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RESUMO

A Sindrome de cancer de mama e ovario hereditario corresponde a 10-15% de
todos os casos diagnosticados de cancer de mama no mundo. A maioria das
mutag¢des germinativas sdo identificadas nos genes BRCA1 e BRCA2, contudo, a
aplicacdo de painéis multigénicos tem aumentado o numero de variantes
patogénicas detectadas em outros genes supressores de tumor. De acordo com a
versao atual do protocolo americano NCCN (National Comprehensive Cancer
Network), as mutacdes em BRCA1 e BRCA2, TP53 e PTEN conferem alto risco de
desenvolver cancer de mama, e mutagées em CDH1, CHEK2, PALB2, ATM e BRIP
podem aumentar em 20% o risco para o desenvolvimento desta doenca. Neste
estudo foram analisados 157 individuos com historico pessoal e/ou familiar de
cancer de mama. O DNA gendmico foi isolado a partir de sangue periférico por meio
de extracdo a base de solucao salina e as amostras foram analisadas usando o
sequenciamento de nova geracdo (NGS). Foram identificadas 15 variantes
patogénicas e 4 VUS (Variants of Uncertain Significance) em 27 individuos (27/157;
17%), dos quais trés sdo assintomaticos. Foram identificadas sete novas variantes
em 4 genes: BRCAL1_c.3409A>G; BRCA2_g.26826_30318del,
BRCA2_c.5800C>T; BRCA2_ c.5228G>A; BRCA2_ c.5305delG; ATM_c.634delT e
ATR_c.3043C>T. Sessenta e oito por cento (13/19; 68%) de variantes foi detectada
nos genes BRCA1 e BRCA2, enquanto 32% (6/19) foram identificados nos genes
de risco moderado ATM (2/19); ATR (1/19); CDH1 (1/19); MLH1 (1/19) e MSH6
(1/19). Os individuos foram separados em dois grupos para a andlise comparativa:
portadores de mutacdo nos genes de alto risco e nos genes de risco moderado.
Entre os trés individuos assintomaticos, duas variantes estdo presentes nos genes
de risco moderado ATM e MLH1. Entre os individuos com cancer de mama, dezoito
pacientes (18/24; 75%) apresentaram mutacdes em genes de alto risco, enquanto
seis (6/24; 25%) sdo portadores de mutacfes em genes de risco moderado. Ambos
0S grupos apresentaram alta incidéncia de cancer de mama precocemente (83%
dos individuos). O grupo de portadores de mutacdo nos genes de alto risco
apresentaram maior ocorréncia de tumores de alto grau (83% vs 67%, P = 0,0090).
No grupo de individuos com mutagdes em genes de risco moderado, 0os tumores
apresentaram um fenétipo mais agressivo com cancer bilateral (33% versus 11%,
P =0,0002), ocorréncia de metastases (33% vs 5,6%, P <0,0001) e o6bito (33% vs
5,6%, P <0,0001). Ao todo, 1/3 de variantes foram identificadas em genes de risco
moderado em pacientes com cancer mais agressivo. Estes resultados reforcam a
importancia da aplicacdo de analise multigénica em individuos em situag&o de risco
para cancer de mama, especialmente em uma populacdo heterogénea como
brasileira.

Palavras-chave: Sindrome de cancer de mama e ovario hereditario; analise
multigene; mutacdes germinativas; BRCALl; BRCA2; ATM; ATR; CDH1; MLH1,;
MSH6.



ABSTRACT

Hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) corresponds to 10-15% of all
diagnosed cases of breast cancer in the world. The majority germline mutations are
identified in BRCA1 and BRCA2 genes, however the application of multigene panels
has increased the number of pathogenic variations detected in DNA repair genes.
According to the current version of NCCN (National Comprehensive Cancer
Network) Guideline, mutations in BRCA1, BRCA2, TP53 and PTEN confers high
risk to develop breast cancer, and mutations in CDH1, CHEK2, PALB2, ATM and
BRIP can increases over than 20% this risk. We analyzed 157 individuals with
personal and/or familial breast cancer history. Genomic DNA was isolated from
peripheral blood through saline-based extraction and samples were analyzed using
next-generation sequencing (NGS). We identified 15 pathogenic variants and 4 VUS
(Variants of Uncertain Significance) in 27 individuals (27/157; 17%), in which three
are asymptomatic. Seven novel variants in 4 genes were identified:
BRCA1_c.3409A>G; BRCA2_g.26826_30318del, BRCA2_c.5800C>T,;
BRCA2_c.5228G>A; BRCA2_c.5305delG; ATM_c.634delT and ATR_c.3043C>T.
Sixty-eight percent (13/19; 68%) of variants was detected in BRCA1 and BRCA2
genes, while 32% (6/19) were identified in moderate risk genes ATM (2/19); ATR
(1/19); CDH1 (1/19); MLH1 (1/19) and MSH6 (1/19). The individuals were separated
in two groups for comparative analysis: high-risk genes and moderate risk genes.
Among three asymptomatic individuals, two present variants in moderate risk genes
ATM and MLH1. Among breast cancer individuals, eighteen patients (18/24; 75%)
presented mutations in high-risk genes, while six (6/24; 25%) harbored mutations in
moderate risk genes. Both groups had a high incidence of early-onset breast cancer,
83%. The group of individuals harboring variants in high-risk genes presented a
greater occurrence of high-grade tumors (83% vs. 67%, P=0.0090). In the group of
individuals harboring mutation in moderate risk genes, tumors presented a more
aggressive phenotype with bilateral cancer (33% vs. 11%, P= 0.0002), occurrence
of metastasis (33% vs. 5.6%, P<0.0001) and incidence of deaths (33% vs. 5.6%,
P<0.0001). Altogether, 1/3 of variants were identified in moderate risk genes in
patients presenting a more aggressive phenotype. These results reinforce the
importance of applying multigene analysis in individuals at-risk for breast cancer,
especially in a heterogeneous population as Brazilian.

Keywords: Hereditary breast and ovarian cancer; multigene analysis; germline
mutations; BRCA1; BRCA2; ATM; ATR; CDH1; MLH1; MSH6.
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1. Introducéao

1.1. Cancer de mama

O cancer de mama € o cancer mais frequentemente diagnosticado em
mulheres com uma estimativa anual de cerca de 1,7 milhdo de novos casos por
ano em todo mundo (Ferlay et al., 2015). Em 2013, a incidéncia foi de,
aproximadamente, 1,8 milhdo de novos casos, correspondendo a 26% de todos os
casos de canceres diagnosticados em mulheres no mundo inteiro, exceto cancer
de pele do tipo ndo-melanoma e sarcoma de Kaposi. Ainda em 2013, foram
registradas 464.000 mortes em todo mundo ocasionadas por cancer de mama,
sendo, mundialmente, a segunda causa mais comum de morte por cancer no sexo
feminino, ficando atras dos canceres que acometem traqueia, brénquios e pulméo
com 485.000 6bitos registrados. Além disso, cerca de 25.000 casos de cancer de
mama masculino foram diagnosticados mundialmente, representando 1% do total
de casos de cancer de mama registrados (Fitzmaurice et al., 2015). No Brasil, as
estimativas sdo de 57.960 casos novos de cancer de mama feminino para o ano de
2016, correspondendo a 28% dos casos de cancer em mulheres e com uma
incidéncia estimada em 56,2 para cada 100 mil mulheres (Figura 1). As regides Sul
e Sudeste apresentam as maiores taxas de incidéncia estimada, sendo 74,3 e 68,
respectivamente (INCA, 2015).

No que diz respeito a incidéncia da doenca na regido Nordeste do Brasil, o
cancer de mama é o mais frequente entre as mulheres com uma estimativa, para o
ano de 2016, de 38,74 novos casos a cada 100 mil mulheres. Mais especificamente
para o estado do Rio Grande do Norte, a taxa de ocorréncia estimada para 2016
foi de 42,56 novos casos de cancer de mama a cada 100 mil mulheres,
correspondendo a 720 novos casos da doenga (INCA, 2015).

A maioria dos canceres de mama sdo carcinomas, podendo ser
adenocarcinoma, que € o carcinoma que se origina nas células do tecido glandular.
De acordo com a morfologia das células cancerigenas, o cancer de mama pode ser
classificado em diferentes tipos histoldgicos (Yerushalmi, Hayes e Gelmon, 2009).
O tipo histolégico com maior prevaléncia é o carcinoma ductal invasivo (CDI)

também denominado de carcinoma de mama do tipo ndo-especial, correspondendo



de 50-80% dos tumores diagnosticados, seguido pelo carcinoma lobular invasivo
(CLI) que representa de 5-15% dos tumores (Tavassoli et al., 2003). Os carcinomas
in situ ocorrem em uma menor Propor¢ao, caracterizam-se por ndo invadir os
tecidos adjacentes, sendo considerado uma forma inicial da neoplasia. Em alguns
casos, um unico tumor pode ser uma combinacgdo de tipos diferentes ou ser uma

mistura de cancer invasivo e in situ (Weigelt, Geyer e Reis-Filho, 2010).
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Figura 1. Taxas brutas de incidéncia de diversos tipos de céncer, em mulheres,
estimadas para o ano de 2016 no Brasil (INCA, 2015).

De acordo com o grau histologico, o sistema de classificacdo Bloom—
Richardson-Elston, criado em 1957, atualizado e, atualmente, denominado como
Nottingham, sugere que a classificacdo dos carcinomas de mama seja determinada
pela formacéo de tubulo, pleomorfismo nuclear e contagem mitética, podendo-se
atribuir até 3 pontos para cada aspecto analisado. Desta forma, o escore
correspondente a soma dos 3 aspectos corresponderd ao grau histolégico do
tumor, sendo os seguintes: (a) Escores de 3 a 5: tumores de grau |, 0s quais sao
bem diferenciados e de bom prognédstico; Escores 6 e 7: tumores de grau ll,
moderadamente diferenciados e de progndstico intermediario; (c) Escores 8 e 9:
tumores de grau lll, pobremente diferenciados e de pior prognostico (Bloom e
Richardson, 1957; Rakha et al., 2014)



Os tumores de mama podem ser classificados ainda de acordo com a presenca de
receptores hormonais na membrana das células tumorais determinada por
caracterizacdo imuno-histoquimica (IHQ). Para esta classificacdo, analisa-se a
presenca dos receptores para estrogeno (RE), progesterona (RP) e HER2/neu
(Human Epidermal growth factor Receptor 2 / Receptor tipo 2 do fator de
crescimento epidérmico humano). Os tumores denominados triplo-negativos, que
correspondem a 15-20% dos tumores de mama invasivos, sado aqueles que nao
expressam nenhum destes receptores (revisado por Hurvitz e Mead, 2015). Este
tipo de tumor possui um pior progndstico com alta taxa de recidivas, uma vez que
ainda ndo foi desenvolvido um tratamento especifico e a quimioterapia hormonal
nao é eficaz nestes tumores devido ao seu mecanismo de acédo ter como alvo estes
receptores (Palma et al., 2015; Yadav, Chanana e Jhamb, 2015).

O céancer de mama é considerado uma doenga de bom progndstico quando
diagnosticado precocemente e tratado adequadamente, entretanto, ainda
apresenta taxa de mortalidade elevada no Brasil. Isto se deve pelo fato de a doenca
ainda ser diagnosticada em estadios avancados, retardando a implementacédo do
tratamento adequado o qual, resulta no retardo do desenvolvimento da doenca e,
até mesmo, na cura, permanecendo a paciente sob acompanhamento médico por
alguns anos apos a finalizacdo do tratamento.

Os fatores biolégicos de risco relacionados ao desenvolvimento de cancer
de mama sdo bem estabelecidos e incluem idade, caracteristicas da vida
reprodutiva da mulher (tempo de exposicdo ao estrégeno), densidade do tecido
mamario, histéria familiar e presenca de alteracdes genéticas. Com relacdo aos
fatores de risco que dizem respeito aos habitos de vida estdo a nutricdo, o
sedentarismo, o0 uso de alcool, o tabaco e a exposi¢cao a radiacdo ionizante em
mulheres mais jovens. Os fatores relacionados a exposicdo ao estrogénio no
decorrer da vida de uma mulher que podem influenciar no risco de cancer de mama
sdo menarca (idade da primeira menstruacao menor que 12 anos); menopausa
tardia (apds os 55 anos); primeira gravidez ap6s os 30 anos; nuliparidade (néo ter
tido filhos); e uso de contraceptivos orais e de terapia de reposi¢cdo hormonal pos-
menopausa, especialmente se por tempo prolongado (Ministério da Saude, 2004).

De acordo com a presenca de fatores genéticos, os casos de cancer de

mama podem ser classificados em esporadicos, familiais ou hereditarios. Os



canceres do tipo esporadico correspondem a cerca de 90% dos casos de cancer
de mama em todo o mundo, ndo apresentam, na maioria dos casos, um diagndstico
precoce, além do fato de o paciente ndo possuir histérico familiar para cancer.
Recebem esta denominacao por serem ocasionados por mutacdes esporadicas em
células sométicas e/ou tumorais, ndo estando relacionado com a presenca de
mutagdes germinativas em genes relacionados com o desenvolvimento da doencga.
Por outro lado, o cancer de mama considerado hereditario, também denominado
de Sindrome de cancer de mama e ovario hereditario, do inglés Hereditary Breast
and Ovarian Cancer - HBOC, caracteriza-se pela presenca de mutacdes
germinativas associadas com uma maior probabilidade ao desenvolvimento da
doenca, além de um forte historico familiar para cancer de mama e de outros tipos,
como prostata e Gtero. O diagnéstico €, em grande parte dos casos, precoce, €, ao
submeter o paciente e seu familiares a testes genéticos, € observado um padrédo
de heranga autossémica dominante. Por fim, o cancer familial compartilha muitas
caracteristicas com o hereditario, entretanto, ndo exibe o padrdo de heranca ou
idade de diagnéstico consistente com o cancer hereditario. Além disto, pode ser
associado com o agrupamento de canceres esporadicos dentro de uma familia,
variages genéticas em genes de menor penetrancia, o compartilhamento de um

mesmo ambiente ou a combinacédo destes fatores (NCCN, 2017).

1.2. Mutagdes germinativas em genes supressores de tumor
relacionados com HBOC

As mutacBes germinativas sdo associadas aos canceres hereditarios e,
como o proprio nome ja diz, sdo alteracbes genéticas que ocorrem nas células
germinativas progenitoras e sdo herdadas pela prole. As mutacdes podem ser
génicas ou cromossdmicas de acordo com seu efeito na sequéncia nucleotidica ou
na estrutura do cromossomo, respectivamente. As mutagbes génicas sao
modificacdes na sequéncia de nucleotideos de determinado gene e podem ser
classificadas de acordo com diversos aspectos, como efeito na sintese proteica e
significancia clinica. A partir de seu efeito na sintese da proteina, podem ser dos
seguintes tipos: Mutacdo por perda de sentido (missense):. acarretada pela

substituicdo de um nucleotideo que dependendo de sua natureza quimica (purina



ou pirimidina) tera um efeito mais grave ou ndo na funcdo da proteina; Mutagéo
sem sentido (nonsense) a substituicdo de um nucleotideo adiciona um cédon de
parada prematuro, gerando uma proteina truncada; Mutacdo por mudanca do
quadro de leitura (frameshift): provocada por indels (insercao ou dele¢céo) de um ou
mais nucleotideos.

Além disto, de acordo com sua significancia clinica podem ser denominadas
da seguinte forma: Variantes patogénicas: alterac6es na sequéncia nucleotidica
considerada de significancia clinica patogénica de acordo com os bancos de dados
e artigos da literatura;, Variantes provavelmente patogénicas: variantes nao
reportadas pelos bancos de dados mas que, por seu tipo, podem ser patogénicas
(nonsense e frameshift); Variantes de significancia incerta ou VUS (Variation of
Uncertain Significance): variantes que nao possuem informacgao suficiente sobre
seu efeito ou apresentam informacao conflituosa em mais de um banco de dados.
Desta forma, a presenca desta variante ndo justifica a adocao de intervencdes
cirdrgicas redutoras de risco (NCCN, 2016); Variantes provavelmente benignas:
variantes ndo reportadas pelos bancos de dados. Geralmente, sédo variantes para
as quais ndo foi reconhecida ou ndo se espera nenhuma patogenicidade
(silenciosas, intronicas); e, Variantes benignas: variantes testadas e reportadas
pelos bancos de dados como benignas (Richards et al., 2015; Wallis et al., 2013).

Estima-se que cerca de 20% das mutacBes que predispédem a HBOC
ocorram nos genes BRACA, BRCAL e BRCA2 (Breast cancer 1 and 2) (Hollestelle
et al., 2010). Os genes BRCAL1 e BRCA2 localizados nos cromossomos 17 e 13,
respectivamente, sdo supressores tumorais e estdo envolvidos nas etapas de
reparo, replicacdo e transcricdio do DNA (Bertwistle e Ashworth, 1998;
Somasundaram, 2010). Mulheres portadoras de mutagcdes em um desses genes,
dependendo do tipo e da localizagdo da mutacdo, podem apresentar um risco de
até 55% de desenvolver cancer de ovario e um risco cumulativo de até 87% de
desenvolver cancer de mama até os 70 anos de idade (Mann et al., 2006). O risco
cumulativo € uma medida do risco total de um evento ocorrer em um determinado
periodo de tempo. Por outro lado, homens com mutagcdes nesses genes,
principalmente, os portadores de mutagdes no gene BRCA2, tem risco aumentado
para cancer de prostata, cancer de mama e cancer de pancreas, em relacéo a

populacdo masculina em geral (Evans et al., 2010).



