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RESUMO 

 

Introdução : Mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 são responsáveis por cerca 
de 50% dos casos de câncer de mama e/ou ovário hereditários. Atualmente não 
conhecemos o perfil de mutações destes genes na população brasileira, com 
exceção de mutações fundadoras que ocorrem em grupos étnicos específicos. 
Objetivos : Detectar mutações e polimorfismos nos genes BRCA1 e BRCA2 em 73 
pacientes com câncer de mama selecionadas para o teste genético. Casuística e 
métodos : Realizamos o sequenciamento direto e o teste de MLPA para os genes 
BRCA1 e BRCA2 em 73 indivíduos, sendo 63 pacientes com câncer de mama 
com risco maior ou igual a 10% de acordo com os critérios de Frank, Evans e 
BRCAPRO, dois pacientes com câncer de ovário e oito indivíduos saudáveis com 
forte histórico familiar de câncer ligado a mutações em BRCA1 e/ou BRCA2. 
Resultados : Encontramos 60 mutações no gene BRCA1: 13 alterações missense 
(incluindo a deletéria R71G), sete mutações sinônimas, uma mutação frameshift (a 
deletéria 5382insC), uma mutação nonsense (a deletéria R1751X), uma deleção in 
frame, uma alteração 3’UTR e 36 variantes intrônicas. Em BRCA2 encontramos 57 
mutações, entre as quais 26 mutações missense, uma alteração 5’UTR, 11 
mutações sinônimas, 14 variantes intrônicas, duas mutações nonsense (as 
deletérias R2318X e R3128X) e três mutações frameshift deletérias (5844del5, 
6633del5 e 6610insTT). Nenhuma mutação foi detectada pelo teste de MLPA. 
Discussão e considerações finais : Nove de 73 indivíduos estudados são 
portadores de mutações deletérias, sendo que a mutação fundadora Ashkenazi 
5382insC foi encontrada em duas pacientes não aparentadas e que outro grupo 
de pesquisa já reportou sua alta frequência numa população paulistana. As 
alterações de significado clínico desconhecido foram encontradas em toda a 
extensão dos genes BRCA1 e BRCA2 e são inúmeras. Algumas apareceram em 
somente uma paciente, o que nos leva a pensar que talvez uma ou algumas 
destas mutações tenham algum efeito patogênico, como a mutação 6610insTT, 
que gera uma proteína incompleta e foi encontrada em três gerações de uma 
família. A técnica de MLPA não detectou grandes rearranjos em ambos os genes, 
mostrando que este tipo de alteração genética não é freqüente em nossa coorte e 
que talvez esta seja uma característica mais prevalente em populações menos 
miscigenadas. Salientamos, portanto, a importância de ampliar este estudo e de 
estimular pesquisas futuras, visando um aconselhamento genético eficiente, com a 
diminuição do número de casos inconclusivos gerados pelas variantes de 
significado indeterminado e o acompanhamento clínico das famílias. 
 



 
 

 

ABSTRACT 

 

Introduction : Mutation in BRCA1 and BRCA2 genes are responsible for more than 
50% of hereditarian breast and ovarian cancer cases. Nowadays, we still don’t 
know the Brazilian mutation profile for these genes, except when founder 
mutations occur in specific ethnic groups. Objetives : Detection of mutation and 
polymorphisms in BRCA1 and BRCA2 genes in 73 breast cancer patients selected 
for genetic testing. Casuistic and methods : we have realized direct sequencing of 
BRCA1 and BRCA2 in 73 patients, whose 63 have had breast cancer and showed 
at least 10% of risk according to Frank, Evans and BRCAPRO, two patients with 
ovarian cancer and eight healthy individuals of strong family history of cancer 
linked to mutations in BRCA1 and BRCA2. Results : We have found 60 mutations 
in BRCA1: 13 missense mutations (including the deleterious R71G), seven 
synonymous mutations, one frameshift mutation (the deleterious 5382insC), one 
nonsense mutation (the deleterious R1751X), one in-frame deletion, one 3’UTR 
mutation and 36 intronic variants. In BRCA2 we have found 57 mutations: 26 
missense mutations, one 5’UTR mutation, 11 synonymous mutations, 14 intronic 
variants, two nonsense mutations (the deleterious R2318X and R3128X) and three 
frameshift mutations (5844del5, 6610insTT and 6633del5). No mutation was 
detected by MLPA technique. Discussion and final considerations : Nine of 73 
studied individuals carry deleterious mutations. Among them, the Ashkenazi 
founder mutation 5382insC has been found in two unrelated patients and it was 
previously reported by another research group for its high prevalence on a 
population from São Paulo. Alterations of unknown clinical significance have been 
found all over BRCA1 and BRCA2 gene extension and are countless. Some of 
them are shown only in one patient, leading us to think that maybe one or a few 
might have a pathogenic effect, like 6610insTT, which leads to a BRCA2 
incomplete protein and was shown in 3 generations of a family. MLPA technique 
have not detected large genomic rearrangements in both genes, showing that this 
kind of mutation is not frequent on our cohort and maybe this genetic alteration 
characterizes less miscigenated populations. So, we emphasize the importance of 
enlarge this study and stimulate future researches, aiming an efficient genetic 
counseling, decreasing inconclusive cases generated by unknown clinical 
significance variants, and follow up of affected families. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O câncer é uma doença resultante do acúmulo de múltiplos eventos 

genéticos, onde a inativação de genes supressores de tumor e a ativação de 

oncogenes levam à perda do controle do ciclo celular e ao acúmulo de erros no 

DNA. Estas alterações conferem certa vantagem de sobrevivência celular e 

transformam uma célula normal numa variante maligna. O câncer surge de um 

processo clonal destas variantes malignas, levando a deficiências imunológicas 

que permitem o seu desenvolvimento e debilitam o paciente (Foulds, 1954; Nowell 

1976; Renan, 1993). É uma das principais causas de morte em todo o mundo e, 

segundo a Organização Mundial da Saúde (World Health Organization – WHO), o 

número de casos novos tem crescido globalmente. Estima-se que de 2007 a 2030 

haja um aumento de 45% no número de mortes por câncer (de 7.9 milhões para 

11.5 milhões) e que neste mesmo período o número de casos novos salte de 11.3 

milhões para 15.5 milhões. O câncer é a segunda maior causa de morte na 

maioria dos países desenvolvidos, perdendo somente para as doenças 

cardiovasculares, e há fortes evidências de que o mesmo esteja acontecendo nos 

países em desenvolvimento, como o Brasil.  

 A WHO estima que, mundialmente, mais de um milhão de mulheres 

sejam anualmente acometidas pelo câncer de mama. Este é o segundo tipo de 

câncer mais freqüente em todo o mundo e o primeiro entre as mulheres. Destes 

casos, estima-se que cerca de 5% a 10% sejam familiares e que pelo menos 
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metade deles seja causada por mutações germinativas nos genes de alta 

penetrância BRCA1 e BRCA2, transmitidas de maneira autossômica dominante 

(Szabo & King, 1995) e que causam a Síndrome de Predisposição Hereditária ao 

Câncer de mama e Ovário (Hereditary Breast and Ovarian Cancer, ou HBOC). A 

princípio, estes números parecem pequenos, mas ao considerarmos a estimativa 

de quase 49.240 casos novos em 2010 e que as taxas de mortalidade continuam 

altas no Brasil, provavelmente porque muitas vezes o diagnóstico ainda é 

realizado em estádios avançados (INCA, 2010), o câncer familiar ou hereditário 

passa a constituir um problema a ser considerado.  

  

 

1.1 BRCA1, BRCA2 E O CÂNCER 

 

1.1.1 BRCA1 

 O gene BRCA1 foi mapeado por Hall e colaboradores em 1990 a partir 

de análises de ligação envolvendo famílias com vários casos de câncer de mama, 

sendo clonado e caracterizado em 1994 por Miki e colaboradores. Este supressor 

tumoral atua em processos celulares de extrema importância, como o reparo de 

DNA por excisão de nucleotídeos, regulação dos pontos de controle do ciclo 

celular, ubiquitinação de proteínas, remodelamento da cromatina e silenciamento 

do cromossomo X (Wu, 1996; Buller, 1999; Xu, 1999; Bochar, 2000; Le Page, 

2000; Wang, 2000; Hartman&Ford, 2002).  
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 Localizado no cromossomo 17 (17q12-q21), este gene é composto de 

81.155 pares de base, a região codificante é dividida em 22 exons com 5592 

pares de base (os exons 1 e 4 não são traduzidos). A proteína codificada é 

composta de 1.863 aminoácidos, com um motivo dedo-de-zinco (zinc finger, ou 

ring finger domain) importante para a atividade de degradação via ubiquitina-ligase 

e interação com outras proteínas na porção amino-terminal. Além disso, 

encontramos dois domínios de localização nuclear importantes para a interação 

com proteínas de controle do ciclo celular, como a p53, um domínio de ligação ao 

DNA (DNA binding domain) na região central da proteína que permite a checagem 

do ciclo celular, uma região SCD (cluster de sequências de serinas e treoninas 

importantes para a fosforilação de ATM e, na porção carboxi-terminal, dois 

domínios BRCT formados por aminoácidos de carga negativa e importantes para a 

manutenção da estabilidade da proteína e processos de transcrição celular, 

conforme figura 01 (Monteiro, 1996; Wu, 1996; Scully, 1997a e 1997b; Deng & 

Brodie, 2000; Wang, 2000; Venkitaraman, 2002; Yarden, 2002; Narod&Foulkes, 

2004).  

 

 

Figura 01: Estrutura do gene BRCA1, modificada de N arod & Foulkes, 2004. 
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1.1.2 BRCA2 

 O gene BRCA2, cujas mutações são responsáveis por 32% dos casos 

hereditários, foi mapeado em 1994 & 1995 por Wooster e colaboradores e 

caracterizado no ano seguinte por Tavtigian e colaboradores. Localiza-se no 

cromossomo 13 (13q12-q13), possui 84.193 pares de base, a região codificante é 

dividida em 26 exons (o exon 1 não é traduzido) que compreendem 10254 pares 

de base e sua proteína é formada de 3.418 aminoácidos. A figura 02 esquematiza 

a proteína: na região N-terminal há um sinal de localização nuclear e um domínio 

de transativação, que são seguidos por oito repetições (o chamado BRC repeats 

domain) que compreendem o exon 11 em sua quase totalidade e são 

responsáveis pela interação com a proteína Rad51 - ambas atuam no processo de 

reparo de quebras duplas no DNA por recombinação homóloga. Na sequência, há 

um domínio de ligação ao DNA que se liga ao DNA fita simples, e a região C-

terminal, com um domínio de ligação à p53, outro domínio de ligação à proteína 

Rad51 dependente de fosforilação por Cdk, além de dois domínios de sinalização 

nuclear, onde também se liga a proteína dss1, que estabiliza BRCA2 e age como 

cofator regulando a atividade de recombinação homóloga. BRCA2 é essencial 

para a atividade de recombinação homóloga, checkpoint mitótico e localização do 

centrossomo durante a citocinese, mostrando sua grande importância na 

manutenção da estabilidade genômica (Bignell, 1997; Milner, 1997; Sharan, S. K., 

1997; Wang, 1997; Wong, 1997; Blackshear, 1998; Smith, 1999; Deng&Brodie, 

2000; Kojic, 2003; Daniels, 2004; Narod&Foulkes, 2004; Niwa, 2009). 
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Figura 02: Estrutura do gene BRCA2, modificada de N arod & Foulkes, 2004. 

 

  

1.1.3 Características em comum 

 Os genes BRCA1 e BRCA2 estão envolvidos no reparo de quebras 

duplas no DNA por recombinação homóloga, contribuindo para a integridade do 

genoma e manutenção da estabilidade cromossômica. Ainda não se conhece 

muito sobre a função de BRCA2, mas sabe-se que mutações deletérias em ambos 

os alelos podem ser uma das causas da anemia de Fanconi-like ou causar morte 

durante o período embrionário. Já para o gene BRCA1, a homozigose neste caso 

é sempre letal durante a embriogênese (D’Andrea, 2007).  

 Diante do envolvimento em processos celulares de suma importância 

para a expressão gênica e a integridade genômica, não é difícil compreender que 

formas mutadas de BRCA1 e BRCA2 levam ao aparecimento de um câncer. 

Quando estes genes se apresentam de forma não funcional, a célula se torna 

incapaz de reparar as quebras duplas nas fitas de DNA pela recombinação 

homóloga (HR) e fica mais dependente de vias de reparo de DNA menos 
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eficientes, como a recombinação não homóloga e o anelamento de fita simples 

(Turner, Tutt & Ashworth, 2004). A instabilidade cromossômica originada pode 

promover a carcinogênese devido à perda da função destes genes, seja por 

silenciamento epigenético, mutação germinativa/somática ou aumento da 

transcrição de genes que exercem uma regulação negativa em sua expressão 

(Fasano & Muggia, 2009). 

