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RESUMO

Introducéo : MutagBes nos genes BRCA1 e BRCA2 sdo responséaveis por cerca
de 50% dos casos de cancer de mama e/ou ovario hereditarios. Atualmente néo
conhecemos o perfil de mutagbes destes genes na populacdo brasileira, com
excecdo de mutacdes fundadoras que ocorrem em grupos étnicos especificos.
Objetivos : Detectar mutacdes e polimorfismos nos genes BRCA1 e BRCA2 em 73
pacientes com cancer de mama selecionadas para o teste genético. Casuistica e
métodos : Realizamos o0 sequenciamento direto e o teste de MLPA para os genes
BRCAL1 e BRCA2 em 73 individuos, sendo 63 pacientes com cancer de mama
com risco maior ou igual a 10% de acordo com os critérios de Frank, Evans e
BRCAPRO, dois pacientes com cancer de ovario e oito individuos saudaveis com
forte historico familiar de cancer ligado a mutacdes em BRCAL1l e/ou BRCAZ2.
Resultados : Encontramos 60 mutacdes no gene BRCAL: 13 alteragfes missense
(incluindo a deletéria R71G), sete mutagfes sinbnimas, uma mutacao frameshift (a
deletéria 5382insC), uma mutagéo nonsense (a deletéria R1751X), uma dele¢éo in
frame, uma alteragéo 3'UTR e 36 variantes intronicas. Em BRCAZ2 encontramos 57
mutacdes, entre as quais 26 mutacbes missense, uma alteracdo 5'UTR, 11
mutacdes sinbnimas, 14 variantes intrOnicas, duas mutacdes nonsense (as
deletérias R2318X e R3128X) e trés mutacbes frameshift deletérias (5844del5,
6633del5 e 6610insTT). Nenhuma mutacdo foi detectada pelo teste de MLPA.
Discussdo e consideragfes finais : Nove de 73 individuos estudados séo
portadores de mutacdes deletérias, sendo que a mutacdo fundadora Ashkenazi
5382insC foi encontrada em duas pacientes ndo aparentadas e que outro grupo
de pesquisa ja reportou sua alta frequéncia numa populagdo paulistana. As
alteracbes de significado clinico desconhecido foram encontradas em toda a
extensdo dos genes BRCAL1 e BRCA2 e sdo inumeras. Algumas apareceram em
somente uma paciente, o que nos leva a pensar que talvez uma ou algumas
destas mutacdes tenham algum efeito patogénico, como a mutacdo 6610insTT,
que gera uma proteina incompleta e foi encontrada em trés geracdes de uma
familia. A técnica de MLPA néo detectou grandes rearranjos em ambos 0s genes,
mostrando que este tipo de alteracdo genética ndo € freqlente em nossa coorte e
que talvez esta seja uma caracteristica mais prevalente em populacbes menos
miscigenadas. Salientamos, portanto, a importancia de ampliar este estudo e de
estimular pesquisas futuras, visando um aconselhamento genético eficiente, com a
diminuicdo do numero de casos inconclusivos gerados pelas variantes de
significado indeterminado e o acompanhamento clinico das familias.



ABSTRACT

Introduction : Mutation in BRCA1 and BRCAZ2 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 BRCAZ2 genes in 73 breast cancer patients selected
for genetic testing. Casuistic and methods : we have realized direct sequencing of
BRCAL and BRCAZ2 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 BRCAL: 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 S&o 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.






1. INTRODUCAO

O céancer € uma doenca resultante do acumulo de mudltiplos eventos
genéticos, onde a inativacdo de genes supressores de tumor e a ativacdo de
oncogenes levam a perda do controle do ciclo celular e ao acumulo de erros no
DNA. Estas alteracdes conferem certa vantagem de sobrevivéncia celular e
transformam uma célula normal numa variante maligna. O cancer surge de um
processo clonal destas variantes malignas, levando a deficiéncias imunolégicas
gue permitem o seu desenvolvimento e debilitam o paciente (Foulds, 1954; Nowell
1976; Renan, 1993). E uma das principais causas de morte em todo o mundo e,
segundo a Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization — WHO), o
namero de casos novos tem crescido globalmente. Estima-se que de 2007 a 2030
haja um aumento de 45% no namero de mortes por cancer (de 7.9 milhdes para
11.5 milhdes) e que neste mesmo periodo o nimero de casos novos salte de 11.3
milhdes para 15.5 milhdes. O cancer é a segunda maior causa de morte na
maioria dos paises desenvolvidos, perdendo somente para as doengas
cardiovasculares, e ha fortes evidéncias de que 0 mesmo esteja acontecendo nos
paises em desenvolvimento, como o Brasil.

A WHO estima que, mundialmente, mais de um milhdo de mulheres
sejam anualmente acometidas pelo cancer de mama. Este € o segundo tipo de

cancer mais freqlente 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



metade deles seja causada por mutacdes germinativas nos genes de alta
penetrancia BRCA1 e BRCAZ2, transmitidas de maneira autossémica dominante
(Szabo & King, 1995) e que causam a Sindrome de Predisposicdo Hereditaria ao
Céancer de mama e Ovério (Hereditary Breast and Ovarian Cancer, ou HBOC). A
principio, estes numeros 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 diagndéstico ainda €
realizado em estadios avancados (INCA, 2010), o cancer familiar ou hereditario

passa a constituir um problema a ser considerado.

1.1 BRCA1, BRCA2 E O CANCER

1.1.1 BRCAl

O gene BRCAL foi mapeado por Hall e colaboradores em 1990 a partir
de analises de ligacdo envolvendo familias com varios casos de cancer de mama,
sendo clonado e caracterizado em 1994 por Miki e colaboradores. Este supressor
tumoral atua em processos celulares de extrema importancia, como o reparo de
DNA por excisdo de nucleotideos, regulacdo dos pontos de controle do ciclo
celular, ubiquitinacdo de proteinas, remodelamento da cromatina e silenciamento
do cromossomo X (Wu, 1996; Buller, 1999; Xu, 1999; Bochar, 2000; Le Page,

2000; Wang, 2000; Hartman&Ford, 2002).



Localizado no cromossomo 17 (179q12-g21), este gene é composto de
81.155 pares de base, a regido codificante é dividida em 22 exons com 5592
pares de base (os exons 1 e 4 ndo sdo traduzidos). A proteina codificada é
composta de 1.863 aminoacidos, com um motivo dedo-de-zinco (zinc finger, ou
ring finger domain) importante para a atividade de degradacéo via ubiquitina-ligase
e interacdo com outras proteinas na porcdo amino-terminal. Além disso,
encontramos dois dominios de localizagdo nuclear importantes para a interacédo
com proteinas de controle do ciclo celular, como a p53, um dominio de ligacdo ao
DNA (DNA binding domain) na regido central da proteina que permite a checagem
do ciclo celular, uma regido SCD (cluster de sequéncias de serinas e treoninas
importantes para a fosforilacdo de ATM e, na porcdo carboxi-terminal, dois
dominios BRCT formados por aminoacidos de carga negativa e importantes para a
manutencdo da estabilidade da proteina e processos de transcricdo celular,
conforme figura 01 (Monteiro, 1996; Wu, 1996; Scully, 1997a e 1997b; Deng &
Brodie, 2000; Wang, 2000; Venkitaraman, 2002; Yarden, 2002; Narod&Foulkes,

2004).

| Dominio RIMNG finger NLS | Daminio dellgagan an DRA | ‘ D | Cominio BRCT

@ T

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




1.1.2 BRCAZ2

O gene BRCAZ2, cujas mutacdes sdo responsaveis por 32% dos casos
hereditarios, foi mapeado em 1994 & 1995 por Wooster e colaboradores e
caracterizado no ano seguinte por Tavtigian e colaboradores. Localiza-se no
cromossomo 13 (13q12-g13), possui 84.193 pares de base, a regido codificante &
dividida em 26 exons (0 exon 1 n&o € traduzido) que compreendem 10254 pares
de base e sua proteina € formada de 3.418 aminoéacidos. A figura 02 esquematiza
a proteina: na regidao N-terminal h4 um sinal de localizacdo nuclear e um dominio
de transativacdo, que sdo seguidos por oito repeticdes (0 chamado BRC repeats
domain) que compreendem o exon 11 em sua quase totalidade e s&o
responsaveis pela interacdo com a proteina Rad51 - ambas atuam no processo de
reparo de quebras duplas no DNA por recombinacdo homoéloga. Na sequéncia, ha
um dominio de ligacdo ao DNA que se liga ao DNA fita simples, e a regido C-
terminal, com um dominio de ligacdo a p53, outro dominio de ligagdo a proteina
Rad51 dependente de fosforilagdo por Cdk, além de dois dominios de sinalizacdo
nuclear, onde também se liga a proteina dssl, que estabiliza BRCA2 e age como
cofator regulando a atividade de recombinacdo homologa. BRCA2 é essencial
para a atividade de recombinacdo homologa, checkpoint mitético e localizacdo do
centrossomo durante a citocinese, mostrando sua grande importancia na
manutencdo da estabilidade gendémica (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).



| Dominio detransativagdo nuclear | | Dominiode ligagdo ao DMA | Rada

‘ Repeticies BRC | ‘ n53 ‘ | MLS ‘

fr-’"!’_f \\R\x- | A\

MLS

Figura 02: Estrutura do gene BRCA2, modificada de N  arod & Foulkes, 2004.

1.1.3 Caracteristicas em comum

Os genes BRCA1 e BRCA2 estdo envolvidos no reparo de quebras
duplas no DNA por recombinacdo homologa, contribuindo para a integridade do
genoma e manutencdo da estabilidade cromossdmica. Ainda ndo se conhece
muito sobre a funcdo de BRCAZ2, mas sabe-se que mutacdes deletérias em ambos
os alelos podem ser uma das causas da anemia de Fanconi-like ou causar morte
durante o periodo embrionario. Ja para o gene BRCA1, a homozigose neste caso
€ sempre letal durante a embriogénese (D’Andrea, 2007).

Diante do envolvimento em processos celulares de suma importancia
para a expressao génica e a integridade gendmica, ndo é dificil compreender que
formas mutadas de BRCA1l e BRCA2 levam ao aparecimento de um cancer.
Quando estes genes se apresentam de forma nao funcional, a célula se torna
incapaz de reparar as quebras duplas nas fitas de DNA pela recombinacéo

homéloga (HR) e fica mais dependente de vias de reparo de DNA menos



eficientes, como a recombinacdo ndo homéloga e o anelamento de fita simples
(Turner, Tutt & Ashworth, 2004). A instabilidade cromossdmica originada pode
promover a carcinogénese devido a perda da funcdo destes genes, seja por
silenciamento epigenético, mutacdo germinativa/somética ou aumento da
transcricdo de genes que exercem uma regulacdo negativa em sua expressao
(Fasano & Muggia, 2009).

A penetrancia das mutacdes em BRCAl1 e BRCA2 ainda é um tema
controverso, pois ha uma variabilidade ente estudos realizados com diferentes
populacdes e também entre familias e familiares diferentes. No geral, o risco de
desenvolver um céancer de mama aos 70 anos € de aproximadamente 60 a 70%
para portadores de mutacdo BRCAl e 45 a 55% para BRCA2. O risco de
desenvolver um cancer de ovario aos 70 anos (incluindo carcinomas peritoneais e
de tubas de falopio) é de 40% para portadores de mutacées em BRCAL e 20%
para BRCA2 (Begg, 2008; Chen, 2007; Antoniou, 2003). A variabilidade desta
penetrancia ndo é muito bem compreendida até hoje, mas sabemos que fatores
reprodutivos, riscos especificos de determinadas mutagdes e outros modificadores
genéticos, como SNPs (polimorfismos de um Unico nucleotideo) co-herdados,
podem estar relacionados (Gayther, 1995 &1997; Antoniou, 2010).

A incidéncia de mutacdes em familias de alto risco varia muito entre
diferentes populagdes. Certas mutacdes podem ser especificas de uma familia ou
aparecer com alta frequiéncia em determinados grupos étnicos, o que € chamado

de efeito fundador (Kuska, 1997). As mutacOes fundadoras tém origem em



populacdes que permanecem geneticamente isoladas por ndo se misturarem
etnicamente, fazendo com que uma mutagcdo normalmente rara continue presente
e aumente sua frequéncia neste grupo. Véarias mutacdes fundadoras tém sido
descritas na literatura (Thorlacius, 1996; Sarantaus, 2000; Vega, 2001). Exemplos
classicos sdo as mutacoes 185delAG e 5382insC em BRCA1 e 6174delT em
BRCA2, que acometem de 2 a 2,5% dos judeus Ashkenazi, freqténcia 10 a 50
vezes maior do que na populacdo 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 sdo acometidos por muta¢des fundadoras: A1708E, no
BRCAL, e IVS2+1G/A, no BRCA2. Além das mutacbes deletérias, os genes
BRCA1 e BRCA2 podem apresentar polimorfismos que aumentam a
predisposicdo ao cancer por afetar a expressao génica, a traducdo de proteinas e
a estabilidade gendémica (Spurdle, 2000).

MutacOes nestes genes predispdem as portadoras ao aparecimento de
tumores malignos de mama e, com uma freqiéncia um pouco menor, ao cancer
de ovario e outros tumores associados (melanoma, leucemia, linfoma, trompas de
Falopio e carcinomatose peritoneal para BRCA1 e mama masculina, préstata,
pancreas, colorretal, estbmago, linfoma e melanoma para BRCAZ2), caracterizando
a HBOC (Ford, 1998; Johansson, 1999; Niell, 2004).

Tipicamente, o cancer de mama em portadores de mutacdes em

BRCAL1 é um carcinoma ductal invasivo de alto grau nuclear e histolégico, alta



proliferacdo e do tipo “triplo negativo” (negativo para a expressao de receptor de
estrogeno (ER), receptor de progesterona (PR) e Her2/neu (Her2)). O cancer de
mama ligado a BRCA2 possui quase sempre morfologia semelhante ao
esporadico, embora tenha um perfil de expressdo génica bastante distinto

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

1.2 IDENTIFICACAO DE PACIENTES COM PREDISPOSICAO AO CANCER
HEREDITARIO

A partir da clonagem dos genes BRCA1 e BRCA2, surgiu um grande
interesse na identificacdo de pacientes com predisposicdo para cancer hereditario
e que poderiam ser encaminhados para um servico de apoio, mas isto ndo € um
processo simples. Este se inicia na identificacdo dos individuos acometidos, sendo
necessarias varias sessfes pré e pos-teste genético para esclarecer as
possibilidades de prevencdo e tratamento para 0s portadores de mutagcdes
identificadas. O conhecimento do grau de risco € importante para as decisfes
quanto a realizacdo ou ndo do teste genético, indicagdo de condutas de
rastreamento clinico e uso de medidas de prevencao (Loescher, 1999).

A selecdo de individuos para o teste genético € uma das causas
importantes para diferencas nas taxas de mutacdes descritas para estes genes, 0o
que faz com que a porcentagem de muta¢gdes encontradas em BRCAL1 e BRCA2

ainda varie de um estudo para outro. Cabe aqui dizer que varias davidas



persistem em relacdo a epidemiologia, entre elas a de que em pacientes com
cancer de mama ndo se sabe qual a exata porcentagem de casos atribuiveis a
mutacdes dos genes BRCA1 e BRCAZ2.