No Brasil, alguns estudos realizaram testes genéticos em individuos com
cancer de mama e identificaram mutagdes germinativas nos genes BRACA, sendo
a maioria realizada nas regibes Sul e Sudeste. Estudos utilizando diferentes
critérios de selecdo da populacdo estudada relataram diferentes frequéncias de
mutacao nestes genes que variam de 2,3% a 20% (Dufloth et al., 2005; Esteves et
al., 2009). Carraro e colaboradores (2013) investigaram mutacfes germinativas em
BRCA1, BRCA2, TP53 e CHEK2 e identificaram 12 mutac¢Bes deletérias e 8
variantes de significancia incerta nos genes BRACA e somente uma mutacao
deletéria em TP53 (Carraro et al., 2013). A mutacdo mais observada na populacdo
brasileira € a BRCA1 5382insC, também conhecida como ¢.5266dupC e registrada
no BIC (Breast Cancer Core Information, disponivel em:
https://research.nhgri.nih.gov/bic/)(Szabo et al., 2000) como c¢.5263_5264insC,
apresentando uma frequéncia de 1,24-5% em mulheres em situagao de risco para
cancer de mama hereditario da regido Sudeste do Brasil (Ewald et al., 2011; Gomes
et al., 2007).

Além disto, um estudo recente realizou a analise de um grupo de individuos
com historico pessoal para cancer de mama ou ovario do estado do Rio Grande do
Sul, utilizando-se um painel multilplex PCR (Polymerase chain reaction) para
mutacdes em BRCAL/2 especificas para populacdes latinas, em seguida,
comparou o perfil de mutacfes obtido com o de outros trabalhos que utilizaram a
mesmo painel. A partir desta comparacgéo, foram observadas diferencas entre as
populacdes latinas e demonstrou-se uma baixa prevaléncia de mutacles
hispanicas na populagéo brasileira estudada que pode ser justificada pelo fato da
regido Sul do Brasil ter sido colonizada, principalmente, por alemaes e italianos,
demonstrando-se a necessidade de se analisar outras regides do Brasil (Alemar et
al., 2016). Em relacdo a mutacBes do tipo rearranjo genético identificadas nos
genes BRACA o maior estudo, até o momento, com 145 individuos provenientes
das regides Sudeste (Rio de Janeiro), Sul (Porto Alegre) e Nordeste (Bahia) do
Brasil, obteve uma frequéncia menor do que 5% para ocorréncia de rearranjos

neste genes (Ewald et al., 2016).

1.2.1. Mutagcdes em BRCAL1



gene BRCAL (Breast Cancer 1) localiza-se no braco longo do cromossomo
17 na posicao 21, possui 24 éxons, que correspondem a aproximadamente 81 kb,
sendo os éxons 1 e 4 ndo codantes. E um gene supressor de tumor cujo produto
final de sua expressao é uma proteina com 1863 aminoacidos cuja estrutura pode
ser dividida em trés regides: dominio RING (Really Interesting New Gene), uma
parte central com uma grande regido codificada a partir do exon 11, seguida por
um dominio do tipo “coiled-coil” e finalizada por uma regido de repeticdes de
dominios BRCT (BRCA1 C-terminal) (Figura 2). Por meio destes dominios, BRCA1
forma complexos com diversas proteinas, participando de mudltiplas funcbes
celulares, tais como transcricéo, regulacao, ativacao dos pontos de checagem do
ciclo celular e na via de reparo de DNA por Recombina¢do Homdéloga (Homologous
Recombination) (Venkitaraman, 2014).

a
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Figura 2. Representacdo esquematica das proteinas BRCA1 e BRCA2. a) Proteina
BRCA1 com seus dominios destacados em verde escuro, entre eles o sitio de ligacao
ao DNA (DNA binding) e os dominios BRCT (BRCT domains). b) Proteina BRCA2, em
destaque em verde escuro as repeticées BRC (BRC repeats) e o sinal de localizacéo
nuclear (NLS). (Apadptada de Somasundaram, 2010).

O reparo por Recombinacdo Homologa € o processo através do qual
guebras de dupla-fita sdo reparadas de maneira precisa por meio da utilizacdo de
uma molécula de DNA molde integra presente na croméatide-irma no caso dos
eucariotos. Este reparo consiste nos seguintes passos: 1) reconhecimento do dano
e ressecc¢ao das duplas-fita de DNA, gerando extremidades 3’ com fitas simples; 2)
interacdo de RAD51 com o DNA de fita simples (ssDNA) e a formacdo de um
filamento nucleoproteico entre estas moléculas; 3) invasao da cromatide-irma pelo
filamento de RAD51/ssDNA,; 4) sintese de reparo e 5) restauracao da dupla-fita. O

mecanismo através do qual BRCAL contribui com esta via de reparo tem sido



extensivamente estudado e as evidéncias tem demonstrado que esta proteina atua
em duas etapas deste reparo (Moynahan et al., 1999; Paull et al., 2001; Prakash et
al., 2015). Uma das funcdes seria o recrutamento de CtIP-fosforilado (Aparicio e
Gautier, 2016), que é fator de resseccdo, ao sitio do dano, cooperando com o
complexo MRN nuclease (MRE11-RAD50-NBS1) na etapa de resseccdo das
extremidades da quebra dupla-fita (Sartori et al., 2007; Symington, 2014)(Figura 3).
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Figura 3. Participagcdo da proteina BRCAL e seus parceiros moleculares na via de

reparo por Recombinacdo Homdloga (Adaptada de Prakash et al, 2015).

O outro papel sugerido para BRCAL nesta via de reparo € na etapa de
carregamento de RAD51 no ssDNA. Para a estabilizacédo e formacéo do filamento
de RAD51, faz-se necesséria a presengca de BRCA2 no sitio do dano, a qual é
recrutada por BRCA1l por meio da interacdo com PALB2 (Park, Zhang e
Andreassen, 2014).



1.2.2. Mutagbes em BRCA2

Identificado em 1994 por Wooster e colaboradores, o gene BRCA2 (Breast
Cancer 2) esta localizado no braco curto do cromossomo 13 na posicdo 12.3
(Wooster et al., 1994) e contém 27 éxons, correspondendo a aproximadamente 85
kb. Assim como BRCAL, é considerado um gene supressor de tumor devido,
principalmente, a funcéo de reparo desempenhada pela proteina codificada a partir
deste gene na célula. A proteina BRCA2 é uma molécula grande, consistindo em
3.418 aminoécidos, aproximadamente, 380 kDa e contendo dois dominios
funcionais conhecidos (Figura 2). Estes dominios séo oito motivos do tipo BRC que
sdo essenciais para a funcao no reparo de DNA na porcao central da proteina e
uma regido C-terminal contendo dois dominios de localizacdo nuclear
(Somasundaram, 2010). As regides BRC sao codificadas a partir do éxon 11, que
€ 0 maior éxon de BRCA2, e sdo de extrema importancia, pois é onde ocorre a
interacdo com RAD51, atuando na estabilizacdo desta proteina em sitios de dano
ao DNA no reparo por Recombinacdo Homologa (Davies et al., 2001). Entretanto,
assim como em BRCAL, a maioria das mutacées em BRCA2 ocorrem no éxon 11,
51% e 43% respectivamente (http://research. nhgri.nih.gov/bic) por serem éxons de
grande tamanho em ambos 0s genes.

Em 2002, um estudo verificou inativacao bialélica de BRCA2 em portadores
de Anemia de Fanconi, um subgrupo raro de anemia de Fanconi, subtipo FA-D1
(Howlett et al., 2002). A Anemia de Fanconi € uma instabilidade cromossémica
recessiva, de uma maneira geral, € caracterizada por retardo do crescimento,
anormalidades esqueléticas, Insuficiéncia da medula Ossea, predisposicdo ao
cancer. FA-D1 é um subtipo distintivo associado ao alto risco de desenvolvimento
de tumores infantis, como Tumor de Wilms, meduloblastoma e glioma que ocorrem

raramente em outros subtipos da Anemia de Fanconi (Stratton e Rahman, 2008).
1.2.3. Outros genes relacionados com HBOC
Estudos tém associado outros genes, além de BRCA1 e BRCA2, com o

aumento do risco ao cancer da mama. Na grande maioria S0 genes que atuam no

reparo de DNA e que interagem diretamente com BRCA1 e BRCA2, entre eles



CHEK2, CDH1, ATM e PALB2 (Tabela 1), os quais conferem, em média, um
aumento de duas vezes no risco de cancer de mama (Hollestelle et al., 2010;
Shiovitz e Korde, 2015).

CHEKZ2 é uma proteina quinase envolvida na regulacéo do ciclo celular, mais
especificamente na fase G2, a qual € rapidamente fosforilada por ATM em resposta
a dano no DNA e, depois de ativada, estabiliza p53 e interage com BRCAL. O risco
cumulativo para cancer de mama em mulheres que possuem mutacdo em CHEK2
tem sido estimado em 28-37%, sendo maior em mulheres que apresentam historico
familiar para cancer de mama (Cybulski et al., 2011; Weischer et al., 2008).
CHEK2*1100delCis € a mutacdo mais comum neste gene e é encontrada em 1—
2% da populacdo mundial, além disto, tem sido identificada em varios pacientes
com cancer de mama, especialmente, naqueles com histéria familiar e/ou que
apresentam diagnostico negativo para mutacées em BRCA1/BRCA2. A presenca
desta mutacdo pode acarretar em um aumento de duas vezes no risco para cancer
de mama em mulheres e de 10 vezes em homens (Meijers-Heijboer et al., 2002).

O produto génico de CDHL1 é a proteina denominada E-caderina que € uma
glicoproteina transmembrana expressa em tecidos epiteliais e é responsavel pelas
adesdes dependentes de calcio entre as células, mantendo-as polarizadas e
estabilizadas, e atuando como um supressor de invasao celular. Mutacdes neste
gene estdo associadas a cancer gastrico difuso (CGD) e apresentam um risco
relativo de 6,6 para cancer de mama do tipo lobular invasivo (Corso et al., 2016).
Além disto, tem sido observado que mutacdes germinativas em CDH1 sO séo
identificadas em individuos que ndo sdo portadores de mutacbes em
BRCA1/BRCAZ2 (Hansford et al., 2015).

ATM é uma proteina quinase envolvida no monitoramento e reparo de
guebras de dupla-fita do DNA e regulacdo de BRCA1 e CHEK2. Mutac¢des bialélicas
em ATM conferem ao portador a sindrome autossémica recessiva conhecida como
Ataxia-telangiectasia. Dentre as caracteristicas desta doenca estdo ataxia
cerebelar progressiva, discurso disartrico, apraxia oculomotora, coreoatetose e,
posteriormente, telangiectasia oculocutaneo, além de imunodeficiéncia com
infeccbes sinopulmonares, susceptibilidade a cancer (geralmente linfoide) e
sensibilidade a radiagéo ionizante (Chun e Gatti, 2004). Em 2005, mutacées em

ATM foram associadas com um risco de 2,3 para cancer de mama, sendo
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observado um risco maior para mulheres abaixo dos 50 anos (Thompson et al.,
2005). Em um estudo com 2570 mulheres com céancer de mama, foi estimado que
mutagbes em ATM conferem um risco cumulativo de 60% até os 80 anos, e o risco
para as portadoras da mutacdo ATM_c.7271T> G chega a ser semelhante ao
conferido por mutacdes germinativas em BRCA2 (Goldgar et al., 2011).

BRIP1 (BRCAl-interacting protein 1) também denominada de
FANCJ/BACHL1) é um proteina que interage com BRCAL, esta interacdo € mediada
pelos dominios BRCT e € requerida para a ocorréncia da checagem do ciclo celular
em G2 na qual BRIP1 contribui para a atividade de BRCAL no reparo de quebras
de dupla-fita de DNA e no reparo por Recombinacdo Homéloga (Cantor et al., 2001;
Pabalan, Jarjanazi e Ozcelik, 2013). Muta¢cOes na sequéncia de BRIP1 tém sido
associadas com o aumento de risco para cancer de ovario, sendo o risco relativo
para cancer de ovario epitelial invasivo 11,22 e para carcinomas serosos de alto
grau 14,09 (Ramus et al., 2015).

A proteina codificada a partir de PALB2 (partner and localizer of BRCA2)
interage com BRCAZ2 e esta envolvida com a localizacdo nuclear e estabilidade
desta proteina (Xia et al., 2006) e esta interacdo € essencial para manutencao da
integridade gendmica (Hartford et al., 2016). A incidéncia estimada para mutacfes
germinativas em PALB2 é de 1-2%, sendo o risco relativo igual a 2,3 para todas as
mulheres, com excecdo das mulheres abaixo dos 50 anos cujo risco aumenta para
3,0 (Rahman et al., 2007; Teo et al., 2013). Mutacdes em homozigose em PALB2
resultam na Anemia de Fanconi do tipo N (clinicamente semelhante ao tipo D1
ocasionado por mutacfes bialélicas em BRCA2) (Adank et al.,, 2011). Esta é
caracterizada por anormalidades fisicas, insuficiéncia de medula éssea e aumento
do risco para céancer. Dentre as anormalidades fisicas, presentes em
aproximadamente 75% dos individuos afetados, estdo: baixa estatura,
pigmentacdo anormal da pele, malformacdes esqueléticas dos membros superiores
e inferiores, microcefalia, e anomalias do trato geniturinario e oftdlmicas. A faléncia
da medula 6ssea progressiva, tipicamente, com pancitopenia se apresenta na
primeira década de vida, muitas vezes com trombocitopenia ou leucopenia (Mehta
e Tolar, 2002).

11



Tabela 1. Genes que conferem risco moderado para cAncer de mama e respectivos

riscos relativos associados (Retirada e adaptada de Shiovitz e Korde, 2015).

Gene Risco para cancer de mama Fenotipo em
homozigose
CHEK2 Feminino: RR 1,70; 95% IC 1,3— | N&ao conhecido -
2,2 letalidade embrionéria
Masculino: RR 10,3; 95% IC 3,5— | presumida
30,0
BRIP1 Feminino (todas as idades): RR | Anemia de Fanconi, tipo J
(BACH1) 2,0; 95% IC 1,2-3,2 -nenhum aumento
<50 anos: RR 3,5; 95% IC 1,9-5,7 | significante de canceres
infantis
ATM Feminino: RR 2,37; 95% IC 1,5-3 | Ataxia-telangiectasia -
heranca autossdmica
recessiva
PALB2 Feminino (todas as idades): RR | Anemia de Fanconi, tipo
2,3;95% CI1 1,4-3,9 N -aumento da incidéncia
<50 anos: RR 3,0; 95% CI 1,4-5,5 | de canceres infantis

RR, risco relativo; IC, intervalo de confianca

Outros genes considerados de risco baixo ou indeterminado para cancer de
mama também estdo associados a Sindrome de predisposicao hereditaria ao
cancer de mama e de ovario como os genes MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e ATR,
entre outros. Os genes MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 atuam na via de reparo DNA
que corrige mal pareamento de bases e mutacbes germinativas nestes genes
resultam na Sindrome de Lynch que esta associada com o aumento de risco para
cancer colorretal, endometrial e de ovario, sendo 0s riscos para estes dois Ultimos,
estimados em 60% e 24%, respectivamente (Bonadona, 2011; Goodfellow et al.,
2015).
estimou o risco cumulativo de 18,6% para cancer de mama aos 70 anos de idade
(Harkness et al., 2015).

Somente um estudo com mulheres portadoras de mutacdo em MLH1

1.3. Testes genéticos: sequenciamento completo (Sanger) e

sequenciamento de nova geracao (Next Generation Sequencing - NGS)

Os testes genéticos realizados para detec¢cdo de mutagBes germinativas

eram restritos ao sequenciamento completo de alguns genes especificos
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relacionados com a doencga, o qual se baseava no método de sequenciamento
desenvolvido por Sanger e Coulson em 1975 (Sander e Coulson, 1975). Esta
técnica consiste em uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se uma
fita molde de DNA, um primer (iniciador) especifico para a sequéncia nucleotidica
que se deseja analisar, desoxinucleotideos marcados com 32P ou 35S,
dideoxinucleotideos e uma DNA polimerase. Durante a reacdo de sintese da nova
molécula de DNA, a incorporacao de dideoxinucleotideos inibe a atividade da DNA
polimerase, gerando produtos de diferentes tamanhos que, apds serem submetidos
a separacdo em gel de agarose, eram analisados por radiografia por meio da
marcacdo dos nucleotideos com is6topos radioativos. No sequenciamento
automatico, os nucleotideos passaram a ser marcados com fluorocromos distintos
gue ao serem excitados por um laser emitem luz em diferentes comprimentos de
onda, 0s quais sdo detectados por um fotomultiplicador e a informacéo gerada é
processada através de um computador.

Através do sequenciamento automatico, cada gene € analisado de forma
individual, pois os primers utilizados nas reacdes permite o sequenciamento de
cerca de 700 pb por reacdo, e no caso de BRCA2, que tem cerca de 85 kb, sdo
utilizados 53 pares de primers, tornando a analise muito laboriosa e limitando a
analise de um gene por vez. Além do mais, auséncia de mutacdes pontuais nos
genes BRCA1 e BRCA2 néo exclui a possibilidade da presenca de rearranjos
gendmicos (grandes delecfes ou grandes insercdes) (Herman et al., 2012). Neste
caso, A analise utilizando a técnica de MLPA (Multiplex ligation dependent probe
amplification) é utilizada para investigar grandes rearranjos gendmicos que consiste
em um método de PCR multiplex, permitindo que multiplos alvos sejam
amplificados com um Unico par de iniciadores (Schouten et al., 2002).

Através do uso de MLPA, foram observados rearranjos gendmicos em
pacientes com histéria familiar de cancer de mama e ou ovario, nos quais nao
haviam sido identificadas mutacdes pontuais nos genes relacionados a sindromes
hereditarias (Hansen et al., 2009; Sluiter e Rensburg, Van, 2011). A metodologia
MLPA nado substitui o sequenciamento capilar, sendo os dois métodos
complementares na identificacdo dos diferentes tipos de mutacoes.