 A penetrância das mutações em BRCA1 e BRCA2 ainda é um tema 

controverso, pois há uma variabilidade ente estudos realizados com diferentes 

populações e também entre famílias e familiares diferentes. No geral, o risco de 

desenvolver um câncer de mama aos 70 anos é de aproximadamente 60 a 70% 

para portadores de mutação BRCA1 e 45 a 55% para BRCA2. O risco de 

desenvolver um câncer de ovário aos 70 anos (incluindo carcinomas peritoneais e 

de tubas de falópio) é de 40% para portadores de mutações em BRCA1 e 20% 

para BRCA2 (Begg, 2008; Chen, 2007; Antoniou, 2003). A variabilidade desta 

penetrância não é muito bem compreendida até hoje, mas sabemos que fatores 

reprodutivos, riscos específicos de determinadas mutações e outros modificadores 

genéticos, como SNPs (polimorfismos de um único nucleotídeo) co-herdados, 

podem estar relacionados (Gayther, 1995 &1997; Antoniou, 2010). 

 A incidência de mutações em famílias de alto risco varia muito entre 

diferentes populações. Certas mutações podem ser específicas de uma família ou 

aparecer com alta freqüência em determinados grupos étnicos, o que é chamado 

de efeito fundador (Kuska, 1997). As mutações fundadoras têm origem em 
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populações que permanecem geneticamente isoladas por não se misturarem 

etnicamente, fazendo com que uma mutação normalmente rara continue presente 

e aumente sua freqüência neste grupo. Várias mutações fundadoras têm sido 

descritas na literatura (Thorlacius, 1996; Sarantaus, 2000; Vega, 2001). Exemplos 

clássicos são as mutações 185delAG e 5382insC em BRCA1 e 6174delT em 

BRCA2, que acometem de 2 a 2,5% dos judeus Ashkenazi, freqüência 10 a 50 

vezes maior do que na população em geral (Friedman, 1995; Struewing, 1995 & 

1997; Neuhausen, 1996; Roa, 1996; Szabo & King, 1997; Ferla, 2007). No final de 

2010, Sagi e colaboradores publicaram um estudo provando que os judeus de 

origem Sefardita também são acometidos por mutações fundadoras: A1708E, no 

BRCA1, e IVS2+1G/A, no BRCA2. Além das mutações deletérias, os genes 

BRCA1 e BRCA2 podem apresentar polimorfismos que aumentam a 

predisposição ao câncer por afetar a expressão gênica, a tradução de proteínas e 

a estabilidade genômica (Spurdle, 2000). 

 Mutações nestes genes predispõem as portadoras ao aparecimento de 

tumores malignos de mama e, com uma freqüência um pouco menor, ao câncer 

de ovário e outros tumores associados (melanoma, leucemia, linfoma, trompas de 

Falópio e carcinomatose peritoneal para BRCA1 e mama masculina, próstata, 

pâncreas, colorretal, estômago, linfoma e melanoma para BRCA2), caracterizando 

a HBOC (Ford, 1998; Johansson, 1999; Niell, 2004). 

 Tipicamente, o câncer de mama em portadores de mutações em 

BRCA1 é um carcinoma ductal invasivo de alto grau nuclear e histológico, alta 
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proliferação e do tipo “triplo negativo” (negativo para a expressão de receptor de 

estrógeno (ER), receptor de progesterona (PR) e Her2/neu (Her2)). O câncer de 

mama ligado a BRCA2 possui quase sempre morfologia semelhante ao 

esporádico, embora tenha um perfil de expressão gênica bastante distinto 

(Lakhani, 1998; Sobol, 2001; Perou, 2000; Sorlie, 2003). 

   

 

1.2 IDENTIFICAÇÃO DE PACIENTES COM PREDISPOSIÇÃO AO  CÂNCER 

HEREDITÁRIO 

 A partir da clonagem dos genes BRCA1 e BRCA2, surgiu um grande 

interesse na identificação de pacientes com predisposição para câncer hereditário 

e que poderiam ser encaminhados para um serviço de apoio, mas isto não é um 

processo simples. Este se inicia na identificação dos indivíduos acometidos, sendo 

necessárias várias sessões pré e pós-teste genético para esclarecer as 

possibilidades de prevenção e tratamento para os portadores de mutações 

identificadas. O conhecimento do grau de risco é importante para as decisões 

quanto à realização ou não do teste genético, indicação de condutas de 

rastreamento clínico e uso de medidas de prevenção (Loescher, 1999).  

 A seleção de indivíduos para o teste genético é uma das causas 

importantes para diferenças nas taxas de mutações descritas para estes genes, o 

que faz com que a porcentagem de mutações encontradas em BRCA1 e BRCA2 

ainda varie de um estudo para outro. Cabe aqui dizer que várias dúvidas 
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persistem em relação à epidemiologia, entre elas a de que em pacientes com 

câncer de mama não se sabe qual a exata porcentagem de casos atribuíveis a 

mutações dos genes BRCA1 e BRCA2. 

 A abordagem mais comumente usada nos trabalhos encontrados na 

literatura para se encontrar indivíduos com alto risco de serem portadores de 

mutações deletérias que predispõem ao câncer é a de analisar indivíduos 

selecionados com base no número e no grau de parentesco de familiares com 

câncer, idade de diagnóstico de tumores de mama nos indivíduos e a existência 

de outros tumores. Este tipo de trabalho, feito em serviços de aconselhamento 

genético, segue critérios de inclusão específicos para selecionar indivíduos para 

análise genética. Dados publicados em 2009 pela NCCN (National Comprehensive 

Cancer Network) no “O Guia de Práticas Clínicas em Oncologia para Acesso a 

Pacientes de Alto Risco Genético/Familiar: Mama e Ovário” preconizam que os 

candidatos ao aconselhamento e teste genético devem ter história pessoal de 

câncer de mama (incluindo carcinoma ductal in situ), além de um ou mais casos 

de: 

• Câncer de mama diagnosticado antes dos 45 anos; 

• Diagnóstico de câncer de mama antes dos 50 anos, com pelo menos 

um parente diagnosticado com câncer de mama antes dos 50 anos ou pelo 

menos um parente próximo com câncer de ovário; 

• Dois cânceres de mama primários, sendo pelo menos um destes 

diagnosticado antes dos 50 anos; 
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• Ao menos dois parentes próximos com câncer de mama/ovário; 

• Parente próximo do sexo masculino com câncer de mama; 

• História pessoal de câncer de ovário; 

• Nenhum dado adicional de histórico familiar deve ser requisitado para 

indivíduos de grupos étnicos associados a maiores taxas de mutações. 

 Existem vários guias disponíveis para determinar a probabilidade de 

detecção de mutações germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2, mas a garantia 

de que estes indivíduos serão encontrados é variável. Esta probabilidade pode ser 

verificada por modelos matemáticos que consideram o histórico pessoal e familiar 

de câncer, dentre eles BRCAPRO (Parmigiani, 1998; Berry,2002), Couch (Couch, 

1997), Evans (Evans, 2004) e Frank (Frank, 2002).    

 Além da diferença genética entre as várias populações estudadas, 

muitas alterações podem ser perdidas devido à diversidade de técnicas 

disponíveis para a pesquisa de mutações, que rastreiam regiões ou alterações 

gênicas distintas (Peto, 1999; Unger, 2000). Atualmente, nenhuma garante a 

identificação de todas as possíveis mutações em BRCA1 ou BRCA2 que 

predispõem um indivíduo ao câncer e entre as mais usadas estão o 

sequenciamento direto, teste da proteína truncada (PTT), amplificação 

dependente da ligação de múltiplas sondas (MLPA) e cromatografia líquida de alto 

desempenho desnaturante (DHPLC). O sequenciamento direto é ainda 

considerado como padrão para tal rastreamento, com taxa de detecção de 85%, 

apesar de não permitir a detecção de grandes rearranjos genômicos e ser uma 
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técnica de alto custo e análise trabalhosa, já que BRCA1 e BRCA2 são genes 

grandes sem hotspots definidos. Conforme Bellosillo e Tusquets (2006), o uso do 

sequenciamento aliado a outras técnicas, como PTT e MLPA, pode detectar 95% 

das alterações. Diversos estudos (Petrij-Bosch, 1997; Walsh, 2006; Meindl, 2008) 

têm mostrado que uma parcela dos casos negativos para mutações pontuais 

nestes genes resulta da ocorrência de grandes rearranjos genômicos, sendo a 

técnica de MLPA muito útil para a identificação destes rearranjos. O gene BRCA1 

pode apresentar grandes deleções ou inserções em 7 a 40% dos casos, enquanto 

que BRCA2 possui uma freqüência menor, de 2 a 8% (Hogervorst, 2003; 

Montagna, 2003; Casilli, 2006). 

  

1.2.1 Rastreamento, prevenção e tratamento 

 A identificação de indivíduos de alto risco se mostra essencial ao 

observarmos que o rastreamento customizado e as estratégias de prevenção 

reduzem as taxas de morbidade e mortalidade devido aos cânceres de mama e 

ovário. Mulheres portadoras de mutações deletérias em BRCA1 ou BRCA2 devem 

ser monitoradas de perto para um diagnóstico precoce de câncer de mama, 

iniciando o rastreamento aos 25 anos. As recomendações anuais da NCCN (2009) 

incluem mamografia e ressonância magnética anualmente, exame clínico da 

mama duas vezes ao ano e auto-exame mensal. Apesar de haver uma 

preocupação quanto ao fato da mamografia induzir o aparecimento do câncer, 

visto que BRCA1 e BRCA2 são genes que atuam no reparo de quebras duplas do 
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DNA que podem ser induzidas por radiação, não há uma comprovação de que 

haja este risco e, portanto, os benefícios da mamografia nesta população devem 

ser levados em consideração. O que se pode dizer é que, pelo menos em relação 

ao BRCA1, a mamografia tem pouca sensibilidade para detectar o câncer de 

mama e a ressonância magnética tem se mostrado mais sensível, detectando o 

câncer mais precocemente (Leach, 2005; Kuhl, 2010; Rijnsburger, 2010). Quanto 

ao câncer de ovário, ainda não há um rastreamento efetivo, porém é recomendado 

que as portadoras de mutações em BRCA1 e BRCA2 façam um ultrassom 

transvaginal duas vezes ao ano e comecem a fazer o teste sanguíneo de CA-125 

aos 30 anos, também duas vezes ao ano, até o momento de uma cirurgia eventual 

(Van der Velde, 2009). 

 Algumas estratégias de prevenção estão disponíveis para portadores 

de mutação em BRCA1 e BRCA2. Em mulheres de alto risco, os moduladores 

seletivos dos receptores de estrógeno tamoxifeno e raloxifeno mostraram reduzir o 

risco de câncer de mama invasivo em até 50% (Vogel, 2006; Fisher, 2005). Os 

contraceptivos orais têm mostrado diminuir o risco para o câncer de ovário, mas 

alguns estudos sugerem um aumento do risco de câncer de mama, mostrando 

que o uso destas pílulas deve ser personalizado de acordo com a situação (Narod, 

2002; Whittemore, 2004; Brohet, 2007).  

 Cirurgias profiláticas reduzem bastante os riscos de portadores de 

mutações deletérias em BRCA1 e BRCA2. A mastectomia bilateral pode reduzir o 

risco de câncer de mama em até 90% (Hartmann, 2001; Meijers-Heijboer, 2001; 
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Kaas, 2010; Domchek, 2010). Em inúmeros estudos, a salpingo-ooforectomia tem 

mostrado diminuir o risco para este tipo de câncer em até 50% e em até 85% para 

o câncer de ovário. Quando consideramos a ausência de estratégias efetivas de 

prevenção para o câncer de ovário, esta profilaxia é fortemente recomendada para 

todas as portadoras de mutações deletérias, em especial acima dos 40 anos ou 

após a idade fértil. Este tratamento leva à menopausa prematura e pode estar 

associado a uma osteoporose prematura, eventos cardiovasculares, demência e 

aumento da mortalidade se a terapia de reposição hormonal não é realizada 

(Kramer, 2005; Kauff, 2008; Rebbeck, 2009; Eisen, 2005; Parker, 2009; Rocca, 

2006; Madalinska, 2006).  