A abordagem mais comumente usada nos trabalhos encontrados na
literatura para se encontrar individuos com alto risco de serem portadores de
mutacdes deletérias que predispdem ao cancer € a de analisar individuos
selecionados com base no nimero e no grau de parentesco de familiares com
cancer, idade de diagndstico de tumores de mama nos individuos e a existéncia
de outros tumores. Este tipo de trabalho, feito em servigcos de aconselhamento
genético, segue critérios de inclusdo especificos para selecionar individuos para
analise genética. Dados publicados em 2009 pela NCCN (National Comprehensive
Cancer Network) no “O Guia de Praticas Clinicas em Oncologia para Acesso a
Pacientes de Alto Risco Genético/Familiar: Mama e Ovario” preconizam que 0S
candidatos ao aconselhamento e teste genético devem ter historia pessoal de
cancer de mama (incluindo carcinoma ductal in situ), além de um ou mais casos
de:

. Cancer de mama diagnosticado antes dos 45 anos;

. Diagndstico de cancer de mama antes dos 50 anos, com pelo menos
um parente diagnosticado com cancer de mama antes dos 50 anos ou pelo
menos um parente préximo com cancer de ovario;

. Dois canceres de mama primarios, sendo pelo menos um destes

diagnosticado antes dos 50 anos;
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. Ao menos dois parentes proximos com cancer de mama/ovario;

. Parente proximo do sexo masculino com cancer de mama;

. Historia pessoal de cancer de ovario;

. Nenhum dado adicional de histérico familiar deve ser requisitado para

individuos de grupos étnicos associados a maiores taxas de mutagoes.

Existem varios guias disponiveis para determinar a probabilidade de
deteccdo de mutagBes germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2, mas a garantia
de que estes individuos serdo encontrados € variavel. Esta probabilidade pode ser
verificada por modelos matematicos que consideram o historico pessoal e familiar
de cancer, dentre eles BRCAPRO (Parmigiani, 1998; Berry,2002), Couch (Couch,
1997), Evans (Evans, 2004) e Frank (Frank, 2002).

Além da diferenca genética entre as varias populacdes estudadas,
muitas alteracbes podem ser perdidas devido a diversidade de técnicas
disponiveis para a pesquisa de mutacdes, que rastreiam regides ou alteracdes
génicas distintas (Peto, 1999; Unger, 2000). Atualmente, nenhuma garante a
identificacdo de todas as possiveis mutacbes em BRCA1 ou BRCA2 que
predispdem um individuo ao cancer e entre as mais usadas estdo o
sequenciamento direto, teste da proteina truncada (PTT), amplificacdo
dependente da ligagdo de multiplas sondas (MLPA) e cromatografia liquida de alto
desempenho desnaturante (DHPLC). O sequenciamento direto é ainda
considerado como padréo para tal rastreamento, com taxa de deteccdo de 85%,

apesar de ndo permitir a deteccdo de grandes rearranjos genémicos e ser uma
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técnica de alto custo e analise trabalhosa, j& que BRCA1 e BRCA2 sédo 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 alteracOes. Diversos estudos (Petrij-Bosch, 1997; Walsh, 2006; Meindl, 2008)
tém mostrado que uma parcela dos casos negativos para mutagcdes pontuais
nestes genes resulta da ocorréncia de grandes rearranjos gendmicos, sendo a
técnica de MLPA muito util para a identificacdo destes rearranjos. O gene BRCA1
pode apresentar grandes delecdes ou inser¢cbes em 7 a 40% dos casos, enquanto
que BRCA2 possui uma frequéncia menor, de 2 a 8% (Hogervorst, 2003;

Montagna, 2003; Casilli, 2006).

1.2.1 Rastreamento, prevencéo e tratamento

A identificacdo de individuos de alto risco se mostra essencial ao
observarmos que o rastreamento customizado e as estratégias de prevencao
reduzem as taxas de morbidade e mortalidade devido aos cénceres de mama e
ovario. Mulheres portadoras de mutacdes deletérias em BRCAL ou BRCA2 devem
ser monitoradas de perto para um diagnoéstico precoce de cancer de mama,
iniciando o rastreamento aos 25 anos. As recomendac¢des anuais da NCCN (2009)
incluem mamografia e ressonancia magnética anualmente, exame clinico da
mama duas vezes a0 ano e auto-exame mensal. Apesar de haver uma
preocupacdo quanto ao fato da mamografia induzir o aparecimento do cancer,

visto que BRCA1 e BRCAZ2 séo genes que atuam no reparo de quebras duplas do
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DNA que podem ser induzidas por radiacdo, ndo ha uma comprovacédo de que
haja este risco e, portanto, os beneficios da mamografia nesta populacdo devem
ser levados em consideracdo. O que se pode dizer é que, pelo menos em relacéo
ao BRCA1, a mamografia tem pouca sensibilidade para detectar o cancer de
mama e a ressonancia magnética tem se mostrado mais sensivel, detectando o
cancer mais precocemente (Leach, 2005; Kuhl, 2010; Rijnsburger, 2010). Quanto
ao cancer de ovario, ainda ndo ha um rastreamento efetivo, porém é recomendado
que as portadoras de mutacbes em BRCAl e BRCA2 fagam um ultrassom
transvaginal duas vezes ao ano e comecem a fazer o teste sanguineo de CA-125
aos 30 anos, também duas vezes ao ano, até 0 momento de uma cirurgia eventual
(Van der Velde, 2009).

Algumas estratégias de prevencdo estdo disponiveis para portadores
de mutacdo em BRCA1 e BRCA2. Em mulheres de alto risco, os moduladores
seletivos dos receptores de estrogeno tamoxifeno e raloxifeno mostraram reduzir o
risco de cancer de mama invasivo em até 50% (Vogel, 2006; Fisher, 2005). Os
contraceptivos orais tém mostrado diminuir o risco para o cancer de ovario, mas
alguns estudos sugerem um aumento do risco de cancer de mama, mostrando
que o uso destas pilulas deve ser personalizado de acordo com a situacao (Narod,
2002; Whittemore, 2004; Brohet, 2007).

Cirurgias profilaticas reduzem bastante os riscos de portadores de
mutacdes deletérias em BRCAL1 e BRCA2. A mastectomia bilateral pode reduzir o

risco de cancer de mama em até 90% (Hartmann, 2001; Meijers-Heijboer, 2001,



13

Kaas, 2010; Domchek, 2010). Em inUmeros estudos, a salpingo-ooforectomia tem
mostrado diminuir o risco para este tipo de cancer em até 50% e em até 85% para
o cancer de ovario. Quando consideramos a auséncia de estratégias efetivas de
prevencao para o cancer de ovario, esta profilaxia é fortemente recomendada para
todas as portadoras de mutagbes deletérias, em especial acima dos 40 anos ou
apos a idade fértil. Este tratamento leva a menopausa prematura e pode estar
associado a uma osteoporose prematura, eventos cardiovasculares, deméncia e
aumento da mortalidade se a terapia de reposicdo hormonal ndo é realizada
(Kramer, 2005; Kauff, 2008; Rebbeck, 2009; Eisen, 2005; Parker, 2009; Rocca,
2006; Madalinska, 2006).

O tratamento quimioterapico em portadores de mutagfes deletérias em
BRCAL e BRCA2 é semelhante a aplicada a pessoas com canceres esporadicos,
porém alguns estudos in vitro sugerem um aumento da sensibilidade aos
derivados de platina e uma diminuicdo 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 acumulos de quebras simples no DNA que levam ao aparecimento de
quebras duplas nas forquilhas de replicacdo, levando a um efeito sintético letal. O
representante desta classe, olaparib, tem sido muito estudado e suas respostas de
eficacia e tolerabilidade tém sido observadas somente em portadores de mutagcdes
em BRCA1 e BRCA2 com cancer de mama e ovario (Ashworth, 2008; Bryant,

2005; Fong, 2009; Audeh, 2010).



14

1.3 BRCA1, BRCA2 E O BRASIL

O Brasil € o maior e mais populoso pais da América Latina, porém
pouco se sabe sobre o perfil de mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2 nesta
populacdo. Isto se deve, em parte, a escassez de estudos realizados e a
diversidade da nossa populagéo. O alto grau de contribuicdo de diferentes grupos
étnicos em locais distintos pode fazer com que os padrbes descritos em outras
populacdes ndo sejam aplicaveis aqui (Salzano, 1997). Esta mistura de etnias e a
pouca idade de nossa populacdo também fazem com que a probabilidade de se
encontrar uma mutagdo fundadora especificamente brasileira seja pequena.
Diante da contribuicdo de diversos povos para a nossa formacdo, podemos
considerar que seja mais provavel o encontro de mutacbes fundadoras
caracteristicas de portugueses, espanhdis, italianos, entre outros.

Um dos principais motivos, se ndo o mais importante, para este
desconhecimento do perfil mutacional em BRCAl1 e BRCA2 € o fato do teste
genético ndo estar disponivel no Sistema Unico de Saude (SUS) e nio ser
acessivel & maior parte da populacdo. Trata-se de um exame caro e Sao 0S
poucos o0s centros habilitados para realizar, localizados em hospitais universitarios
que disponibilizam o teste genético sem cobrar os pacientes. Isto € realizado nos

laboratérios de pesquisa destes hospitais universitarios utilizando de verba

proveniente de projetos de pesquisa e colabora¢cdes com outras instituicdes.
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O perfil dos pacientes que procuram um servico de aconselhamento
genético também ndo € muito bem conhecido na populagéo brasileira. Em 2007,
Palmero e colaboradores realizaram um estudo multicéntrico sobre o perfil dos
pacientes que procuram um servico de aconselhamento genético, incluindo 264
individuos de 219 familias. Este grupo verificou que a populacdo em geral
conhece pouco sobre seus riscos genéticos e as medidas de prevencdo que
reduzem estes riscos. Além disso, os profissionais da area da saude ndo sdo bem
orientados para a identificacdo de um forte historico familiar e um possivel risco
genético. Assim, o grupo concluiu que uma porc¢ao significante de individuos com
alto risco para sindromes hereditarias de predisposicdo ao cancer podem nao ter
acesso aos servicos e beneficios do aconselhamento genético.

Em 1998, Koifman, Koifman e Vieira publicaram um artigo relatando
dados epidemioldgicos sobre a data de acometimento de pacientes com cancer de
mama ou ovario em familias brasileiras com varios casos de ambos os tumores
em diversas geracdes. Observaram 260 familias com 2 ou mais casos de cancer
de mama/ovario com uma idade média de acometimento de 52 anos e 64 com
mais de 4 casos com idade média de 48 anos. Houve forte correlacdo entre a
idade de acometimento, em especial nas familias com maior nimero de casos de
cancer, com uma tendéncia a diminuicdo de 8 a 10 anos da idade de
acometimento de uma geracdo para a outra. Quanto aos achados moleculares,
Lourenco e colaboradores publicaram em 2004 um estudo com 47 pacientes com

cancer de mama e/ou ovario com historia familiar sugestiva de HBOC. Este grupo
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verificou encontrou mutacdes germinativas em BRCAL1 em sete de 47 pacientes
selecionadas (14,9%) de acordo com a idade de acometimento (menor que 50
anos), histérico familiar, localizacdo do tumor, casos de cancer de mama em
homens e de ovério e descendéncia Ashkenazi. Em 2005, Dufloth e colaboradores
analisaram os exons 2, 3, 5, 11 e 20 de BRCAl1 e 10 e 11 de BRCA2 em 31
mulheres com historia pessoal de cancer de mama e historico familiar altamente
sugestivo de HBOC. Quatro pacientes apresentaram mutagédo, o que corresponde
a uma prevaléncia de 13%. Em 2007, Gomes e colaboradores publicaram um
estudo com 402 mulheres com cancer de mama, em que investigaram quanto a
presenca das mutacdes de BRCA1 185delAG e 5382insC e de BRCA2 6174delT,
além de variacdes presentes nos exons 11 de BRCAl e 10 e 11 de BRCA2. O
sequenciamento completo de ambos os genes foi feito em 12 pacientes. Apesar
de ser uma populacdo com cancer de mama nao selecionada, mutacdes foram
encontradas em 2,3% das pacientes e 5382insC corresponde a 56% das
alteracbes deletérias encontradas. Em 2009, Esteves e colaboradores
selecionaram 612 individuos de acordo com o historico familiar: 18 apresentaram
mutacdes deletérias em BRCAl e 3 apresentaram em BRCA2. Destas 21
mutacdes (3,4% dos selecionados), 13 sdo mutacbes fundadoras (5382insC e
ins6kb, no exon 13 de BRCA1l), totalizando 61,9% das mutacdes deletérias
detectadas.

Diante da caréncia de estudos nacionais dedicados ao estudo dos

genes BRCA1l e BRCA2, pretendemos neste projeto identificar alteracbes de
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ambos os genes em individuos de alto risco para a HBOC, recrutados no
Ambulatorio de Aconselhamento Genético do Servico de Oncologia do Instituto de
Radiologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Séo Paulo (InRad-HCFMUSP), utilizando as técnicas de sequenciamento direto e

MLPA.
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Objetivos
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS
Identificar mutacdes e/ou polimorfismos em pacientes com cancer de
mama/ovario e alto risco para cancer hereditario atendidos no Ambulatério de

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

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Tendo em vista que, de um total de 300 pacientes com céancer de
mama, 63 pacientes foram selecionados pelos critérios de Frank, Evans e
BRCAPRO como suspeitos de serem portadores de mutacdes deletérias nos
genes BRCAL e BRCA2, assim como duas pacientes com cancer de ovario e oito
individuos saudaveis com histérico altamente sugestivo para HBOC, pretendemos:
» Rastrear mutacdes e polimorfismos nos genes BRCAL e BRCAZ2 através da

técnica de sequenciamento direto nestes 73 pacientes.
* Rastrear grandes rearranjos gendmicos dos genes BRCAl1 e BRCA2
através da técnica de MLPA nos pacientes com diagndstico negativo no

sequenciamento direto para a presenca de mutagdes nestes genes.
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Casuistica e Métedas
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1 CASUISTICA

Nossa coorte foi de 300 pacientes com cancer de mama em
seguimento clinico ou em tratamento com hormonioterapia, independente da
presenca de doenca ativa, atendidos no Ambulatério 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 nao tinham indicacédo para
quimioterapia. Oferecemos uma consulta no grupo de cancer hereditario, onde os
pacientes foram informados sobre os objetivos da pesquisa, as potencialidades e
limitacbes do teste e tiveram suas duavidas esclarecidas. 170 pacientes
concordaram e foram incluidos no estudo apés assinarem um termo de
consentimento livre e esclarecido (anexo 1). Coletamos a historia familiar de
cancer 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
analise de 10.000 sequenciamentos consecutivos dos genes BRCA1 e BRCA2. O
risco é determinado em uma tabela que correlaciona mutacfes deletérias nestes
genes com dados de historia pessoal e familiar em individuos de ascendéncia
Ashkenazi e ndo Ashkenazi. O teste de Evans (anexo 3) foi proposto em 2004 a

partir da analise de dados de historico pessoal e familiar e de mutacdes deletérias
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obtidas por sequenciamento direto dos genes BRCA1 e BRCA2 em 422 familias
nao judias da Inglaterra. Foi validado também em um grupo com 192 e em outro
com 298 familias, além de incorporar em sua analise de risco a presenca de
cancer de ovério, prostata e pancreas. BRCAPRO é um modelo estatistico
associado a um software (Cancer Gene, versao 4.2) que utiliza uma abordagem
Mendeliana para presumir uma heranca autossémica dominante. A penetrancia e
a prevaléncia, dependentes da idade do probando, sdo assumidas a partir de uma
revisdo sistematica da literatura. Este modelo determina a probabilidade de um
individuo ser portador de mutacdo germinativa deletéria nos genes BRCAL e
BRCA2 a partir do historico pessoal de cancer de mama e/ou ovario do(a)
paciente, incluindo cancer de mama masculino e cancer de mama bilateral
sincronico ou metacronico.

