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RESUMO

O cancer de mama (CM) se constitui na principal causa de mortalidade por cancer entre as
mulheres, sendo que cerca de 5-10% dos casos sdo hereditarios. A identificacdo dos casos
hereditdrios é importante ja que individuos afetados apresentam risco cumulativo vital
muito superior ao da populagdo para o desenvolvimento de varios tipos de cancer. A
histéria familiar de cancer constitui um fator de risco classico. No entanto outros fatores,
tais como as caracteristicas histopatoldogicas dos tumores BRCA-associados, impactam
significativamente na identificacdo das familias com CM hereditario. Assim, nosso objetivo
foi caracterizar mulheres em risco para CM hereditario quanto a caracteristicas clinicas e
moleculares (muta¢do e metilacdo no gene BRCA1) e correlacionar os niveis de expressao
génica com dados histopatoldgicos, clinicos, de progndstico, sobrevida e de histdria
familiar. Foram incluidas no estudo 72 mulheres (pacientes), as quais foram agrupadas
conforme o status mutacional de BRCA1: 19 no grupo BRCAI1-patogénico, 16 no grupo
BRCA1-VUS e 37 no grupo BRCAI-WT. A maioria das pacientes apresentou carcinoma ductal
invasivo. A média de idade ao diagndstico foi 42,0 anos (SD=7,7) para as mulheres do grupo
BRCA1-patogénico, 37,2 anos (SD=9,1) para aquelas com VUS e, 38,8 anos (SD=10,5) para as
mulheres do grupo BRCA1-WT. A maioria dos tumores das mulheres com BRCA1 mutado era
triplo negativo (65,0%) e apresentava grau histoldgico Ill (57,9%), diferentemente dos dois
outros grupos, onde predominou o grau histolégico Il e o subtipo luminal B. Em relagado a
sobrevida global e livre de eventos, ndo encontramos nenhuma diferenca entre os trés
grupos analisados. Adicionalmente, através da analise da histdria familiar observamos que as
mulheres do grupo BRCAI-patogénico apresentaram mais casos de cancer de mama na
familia bem como um maior percentual de casos em idade inferior a 50 anos. No que se
refere ao perfil de metilacdo, nenhuma paciente com BRCAI1 mutado apresentou
hipermetilacdo, sendo que esse fenbmeno foi observado em apenas dois casos (pacientes
dos grupos BRCA1-VUS e BRCA1-WT). As pacientes com hipermetilacdo em BRCAI1
apresentaram tumores ductais invasivos e negatividade para o ER, sendo diagnosticadas em
idade inferior a 50 anos. Quanto ao perfil de expressdo génica, a maioria das pacientes dos
trés grupos apresentou baixos niveis de mRNA BRCA1 no tecido tumoral, indicando assim, a
perda/diminuicdo da funcdo génica. No que se refere a histéria familiar, nenhuma

associacao significativa foi encontrada entre os niveis de expressdo do gene BRCAI e a



histéria familiar de cancer, porém, observamos que nas familias com presenca de CM
bilateral, presenca de CM entre mae e filha e relato de trés casos ou mais de CM, houve
maior predominio de baixa expressdo génica. Em suma, nossos achados sugerem que a
metilacdo no gene BRCAI ndo é o “segundo evento” para o desenvolvimento do CM em
portadores de mutacdo germinativa em BRCAI. No entanto, dado que uma redug¢do nos
niveis de mRNA BRCA1 foi observada para os trés grupos estudados, sugere-se que outros
mecanismos possam estar envolvidos ou ainda, que a andlise de metilacdo abrangendo toda

a regido promotora do gene BRCA1 deva ser considerada.

Palavras chaves: cancer de mama hereditdrio, metilacdo, expressdo génica, cancer de

mama, gene BRCA1, silenciamento do gene BRCAL.