 O tratamento quimioterápico em portadores de mutações deletérias em 

BRCA1 e BRCA2 é semelhante à aplicada a pessoas com cânceres esporádicos, 

porém alguns estudos in vitro sugerem um aumento da sensibilidade aos 

derivados de platina e uma diminuição da sensibilidade aos taxanos (Bordeleau, 

2010; Tutt, 2010). Quando falamos de terapia alvo molecular, devemos destacar 

os inibidores da polimerase poly(ADP-ribose), ou inibidores da PARP. Este agente 

causa acúmulos de quebras simples no DNA que levam ao aparecimento de 

quebras duplas nas forquilhas de replicação, levando a um efeito sintético letal. O 

representante desta classe, olaparib, tem sido muito estudado e suas respostas de 

eficácia e tolerabilidade têm sido observadas somente em portadores de mutações 

em BRCA1 e BRCA2 com câncer de mama e ovário (Ashworth, 2008; Bryant, 

2005; Fong, 2009; Audeh, 2010). 
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1.3 BRCA1, BRCA2 E O BRASIL 

 O Brasil é o maior e mais populoso país da América Latina, porém 

pouco se sabe sobre o perfil de mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 nesta 

população. Isto se deve, em parte, à escassez de estudos realizados e à 

diversidade da nossa população. O alto grau de contribuição de diferentes grupos 

étnicos em locais distintos pode fazer com que os padrões descritos em outras 

populações não sejam aplicáveis aqui (Salzano, 1997). Esta mistura de etnias e a 

pouca idade de nossa população também fazem com que a probabilidade de se 

encontrar uma mutação fundadora especificamente brasileira seja pequena. 

Diante da contribuição de diversos povos para a nossa formação, podemos 

considerar que seja mais provável o encontro de mutações fundadoras 

características de portugueses, espanhóis, italianos, entre outros. 

 Um dos principais motivos, se não o mais importante, para este 

desconhecimento do perfil mutacional em BRCA1 e BRCA2 é o fato do teste 

genético não estar disponível no Sistema Único de Saúde (SUS) e não ser 

acessível à maior parte da população. Trata-se de um exame caro e são os 

poucos os centros habilitados para realizar, localizados em hospitais universitários 

que disponibilizam o teste genético sem cobrar os pacientes. Isto é realizado nos 

laboratórios de pesquisa destes hospitais universitários utilizando de verba 

proveniente de projetos de pesquisa e colaborações com outras instituições.  



15 
 

 O perfil dos pacientes que procuram um serviço de aconselhamento 

genético também não é muito bem conhecido na população brasileira. Em 2007, 

Palmero e colaboradores realizaram um estudo multicêntrico sobre o perfil dos 

pacientes que procuram um serviço de aconselhamento genético, incluindo 264 

indivíduos de 219 famílias. Este grupo verificou que a população em geral 

conhece pouco sobre seus riscos genéticos e as medidas de prevenção que 

reduzem estes riscos. Além disso, os profissionais da área da saúde não são bem 

orientados para a identificação de um forte histórico familiar e um possível risco 

genético. Assim, o grupo concluiu que uma porção significante de indivíduos com 

alto risco para síndromes hereditárias de predisposição ao câncer podem não ter 

acesso aos serviços e benefícios do aconselhamento genético. 

 Em 1998, Koifman, Koifman e Vieira publicaram um artigo relatando 

dados epidemiológicos sobre a data de acometimento de pacientes com câncer de 

mama ou ovário em famílias brasileiras com vários casos de ambos os tumores 

em diversas gerações. Observaram 260 famílias com 2 ou mais casos de câncer 

de mama/ovário com uma idade média de acometimento de 52 anos e 64 com 

mais de 4 casos com idade média de 48 anos. Houve forte correlação entre a 

idade de acometimento, em especial nas famílias com maior número de casos de 

câncer, com uma tendência à diminuição de 8 a 10 anos da idade de 

acometimento de uma geração para a outra. Quanto aos achados moleculares, 

Lourenço e colaboradores publicaram em 2004 um estudo com 47 pacientes com 

câncer de mama e/ou ovário com história familiar sugestiva de HBOC. Este grupo 
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verificou encontrou mutações germinativas em BRCA1 em sete de 47 pacientes 

selecionadas (14,9%) de acordo com a idade de acometimento (menor que 50 

anos), histórico familiar, localização do tumor, casos de câncer de mama em 

homens e de ovário e descendência Ashkenazi. Em 2005, Dufloth e colaboradores 

analisaram os exons 2, 3, 5, 11 e 20 de BRCA1 e 10 e 11 de BRCA2 em 31 

mulheres com história pessoal de câncer de mama e histórico familiar altamente 

sugestivo de HBOC. Quatro pacientes apresentaram mutação, o que corresponde 

a uma prevalência de 13%. Em 2007, Gomes e colaboradores publicaram um 

estudo com 402 mulheres com câncer de mama, em que investigaram quanto à 

presença das mutações de BRCA1 185delAG e 5382insC e de BRCA2 6174delT, 

além de variações presentes nos exons 11 de BRCA1 e 10 e 11 de BRCA2. O 

seqüenciamento completo de ambos os genes foi feito em 12 pacientes. Apesar 

de ser uma população com câncer de mama não selecionada, mutações foram 

encontradas em 2,3% das pacientes e 5382insC corresponde a 56% das 

alterações deletérias encontradas. Em 2009, Esteves e colaboradores 

selecionaram 612 indivíduos de acordo com o histórico familiar: 18 apresentaram 

mutações deletérias em BRCA1 e 3 apresentaram em BRCA2. Destas 21 

mutações (3,4% dos selecionados), 13 são mutações fundadoras (5382insC e 

ins6kb, no exon 13 de BRCA1), totalizando 61,9% das mutações deletérias 

detectadas. 

 Diante da carência de estudos nacionais dedicados ao estudo dos 

genes BRCA1 e BRCA2, pretendemos neste projeto identificar alterações de 
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ambos os genes em indivíduos de alto risco para a HBOC, recrutados no 

Ambulatório de Aconselhamento Genético do Serviço de Oncologia do Instituto de 

Radiologia do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de 

São Paulo (InRad-HCFMUSP), utilizando as técnicas de sequenciamento direto e 

MLPA. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 

 Identificar mutações e/ou polimorfismos em pacientes com câncer de 

mama/ovário e alto risco para câncer hereditário atendidos no Ambulatório de 

Oncologia do InRad-HCFMUSP e selecionados para o teste genético. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Tendo em vista que, de um total de 300 pacientes com câncer de 

mama, 63 pacientes foram selecionados pelos critérios de Frank, Evans e 

BRCAPRO como suspeitos de serem portadores de mutações deletérias nos 

genes BRCA1 e BRCA2, assim como duas pacientes com câncer de ovário e oito 

indivíduos saudáveis com histórico altamente sugestivo para HBOC, pretendemos: 

• Rastrear mutações e polimorfismos nos genes BRCA1 e BRCA2 através da 

técnica de sequenciamento direto nestes 73 pacientes. 

• Rastrear grandes rearranjos genômicos dos genes BRCA1 e BRCA2 

através da técnica de MLPA nos pacientes com diagnóstico negativo no 

seqüenciamento direto para a presença de mutações nestes genes. 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

3.1 CASUÍSTICA 

  

 Nossa coorte foi de 300 pacientes com câncer de mama em 

seguimento clínico ou em tratamento com hormonioterapia, independente da 

presença de doença ativa, atendidos no Ambulatório de Oncologia do InRad-

HCFMUSP entre 01 de setembro de 2005 e 31 de junho de 2006. Estes pacientes 

participavam de um projeto de cuidados paliativos e não tinham indicação para 

quimioterapia. Oferecemos uma consulta no grupo de câncer hereditário, onde os 

pacientes foram informados sobre os objetivos da pesquisa, as potencialidades e 

limitações do teste e tiveram suas dúvidas esclarecidas. 170 pacientes 

concordaram e foram incluídos no estudo após assinarem um termo de 

consentimento livre e esclarecido (anexo 1). Coletamos a história familiar de 

câncer de cada paciente e estes foram submetidos aos testes de risco de Frank, 

Evans e BRCAPRO.  

 O teste proposto por Frank em 2002 (anexo 2) foi elaborado a partir da 

análise de 10.000 sequenciamentos consecutivos dos genes BRCA1 e BRCA2. O 

risco é determinado em uma tabela que correlaciona mutações deletérias nestes 

genes com dados de história pessoal e familiar em indivíduos de ascendência 

Ashkenazi e não Ashkenazi. O teste de Evans (anexo 3) foi proposto em 2004 a 

partir da análise de dados de histórico pessoal e familiar e de mutações deletérias 
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obtidas por sequenciamento direto dos genes BRCA1 e BRCA2 em 422 famílias 

não judias da Inglaterra. Foi validado também em um grupo com 192 e em outro 

com 298 famílias, além de incorporar em sua análise de risco a presença de 

câncer de ovário, próstata e pâncreas. BRCAPRO é um modelo estatístico 

associado a um software (Cancer Gene, versão 4.2) que utiliza uma abordagem 

Mendeliana para presumir uma herança autossômica dominante. A penetrância e 

a prevalência, dependentes da idade do probando, são assumidas a partir de uma 

revisão sistemática da literatura. Este modelo determina a probabilidade de um 

indivíduo ser portador de mutação germinativa deletéria nos genes BRCA1 e 

BRCA2 a partir do histórico pessoal de câncer de mama e/ou ovário do(a) 

paciente, incluindo câncer de mama masculino e câncer de mama bilateral 

sincrônico ou metacrônico.  

 No total, 63 pacientes (sendo 60 mulheres e três homens) 

apresentaram um risco mínimo de 10% em pelo menos um dos três testes 

realizados e foram encaminhados para a avaliação genética. Dez indivíduos, 

sendo duas pacientes com câncer de ovário e outros oito indivíduos sem câncer 

foram também incluídos no estudo por apresentarem histórico familiar de câncer 

altamente sugestivo para a síndrome de câncer de mama/ovário hereditário. Para 

o teste genético de cada paciente realizamos duas coletas de 10 mL de sangue 

periférico utilizando ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) como anticoagulante. 

Estas coletas foram realizadas em dias diferentes, as quais foram numeradas para 

garantir o sigilo.  
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 Este projeto está vinculado ao projeto FAPESP n° 0 6/51709-06 e foi 

aprovado pelo Comitê de Ética do HCFMUSP (anexo 4). 

 

  

3.2 MÉTODOS 

 

3.2.1 Separação de leucócitos do sangue periférico 

 Para a separação dos leucócitos por lise de eritrócitos, adicionamos 30 

mL da solução de Tris-EDTA (TE) pH 8,0 aos 10 mL das amostras de sangue de 

cada paciente, completando 40 mL, e agitamos por 1 minuto. Em seguida, 

centrifugamos por 7 minutos a 1100 rpm (centrífuga Eppendorf, modelo 5804R) e 

descartamos o sobrenadante, restando no tubo cerca de 5 mL (solução e 

precipitado). Estes foram agitados por 10 segundos e sofreram uma nova adição 

de TE, completando o volume para 30 mL. Agitamos por mais 1 minuto e 

centrifugamos por 5 minutos a 1100 rpm (centrífuga Eppendorf, modelo 5804R). 

Novamente, descartamos o sobrenadante e deixamos 5 mL no tubo, 

correspondendo ao sobrenadante e ao precipitado de leucócitos. Estes foram 

agitados por 10 segundos e divididos em 5 alíquotas, contendo 1 mL cada. 

Centrifugamos por 1 minuto a 12000 rpm (centrífuga Eppendorf, modelo 5804R) e 

descartamos o sobrenadante. Caso a extração de DNA não fosse realizada logo 

após a separação de leucócitos do sangue, as células eram armazenadas a -

70°C. 
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3.2.2 Extração de DNA de leucócitos  

 Para a extração de DNA de leucócitos, utilizamos o Wizard Genomic 

DNA Purification Kit (Promega), que se baseia na lise de membranas celulares. 

 Após descongelar o precipitado de leucócitos, adicionamos 900 µL da 

solução cell lysis buffer, homogeneizamos gentilmente por inversão, deixamos em 

repouso à temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugamos por 20 segundos 

a 12000 rpm (centrífuga Eppendorf, modelo 5804R). Descartamos o 

sobrenadante, restando cerca de 20 µL para agitarmos, desfazendo o precipitado. 

300 µL de nuclei lysis buffer foram então adicionados e homogeneizados por 

pipetagem e, caso houvesse grumos, deixávamos por 1 hora a 37°C. Em seguida, 

adicionamos 1,5 µL de RNase para digerir o RNA em solução, homogeneizamos 

por inversão e deixamos por 15 minutos a 37°. Após esfriar à temperatura 

ambiente, precipitamos as proteínas com o uso de uma solução salina, 

adicionando 100 µL de protein precipitation solution, agitamos fortemente e 

centrifugamos por 3 minutos a 12000 rpm (centrífuga Eppendorf, modelo 5804R). 

O sobrenadante foi passado para outro tubo contendo 300 µL de isopropanol: 

homogeneizamos por inversão haver precipitação do DNA genômico e 

centrifugamos por 1 minuto a 12000 rpm (centrífuga Eppendorf, modelo 5804R). 