No total, 63 pacientes (sendo 60 mulheres e trés homens)
apresentaram um risco minimo de 10% em pelo menos um dos trés testes
realizados e foram encaminhados para a avaliacdo genética. Dez individuos,
sendo duas pacientes com cancer de ovario e outros oito individuos sem céancer
foram também incluidos no estudo por apresentarem historico familiar de cancer
altamente sugestivo para a sindrome de cancer de mama/ovario hereditario. Para
o teste genético de cada paciente realizamos duas coletas de 10 mL de sangue
periférico utilizando &cido 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 estd vinculado ao projeto FAPESP n° 06/51709-06 e foi

aprovado pelo Comité de Etica do HCFMUSP (anexo 4).

3.2 METODOS

3.2.1 Separacdao de leucécitos do sangue periférico

Para a separacao dos leucécitos por lise de eritrécitos, adicionamos 30
mL da solucéo 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 (centrifuga Eppendorf, modelo 5804R) e
descartamos o0 sobrenadante, restando no tubo cerca de 5 mL (solugdo e
precipitado). Estes foram agitados por 10 segundos e sofreram uma nova adi¢éo
de TE, completando o volume para 30 mL. Agitamos por mais 1 minuto e
centrifugamos por 5 minutos a 1100 rpm (centrifuga Eppendorf, modelo 5804R).
Novamente, descartamos o0 sobrenadante e deixamos 5 mL no tubo,
correspondendo ao sobrenadante e ao precipitado de leucocitos. Estes foram
agitados por 10 segundos e divididos em 5 aliquotas, contendo 1 mL cada.
Centrifugamos por 1 minuto a 12000 rpm (centrifuga Eppendorf, modelo 5804R) e
descartamos o sobrenadante. Caso a extracdo de DNA ndo fosse realizada logo
apos a separacdo de leucécitos do sangue, as células eram armazenadas a -

70C.
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3.2.2 Extracdo de DNA de leucdcitos

Para a extracdo de DNA de leucécitos, utilizamos o Wizard Genomic
DNA Purification Kit (Promega), que se baseia na lise de membranas celulares.

Apoés descongelar o precipitado de leucdcitos, adicionamos 900 pyL da
solucao cell lysis buffer, homogeneizamos gentilmente por inversdo, deixamos em
repouso a temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugamos por 20 segundos
a 12000 rpm (centrifuga Eppendorf, modelo 5804R). Descartamos o
sobrenadante, restando cerca de 20 pL para agitarmos, desfazendo o precipitado.
300 pL de nuclei lysis buffer foram entdo adicionados e homogeneizados por
pipetagem e, caso houvesse grumos, deixdvamos por 1 hora a 37°C. Em seguida,
adicionamos 1,5 pL de RNase para digerir o RNA em solu¢cédo, homogeneizamos
por inversdo e deixamos por 15 minutos a 37°% ApOs esfriar a temperatura
ambiente, precipitamos as proteinas com o0 uso de uma solucdo salina,
adicionando 100 pL de protein precipitation solution, agitamos fortemente e
centrifugamos por 3 minutos a 12000 rpm (centrifuga Eppendorf, modelo 5804R).
O sobrenadante foi passado para outro tubo contendo 300 pL de isopropanol:
homogeneizamos por inversdo haver precipitagdo do DNA gendmico e
centrifugamos por 1 minuto a 12000 rpm (centrifuga Eppendorf, modelo 5804R).
Apés descartar o sobrenadante, adicionamos 700 pL de etanol 70% para eliminar
0s sais em solugdo, agitamos e centrifugamos sob as mesmas condi¢bes

anteriores, descartamos 0 sobrenadante e deixamos o0s tubos em repouso a
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temperatura ambiente por 15 minutos para evaporar todo o etanol. Adicionamos
100 pL de rehidratation solution ao precipitado de DNA e deixamos em repouso na
bancada por 16 horas. As amostras de DNA em solucdo foram entdo

armazenadas a -20<T.

3.2.3 Determinagéo da concentragédo do DNA

Apés a extracdo, determinamos a concentragdo dos DNAs no
equipamento Nanodrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc).
Para tal é necessario 1 yL de amostra, utilizando solu¢cdo de TE como branco (a
mesma solucdo em que o DNA esta diluido) e um comprimento de onda de 260
nm. O mesmo processo nos permite avaliar a pureza da amostra em relacdo a
proteinas (a relacdo 260/280 nm deve estar em torno de 1,8) e reagentes
utilizados no processo de extracdo do DNA (a relacdo 260/230 nm deve estar

entre 1,8 e 2,2).

3.2.4 Reacao 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
deoxinucleotideos (ANTPs) a 0,16 mM, oligonucleotideos iniciadores senso e anti-
senso a 0,4 uM cada, enzima AmpliTag Gold (Applied Biosystems) a 0,4 U/uL,
tampédo para AmpliTag Gold 1X, cloreto de magnésio para AmpliTaq Gold (MgCl,.

concentracdo variando de 1,5 mM a 3 mM, de acordo com o fragmento
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amplificado) e DNA a 50 ng. O volume final de 15 pL € completado com agua livre
de RNAses e DNAses. A reacdo é submetida a: 95°C por 10 minutos (ativacdo da
enzima); 40 ciclos: 94°C por 50 segundos (desnaturacéo das fitas), 56 a 66°C por
50 segundos (anelamento dos oligonucleotideos iniciadores — a temperatura exata
depende do exon a ser amplificado), 72°C por 50 segundos (extenséo da fita pela
acdo da enzima); 72°C por 7 minutos (extensdo final); 4°C por tempo
indeterminado (fim da reagdo). Uma aliquota do produto (4 pL) é avaliada
qualitativamente por eletroforese em gel de agarose diluida a 1,5% em Tris-
Borato-EDTA 1X (TBE) e corado com brometo de etidio, que se intercala ao DNA
e pode ser observado sob luz ultravioleta: espera-se que forme uma banda Unica e
sem rastros para que seja utilizado no sequenciamento direto.

Os pares de oligonucleotideos iniciadores dos fragmentos dos genes
BRCA1 e BRCAZ2 estao localizados a uma distancia de 50 a 100 pares de bases
de cada exon. Isto permite que toda a area de interesse seja rastreada, inclusive
regibes intrbnicas proximas aos exons, onde eventuais alteracfes podem ser
importantes por estarem localizadas em sitios de splicing alternativo. As
sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores para BRCA1l foram retiradas do
trabalho de Kiechle e colaboradores (1999) e Friedman e colaboradores (1994), e
as sequéncias referentes ao gene BRCA2, sdo de Oefner e colaboradores, em
1999 (tabelas 01 e 02, respectivamente). Contudo, o sequenciamento do exon 20
do gene BRCAL apresentou um resultado insatisfatorio e precisamos determinar

um novo par de oligonucleotideos. Isto foi feito utilizando a sequéncia referéncia
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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 auxilio do programa
Primer3 Input, disponivel online no endere¢o http://www.cgi.frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3. Este novo par de oligonucleotideos consta na tabela 01.



Tabela 01 Oligonucledtideos inidadores para 0z exons do gene BRCAT

Exon Oligonuclectideos Fovard (Fie Reverso (R)  Tempersturade Tamanho
anslaments (70
2 F: 5 GoAGTTGTCATTTTATAAMCC TTT S o6 250
R:5 TGTCTTTTCTTCCCTAGTATS 2
3 F: 5 TCCTGACACAGCAGACATTTAZ a6 340
B: 5 TTGGATTTTTCGTTCTCAC TTAZ
5 F: 8 GCTTGTAATTCACCTECCAT S 56 270
R: & TTCCTACTSTGGTGECTICE 2
5} F: 58 AGGTTTTCTACTG TTGCTECATS EE 303
F: & A AFETCTTATCACCACETCA S
T F: 5 GGGETTTCTCTTGGTTITCTTTG 3 EE 329
R: 5 GoAGGACTGCTTC TAGCO TS D
2 F: 8 AmGLACAGAACTGGOCAMT AN F EE 274
F: &' CACTTCCCAAAGC TGCCTAC 2
9 F: 5 ToCCACAG TAGATGCTC AGT 3 Gd 292
R: 5 CACATACATCC CTGAMCC Tass
0 F: 8 TTGGETCAGCTTTC TG TAATCG 3 G2 348
R: 5 CCATACCACGACATTTSACA 2
148, F: 5 TAGCCAGTTGGTTGATTTCE 3 Ed 304
R:5 CCCATCTGTTATGTTSGCTE 3
118 F: 5 CCATGTERGCACAAATACTC A B4 399
R: 5 TGATTCAGACTCCC CATCAT
14C F: 8 Goasal TGO CATEE TCAGAGA Ed 437
R: 5 ATTTATTTG TGAGGGGACGE 3
14D F: 5 TCCCCAACTTAMGE CATGTA Y Ed 437
F: & AGAAGACTTCCTCCTCAGCE 2
11E F: 5" TTCAAMACGAMAGLTEAMNCC 3 G54 444
R: 5 TTGoAAGGETAGGATTGALA
11F F: 8 GGTAMAGAALCTGHCAACT GG 2 Ed 415
F: 5 TCAMATGECTECACACTEAC TS
116G F: 5 Gousad GG TTTTGCAMAL TGA S Gd 331
R:5 TTCTCTTTC TGCATTTCCTS 3
11H F: 5 TTTCGTTGCCTCTGHAAC TEA S G4 376
R: 5 AACCACAGTCGGRAMACA T
111 F: & CTCAGGTTGLAMMACE COTAS Ed 07
R: & ATCAC TGCAGGCTTTCC TGT 2
114 F: 5 ACTAATEAAG TG GECTCCAG B4 445
R: 5 CCAMATGTE TATGGG THAM 3
11k F: 5 GATGTTCCTGAGATGCCTTTG 3 G54 401
R: 5 TGATGACCTGTTAGATEATGGTE 2
11L F: 8 ACCGTTGE TAC CGAGTETCT 2 Ed 438
F: 5 GTECTCCCCARMAAGCATARN S
1z F: 5 GTC TGO CAAT GG AN AR AT 5 Gd 267
R: 5 TGTCAGCASACCTAMSAATGT 3
13 F: 5 AATGEEAMAGE TTCTCAMAGTA S GE 322
R: 5 ATGTTSGAGCTAGGTCCTTAL 2
14 F: 8 TeTGTATCATAGATTGATSC TTTTE 2 =] 3E0
R: 5 GCAATAMSAGTETATAMATECOTGT 3
15 F: 5 TTGCCAGTCATTTC TEATCT 2 B0 454
F: 5 AAACCTTSATTAACACTTSAGE 2
16 F: 8 AATTCTTAACAGAGACCAGAAL EO 4532
R: 5 fosss TCTTTCCASAATGTTGT 2
17 F: 8 GTGTAGAACGTEOAGGATTS 2 56 2EB5
F: 5 TCGHECCTCATGTEGTTTTAS
15 F: 5 GGCTCTTTAGCTTC TTAGGALC 2 B2 354
R: 5 GAaGACCCATTTTCC CAGCATE 3
19 F: & CTETCATTCTTCCTGTGCOTL & B2 250
F: & CATTSTTAAG GAMAGTEGTEE =
el F:5 TRACGTGTCTGCTCCAC TTC 3 G2 322
R 5 GGTTEG GATGGAME AGTGAN S
21 F: 8 CAGGTEETRAACA GG AN T G2 300
R 5 ACATTTCAGCALTE TEAG G
jer] F: 8 CATCCGGAGAGTTAGGGTA D 58 240
F: & CATCCATAGE GAZ TGACAGG T
Z3 F: 5 CCCTSTCTC AR CAmAs A B0 235
R: 5 CAfsCACCAGGTAATGAGTS 3
24 F: 8 TEeAGTCGATTGATTAGAGE 3 58 3
B 5 A6 CCASGACAG TAGANGAMN 3

F= gerso gorwanh ¢ o= antlenso (reveres
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3.2.5 Sequenciamento direto

A reacdo baseia-se na tecnologia dos terminadores com energia de
transferéncia (Energy-Transfer Terminator). Isto é possivel porque junto ao mix
para sequenciamento direto, contendo reagentes necessarios para que a reagao
ocorra, existem os dideoxinucleotideos (com uma hidroxila a menos no carbono 3
e que, ao serem incorporados, impedem que a cadeia de DNA continue sua
polimerizacdo) marcados com fluorocromos diferentes para cada um dos quatro
tipos. O principio da reacdo é o mesmo de uma PCR, porém a diferenca marcante
consiste na:

. Adicdo de dideoxinucleotideos marcados, que sao aleatoriamente
incorporados durante a polimerizacdo do DNA, formando cadeias de DNA
de todos os tamanhos possiveis;

. Realizacdo de duas reacbes para cada fragmento, cada uma com
somente um dos oligonucleotideos iniciadores de um par (somente 0 senso
ou somente o0 antisenso).

Para que a leitura do sequienciamento seja realizada, o produto desta
reacdo € submetido a uma eletroforese capilar, onde os fluorocromos sao
excitados por um laser e emitem energia (0 comprimento de onda é especifico
para cada dideoxinucleotideo), captada pelo equipamento. Este libera o resultado
na forma de um eletroferograma, onde os picos de fluorescéncia tém cores

especificas para cada nucleotideo correspondente. A figura 03 mostra a
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incorporacdo dos deoxinucleotideos e dideoxinucleotideos durante a

polimerizacdo do DNA.

R
primer . . . .
ThermoSequenasell DNAtemplate
DNApolimerase O . o .
dNTPs ddNTPs
marcados

Umasoreacao comos ddNTPs marcados

— @00000eC000e00000 00

— @00000C00000000e0e

— 0000000000000 00e0e0

Figura 03: Esquema mostrando a incorporacao aleatér  ia dos dideoxinucleotideos (ddNTPSs).
Esta incorporagdo possibilita 0 aparecimento de cadeias de todos os tamanhos possiveis e a

informagdo da sequéncia genética.