O sequenciamento de nova geragcdo € um método que se baseia no

seguenciamento massivo paralelo, o qual permite um aumento no rendimento da
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andlise, reduzindo o tempo e analisando simultaneamente diferentes genes
envolvidos em uma doenca especifica ou um grupo de doencas. Primeiramente, o
DNA gendmico é fragmentado por um processo mecanico ou enzimatico, apés a
fragmentacdo, os adaptadores, que sdo sequéncias artificiais conhecidas, sao
adicionados a estes fragmentos, dando origem a biblioteca de DNA. Em seguida,
esta biblioteca &€ amplificada por meio de uma PCR em emulsdo ou de fase sélida
e o objetivo desta amplificacdo é gerar milhares de cOpias de cada fragmento de
DNA. Na etapa de sequenciamento, a deteccdo de cada novo nucleotideo
incorporado dependera da plataforma que esta sendo utilizada. Para a maioria dos
sequenciadores, como lllumina, 454 (Roche) e SOLID (Applied Biosystems) sera
de acordo com a emisséo de um sinal luminoso ou de fluorescéncia, ja no caso da
plataforma lon Torrent PGM (Personal Genome Machine - Thermo Fisher
Scinetific), a deteccéo é feita pela mudanca de pH da solucdo devido a liberacao
de H* a cada nucleotideo que é adicionado na sequéncia (Figura 4). As sequéncias
geradas sdo analisadas em softwares que utilizam filtros de qualidade e
ferramentas para montagem de sequéncias maiores que sdo comparadas com
bancos de dados para realizar o mapeamento das mesmas (Liu et al., 2012; Mardis,
2008).
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Figura 4. Representacdo esquematica do preparo da biblioteca e os processos de

seqiienciamento de nova geracdo usados nas plataformas de sequenciamento 454,

PGM lon, SOLID e Illlumina (Retirada e modificada de Knief, 2014).

Para a plataforma lon Torrent PGM, necessita-se do lon Server, pois € a

partir deste servidor que séao

resultados dos sequenciamentos. No préprio planejamento da corrida, podem ser

programadas as corridas e sdo acessados o0s




adicionados plugins que irdo realizar uma pré-analise do sequenciamento. O plugin
utilizado para a analise dependera da aplicacdo escolhida para o sequenciamento,
por exemplo para identificacdo de mutacdes em genes especificos, a aplicacédo
escolhida € a AmpliSeq e o plugin utilizado para analisar as sequéncias é o
lonReporter. O lonReporter é um software disponivel on line
(https:/lionreporter.thermofisher.com/ir/) que realiza a chamada de variantes
comparando-se com um genoma de referéncia e, em seguida, possibilita a
aplicacdo de diversos filtros de qualidade para validacdo das variantes
identificadas.

Para verificar se as mutacdes encontradas sdo novas ou se ja foram
descritas previamente, faz-se uma busca em diferentes bancos de dados
disponiveis para consulta. No caso de mutacdes em genes relacionas com cancer
de mama tem-se o BIC - Breast Cancer Information Core (disponivel em:
https://research.nhgri.nih.gov/bic/) o qual atua como repositério de informacdes
importantes sobre o cancer de mama, além de ter o registro de todas as mutacfes
descritas para os genes BRCAL e BRCAZ2 (Szabo et al., 2000). Outros bancos de
dados mais gerais séo o] Clinvar (disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) ele é descrito como um arquivo publico de
livre acesso com relatdérios das associacfes entre variantes encontradas nos genes
humanas e seus fenétipos com evidéncias que suportam estas informacfes
(Landrum et al., 2016); o LOVD (Leiden Open Variation Database) que tem como
propdsito ser uma ferramenta flexivel, disponivel livremente para a coleta e exibicao
de variantes de DNA (disponivel em: http://www.lovd.nl/3.0/home) (Fokkema et al.,
2011); e OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) que é um compéndio
abrangente e oficial de genes humanos e fendtipos genéticos que € livremente
disponivel e atualizado diariamente. O OMIM contém informacdes sobre todas as
desordens mendelianas conhecidas e de mais de 15.000 genes, centrando-se na
relacdo entre o fendtipo e gendtipo, referéncia do site (Hamosh et al., 2005).

Uma das aplicacbes para diagnéstico por sequenciamento gendmico é
target-seq (sequenciamento alvo) baseado em PCR multiplex. Na tabela 2, estéao
exemplos de painéis multigénicos desenvolvidos para identificagdo de mutacdes
em genes relacionados com cancer hereditario de mama e ovario. Cada painel é

designado para analise de individuos especificos de acordo com o histérico pessoal
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e familiar de cancer, o que s6 é possivel através de uma anamnese completa

realizada por um geneticista ou conselheiro genético. Entretanto, o principal desafio

da analise por NGS para diagnéstico clinico é o desenvolvimento de um fluxo de

trabalho e ferramentas de bioinformatica que atendam a exigéncia de controle de

qualidade para diagnostico.

Tabela 2. Painéis multigénicos disponiveis para andlise de mutacdes em genes

relacionados com céancer de mama hereditario (Retirada e adaptada de Shiovitz e

Korde, 2015).

Nome do painel
génico
(Instituicdo)

Genes de alta
penetrancia para
cancer de mama

Genes de
penetrancia
moderada
para cancer

de mama

Genes adicionais

BROCA
(Universidade de
Washington,
Seatle, WA, USA)

BRCAL, BRCAZ2,
CDH1, PTEN,
STK11, TP53

ATM, BRIP1,
CHEKZ2,
PALB2

AKT1, APC, ATR,
BABAM1, BAP1,
BARD1, BMPRI1A,
CDK4, CDKNZ2A,
CHEK1, CTNNAL,
EPCAM, FAM175A,
MLH1, MRE11A,
MSH2, MSH6,
MUTYH, NBN,
PIK3CA, PMS2,
POLD1, POLE,
PRSS1, RADS0,
RADS51, RAD51C,
RAD51D, RET,
SDHB, SDHC,
SDHD, SMADA4,
TP53BP1, VHL,

ColoSeq
(Universidade de
Washington)

CDH1, PTEN,
STK11, TP53

AKT1, APC,
BMPR1A, EPCAM,
GALNT12, GREM1,
MLH1, MSH2, MSHS6,
MSH6, MUTYH,
PIK3CA, POLD1,
POLE, PMS2,
SMAD4

BARD],

BreastNext (Ambry
Genetics, Aliso
Viejo, CA, USA)

BRCAL, BRCAZ2,
CDH1, PTEN,
STK11, TP53

ATM, BRIP1,
CHEKZ2,
PALB2

BARD1, MRE11A,
MUTYH, NBN, NF1,
RAD50, RADS1C,
RAD51D
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OvaNext (Ambry

BRCAL, BRCAZ2,

BARD1, EPCAM,

Genetics) CDH1, PTEN, MLH1, MRE11A,
STK11, TP53 MSH2, MSH6,

MUTYH, NBN, NF1,
PMS2, RAD50,
RAD51C, RAD51D

CancerNext BRCA1, BRCA2, | ATM, BRIP1, APC, BARD1,

(Ambry Genetics) | CDH1, PTEN, CHEK2, BMPR1A, CDK4,

STK11, TP53 PALB2 CDKN2A, EPCAM,

MLH1, MRE11A,
MSH2, MSH6,
MUTYH, NBN,
PMS2, RAD50,
RAD51C, RAD51D,
SMAD4
BARD1,

Breast Cancer BRCA1, BRCA?2,

High-Risk Panel CDH1, PTEN,

(GeneDx, STK11, TP53

Gaithersburg, MD,

USA)

Breast/Ovarian BRCAL, BRCA2, | ATM, BRIP1, BARD1, BLM,

Cancer Panel CDH1, PTEN, CHEK?2, EPCAM, FAM175A,

(GeneDx) STK11, TP53 PALB2 FANCC, HOXB13,
MLH1, MRE11A,
MSH2, MSH6, NBN,
PMS2, RAD50,
RAD51C, RAD51D,
XRCC2

Comprehensive BRCAL, BRCA2, | ATM, BRIP1, APC, AXIN2, BARD1,

Cancer Panel CDH1, PTEN, CHEKZ2, BMPRI1A, BLM,

(GeneDx) STK11, TP53 PALB2 CDK4, CDKN2A,
EPCAM, FAM175A,
FANCC, HOXB13,
MLH1, MRE11A,
MSH2, MSH6,
MUTYH, NBN,
PALLD, PMS2,
RAD50, RAD51C,
RAD51D, SMADA4,
VHL, XRCC2

Hereditary High- BRCAL, BRCA2, | PALB2

Risk Breast CDH1, PTEN,

Cancer Panel STK11, TP53

(Baylor College of

Medicine,

Houston, TX, USA)

Hereditary BRCA1, BRCA2, | ATM, BRIP1, EPCAM, MLH1,

Breast/Ovarian CDH1, PTEN, CHEK2, MSH2, MSH6,

Cancer Panel STK11, TP53 PALB2 MUTYH, NBN,
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(Baylor College of | BRCAL, PMS1, PMS2,

Medicine) RAD51C, RAD51D
ALK,

Comprehensive BRCA1, BRCA2, | ATM, BRIP1, ALK, APC, BMPRI1A,

Hereditary Cancer | CDH1, PTEN, CHEK2, CDC73, CDKNI1C,

Panel (Baylor STK11, TP53 PALB2 CDKN2A, EPCAM,

College of FH, FLCN, GPC3,

Medicine) MAX, MEN1, MET,
MLH1, MSH2, MSHS6,
MUTYH, NBN, NF1,
NF2, PHOX2B,
PMS1, PMS2,
PRKAR1A, PTCH1,
RAD51C, RAD51D,
RET, SDHAF2,
SDHB, SDHC,
SDHD, SMAD/4,
SUFU, TMEM127,
VHL, WT1
ERCC4,

Breast Cancer CDH1, PTEN, ATM, CHEK?2,

Susceptibility (City | STK11, TP53 PALB2

of Hope, Duarte,

CA, USA)

Hereditary Breast | BRCAL, BRCA2, | ATM, BRIP1, ERCC4, RAD51C,

and Ovarian CDH1, PTEN, PALB2 RAD51D, XRCC2

Cancer (Sistemas | STK11, TP53 BARD1,

Genomicos, BRCA1,

Paterna, Spain)

CANO2: Breast BRCA1, BRCA2, | ATM, BRIP1, BARD1, EPCAM,

and Ovarian CDH1, PTEN, CHEK2, FAM175A, FANCA,

Cancer (Center for | STK11, TP53 PALB2 FANCC, FANCD?2,

Genomics and BRCA1, FANCE, FANCF,

Transcriptomics,
Tuebingen,
Germany)

FANCG, MEN1,
MLH1, MRE11A,
MSH2, MSH3, MSH6,
NBN, PMS1, PMS2,
PTCH1, RADS0,
RAD51C, RADS1D,
SLX4, UIMC1,
XRCC2
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1.4. Avaliagéo de risco e o aconselhamento genético

A decisédo de realizar a avaliacdo de risco genético de um individuo ao
desenvolvimento de doencas hereditarias, como o cancer de mama, assim como,
a identificacdo de mutagOes patogénicas e o acompanhamento de familiares de
portadores de mutagles, fazem parte do aconselhamento genético. Segundo a
NSGC (National Society of Genetic Counselors), o aconselhamento genético é o
processo que consiste em ajudar as pessoas a entender e se adaptar as
implicagcbes médicas, psicolégicas e familiares das contribuicbes genéticas para
uma determinada doenca. Este processo integra: 1) Interpretacdo de histérico
familiar e médico para determinar a probabilidade de ocorréncia e recorréncia da
doenca; 2) Educacdo sobre heranca, testes, gestdo, prevencdo, recursos e
pesquisa; 3) Aconselhamento para promover escolhas informadas e adaptacao ao
risco ou condicao (http://nsgc.org/). Além disto, o aconselhamento genético deve
ser realizado, de forma ideal, por uma equipe multidisciplinar composta tanto por
meédicos quanto por outros profissionais da area biomédica, como geneticistas,
biologistas moleculares, psicologos, enfermeiros.

Na atengéo ao cancer de mama hereditério, o aconselhamento genético tem
o objetivo de identificar individuos portadores da sindrome de predisposicao
hereditaria, através da realizacdo de testes genéticos, e planejar medidas de
vigilancia ou prevencéo as diferentes situagdes de risco ao desenvolvimento destas
doencas. Alguns critérios sdo levados em consideracdo, no momento do
aconselhamento genético, para selecionar os individuos para avaliacdo de risco
genético, os critérios presentes nos guias do NCCN (National Comprehensive
Cancer Network)(NCCN, 2016) sao os mais aplicados mundialmente. Para a
sindrome de cancer de mama e ovario, 0s critérios sdo descritos na tabela abaixo
(Tabela 3).

Tabela 3. Critérios para avaliacdo de risco genético para Sindrome de cancer de

mama e ovario hereditario segundo o protocolo do NCCN.

Critérios para avaliacao de risco genético segundo o protocolo do NCCN

I Individuo com diagndstico para cancer de mama:
I.I Portador de mutacdo em gene que predispde a doencga;
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I.Il Diagnéstico precoce;
.1l Triplo-negativo com diagnédstico < 60 anos;
[.IV Céancer de mama bilateral;
[.V Céncer de mama e:
« 21 familiar com parentesco sanguineo com diagnéstico
precoce para cancer de mama;
+ 21 familiar com parentesco sanguineo com diagndstico para
cancer de ovario invasivo;
« 22 familiar com parentesco sanguineo com diagndstico para
cancer de mama e/ou de pancreas;
I.VI Proveniente de uma populagdo com risco aumentado para a
doenca;
[.VII Cancer de mama masculino;

Il Individuo descendente de judeus Asquenazes com diagndstico para
cancer de mama, de ovario ou de pancreas;

1] Individuo com histoérico pessoal e/ou familiar;

IV Individuo com diagndstico para cancer de ovario;

\ Individuo sem historico pessoal para cancer de mama mas

V.l com parente proximo:

* Portador de mutagao em gene que predispde a doenga,;

+ Com = 2 tumores de mama primarios;

* 22 individuos com cancer de mama primario do mesmo lado

da familia com pelo menos um diagnéstico precoce;

+ Com diagndstico para cancer de ovario;

+ Com diagndstico para cancer de mama masculino.
V.1l com parente em primeiro ou segundo grau com diagnostico
precoce para cancer de mama;
V.11l com histérico familiar de trés ou mais dos seguintes canceres:
mama, pancreas, prostata, melanoma, sarcoma, carcinoma
adrenocortical, cerebral, leucemia, gastrico difuso, de colon,
endometrial, de tiredide, renal e/ou macrocefalia, pélipos
hamartomatosos do trato gastrintestinal.

ApoOs o recebimento de um resultado positivo para presenca de variante
patogénica, a equipe de profissionais responsaveis pelo acompanhamento do
paciente deve realizar uma pesquisa sobre os efeitos desta mutacdo, caso a
mesma ja tenha sido descrita em artigos cientificos ou em bancos de dados, e
orientar o individuo portador da mutacdo a seguir as abordagens clinicas

recomendadas pelos guias existentes (Tabela 4) para alguns genes relacionados
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com o cancer de mama hereditario. No caso de altera¢cbes do tipo VUS, o que se
esta determinado, atualmente, € que a presenca desta variante ndo justifica a
adocéao de intervencdes cirdrgicas redutoras de risco (NCCN, 2016). Uma vez que
este tipo de alteracdo ndo possui informacdes suficientes sobre o seu efeito ou as
informacdes existentes sdo conflituosas, ndo hd como determinar se a mesma
confere um risco maior ao portador. Entretanto, € aconselhado que a pessoa
portadora de VUS, realize os exames clinicos anualmente, principalmente, se tiver
historico familiar para cancer de mama e as informac6es sobre esta mutacdo
devem ser acompanhadas até que seja definida sua significancia clinica.

Dentre as abordagens clinicas profilaticas estdo as cirurgias redutoras de
risco. O procedimento cirdrgico para reducdo de risco de desenvolvimento do
cancer de mama sugerido para portadores de mutacfes patogénicas em genes
com risco aumentado para doenca é a Mastectomia Redutora de Risco (MRR) e,
para o caso de mutacbes em BRCAL1/2 que aumentam o risco para o cancer de
ovario, a Salpingooforectomia Redutora de Risco (SORR). A primeira consiste na
retirada de uma ou ambas as mamas (Mastectomia bilateral ou contralateral), na
maioria das vezes, acompanhada do esvaziamento dos linfonodos axilares,
podendo ou ndo ser acompanhada de cirurgia plastica de reconstrugdo da mama.
A salpingooforectomia corresponde a remoc¢édo dos ovarios e as tubas uterinas,
também conhecidas como trompas de Fal6pio, em alguns casos, esta cirurgia pode
ser acompanhada pela histerectomia, retirada do Gtero.

Diversos estudos tem demonstrado que a realiza¢ao de cirurgias preventivas
reduz o risco de cancer e a mortalidade em mulheres portadores destas mutacées
(Domchek et al., 2010, 2006). Em uma reviséo sistematica com varios trabalhos, foi
observado que o risco de desenvolver o cancer de mama cai para menos de 3%
apos a realizacdo de cirurgia preventiva (Ludwig et al.,, 2016). Outro estudo
demonstrou uma associacao entre a realizacdo de SORR em mulheres portadoras
de mutagbes em BRCAL/2 e a redugcdo em 80% do risco de cancer de ovario,
trompas de falopio e cancer peritoneal e reducao de 77% da mortalidade (Finch et
al., 2014).

Apesar da diminuicdo do risco apOs a realizacdo destas cirurgias, foi
observado em um estudo com 1499 portadoras de mutacdes em BRCAL/2 que a

frequéncia de mulheres que optam por fazé-las ainda é baixa. Para SORR foi de
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45% e 34% de mulheres com mutacdo em BRCA1 e BRCA2, respectivamente, até

0s 40 anos de idade, e de 86% e 71% até os 70 anos. E, em relagdo a MRR, a

frequéncia foi estimada em 46% até os 70 anos tanto para portadores de mutacdes
em BRCA1 como em BRCA2 (Chai et al., 2014).