Após descartar o sobrenadante, adicionamos 700 µL de etanol 70% para eliminar 

os sais em solução, agitamos e centrifugamos sob as mesmas condições 

anteriores, descartamos o sobrenadante e deixamos os tubos em repouso à 
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temperatura ambiente por 15 minutos para evaporar todo o etanol. Adicionamos 

100 µL de rehidratation solution ao precipitado de DNA e deixamos em repouso na 

bancada por 16 horas. As amostras de DNA em solução foram então 

armazenadas a -20°C. 

 

3.2.3 Determinação da concentração do DNA 

 Após a extração, determinamos a concentração dos DNAs no 

equipamento Nanodrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc). 

Para tal é necessário 1 µL de amostra, utilizando solução de TE como branco (a 

mesma solução em que o DNA está diluído) e um comprimento de onda de 260 

nm. O mesmo processo nos permite avaliar a pureza da amostra em relação à 

proteínas (a relação 260/280 nm deve estar em torno de 1,8) e reagentes 

utilizados no processo de extração do DNA (a relação 260/230 nm deve estar 

entre 1,8 e 2,2). 

 

3.2.4 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 A PCR foi realizada para amplificar e isolar todos os exons dos genes 

BRCA1 e BRCA2 de cada paciente. Como reagentes, utilizamos 

deoxinucleotídeos (dNTPs) a 0,16 mM, oligonucleotídeos iniciadores senso e anti-

senso a 0,4 µM cada, enzima AmpliTaq Gold (Applied Biosystems) a 0,4 U/µL, 

tampão para AmpliTaq Gold 1X, cloreto de magnésio para AmpliTaq Gold (MgCl2;  

concentração variando de 1,5 mM a 3 mM, de acordo com o fragmento 
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amplificado) e DNA a 50 ηg. O volume final de 15 µL é completado com água livre 

de RNAses e DNAses. A reação é submetida a: 95ºC por 10 minutos (ativação da 

enzima); 40 ciclos: 94ºC por 50 segundos (desnaturação das fitas), 56 a 66ºC por 

50 segundos (anelamento dos oligonucleotídeos iniciadores – a temperatura exata 

depende do exon a ser amplificado), 72ºC por 50 segundos (extensão da fita pela 

ação da enzima); 72ºC por 7 minutos (extensão final); 4ºC por tempo 

indeterminado (fim da reação). Uma alíquota do produto (4 µL) é avaliada 

qualitativamente por eletroforese em gel de agarose diluída a 1,5% em Tris-

Borato-EDTA 1X (TBE) e corado com brometo de etídio, que se intercala ao DNA 

e pode ser observado sob luz ultravioleta: espera-se que forme uma banda única e 

sem rastros para que seja utilizado no sequenciamento direto.  

 Os pares de oligonucleotídeos iniciadores dos fragmentos dos genes 

BRCA1 e BRCA2 estão localizados a uma distância de 50 a 100 pares de bases 

de cada exon. Isto permite que toda a área de interesse seja rastreada, inclusive 

regiões intrônicas próximas aos exons, onde eventuais alterações podem ser 

importantes por estarem localizadas em sítios de splicing alternativo. As 

sequências dos oligonucleotídeos iniciadores para BRCA1 foram retiradas do 

trabalho de Kiechle e colaboradores (1999) e Friedman e colaboradores (1994), e 

as sequências referentes ao gene BRCA2, são de Oefner e colaboradores, em 

1999 (tabelas 01 e 02, respectivamente). Contudo, o sequenciamento do exon 20 

do gene BRCA1 apresentou um resultado insatisfatório e precisamos determinar 

um novo par de oligonucleotídeos. Isto foi feito utilizando a sequência referência 
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NM_007294, depositada no GenBank do National Center for Biotechnology 

Information, ou NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), com o auxílio do programa 

Primer3 Input, disponível online no endereço http://www.cgi.frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3. Este novo par de oligonucleotídeos consta na tabela 01. 
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3.2.5 Sequenciamento direto 

 A reação baseia-se na tecnologia dos terminadores com energia de 

transferência (Energy-Transfer Terminator). Isto é possível porque junto ao mix 

para seqüenciamento direto, contendo reagentes necessários para que a reação 

ocorra, existem os dideoxinucleotídeos (com uma hidroxila a menos no carbono 3 

e que, ao serem incorporados, impedem que a cadeia de DNA continue sua 

polimerização) marcados com fluorocromos diferentes para cada um dos quatro 

tipos. O princípio da reação é o mesmo de uma PCR, porém a diferença marcante 

consiste na: 

• Adição de dideoxinucleotídeos marcados, que são aleatoriamente 

incorporados durante a polimerização do DNA, formando cadeias de DNA 

de todos os tamanhos possíveis; 

• Realização de duas reações para cada fragmento, cada uma com 

somente um dos oligonucleotídeos iniciadores de um par (somente o senso 

ou somente o antisenso).  

 Para que a leitura do seqüenciamento seja realizada, o produto desta 

reação é submetido a uma eletroforese capilar, onde os fluorocromos são 

excitados por um laser e emitem energia (o comprimento de onda é específico 

para cada dideoxinucleotídeo), captada pelo equipamento. Este libera o resultado 

na forma de um eletroferograma, onde os picos de fluorescência têm cores 

específicas para cada nucleotídeo correspondente. A figura 03 mostra a 
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incorporação dos deoxinucleotídeos e dideoxinucleotídeos durante a 

polimerização do DNA. 

 

 

Figura 03: Esquema mostrando a incorporação aleatór ia dos dideoxinucleotídeos (ddNTPs). 

Esta incorporação possibilita o aparecimento de cadeias de todos os tamanhos possíveis e a 

informação da sequência genética. 

 

  

 Como já foi citado, cada fragmento amplificado por PCR passa por duas 

reações de sequenciamento direto, permitindo a análise de toda a área de 

interesse e a confirmação do resultado através da comparação das duas fitas, que 

devem ser complementares por toda a extensão do fragmento em questão.  

 O preparo do sequenciamento direto consiste em 1 ρmol/µL de um dos 

oligonucleotídeos iniciadores, 20 a 60 ng de DNA (produto de PCR) e o pré-mix 
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contendo os demais reagentes da reação (kit Dynamic ET Dye, código US81095, 

GE Biosystems). O volume final de 10 µL foi completado com água livre de 

RNases e DNAses. A reação foi submetida a 25 ciclos de variação de 

temperatura, permanecendo por 20 segundos a 95ºC, 15 segundos a 50ºC, 1 

minuto a 60ºC e 4°C por tempo indeterminado. A próx ima etapa foi a precipitação 

do DNA resultante: adicionamos 20 µL de isopropanol a 80%, agitamos e 

centrifugamos as amostras por 35 minutos a 3700 rpm (temperatura ambiente, 

aceleração=6 e breque=0; centrífuga Eppendorf, modelo 5804R). 

Cuidadosamente, descartamos o sobrenadante por inversão e centrifugamos a 

placa invertida sobre papel absorvente por 1 minuto a 600 rpm (centrífuga 

Eppendorf, modelo 5804R). Em seguida, adicionamos 200 µL de etanol 70 a cada 

amostra, agitamos e centrifugamos por 10 minutos a 3700 rpm (temperatura 

ambiente, aceleração=6 e breque=0; centrífuga Eppendorf, modelo 5804R). 

Repetimos a etapa de descarte cauteloso do sobrenadante e centrifugação por 1 

minuto a 600 rpm (centrífuga Eppendorf, modelo 5804R) e as amostras ficam à 

temperatura ambiente por 10 a 15 minutos para evaporação total do etanol. Por 

fim, adicionamos 10 µL de solução loading buffer a cada amostra e deixamos a 

4°C por 16 horas.  

 As reações de sequenciamento foram feitas em placas de 96 poços, 

uma vez que a separação dos fragmentos gerados foi feita por eletroforese capilar 

no aparelho MegaBACE-1000 (Amersham Biosciences / GE Biosystems). Cada 



33 
 

placa de sequenciamento foi acompanhada de 6 tubos de polímero LPA e uma 

placa contendo tampão de corrida.  

 Para verificarmos a qualidade das sequências obtidas após a 

eletroforese capilar, utilizamos o software Chromas versão 2.33 (Technelysium 

Pty. Ltd.). Inicialmente, a caracterização de alterações nas seqüências obtidas foi 

realizada sem a ajuda de softwares, imprimindo os resultados e verificando a olho 

nu. No momento estamos utilizando o programa Mutation Surveyor versão 3.20 

(SoftGenetics LLC) para confirmar a presença de mutações, já que este facilita a 

visualização e diminui o tempo gasto com esta etapa. Para caracterizar mutações 

que ainda não foram descritas na literatura, utilizamos o software Gene Runner 

versão 3.05 (Hastings Software Inc.). 

  

3.2.6 Amplificação Dependente da Ligação de Múltipl as Sondas (MLPA) 

 A reação de MLPA consiste na utilização de sondas compostas de dois 

oligonucleotídeos (A e B) localizados muito próximos e complementares a uma 

sequência alvo no gene. Além desta região de hibridização, as sondas possuem 

regiões complementares a um par de oligonucleotídeos iniciadores marcados com 

o fluoróforo FAM (estes oligonucleotídeos marcados são os mesmos para todas as 

sondas de todos os kits oferecidos pela MRC Holland, podendo variar o fluoróforo) 

e uma sequência stuffer, que é diferente para cada sonda e diferencia os 

fragmentos amplificados por tamanho. Quando o as sequências alvo estão 

presentes na amostra, os oligonucleotídeos A e B se hibridizam para 
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posteriormente serem conectados pela enzima Ligase-65. Somente as sondas já 

ligadas são amplificadas por PCR, cada uma gerando um produto de tamanho 

único (130 a 490 bp). Diferenças nos valores relativos referentes á amplificação 

são expressas em tamanhos ou áreas diferentes entre amostras de pacientes e de 

controles negativos (pessoas saudáveis). Segundo o protocolo da MRC-Holland, 

cada placa de MLPA deve conter no mínimo três DNAs controle. A partir de 21 

amostras, deve-se adicionar um controle para cada sete amostras de DNA. 

Nossos controles são amostras de sangue anônimas doadas pelo banco de 

sangue do Instituto do Câncer de São Paulo (ICESP). 

 Além dos controles externos, cada kit contém seus controles internos 

(sondas que hibridizam a regiões cromossômicas diferentes) e controles de 

quantidade e desnaturação do DNA: Q-fragments e D-fragments, respectivamente. 

Os Q-fragments estão presentes em todos os kits de MLPA e são quatro 

fragmentos (64, 70, 76 e 82 nt) que não dependem da ligação de sondas: quando 

seus picos estão maiores que a metade do tamanho dos picos dos D-fragments e 

das sondas de MLPA indicam uma quantidade de DNA insuficiente ou falha na 

reação. D-fragments, presentes na maioria dos kits, são três sondas dependentes 

de ligação (88, 92 e 96 nt) como qualquer outra do kit de MLPA; sendo assim, 

seus picos devem ser de tamanho semelhante ao das outras sondas do kit, 

indicando que o DNA foi devidamente desnaturado e houve ligação das sondas.  

 A figura 04 esquematiza as etapas da reação. 
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Figura 04: Etapas referentes à reação de MLPA ( MRC-HOLLAND , 2010). 

  

 Para BRCA1, os kits utilizados foram: 

• SALSA MLPA kit P002B1 (tabela 4); 

• SALSA MLPA kit P002C1 (versão atualizada do kit P002B1; tabela 5); 

• SALSA MLPA kit P087 (utilizados somente se acharmos alteração com 

o kit P002B, para confirmar o resultado; tabela 6). 

 Para BRCA2, utilizamos: 

• SALSA MLPA kit P090A2 (tabela 7); 
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• SALSA MLPA kit P077 (utilizado se acharmos alteração com o uso de 

P090, para confirmar o resultado; tabela 8). 

 

 

Tabela 03: Sequência dos oligonucleotídeos iniciado res para a reação de MLPA. 
Salsa PCR forward primer (marcado com FAM) 5’ GGGTTCCCTAAGGGTTGGA 3’ 

Salsa PCR reverse primer (não marcado)  5’ GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA 3’ 
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Tabela 04 – Sondas referentes a SALSA MLPA kit  P002B1. 
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Tabela 05 – Sondas referentes a SALSA MLPA kit  P002C1. 
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Tabela 06 – Sondas referentes a SALSA MLPA kit  P087. 
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Tabela 07 – Sondas referentes a SALSA MLPA kit  P090A2. 
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Tabela 08 – Sondas referentes a SALSA MLPA kit P077 
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3.2.6.1 Hibridização 

 Em tubos de 0,2 µL, diluir 20 a 500 ng de DNA genômico em 5µL de TE 

(pH 8.2 e 1 mM de EDTA). É importante que todas as amostras estejam na 

mesma concentração para que o resultado final não seja duvidoso.  