Como ja foi citado, cada fragmento amplificado por PCR passa por duas
reacbfes de sequenciamento direto, permitindo a analise de toda a area de
interesse e a confirmacao do resultado através da comparacédo das duas fitas, que
devem ser complementares por toda a extensdo do fragmento em questéo.

O preparo do sequenciamento direto consiste em 1 pmol/yuL de um dos

oligonucleotideos iniciadores, 20 a 60 ng de DNA (produto de PCR) e 0 pré-mix
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contendo os demais reagentes da reacao (kit Dynamic ET Dye, cédigo US81095,
GE Biosystems). O volume final de 10 pL foi completado com &gua livre de
RNases e DNAses. A reacdo foi submetida a 25 ciclos de variagcdo de
temperatura, permanecendo por 20 segundos a 95°C, 15 segundos a 50°C, 1
minuto a 60°C e 4T por tempo indeterminado. A prox ima etapa foi a precipitacdo
do DNA resultante: adicionamos 20 pL de isopropanol a 80%, agitamos e
centrifugamos as amostras por 35 minutos a 3700 rpm (temperatura ambiente,
aceleracdo=6 e breque=0; centrifuga Eppendorf, modelo 5804R).
Cuidadosamente, descartamos o0 sobrenadante por inversdo e centrifugamos a
placa invertida sobre papel absorvente por 1 minuto a 600 rpm (centrifuga
Eppendorf, modelo 5804R). Em seguida, adicionamos 200 pL de etanol 70 a cada
amostra, agitamos e centrifugamos por 10 minutos a 3700 rpm (temperatura
ambiente, aceleracdo=6 e breque=0; centrifuga Eppendorf, modelo 5804R).
Repetimos a etapa de descarte cauteloso do sobrenadante e centrifugacéo por 1
minuto a 600 rpm (centrifuga Eppendorf, modelo 5804R) e as amostras ficam a
temperatura ambiente por 10 a 15 minutos para evaporagdo total do etanol. Por
fim, adicionamos 10 pL de solucdo loading buffer a cada amostra e deixamos a
4T por 16 horas.

As reacdes de sequenciamento foram feitas em placas de 96 pocos,
uma vez que a separacao 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 polimero LPA e uma
placa contendo tampéao de corrida.

Para verificarmos a qualidade das sequéncias obtidas apds a
eletroforese capilar, utilizamos o software Chromas versdo 2.33 (Technelysium
Pty. Ltd.). Inicialmente, a caracterizacdo de alteracdes nas sequéncias obtidas foi
realizada sem a ajuda de softwares, imprimindo os resultados e verificando a olho
nu. No momento estamos utilizando o programa Mutation Surveyor versao 3.20
(SoftGenetics LLC) para confirmar a presenca de mutacdes, ja que este facilita a
visualizacdo e diminui o tempo gasto com esta etapa. Para caracterizar mutacdes
que ainda ndo foram descritas na literatura, utilizamos o software Gene Runner

versao 3.05 (Hastings Software Inc.).

3.2.6 Amplificacdo Dependente da Ligacdo de Mdltipl  as Sondas (MLPA)

A reacao de MLPA consiste na utilizacdo de sondas compostas de dois
oligonucleotideos (A e B) localizados muito proximos e complementares a uma
sequéncia alvo no gene. Além desta regido de hibridizacdo, as sondas possuem
regides complementares a um par de oligonucleotideos iniciadores marcados com
o fluoroforo FAM (estes oligonucleotideos marcados sdo os mesmos para todas as
sondas de todos os kits oferecidos pela MRC Holland, podendo variar o fluoréforo)
e uma sequéncia stuffer, que é diferente para cada sonda e diferencia os
fragmentos amplificados por tamanho. Quando o as sequéncias alvo estdo

presentes na amostra, os oligonucleotideos A e B se hibridizam para
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posteriormente serem conectados pela enzima Ligase-65. Somente as sondas ja
ligadas sdo amplificadas por PCR, cada uma gerando um produto de tamanho
anico (130 a 490 bp). Diferengas nos valores relativos referentes a amplificacédo
sdo expressas em tamanhos ou areas diferentes entre amostras de pacientes e de
controles negativos (pessoas saudaveis). Segundo o protocolo da MRC-Holland,
cada placa de MLPA deve conter no minimo trés DNAs controle. A partir de 21
amostras, deve-se adicionar um controle para cada sete amostras de DNA.
Nossos controles sdo amostras de sangue andnimas doadas pelo banco de
sangue do Instituto do Céncer de Séao Paulo (ICESP).

Além dos controles externos, cada kit contém seus controles internos
(sondas que hibridizam a regibes cromossOmicas diferentes) e controles de
quantidade e desnaturacdo do DNA: Q-fragments e D-fragments, respectivamente.
Os Q-fragments estdo presentes em todos os kits de MLPA e sdo quatro
fragmentos (64, 70, 76 e 82 nt) que ndo dependem da ligacdo de sondas: quando
seus picos estdo 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
reacdo. D-fragments, presentes na maioria dos kits, sdo trés sondas dependentes
de ligacdo (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 Kkit,
indicando que o DNA foi devidamente desnaturado e houve ligacédo das sondas.

A figura 04 esquematiza as etapas da reacao.
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1. Denaturation and Hybridisation

PCR primer sequence Y PCR primer sequence X

Hybridisation sequence

5 5
3 Target A 5 3 Torget B 5
2. Ligation
5 5 "
3 Target A 5 t Target B 5

3. PCR: All probe ligation products are amplified by
PCR using only one primer pair

3

o
*
<

4. Fragment analysis

Figura 04: Etapas referentes a reagdo de MLPA ( MRC-HOLLAND, 2010).

Para BRCAL, os kits utilizados foram:

SALSA MLPA kit PO02B1 (tabela 4);

SALSA MLPA kit PO0O2C1 (versédo atualizada do kit PO02B1; tabela 5);

SALSA MLPA kit P087 (utilizados somente se acharmos alteracdo com
o kit PO02B, para confirmar o resultado; tabela 6).

Para BRCAZ2, utilizamos:

SALSA MLPA kit PO90A2 (tabela 7);
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SALSA MLPA kit PO77 (utilizado se acharmos alteracdo com o uso de

P090, para confirmar o resultado; tabela 8).

Tabela 03: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciado res para a reagao de MLPA.

Salsa PCR forward primer (marcado com FAM)

5 GGGTTCCCTAAGGGTTGGA 3

Salsa PCR reverse primer (ndo marcado)

5 GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA 3’




Tabela 04 — Sondas referentes a SALSA MLPA kit P002B1.

Chromosomal position

Length (nt) SALSA MLPA probe Control P

B4-70-75-B2% DQ-control fragments

B8-92-95%* DD-control fragments
127 Control probe 0797-L0093 Sgal
136 Control probe 0662-L0158 Sp2l
148 BRCA1l probe 0763-L0268 axon 1A
157 BRCA1 probe 0764-L0269 axon 1B
166 BRCA1 probe 0765-L0270 exon 2
175 BRCA1l probe 0826-L0341 exon 3
184 BRCA1 probe 0767-L0272 exon 3
158 Caontrol probe 2546-13265 7q
208 BRCAL probe 0827-L0342 exon &
217 BRCA1 probe 0769-L0274 exon 7
226 BRCA1 probe 1004-L0569 exon &
235 BRCA1l probe 1005-L0581 exon 9
244 BRCA1 probe 0772-L0277 axon 10
256 Contrel probe 0513-1L0038 2gl4
268 BRCA1 probe 0830-L0345 axon 11
277 BRCA1 probe 0774-L0O279 axon 11
286 BRCA1 probe 0775-L0280 axon 12
295 BRCA1 probe 2603-L2074 axon 13
304 BRCA1 probe 0833-L0349 axon 14
316 Caontrol probe 0495-L0303 12pi2
328 BRCA1 probe 0778-L0347 axon 15
337 BRCA1 probe 0779-L0O003 axon 16
346 BRCA1 probe 0780-L0283 axon 17
355 BRCA1 probe 0781-L0284 exon 18
364 BRCA1 probe 0782-L0O285 axon 19
376 Caontrol probe 0655-L0304 4q26
388 BRCA1 probe 0783-L0356 axon 20
397 BRCA1l probe 0784-L0287 exon 21
46 BRCA1 probe 0785-L0288 axon 22
415 BRCA1 probe 0786-L0O289 axon 23

4445k BRCA1 probe 2831-12260 exon 24

436 Control probe 0596-L0083 11pi3
445 Caontrol probe 0678-L0124 12pi3
454 Contrel probe 0673-L0117 3pal
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Tabela 05 — Sondas referentes a SALSA MLPA kit P002C1.

Chromosomal position
Length (nt) SALSA MLPA probe e BRCA1
64-70-76-82 | Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-02-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X-fragment: Specific for the X chromosome
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome
127 Reference probe 00797-L00093 5q31
136 * Reference probe 06452-L05978 6p22
1438 BRCA1 probe 00763-L00268 exon 1A
157 BRCA1 probe 00764-L00269 exon 1B
166 BRCA1 probe 00765-L00270 exon 2
175 BRCA1 probe 00826-L00341 exon 3
184 BRCA1 probe 00767-L00272 exon 5
198 Reference probe 02946-L03265 7931
208 BRCA1 probe 00827-L00342 exon 6
216 BRCA1 probe 00769-L00274 exon 7
226 BRCA1 probe 01004-L00569 exon 8
236 BRCA1 probe 01005-L00581 exon 9
244 BRCA1 probe 00772-L00277 exon 10
256 Reference probe 00518-L00098 2q13
266 BRCA1 probe 00830-L00345 exon 11
277 BRCA1 probe 00774-L00279 exon 11
285 BRCA1 probe 00775-L00280 exon 12
205 £ BRCA1 probe 02603-L02074 exon 13
305 BRCA1 probe 00833-L00349 exon 14
316 Reference probe 00495-L00303 12pl2
328 BRCA1 probe 00778-L00347 exon 15
337 BRCA1 probe 00779-L00003 exon 16
346 BRCA1 probe 00780-L00233 exon 17
355 + BRCA1 probe 00781-L00254 exon 18
364 BRCA1 probe 00782-L00285 exon 19
374 Reference probe 00655-L00304 4q26
389 BRCA1 probe 00783-L00356 exon 20
300 ¥ BRCA1 probe 00784-L12004 exon 21
407 BRCA1 probe 00785-L00288 exon 22
415 BRCA1 probe 00786-L00289 exon 23
427 ¥ BRCA1 probe 02831-L13862 exon 24
436 Reference probe 00596-L0O00S3 11p13
445 ° Reference probe 04074-L03710 17g11
454 Reference probe 00673-L00117 3p21
463 *x BRCA1 probe 11283-L12001 exon 13




Tabela 06 — Sondas referentes a SALSA MLPA kit P087.

Length (nt) SALSA MLPA probe Chromosomal position
64-70-76-82% | DQ-control fragments
§8-92-96~* DD-control fragments

130 Control probe 2269-11761 01p36
13% Control probe 2283-L1774 13q12 (BRCAZ, exon 1)
148 BRCA1 probe 2807-L1268 Exon 1
157 BRCA1 probe 2808-1L2168 Exon 1
166 BRCA1 probe 2810-1L2239 Exon 2
175 BRCA1 probe 2811-L2240 Exon 3
184 BRCA1 probe 3398-12254 Exon 18
193 Control probe 3217-12642 10q25
199 BRCAL probe 3823-L3286 Exon 22
208 BRCA1 probe 2813-12242 Exon &
217 BRCAL probe 2814-12243 Exon 7
226 BRCA1 probe 2815-12244 Exon 8
235 BRCAL probe 2816-L2245 Exon 9
244 BRCA1 probe 3411-L2074 Exon 13
256 Control probe 2279-L1770 13q12 (BRCAZ. exon 11)
265 BRCA1 probe 3772-13269 Exon 14
277 BRCAL probe 2818-L2247 Exon 11
286 BRCA1 probe 28159-12248 Exon 12
295 BRCAL probe 3890-L3337 Exon 13
310 Control probe 1609-11191 13ql2 (BRCAZ, exon 14)
319 Control probe 0495-1L3128 12pl2
328 BRCA1 probe 2821-1L2250 Exion 15
337 BRCA1 probe 2822-12251 Exon 16
346 BRCA1 probe 3395-12241 Exon 5
355 BRCA1 probe 3822-13285 Exon 10
364 BRCA1 probe 2826-1L2255 Exion 19
373 Control probe 2667-L2134 11923 (ATHM, exon 25)
380 Control probe 0655-L3268 4926
388 BRCA1 probe 2827-1L2256 Exon 20
397 BRCAL probe 2828-12257 Exon 21
406 BRCA1 probe 3397-12253 Exon 17
415 BRCAL probe 2830-L2259 Exon 23
424 BRCA1 probe 2831-L2260 Exon 24
436 BRCAL probe 2100-L1269 Exon 1
445 Control probe 2445-11409 16pl3
454 Control probe 2355-L1415 ag34
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Tabela 07 — Sondas referentes a SALSA MLPA kit P0O90A2.