Tabela 4. Risco para cancer de mama e abordagem clinica sugerida segundo o
protocolo do NCCN.

Gene Risco para Abordagem clinica Risco para outros
cancer de mama tipos de cancer
ATM Aumentado Mamografia anual e RM com Evidéncias
contraste a partir dos 40 anos. Insuficientes
MRR considerada de acordo
com o historico familiar.
BRCA1 Aumentado Mamografia anual e RM com Préstata
contraste a partir dos 25 anos.
Opcado por MRR e SORR
deve ser discutida.
BRCA2 Aumentado Mamografia anual e RM com Pancreas, Proéstata
contraste a partir dos 25 anos. e Melanoma
Opcéo por MRR e SORR
deve ser discutida.
CDH1 Aumentado para Mamografia anual e RM com Gastrico-Difuso
cancer de mama contraste a partir dos 30 anos.
lobular MRR considerada de acordo
com o historico familiar.
CHEK2 Aumentado Mamografia anual e RM com Colorretal
contraste a partir dos 40 anos.
MRR considerada de acordo
com o historico familiar.
MSH2,  Evidéncias De acordo com o historico Colorretal
MSH®6, insuficientes familiar.
MLH1
PALB2 Aumentado Mamografia anual e RM com Evidéncias
contraste a partir dos 30 anos. Insuficientes
MRR considerada de acordo
com o historico familiar.
PTEN Aumentado Mamografia anual e RM com Sindrome de
contraste a partir dos 30 anos. Cowden
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MRR considerada de acordo
com o histérico familiar.

TP53 Aumentado Mamografia anual e RM com Sindrome de Li-
contraste a partir dos 20 anos. Fraumeni
Opcdo MRR deve ser
discutida.

* RM: Ressonéancia Magnética

1.4.1. Terapias especificas para portadores de mutacdes em genes que

conferem aumento de risco para HBOC

Tumores de mama associados a mutacbées em BRCAL séo tipicamente de
alto grau histolégico e sao triplo-negativos, isto €, ndo expressam 0s receptores de
estrogeno, progesterona (RP) e HER2. A proporcdo de canceres associados a
BRCAL que sao do triplo-negativos foi estimada entre 57 e 88% (Foulkes et al.,
2003; Lakhani et al., 2005). Além disto, sabe-se também que estes tumores
apresentam prognaostico reservado por ndo possuirem tratamento eficaz, pois a
hormonioterapia, que € utilizada no tratamento de tumores de mama, tem como
alvo os receptores hormonais expressos na membrana celular, como por exemplo,
o Tamoxifeno. Entretanto, muitos esforgcos tém sido feitos para o desenvolvimento
de tratamentos especificos.

Algumas terapias estdo sendo desenvolvidas focando na presenca de
mutacdes nos genes BRACA como a utilizacédo de sais de platina, carboplatina e
cisplatina, que geram quebras nas fitas de DNA devido a formacéo de cross-links
(Abramson e Mayer, 2014). Estes tratamentos tém efeito nas células deste tipo de
tumor pois as mesmas sao deficientes no mecanismo de reparo por recombinacao
homéloga, ndo sendo possivel reparar o dano gerado na molécula de DNA, o que
acarretara na morte destas células. Além disto, estudos clinicos e pré-clinicos com
drogas inibidoras da proteina PARP1 (Poly [ADP-ribose] polymerase 1)
(O’Shaughnessy et al., 2011; Tutt et al, 2010) e da proteina PI3K
(Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate  3-kinase) (lbrahim et al., 2012) tém
demonstrado uma melhor resposta dos pacientes quando associados ao

tratamento quimioterapico.
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Desta forma, a deteccdo de mutacdes nestes genes e em outros
supressores de tumor sao de extrema importancia para o desenvolvimento de

tratamentos especificos e que sejam eficazes.

1.5. Justificativa

Atualmente, os dados publicados acerca de mutacdes germinativas
associados ao aumento de risco para cancer de mama hereditario na populacéo
brasileira limitaram-se a analisar apenas BRCA1 e BRCA2 e estdo, em sua maioria,
restritos as regides Sul e Sudeste. E, como citado anteriormente, além destes,
outros genes supressores de tumor estdo associados com esta sindrome. Uma vez
gue o Brasil apresenta uma populacéo altamente heterogénea e miscigenada o que
pode influenciar no perfil genético desta doenca e na ocorréncia de mutacoes, a
identificacdo e a caracterizacado de mutacfes germinativas associadas a sindrome
de predisposicdo hereditdria ao cancer de mama e de ovario, por meio da
realizacdo de um estudo pioneiro utilizando abordagem multigénica em individuos
da regido Nordeste, mais especificamente do estado do Rio Grande do Norte,
contribuirdo ndo somente para o aumento de informacdes em relagéo aos tipos e
prevaléncia de mutacfes, como também auxiliara no delineamento de estratégias
para reducao de risco de desenvolvimento de tumores nas familias portadoras

destas mutacdes através do aconselhamento genético.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral:

Identificar e caracterizar mutacfes germinativas em individuos com

sindrome de cancer de mama e ovario hereditario no Rio Grande do Norte.

2.2. Objetivos especificos:

- Analisar a ocorréncia de mutacdes em genes relacionados com cancer de

mama hereditario;

- Verificar a frequéncia de mutagdes em genes de risco moderado;

- Relacionar as caracteristicas clinico-patolégicas da populacdo analisada

com a presenga de mutagdes em genes de risco alto vs moderado;

- Verificar o efeito das muta¢gBes ndo-descritas encontradas na sintese de
RNAmM do gene afetado;
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3. METODOLOGIA

3.1. Individuos incluidos no estudo

Cento e cinquenta e sete individuos foram selecionados durante o periodo
de agosto de 2009 a dezembro de 2015, dos quais, 132 possuiam diagndstico de
cancer de mama e 25 individuos sem diagnéstico de céancer (familiares de
individuos com diagnostico positivo para cancer de mama). Os individuos com
diagndstico de cancer de mama foram direcionados para aconselhamento genético
na Liga Norteriograndense contra o Cancer de acordo com as orientagbes do
protocolo do NCCN (National Comprehensive Cancer Network), Clinical Practice
Guideline in Oncology- Genetic/Familial High Risk Familial Assessment: Breast and

Ovarian, 2014, version 1.12.

3.2. Consulta pré-teste

Todos os individuos foram selecionados por uma equipe multidisciplinar
composta por um geneticista, um médico e um psicélogo do Hospital Liga
Norteriograndense Contra o Cancer através de consulta presencial e mediante
assinatura do TCLE (Termo de consentimento livre e esclarecido). Cinco (5) mL de
sangue periférico foram coletados em tubos contendo EDTA (Vacutainer®) dos
pacientes selecionados para sequenciamento gendmico, de acordo com o0s critérios
de incluséo (Tabela 3). A pesquisa foi aprovada pelo Comité de ética da Liga Norte
Riograndense Contra o Cancer - CAAE:44217315.6.0000.5293 (Anexos).

A partir das informacdes obtidas durante a consulta foi possivel elaborar os
heredogramas das familias. Para isto, foi utilizado o software Progeny disponivel
online e gratuitamente em: http://www.progenygenetics.com e para algumas
modificacdes foi utilizado o programa PowerPoint (Microsoft). As informagdes
inseridas nos heredogramas foram: descricdo dos individuos diagnosticados com
cancer, o tipo de cancer e, para os individuos com diagnostico de cancer de mama,
a idade do diagnéstico.

Além disto, a partir da analise dos prontuarios dos individuos com

diagnostico para cancer de mama foram obtidas as informacdes clinico-
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patolégicas, como resultado do exame imuno-histoquimico do tumor para avaliar a

presenca de receptores de membrana celular.

3.3. Extracdo de DNA gendmico para sequenciamento

Os 5 mL de sangue periférico foram, imediatamente apo0s coleta,
processados para a separacao do plasma por meio de centrifugacédo a 2000 rpm
(563 xg) por 10 min a 4°C. Apoés a retirada do plasma, a série vermelha foi
congelada a -80C até a extracao. A extracdo de DNA foi realizada de acordo com
0 protocolo descrito previamente (Miller, Dykes e Polesky, 1988). Primeiramente,
realizou-se a lise das hemacias, adicionando-se 5 volumes do Tampé&o para lise de
Hemacias (0,1 M NH4CI; 0,01 M NH4HCO3) ao sangue sem plasma em tubos
conicos de 15 mL e agitando-os vigorosamente e manualmente durante 30 s. Os
tubos foram mantidos em gelo durante 15 min; a cada 5 min, foram submetidos,
novamente, a agitacdo vigorosa e, ao fim dos 15 min, centrifugados a 2000 rpm
(563 xg) por 15 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado apds cada centrifugacao.
Este passo foi repetido duas a trés vezes em cada amostra de acordo com a
coloracgdo do isolado de leucocitos. Em seguida, os leucdcitos foram lisados para a
extracdo de DNA, utilizando-se 3 mL do Tampéo para Lise de Leucdcitos (10 mM
Tris-HCI; 400 mM NacCl; 2 mM NazEDTA pH 8,2), 0,2 mL de SDS 10% e 0,5 mL de
Solucéo de Proteinase K (1 mg de proteinase K; 1% SDS; 2 mM Na2EDTA), e
mantidos a 37°C durante 16 h. No dia seguinte, adicionou-se 1 mL de uma solucéo
saturada de NaCl a 6 M, agitou-se vigorosamente durante 15 min e centrifugou-se
a 2500 rpm (880 xg) por 15 min em temperatura ambiente. O sobrenadante foi
transferido para um tubo conico novo de 15 mL, foram adicionados 2 v de Etanol
100% gelado e inverteu-se os tubos até o DNA precipitar. O DNA foi recuperado
com o auxilio de uma pipeta e ressuspendido em TE (10 mM Tris-HCI; 2 mM
Na2EDTA pH 7,5) durante 2 h em temperatura ambiente e foram armazenados a -
20°C. As amostras foram quantificadas por espectrofotometria (Nanovue-GE) ou
por fluorometria, utilizando-se o Qubit® dsDNA BR Assay Kit para o Qubit® 2.0
Fluorometer (ThermoFisher Scientific).
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3.4. Sequenciamento NGS e confirmacéo das mutagdes

Os individuos foram divididos em trés grupos de acordo com a plataforma
NGS utilizada para realizar a identificacdo de variantes no DNA gendmico destes
individuos. As amostras 1-72 de DNA genbmico foram enviadas para
sequenciamento NGS no laboratério da Dra. Mary Claire King na Universidade de
Washington (Seattle, EUA) e a andlise foi realizada utilizando o BROCA Test
(Walsh et al.,, 2010a, 2011). O BROCA Test v.4 é uma abordagem de
sequenciamento NGS baseada no sequenciamento de 33 genes relacionados com
canceres hereditarios de mama e de ovario, utilizando-se a plataforma Illlumina. As
mutacBes foram confirmadas por sequenciamento capilar de acordo com WALSH
et al, 2010 (Walsh et al., 2010b)

As amostras 73-99 foram analisadas pelo laborat6rio privado Inteligene (Séo
Paulo, Brasil), utilizando-se o painel TruSight™ Cancer Sequencing (lllumina), o
qual sequencia 94 genes que predispdem a canceres, tanto comuns quanto raros,
e analisa 284 SNP’s relacionados com cancer através de estudos de associagao
gendmica (genome-wide association study - GWAS). As sondas do painel
enriquecem >1.700 exons, abrangendo 94 genes de interesse e correspondendo a
um total de 255 kb do genoma humano. As 4000 sondas, cada uma contendo 80
nucleotideos, podem ser utilizadas em bibliotecas de aproximadamente 500 pb
(tamanho do inserto 300 pb), enriguecendo 350-650 nucleotideos centrados
simetricamente em torno do ponto médio da sonda, com uma cobertura média
recomendada de 100 %.

Por fim, as amostras 100-157 foram sequenciadas no Laboratério de
Biologia Molecular e Gendmica da UFRN tendo sido preparadas, submetidas ao
sequenciamento e analisadas pela propria doutoranda. A seguir a descricdo dos
procedimentos.

3.4.1. Sequenciamento de nova geracado utilizando a plataforma lon
Torrent PGM (Thermo Fisher Scientific)

Para a realizacdo do sequenciamento de nova geracédo, utilizando-se a

plataforma lon Torrent PGM, foi utilizada a aplicacdo AmplisegDNA que consiste
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na amplificagéo e sequenciamento de genes alvo a partir de DNA gendmico e, em
seguida, foi feita a montagem de um painel customizado contendo pares de primers
especificos para os genes selecionados. O painel customizado (IAD77138_197) foi
desenhado no software lon AmpliSeq Designer (disponivel em
www.ampliseq.com), resultando em dois pools de primers com uma cobertura de
99,12% de 84,49 kb de DNA correspondentes a 309 regides (CDS + UTR) codantes
e flanqueadoras de éxons de 11 genes relacionados a canceres hereditarios
(Mama, Ovaério, Colorretal, Gastrico difuso e Melanoma).

Os genes analisados foram BRCA1, BRCA2, CDH1, CHEK2, C-KIT, MLH1,
MSH2, MSH6, MUTYH, PALB2 e TP53 (Tabela 5), utilizando-se como genoma de
referéncia o hgl9 que se encontra disponivel no UCSC Genome Browser - Feb.
2009 (GRCh37/hg19) (http://hgdownload.cse.ucsc.edu/downloads.html).

Tabela 5. Painel Ampliseq customizado com o0s genes alvo, as suas

respectivas sequéncias e a cobertura esperada para cada reacao.

Gene Cromossomo Sequéncias alvo (bp) Cobertura (%) Sem

cobertura (bp)

BRCA1 17 7.602 99,58 32
BRCA2 13 11.656 99,73 32
CDH1 16 4.975 99,36 32
CHEK2 22 2.271 94,5 125
C-KIT 4 5.386 100 0

MLH1 3 3.131 100 0

MSH2 2 3.369 99,5 17
MSH6 2 4.589 99,56 20
MUTYH 1 2.309 92,59 171
PALB2 16 4.188 100 0

TP53 17 3.208 98,85 37

Para o preparo da biblioteca, além dos pools de primers, foram utilizados 10
ng do DNA gendmico de cada paciente e o kit comercial lon AmpliSeq™ Library Kit
2.0 (Thermo Fisher Scientific). As sequéncias-alvo foram amplificadas por meio de
uma reacdo de PCR utilizando-se o 5X lon AmpliSeq™ HiFi Mix (Thermo Fisher

Scientific), a partir da qual foram gerados amplicons com tamanhos variando entre
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125 e 375 pb. Em seguida, os amplicons foram submetidos a uma digestao
enzimatica (FuPa Reagent) com o intuito de preparar as extremidades destas
sequencias para a ligagdo dos adaptadores e as sequéncias “barcodes” que
serviram para identificacdo da biblioteca de cada individuo. As bibliotecas foram
equalizadas para a concentragao de 100 pM, utilizando-se o lon Library Equalizer™
Kit (Thermo Fisher Scientific) e submetidas as etapas de PCR em emulsdo no
equipamento lon OneTouch2 (Thermo Fisher Scientific), controle de qualidade e
enriguecimento da amostra no lon OneTouch Es (Thermo Fisher Scientific), para
estas etapas utilizou-se o lon PGM Hi-Q OT2 Kit — 200 (Thermo Fisher Scientific).
Por fim, realizou-se o carregamento do lon 318™ Chip v2 (Thermo Fisher Scientific)
e as bibliotecas foram submetidas ao processo de sequenciamento no equipamento
lon Torrent PGM. A corrida foi programada, no lon Torrent Server, de acordo com
os alvos para o painel Ampliseq aplicado, utilizando-se o lon PGM Hi-Q Sequencing
Kit.

3.5. Andlise das sequéncias geradas pelo lon Torrent PGM

Os resultados gerados por meio do sequenciamento das bibliotecas obtidas
a partir das amostras de DNA gendmico dos individuos foram analisados com o
auxilio do software lon Reporter (disponivel em:
https://ionreporter.thermofisher.com/ir/) a partir do qual foi possivel realizar a
chamada de variantes e, em seguida, aplicar filtros para validar estas variantes. Os
filtros aplicados foram: zigosidade, variantes ocorrendo em heterozigose; tipo de
variante, MNV (Multiple Nucleotide Variation), SNV (Single Nucleotide Variation),
LONGDEL (Long Deletion) e INDEL (Insertion/Deletion); Cobertura >100x; efeito da
variante e proporc¢ao alélica. Em seguida, as variantes filtradas foram anexadas em

planilhas do Excel para posterior andlise.

3.6. Anélise das variantes

Todas as variantes foram verificadas no ClinVar e nos bancos de dados: BIC
(Breast Cancer Information Core), LOVD (Leiden Open Variation Database),

Kconfab (Kathleen Cuningham Foundation Consortium for research into Familial
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Breast cancer) e OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) (Fokkema et al.,
2011; Hamosh et al., 2005; Szabo et al., 2000; Thorne, Mitchell e Fox, 2011).