 Desnaturar as amostras no termociclador a 98ºC por 5 minutos e 

resfriá-las a 25ºC antes de abrir o termociclador. Adicionar a cada tubo 1,5 µL de 

Salsa probemix (que contém as sondas A e B), 1,5 µL de MLPA buffer e misturar 

com cuidado. Aquecer por 95ºC por 1 minuto, seguido de um hold a 60ºC por 16 

horas (podendo variar de 12 a 24 horas). 

 

3.2.6.2 Reação de ligação 

 Reduzir a temperatura para 54ºC antes de abrir o termociclador. 

Adicionar a cada amostra 32 µL da enzima Ligase-65 mix (3 µL de ligase buffer A, 

3 µL de ligase buffer B, 1 µL de Ligase-65, 25 µL de H2O) e misturar bem. Incubar 

a 54ºC por 15 minutos e a 98ºC por 5 minutos. Resfriar as amostras a 15ºC. Nesta 

etapa, ocorre a ligação das sondas A e B hibridizadas ao DNA correspondente de 

cada região para então permitir a amplificação por PCR. 

 O mix Ligase-65 deve ser preparado em menos de 1 hora antes do uso 

e armazenado em gelo. 
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3.2.6.3 PCR 

 Esta reação deve ser preparada em novos tubos de 0,2 µL: Adicionar a 

cada um 4 µL de Salsa PCR buffer, 26 µL de H2O e 10 µL da reação de ligação. 

Enquanto os tubos estão a 60ºC no termociclador, adicionar 10 µL de Polymerase 

mix (2 µL de Salsa PCR primers, 2 µL de Salsa enzyme dilution buffer, 0,5 µL de 

Salsa polymerase, 5,5 µL de H2O; misturar bem) e iniciar a reação:  

                          35 ciclos ���� 95ºC por 30 segundos  

         60ºC por 30 segundos  

              72ºC por 1 minuto; 

                          72ºC por 20 minutos; 

                          Hold a 15ºC. 

 

3.2.6.4 Separação dos produtos por eletroforese cap ilar 

 Após a reação de PCR, deixar os tubos por 1 hora em local escuro para 

diminuir a quantidade de shoulder peaks na eletroforese capilar pela adição de 

nucleotídeos adeninas no final das cadeias amplificadas. Em seguida, para cada 

amostra deve-se misturar 1 µL da PCR com 0,25 µL de padrão de genotipagem 

ET-550R (GE Biosystems) e 7 µL de detergente Tween 20 (GE Biosystems) a 

0,1% na placa de injeção. Cada placa contendo as reações de MLPA deve estar 

acompanhada de 6 tubos de polímero LPA e 2 placas com tampão para lavagem 

dos capilares do MegaBACE-1000. 
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 As amostras devem ser desnaturadas a 80ºC por 2 minutos e logo em 

seguida colocadas no MegaBACE-1000. Para que a leitura das amostras seja 

realizada, este equipamento deve conter filtros de genotipagem para leitura de 

comprimentos de onda de 540 a 570nm, compatível aos marcadores ET-550R e 

FAM. As amostras devem ser injetadas nos capilares a 3kV por 2 minutos e a 

corrida deve ser realizada a 10kV por 90 minutos.  

 Os dados brutos gerados na eletroforese capilar devem ser trabalhados 

no programa Fragment Profile (Amersham Biosciences / GE Biosystems). Deve-se 

montar um peak filter para cada kit utilizado, indicando quais tamanhos de sondas 

devem ser detectados e considerados para análise (estes dados foram fornecidos 

pela MRC Holland). Este foi combinado à reação correspondente e os dados 

obtidos foram salvos em um arquivo de bloco de notas (.txt). Estes dados foram 

importados pelo Coffalyser (MRC Holland), um programa baseado em Excel que 

analisa as reações e fornece o resultado final. Este programa também é capaz de 

informar quais possíveis erros podem estar ocorrendo nas reações. Muitas vezes 

o programa impede que a análise continue ou somente informa o usuário de um 

possível interferente que gera um resultado duvidoso. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DAS AMOSTRAS 

 Selecionamos 73 pacientes atendidos no ambulatório de oncologia do 

InRad-HCFMUSP por terem risco de serem portadores de mutações deletérias 

nos genes BRCA1 e BRCA2 maior ou igual a 10% de acordo com os critérios de 

Evans, Frank e BRCAPRO. A idade mediana dos pacientes selecionados é de 48 

anos (24-78) e a mediana de casos de câncer na família é de 4 (0-13). 

 A tabela 09 mostra os valores obtidos nos testes de Frank, Evans e 

BRCAPRO. O valor mínimo muito baixo obtido com Frank se deve ao fato deste 

teste não pontuar a presença de câncer de mama em homens. Quanto a 

BRCAPRO, o valor máximo foi obtido por dois casos: um em que a família da 

paciente é composta de oito pessoas que já tiveram algum tipo de câncer (quatro 

de ovário, incluindo a paciente, três de mama e um de colo do útero) e outro onde 

a paciente teve câncer de mama e o histórico familiar é composto de mais três 

casos de câncer de mama, um de ovário, um de estômago e uma leucemia. 

Apesar do valor de BRCAPRO nos levar a entender como certa a presença de 

uma alteração deletéria em BRCA1 ou BRCA2 para explicar o alto número de 

casos de câncer nestas famílias, nenhuma mutação confirmadamente patogênica 

foi encontrada nestas pacientes. 
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Tabela 09: Valores de risco relativos aos testes ap licados 
Teste aplicado  Valor mínimo  Valor Máximo  Mediana  
Frank      0 56.3      11.2 
BRCAPRO 1 0 95.6 3.9 
BRCAPRO 2 0 96.6 3.8 
Total  0.1 100 13.4 
Evans 1      1    44      8 
Evans 2 1 31 8 
Total 2 75 16 

 

 

   

 Os dados clínicos dos pacientes com câncer de mama estão nas 

tabelas 10 e 11 (abaixo). Observamos que mais de 70% dos casos são unilaterais 

e o tipo mais frequente é o carcinoma ductal invasivo (inclusive nos segundos 

tumores de casos de câncer bilateral), característica comum dos tumores malignos 

de mama. Quanto aos receptores hormonais, os de estrógeno (ER) e 

progesterona (PR) foram predominantemente positivos, ao contrário de Her2, 

porém há mais casos cuja expressão deste receptor é desconhecida. Dentre os 

casos de receptores negativos, somente sete são do tipo triplo negativo e dois 

correspondem a casos de pacientes com mutação germinativa em BRCA1 e 

nenhum em BRCA2. Quanto ao estadiamento clínico, predominam os tumores de 

classificação 2 e 3. Linfonodos comprometidos foram encontrados em 22 

pacientes e a metástase ocorreu em dois deles. 
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Tabela 10: Dados clínico-patológicos dos pacientes com câncer de mama 
 Primeiro câncer  Segundo câncer  
 Número de 

casos 
Frequência (%)  Número de 

casos 
Frequência 

(%) 
Histologia                        
CDI  57 90.5 13 20.6 
CLI  2 3.2 0  
CDIS  3 4.8 2 3.2 
CMI 1 1.5 0  
ALP 0  1 1.5 
Desconhecidos 0  0  
T                        
0 5 7.9 2 3.2 
1 18 28.6 6 9.5 
2 22 35.0 3 4.8 
3 12 19.0 1 1.5 
4 6 9.5 1 1.5 
Desconhecido 0  3  
N     
0 40 63.5 7 11.1 
1 16 25.5 5 7.9 
2 6 9.5 0  
Desconhecido 1 1.5 4 6.3 
M                        
0 61 96.8 12 19.0 
1 2 3.2 1 1.5 
Desconhecido 0  3 4.8 
Estadiamento clínico      
0 5 7.9 3 4.8 
1 14 22.2 3 4.8 
2  25 39.8 5 7.9 
3 18 28.6 2 3.2 
4 1 1.5 0  
Desconhecidos 0  3 4.8 
ER     
Positivo 39 61.9 6 9.4 
Negativo 13 20.6 2 3.1 
Inconclusivo 2 3.2 0  
Desconhecido 9 14.3 8 12.7 
PR                       
Positivo 36 57.2 5 7.9 
Negativo 17 27.0 3 4.8 
Inconclusivo 1 1.5 0  
Desconhecido     9 14.3     8 12.7 
Her2     
Positivo 16 25.4 1 1.5 
Negativo 23 36.5 3 4.8 
Inconclusivo 11 17.5 3 4.8 
Desconhecido 13 20.6 9 14.3 
CDI: carcinoma ductal invasivo; CLI: carcinoma lobu lar invasivo; CDIS: carcinoma ductal in 

situ , CMI: carcinoma lobular invasivo; ALP: adenocarcin oma lobular papilífero. 
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Tabela 11: Lateralidade dos cânceres de mama 
 Número de casos  Frequência (%)   

Lateralidade     
Unilateral 47 74.6  
Bilateral sincrônico 5 7.9  
Bilateral Metacrônico  11 17.5  

 

 

 

4.2 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR 

 A extração de DNA foi feita para todos os pacientes. Os produtos das 

PCRs foram verificados por eletroforese em gel de agarose (figura 05) e em 

seguida realizamos o seqüenciamento direto dos fragmentos.  

 

 

 

 

 

 

Figura 05: Gel de agarose representativo da qualida de dos produtos de PCR. 
A figura mostra os produtos das PCRs correspondentes aos fragmentos I, K e L do exon 11 do 
gene BRCA2 com seus respectivos controles negativos (CN). 
 

 A análise por sequenciamento direto foi realizada em todos os 

pacientes, sendo que as mutações deletérias encontradas foram confirmadas em 

um segundo sequenciamento.  

 As alterações encontradas nos genes BRCA1 e BRCA2 foram 

verificadas na literatura e no site do BIC, que é um banco de dados online destes 

genes e também armazena informações úteis para os grupos de pesquisa que o 

11 I 11 L11 K
CN CN CN

11 I 11 L11 K
CN CN CN
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acessam. As seqüências utilizadas para a análise estão depositadas no banco de 

dados do GenBank, do NCBI, com os números de acesso NM_007294 para 

BRCA1 e NM_000059 para BRCA2.  

 Todos os pacientes apresentaram alguma alteração em pelo menos um 

dos genes analisados. Em relação ao gene BRCA1, encontramos 60 alterações 

(tabela 10):  

• 36 variantes intrônicas (4/36 não possuem significado clínico); 

• Sete mutações sinônimas (4/7 sem significado clínico); 

• Uma alteração 3’UTR (significado clínico desconhecido);  

• Uma mutação frameshift localizada no exon 20: 5382insC (figura 06) é 

deletéria e foi primeiramente descrita como mutação fundadora Ashkenazi 

por Simard e colaboradores, em 1994. A inserção de um C no nucleotídeo 

5382 leva a um erro de leitura a partir deste ponto e ao aparecimento de um 

stop códon na posição 1829aa. Esta alteração foi encontrada em duas 

pacientes de famílias diferentes: uma aos 53 anos (heredograma da figura 

07) e a outra aos 64 anos (heredograma da figura 08), acometidas pelo 

carcinoma ductal invasivo de mama de estadiamento IIA e triplo-negativo 

para ER, PR e Her2; 
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Figura 06: Mutação frameshift 5382insC, no exon 20 de BRCA1.  
A inserção de uma citosina leva a um erro de leitura evidenciado pela formação de picos duplos no 
eletroferograma a partir do ponto onde ocorre a alteração. 
 

 

 
Figura 07: Heredograma da família de uma das pacien tes (indicada pela seta) com a mutação 
5382insC.  
Os três filhos da paciente e todas as suas irmãs (exceto a de 51 anos) foram testados.  
Os indivíduos em cinza foram acometidos pelo câncer e os sinalizados são portadores da mutação. 
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Figura 08 : Heredograma da outra paciente (seta) po rtadora de 5382insC. 
Oferecemos o teste genético a seus familiares, mas nenhum aceitou participar do rastreamento. 
Os indivíduos em cinza foram acometidos pelo câncer e os sinalizados são portadores da mutação. 

 
 
 
 
• Uma mutação nonsense, também deletéria e localizada no exon 20: 

R1751X (figura 09), onde a troca de um C por um T no nucleotídeo 5370 

troca um códon correspondente a uma arginina por um stop códon na 

posição 1751aa (Ladopoulou, 2002). A paciente portadora desta mutação 

(heredograma na figura 10) teve carcinoma ductal invasivo de estadiamento 

IIIA aos 40 anos e um carcinoma ductal invasivo de estadiamento IIA aos 

42 anos (dados ignorados sobre os receptores de estrógeno, progesterona 

e Her2); 
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Figura 09: Mutação nonsense  R1751X, também no exon 20 de BRCA1. 
A troca de um C por um T (evidenciada na figura) leva à troca de uma arginina por um stop codon. 
 