Length Chromosomal
(nt) SALSA MLPA probe position BRCA2 exon
64-70-76-82* | DO-control fragments
88-92-96* | DD-control fragments
130 Controf probe 0797-LKMET Sg3l
137 BRCAZ2 probe 2383-L01774 exon 1
148 BRCAZ probe 2285-L01776 exon 1
154%% BRCA2 probe 9297-LOG066 exon 14
161 FRY probe 2143-L09585 20 Kb before BRCAZ
166 BRCAZ probe 2486-L01985 exon 2
170=* BRCA2 probe 8598-L09587 exon 3
177 BRCA2 probe 1599-L10642 exon 3
184 Control probe 1217-L 00694 47
191=* BRCAZ2 probe 9812-L10643 exon 23
197 BRCA2 probe 1600-LIM6T1 exon 4
202=* BRCA?2 probe 8265-L08128 exon 7
211 Corttrol probe [ 344-LN55S Ll
220 BRCAZ probe 1602-L00 184 exon §
229 BRCA?2 probe 1603-L01 185 EX0n 9
238 Controf probe 151 7-Lik0g7 2q
247 BRCAZ2 probe 1604-L01 186 exon 10
256 BRCA2 probe 2279-L0 770 exon 11 start
2655 % Comtrad probe 2318-L018(19 190
274 BRCAZ2 probe 1606-L01188 exon 11 end
283 BRCA2 probe 1607-L01 189 exon 12
292 Controd probe DI90-LiKISE7 11g
301 BRCAZ probe 2280-L01771 exon 13
I0=* BRCAZ probe 9809-L10257 exon 5
319+ BRCA2 prbhe 9296-L1 1090 exon 27
328 BRCAZ probe 1610-L01 192 exon 15
337 BRCAZ probe 1611-L01193 exon 16
346 BRCA2 probe 4585-L03983 exon 6
355 BRCA2 probe 2281-L01772 exon 17
364 BRCAZ2 probe 1613-L01195 exon 18
373"+ Control probe 2667-L049584 1ig
382 BRCAZ probe 1614-L01 196 exon 19
391=* BRCAZ2 probe 8266-L08129 exon 20
400*=* Covnbrod probe B80] -Like39 P
4irg BRCAZ probe 2069-L01570 exon 21
418 BRCA2 probe 1617-L01199 exon 22
427 Controf probe 1108-L0672 v
436%* BRCA2 probe 8267-L0S130 exon 24
4450 % BRCAZ probe 8268-L08131 exon 25
454 CGO1B probe 2144-Lil1619 9 Kb after BRCA2
463 BRCA2 probe 4536-L03984 exon 26
472n% BRCA2 probe 9293-L0¥K584 exon 27
481 Comtrod probe 1060-L 625 17

40



Tabela 08 — Sondas referentes a SALSA MLPA kit P077

Length Chromosomal position
{nt) SALSA MLPA probe | refarance BRCAZ
£4-70-75-52 -fragments: DNA quantity: only visible with kess than 100 ng sample DNA
§5-92-96 D-fragments: Low signzl of 88 or 98 nt fragment indicates incomoletz denaturation
100 ¥-fragment: Spectic for the X chromosome
105 y-fragment: Specific fior the ¥ chromosome
124 Reference proos 04235-L0B7710 Bp22
130 BRCAZ probe 12269-L13252 Exon 11
136 Referance proos 09938-L10397 Bgl3
143 BRCA2 probe 02072-L01137 Ewon 1
154 BRCA2 miobe 12250-113233 Ewon &
160 BRCAZ2 miobe 12281113384 Exon 11
166 BRCAZ2 probe 12282-114535 Exon 27
172 Reference proos 4114-103474 Sg34
178 BRCAZ probe 1225413257 Exon 4
134 BRCAZ probe 1778C0-1 13368 Exon 26
190 BRCA2 probe 09E11-L1025% Exon 23
196 BRCAZ2 probe 12286-L1325% Exon 11
202 BRCAZ2 probe 12267-L13250 Ewon &
208 Reference proos 03225114390 5g35
214 BRCAZ2 probe 13755-113752 Exon 12
22 BRCAZ2 probe 12300-L13753 Exon 16
22 BRCAZ2 probe 12301-L14436 Ewon B
232 BRCAZ probe 12302-L133%C Exon 1%
233 BRCAZ probe 12303-L132%6 Exon 17
2 BRCAZ probe 12304-L13257 Ewon 4
250 Reference proos 02658-L02125 1123
256 BRCAZ probe 12305-L14344 Exon 3
265 BRCAZ2 probe 12306-L13259% Ewon 7
274 BRCAZ probe 12207-L13300 Exon 18
243 BRCAZ2 probe 12306-L13301 Exon 25
292 BRCAZ probe DBE342-LOBZ7S Upstream sxon 1
301 BRCAZ probe 12309-L13302 Exon 21
310 BRCAZ2 probe 12310-L13303 Exon 27
319 Referance proos 10677-L11259 bpl2 Exon 29
23 BRCAZ2 probe 12312-113305 Exon 13
337 BRCAZ2 probe 12313-L13306 Ewon &
346 BRCAZ2 probe 12314-113307 Exon 13
355 BRCAZ2 probe 12315-L13308 Exon 10
364 BRCAZ2 probe 12316-L1330% Exon 16
373 Reference probe 11001111672 4q22
332 BRCAZ2 probe 12318-L13311 Exon 21
351 BRCAZ2 probe 12315-113312 Ewon &
400 BRCAZ2 probe 12320-L13313 Exon 12
404 BRCAZ2 probe 12321-113314 Exon 20
413 BRCAZ2 probe 12322-L13318 Exon 15
27 BRCAZ2 probe 12323-L13316 Ewon 2
437 BRCAZ2 probe 01618-L14536 Exon 24
345 Reference prooe 09612-L09907 20pl2
454 BRCAZ probe 12324-L13317 Exon 14
463 BRCAZ2 probe 12325-L13315 Exon 18
472 BRCAZ oiobe 13326-11331% Ewon &
431 Reference probe 09772110187 15q21
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3.2.6.1 Hibridizacao

Em tubos de 0,2 pL, diluir 20 a 500 ng de DNA genémico em 5uL de TE
(pH 8.2 e 1 mM de EDTA). E importante que todas as amostras estejam na
mesma concentracao para que o resultado final ndo seja duvidoso.

Desnaturar as amostras no termociclador a 98°C por 5 minutos e
resfrid-las a 25°C antes de abrir o termociclador. Adicionar a cada tubo 1,5 pL de
Salsa probemix (que contém as sondas A e B), 1,5 uL de MLPA buffer e misturar
com cuidado. Aquecer por 95°C por 1 minuto, seguido de um hold a 60°C por 16

horas (podendo variar de 12 a 24 horas).

3.2.6.2 Reacéo de ligagao

Reduzir a temperatura para 54°C antes de abrir o termociclador.
Adicionar a cada amostra 32 uL da enzima Ligase-65 mix (3 pL de ligase buffer A,
3 UL de ligase buffer B, 1 uL de Ligase-65, 25 pL de H,O) e misturar bem. Incubar
a 54°C por 15 minutos e a 98°C por 5 minutos. Resfriar as amostras a 15°C. Nesta
etapa, ocorre a ligacdo das sondas A e B hibridizadas ao DNA correspondente de
cada regido para entao permitir a amplificacéo 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 reacdo deve ser preparada em novos tubos de 0,2 pL: Adicionar a
cada um 4 pL de Salsa PCR buffer, 26 pL de H,O e 10 pL da reacgéo de ligacéo.
Enquanto os tubos estdao a 60°C no termociclador, adicionar 10 pL de Polymerase
mix (2 pL de Salsa PCR primers, 2 pL de Salsa enzyme dilution buffer, 0,5 pL de
Salsa polymerase, 5,5 pL de H,O; misturar bem) e iniciar a reacéo:
35 ciclos » 95°C por 30 segundos
60°C por 30 segundos
72°C por 1 minuto;
72°C por 20 minutos;

Hold a 15°C.

3.2.6.4 Separacédo dos produtos por eletroforese cap ilar

Apobs a reacdo de PCR, deixar os tubos por 1 hora em local escuro para
diminuir a quantidade de shoulder peaks na eletroforese capilar pela adicdo de
nucleotideos adeninas no final das cadeias amplificadas. Em seguida, para cada
amostra deve-se misturar 1 pL da PCR com 0,25 pL de padrdo de genotipagem
ET-550R (GE Biosystems) e 7 yuL de detergente Tween 20 (GE Biosystems) a
0,1% na placa de injecdo. Cada placa contendo as reacdes de MLPA deve estar
acompanhada de 6 tubos de polimero LPA e 2 placas com tampéao para lavagem

dos capilares do MegaBACE-1000.
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As amostras devem ser desnaturadas a 80°C 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, compativel 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 analise (estes dados foram fornecidos
pela MRC Holland). Este foi combinado a reacdo 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 reac0Oes e fornece o resultado final. Este programa também é capaz de
informar quais possiveis erros podem estar ocorrendo nas reacdes. Muitas vezes
0 programa impede que a analise continue ou somente informa o usuario de um

possivel interferente que gera um resultado duvidoso.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Selecionamos 73 pacientes atendidos no ambulatério de oncologia do
InRad-HCFMUSP por terem risco de serem portadores de mutacdes 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 cancer na familia é de 4 (0-13).

A tabela 09 mostra os valores obtidos nos testes de Frank, Evans e
BRCAPRO. O valor minimo muito baixo obtido com Frank se deve ao fato deste
teste ndo pontuar a presenca de cancer de mama em homens. Quanto a
BRCAPRO, o valor maximo foi obtido por dois casos: um em que a familia da
paciente € composta de oito pessoas que ja tiveram algum tipo de cancer (quatro
de ovario, incluindo a paciente, trés de mama e um de colo do Utero) e outro onde
a paciente teve cancer de mama e o historico familiar € composto de mais trés
casos de cancer de mama, um de ovério, um de estdbmago e uma leucemia.
Apesar do valor de BRCAPRO nos levar a entender como certa a presenca de
uma alteracdo deletéria em BRCA1 ou BRCA2 para explicar o alto numero de
casos de cancer nestas familias, nenhuma mutacdo confirmadamente patogénica

foi encontrada nestas pacientes.
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Tabela 09: Valores de risco relativos aos testes ap  licados

Teste aplicado Valor minimo Valor Maximo Mediana
Frank 0 56.3 11.2
BRCAPRO 1 0 95.6 3.9
BRCAPRO 2 0 96.6 3.8
Total 0.1 100 134
Evans 1 1 44 8
Evans 2 1 31 8
Total 2 75 16

Os dados clinicos dos pacientes com cancer de mama estdo nas
tabelas 10 e 11 (abaixo). Observamos que mais de 70% dos casos sdo unilaterais
e o tipo mais frequente € o carcinoma ductal invasivo (inclusive nos segundos
tumores de casos de cancer bilateral), caracteristica comum dos tumores malignos
de mama. Quanto aos receptores hormonais, os de estrogeno (ER) e
progesterona (PR) foram predominantemente positivos, ao contrario de Her2,
porém h& mais casos cuja expressao deste receptor € desconhecida. Dentre os
casos de receptores negativos, somente sete sao do tipo triplo negativo e dois
correspondem a casos de pacientes com mutacdo germinativa em BRCAL e
nenhum em BRCAZ2. Quanto ao estadiamento clinico, predominam os tumores de
classificacdo 2 e 3. Linfonodos comprometidos foram encontrados em 22

pacientes e a metastase ocorreu em dois deles.



Tabela 10: Dados clinico-patoldgicos dos pacientes

com cancer de mama
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Primeiro cancer

Segundo cancer

Numero de Frequéncia (%) Numero de Frequéncia

casos casos (%)
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 15
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 15
Desconhecido 0 3
N
0 40 63.5 7 111
1 16 25.5 5 7.9
2 6 9.5 0
Desconhecido 1 15 4 6.3
M
0 61 96.8 12 19.0
1 2 3.2 1 15
Desconhecido 0 3 4.8
Estadiamento clinico
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 15 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 15 0
Desconhecido 9 14.3 8 12.7
Her2
Positivo 16 25.4 1 15
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

situ, CMI: carcinoma lobular invasivo; ALP: adenocarcin

oma lobular papilifero.

lar invasivo; CDIS: carcinoma ductal

in
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Tabela 11: Lateralidade dos canceres de mama

NUmero de casos Frequéncia (%)
Lateralidade
Unilateral 47 74.6
Bilateral sincrénico 5 7.9
Bilateral Metacrbénico 11 17.5

4.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR
A extracdo 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 sequenciamento direto dos fragmentos.

IHEE

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

A analise por sequenciamento direto foi realizada em todos os
pacientes, sendo que as mutacdes deletérias encontradas foram confirmadas em
um segundo sequenciamento.

As alteragbes encontradas nos genes BRCA1l e BRCA2 foram
verificadas na literatura e no site do BIC, que é um banco de dados online destes

genes e também armazena informacdes Uteis para 0s grupos de pesquisa que 0
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acessam. As sequéncias utilizadas para a analise estdo depositadas no banco de
dados do GenBank, do NCBI, com os numeros de acesso NM_007294 para
BRCA1 e NM_000059 para BRCAZ.

Todos os pacientes apresentaram alguma alteracdo em pelo menos um
dos genes analisados. Em relacdo ao gene BRCA1, encontramos 60 alteragdes
(tabela 10):

» 36 variantes intrénicas (4/36 nédo possuem significado clinico);

» Sete mutacdes sinbnimas (4/7 sem significado clinico);

* Uma alteracédo 3'UTR (significado clinico desconhecido);

 Uma mutacdo frameshift localizada no exon 20: 5382insC (figura 06) &
deletéria e foi primeiramente descrita como mutacdo fundadora Ashkenazi
por Simard e colaboradores, em 1994. A inser¢cdo de um C no nucleotideo
5382 leva a um erro de leitura a partir deste ponto e ao aparecimento de um
stop cédon na posicdo 1829aa. Esta alteracdo foi encontrada em duas
pacientes de familias 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: Mutacao frameshift 5382insC, no exon 20 de BRCAL.
A insercdo de uma citosina leva a um erro de leitura evidenciado pela formagéo de picos duplos no

eletroferograma a partir do ponto onde ocorre a alteracao.

Vi )

o6bito causa Obito causa
desconhecida desconhecida

0 Q0 QQ®QQ0 €T

mama, 48a 49a mama, 34a
mama, 43a

OO

23a 25a 21a

Figura 07: Heredograma da familia de uma das pacien tes (indicada pela seta) com a mutacao

5382insC.
Os trés filhos da paciente e todas as suas irmas (exceto a de 51 anos) foram testados.

Os individuos em cinza foram acometidos pelo cancer e os sinalizados sdo portadores da mutacéao.
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utero, 63a
Obito, 65a

ovario, 68a

6bito, 70a
'd
65a |
orofaringe, 45a mama, 64a

32a 3ba 37a 39a

mama (CDIS), 38a mama (CDI), 27a

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 individuos em cinza foram acometidos pelo cancer e os sinalizados sdo portadores da mutacéao.

Uma mutacdo nonsense, também deletéria e localizada no exon 20:
R1751X (figura 09), onde a troca de um C por um T no nucleotideo 5370
troca um codon correspondente a uma arginina por um stop cédon na
posicdo 175l1aa (Ladopoulou, 2002). A paciente portadora desta mutacao
(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 estrogeno, progesterona

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

i ) i )

Obito causa Obito causa o6bito causa o6bito causa
desconhecida desconhecida desconhecida desconhecida
6bito causa  Obito causa  Obito causa  dbito causa 6bito causa  6bito causa Obito causa  6bito causa o6bito causa  Obito causa

desconhecida desconhecida desconhecida desconhecida desconhecida desconhecida

desconhecida desconhecida desconhecida desconhecida

O®®

35a mama, 44a mama, 59a mama, 40a
obito, 46a mama, 48a

43a 58a 47a

6bito causa
desconhecida

22a

Figura 10: Heredograma da paciente (seta) portadora  de R1751X.
Oferecemos o teste genético a seus familiares, mas nenhum aceitou participar do rastreamento.

Os individuos em cinza foram acometidos pelo cancer e os sinalizados séo portadores da mutagao.
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* Uma mutacédo do tipo in frame deletion no exon 23: VV1809del (figura 11),
onde a delecéo dos nucleotideos GTTGTG na posi¢cao 5544nt, referente ao
coédon 1809, leva a delecdo de 2 de 3 valinas em tandem. H& somente um
relato no BIC sobre esta alteracdo, onde é citada como uma mutacdo de
significado clinico indeterminado, e um artigo na literatura (Sobol, 1996),
gue relaciona a mutacdo a tumores altamente proliferativos, sem dados
mais preciso sobre sua patogenicidade. A paciente portadora desta
alteracéo foi acometida por um carcinoma ductal invasivo aos 34 anos de

estadiamento I1IB e do tipo triplo negativo, sem histérico familiar de cancer;

Figura 11: Delec¢éo in frame VV1809del, no exon 23 d e BRCAL.