ABSTRACT

Breast cancer (BC) constitutes the leading cause of cancer mortality among women, and
about 5-10% of cases are hereditary. The identification of hereditary cases is important
because affected individuals have a vital cumulative risk much higher than the population for
the development of various cancers. A family history of cancer is a classic risk factor.
However other factors, such as the histopathological characteristics of BRCA-associated
tumors, significantly impact the identification of families with hereditary BC. So, our
objective was to characterize women at-risk for hereditary BC regarding their clinical and
molecular characteristics (mutation and methylation in the BRCA1 gene) and correlate the
gene expression levels with histopathological and clinical data, prognosis, survival and family
history. The study included 72 women (patients), which were grouped according to the
mutational status of BRCA1: 19 in the BRCA1-pathogenic group, 16 in BRCA1-VUS group and
37 in BRCAI-WT group. Most patients had invasive ductal carcinoma. The average age at
diagnosis was 42.0 years (SD = 7.7) for women in the BRCA1-pathogenic group, 37.2 years
(SD =9.1) for those with VUS and 38.8 years (SD = 10 5) for women BRCA1-WT group. Most
tumors of women with mutated BRCA1 was triple negative (65.0%) and had histologic grade
11 (57.9%), unlike the other two groups where the predominant histological grade was Il and
were of luminal B subtype. For overall survival and event-free survival, we found no
difference among the three groups analyzed. Additionally, through the analysis of family
history we noted that the women of BRCAI-pathogenic group had more cases of breast
cancer in the family as well as a higher percentage of cases younger than 50 years. As
regards the methylation profile, no patient showed hypermethylation and presence of
pathogenic BRCA1 mutation. In addition, BRCA1 hypemethylation was observed in only two
patients (patients from BRCA1-VUS and the BRCAI-WT groups). Patients with
hypermethylation of BRCA1 had invasive ductal tumors and negativity for ER being
diagnosed before the age of 50 years. Regarding the gene expression profile, most of the
patients of all three groups had lower BRCA1 mRNA levels in tumor tissue, thereby indicating
the loss/decrease of gene function. With regard to family history, no significant association
was found between the expression levels of the BRCA1 gene and a family history of cancer,
however, we found that in families with presence of bilateral BC, presence of BC between

mother and daughter and reporting three cases or more of BC, there was a higher



prevalence of low gene expression. In summary, our findings suggested that methylation at
the BRCA1 gene is not the "second" event in the development of the BC in patients with
germline mutations in BRCA1. However, since a reduction in the BRCA1 mRNA levels was
observed for the three groups it is suggested that other mechanisms may be involved or
which methylation analysis spanning the entire promoter region of the BRCA1 gene needs to

be considered.

Key words: hereditary breast cancer, methylation, gene expression, breast cancer, BRCA1

gene, BRCA1 gene silencing



1  INTRODUCAO

1.1 Historico do cancer
Desde a antiguidade, médicos do Egito antigo ja registravam doencas que, devido as

suas caracteristicas, ja poderiam ser consideradas como cancer. No primeiro relato, 1600
a.C., foram descritos oito casos de tumores de mama incurdveis. Hipdcrates descreveu
inicialmente a palavra karkinos, cujo significado é caranguejo, devido a semelhanca dos
vasos sanguineos dos tumores com o formato das patas de caranguejo. Os termos cdncer e
oncos foram introduzidos por dois médicos romanos, Celsius e Galeno, respectivamente,
porém os primeiros registros que indicam a causa das mortes por cancer passaram a existir
na Europa somente a partir do século XVIIl. Com a chegada da industrializacdao, no século
XIX, observou-se um aumento constante nas taxas de mortalidade por esta doenca “°.

A oncologia como ciéncia surgiu em 1761 a partir dos estudos de Giovanni Morgagni
de Padua e John Hunter, os quais associaram a presenca da doenca nos individuos com os
achados patoldgicos apds a morte, propondo, assim, a remoc¢ao cirurgica do tumor 2 Em
1952, Willis definiu o cancer como: “uma massa anormal de tecido, cujo crescimento excede
e é descoordenado com o do tecido normal e persiste no mesmo modo excessivo depois da
cessacdo do estimulo que provocou a alteragdo” .

Atualmente, o cancer é considerado um problema de salude publica tanto para os
paises desenvolvidos quanto para as na¢des em desenvolvimento. O cancer é responsavel
por mais de 12% de todas as causas de ébito no mundo: mais de sete milhGes de pessoas
morrem anualmente da doenca. Como a expectativa de vida no planeta tem melhorado
gradativamente, a incidéncia de cancer, estimada em cerca de 12 milhdes de casos em 2008,
devera superar a marca de 15 milhdes em 2020 . No Brasil as estimativas para o ano de
2014 (vélidas também para o ano de 2015) apontam para a ocorréncia de mais de 570 mil

novos casos de cancer °.

1.2 A genética do cancer

O cancer é uma doenca multifatorial resultante do acimulo de alteracdes genéticas e
epigenéticas que levam ao crescimento desordenado de células anormais °, a alteracdes no
ciclo celular e ao acimulo de erros no DNA "%, Tais modificacdes foram descritas inicialmente

por Hanahan e Weinberg ° como “Hallmarks of Cancer” e incluem seis importantes processos