Para as VUS (Variation of Uncertain Significance) foram utilizados softwares
de predicdo para analisar o possivel efeito das mesmas. Os softwares utilizados
foram PolyPhen-2, SIFT/PROVEAN e MutationTaster. O PolyPhen-2 é uma
ferramenta que prevé o possivel impacto de uma substituicdo de aminoacidos na
estrutura e funcdo de uma proteina humana usando consideracfes fisicas e
comparativas diretas (Adzhubei et al., 2010). O SIFT prevé se uma substituicao de
aminoacidos afeta a funcdo da proteina. A predicdo SIFT é baseada no grau de
conservacao de residuos de aminoacidos em alinhamentos de sequéncia derivados
de sequéncias estreitamente relacionadas, recolhidas através de PSI-BLAST,
podendo ser aplicado a polimorfismos ndo-sinbnimos de ocorréncia natural ou a
mutagBes missense induzidas em laboratorio (Kumar, Henikoff e Ng, 2009).
PROVEAN é uma ferramenta de software que prevé se uma substituicdo de
aminoéacidos ou indel (insercdo e/ou delecdo) tem um impacto sobre a funcédo
biol6gica de uma proteina. O PROVEAN ¢é util para filtrar variantes de sequéncia
para identificar variantes n&o-sinbnimas ou indel que sdo previstas como
funcionalmente importantes (Choi et al., 2012). Por fim, o MutationTaster € uma
ferramenta que avalia o potencial patogénico das alteracfes na sequéncia de DNA.
Ele foi projetado para prever as consequéncias funcionais ndo s6 de substituicoes
de aminoacidos, mas também de alteracdes intrbnicas e sinbnimas, de curtas
mutacdes indel e de variantes que abrangem fronteiras intron-exon (Schwarz et al.,
2014).

3.7. Consulta pOs-teste

Apbs a analise dos resultados, as variantes patogénicas e as VUS foram
apresentadas em mesa-redonda dos setores de Oncologia e Mastologia do Hospital
da Liga Contra o Cancer e discutidas com os médicos que acompanham cada
paciente portador de mutacdo. Em seguida, todos os participantes da pesquisa
foram convidados a comparecer, individualmente, a uma nova consulta com a
equipe de aconselhamento genético para o recebimento dos resultados. Os

individuos que tiveram resultado positivo para presenca de variantes patogénicas

32



ou VUS receberam a devida explicacdo sobre a significancia clinica de cada tipo
mutacao, assim como, recomendag¢fes para acompanhamento clinico dependendo
do gene onde a mutacdao foi identificada e o tipo de mutacao. Alguns destes foram

convidados a realizar nova coleta de sangue para a extracdo de RNA.

3.8. Extracédo de RNA

O RNA foi extraido utilizando-se dois kits especificos para sangue periférico
ou tecido parafinado. A partir de sangue periférico, fez-se, primeiramente, o
isolamento dos leucécitos utilizando o protocolo descrito previamente (Miller, Dykes
e Polesky, 1988), em seguida, o kit TriplePrepKit (GE). Antes da extracao, foi feita
a desparafinizacdo do material através do uso de Xilol ou utilizando-se a solucdo
de Desparafinizagdo (Qiagen) e, em seguida, isolou-se o RNA utilizando o kit
ExtractAll (Ambion). Foram cortados trés pedacos de cerca de 10-15 pm, adicionou-
se 1 mL de solucao de desparafinizacdo, em seguida as amostras foram agitadas
durante 10 s e entdo centrifugadas por 1 min para formacédo do precipitado. Em
seguida, foram realizadas as extragcbes com os kits citados acima, seguindo as
orientacdes do manual de cada kit. As amostras de RNA foram quantificadas por
fluorometria, utilizando-se o Qubit® RNA BR Assay Kit para o Qubit® 2.0

Fluorometer (ThermoFisher Scientific).

3.9. Sintese de cDNA por RT-PCR

O RNA total foi utilizado como molde para a sintese do DNA complementar
(cDNA) por meio da reacdo de RT-PCR (Reverse transcriptase-Polimerase Chain
Reaction), utilizando-se o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(ThermoFisher Scientific) e realizando-se a reacéo de acordo com as instru¢des do
fabricante. O termociclador foi programado para a seguinte corrida: 1) 25°C durante
10 min; 2) 37°C durante 120 min; 3) 85°C durante 5 min e 4) 4°C até a amostra ser
retirada do equipamento.
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3.10. PCR convencional e eletroforese

Foram feitas PCR a fim de se analisar o padrdo de amplificacéo de reacdes
com cDNA sintetizado a partir do RNA proveniente de individuos portadores de
mutacdes e de cDNA de células MRCS5 (fibroblastos humanos) consideradas como
controle por n&do apresentarem estas mutacdes. Os pares de primers utilizados para
avaliar o efeito das mutagdes encontram-se na tabela 6. Os primers para BRCAl e
BRCAZ2 foram desenhados utilizando-se o programa Primer3 Plus disponivel em:

http://primer3plus.com/web_3.0.0/primer3web_input.htm.

Tabela 6. Sequencias dos primers utilizados para verificar o efeito das mutacdes em
BRCA1 e BRCAZ2.

Primer Forward (5’- 3°’)  Primer Reverse (5’- 3’) Temperatura

de Anelamento

BRCA1 17 F-GCTTCAACAGA 1o b GTCCGTTCACA £8°C
.5074+2T>C AAGGGTCAAC CACAAACTC

(rs80358089)

BRCA2 13 F- GCCGATTACCT 15 R- GAAAGACGCGT 62°C
9.26826_30318del GTGTACCCT TGCCTTTGT

BRCA?2 20 F- TGGAGGCCCA 22 R- ATACGCAACTT 60,4°C
C.8755-66T>C ACAAAAGAGA CCACACGGT

(rs4942486)

As condigc6es de amplificacdo utilizadas foram: desnaturacéo inicial a 94°C
por 12 min, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento
por 1 min (temperatura especifica para cada par de primer) e polimerizacao a 72°C
por 1 min, finalizada por uma etapa a 4°C. Em seguida, os produtos de PCR (70-
100 ng) foram analisados por meio de eletroforese horizontal em gel de agarose a
uma concentracéo de 2 % em TAE (40 mM Tris; 20mM Acido Acético; 1mM EDTA),
submetido a 70 V durante 1:30 - 2 h de corrida. O agente intercalante utilizado para
visualizacdo do DNA foi o Sybr Green (Lonza) diluido em TAE 40 mM Tris; 20mM
Acido Acético; 1 mM EDTA) na propor¢do 1:10.000 (v/v), de acordo com

especificacdes do fabricante para corar o gel apos a corrida.
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3.11. Andlise da expressao génica por PCR quantitativa (QPCR)

Para as reacdes de gPCR, utilizou-se a quantidade do cDNA correspondente
a 10 ng do RNA molde e o fluoréforo intercalante utilizado foi o SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems). Os niveis de expressao relativos dos genes alvo
foram calculados utilizando o gene GAPDH como controle enddégeno. Os primers
para ATM e BRCAL1 foram desenhados utilizando-se o programa Primer3 Plus
disponivel em: http://primer3plus.com/web_3.0.0/primer3web_input.htm
(Untergasser et al., 2007) (Tabela 7) e os de GAPDH foram obtidos em (Carraro et
al., 2005). As condi¢cdes de amplificacdo utilizadas foram: desnaturacao inicial a
95°C por 10 min, seguida de 40 ciclos de desnaturacéo a 95°C por 15 s, anelamento
e extensdo a 60°C por 1 min. A gquantificacao relativa foi realizada através da
equacao do AACt, considerando as eficiéncias de amplificacdo de cada gene. A
curva de aquecimento (Melting Curve) foi realizada para confirmar a presenca de
um unico produto de PCR. Todas as reacdes foram realizadas no Sistema StepOne

Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

Tabela 7. Sequencias dos primers utilizados para verificar o efeito das mutacdes em
nivel transcricional de ATM e BRCAL.

Primer Forward (5’- 3’°) Primer Reverse (5’- 3’)
ATM GCAGATGACCAAGAATGCAA GGCCTGCTGTATGAGCAAAT
BRCA1 TGACACAGGTTTGGAGTATGC GTTGTATCCGCTGCTTTGTC

3.12. Anélises estatisticas

As diferengas nas variaveis selecionadas foram avaliadas usando o teste do
qui-quadrado (X2 -teste bicaudal para varidveis categoricas). Para isto foi utilizado
o software Prism 5 (GraphPad Software Inc, EUA), tendo sido considerados valores
de P <0,05 (bicaudal) estatisticamente significativos.

As analises de sobrevida foram realizadas também utilizando-se o software

Prism 5, aplicando-se o0 método de Kaplan-Meier no 1° grupo de individuos
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incluidos no estudo e sumetidos a andlise genética. Os demais grupos nao foram
incluidos devido ao tempo de segmento ndo ser o mesmo entre eles. O teste Log-
rank (Mantel-Cox) foi aplicado para determinar a significAncia estatistica das
diferencas observadas entre os grupos analisados, sendo considerados estatisticos

valores de P menores do que 0,05.

Sele¢éo dos participantes J

Levantamento do dados clinicos

Elaboragdo dos heredogramas

Coleta de sangue periférico

Extracdo de DNA Gendmico

Sequenciamento
MUTACAO PATOGENICA J VUS

Sangue periférico/ bloco de tumor parafinado Predicéo do efeito

F J

I I
Extracdo de RNA J | . I I
' Mutation Taster J

Sift/Provean

J F

I PolyPhen

Sintese de cDNA J

PCR convencional gPCR J

Figura 5. Fluxograma das metodologias utilizadas no presente trabalho.
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4. Resultados

4.1. Caracteristicas clinico-patologicas dos individuos

Cento e cinquenta e sete individuos (Tabela 8) foram selecionados apés
consulta no Servico de Aconselhamento Genético Multidisciplinar do Hospital Liga
Norteriograndense contra o Cancer, na qual foram aplicados os critérios para risco
de cancer hereditario (Tabela 3). Destes individuos, vinte e cinco foram
selecionados por apresentarem histérico familiar da doenca (critério V). O grupo
afetado com cancer de mama foi constituido por cento e trinta e uma (131) mulheres
e um paciente (01) do sexo masculino.

A partir do sequenciamento do DNA gendmico, identificaram-se mutacdes
em vinte e sete (27/157; 17,2%) individuos com historico pessoal e/ou familiar para
cancer de mama enquanto que, nos demais (130/157; 82,8%, P <0.001) ndo foram
identificadas mutacdbes em nenhum dos genes sequenciados. Para fins
comparativos, a populacdo afetada com cancer de mama foi dividida em dois
grupos: individuos portadores e ndo portadores de mutagcdes. Dentre os diversos
aspectos comparados entre 0s grupos, a ocorréncia precoce (diagndstico antes dos
50 anos de idade) do cancer de mama foi uma caracteristica comum entre os dois
grupos (80,6% vs. 83,3%, P = 0,7128), assim como o tipo de cancer diagnosticado,
o carcinoma ductal invasivo (CDI), o qual, apresentou maior incidéncia (91,4%, P
<0,001).

Analisando-se as caracteristicas dos tumores dos individuos com e sem
mutacdo germinativa, observou-se um fenotipo mais agressivo nos portadores de
mutacdo, desenvolvendo tumores classificados como de alto grau (79,2% vs.
46,3%, P = 0,0001), maior nimero de ocorréncia de cancer de mama bilateral (25%
vs. 13%, P = 0,0305) e maior numero de tumores triplo-negativos (50% vs. 22,4%,
P <0,0001). Além disso, dos seis individuos portadores de mutagcado germinativa
com ocorréncia de cancer bilateral, cinco apresentaram tumores triplo-negativos.
No periodo do estudo, houveram seis 6bitos, tendo sido trés de individuos nao
portadores e trés portadores de mutacdo (3/108; 2,8% vs. 3/24; 17,2% - P =
0,0091). Por fim, seis individuos afetados por cancer de mama, mas nao portadores

de mutag¢des germinativas (6/108; 5,6%), foram diagnosticados com outros tipos de
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cancer, incluindo cancer da tireoide, adenocarcinoma do célon e carcinoma nao-

polipdide de intestino.
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Tabela 8. Caracteristicas clinico-patolégicas da populacéo-estudo.

Sem mutacdo %  Mutagdo germinativa % Total (N) Valor P

Individuos sem céancer 22 88,0 3 12,0 25 <0,0001
Individuos com cancer 108 81,8 24 18,2 132 <0,0001
Diagnéstico <50 anos 87 80,6 20 83,3 0,7128
Ca bilateral 14 13,0 6 25,0 0,0305
Metastase 11 10,2 3 12,5 0,5061
Maior grau do tumor 50 46,3 19 79,2 <0,0001
Obitos 3 2.8 3 12,5 0,0091
Total de individuos 130 82.8 27 17,2 157 <0,0001
IHQ*

HR- HER2- 22 22,4 13 50,0 <0,0001

HR+ HER2- 43 43,9 11 42.3 0,7751

HR- HER2+ 11 14,6 0 -

HR+ HER2+ 22 35,4 2 7,7 <0,0001
Total de tumores analisados 98 79,0 26 21,0 124 <0,0001

*cada tumor foi considerado como uma lesao independente

Valores de P <0,05 (two-tailed) foram considerados estatisticamente significativos
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4.2. Identificagcdo de mutacOes germinativas através de sequenciamento de

nova geragéao

A partir do sequenciamento, foram identificadas dezenove mutacOes
germinativas em vinte e sete individuos (27/157; 17,2%), entre eles vinte e quatro
(88,9%) com histérico pessoal para cancer de mama e trés (11,1%) individuos
assintomaticos, sem diagnostico para cancer de mama, o0s quais foram
selecionados por atender pelo menos um dos critérios do NCCN para avaliacéo
genética.

As mutagBes foram distribuidas entre 7 genes, sendo a maioria identificada
em genes com risco alto BRCAL (n =7) e BRCAZ2 (n = 6) e o restante em genes de
risco moderado ATM (n = 2), ATR (n = 1), CDH1 (n = 1), MLH1 (n = 1), MSH6 (n =
1) (Figura 6).

MSH6
MLH1 5%
5%
CDH1 "

5%

Figura 6. Ocorréncia das mutacdes nos genes de riscos alto e moderado. Distribuicdo
das mutagBes em 7 genes. 69% das mutacdes ficaram concentradas nos genes de risco
alto (BRCA1/BRCA?2), enquanto que os 31% restante foram distribuidos entre genes com

risco moderado.
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Em relac&o ao genes de risco alto x moderado para a doenca, observou-se que
0S genes de risco alto tiveram uma maior representatividade na populagdo com
diagnostico para cancer de mama, correspondendo a 69% (P < 0,0001) dos
individuos, e com relagcdo ao grau do tumor, 83,3% dos tumores dos individuos
portadores de mutacdo em genes de risco alto, alcangaram o grau histolégico mais
alto, enquanto que, para os tumores de individuos portadores de mutacdes em genes
de risco moderado foram 67% dos tumores. Entretanto, para os casos de metastase
e Obitos, ocorreu uma inversao, observando-se a ocorréncia de apenas 01 caso de
metéstase e 01 dbito entre os dezoito individuos portadores de mutacées em genes
de risco alto, ao passo que, para os genes de risco moderado foram 02 casos de
metastase e 02 Obitos, entre seis individuos portadores de mutacoées (5,6% vs. 33,3%;
P < 0,0001) (Figura 7).
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Figura 7. Porcentagem de individuos portadores de mutacdo de acordo com o0 risco
para Sindrome de cancer de mama e ovario hereditario. Dx= diagnostico. *Valores de P <
0,005.

BN

No que diz respeito a presenca de receptores hormonais nos tumores,
observou-se que no grupo dos individuos portadores de mutagées em BRCA1/2 houve

uma maior frequéncia de tumores triplo-negativos (57,9% vs. 28,6%, P> 0,0001). Por
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outro lado, para o grupo de portadores de mutacées em genes de risco moderado
para cancer de mama, observou-se uma maior ocorréncia de tumores positivos para
a presenca de receptores hormonais (HR+HER2+: 5,3% vs. 14,3%, P = 0,0300 e
HR+HER2-: 36,8% vs. 57,1%) (Figura 8).
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Figura 8. Presenca de receptores hormonais nos tumores de acordo com o risco para
Sindrome de cancer de mama e ovario hereditario. Considerando-se 0 nimero total de

tumores analisados (n= 124). *Valores de P < 0,005.

A partir da realizacdo da analise de probabilidade de sobrevida, utilizando-se o
meétodo de Kaplan-Meier, verificou-se diferenca estatistica pelo teste Log-Hank (P =
0,0426) nas taxas de sobrevida entre os individuos nédo-portadores (n= 58) e
portadores de mutacdes (n=14), todos os individuos com diagnostico para cancer de
mama (Figura 9). Além disto, o Hazard Ratio (HR) entre o grupo dos portadores e dos
nao portadores de mutacado foi de 8,6 com um intervalo de confianca (IC- 95%) de
1,074 a 68,88, 0 que corresponde a um prognostico mais reservado para os individuos
portadores de mutacdo. Para a curva de Kaplan-Meier feita, comparando-se 0s
individuos portadores de mutacdo em genes de risco alto (n= 9) e os portadores de
mutac&o em genes de risco moderado (n=5), ndo foi observada diferenca significativa

(P = 0,2192) entre os grupos analisados (Figura 10). Entretanto, o HR calculado para
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esta ultima andlise foi de 4,5 com um intervalo de confianca (IC -95%) de 0,4078 -
49,93.
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Figura 9. Andlise de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier entre individuos sem

mutacgdo e com mutacgdo. (Log-rank - P = 0,0426)
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Figura 10. Analise de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier entre individuos com

mutacéo genes de alto risco vs risco moderado. (Log-rank - P = 0,2192)
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4.2.1. Classificagao das mutagdes identificadas

As mutacdes podem ser classificadas de duas maneiras: a) o efeito provocado
pela sua presenca no organismo do portador e b) o tipo de alteracdo que a mutacgao
pode provocar na sequéncia proteica. Dentre as mutacdes identificadas, observou-se
que 21% (4/19) (Figura 11) correspondem a VUS, que sédo aquelas variantes que
ainda ndo apresentam sua significancia biolégica bem descrita na literatura, podendo
nao haver estudos moleculares suficientes ou ainda havendo resultados conflituosos
em diferentes estudos para o efeito de uma mesma mutag¢ao. Por outro lado, 79%
(15/19) das mutagOes sao consideradas patogénicas, algumas delas bem descritas
na literatura e com bastante representatividade em determinadas populacdes
estudadas. Com relacao as variantes benignas, so foi possivel realizar o levantamento
das mesmas no ultimo grupo de pacientes analisados pela plataforma lon e as

mesmas serao abordadas é um item mais adiante.