 
 

 
Figura 10: Heredograma da paciente (seta) portadora  de R1751X. 
Oferecemos o teste genético a seus familiares, mas nenhum aceitou participar do rastreamento. 
Os indivíduos em cinza foram acometidos pelo câncer e os sinalizados são portadores da mutação. 
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• Uma mutação do tipo in frame deletion no exon 23: VV1809del (figura 11), 

onde a deleção dos nucleotídeos GTTGTG na posição 5544nt, referente ao 

códon 1809, leva à deleção de 2 de 3 valinas em tandem. Há somente um 

relato no BIC sobre esta alteração, onde é citada como uma mutação de 

significado clínico indeterminado, e um artigo na literatura (Sobol, 1996), 

que relaciona a mutação a tumores altamente proliferativos, sem dados 

mais preciso sobre sua patogenicidade. A paciente portadora desta 

alteração foi acometida por um carcinoma ductal invasivo aos 34 anos de 

estadiamento IIIB e do tipo triplo negativo, sem histórico familiar de câncer; 

 

 
Figura 11: Deleção in frame VV1809del, no exon 23 d e BRCA1.  
A deleção dos nucleotídeos GTTGTG leva a uma sobreposição do sinal no eletroferograma e à 
deleção de dois códons correspondentes a duas valinas. 
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• 13 mutações missense.  Destas, cinco não possuem significado clínico e 

uma é deletéria: R71G (figura 12), no exon 05, leva a um defeito no 

mecanismo de splicing e origina um códon de terminação. Esta é uma 

mutação fundadora da região da Galícia, na Espanha (Vega, 2001), que 

encontramos em uma paciente acometida pelo carcinoma medular invasivo 

de estadiamento I aos 43 e pelo adenocarcinoma lobular papilífero de 

estadiamento I aos 45 anos (ver heredograma na figura 13); 

 

 
Figura 12: Mutação R71G, no exon 5 do gene BRCA1. 
Note a presença de dois picos (nucleotídeos A e G, em vermelho) no penúltimo nucleotídeo do 
exon 5. Isto altera o sítio de splicing, levando à deleção de 22 bp do exon 5 e ao aparecimento de 
um códon de terminação (TGA) após a junção ao exon 6 (adaptado de Vega et al, 2001). 
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Figura 13: Heredograma correspondente à família da paciente portadora da mutação R71G (seta).  
Dentre os familiares, suas duas filhas realizaram o teste genético e somente uma delas é portadora da mutação. Esta filha foi 
posteriormente acometida por um câncer de mama, aos 34 anos. 
Os indivíduos em cinza foram acometidos pelo câncer e os sinalizados são portadores da mutação. 
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Tabela 12: Alterações encontradas em BRCA1 

Designação Exon Nucleotídeo Códon Base trocada 
Aminoácido 

trocado 

Tipo de 

mutação 

Importância 

clínica 

Pacientes 

acometidas 

IVS1-12delC 
2 

101-12  delC  IVS desconhecida 1 

K20N 179 20 C � A Lys � Asn M desconhecida 1 

IVS2-14C/T 

3 

200-14  C � T  IVS desconhecida 1 

IVS2-11delT 200-11  delC  IVS desconhecida 1 

233G/A 233 38 G � A Lys � Lys Syn não 2 

R71G 

5 

330 71 A � G Arg � Gly M SIM 1 

IVS5+23T>A 331+23  T � A  IVS desconhecida 1 

IVS5+35A/C 331+35  A � C  IVS desconhecida 10 

IVS7+36T/C 

IVS7+37T/G 
 

 

 

 

 

7 

560+36 

560+37 
 

T � C 

T � G 
 

IVS 

IVS 

desconhecida 

desconhecida 

9 

5 

IVS7+38T/C 560+38  T � C  IVS desconhecida 25 

IVS7+39T/C 560+39  T � C  IVS desconhecida 6 

IVS7+41C/T 560+41  C � T  IVS desconhecida 9 

IVS7+42T/C 560+42  T � C  IVS desconhecida 2 

IVS7+43T/C 560+43  T � C  IVS desconhecida 3 

IVS7+47delT 560+47  delT  IVS desconhecida 2 

IVS7+49delT 560+49  delT  IVS desconhecida 30 

IVS7+50T/C 

 

 

560+50  T � C  IVS desconhecida 3 

IVS7+50delT 560+50  delT  IVS desconhecida 4 

IVS7+51T/C 560+51  T � C  IVS desconhecida 25 

IVS7+52C/T 

IVS7+53T/G 

IVS7+62delT 

560+52 

560+53 

560+62 

 

C � T 

T � G 

delT 

 

IVS 

IVS 

IVS 

desconhecida 

desconhecida 

desconhecida 

17 

2 

29 

IVS8-58delT 

9 

667-58  delT  IVS desconhecida 1 

IVS8-64delT 667-64  delT  IVS desconhecida 33 

IVS8-80T/C 667-80  T � C  IVS desconhecida 1 

IVS10-49T/C 

11 

790-49  T � C  IVS desconhecida 18 

Q356R 1186 356 A � G Gln � Arg M desconhecida 1 

2090A/G 2090 657 A �G  Syn desconhecida 2 

D693N 2196 693 G � A Asp � Asn M não 3 

2201C/T 2201 694 C � T  Syn não 27 

N723D 2286 723 A � G Asn � Asp M desconhecida 1 

2430T/C 2430 771 T � C  Syn não 21 

V801L 2521 801 G � C Val � Leu M desconhecida 1 

P871L 

H888Y 

2731 

2781 

871 

888 

C � T 

C � T 

Pro � Leu 

His � Tyr 

M 

M 

Não 

desconhecida 

21 

1 

E1038G 3232 1038 A � G Glu � Gly M não 16 

S1040N 3238 1040 G � A Ser � Asn M desconhecida 11 

3509A/C 3509 1130 A � C  Syn desconhecida 8 

K1183R 3667 1183 A � G Lys � Arg M não 21 
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Designação Exon Nucleotídeo Códon Base trocada 
Aminoácido 

trocado 

Tipo de 

mutação 

Importância 

clínica 

Pacientes 

acometidas 

I1275V 
11 

3942 1275 A � G Ile � Val M desconhecida 1 

IVS11+3A/C 4215+3  A � C  IVS desconhecida 3 

4427T/C 13 4427 1436 T � C Ser � Ser Syn não 37 

IVS14-63G/C 15 4604-63  G � C  IVS desconhecida 24 

S1613G 16 4956 1613 G � A Ser � Gly M não 30 

IVS16-20A/G 

IVS16-45T/A 
 

17 

5106-20 

5106-45 
 

A � G 

T � A 
 

IVS 

IVS 

desconhecida 

desconhecida 
3 

2 

IVS16-65A/T    5106-65  A � T  IVS desconhecida 1 

IVS16-68A/T 5106-68  A � T  IVS desconhecida 1 

IVS16-68A/G 5106-68  A � G  IVS Não 36 

IVS16-92A/G 
 

5106-92  A � G  IVS Não 34 

IVS16-92A/T 5106-92  A � T  IVS desconhecida 1 

IVS18+66G/A 
18 

5271+66  G � A  IVS Não 30 

IVS18+85delT 5271+85  delT  IVS desconhecida 1 

R1751X  5370 1751 C � T Arg � stop N SIM 1 

5382insC 20 5382 1755 Stop1829 Stop1829 F SIM 2 

IVS22+8T/C 22 5525+8  T � C  IVS não 1 

VV1809del 23 5544 1809 delGTTGTG del ValVal IFD desconhecida 1 

5675C/G 
24 

5675 1852 C � G Thr � Thr Syn desconhecida 1 

5747C/G UGA+36  C � G  3’UTR desconhecida 2 

 
F = mutação com mudança de pauta de leitura ( frameshift ); M = mutação com troca de 

sentido ( missense ); IVS = seqüência interferente ( intervening  sequence ); Syn = mutação 

sinônima ( synonimous ); N = mutação sem sentido ( nonsense ); IFD = mutação por deleção 

sem mudança na pauta de leitura ( in frame deletion ). 

 

 

 

Em relação ao gene BRCA2, encontramos 57 alterações (tabela 11):  

• 11 mutações sinônimas (6/11 sem significado clínico);  

• 26 mutações missense (8/26 sem significado clínico); 

• 14 variantes intrônicas (2/14 não apresentam significado clínico);  

• 1 alteração 5’UTR (sem significado clínico); 

 



58 
 

• 2 mutações nonsense:  

� R2318X (figura 14), no exon 13, onde a troca de um C por T leva ao 

aparecimento de um stop codon no lugar de uma arginina, originando 

uma proteína truncada (Ikeda, 2001). A paciente portadora desta 

mutação não foi acometida pelo câncer (ver heredograma da figura 15). 

Seus dois filhos concordaram em realizar o teste genético: somente a 

mulher é portadora da mutação; 

 

 
 

Figura 14: Eletroferograma evidenciando a mutação R 2318X no exon 13 de BRCA2. 
A troca de C por T forma dois picos no eletroferograma e leva ao aparecimento de um códon de 
terminação.  
 

A     A     A      A       G   A     T    C     G    A      A      G     A       

A     A     A      A       G   A     T    T      G    A      A     G     A       
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Figura 15: Heredograma da paciente portadora da mut ação R2318X (seta).  
Seus dois filhos foram os únicos membros da família que optaram pelo teste genético e somente a 
filha é portadora da mutação.  
Os indivíduos em cinza foram acometidos pelo câncer e os sinalizados são portadores da mutação. 
 

 

 

� R3128X (figura 16), onde a troca de um C por T no exon 25 tem o 

mesmo efeito (Loader, Rowley & Levenkron, 1998). A paciente que 

apresenta esta mutação teve um carcinoma ductal invasivo de 

estadiamento IIIA aos 41 anos (figura 17). Dados sobre os receptores 

hormonais permanecem desconhecidos;  
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Figura 16: Mutação R3128X, do exon 25 de BRCA2, ond e ocorre a troca de C por T (negrito). 
 

 

 
 
Figura 17: Heredograma correspondente à paciente po rtadora de R3128X (seta). 
Nenhum dos familiares optou pelo teste genético. 
Os indivíduos em cinza foram acometidos pelo câncer e os sinalizados são portadores da mutação. 
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• 3 mutações frameshift, todas no exon 11:  

� 5844del5 (figura 18), cuja deleção dos nucleotídeos AGTAA leva ao 

erro no sentido de leitura e produção de uma proteína truncada (Pal, 

2004). A paciente foi acometida por um carcinoma ductal invasivo de 

estadiamento IIA aos 55 anos (figura 19). Dados sobre receptores de 

estrógeno, progesterona e Her2 são ignorados. A paciente também foi 

acometida por um câncer colorretal aos 63 anos;  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18: Mutação 5844del5, no exon 11 de BRCA2. 
Nesta figura podemos identificar a amplificação de suas fitas após os cinco nucleotídeos deletados 
(em negrito). 
 

 

 
 
 

A G  T  A A T  T  A  A  G  G  A  A 

T  T  A  A G G A  A  A  A  C  A  A 
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Figura 19: Heredograma da paciente portadora de 584 4del5 (seta).  
Somente seu filho mostrou interesse e consentiu que realizássemos o teste genético. Ele não foi acometido pelo câncer mas, assim 
como a mãe, também é portador desta mutação deletéria. 
Os indivíduos em cinza foram acometidos pelo câncer e os sinalizados são portadores da mutação. 
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� 6633del5 (figura 20), onde a deleção de CTTAA no nucleotídeo 6633 

tem mesmo efeito da mutação anterior pelo aparecimento de um stop 

codon em 2138aa (Loader, Rowley & Levenkron, 1998). A paciente teve 

um carcinoma ductal invasivo com ER, PR e Her2 positivos aos 42 anos 

(ver heredograma na figura 21). Dados sobre classificação patológica do 

tumor e estadiamento são desconhecidos; 

 

 

 

 

Figura 20: Mutação 6633del5, que ocorre no exon 11 de BRCA2. 
Observe a formação de picos duplos após a deleção dos nucleotídeos CTTAA (em negrito). 
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Figura 21: Heredograma da paciente portadora de 663 3del5 (seta). 
Apesar do teste genético ter sido oferecido a toda a família, nenhum dos indivíduos desejou realizar o teste. 
Os indivíduos em cinza foram acometidos pelo câncer e os sinalizados são portadores da mutação. 
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� 6610insTT (figura 22), cuja inserção dos nucleotídeos TT na posição 

6610nt também leva a um erro de leitura e ao aparecimento de um stop 

codon na posição 2137aa (figura 23), o que gera uma proteína truncada. 

Esta alteração ainda não foi descrita na literatura e não consta no banco 

de dados do BIC. A paciente teve um carcinoma ductal invasivo de 

estadiamento I, ER e PR positivos e Her2 inconclusivos aos 45 anos.  