de controle do ciclo celular: apoptose, diferenciacdo celular, angiogénese, senescéncia,
motilidade e capacidade migratéria. Em 2011, o controle do metabolismo energético e do
sistema imune, o aumento da instabilidade genémica e a promocao dos mecanismos de
inflamag3o foram adicionados como a nova geracdo dos “Hallmarks of Cancer” (Figura 1) *°.
Quando estes mecanismos sdo afetados e ndo ocorre o reparo, células anormais geram
descendentes que herdam a propensao para proliferar sem responder a regulagcdo, o que
resulta em uma proliferacdo celular clonal capaz de se expandir indefinidamente. O processo
de proliferagdo celular descontrolada é capaz de gerar uma produ¢ao demasiada de células, o

que pode originar o cancer 1,12

Sustentar sinalizacdo Evadir supressores de
proliferativa crescimento

o Evitar destruigao
Desregulagdo energética imune

Permitir imortalidade
replicativa

Resistir morte
celular

Instabilidade gendmica
e mutagao

Indugdo da Ativar invasdo e
angiogénese metastase

Figura 1 — Propriedades bdsicas adquiridas pelas células tumorais. (Fonte: adaptado de

Hanahan e Weinberg ).

Em relagdo aos genes envolvidos no processo de carcinogénese existem duas classes
principais: 0s oncogenes e 0s genes supressores tumorais. Os oncogenes sao formas alteradas
dos proto-oncogenes, genes cujas funcdes principais estdo relacionadas a regulacdo do
crescimento, proliferacdo e diferenciacdo de células normais. Para a ativacdao dos oncogenes

basta que um dos dois alelos esteja alterado, o que pode desencadear o processo de



desenvolvimento neoplasico . A ativacdo dos oncogenes pode ocorrer através de diferentes
processos tais como amplificagdo génica, mutagdao pontual e translocagdo cromossdémica.
Quando ocorre a amplificacdo génica hd um aumento dos niveis de proteina expressa, sendo
um exemplo de ativagdo por este mecanismo a que ocorre com o gene HER2 %14 no
mecanismo de mutacdo pontual, substituicdes Unicas de aminodcidos podem alterar as
propriedades bioquimicas do produto génico ocorrendo a ativagdo constitutiva da proteina,
como é o caso do gene KRAS 13 Ainda, no mecanismo de translocacdo cromossomica, ha

origem de genes de fusdo com fungdo alterada, um exemplo classico é a formac¢do do

cromossomo Filadélfia, presente em 90% dos casos de leucemia mieldide crénica (Figura 2) **
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Figura 2 - Representacdo dos principais mecanismos de ativacdo de oncogenes. O proto-
oncogene (gene normal) é representado com sua porcdo transcrita (retangulo). (Fonte:

adaptado de Pierotti et al.*®).

Por outro lado os genes supressores tumorais sdo genes que codificam proteinas
envolvidas na manutencdo da estabilidade gendmica e na proliferacdo celular e, portanto, a
perda da funcdo destes genes pode permitir o desenvolvimento neoplasico . A relacdo entre
0s supressores tumorais e o desenvolvimento do cancer foi inicialmente proposta na década
de 70, por Knudson, quando elaborou a “hipdtese dos dois eventos” para explicar a

ocorréncia esporadica e hereditaria do retinoblastoma, um cancer intraocular da infancia



com baixa incidéncia. Segundo este modelo, para que ocorra a transformacdo neopldsica é
necessario que haja a inativa¢do dos dois alelos de um gene supressor de tumor, ao contrario
do que ocorre com os oncogenes. Nos casos esporadicos da doenca, é necessario que ocorra
a inativagdo somatica dos dois alelos do gene RB, enquanto que nos casos hereditarios um
dos alelos ja se encontra mutado na linhagem germinativa e basta haver perda do segundo

alelo ao nivel somético para deixar de se produzir a proteina funcional (Figura 3) **%.

Hereditario (A)

.

Uma mutagdo herdada >
Uma mutagdo adquirida

Esporddico (B)

.

Duas mutagoes adquiridas

Figura 3 — Hipdtese de Knudson. Nos casos hereditarios (A) é necessdrio que se tenha uma
mutacdo na linhagem germinativa (herdada), seguida de outro evento que silencie o gene
(mutacdo somatica). Porém, nos casos esporadicos (B), é necessdrio que se tenha duas
mutacdes a nivel somatico, resultando na inativacdo génica. (Fonte: adapatado de Sabado-

Alvarez 8).