Patogénica
79%

Figura 11. Frequéncia das mutacfes classificadas de acordo com o seu efeito.

Com relacédo ao tipo de alteracdo que a mutacdo pode provocar, as mutacdes
frameshift e missense ocorreram em maior frequéncia do que os demais tipos, ambas
com 32% de frequéncia (6/19). Foram identificadas também, duas grandes delecbes,
uma no gene BRCA2, acarretando a perda do éxon 14 e outra no gene MLH1

provocando a perda do éxon 8. Além disto, duas mutacgées intrénicas também foram
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identificadas IVS (10%; 2/19), ambas em BRCAL. E por fim, trés mutacfes do tipo

nonsense foram detectadas (Figura 12).

Large
deletion
10%

Frameshift
32%

Nonsense
16%

Missense
32%

Figura 12. Frequéncia das mutagdes classificadas de acordo com o tipo de alteragéo

provocada na sequéncia génica.

4.2.2. Mutagdes no gene BRCA1

A maioria das mutacgdes foi detectada no gene BRCAL, 7/19 (37%) mutacdes
em doze individuos (Tabela 9). Destas mutacoes, trés (3/7 - 43%) foram identificadas

no éxon 11 e as demais distribuidas em outras quatro regides do gene (Figura 13).

exon 20
14%

intron 17
14%

intron 7
15%

Figura 13. Porcentagem de ocorréncia das mutacfes de acordo com a localizagéo

gendmica em BRCAL.
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Duas variantes intronicas, ¢.560+2T>A (intron 7) e ¢.5074+2T>C (intron 17)
(rs80358089), foram identificadas nos individuos #30 e #37 (Figuras 14A e 14B),
respectivamente. Uma das IVS, ¢.5074+2T>C, ja foi registrada no banco de dados
para cancer de mama (BIC), entretanto, somente a c.560+2T>A teve seu efeito
descrito na literatura que é a mudanca de sitio de splicing no RNA imaturo,
promovendo a perda de 62 pb do éxon 7. A mutacdo c.4547G>T (rs80357389) é
classificada como patogénica pelo ClinVar e foi identificada nas pacientes #105 e #106
filha e mae (Figura 15A), respectivamente, e ambas com diagndstico precoce para
cancer de mama, 32 e 53 anos respectivamente. O individuo #4 (Figura 15C) é
portador da mutacgdo c.2217_2218insA (rs80357802), enquanto que os individuos #18
(Figura 14C) e #152 (Figura 15B) sdo portadores da variante patogéncia
€.2389 2390delGA (rs80357695), respectivamente, estas mutacdes sao classificadas
pelo BIC como frameshift, ou seja, a ocorréncia das mesmas provoca mudanc¢a no
quadro de leitura da sequéncia do RNA mensageiro. A variante ¢.5263 5264insC
(rs80357906) foi identificada nos individuos #19, #20 e #132 (Figura 14D), da mesma
familia, as duas primeiras tiveram diagnostico precoce para cancer de mama aos 33
e 40 anos, respectivamente, sendo a primeira, novamente diagnosticada com cancer
de mama aos 50 anos e ambos os tumores de mama foram triplo-negativos. Duas
filhas assintomaticas da paciente #19 tiveram seu DNA gendmico sequenciado e
somente uma delas (individuo #132) € portadora da mesma mutacdo da mae. Além
disto, esta mutacdo foi detectada no individuo #81, diagnosticado com cancer de
mama triplo negativo aos 35 anos. Por fim, a variante c.3409A>G foi identificada na
paciente #83 que teve diagndstico aos 34 anos, mas nao apresenta histérico familiar
para cancer de mama, esta mutacdo ainda nado foi descrita e € considerada de

significado incerto.
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Figura 14. Heredogramas das familias dos individuos portadores de mutacdes no gene BRCA1 com aidade de diagnéstico para cancer
de mama. A) Individuo #30 (IV.1), mutacdo c.560+2T>A; B) Individuo #37 (Ill.1), mutacdo ¢.5074+2T>C; C) Individuo #18 (lII.5), mutacao

€.2389_2390delGA; D) Individuos #19 (l11.2), #20 (IV.3) e #132 (IV.2), mutagéo ¢.5263_5264insC.
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Figura 15. Heredogramas das familias dos individuos portadores de mutagcdes no gene BRCA1 com aidade de diagndstico para cancer
de mama. A) Individuos #105 (l11.2) e #106 (I.4), mutacdo c.4547G>T; B) Individuo #152 (l1l.1), mutagdo ¢.2389_2390delGA; C) Individuo #4

(1.3), mutagdo c.2217_2218insA.
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4.2.3. Mutagdes no gene BRCA2

Correspondendo a 32% das mutacdes identificadas (6/19) (Tabela 9), as
variacdes em BRCAZ2 foram distribuidas em trés regifes deste gene, sendo o éxon 11
a regido com maior nimero de mutacdes detectadas, 4/6 (66%) (Figura 16). A delecdo
0.26826_30318del foi detectada no Unico individuo do sexo masculino (Figura 17A)
do estudo, o qual teve metastase 0ssea e faleceu em 2013; apresentava historico
familiar para cancer de mama. Andlise de segregacdo da mutacédo na familia so foi
possivel com o filho mais velho, o Gnico familiar que aceitou participar do estudo. Esta
mutacéao foi descrita e caracterizada pelo nosso grupo e trata-se de uma delecéo de
3.492 nucleotideos, incluindo o éxon 14 do gene BRCA2 (Timoteo et al., 2015). A outra
delecao, ¢.3680_3681TG (rs80359395), corresponde a perda de dois nucleotideos na
sequéncia do exon 11, caracterizada como frameshift foi identificada no individuo #40
(Figura 17B). A variante c.5800A>T, também no éxon 11, € uma mutac¢do nova e foi
identificada no individuo #28 (Figura 17C), o qual foi diagnosticado com céancer de
mama bilateral, aos 41 e 55 anos de idade e ambos os tumores foram classificados
como triplo negativos. Outra delecdo ainda ndo descrita, a ¢.5305delG, foi identificada
em duas irmas analisadas (#156 e #157), as quais tiveram diagndstico precoce para
cancer de mama ao 43 e 39 anos, respectivamente. Além disto, ainda foram
detectadas duas VUS, a ¢.5228G>A (rs587782714) e ¢.7630G>C (rs587781485).

exon 16
17%

Figura 16. Porcentagem de ocorréncia das mutacfes de acordo com a localizag&o

gendmica em BRCAZ2.
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Tabela 9. Mutacdes patogénicas e VUS detectadas em genes associados a Sindrome de predisposicéo hereditaria ao cancer de mama

e de ovaério.
Efeito na
Gene N° individuo HGVS proteina dbSNP Localizacdo Tipo Significancia Referéncias
BRCA1 #4 €.2217_2218insA V740Sfs*3 rs80357802 Exon 11 Frameshift Patogénica  BIC
#30 C.560+2T>A - intron 7 IVS Patogénica  Carraro et al.,
2013; Silva et al.,
2014
#18, #152  ¢.2389_2390delGA E797Tfs*3 rs80357695 Exon 11 Frameshift Patogénica  BIC
#37 ¢.5074+2T>C rs80358089 intron 17 IVS Patogénica  BIC
#19, #20, ¢.5263 5264insC Q1756Pfs*74 rs80357906 Exon 20 Frameshift Patogénica Friedman et al.,
#81 e #132 1995; Foretova et
al., 2004
#83 €.3409A>G M1137V - Exon 11 Missense VUS Descrita aqui
#105 e #106 ¢€.4547G>T R1495M rs80357389 Exon 14 Missense Patogénica  BIC
BRCA2 2 g.26826_30318del - Exon 14 Large deletion Patogénica  Timoteo et al.,
2015
#40 €.3680_3681delTG L1227Qfs*5 rs80359395 Exon 11 Frameshift Patogénica Risch et al., 2001
#28 c.5800C>T Q1934* - Exon 11 Nonsense Patogénica  Descrita aqui
#99 c.5228G>A S1743N rs587782714 Exon 11 Missense VUS Descrita aqui
#117 €.7630G>C G2544R rs587781485 Exon 16 Missense VUS BIC
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ATM

ATR

CDH1

MLH1

MSHG6

#156 e #157 ¢.5305delG

#25 e #26

#58 e #67

#9

#76

#79

#112

c.5644C>T

€.634delT
c.3043C>T

C.1849G>A

del_exon8

€.3283C>T

D1769Ifs*8

R1882*

S214Pfs*16

R1015*

AGL7T

R1095C

rs33935154

Exon 11

Exon 39

Exon 6
Exon 14

Exon 12

Exon 8

rs376243329 Exon 5

Frameshift

Nonsense

Frameshift

Nonsense

Missense

Large deletion

Missense

Patogénica

Patogénica

Patogénica
Patogénica

Patogénica

Patogénica

VUS

Descrita aqui

Buzin et al., 2003;
Jeddane et al.,
2013

Descrita aqui

Descrita aqui

Lajus e Sales,
2015; Suriano,
2003

Lajus, 2015

Gim et al., 2015

NA: Ndo avaliado
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Figura 17. Heredogramas das familias dos individuos portadores de mutac6es no gene BRCA2 com aidade de diagndstico para
cancer de mama. A) Individuo #2 (I1.3), mutagéo g.26826_30318del; B) Individuo #40 (I1.3), ¢.3680_3681delTG; C) Individuo #28 (111.12),
mutacdo ¢.5800C>T.



4.2.4. Mutagdes nos genes ATM, ATR, CDH1, MLH1 e MSH6

As mutacbes em ATM e ATR correspondem a 16% (3/19). Uma das
mutacdes em ATM, ¢.5644C>T no éxon 39 e do tipo nonsense, foi identificada em
duas irmas, #25 e #26 (Figura 18A), das quais a Ultima ndo tem diagndstico para
cancer de mama. A variante c.634delT ndo foi descrita anteriormente, é uma
delecdo no inicio da sequéncia do gene ATM, no sexto éxon, classificada como
frameshift, e foi detectada em duas irmas gémeas (#58 e #67) (Figura 18B), uma
delas teve cancer de mama bilateral, metastase de pulméo e faleceu em 2014.

A mutacdo em ATR, ¢.3043C>T, foi detectada no individuo #9, o qual teve
cancer de mama bilateral, diagnésticos aos 46 e 52 anos, metastase 0ssea e foi
um dos o6bitos registrados durante o estudo. Esta variante corresponde a uma
mudanca de nucleotideo no éxon 14, classificada como nonsense e ainda nao foi
descrita na literatura nem registrada em nenhum banco de dados.

A mutacdo em CDH1_c.1849G>A (rs33935154) foi identificada no individuo
#76 (Figura 19A), o qual foi diagnosticado com cancer de mama aos 39 anos e sua
filha foi diagnosticada com cancer de mama in situ e foi encaminhada para o servigo
de aconselhamento genético.

O individuo #79 (Figura 19B) nao tem diagnostico para cancer de mama e €
portador da mutacdo em MLH1 que corresponde a eliminacdo do éxon (do
cromossomo 3; 37053501-37053591, hgl9) e esta mutacdo também ainda ndo
havia sido descrita quando foi identificada neste estudo. A filha que teve carcinoma
in situ foi testada e ndo tem a mutacéo. Por fim, a variante em MSH6_¢.3283C>T
(rs376243329) que € uma VUS foi detectada no individuo #112 que nado tem

histérico familiar para cancer de mama mas teve diagndstico precoce aos 32 anos.
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Figura 18. Heredogramas das familias dos individuos portadores de mutagdes no gene ATM com a idade de diagnéstico para cancer

de mama. A) Individuos #25 (I11.2) e #26 (111.3), mutagéo ¢.5644C>T: B) Individuos #58 (111.8) e #67 (111.9), mutacado c.634delT.
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Figura 19. Heredogramas das familias dos individuos portadores de mutacées nos genes CDH1 e MLH1 com aidade de diagndéstico

para cancer de mama. A) Individuo #76 (11.9), mutacdo CDH1_c.1849G>A; B) Individuo #79 (V.4), mutagdo MLH1_del_exon8.
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Na figura abaixo, tém-se as representacdes esquematicas da estrutura
priméria das proteinas decodificadas a partir dos genes nos quais foram
identificadas mutacdes no presente estudo. E possivel identificar a localizacdo da
alteracdo na proteina ocasionada pela mudanca na sequéncia de nucleotideo.
Assim como, se houve a insercdo de codon prematuro de parada da traducao e,
desta foma, os dominios que foram perdidos na proteina truncada gerada a partir

da sequéncia nucleotidica alterada.
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Figura 20. Representacéo esquematica das proteinas e a localizagdo das alteracdes
provocadas pelas mutagdes identificadas neste estudo (Adaptada de Wong et al.,
2016).
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4.3. Predicao dos efeitos das VUS

Com relagcédo as 4 variantes de significancia incerta, realizou-se a predi¢cdo do
efeito das mesmas com a utilizagcdo de programas de predicdo on line. Para as trés
ferramentas utilizadas obteve-se que apenas duas variantes sdo possivelmente
patogénicas, enquanto que, as demais sdo toleraveis para o organismo do portador
destas mutacdes (Tabela 10). A mutacdo BRCA2_¢.7630G>C apesar de ter um escore
para efeito neutro na ferramenta Provean, pelas demais predi¢cdes, ela apresenta um
grande potencial patogénico. Apesar, destes resultados indicarem uma probabilidade de

efeito para estas variantes, ainda se faz necessario a caracterizacdo molecular delas.

Tabela 10. Predicédo do efeito das VUS pelos softwares Polyphen-2, Sift/Provean e Mutation
Taster.

Mutation
Polyphen Sift Provean taster
Escore Efeito Escore Efeito Escore Efeito Tipo
BRCAL1 c.3409A>G 0,019 benigno 0,256 toleravel -2,38 neutro  polimorfismo
BRCA2 ¢.5228G>A 0,021 benigno 0,48 toleravel -0,58 neutro  polimorfismo
BRCA2 c.7630G>C 1 prejudicial 0,03 prejudicial -2,40 neutro  patogénica
MSH6_ ¢.3283C>T 1 prejudicial 0,001 prejudicial -4,31 deletério patogénica

4.4. Caracterizacdo molecular das mutacdes

4.4.1. Verificacdo do efeito das muta¢cdes na sequéncia do RNA mensageiro

Uma vez que a mutacdo BRCA2 .26826_30318del corresponde a delecao
gendmica de 3492 pb, incluindo o éxon 14 inteiro, analisou-se o efeito desta mutacdo na
sequéncia do RNA mensageiro, utilizando-se primers flanqueadores que reconhecessem
regides nos éxons vizinhos (13 e 15) e o cDNA como molde para reacdo de PCR

convencional. Nenhuma amplificag&o foi observada nas amostras tanto de tecido tumoral
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(TT) como de tecido normal (TN) do individuo probando. Enquanto que, nas amostras
dos controles (MRC5 1 e MRC5 2), observou-se que um produto de aproximadamente

530 pb, como esperado, foi amplificado (Figura 21) (Timoteo et al., 2015).
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NORMAL  TUMORAL

Figura 21. Gel de agarose demonstrando o efeito da mutagcdo em BRCA2. Colunas da
esquerda para a direita: 1- Marcador de peso molecular para DNA; 2- CN- Controle negativo; 3
e 4 —reagOes de PCR realizadas com cDNA de células MRC5 (provenientes de duas extracdes
distintas); 5 e 6 — cDNAs do individuo portador da mutacdo provenientes de bloco de tecido

parafinado.

A variante BRCA1 ¢.5074+2T>C (rs80358089), por sua vez, ocorre em regiao
intrbnica, provavelmente, ocasionando modificacdo no sitio de splicing do intron 17, para
verificar se a mesma tem algum efeito no processamento do pré-mRNA, foi realizada
PCR convencional com primers hibridizando com regides flanqueadoras do local da
mutacdo e cDNA como molde para a reacdo. Foram observados dois produtos de
amplicacdo na amostra do individuo probando, um de tamanho esperado de
aproximadamente 179 pb e um menor de cerca de 100 pb ao compararmos com a banda
do marcador. Por outro lado, nos controles, so foi observada uma banda de tamanho

referente ao produto esperado (Figura 22).
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Figura 22. Gel de agarose demonstrando o efeito da variante intrénica em BRCAL. Colunas
da esquerda para a direita: 1- Marcador de peso molecular para DNA; 2- CN- Controle negativo;
3 e 4- reag0es realizadas com cDNA do individuo portador da mutagéo; 5 e 6- reacdes de PCR
realizadas com cDNA de células MRC5 (provenientes de duas extragdes distintas).

A variante introbnica BRCA2 ¢.8755-66T>C foi identificada em uma mesma
familia, a partir do sequenciamento do DNA gendmico de trés individuos com grau de
parentesco de primeiro grau e com diagnéstico precoce para cancer de mama (Figura
23). A mesma foi descrita na literatura como uma variante benigna, entretanto, ainda n&o
havia sido verificado o seu efeito na sintese de RNA mensageiro. Desta forma, foi
verificado por meio da analise do cDNA destas irmas que, de fato, a mutacdo ndo tem
nenhum efeito na sequéncia do transcrito deste gene. O produto obtido a partir da
amplificacdo da regido onde, provavelmente, ocorreria algum efeito devido a presenca
da mutacao foi exatamente igual ao produto cDNA controle proveniente de uma amostra

sem esta mutacao, todos contendo 356 pb (Figura 24).
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Figura 23. Heredograma da familia das portadoras da variante BRCA2_c.8755-66T>C. As
portadoras das mutacdes estdo destacadas em preto, juntamente, com o nimero de cada uma
delas na pesquisa e a idade de diagndstico para cancer de mama de cada uma delas.