A delegdo dos nucleotideos GTTGTG leva a uma sobreposi¢do do sinal no eletroferograma e a
delecgéo de dois cédons correspondentes a duas valinas.
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* 13 mutagcbes missense. Destas, cinco ndo possuem significado clinico e
uma € deletéria: R71G (figura 12), no exon 05, leva a um defeito no
mecanismo de splicing e origina um codon de terminacdo. Esta € uma
mutacdo fundadora da regido da Galicia, na Espanha (Vega, 2001), que
encontramos em uma paciente acometida pelo carcinoma medular invasivo
de estadiamento | aos 43 e pelo adenocarcinoma lobular papilifero de

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

i i
AAAG GT
]
AAGG GT
\ | |
| | |
| ¢ |
' ]
l | | l
| | | ‘
. f
exon 5 Al G exon 6
L —TTA TGT AAG AAT GAT ATA ACC AAA AG | gl--------—ag| G AGC----
—TTA TGA

Figura 12: Mutacdo R71G, no exon 5 do gene BRCAL.

Note a presenca de dois picos (nucleotideos A e G, em vermelho) no penultimo nucleotideo do
exon 5. Isto altera o sitio de splicing, levando a dele¢do de 22 bp do exon 5 e ao aparecimento de
um cédon de terminagdo (TGA) apds a juncdo ao exon 6 (adaptado de Vega et al, 2001).
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puiméo, deo,Xa [ Leuema, bexiga,
Xa pele Xa Xa Xa

ama,

Figura 13: Heredograma correspondente a familia da  paciente portadora da mutagdo R71G (seta).

Dentre os familiares, suas duas filhas realizaram o teste genético e somente uma delas é portadora da mutacdo. Esta filha foi
posteriormente acometida por um cancer de mama, aos 34 anos.

Os individuos em cinza foram acometidos pelo cancer e os sinalizados sdo portadores da mutacéao.



Tabela 12: Alteragbes encontradas em BRCA1
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) Aminoéacido Tipo de Importancia Pacientes
Designacdo Exon Nucleotideo  Cdédon  Base trocada ) )
trocado mutacdo clinica acometidas
IVS1-12delC 101-12 delC IVS desconhecida 1
K20N 2 179 20 C>A Lys = Asn M desconhecida 1
IVS2-14C/T 200-14 C>T IVS desconhecida 1
IVS2-11delT 3 200-11 delC IVS desconhecida 1
233G/A 233 38 G>A Lys > Lys Syn n&o 2
R71G 330 71 A>G Arg > Gly M SIM 1
IVS5+23T>A 5 331+23 T>A IVS desconhecida 1
IVS5+35A/C 331+35 A->C IVS desconhecida 10
IVS7+36T/C 560+36 T>C IVS desconhecida 9
IVS7+37T/G 560+37 T>G IVS desconhecida 5
IVS7+38T/C 560+38 T>C IVS desconhecida 25
IVS7+39T/C 560+39 T>C IVS desconhecida 6
IVS7+41CIT 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/IT 560+52 C>T IVS desconhecida 17
IVS7+53T/G 560+53 T>G IVS desconhecida 2
IVS7+62delT 560+62 delT IVS desconhecida 29
IVS8-58delT 667-58 delT IVS desconhecida 1
IVS8-64delT 9 667-64 delT IVS desconhecida 33
IVS8-80T/C 667-80 T>C IVS desconhecida 1
IVS10-49T/C 790-49 T>C IVS desconhecida 18
Q356R 1186 356 A>G GIn > Arg M desconhecida 1
2090A/G 2090 657 A->G Syn desconhecida
D693N 2196 693 G>A Asp > Asn M néo
2201C/IT 2201 694 C>T Syn nao 27
N723D 2286 723 A>G Asn > Asp M desconhecida 1
2430T/C 2430 771 T>C Syn nao 21
V801L t 2521 801 G->C Val 2> Leu M desconhecida 1
P871L 2731 871 C>T Pro 2> Leu M Né&o 21
H888Y 2781 888 C>T His > Tyr M desconhecida 1
E1038G 3232 1038 A>G Glu > Gly M nao 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 néo 21
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Aminoéacido Tipo de Importancia Pacientes
Designacgéo Exon Nucleotideo Cédon  Base trocada ) )
trocado mutagdo clinica acometidas
11275V 3942 1275 A>G lle > Val M desconhecida 1
IVS11+3A/C t 4215+3 A>C IVS desconhecida 3
4427TIC 13 4427 1436 T>C Ser > Ser Syn néo 37
IVS14-63G/C 15 4604-63 G->C IVS desconhecida 24
S1613G 16 4956 1613 G>A Ser 2> Gly M nao 30
IVS16-20A/G 5106-20 A>G IVS desconhecida
IVS16-45T/A 5106-45 T>A IVS desconhecida
IVS16-65A/T 5106-65 A>T IVS desconhecida 1
IVS16-68A/T o 5106-68 A>T IVS desconhecida 1
IVS16-68A/G 5106-68 A>G IVS Né&o 36
IVS16-92A/G 5106-92 A>G IVS Né&o 34
IVS16-92A/T 5106-92 A>T IVS desconhecida 1
IVS18+66G/A 5271+66 G>A IVS N&o 30
1VS18+85delT 18 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 néo 1
VV1809del 23 5544 1809 delGTTGTG del Valval IFD desconhecida 1
5675C/G 5675 1852 C>G Thr = Thr Syn desconhecida 1
5747CIG 24 UGA+36 C>G 3UTR desconhecida 2

F = mutagdo com

mudanca de pauta de leitura (

frameshift ); M = mutagdo com troca de

sentido ( missense ); IVS = sequéncia interferente ( intervening sequence); Syn = mutacio

sinbnima ( synonimous ); N = mutacdo sem sentido ( nonsense ); IFD = mutagéo por delegcdo

sem mudancga na pauta de leitura (

in frame deletion ).

Em relacdo ao gene BRCAZ2, encontramos 57 alteracfes (tabela 11):

11 mutacdes sinbnimas (6/11 sem significado clinico);

26 mutacfes missense (8/26 sem significado clinico);

14 variantes intrénicas (2/14 nao apresentam significado clinico);

1 alteracdo 5’'UTR (sem significado clinico);
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* 2 mutacdes 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 proteina truncada (lkeda, 2001). A paciente portadora desta
mutacao nao foi acometida pelo cancer (ver heredograma da figura 15).
Seus dois filhos concordaram em realizar o teste genético: somente a

mulher é portadora da mutacgao;

AA A A GA 11 C G A A G A

A A A A GAVT T

Mlt

Figura 14: Eletroferograma evidenciando a mutacdo R 2318X no exon 13 de BRCAZ2.
A troca de C por T forma dois picos no eletroferograma e leva ao aparecimento de um cédon de
terminacao.
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prostata, 81a estomago, 72a 0a  pulmao, Xa estomago, 57a
o Obito, 59a
6bito, 74a
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Figura 15: Heredograma da paciente portadora da mut  agdo R2318X (seta).

Seus dois filhos foram os Unicos membros da familia que optaram pelo teste genético e somente a
filha é portadora da mutagéo.

Os individuos em cinza foram acometidos pelo cancer e os sinalizados sdo portadores da mutacéao.

» 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 mutagdo teve um carcinoma ductal invasivo de
estadiamento IlIA aos 41 anos (figura 17). Dados sobre os receptores

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

estdmago, 80a ND ND

mama, 87a
Obito, 82a Obito, 77a Obito, 76a

e O—+0 .O+0 @&
61a 57a

mama, 56a mama 42a

ovario 48a

40a 41a 38a 35a 24a 30a 38a 43a 35a 32a 30a 24a

Figura 17: Heredograma correspondente a paciente po  rtadora de R3128X (seta).

Nenhum dos familiares optou pelo teste genético.
Os individuos em cinza foram acometidos pelo cancer e os sinalizados sdo portadores da mutacéao.



* 3 mutacgdes frameshift, todas no exon 11:
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» 5844del5 (figura 18), cuja delecdo dos nucleotideos AGTAA leva ao

erro no sentido de leitura e producdo de uma proteina truncada (Pal,

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

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

estrogeno, progesterona e Her2 sado ignorados. A paciente também foi

acometida por um cancer colorretal aos 63 anos;

AGTAAT
TTAAGG

0

AAGG
AAAC

y

M

i

Figura 18: Mutacdo 5844del5, no exon 11 de BRCA2.

Nesta figura podemos identificar a amplificacdo de suas fitas ap6s os cinco nucleotideos deletados

(em negrito).
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Figura 19: Heredograma da paciente portadora de 584  4del5 (seta).
Somente seu filho mostrou interesse e consentiu que realizdssemos o teste genético. Ele nédo foi acometido pelo cancer mas, assim

como a méae, também é portador desta mutacéo deletéria.
Os individuos em cinza foram acometidos pelo cancer e os sinalizados sédo portadores da mutagao.
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» 6633del5 (figura 20), onde a delecdo de CTTAA no nucleotideo 6633
tem mesmo efeito da mutacdo 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 classificacdo patoldgica do

tumor e estadiamento sdo desconhecidos;

CTTAA A TGT

A 6T TG AAGI|

Figura 20: Mutacao 6633del5, que ocorre no exon 11  de BRCA2.
Observe a formagéo de picos duplos apds a delegdo dos nucleotideos 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 familia, nenhum dos individuos desejou realizar o teste.
Os individuos em cinza foram acometidos pelo cancer e os sinalizados sé@o portadores da mutagao.

5a 17a 13a 25a
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» 6610insTT (figura 22), cuja insercdo dos nucleotideos TT na posicéo
6610nt também leva a um erro de leitura e ao aparecimento de um stop
codon na posicao 2137aa (figura 23), o que gera uma proteina truncada.
Esta alteracdo ainda nao foi descrita na literatura e ndo 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 familia da
paciente aceitaram o teste genético e todos séo portadores da mutacéo,

mostrando a segregacédo da mutacdo comprovada em trés geracoes.
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Figura 22: Mutagdo 6610insTT, também no exon 11 de  BRCAZ2.

Esta figura nos permite observar os nucleotideos TT inseridos (em vermelho) e a consequente
sobreposicdo das fitas.



Figura 23: Caracterizacao da mutacao 6610insTT util  izando o software Gene Runner.

A: sequéncia de nucleotideos mostrando o local de inser¢éo das timinas na posicdo 6610nt;
B: sequéncia de cddons sem a insercado, evidenciando a posi¢cdo 2128aa;

C: insercao TT e evidenciando o aparecimento de um cédon de termina¢do em 2137aa.

66
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Figura 24: Heredograma da paciente portadora de 661  QinsTT.

O teste genético foi oferecido aos familiares e aqueles que aceitaram sua realizagcdo foram: a mae
da paciente (que teve cancer colorretal aos 80 anos), o irmdo (sem histérico de céncer), uma
sobrinha (filha deste mesmo irméo, com cancer de ovario aos 37 anos) e uma prima de 2°grau
(com cancer de mama aos 35 anos).



Tabela 13: Alterac6es encontradas em BRCAZ2.
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) Base Aminoéacido Tipo de Importancia Pacientes
Designacdo Exon Nucleotideo Cdédon ) )
trocada trocado mutagao clinica acometidas
IVS1-26G/A 190-26 G>A VS desconhecida 16
203G/A 2 5UTR G>A 5UTR nao 11
IVS2+62T/G 295+62 T>G IVS desconhecida 2
IVS2-7T/A 296-7 T>A VS desconhecida 1
Y42C 3 353 42 A>G Tyr por Cys M Desconhecida 1
A75P 451 75 G->C Ala > Pro M desconhecida 1
459T/G 459 77 T>G Thr > Thr Syn desconhecida 1
IVS4+70G/C 4 653+70 G->C VS desconhecida 6
IVS6-19T/C 745-19 T>C VS desconhecida 1
IVS8+56C>T 8 965 C>T IVS desconhecida 15
N289H 1083 283 A>C Asn > His M ndo 2
N319T 1184 319 A>C Asn >Thr M desconhecida 1
H372N 1342 372 C>A His >Asn M ndo 40
1593A/G 10 1593 455 A>G Ser > Ser Syn Néo 3
T582P 1972 582 A->C Thr > Pro M desconhecida 1
2016T/C 2016 596 T>C Asp > Asp Syn desconhecida 1
AB22V 2093 622 C>T Ala > Val M desconhecida 1
2457T/C 2457 753 T>C His > His Syn néo 1
M784V 2578 784 A>G Met > Val M desconhecida 1
S976I 3154 976 TC > AT Ser > lle M néo 1
N991D 3199 991 A>G Asn > Asp M néo 2
3624A/G 3624 1132 A>G Lys 2>Lys Syn nao 30
4035T/C 4035 1269 T>C Val > Val Syn néo 27
4296G/A 4296 1356 G>A Leu - Leu Syn desconhecida 1
D1420Y 4486 1420 G>T Asp > Tyr M néo 1
4791G/A 4791 1521 G>A Leu > Leu Syn néo 36
K1789Q 5593 1789 A>C Lys = GIn 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
6741CIG 6741 2171 C>G Val > Val Syn desconhecida 32
S2213P 6865 2213 T>C Ser > Pro M desconhecida 3
M2262R 7013 2262 T>G Met = Arg M desconhecida 1
IVS11+80del4 7069+80 delTTAA VS desconhecida 32
R2318X 13 7180 2318 C>T Arg = stop N SIM 1
T2337I 7238 2337 C>T Thr > lle desconhecida 1
M2393V 14 7405 2393 A>G Met > Val M desconhecida 5
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Base Aminoéacido Tipo de Importancia Pacientes
Designacgéo Exon Nucleotideo Cédon ) )
trocada trocado mutagao clinica acometidas
7470A/G 7470 2414 A>G Ser > Ser Syn néo 31
A2466V 1 7624 2466 C>T Ala > Val M desconhecida 36
12490T 7697 2490 T>C lle > Thr M desconhecida
T2515I s 7772 2515 C>T Thr > lle M desconhecida
IVS16-14T/C 17 8020 T>C IVS nao 47
A2717S 8377 2717 G>T Ala > Ser M N&o 1
V2728lI 18 8410 2728 G>A Val > lle M nao 1
IVS19+47CIT 19 8715+47 C>T IVS desconhecida 2
S2835P 20 8731 2835 T>C Ser > Pro M néo 1
IVS21-66T/C 8983-66 T>C IVS nao 32
IVS22+66A/G 22 9181+66 A>G VS desconhecida 1
IVS24-82G/A 9485-82 G>A IVS desconhecida 2
1VS24-80G/C 9485-80 G>C IVS desconhecida 2
IVS24-16T/C 2 9485-16 T>C IVS desconhecida 1
R3128X 9610 3128 C>T Arg - stop N SIM 1
10338G/A 10338 3370 G>A Arg > Arg Syn desconhecida 1
13412V 10462 3412 A>G lle > Val M desconhecida 4

F = mutacdo com mudanca de pauta de leitura (

frameshift ); M = mutagdo com troca de

sentido ( missense ); N = mutacdo sem sentido ( nonsense ); IVS = seqléncia interferente

(intervening sequence ); Syn = mutagao sinénima ( synonimous ).

