunisinas, chinesas e indianas
(LIU ET. AL., 2012, MANDAL ET AL.2012, SAID ET.AL., 2019). Além disso, 0 gene
XPC apresenta mutacfes somaticas em 6% das amostras de tumores de prostata
testadas no banco de dados COSMIC, porém a variante detectada em nossa coorte
nao foi representada.

Variantes em ERCC2 foram previamente detectadas em pacientes com cancer
de prostata agressivos e ndo agressivos, incluindo a variante frameshift identificada
(DARST ET. AL., 2021). A variante frameshift ERCC2 ¢.1703_1704del foi relatada em
pacientes com cancer de mama e codifica uma proteina que prejudica a atividade de
NER (RUMP ET.AL., 2016). Esta variante também foi detectada em duas amostras de
tumores, uma de cancro da mama e uma de sarcoma de Ewing, na base de dados
COSMIC.

RINT1 (interator RAD50 1) codifica uma proteina que interage com a proteina
Rad50 e tem um papel na progressao do ciclo celular no ponto de verificacdo G2/M,
em resposta a danos no DNA (XIAO ET. AL., 2001). Estudos funcionais com variantes
do RINT1 mostraram atividade supressora de tumor (LIN ET. AL., 2007). Além disso,
variantes em RINT1 foram relatadas em familias com cancer de mama hereditario
inexplicavel (PARK ET. AL., 2014; SHAHI ET. AL, 2019) e familias com tumores do
espectro da Sindrome de Lynch, mas sem variantes em genes de reparo de
incompatibilidade (PARK ET. AL., 2014). A variante nonsense detectada em nosso
paciente (RINT1 ¢.1603 C> T) também foi relatada em uma amostra de carcinoma de
bexiga e uma de cancer de pulmdo de células escamosas, no banco de dados
COSMIC (COSMIC,http://mwww.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic (Dec. 20, 2023)).

As frequéncias de portadores de VGP ndo diferiram significativamente em
funcdo da idade ao diagndstico, histdria familiar de cancer, metastase a distancia (de
novo) ou escore de Gleason. Entre os pacientes que relataram historico familiar de
algum tipo de céancer, 15,8% eram portadores de VGP. Em contraste, um estudo
anterior identificou 7,3% de portadores de VGP entre pacientes com cancer de
préstata que relataram histérico familiar de cancer de prostata em 3 parentes préximos
(LEONGAMORNLERT ET.AL., 2014). Em vez disso, no presente trabalho,
consideramos pacientes que relataram histérico familiar de cancer,
independentemente do tipo de cancer ou do nimero de familiares afetados.

Observamos uma elevada taxa de portadores de VSI (71%). Em pacientes
brasileiras com céncer de mama, a taxa de VSI também foi elevada (46,1%)
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(GUINDALINI ET.AL., 2022). Essa elevada taxa de VSI pode ser parcialmente devida
a sub-representacdo da populacdo brasileira nos estudos de sequenciamento,
combinada com um painel mais abrangente de genes analisados no presente
trabalho. A taxa de VSI em homens brancos de ascendéncia europeia variou de 16 a
37%, dependendo do nimero de genes analisados, mas permanece menor do que a
taxa de VSI germinativa em homens europeus nao-brancos, ao estratificar pacientes
com PC por ascendéncia: africanos de 37 a 55,3%; 33% nos habitantes das ilhas do
Pacifico Asiatico e 21,5% nos homens hispanicos (GIRI ET.AL., 2019; LEDET ET.AL.,
2021; KWON ET. AL., 2015).

Na presente coorte, ndo houve diferengas na sobrevida global entre portadores
e nao portadores de VGP em todos os genes e nos genes de reparo de DNA. Estas
descobertas contrastam com dados anteriores que mostraram portadores de pelo
menos uma variante patogénica em genes de reparacdo de ADN como mais
significativamente associados a cancros da prostata letais (PLYM ET. AL., 2022).
Apesar disso, 0s genes afetados mais associados a doenca agressiva foram BRCA2
e PALB2, o primeiro, detectado em apenas um paciente e o segundo, ausente nesta
coorte (DARST ET AL., 2021).