800 bp

350 bp

.

g

MARCADOR  CN MRC51 MRC5 2 73 74 75
(50 pb)

Figura 24. Gel de agarose comprovando a auséncia de efeito da variante intronica
BRCA2_¢.8755-66T>C. Colunas da esquerda para a direita: 1- Marcador de peso molecular para
DNA,; 2- CN- Controle negativo; 3 e 4- reacdes de PCR realizadas com cDNA de células MRC5
(provenientes de duas extracdes distintas) 5, 6 e 7- reacdes realizadas com cDNA dos individuos

portadores da mutacéo. Produto com tamanho esperado de 356 pb em todas as amostras.
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4.4.2. Impacto das mutacdes na expressao génica em nivel transcricional

A partir dos resultados das PCR quantitativas para as amostras com as mutagcdes
em ATM ¢.5644C>T (colunas 25 e 26) e c.634delT (colunas 58 e 67) foi observada uma
reducdo de expressdao de RNA mensageiro de ATM nas amostras dos individuos
portadores das mutacdes em relacdo ao controle (Figura 25). O controle corresponde a
cDNA sintetizado a partir de individuo que ndo porta nenhuma das mutacfes

identificadas em ATM.
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Figura 25. Niveis de expressdo génica de RNA mensageiro de ATM de individuos
portadores da variante intrénica em relacdo ao controle (individuo sequenciado e sem
presenca de mutagdo no gene ATM). Os numeros 25, 26, 58 e 67 equivalem ao numero do

paciente do estudo.

O mesmo foi observado para a variante intrénica BRCA1l ¢.560+2T>A nas
amostras da probanda e de seus familiares (colunas 30, 30.1 e 30.2), das quais somente
uma pessoa hao tem diagndstico para cancer de mama (coluna 30.3), onde foi verificado
um menor nivel de expressdo de BRCAL1 em relacdo a amostra controle (Figura 26).
Assim como no experimento anterior, o controle corresponde a cDNA sintetizado a partir

de RNAm de indivivuo ndo-portador de mutagdo em BRCAL.
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Figura 26. Niveis de expressdo génica de RNA mensageiro de BRCAL de individuos
portadores da variante intrbnica em relacdo ao controle (individuo sequenciado e sem
presenca de mutacdo no gene BRCA1). Os numeros 30, 30.1, 30.2 e 30.3 equivalem ao
numero do paciente do estudo.
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5. Discussao

A identificacdo de individuos portadores de mutacdes germinativas em genes
relacionados a Sindrome de predisposicdo hereditaria de cancer de mama e de ovario
séo de grande importancia para identificar familiares de alto risco e assim propor medidas
de acompanhamento para potencializar o diagnostico precoce. Tradicionalmente, 0s
testes genéticos para esta sindrome eram focados na avaliagdo de mutac6es em BRCA1
e BRCAZ2, sendo realizados testes adicionais com base na historia familiar de cada
individuo. Nos ultimos anos, com o desenvolvimento de ensaios multigénicos, surgiram
opc¢Oes adicionais para a avaliagdo. Antes de 2010, havia apenas uma empresa nos
Estados Unidos que podia produzir e comercializar testes em mutagdes nos genes
BRCAL1 e BRCA2. Em 2010, quando a patente da empresa farmacéutica Myriad foi
guebrada através de uma decisdo judicial ficou estabelecido que outras entidades
poderiam oferecer testes para estas mutacbes, muitos delas desenvolveram painéis
multigénicos que incluem BRCAL1 e BRCA2 e com isso novos protocolos clinicos de
rastreamento foram desenvolvidos. Alguns destes ensaios estdo focados em genes
associados com cancer de mama e ovario, enquanto que outros contém um painel mais
amplo de genes associados ao cancer e, a cada dia que passa, estes painéis estdo
evoluindo e aumentando rapidamente.

No Brasil, estudos e dados sobre mutacdes relacionadas a Sindrome de cancer
de mama e ovario hereditario ainda sdo escassos e estao concentrados nas regides Sul
e Sudeste do pais. Além disto, a populacéo brasileira é bastante heterogénea, devido a
influéncia dos diversos povos que participaram do processo de colonizacao do territorio
brasileiro. Devido a esta heterogeneidade, torna-se bastante complexo tracar um perfil
genético desta sindrome, inclusive pelas diferencas existentes entres as regides do pais.

Este estudo € o primeiro trabalho que utiliza analise multigénica por NGS para
identificar mutagbes germinativas em familias brasileiras e, mais especificamente da
regido Nordeste. A partir do sequenciamento NGS de genes relacionados com risco ao
desenvolvimento do cancer de mama, foi possivel identificar 19 mutacdes germinativas

7 (36,8%) delas mutacbes novas. Dentre as caracteristicas clinicas da populacdo
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estudada foi observada a ocorréncia precoce do cancer de mama (diagnostico antes dos
50 anos), uma maior incidéncia de tumores triplo-negativo e com maior grau histolégico,
além da ocorréncia de cancer bilateral e metastases em individuos portadores de
mutacdes. E bem estabelecido que estas caracteristicas associam-se a mutagdes em
BRCA1 (Rakha, Reis-Filho e Ellis, 2008), enquanto que para BRCAZ2, os tumores
assemelham-se aos ocorrentes em cancer de mama esporadico (Lakhani et al., 2002).
Observou-se também diferenca na analise de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier,
realizada entre individuos portadores e ndo-portadores de mutagdes com diagndstico
para cancer de mama, havendo diferenca estatistica entre as duas curvas analisadas,
além de um Hazard Ratio calculado de 8,6 para os portadores de mutacéo, significando
um pior prognostico para este grupo. Alguns trabalhos demonstraram n&o haver
diferenca de sobrevivéncia entre individuos portadores e ndo portadores de mutacao em
BRCA1/BRCA2 com diagndstico para cancer de mama ou ovario (Nicoletto et al., 2001;
Pharoah et al., 1999). Desta forma, a diferenca observada em nossos resultados, pode
ser explicada pelo fato de serem considerados os portadores de mutacdes em genes de
risco moderado também, cujo grupo apresentou um namero maior de 6bitos.

Neste estudo, também foram identificadas mutacdes em genes que conferem um
menor risco ao desenvolvimento de tumores, ATM, ATR, CDH1 MLH1 e MSH6
caracterizados por apresentarem risco moderado para o cancer de mama. Ao serem
comparadas as caracteristicas clinico-patoldgicas entre os individuos portadores de
mutacdo em gene de risco alto com os portadores de mutacdo em genes de risco
moderado, observou-se uma maior incidéncia de cancer de mama, além de tumores com
maior grau histolégico e triplo-negativos nos individuos do primeiro grupo como
observado na maioria dos estudos com HBOC (Lakhani et al., 2002; Lee et al., 2011). O
grupo de individuos com portadores de mutacdes em genes de risco moderado
apresentou uma maior frequéncia de tumores bilaterais, além de metastase e Obito.
Entretanto, ao ser realizada a analise de sobrevida, ndo foi observada diferenca
estatistica nas taxas de sobrevida entre os grupos de individuos com mutacdes em
genes de risco alto para cancer de mama e os com mutagcdes em genes de risco
moderado para a doenga. A auséncia de significancia estatistica entre os dois grupos

analisados deveu-se, provavelmente, ao numero reduzido de individuos analisados. Esta
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diferenca na sobrevida global ndo foi estatisticamente significativa, porém, pode
representar uma tendéncia de pacientes portadores de mutacdo em genes de risco
moderado a terem um progndstico mais reservado. Desta forma, o envolvimento de
mutagdo nesses genes na classificagdo de risco para o cancer de mama hereditario, é
um conceito que esta sendo revisado constantemente. A compreensdo do risco esta
relacionada com o conhecimento acerca de mutacdes germinativas nesses genes, que
tem crescido exponencialmente nos ultimos anos devido a utilizacdo de painéis

multigénicos (Castéra et al., 2014; Kurian et al., 2014; Tung et al., 2015).

O maior numero de mutacdes (7/19; 37%) foi identificado no gene BRCAL e
destas, 3 (43%) ocorreram no éxon 11. Uma maior incidéncia de mutacdes ja foi
observada em outros estudos (Shattuck-Eidens et al., 1995; Thompson e Easton, 2002)
e € esperada devido ao tamanho deste éxon. O éxon 11 contém 3426 bases,
correspondendo a mais de 60% da regido codificadora do gene (Perrin-Vidoz et al.,
2002). A mutacdo em BRCALl c¢.5263 5264insC, nomeada como c¢.5266dupC, foi,
primeiramente, detectada em familias de judeus asquenazes (Friedman et al., 1995).
Atualmente, é a segunda mutacao mais frequente descrita neste gene em todo o mundo,
de acordo com o BIC, e a mais frequente na populacéo brasileira (Karami e Mehdipour,
2013; Palmero et al., 2016; Silva et al., 2014). Alguns autores tem sugerido que a entrada
desta mutacdo no Brasil esta relacionada com a imigracdo de judeus europeus de
Portugal no século XVI (Carvalho-Silva et al., 2001; Gomes et al., 2007). No presente
estudo, esta mutacao foi detectada em quatro mulheres, uma das quais foi a Unica que
optou por se submeter a mastectomia bilateral de reducdo de risco (MRR) e
salpingooforectomia (SORR) aos 38 anos como uma alternativa para uma maior
vigilancia. Esta mutacéo provoca modifica¢cdes no dominio BRCT, afetando a localizacéo
intracelular da proteina, desta forma a importacdo nuclear de BRCA1 é reduzida, mas
nao € abolida, ocorrendo um acumulo citoplasmatico (Rodriguez, Au e Henderson, 2004).
Duas mutagdes foram localizadas em regides n&o-codificantes, as variantes intronicas,
uma delas, ¢.560+2T> A, foi identificada em um estudo com mulheres brasileiras
diagnosticadas com cancer de mama (Carraro et al., 2013) e depois descrito pelo mesmo

grupo de pesquisa, onde foi observada a criacdo de um novo sitio de splicing provocando
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a eliminacdo dos ultimos 62 pb do éxon 7 em um transcrito aberrante de BRCAL (Silva
et al., 2014). De acordo com os autores, eles foram capazes de demonstrar que o alelo
mutante pode produzir o transcrito aberrante, mas ndo conseguiram verificar se o alelo
mutante foi ainda capaz de produzir o transcrito de BRCA1 com comprimento completo.
A partir dos nossos resultados, observamos que os portadores desta variante tém uma
menor expressao de RNA mensageiro de BRCA1l em relagdo ao controle,
provavelmente, o RNA mensageiro proveniente do alelo mutante esta sofrendo algum
tipo de regulacdo e estd sendo enviado para degradacado, restando apenas o RNA
mensageiro originado do alelo normal. Chehade e colaboradores observaram reducédo
de expressao de RNA mensageiro de BRCAL ao analisar os niveis de transcrito em
leucocitos de portadoras de mutacdes neste gene (Chehade et al., 2016). A variante
¢.5074+2T>C ja havia sido identificada e avaliada como uma mutacdo com importancia
clinica, de acordo com o BIC, entretanto, seu efeito ndo havia sido descrito. Neste estudo,
mostramos o efeito em nivel de transcricdo, ocorrendo a sintese de um transcrito
aberrante, apés a exclusdo de aproximadamente 79 pb do éxon 17, provavelmente,
ocasionada pela mudanca do sitio de splicing. Desta forma, esta mutacdo pode ser
classificada como uma variante patogénica. De um modo geral, mutacdes em regides de
splicing no gene BRCAL1 tém sido relatadas na base de dados BIC com significancia
desconhecida. As demais mutaces em BRCAL, c.2217 2218insA e ¢.4547G>T séo
classificadas como patogénicas de acordo com o BIC e Clinvar, e ¢.2389 2390delGA ja
foi descrita na literatura (Kawahara et al., 2004). Além disto, foi identificada também uma
VUS ¢.3409A>G ainda ndo descrita na literatura.

A maioria das mutacdes em BRCA2 identificadas neste estudo, localizaram-se no
éxon 11, correspondendo a 66% das mutacdes identificadas neste gene. Assim como
em BRCAL, este éxon abrange uma grande regido codificadora do gene BRCA2
correspondendo a 4900 nucleotideos. Estudos anteriores demonstraram uma maior
incidéncia de mutacbes no éxon 11 deste gene, geralmente, incluem insercdes ou
delecdes que provocam alteragdes na sequéncia e originam codon de parada prematuro
resultando em proteinas truncadas e nao-funcionais (Chen et al., 2006). Além disto, foi

observado que portadores de mutacdes nesta regido génica apresentam um maior risco
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relativo para desenvolver cancer de ovario em relacao a cancer de mama (Gayther et al.,
1997; Rebbeck et al., 2015; Thompson e Easton, 2001).

O anico caso de cancer de mama de masculino analisado neste trabalho era
portador da delecdo g.26826_30318del em BRCA2. Uma mutacéo ainda nao descrita na
literatura cujo efeito em nivel transcricional foi verificado neste estudo (Timoteo et al.,
2015). A partir dos resultados obtidos, nao foi observada amplificacéo para as amostras
de tecidos normal e tumoral do portador da mutacéo, demonstrando que a delecao se
encontra em ambos os tecidos. Cerca de 10% dos casos de cancer de mama masculino
tem predisposicdo genética, sendo as mutacdes em BRCA2 as mais prevalentes
(Haraldsson et al., 1998; Onami et al., 2010). Estima-se que estas mutac¢des contribuem
de 4-40% (Liede, Alexander, Karlan e Narod, 2004; Thorlacius et al., 1995) para a
ocorréncia de cancer de mama hereditario masculino, enquanto que para mulheres esta
contribuicdo é de 27-84% (Brohet et al., 2014; Mavaddat et al., 2013).

Mutacdes em BRCAZ2 estdo relacionadas também com o aumento de risco para
outros canceres em homens, como cancer de prostata e de pancreas (Liede, A, Karlan
e Narod, 2004). A mutacgéo ¢.3680_3681delTG foi publicada em estudos com pacientes
diagnosticadas com cancer de ovario e de uUtero (Risch et al., 2001; Song et al., 2007) e
duas mutacbes novas c¢.5800C>T e ¢.5305delG foram detectadas ambas com efeito
deletério, acarretando em uma proteina truncada. Foram identificadas também duas VUS
€.5228G>A e ¢.7630G>C ja registradas no BIC e no dbSNP mas sem efeito comprovado
em estudos moleculares.

Delecbes grandes e duplicacbes que afetam éxons inteiros foram descritos em
ambos os genes e andlise de grandes grupos de diferentes populacdes mostrou que as
delecBes grandes representam uma proporc¢éao variavel de mutacdes identificadas. Elas
sdo mais comuns em BRCAL, contribuindo com pelo menos 10% de todas as mutacdes
neste gene em populagdes caucasianas e podem representar até um terco das mutagdes
em algumas populagcbes (Montagna et al., 2003), enquanto que contribuem em menor
proporcao para mutacdes em BRCA2 (Pylkas et al., 2008; Ruiz de Garibay et al., 2012;
Valle, Del et al., 2010).

Em relagcdo aos genes com risco moderado para a doencga, no presente estudo foi

identificada a variante patogénica em CDH1, CDH1 ¢.1849G>A, correspondendo a
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5,26% (1/19) das mutacdes identificadas. Esta mutacao ja havia sido descrita por Ascafio
e colabores (2001), ao sequenciarem o gene CDH1 de amostras provenientes de tecido
normal e tumoral de individuos diagnosticados com cancer gastrico difuso (Ascafio et al.,
2001). E, em 2015, Lajus e Sales relacionaram esta mutacdo com a predisposi¢cado ao
cancer de mama do tipo ductal invasivo (Lajus e Sales, 2015). Tem sido estimado que
mutacdes em CDH1 podem conferir um risco relativo de 6,6 para cancer de mama do
tipo lobular, entretanto, o nimero de mutacdes relacionadas com cancer de mama ainda
€ muito baixo, correspondendo a, aproximadamente, 0,47% (3/620) das mutacles
detectadas em um trabalho de Schroeder e colaboradores (2015) no qual foram
comparados resultados de dois centros de sequenciamento que utilizam painéis
multigénicos para deteccédo de mutacGes em casos de HBOC (Schroeder et al., 2015).
Estima-se que portadores de mutacbes em ATM apresentam um risco relativo de
2,8 para desenvolver cancer de mama (Easton et al., 2015). No presente estudo, foram
identificadas duas variantes patogénicas neste gene, equivalendo a 10,5% (2/19) das
mutacgodes identificadas. A mutagcao ¢.5644C>T foi relatada como a mais comum em um
estudo com pacientes marroguinas com Ataxia-telangiectasia (Jeddane et al., 2013) em
pacientes de origem ibérica (Buzin et al., 2003) e também detectados em pacientes
brasileiros (Coutinho et al., 2004), mas até agora néo foi associado com cancer de mama.
A outra mutagéo ainda n&o descrita na literatura c.634delT foi identificada em duas irmas
gémeas. A partir da andlise de expressdao de RNA mensageiro por PCR quantitativa,
observamos que os portadores destas duas muta¢des apresentaram uma expressao
reduzida de RNA mensageiro de ATM, em relagéo ao controle. Isto pode ser explicado,
provavelmente, pelo fato de o produto de transcrigdo do alelo mutante estar sendo
degradado, tendo sido identificado na reacdo apenas o RNA mensageiro restante.
Mutacdes em MLH1 sdo geralmente relacionadas com Sindrome de Lynch e
cancer endometrial, além disso, alguns estudos tém demonstrado correlacdo com outros
tipos de cancer como tiredide e cancer de mama. Para individuos com mutagdo neste
gene, o risco de cancer de ovario aumenta em até 9% e para cancer de mama, alguns
autores afirmar que o risco € aumentado em 6-7%, entretanto, os dados ainda séo
controversos (Harkness et al., 2015; Win et al., 2012). A dele¢éo do éxon 8 de MLH1

identificada neste trabalho foi considerada patogénica e estudos de segregacdo dessa
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mutacédo nos familiares ainda precisam ser realizados para confirmar a patogenicidade
desta mutacédo (Lajus, 2015).