Os grandes rearranjos gendémicos foram rastreados pela técnica de

MLPA. Nao encontramos alteragbes nos genes BRCA1 e em BRCA2 de nenhum

dos individuos testados. Sendo assim, os kits confirmatérios p087 (BRCA1) e

p077 (BRCA2) ndo precisaram ser utilizados.

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

analise do gene BRCAL1 (kit P002C1) com o software Coffalyser. Sabe-se que um

ou varios fragmentos estdo amplificados quando a razado (ratio) obtida € maior ou

igual a 1.3 e, no caso de haver delegéo, a razdo deve ser menor ou igual a 0.7.
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Figura 25: Modelo de resultado de MLPA gerado pelo

do gene BRCAL.

As sondas nomeadas como “C” correspondem aos controles internos do kit.
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5. DISCUSSAO

O diagnostico molecular da sindrome do cancer de mama e/ou ovario
hereditaria € complexo e requer a analise de toda a sequéncia codificante dos
genes BRCAL1 e BRCA2, o que gera uma grande quantidade de informacdes. A
diferenciacdo de variantes deletérias, de alto ou baixo risco € um dos pontos-
chave para a descoberta do significado clinico e, portanto, para um resultado
conclusivo do teste genético.

Os individuos selecionados para nosso trabalho apresentam uma ampla
variacdo de idade e, ainda que uma das principais caracteristicas das sindromes
hereditarias de predisposicdo ao cancer seja o acometimento dos pacientes em
idade jovem, nao era nossa intengdo restringir nossa populacdo a uma
determinada faixa etaria. Encontramos nove mulheres portadoras de mutacdes
deletérias e nenhuma delas foi acometida antes dos 40 anos, sendo que uma
delas, aos 45 anos, ainda nao teve diagndstico de cancer. Esta é uma das cinco
mulheres com mutacao deletéria em BRCAZ2, e as quatro pacientes apresentaram
positividade para a expressdo de ER, PR e Her2. Como ja foi citado na introducdo
deste trabalho, os canceres de mama em portadoras de mutacdes deletérias em
BRCAL sdo em sua grande maioria do tipo triplo negativo. Nossos dados ndo nos
possibilitam dizer que 0 mesmo acontece em nossas pacientes, pois apesar de
duas das quatro pacientes irem de acordo com esta auséncia de expressédo dos

receptores, ndo foi possivel obter dados sobre os receptores hormonais das outras
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pacientes com cancer de mama. De acordo com Tung e colaboradores (2010),
estas pacientes poderiam expressar os receptores de estroOgeno, progesterona e
Her2 e ainda assim serem portadoras de mutacdo deletéria em BRCAL.
Normalmente isto ocorre em pacientes acometidas pelo cancer em idades mais
avancadas do que o usual e os tumores por elas apresentados possuem uma
agressividade intermediaria entre o classico cancer hereditario triplo negativo e o
de origem somética, o que levanta a hipétese destes casos serem acidentais e
nao estarem relacionados ao BRCAL1 ou que eles ocorram por um mecanismo
anico e caracteristico deste grupo.

Ao analisarmos 0s riscos obtidos pelos testes de Frank, Evans e
BRCAPRO, podemos dizer que nenhum deles € totalmente ideal para ser utilizado
como o Unico teste aplicado, pois em alguns casos 0S pacientes mostraram
resultados bem conflitantes em um dos testes, mas a combinacdo dos trés nos
possibilitou escolher com mais clareza uma populacéo de risco, cujos achados se
enquadram com o que ja foi proposto na literatura. A explicacdo pode estar no fato
destes métodos de analise de risco foram desenvolvidos para populacdes com
origem genética e grau de miscigenacdo diferentes da brasileira. Talvez mais
importante que isto seja ainda o nivel de informacédo destas populacdes, pois 0s
testes foram desenvolvidos em paises desenvolvidos, onde ha uma atencédo maior
dos profissionais da saude quanto a possibilidade de se tratar de um caso de
sindrome hereditaria, as pessoas sdo mais bem informadas quanto aos riscos de

serem portadoras destas sindromes e o diagnostico € feito mais precocemente.
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Os resultados moleculares obtidos neste trabalho mostram uma grande
guantidade de variantes intronicas, mutacdées missense ou mesmo sinénimas que
nao possuem significado clinico conhecido, sendo que algumas nunca foram
citadas na literatura. Muitas afetam varias pacientes, o que baixa a expectativa de
que sejam deletérias ao considerarmos que os polimorfismos geralmente afetam
pelo menos 1% da populacdo, porém algumas mutacdes estdo presentes em
poucas ou somente uma paciente, o que as tornam mais interessantes de se
pesquisar. Por outro lado, muitas vezes os polimorfismos podem néo ter
significado clinico algum, mas ha casos em que podem aumentar o risco para 0
aparecimento do cancer quando estdo em associacdo a outras alteragcdes no
mesmo gene ou em outros genes. Em 2002, Hadjisavvas e colaboradores
estudaram a associacao das mutacbes do gene BRCAL1 S1512I e Q356R (esta
presente em uma das pacientes do nosso trabalho) em uma familia do Chipre.
Ambas mudam a carga do aminoacido codificado em regifes importantes para a
interacdo de BRCAL com outras proteinas e, apesar de ja terem sido relatadas no
BIC como sendo polimorfismos, ndo foram encontradas em controles, também
provenientes do Chipre, e apareceram somente na familia estudada. A alteracdo
da conformacéo e da funcdo da proteina provocada por estas alteracdes missense
foi considerada como associada ao cancer e responsavel pelo historico desta
familia.

Classificar variantes que desregulam a expressao génica de isoformas

s

naturais € um desafio, uma vez que ainda ndo foram completamente
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estabelecidas as alteracbes minimas na transcricdo e na tradug¢do que levam ao
surgimento do cancer. A0 mesmo tempo em que ndo se pode dizer que as
mutacdes de significado clinico desconhecido, encontradas neste trabalho néo
afetam a qualidade da proteina codificada, € impossivel afirmar que ndo sejam
deletérias ou aumentem as chances de gerar um cancer. Muta¢des que alteram o
aminoacido codificado (missense) com significado clinico desconhecido podem ser
deletérias, dependendo do efeito bioquimico que a troca de aminoacido tera na
estrutura e funcdo da proteina permitindo, por exemplo, romper um sitio
acentuador de splicing. Da mesma forma, variantes intrénicas podem afetar os
mecanismos de splicing alternativo e a transcricdo génica quando localizadas em
sequéncias-consenso ou sequéncias acentuadoras/inibidoras destes mecanismos.
Delecdes e inser¢cdes in frame (um ou varios codons completos) podem alterar a
afinidade entre os aminoacidos de um dominio protéico e sua funcéo. Até mesmo
as mutag¢des sinbnimas, que ndo alteram o aminoacido correspondente, podem
causar um problema no enovelamento da proteina devido a uma mudanca na
velocidade de traducédo resultante do aparecimento de cédons mais raros (Tsai,
2008). Muitos estudos utilizam ensaios funcionais e andlises in silico para buscar
informacdes sobre tipo e local da alteragédo, sua conservagao entre as espécies e
o efeito bioquimico gerado, além de observarem sua ocorréncia em grupos
controles, co-segregagcdo entre os membros de uma familia e a possivel

associacao a presenca de alguma mutacgao deletéria (Judkins, 2005).
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A mutacdo VV1809del, localizada no exon 23 de BRCAL, 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 delecdo de duas valinas correspondentes aos cédons 1809 e 1810
nao provoca alteracdo na pauta de leitura e a proteina codificada a partir deste
ponto ndo sofre alteragbes. Citando este mesmo cédon 1809, a mutacdo V1809F
ja foi descrita por Williams e colaboradores (2004) como sendo deletéria, por
afetar o enovelamento da proteina e a intera¢cdo com outras proteinas fosforiladas.
Outra prova de que esta é uma regido com potencial deletério esta no estudo de
Gaildrat e colaboradores (2010), que mostrou que a mutacdo P1812A esta
localizada numa regido altamente conservada, com elementos reguladores do
splicing, e faz com que o exon 23 ndo seja codificado. V1809F é uma mutacdo
missense que, assim como VV1809del, ndo afeta a pauta de leitura da proteina, e
P1812A indica uma alta conservacdo da regido em questdo. Estes fatos nos
mostram que VV1809del pode ser patogénica e merece ser melhor estudada
posteriormente.

Dentre as mutagdes encontradas neste trabalho, uma nunca foi citada
na literatura: 6610insTT (exon 11 de BRCAZ2), uma mutacao frameshift que leva ao
aparecimento de um cédon de terminagcdo algumas posicdes a frente de onde
ocorre a insercdo das timinas. Apesar da alteracdo ndo estar localizada no
dominio de repeticbes BRC, Ayoub e colaboradores mostraram em 2009 que a

recombinacdo homologa pode ser afetada porque apesar de ndo ser essencial a



76

esta atividade, o dominio C-terminal de ligacdo a proteina Rad51 coordena a
entrada da fase mitGtica e controla a cinética de dissolugcédo do foco de unido da
Rad51 com o DNA danificado. Tumores relacionados a mutacdes em BRCA estdo
ainda altamente relacionados a mutacdes no gene supressor tumoral TP53, com
um espectro diferente das mutagcbes encontradas em casos esporadicos
(Gretarsdottir, 1998; Smith, 1999; Greenblast, 2001). Jonkers e colaboradores
(2001) mostraram que a inativacdo de BRCA2 e TP53 medeia a tumorigénese
mamaria e que a ruptura da sinalizacdo 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 gendmica e a diminuicdo da regulacdo da apoptose quando
BRCA2 e TP53 séo inativados. Niwa e colaboradores ainda mostraram em 2009
que a BRCAZ2 truncada ndo se liga a plectina e leva a um posicionamento
incorreto do centrossomo e a anormalidades nucleares. Mas talvez o melhor
argumento para comprovar a patogenicidade desta mutagcao seja o fato da maior
parte das mutacfes frameshift em BRCA2 serem consideradas deletérias devido a
formacédo de codons de terminacdo e consequente auséncia dos dominios de
localizacdo nuclear, normalmente localizados nos ultimos 156 residuos da por¢éo
C-terminal da proteina. Spain e colaboradores (1999) estudaram a mutacdo
Ashkenazi 6174delT e mostraram que a proteina mutada é citoplasmética e a

localizacdo nuclear de BRCA2 depende deste dominio. Podemos assim concluir
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que a mutagcdo 6610insTT leva a producdo de uma proteina que ndo consegue
realizar suas funcdes, visto que elas ocorrem no ndcleo da célula.

A paciente portadora da mutacdo de BRCA2 6610insTT teve um cancer
de mama aos 45 anos e quatro de seus parentes concordaram com a realizacao
do teste genético. Sua mée, um dos irmaos (Unico entre os testados que néo teve
cancer), a filha deste irmé&o e uma prima de segundo grau também s&o portadores
da mutacdo, mostrando a segregacdo em trés geracbes de sua familia e o
potencial patogénico desta alteracdo. Outra importante caracteristica quando o
assunto € cancer hereditario € o fato da idade de acometimento por céncer
diminuir ao longo das geracfes, mostrando uma diminui¢cdo classica de 10 anos
entre a segunda e a terceira geracdo. Além disso, a mée da paciente teve um
cancer aos 80 anos, mostrando que nem sempre 0s pacientes sdo acometidos em
idade jovem.

Como ja mencionado, existe uma diversidade étnica grande na
populacdo brasileira devido a colonizacdo por diversos povos, o que dificulta o
achado de uma mutacao fundadora especifica. Entretanto, dentre as 10 muta¢cdes
deletérias que encontramos até o momento, 2 do gene BRCA1 sé&o fundadoras:
R71G e 5382insC, esta encontrada em duas pacientes de familias diferentes. Da
Costa e colaboradores mostraram em 2008, atravées de um estudo de perfil
haplotipico, que a mutagdo Ashkenazi 5382insC possui origem no leste/centro
europeu, 0 que mostra uma contribuicdo significativa dos povos caracteristicos

destas regides para a populagéo brasileira. Outra mutacdo encontrada em nosso
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trabalho e que j& havia sido relatada por Gomes e colaboradores (2007) é a
6633del5, em BRCA2. Apesar de ter encontrado mutacdes deletérias em 2,3%
das pacientes ndo-selecionadas (9/402), este grupo também mostrou mutacdes
deletérias nestes genes ndo sdo incomuns em pacientes com cancer de mama,
inclusive podendo aparecer mutacdes fundadoras (1 das 5 mutagcdes encontradas
foi 5382insC, de origem Ashkenazi).

Nosso trabalho encontrou uma taxa de mutacdo bem semelhante a dos
trabalhos publicados sobre a populacao brasileira: 9/73 pacientes com mutacdes
deletérias, totalizando 12,3%. Dentre os trabalhos que mais se aproximam desta
taxa estdo Lourenco e colaboradores (2004), que, como ja foi mencionado neste
trabalho, encontraram em suas pacientes uma taxa de mutagbes de 14,9% A
maior freqiéncia encontrada pelos autores, por ser resultado da utilizacdo de
critérios de selecdo dos pacientes mais rigorosos que 0S N0SsSOs € a presenca de
pacientes de descendéncia Ashkenazi, jA que 4/7 pacientes apresentaram a
mutacao fundadora 5382insC. Em 2005, Dufloth e colaboradores observaram uma
prevaléncia de 13% de mutacbes nestes genes em pacientes brasileiras com
histérico familiar positivo. Apesar da taxa de mutacdo deste estudo ser a mais
semelhante a que encontramos até o momento, e dos critérios de selecdo de
pacientes terem sido muito semelhantes (idade de acometimento, lateralidade do
tumor e nimero de familiares acometidos, uma vez que fazem parte dos critérios
estabelecidos nos testes de Frank, Evans e BRCAPRO), somente 0s exons 2, 3,

5, 11 e 20 do gene BRCA1 e 10 e 11 do BRCAZ2 foram analisados. Amplamente
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citados na literatura, em especial no caso do gene BRCAL, os grandes rearranjos
génicos foram citados por um uUnico estudo brasileiro: ins6Kb, uma duplicacdo do
exon 13 de BRCAL, € uma mutacdo fundadora encontrada em diversos paises de
origem britanica (The BRCAL1 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 gendmicos ndo parecem ser tao
frequientes em nossa populacao.

Embora este e outros estudos citados mostrem que a mutacao
fundadora 5382insC em BRCAL é realmente a mais frequiente no Brasil, isto n&o
pode ser tomado como solucéo para o problema do rastreamento da sindrome do
cancer de mama-ovario hereditario no Brasil, visto que varias outras mutacfes
também se fazem presentes em nossa populacdo. Nosso trabalho encontrou trés
mutagOes deletérias no exon 11 de BRCA2, sendo que para uma delas
(6610insTT) nao existem relatos na literatura; nossos achados no exon 11 estéao
de acordo a literatura mundial quanto ao fato deste gene, tanto em BRCA1 como
em BRCAZ2, ser o mais comumente afetado. Estas informacdes nos mostram a
importancia de se conhecer a ancestralidade e o historico familiar do paciente,
além das caracteristicas génicas, 0 que pode muitas vezes encurtar o processo de
rastreamento completo quando comegamos os testes por estes locais.