Nosso estudo tem algumas limitacbes. No Brasil, cerca de dois tercos da
populacdo utiliza o sistema publico de salude que, até o momento, ndo oferece
aconselhamento e testes genéticos. Realizamos uma pesquisa unicéntrica no Instituto
do Cancer do Estado de Sao Paulo, vinculado ao Hospital das Clinicas da
Universidade de Sao Paulo, que é o maior complexo de saude publica da América

Latina HC-ICESP (https://icesp.org.br/). Apesar disso, acreditamos que tivemos uma

boa representatividade do povo brasileiro, pois a maioria dos pacientes nasceu nas
regides Sudeste e Nordeste, as mais populosas do pais, segundo o Ultimo censo
demografico brasileiro (CENSO-IBGE, 2022). Em estudos anteriores analisando
canceres hereditarios de ovario e gastrico, tivemos um cenario semelhante, onde 50%
e 30-40% dos pacientes relataram ter nascido nas regides Sudeste e Nordeste do
Brasil, respectivamente (MAISTRO ET.AL.,2016; GUINDALINI ET.AL., 2019). Além
disso, analisamos uma pequena coorte de pacientes, principalmente com doenca
agressiva. Entretanto, no Brasil, a maioria dos estudos avaliou o perfil de mutagbes
germinativas no cancer de mama, com menor atencdo dada ao cancer de préstata.
Dados recentes do estudo PROSPECT sobre o perfil genético de pacientes com

cancer de proéstata resistente a castracdo metastatico da Ameérica Latina, incluindo 35


https://icesp.org.br/
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homens brasileiros, detectaram 20% de portadores de VGP em habitantes da regiao
Sul, que abriga individuos principalmente de ascendéncia europeia (KOOP ET AL.,
2023). Outro estudo incluiu 15 pacientes com cancer de préstata em uma coorte
apresentando principalmente cancer de mama; no entanto, ndo houve resultados
genéticos especificos para o primeiro tipo de tumor. Além disso, a origem étnica
autodeclarada pelos pacientes era em sua maioria desconhecida. No presente
trabalho, caracterizamos a coorte de pacientes por meio de um questionario avaliando
local de nascimento e caracteristicas étnicas autorreferidas, que podem estar
relacionadas a ascendéncia genética, uma vez que ja observamos anteriormente
associacao entre cor da pele autodeclarada (branca, parda, amarelo e preto) com
estimativas genéticas de ancestralidade, utilizando marcadores informativos de
ancestralidade (AIMs) de polimorfismos de pequena inser¢cao-delecédo (INDEL), em
um estudo que avaliou 192 pacientes com cancer de pancreas incluidos na mesma
instituicdo (ICESP) (Rodrigues et.al, Dados néo publicados). Portanto, acreditamos
gue tinhamos uma coorte constituida principalmente por homens mesticos.

Os pontos fortes de nosso estudo sdo a caracterizacdo de cada paciente
guanto a historia familiar de cancer, estadiamento do tumor e origem étnica. Nossa
coorte € predominantemente composta por homens autodeclarados como
miscigenados, com cancer de préstata agressivo, avaliados através de um painel

abrangente de genes de predisposi¢do ao cancer.
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7. CONCLUSAO

No presente estudo, investigou-se uma coorte de pacientes brasileiros
miscigenados com cancer de préstata, enriquecida para doenca agressiva. Dezesseis
por cento dos pacientes eram carreadores de variantes patogénicas/provavelmente
patogénicas, em sua maioria em genes de reparo de DNA. Identificaram-se VGP em
genes classicamente associados ao risco de cancer de préstata, e novos candidatos.
Tais achados enfatizam a importancia da realizacdo de estudos futuros para melhor

avaliar a contribuicdo genética para o desenvolvimento do cancer de prostata.
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