Mutacbes em MSH6 tem sido relacionadas com aumento de risco para diferentes
tipos de cancer relacionados com a sindrome de Lynch, entretanto, o risco associados a
mutacOes neste gene ainda é bastante inferior quando comparados a mutacfes em
MLH1 e MSH2 (Bonadona, 2011). A proteina MSH6 forma um heterodimero com MSH2
gue atua na etapa de reconhecimento da base mal pareada no Reparo de DNA por mal
pareamento (mismatch repair) (revisado por Groothuizen e Sixma, 2016). O efeito da
mutacdo em MSH6 para a funcdo da proteina ainda néo foi descrito, provavelmente,
interfere na interacdo com MSH2 e, consequentemente, na conformacédo essencial a
atividade do heterodimero na via de reparo de DNA.

Mutacdes no gene ATR ainda ndo possuem um risco determinado para cancer de
mama, mas alguns estudos demonstraram certa associacdo de polimorfismos neste
gene com a predisposicdo a doenca (Han et al., 2009; Lin et al., 2013). Recentemente,
em um estudo com pacientes com cancer de proéstata, foi identificada uma mutacao
patogénica germinativa em ATR (Hart et al., 2016). Além disto, por se tratar de um gene
envolvido no reparo de DNA, assim como a maioria dos genes supressores de tumor
associados com predisposicao ao cancer de mama hereditario, pode se considerar que
mutacdes deletérias em heterozigose nesse gene predispdem ao cancer. Talvez poucas
mutacdes tenham sido descritas, até 0 momento, porque esse gene ndo vem sendo
analisado em pacientes com esta sindrome ou porgue elas sdo mais raras de acontecer
pela importancia da proteina ATR na deteccdo de danos no DNA.

Os painéis multigénicos vem sendo amplamente utilizados em diversos estudos
nao s6 de cancer de mama hereditario como também para avaliacao de risco para outros
tipos de sindromes hereditarias (Desmond et al., 2015; Easton et al., 2015; Kraus et al.,
2016; Shiovitz e Korde, 2015). A analise multigénica € uma opc¢ao adequada quando o
fendtipo da familia ndo € sugestivo para uma Unica mutacao especifica, além disto, ela
€ muitas vezes considerada se o teste inicial € negativo, por exemplo, analise para
BRCAL1/2 negativa seguida por painel multigénico para ovario e mama (Hall et al., 2014).
Este tipo de analise tem uma série de vantagens e desvantagens potenciais. As

vantagens incluem ganhos de eficiéncia quer em termos de custo e tempo. Este tipo de
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teste também resultaria em uma avaliacdo mais exaustiva dos genes que poderiam ser
responsaveis pelo fenotipo de cancer na familia. A principal desvantagem ainda é o fato
de o individuo portador da mutagéo, muitas vezes, ndo receber a assisténcia adequada
para administrar o risco conferido por determinada mutacao (NCCN, 2017).

Neste trabalho, com a aplicacdo da abordagem mutligénica, foi possivel detectar
importantes mutacdes germinativas associadas a HBOC. A maioria das alteracdes é
classificada como patogénica e tem algum um efeito prejudicial na proteina final
traduzida a partir destes genes mutados, entretanto alguns dos mecanismos moleculares
envolvidos nas consequéncias destas mutacdes, ainda sdo desconhecidos e precisam
ser investigados. Por outro lado, essas mutagdes contribuem para delinear o perfil
genético da HBOC em pacientes brasileiros, através de uma abordagem multigénica por
sequenciamento paralelo massivo. Além disto, foi visto que, aproximadamente, 1/3 das
mutacBes germinativas (6/19; 31%) estdo em genes de risco moderado, reforcando a
importancia do painel multigénico como ferramenta de triagem para as familias em
situagéo de risco para cancer de mama hereditario, assim como, para o estabelecimento
de normas de saude publica para os testes genéticos, conduzindo a uma gestdo mais

personalizada e eficaz de cancer de mama no Brasil.
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6. Conclusao

- Foram identificadas 19 muta¢des germinativas em 7 genes relacionados a sindrome de

cancer de mama e ovario hereditario;

- Treze mutacgdes detectadas em genes de risco elevado (BRCA1 e BRCAZ2) para esta
doenca, enquanto que as demais foram detectadas em genes com risco moderado,
sendo eles ATM, ATR, CDH1, MLH1 e MSHS6, correspondendo a 31% das mutacdes.

- Sete novas variantes (7/19; 36,8%) foram identificadas em 4 genes:
BRCAL1_c.3409A>G; BRCA2_g.26826_30318del, BRCA2_c.5800C>T;
BRCA2 ¢.5228G>A; BRCA2_ c.5305delG; ATM_c.634delT e ATR_c.3043C>T ainda nao

descritas na literatura nem registradas em banco de dados no momento da deteccéo;

- A mutacdo BRCA2_g.26826 30318del tem efeito na sintese do transcrito;

- A transcricdo da variante intronica BRCA1l _c.5074+2T>C resulta em um RNA

mensageiro aberrante, devido a perda de aproximadamente 79 pb do éxon 17.

- As mutacdes ATM c.634delT, ATM_ ¢.5644C>T e BRCAL1_ ¢.560+2T>A possuem
efeito em nivel transcricional, uma vez que os portadores das mutacfes apresentaram

niveis reduzidos de RNA mensageiro dos genes mutados.
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7. Perspectivas

- Realizar a analise de segregacdo das mutacbes nas familias dos portadores de
mutacgdes patogénicas;
- Realizar a caracterizacdo molecular das mutacdes ainda ndo descritas, por meio de

estabelecimento de linhagens celulares a partir de pele portadores de mutacdes.
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Titulo da Pesquisa: Rastreamento de mutacSes germinativas relacionadas com cancer hereditario
Pesquisador: Tirzah Braz Petta Lajus

Area Tematica: Genética Humana:
(Havera armazenamento de material biolégico ou dados genéticos humanos no
exterior e no Pais, quando de forma conveniada com instituicdes estrangeiras ou
em instituicdes comerciais;);

Versao: 3

CAAE: 44217315.6.0000.5293

Instituicdo Proponente: Liga Norte Riograndense Contra o Cancer
Patrocinador Principal: Centro de Biociéncias

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.170.654
Data da Relatoria: 04/08/2015

Apresentagao do Projeto:

Projeto a ser desenvolvido na Liga Norte Riograndense Contra o Cancer. Visa a identificacdo de mutacSes
nos genes relacionados com o cancer de mama hereditario na populacéo do estado do Rio Grande do Norte
auxiliara na elaboracéo de um perfil genético da doenca no estado, assim como, incrementar os dados
acerca da doenca no Brasil, auxiliando no desenvolvimento de diagndsticos precoces e aconselhamento
genético no caso de familiares de portadores destas mutacGes.
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Identificar as familias de alto risco para cancer hereditario

Sequenciar as amostras de DNA das familias de alto risco para cancer hereditario com o intuito de detectar
mutacdes germinativas

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Existem riscos psicolégicos para os pacientes portadores de mutacdo (por isso a psicéloga participa do
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Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:
Estudo relevante visto a importéncia epidemioldgica do cancer.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagédo obrigatoria:
Resposta ao paracer consubstanciado de numero 1.149.588, datado de 07/07/2015.

Recomendacgodes:

Informacbes ao pesquisador: segundo a Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, através do
Manual Operacional para Comités de Etica em Pesquisa, e resolucdo n° 466/2012 do CNS, o pesquisador
responsavel devera:

1. Entregar ao sujeito da pesquisa uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE, na
integra, por ele assinada;

2. Desenvolver a pesquisa conforme foi delineada no protocolo aprovado;

3. Apresentar ao CEP/LNRCC eventuais emendas ou extensdes ao protocolo original, com justificativa;

4. Apresentar ao CEP/Liga relatério parcial (a cada 6 meses) e final apds conclusdo da pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N&o possui pendéncias e nem lista de inadequacdes
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Andréa Carla
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Email: depecom@liga.org.br ou pesquisaclinica.tirzah@liga.org.br

Aconselhamento Genético (AG)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntdrio, em uma pesquisa. Apds ser esclarecido(a)
sobre as informac0es a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento,
que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel.

Em caso de recusa vocé nao serd penalizado(a) de forma alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar
o Comité de Etica em Pesquisa da Liga Norte-Riograndense contra o Cancer pelo telefone 4009-5494 ou
4009-5556.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

1) Titulo do Projeto: Estabelecimento de uma rede de Aconselhamento Genético para detec¢do Precoce
do Cancer de mama no Estado do RN.

2) Pesquisador Responsavel : Dra. Tirzah Lajus, Telefone para contato: 4009-5569 ou 4009-5567.

3) Pesquisadores participantes: Dra. Teresa Cristina- Mastologista; Dr. Maciel Matias- Mastologista; Dr.
Dennys Fowler- Mastologista; Dr. Flavio Rocha- Mastologista; Patricia Pascoto- Enfermeira; Flavia-
Psicéloga; Dra. Lucymara Lima- Biéloga Molecular; Dra. Silvia Batistuzzo- Biéloga Molecular.

4) Informagdes sobre a pesquisa:

4.1 Descricao da pesquisa, objetivos, detalhamento dos procedimentos, forma de acompanhamento
(informar a possibilidade de inclusdo em grupo controle ou placebo, se for o caso):

O Aconselhamento Genético tem por objetivo fornecer informagdes detalhadas sobre determinada
condicdo que é ou pode ser genética com o intuito de prevenir ou detectar o cancer de maneira precoce.
Uma vez que o risco foi detectado, a equipe multidisciplinar da Liga estara presente para fornecer todos
os cuidados de prevencado e detecgao precoce para dar ao paciente uma melhor qualidade de vida.

O probando e sua familia serdo convidados a comparecer a Liga, inicialmente, em consultas pontuais para
coleta e esclarecimento do procedimento. Uma vez que o teste genético for feito, o diagndstico sera
informado ao probando e a sua familia, seja ele negativo ou positivo. Aquele que se enquadrar no grupo
de alto risco serad seguido duas vezes ao ano pelo mastologista responsavel. A Liga convocard estes
pacientes por meio de telefonemas, email e carta.

Existe a possibilidade de cirurgias profilaticas de grande impacto para o paciente como a mastectomia
(retirada da mama uni ou bilateral) ou a ooforectomia (retirada do ovario uni ou bilateral). A ooforectomia
profildtica reduz em até 50% a incidéncia do cancer de mama e mais de 95% do cancer de ovario, quando
realizada na pré-menopausa. No entanto, estas condutas sdo utilizadas somente em casos extremos e
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com consentimento do paciente. E levada em consideracdo a situagdo fértil da mulher, como por exemplo,
se ela quiser ter filhos. Estes atos cirurgicos sdo traumatizantes para o paciente e por este motivo, a equipe
é constituida por profissionais diversificados e altamente qualificados.

4.2 Descrever os beneficios decorrentes da participa¢do na pesquisa:

Os pacientes cadastrados neste estudo poderdao detectar de maneira precoce o risco em desenvolver o
cancer de mama e assim sera beneficiado de uma assisténcia particular pelos profissionais de saude da
Liga. Além do mais, nés estaremos alertando os membros jovens daquela familia que eles fazem parte de
um grupo da populacdo onde o cancer aparece de forma precoce, para que eles facam preventivos
regularmente. Desta forma, nds estaremos beneficiando a qualidade de vida da populacdo e reduzindo o
numero de cancer de mal progndstico.

4.3 Explicar procedimentos, intervengdes, tratamentos, métodos alternativos (atualmente em vigor):

Para participar deste estudo, o probando, assim como os membros de sua familia que participarao do
programa, irdo doar sangue de uma maneira pouco invasiva. Esta coleta se fard através de uma picada no
dedo com uma agulha de insulina.

Em relagdo aos procedimentos médicos, nés podemos assegurar que as medidas profilaticas, quando
aplicaveis, serdo utilizadas para diminuir as chances do individuo em desenvolver o cancer de mama
sempre levando em consideracdo a qualidade de vida daquele individuo. Como medida profilatica a
castragdo quimica por hormdnios é a mais recorrida. Medidas como ooforectomia e mastectomia serdo
aplicaveis somente em casos extremos (paciente que ja teve tumor de mama, que tem histérico familiar
e que é positiva para uma mutacdo que afeta a atividade do gene) e com consentimento do paciente.

4.4 Esclarecimento do periodo de participacdo, término, garantia de sigilo, direito de retirar o
consentimento a qualquer tempo:

O Estudo tera validade por 24 meses, periodo durante o qual o participante serd convocado por meio de
telefonema e carta, a comparecer com sua familia a Liga. Durante este estudo o individuo terda a garantia
expressa de liberdade de retirar o consentimento, sem qualquer prejuizo da continuidade do
acompanhamento/ tratamento usual.

Apds o término deste periodo, os pacientes cadastrados continuardo a beneficiar de uma atengdo especial
da parte dos profissionais da Liga envolvidos neste projeto.

4.5 CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO PROBANDO

Eu, , RG/ CPF/

, abaixo assinado, concordo em participar do

estudo especificado acima, como sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido pelo profissional de

saude sobre a pesquisa, os procedimentos nela

envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer

penalidade ou interrup¢do de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.
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Local e data

Nome e Assinatura do probando:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do sujeito em
participar do presente estudo.

Testemunhas:
Nome: Assinatura:
Nome: Assinatura:

Assinatura do médico/pesquisador

Observagdes complementares:

98



1° artigo do doutorado, publicado em revista Qualis B2.

DOl 10.1186/513053-014-0022-x HEREDITARY CANCER

Timoteo et al. Hereditary Cancer in Clinical Practice (2015) 13:2
E-% IN CLINICAL PRACTICE

HCCP

CASE REPORT Open Access

Identification of a new BRCA2 large genomic
deletion associated with high risk male breast
cancer

Ana Rafaela de Souza Timoteo', Betina Menezes Albuquerquez, Patricia Cristina Pascoto Moura®,
Carlos Cesar de Oliveira Ramnos®, Lucymara Fassarela Agnez-Lima', Tom Walsh®, Mary-Claire King®
and Tirzah Braz Petta Lajus®

Abstract

Background: Male breast cancer (MBC) is an uncommon disease that has been the focus of limited research. It is
estimated that approximately 10% of men with breast cancer have a genetic predisposition, with BRCAZ being the
most prevalent genetic mutation. Here we describe the case of MBC in a 64-year-old man who presented on physical
examination a nodule in his left breast and declared to have an extensive family history of cancer.

Methods and results: The patient was firstly diagnosed with an invasive ductal carcinoma (IDC) with histological
grade ll, nuclear grade 3, pT4AN2Mx and positive for harmonal receptors and HER2. Exome sequencing was performed
by massive parallel sequencing which had detected a novel BRCAZ germline mutation that is a large genomic deletion
of 3492 nucleotides including BRCA2 exon 14, and this deletion is out of frame and is predicted to lead to a stop
codon in exon 15 at codon 2,496.

Conclusion: Large rearrangements in BRCAT and BRCA2 occur in a small percentage (<1%) of patients tested for
hereditary breast and ovarian cancer. This is the first report of the mutation del3492 in BRCAZ exon 14, which
leads to a truncated protein and therefore is clinically relevant. Mutation segregation analysis should be
further done in the Brazilian population. Herein we highlight the importance of next-generation sequencing
in the detection of large genomic deletions.

Keywords: Male Breast Cancer (MBC), BRCAZ mutation, Next-generation sequencing, Large genomic deletion

Advances in molecular genetics have made possible to
identify a small subset of individual patients and families
who have increased cancer risk because of the presence
of mutations in cancer susceptibility genes. In the major-
ity of cases however, specific mutations have not yet
been identified or cancers have arisen sporadically in the
context of various risk factors, including a positive fam-
ily history [1]. BRCAI and BRCA2 are genes with large
coding sequences, consisting of 51 exons in total and a
large number of mutations have been characterized world-
wide. Together, germline mutations in these two genes are
considered to constitute approximately 6-7% of breast

* Correspondence: pesquisaclinica tizah@yahoo.com

zHDsplra\ Liga contra o Cancer, Departamento de Pesquisa Translacional,
Matal, RN, Brazil

Full list of author information is available at the end of the article

cancers and 10% of ovarian cancers, but these numbers
vary between populations. More than 2000 different muta-
tions are reported in the Breast Cancer Information Core
(BIC) database [2] and the majority of mutations de-
scribed are frameshift mutations which result in a trun-
cated protein. Male breast cancer (MBC) accounts for less
than 1% of all male cancers and 0.65% of all breast tumors
[3-5], and men tend to be diagnosed at an older age than
women (mean age is about 67 years). It is an infrequent,
poorly characterized disease which is epidemiologically
and biologically different from female breast cancer
(FBC), and it is still unknown whether current paradigms
and treatment of female disease can be extrapolated to
MBC [6]. Decreased awareness of the existence of such a
disease among male patients and physicians leads to its
late presentation, where the majority of cases are invasive

© 2015 Timoteo et al,; licensee BioMed Central. This is an Open Access artide distributed under the terms of the Creative

() BioMed Central Commans Attribution License (http//creativecommeons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public Domain

Dedication waiver (httpy//creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article,
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Abstract Interfacal cross-linkang (ICL) has boen comsadered 2 feamble Sochoaque %0 produce
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with ther buxompatbulity. In $has work, PbMs were porpased by the ICL method snd characteriznd
n regard o thew v it brocompatbdity, chemacal lndkages, and physacal and thermal propertan
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tovaty from micro-stractuned devioes produced by polysacchandes. Lilrwae, the use of Mol s
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