Conforme o heredograma (figura 24), quatro membros da família da 

paciente aceitaram o teste genético e todos são portadores da mutação, 

mostrando a segregação da mutação comprovada em três gerações.  

 

 
Figura 22: Mutação 6610insTT, também no exon 11 de BRCA2. 
Esta figura nos permite observar os nucleotídeos TT inseridos (em vermelho) e a consequente 
sobreposição das fitas. 
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Figura 23: Caracterização da mutação 6610insTT util izando o software Gene Runner. 
A: sequência de nucleotídeos mostrando o local de inserção das timinas na posição 6610nt; 
B: sequência de códons sem a inserção, evidenciando a posição 2128aa; 
C: inserção TT e evidenciando o aparecimento de um códon de terminação em 2137aa. 
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Figura 24: Heredograma da paciente portadora de 661 0insTT. 
O teste genético foi oferecido aos familiares e aqueles que aceitaram sua realização foram: a mãe 
da paciente (que teve câncer colorretal aos 80 anos), o irmão (sem histórico de câncer), uma 
sobrinha (filha deste mesmo irmão, com câncer de ovário aos 37 anos) e uma prima de 2° grau 
(com câncer de mama aos 35 anos). 
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Tabela 13: Alterações encontradas em BRCA2. 

Designação Exon Nucleotídeo Códon 
Base 

trocada 

Aminoácido 

trocado 

Tipo de 

mutação 

Importância 

clínica 

Pacientes 

acometidas 

IVS1-26G/A 

2 

190-26  G � A  IVS desconhecida 16 

203G/A 5’UTR  G � A  5’UTR não 11 

IVS2+62T/G 295+62  T � G  IVS desconhecida 2 

IVS2-7T/A 

3 

296-7  T � A  IVS desconhecida 1 

Y42C 

A75P 

353 

451 

42 

75 

A � G 

G � C 

Tyr por Cys 

Ala � Pro 

M 

M 

Desconhecida 

desconhecida 
1 

1 

459T/G 459 77 T � G Thr � Thr Syn desconhecida 1 

IVS4+70G/C 4 653+70  G � C  IVS desconhecida 6 

IVS6-19T/C 7 745-19  T � C  IVS desconhecida 1 

IVS8+56C>T 8 965  C � T  IVS desconhecida 15 

N289H 

10 

1083 283 A � C Asn � His M não 2 

N319T 1184 319 A � C Asn �Thr M desconhecida 1 

H372N 1342 372 C � A His �Asn M não 40 

1593A/G 

T582P 

2016T/C 

1593 

1972 

2016 

455 

582 

596 

A � G 

A � C 

T � C 

Ser � Ser 

Thr � Pro 

Asp � Asp 

Syn 

M 

Syn 

Não 

desconhecida 

desconhecida 

3 

1 

1 

A622V 2093 622 C � T Ala � Val M desconhecida 1 

2457T/C 
 

2457 753 T � C His � His Syn não 1 

M784V 2578 784 A � G Met � Val M desconhecida 1 

S976I 

11 

3154 976 TC � AT Ser � Ile M não 1 

N991D 3199 991 A � G Asn � Asp M não 2 

3624A/G 3624 1132 A � G Lys �Lys Syn não 30 

4035T/C 4035 1269 T � C Val � Val Syn não 27 

4296G/A 4296 1356 G � A Leu � Leu Syn desconhecida 1 

D1420Y 4486 1420 G � T Asp � Tyr M não 1 

4791G/A 4791 1521 G � A Leu � Leu Syn não 36 

K1789Q 5593 1789 A � C Lys � Gln M desconhecida 1 

5844del5 5844 1872 delAGTAA Stop1873 F SIM 1 

D1923A 5996 1923 A � C Asp � Ala M desconhecida 1 

R2034C 6328 2034 C � T Arg � Cys M desconhecida 2 

G2044V 6359 2044 G � T Gly � Val M desconhecida 1 

6610insTT 6610 2128 insTT Stop2137 F SIM 1 

6633del5 6633 2135 delCTTAA Stop2138 F SIM 1 

6741C/G 6741 2171 C � G Val � Val Syn desconhecida 32 

S2213P 

M2262R 

6865 

7013 

2213 

2262 

T � C 

T � G 

Ser � Pro 

Met � Arg 

M 

M 

desconhecida 

desconhecida 

3 

1 

IVS11+80del4 7069+80  delTTAA  IVS desconhecida 32 

R2318X 13 7180 2318 C � T Arg � stop N SIM 1 

T2337I  

14 

7238 2337 C � T Thr � Ile M desconhecida 1 

M2393V 7405 2393 A � G Met � Val M desconhecida 5 
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Designação Exon Nucleotídeo Códon 
Base 

trocada 

Aminoácido 

trocado 

Tipo de 

mutação 

Importância 

clínica 

Pacientes 

acometidas 

7470A/G 
14 

7470 2414 A � G Ser � Ser Syn não 31 

A2466V 7624 2466 C � T Ala � Val M desconhecida 36 

I2490T 

T2515I 
15 

7697 

7772 

2490 

2515 

T � C 

C � T 

Ile � Thr 

Thr � Ile 

M 

M 

desconhecida 

desconhecida 
2 

3 

IVS16-14T/C 17 8020  T � C  IVS não 47 

A2717S  8377 2717 G � T Ala � Ser M Não 1 

V2728I 18 8410 2728 G � A Val � Ile M não 1 

IVS19+47C/T 19 8715+47  C � T  IVS desconhecida 2 

S2835P 20 8731 2835 T � C Ser � Pro M não 1 

IVS21-66T/C 
22 

8983-66  T � C  IVS não 32 

IVS22+66A/G 9181+66  A � G  IVS desconhecida 1 

IVS24-82G/A 
 

25 

9485-82  G � A  IVS desconhecida 2 

IVS24-80G/C 9485-80  G � C  IVS desconhecida 2 

IVS24-16T/C 9485-16  T � C  IVS desconhecida 1 

R3128X  9610 3128 C � T Arg � stop N SIM 1 

10338G/A 
27 

10338 3370 G � A Arg � Arg Syn desconhecida 1 

I3412V 10462 3412 A � G Ile � Val M desconhecida 4 

 F = mutação com mudança de pauta de leitura ( frameshift ); M = mutação com troca de 

sentido ( missense ); N = mutação sem sentido ( nonsense ); IVS = seqüência interferente 

(intervening  sequence ); Syn = mutação sinônima ( synonimous ). 

 

  

 Os grandes rearranjos genômicos foram rastreados pela técnica de 

MLPA. Não encontramos alterações nos genes BRCA1 e em BRCA2 de nenhum 

dos indivíduos testados. Sendo assim, os kits confirmatórios p087 (BRCA1) e 

p077 (BRCA2) não precisaram ser utilizados. 

 A figura 25 mostra o resultado de uma amostra sem mutação, obtido na 

análise do gene BRCA1 (kit P002C1) com o software Coffalyser. Sabe-se que um 

ou vários fragmentos estão amplificados quando a razão (ratio) obtida é maior ou 

igual a 1.3 e, no caso de haver deleção, a razão deve ser menor ou igual a 0.7. 
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Figura 25: Modelo de resultado de MLPA gerado pelo software Coffalyser para o kit P002C1, 
do gene BRCA1.  
As sondas nomeadas como “C” correspondem aos controles internos do kit. 
 



71 
 

5. DISCUSSÃO 

  

 O diagnóstico molecular da síndrome do câncer de mama e/ou ovário 

hereditária é complexo e requer a análise de toda a sequência codificante dos 

genes BRCA1 e BRCA2, o que gera uma grande quantidade de informações. A 

diferenciação de variantes deletérias, de alto ou baixo risco é um dos pontos-

chave para a descoberta do significado clínico e, portanto, para um resultado 

conclusivo do teste genético.  

 Os indivíduos selecionados para nosso trabalho apresentam uma ampla 

variação de idade e, ainda que uma das principais características das síndromes 

hereditárias de predisposição ao câncer seja o acometimento dos pacientes em 

idade jovem, não era nossa intenção restringir nossa população a uma 

determinada faixa etária. Encontramos nove mulheres portadoras de mutações 

deletérias e nenhuma delas foi acometida antes dos 40 anos, sendo que uma 

delas, aos 45 anos, ainda não teve diagnóstico de câncer. Esta é uma das cinco 

mulheres com mutação deletéria em BRCA2, e as quatro pacientes apresentaram 

positividade para a expressão de ER, PR e Her2. Como já foi citado na introdução 

deste trabalho, os cânceres de mama em portadoras de mutações deletérias em 

BRCA1 são em sua grande maioria do tipo triplo negativo. Nossos dados não nos 

possibilitam dizer que o mesmo acontece em nossas pacientes, pois apesar de 

duas das quatro pacientes irem de acordo com esta ausência de expressão dos 

receptores, não foi possível obter dados sobre os receptores hormonais das outras 
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pacientes com câncer de mama. De acordo com Tung e colaboradores (2010), 

estas pacientes poderiam expressar os receptores de estrógeno, progesterona e 

Her2 e ainda assim serem portadoras de mutação deletéria em BRCA1. 

Normalmente isto ocorre em pacientes acometidas pelo câncer em idades mais 

avançadas do que o usual e os tumores por elas apresentados possuem uma 

agressividade intermediária entre o clássico câncer hereditário triplo negativo e o 

de origem somática, o que levanta a hipótese destes casos serem acidentais e 

não estarem relacionados ao BRCA1 ou que eles ocorram por um mecanismo 

único e característico deste grupo.  

 Ao analisarmos os riscos obtidos pelos testes de Frank, Evans e 

BRCAPRO, podemos dizer que nenhum deles é totalmente ideal para ser utilizado 

como o único teste aplicado, pois em alguns casos os pacientes mostraram 

resultados bem conflitantes em um dos testes, mas a combinação dos três nos 

possibilitou escolher com mais clareza uma população de risco, cujos achados se 

enquadram com o que já foi proposto na literatura. A explicação pode estar no fato 

destes métodos de análise de risco foram desenvolvidos para populações com 

origem genética e grau de miscigenação diferentes da brasileira. Talvez mais 

importante que isto seja ainda o nível de informação destas populações, pois os 

testes foram desenvolvidos em países desenvolvidos, onde há uma atenção maior 

dos profissionais da saúde quanto à possibilidade de se tratar de um caso de 

síndrome hereditária, as pessoas são mais bem informadas quanto aos riscos de 

serem portadoras destas síndromes e o diagnóstico é feito mais precocemente.  
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 Os resultados moleculares obtidos neste trabalho mostram uma grande 

quantidade de variantes intrônicas, mutações missense ou mesmo sinônimas que 

não possuem significado clínico conhecido, sendo que algumas nunca foram 

citadas na literatura. Muitas afetam várias pacientes, o que baixa a expectativa de 

que sejam deletérias ao considerarmos que os polimorfismos geralmente afetam 

pelo menos 1% da população, porém algumas mutações estão presentes em 

poucas ou somente uma paciente, o que as tornam mais interessantes de se 

pesquisar. Por outro lado, muitas vezes os polimorfismos podem não ter 

significado clínico algum, mas há casos em que podem aumentar o risco para o 

aparecimento do câncer quando estão em associação a outras alterações no 

mesmo gene ou em outros genes. Em 2002, Hadjisavvas e colaboradores 

estudaram a associação das mutações do gene BRCA1 S1512I e Q356R (esta 

presente em uma das pacientes do nosso trabalho) em uma família do Chipre. 

Ambas mudam a carga do aminoácido codificado em regiões importantes para a 

interação de BRCA1 com outras proteínas e, apesar de já terem sido relatadas no 

BIC como sendo polimorfismos, não foram encontradas em controles, também 

provenientes do Chipre, e apareceram somente na família estudada. A alteração 

da conformação e da função da proteína provocada por estas alterações missense 

foi considerada como associada ao câncer e responsável pelo histórico desta 

família.  

 Classificar variantes que desregulam a expressão gênica de isoformas 

naturais é um desafio, uma vez que ainda não foram completamente 
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estabelecidas as alterações mínimas na transcrição e na tradução que levam ao 

surgimento do câncer. Ao mesmo tempo em que não se pode dizer que as 

mutações de significado clínico desconhecido, encontradas neste trabalho não 

afetam a qualidade da proteína codificada, é impossível afirmar que não sejam 

deletérias ou aumentem as chances de gerar um câncer. Mutações que alteram o 

aminoácido codificado (missense) com significado clínico desconhecido podem ser 

deletérias, dependendo do efeito bioquímico que a troca de aminoácido terá na 

estrutura e função da proteína permitindo, por exemplo, romper um sítio 

acentuador de splicing. Da mesma forma, variantes intrônicas podem afetar os 

mecanismos de splicing alternativo e a transcrição gênica quando localizadas em 

seqüências-consenso ou seqüências acentuadoras/inibidoras destes mecanismos. 