Algumas metodologias de pré-screening podem ser empregadas para

diminuir o tempo gasto e o custo da andlise, porém como mostramos até o
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momento, inUmeras alteracdes ocorrem por toda a extensao génica e muitas delas
nao tém significado clinico conhecido. Alguns testes podem néo ser tdo sensiveis
para detecta-las e com isso pode-se deixar de lado uma alteracdo potencialmente
deletéria.

Diante destes fatos, salientamos a importancia de se aprimorar o
conhecimento do padrdo mutacional brasileiro para os genes BRCAl1 e BRCA2, a
partir de um aconselhamento genético eficiente, de maior incentivo e bom uso das
técnicas de analise molecular. Isto poderia facilitar a implantacdo deste servico em
outros institutos de salde do pais, jA& que atualmente este tipo de estudo se
concentra nos grandes centros de pesquisa e 0 SUS nédo disponibiliza o
aconselhamento e analise genética a toda populacdo. Proporcionariamos assim
melhores condicdes de acompanhamento e tratamento aos portadores de

mutacdes deletérias em BRCAL e BRCA2 e seus familiares.
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6. CONCLUSOES

A taxa de mutacdo de 12,3% encontrada neste estudo € bem semelhante a
dos trabalhos publicados sobre a populacéo brasileira;

Apesar de haver poucos trabalhos nacionais publicados, os grandes
rearranjos genbmicos ndo parecem ser tdo freqlentes em nossa
populacdo, visto que também ndo encontramos mutacdes deste tipo;

A mutacédo fundadora 5382insC (BRCAL) foi encontrada em duas pacientes
de nosso trabalho e ja foi citada por outros estudos brasileiros, mostrando
uma alta prevaléncia em nossa populacdo. Como varias outras alteracdes
também estdo presentes em nossa populacdo, um caminho sugerido para
diminuir o tempo e o dinheiro gastos com o teste genético seria comecgar o
rastreamento pelo exon 20 de BRCAL e em seguida realizar a analise pelos
exons mais frequentemente mutados, completando a anélise de toda a
extensdo de ambos os genes conforme o resultado para estes exons for
negativo;

Encontramos uma grande quantidade de alteracbes que nao possuem
significado clinico conhecido. Estas alteracdes merecem estudos mais
detalhados, com a selecdo de variantes de acordo com sua frequéncia
entre os individuos com cancer em uma mesma familia, a comparacdo com
individuos saudaveis (grupo controle) e estudos in silico e in vitro devem ser

realizados para caracterizar cada uma destas alteracdes como mutacoes
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patogénicas e polimorfismos freqlientes ou raros que causem algum ou
nenhum efeito na funcéo das proteinas;

 Podemos dizer que, para a nossa coorte, a melhor escolha quanto aos
testes para avaliacdo do risco dos individuos estudados serem portadores
de mutacdo nos genes BRCA1 e BRCA2 é realmente a combinagdo dos
métodos de Frank, Evans e BRCAPRO. Este conceito pode se aplicar a
realidade da populacdo brasileira, visto que nossa coorte € composta de

uma populagdo miscigenada.

Salientamos, portanto, a importancia de ampliar este estudo e de
estimular pesquisas futuras, visando um aconselhamento genético eficiente, com a
diminuicdo do numero de casos inconclusivos gerados pelas variantes de

significado indeterminado e o acompanhamento clinico das familias.
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8. ANEXOS
Anexo 1: Termo de consentimento pos informacao aplicado aos pacientes.

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO POS -IHFURHA(}&D
(InstrugSes para preenchimento no verso)

1- DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
N O DD P A N T v e e S, A
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Ne - preerierrrrrrnreenreneenee SERID . M& Fe
DATA NASCIMENTO: ... | T M
ENDERE[}D N AT s
BAIRRO.............comicivans CIDADE ......................................
CEP:. ..o TELEFONE DDD[
2 RESPONSAVEL LEGAL ..
NATUREZA (grau de pamfﬂesou tl.lfﬂl' curador ete. ] ...................................................
DOCUMENTO DE IDENTIDADE - HET, LSEXD: Mé Fé
DATA NASCIMENTO.: ... ... ...
ENDEREGO: .. SN _APTO:
BAIRRD ... o ireirevirenminiismmrin OADES e R
CER TELEFONE: DDD (............ Y e e i

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA
TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA - Impacto do encaminhamento para
ambulatorio de cancer hereditiric na qualidade de vida de pacientes
portadoras de cancer de mama,

PESQUISADOR: Minam Hatsue Honda Federico

CARGO/FUNGAO: Médica

UNIDADE DO HCFMUSP: Divisdo de Oncologia, Servigo de Oncologia Clinica do
Instituto de Radiologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S3o0 Paulo

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEMRISCO & RISCO MINIMO X RISCO MEDIO g
RISCO BAIXO ] RISCO MAIOR e

({probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia mediata ou
fardia do estudao)

4 DURAGAO DA PESQUISA - dois anos



il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU
SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. justificativa e os objetivos da pesquisa ; 2. procedimentos que serdo utilizados e
propoasitos, incluindo a identificacio dos procedimentos que sio experimentais; 3.
desconfortos e riscos esperados; 4. beneficios que poderdo ser obtidos, 5.

procedimentos alternafives que possam ser vantajosos para o individuo.

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO PARA PESQUISA CLINICA

P .

A senhora estd com cincer na mama. Estima-se que aproximadamente 10%
das pacientes com cancer de mama sejam portadoras de alguma sindrome
genélica de predisposicio ao cincer e que um lergo tenham pelo menos um
parente de primeiro grau com a doenca. Dividas com relagdo a esses fator podem
ser mais um fator de ansiedade durante o seu acompanhamento com conseqlente
piora da qualidade de vida. Consideramos que o esclarecimento de se ha um
potencial hereditirio das pacientes portadoras de cincer de mama pode melhorar
sua qualidade de vida e inclusive possibilitar a indicac3o de testes genélicos em
pacientes com alto nsco de serem portadoras de mutagGes, se concordarem com o
teste. Pretendemos aplicar um questiondrio de qualidade de vida antes da consulta
no ambulatério de cincer hereditinio, apés a determinacio do risco de ser
portadora de uma mutagio que predisponha ao cincer e, para aquelas pacientes
que realizarem o teste genélico, apos o resultado desse teste.

A senhora estd sendo convidada a participar desta pesquisa. Para decidir se
deseja parlicipar ou ndo, leia atentamente as explicagBes abamo.

Este formulino de consentimento contém informages sobre a pesquisa em
estudo & serd discutido com o seu médico. Uma vez compreendido o estudo, e
havendo interesse da senhora em participar do mesmo, serd soficitada a sua
assinatura no consentimento poés-informado. A senhora também receberd uma
copka para guardar em casa. Se achar necessdrio, consulte oufros profissionais
(medicos ou ndo) antes de assinar esle documento.

A pesquisa proposta € a seguinte: “Impacto do encaminhamento para
ambulaténio de cincer hereditano na qualidade de vida de pacientes portadoras de

cancer de mama’.
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Plano de estudo

0 seu tratamento para o cancer de mama ndo sera influenciado ou
maodificado pela participacdo nesla pesquisa e seqguird a padronizag3o de condulas
existente no servico na ocasido de sua consulta. A senhora serd convidada a ser
atendida no ambulatério de cancer hereditario onde, a partir de dados de sua
histéna pessoal e familiar de cincer, serd determinado o risco de ser portadora de
alguma mutagdo que proporcione um maior fisco para o desenvolvimento de cncer
de mama. Caso a chance de ser portadora dessa mutag3o seja igual ou supenor a
20%, a senhora sera convidada a realizar a pesquisa dessa mutacio.

Para delerminarmos o impacto desses fatos em sua quahdade de wida, a
senhora serd convidada a responder dois questionarios sobre a qualidade de vida
em pacientes portadoras de cincer de mama, o QLQ-C30 e o QLQ BR-23. Esses
questiondanos sdo aceitos em todo mundo e foram desenvolvidos por uma
organizagdo européia que esiuda cincer e traduzidos para o porlugués por nossa
equipe. Os guestiondrios serdo respondides anles da primeira consulla no
ambulatono de cancer hereditano, apis a determinagdo da chance de ser porladora
de uma mutagdo e, nas pacientes em que for indicado o teste genético, apos o
resultado do teste.

Beneficios
Muitc embora seja esperado que este tipo de pesquisa beneficie as
pacientes que estio participando do estudo, ndo se pode dizer com certeza que a

senhora se beneficiara,

Custo Financeiro

O procedimento envolvido neste projeto, que é a aplicagio de questionarios
nao implicara em dnus adicional para a instituigdo ou para o paciente.

Privaci
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Tratando-se de um estudo inveshgacional, sua identidade sera mantida em
segredo. Seu nome ndo serd utilizado em qualguer publicacdo sobre o estudo. No
entanto, a senhora ou o seu representante legal podera inspecionar os seus
registros médico-hospitalares.

Direito d ! -_p E

A escolha de parlicipar ou ndo do estudo @ inteiramente de sua
responsabiidade. Seu médico deve ter explicado que além do tratamento proposto
nesta pesquisa, existem outras formas terapéuticas para a sua doenga.

Caso a senhora se recuse a parlicipar deste estudo, outro tralamento sera
oferecido, sem nenhum bpo de prejuizo ou represalia. O mesmo ocomendo caso a
senhora venha a se retirar do projeto, independente do motivo.

O comité de ética e pesquisa (CEP) deste hospilal € o responsavel legal
para assegurar que os direilos dos pacientes sejam protegidos, tendo aprovado
previamente esta pesquisa.

Em caso de dowida, consulte o investigador principal ou a secretara do
CEP.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA:

1. acesso, a qualguer tempo, s informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados 3 pesquisa, inclusive para dinmir eventuas dowidas.

Z. liberdade de refirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de parlicipar
do estudo, sem que isto traga prejuize a contnuidade da assisténcia.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por evenluais danos a sadde,
decorrentes da pesquisa.

5. viabilidade de indenizacio por eventuais danos a salde decorrentes da pesquisa.

V. INFORMAGCOES DE NOMES, ENDERE(OS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO
EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Dra. Minam Hatsue Honda Fedenco, tel 3069-6721 ou 3069-7225

Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 255, 3° andar, sala 7.21
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Dra. Mana Del Pilar Estevez Diz, tel 3069-6721 ou 3069-7225
Av. Dr. Eneas Carvalho de Aguiar, 255, 3° andar, sala 7.21

VI. OBSERVAGOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Dedaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ler entendido o
que me foi explicado, consinlo em participar do presente Protocolo de Pesguisa

Sao Paulo, de de

assinatura do sujeito da pesquisa assinalura do pesquisador
ou responsavel legal (earimbo ou nome Legivel)
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Anexo 2: Tabela com o modelo proposto por Frank para calcular a prevaléncia de mutacdes em BRCAL e

BRCAZ2.
Historia Familiar
Nenhum CA de CA de mama < 50 CA de mama < 50 CA de ovario em CA de ovario em CA de mama < 50
mama < 50 anos de  anos de idade em anos de idade em um parente, mais de um anos de idade ¢ CA
idade ou CA de um parente, mais de um nenhum CA de parente, nenhum de ovario em
ovario em gqualquer nenhum CA de parente, nenhum mama < 50 anos de CA mama < 50 qualquer idade
Probando idade ovarie CA de ovario idade anos de idade
% (n) % (n) Yo () % (n) % (n) % (n)
Nenhum CA de
mama ou ovario
em qualquer
idade 3.9 (9/228) 4.4 (19/434) 11 (46/419) 3.9 (6/153) 8.5 (10/117) 16,4 (58/354)
CA de mama > 50
anos de idade 2,3 (41172) 11,2 (22/197) 10.2 (12/118) 4.3 (3/69) 5.6 (1/18) 21,8 (19/87)
CA de mama < 50
anos de idade 9.5 (65/579) 18.4 (85/484) 36,3 (117/322) 17.5 (34/194) 18,7 (7/42) 47,2 (126/267)
CA de ovario em
qualgquer idade,
penhum CA de
mama 8.5 (B/7T) 34,1 (14/41) 42.3 (11/28) 27.7 (23/83) 42,9 (12/28) 53.5 (38/71)
CA de mama > 50
anos de idade ¢
CA de ovario em
qualquer idade 18.5 (5/27) 11 (1/9) 36.4 (4/11) 17 (1/8) 33 (1/3) 50 (3/6)
CA de mama <50
anos de idade e
CA de ovirio em
qualquer idade 20 (5/25) 50 (4/5) 80 (4/5) 56 (5/9) 100 (2/2) 72.2 (13/18)
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Anexo 3: Tabela com o modelo proposto por Evans para calcular a prevaléncia de

mutacdes em BRCAL e BRCA2.

Cancer, idade ao BRCALl BRCA2
diagnostico

CA mama feminino, < 30 6 5
CA mama feminino, 30-39 1 4

sl
sl

CA mama feminino, 40-49

I
I-2

CA mama feminino, 50-59

CA mama feminino, > 59 1 1
CA mama masculino, < 60 5 (se BRCA2 ja testado) 8
CA mama masculino, > 59 5 (se BRCA2 ja testado) 5
CA ovirio, < 60 8 5 (se BRCAL ja testado)
CA ovario, > 59 5 5 (se BRCAL ja testado)
CA pancreas 0 1
CA prostata, < 60 0 2

CA prostata, > 359 0 |
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Anexo 4: Aprovacio do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital.

PROTOCOLO

Local: (24 - WL(?',}; [y e/
Recebido pg.:jéﬁ' i § .
Data: W/I)O/Og

e m————

APROVACAO

A Comissdo de Eiica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medlicina da Universiciade de Sdo Paulo, em sesséo de 24/09/2008, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n® 0358/08, intitulado: "DETERMINAGAO DE MUTACOES E
POLIMORFISMOS NOS GENES BRCAT E BRCA2 EM PACIENTES COM DIAGNOSTICO
DE CANCER DE MAMA COM INDICAGAO PARA TESTE GENETICO." apresentado pelo
Departamento de RADIOLOGIA E RADIOTERAPIA, inclusive o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatérios parciais e final sobre a pesguisa (Resolugdo do Conselho Nacional de
Saude n® 196, de 10/10/1996, incisc IX.2, letra "c"}.

Pesquisador (a) Responsdvel: Profa. Dra. Miriam Hatsue Honda Federico

Pesquisador (a) Executante: Karina Augysto Escobar

CAPPesq, 25 de Setembro de 2008

ZL////Q.‘?%ZW\/} -
ot Dr. Roger Chamimas
Cooro?raeda[’&gaoiﬁfé?ad » Prof. Dr. Eduardo Massad
FMUSP Presidente da Comissdo de

Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa

Comisséo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,
¥ = 266, 5° andar - CEP 05403 010 - S&o0 Paulo —~ SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:
cappesqg@hcnet.usp.br/ secretariacappesq2@hcnet.usp.br