Deleções e inserções in frame (um ou vários códons completos) podem alterar a 

afinidade entre os aminoácidos de um domínio protéico e sua função. Até mesmo 

as mutações sinônimas, que não alteram o aminoácido correspondente, podem 

causar um problema no enovelamento da proteína devido a uma mudança na 

velocidade de tradução resultante do aparecimento de códons mais raros (Tsai, 

2008). Muitos estudos utilizam ensaios funcionais e análises in silico para buscar 

informações sobre tipo e local da alteração, sua conservação entre as espécies e 

o efeito bioquímico gerado, além de observarem sua ocorrência em grupos 

controles, co-segregação entre os membros de uma família e a possível 

associação à presença de alguma mutação deletéria (Judkins, 2005). 
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 A mutação VV1809del, localizada no exon 23 de BRCA1, foi citada 

somente uma vez no BIC e uma vez na literatura, estando somente relacionada a 

tumores altamente proliferativos em pacientes francesas (Sobol, 1996). Em 

VV1809del, a deleção de duas valinas correspondentes aos códons 1809 e 1810 

não provoca alteração na pauta de leitura e a proteína codificada a partir deste 

ponto não sofre alterações. Citando este mesmo códon 1809, a mutação V1809F 

já foi descrita por Williams e colaboradores (2004) como sendo deletéria, por 

afetar o enovelamento da proteína e a interação com outras proteínas fosforiladas. 

Outra prova de que esta é uma região com potencial deletério está no estudo de 

Gaildrat e colaboradores (2010), que mostrou que a mutação P1812A está 

localizada numa região altamente conservada, com elementos reguladores do 

splicing, e faz com que o exon 23 não seja codificado. V1809F é uma mutação 

missense que, assim como VV1809del, não afeta a pauta de leitura da proteína, e 

P1812A indica uma alta conservação da região em questão. Estes fatos nos 

mostram que VV1809del pode ser patogênica e merece ser melhor estudada 

posteriormente. 

 Dentre as mutações encontradas neste trabalho, uma nunca foi citada 

na literatura: 6610insTT (exon 11 de BRCA2), uma mutação frameshift que leva ao 

aparecimento de um códon de terminação algumas posições à frente de onde 

ocorre a inserção das timinas. Apesar da alteração não estar localizada no 

domínio de repetições BRC, Ayoub e colaboradores mostraram em 2009 que a 

recombinação homóloga pode ser afetada porque apesar de não ser essencial a 
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esta atividade, o domínio C-terminal de ligação à proteína Rad51 coordena a 

entrada da fase mitótica e controla a cinética de dissolução do foco de união da 

Rad51 com o DNA danificado. Tumores relacionados a mutações em BRCA estão 

ainda altamente relacionados a mutações no gene supressor tumoral TP53, com 

um espectro diferente das mutações encontradas em casos esporádicos 

(Gretarsdottir, 1998; Smith, 1999; Greenblast, 2001). Jonkers e colaboradores 

(2001) mostraram que a inativação de BRCA2 e TP53 medeia a tumorigênese 

mamária e que a ruptura da sinalização de p53 é um passo crucial para o 

desenvolvimento dos tumores relacionados a BRCA2. Estes fatos podem ser 

explicados pelo estudo de 2010 de Rajagopalan e colaboradores, que mostrou 

uma instabilidade genômica e a diminuição da regulação da apoptose quando 

BRCA2 e TP53 são inativados. Niwa e colaboradores ainda mostraram em 2009 

que a BRCA2 truncada não se liga à plectina e leva a um posicionamento 

incorreto do centrossomo e a anormalidades nucleares. Mas talvez o melhor 

argumento para comprovar a patogenicidade desta mutação seja o fato da maior 

parte das mutações frameshift em BRCA2 serem consideradas deletérias devido à 

formação de códons de terminação e consequente ausência dos domínios de 

localização nuclear, normalmente localizados nos últimos 156 resíduos da porção 

C-terminal da proteína. Spain e colaboradores (1999) estudaram a mutação 

Ashkenazi 6174delT e mostraram que a proteína mutada é citoplasmática e a 

localização nuclear de BRCA2 depende deste domínio. Podemos assim concluir 
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que a mutação 6610insTT leva à produção de uma proteína que não consegue 

realizar suas funções, visto que elas ocorrem no núcleo da célula.  

 A paciente portadora da mutação de BRCA2 6610insTT teve um câncer 

de mama aos 45 anos e quatro de seus parentes concordaram com a realização 

do teste genético. Sua mãe, um dos irmãos (único entre os testados que não teve 

câncer), a filha deste irmão e uma prima de segundo grau também são portadores 

da mutação, mostrando a segregação em três gerações de sua família e o 

potencial patogênico desta alteração. Outra importante característica quando o 

assunto é câncer hereditário é o fato da idade de acometimento por câncer 

diminuir ao longo das gerações, mostrando uma diminuição clássica de 10 anos 

entre a segunda e a terceira geração. Além disso, a mãe da paciente teve um 

câncer aos 80 anos, mostrando que nem sempre os pacientes são acometidos em 

idade jovem.  

 Como já mencionado, existe uma diversidade étnica grande na 

população brasileira devido à colonização por diversos povos, o que dificulta o 

achado de uma mutação fundadora específica. Entretanto, dentre as 10 mutações 

deletérias que encontramos até o momento, 2 do gene BRCA1 são fundadoras: 

R71G e 5382insC, esta encontrada em duas pacientes de famílias diferentes. Da 

Costa e colaboradores mostraram em 2008, através de um estudo de perfil 

haplotípico, que a mutação Ashkenazi 5382insC possui origem no leste/centro 

europeu, o que mostra uma contribuição significativa dos povos característicos 

destas regiões para a população brasileira. Outra mutação encontrada em nosso 
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trabalho e que já havia sido relatada por Gomes e colaboradores (2007) é a 

6633del5, em BRCA2. Apesar de ter encontrado mutações deletérias em 2,3% 

das pacientes não-selecionadas (9/402), este grupo também mostrou mutações 

deletérias nestes genes não são incomuns em pacientes com câncer de mama, 

inclusive podendo aparecer mutações fundadoras (1 das 5 mutações encontradas 

foi 5382insC, de origem Ashkenazi). 

 Nosso trabalho encontrou uma taxa de mutação bem semelhante à dos 

trabalhos publicados sobre a população brasileira: 9/73 pacientes com mutações 

deletérias, totalizando 12,3%. Dentre os trabalhos que mais se aproximam desta 

taxa estão Lourenço e colaboradores (2004), que, como já foi mencionado neste 

trabalho, encontraram em suas pacientes uma taxa de mutações de 14,9% A 

maior freqüência encontrada pelos autores, por ser resultado da utilização de 

critérios de seleção dos pacientes mais rigorosos que os nossos e a presença de 

pacientes de descendência Ashkenazi, já que 4/7 pacientes apresentaram a 

mutação fundadora 5382insC. Em 2005, Dufloth e colaboradores observaram uma 

prevalência de 13% de mutações nestes genes em pacientes brasileiras com 

histórico familiar positivo. Apesar da taxa de mutação deste estudo ser a mais 

semelhante a que encontramos até o momento, e dos critérios de seleção de 

pacientes terem sido muito semelhantes (idade de acometimento, lateralidade do 

tumor e número de familiares acometidos, uma vez que fazem parte dos critérios 

estabelecidos nos testes de Frank, Evans e BRCAPRO), somente os exons 2, 3, 

5, 11 e 20 do gene BRCA1 e 10 e 11 do BRCA2 foram analisados. Amplamente 
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citados na literatura, em especial no caso do gene BRCA1, os grandes rearranjos 

gênicos foram citados por um único estudo brasileiro: ins6Kb, uma duplicação do 

exon 13 de BRCA1, é uma mutação fundadora encontrada em diversos países de 

origem britânica (The BRCA1 Exon 13 Duplication Screening Group, 2000) e que 

foi encontrada pelo grupo de Esteves (2009) em cinco pacientes provenientes do 

Rio Grande do Sul e dois do Rio de Janeiro. Apesar dos poucos trabalhos 

nacionais publicados, os grandes rearranjos genômicos não parecem ser tão 

freqüentes em nossa população. 

 Embora este e outros estudos citados mostrem que a mutação 

fundadora 5382insC em BRCA1 é realmente a mais freqüente no Brasil, isto não 

pode ser tomado como solução para o problema do rastreamento da síndrome do 

câncer de mama-ovário hereditário no Brasil, visto que várias outras mutações 

também se fazem presentes em nossa população. Nosso trabalho encontrou três 

mutações deletérias no exon 11 de BRCA2, sendo que para uma delas 

(6610insTT) não existem relatos na literatura; nossos achados no exon 11 estão 

de acordo a literatura mundial quanto ao fato deste gene, tanto em BRCA1 como 

em BRCA2, ser o mais comumente afetado. Estas informações nos mostram a 

importância de se conhecer a ancestralidade e o histórico familiar do paciente, 

além das características gênicas, o que pode muitas vezes encurtar o processo de 

rastreamento completo quando começamos os testes por estes locais.  

 Algumas metodologias de pré-screening podem ser empregadas para 

diminuir o tempo gasto e o custo da análise, porém como mostramos até o 
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momento, inúmeras alterações ocorrem por toda a extensão gênica e muitas delas 

não têm significado clínico conhecido. Alguns testes podem não ser tão sensíveis 

para detectá-las e com isso pode-se deixar de lado uma alteração potencialmente 

deletéria. 

 Diante destes fatos, salientamos a importância de se aprimorar o 

conhecimento do padrão mutacional brasileiro para os genes BRCA1 e BRCA2, a 

partir de um aconselhamento genético eficiente, de maior incentivo e bom uso das 

técnicas de análise molecular. Isto poderia facilitar a implantação deste serviço em 

outros institutos de saúde do país, já que atualmente este tipo de estudo se 

concentra nos grandes centros de pesquisa e o SUS não disponibiliza o 

aconselhamento e análise genética a toda população. Proporcionaríamos assim 

melhores condições de acompanhamento e tratamento aos portadores de 

mutações deletérias em BRCA1 e BRCA2 e seus familiares. 
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6. CONCLUSÕES  

 

• A taxa de mutação de 12,3% encontrada neste estudo é bem semelhante à 

dos trabalhos publicados sobre a população brasileira; 

• Apesar de haver poucos trabalhos nacionais publicados, os grandes 

rearranjos genômicos não parecem ser tão freqüentes em nossa 

população, visto que também não encontramos mutações deste tipo; 

• A mutação fundadora 5382insC (BRCA1) foi encontrada em duas pacientes 

de nosso trabalho e já foi citada por outros estudos brasileiros, mostrando 

uma alta prevalência em nossa população. Como várias outras alterações 

também estão presentes em nossa população, um caminho sugerido para 

diminuir o tempo e o dinheiro gastos com o teste genético seria começar o 

rastreamento pelo exon 20 de BRCA1 e em seguida realizar a análise pelos 

exons mais frequentemente mutados, completando a análise de toda a 

extensão de ambos os genes conforme o resultado para estes exons for 

negativo; 

• Encontramos uma grande quantidade de alterações que não possuem 

significado clínico conhecido. Estas alterações merecem estudos mais 

detalhados, com a seleção de variantes de acordo com sua freqüência 

entre os indivíduos com câncer em uma mesma família, a comparação com 

indivíduos saudáveis (grupo controle) e estudos in silico e in vitro devem ser 

realizados para caracterizar cada uma destas alterações como mutações 
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patogênicas e polimorfismos freqüentes ou raros que causem algum ou 

nenhum efeito na função das proteínas; 

• Podemos dizer que, para a nossa coorte, a melhor escolha quanto aos 

testes para avaliação do risco dos indivíduos estudados serem portadores 

de mutação nos genes BRCA1 e BRCA2 é realmente a combinação dos 

métodos de Frank, Evans e BRCAPRO. Este conceito pode se aplicar à 

realidade da população brasileira, visto que nossa coorte é composta de 

uma população miscigenada. 

 

 Salientamos, portanto, a importância de ampliar este estudo e de 

estimular pesquisas futuras, visando um aconselhamento genético eficiente, com a 

diminuição do número de casos inconclusivos gerados pelas variantes de 

significado indeterminado e o acompanhamento clínico das famílias. 
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8. ANEXOS 

 

Anexo 1 : Termo de consentimento pós informação aplicado aos pacientes. 
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Anexo 2:  Tabela com o modelo proposto por Frank para calcular a prevalência de mutações em BRCA1 e 

BRCA2. 
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Anexo 3:  Tabela com o modelo proposto por Evans para calcular a prevalência de 

mutações em BRCA1 e BRCA2. 
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Anexo 4:  Aprovação do estudo pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital. 

 

 