Os mecanismos responsaveis pela inativacdo dos genes supressores tumorais incluem:
perda de heterozigosidade (LOH — loss of heterozygosity), mutaces deletérias e alteracOes
no padrdao de metilacdo da regido promotora. Diversas mutacbes dos genes supressores
tumorais ja foram descritas como responsaveis por gerar proteinas truncadas ou ainda, o
silenciamento completo desse alelo . A perda de heterozigose é o mecanismo mais
frequentemente associado ao silenciamento do alelo normal, a qual pode ser causada por

. . . . 2
diferentes mecanismos, como ilustrado na Figura 4 %°.
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Figura 4 — Mecanismos que levam a perda de heterozigose. (Fonte: adaptado de Gruber 20y,

1.3 A epigenética do cancer

O termo epigenética é empregado para descrever mudancas reversiveis e herdaveis no
genoma e que ndo alteram a sequéncia de DNA. As principais altera¢des epigenéticas sao:
metilacdo do DNA, modificacdes pds-traducionais das histonas e os RNA ndo-codificadores
(Figura 5), os quais atuam na regulacao e modificacdo do perfil da expressdo génica 2123

A metilacdo no DNA é o processo epigenético mais bem descrito e estudado em

eucariontes, e, devido a sua importancia no presente estudo, serd detalhado a seguir.
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Figura 5 — Mecanismos epigenéticos (Fonte: adaptado de Sawan et al. %*).

1.3.1 Metilagdo

A metilacdo do DNA é uma modificagdo que ocorre no carbono 5 de citosinas
adjacentes as guaninas, chamados de dinucleotideos CpG. Este fen6meno ocorre quando um
grupo metil (CHs) proveniente da 5-adenosilmetionina (SAM — doador universal de metil) é
adicionado a posicdo 5 do anel pirimidico da citosina, originando a 5-metilcitosina (5mC),

24,25

através da acdo das enzimas DNA Metiltransferases (DNMTSs) . As enzimas pertencentes a

esse grupo sdo DNMT1, DNMT1b, DNMT1o, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b e DNMT3I, porém,
sO se conhece a atividade catalitica de trés enzimas: DNMT1, DNMT3a e DNMT3b 21,26

A DNMT1 atua como uma enzima que mantém o padrao de metilacao na célula durante
a replicacdo ao inserir o grupamento metil em dinucleotideos CpG, possuindo alta afinidade
por DNA hemimetilado (DNA com apenas uma das fitas metilada). J4 as DNMT3a e DNMT3b
sdo responsaveis por estabelecer o padrdo de metilacdo celular no processo de metilagcdo de
novo, atuando independentemente da replicacao tanto em regides hemimetiladas como nao
metiladas. Tais enzimas sdo fundamentais para o desenvolvimento embrionario normal,
proliferacao e sobrevivéncia celular, além de manter o impriting genémico e a estabilidade do

. . 21,24,2
cromossomo X inativo “ K 6.



Diversas hipéteses foram postuladas para explicar como a metilacdo é capaz de
reprimir a expressao génica, sendo que os mecanismos propostos foram: (1) a interferéncia
direta na ligacdo dos fatores de transcricdo aos seus sitios de reconhecimento presentes nos
promotores génicos, (2) permitindo a ligacdo de inibidores transcricionais especificos ao
DNA metilado e desta forma impedindo a ligacdo dos fatores de transcricdo ou ainda, (3)
promovendo uma alteragao da estrutura da cromatina, tornando-a mais condensada, e, com

isso, impedindo que os fatores de transcricdo tenham acesso aos seus sitios-alvo (Figura 6)
27
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transcrigdo transcricionais especificos ao DNA
metilado

G% p-mg G% »
& Ry P e e
PPUP @

E Alteracéo da estrutura da cromatina
i llha CCpG metilada
@
5& f e Fator de transcrigao

@ Polimerase I

Figura 6 — Mecanismos descritos para a inibicdo da transcricio génica mediados pela

metilacdo das citosinas. (MBP — Methyl Binding Proteins). (Fonte: adaptado de Singal %’).

No DNA genOmico das células de mamiferos, aproximadamente 60 a 90% dos
dinucleotideos CpG dispersos pelo genoma estdao metilados, enquanto que as regides ricas
em CpG (chamadas “ilhas CpG”) estdo ndo-metiladas. Alguns autores propuseram definicdes
especificas para ilha CpG de acordo com as caracteristicas de suas sequéncias, partindo de
um critério original que define como regides de DNA maiores ou iguais a 200pb com pelo
menos 50% de GC e razdo de frequéncia esperada versus observada para a ocorréncia de CpG

28, 29

maior ou igual 0,6 . As ilhas CpG sdo encontradas nas proximidades de genes de

expressao constitutiva (genes housekeeping) e em 40% das regides promotoras de genes que

~ . . 1
apresentam express3o tecido-especifica ** 3.



Alteracbes no perfil de metilacdo ja foram relacionadas a varias doencas e sindromes
como sindrome de Rett, sindrome de Prader-Willi, imunodeficiéncia e cancer 2. As
modificacdes epigenéticas observadas podem ser agrupadas em duas categorias: a
hipometilacdo gendmica global e a metilagdo aberrante do DNA (ou hipermetilagdo) em
regides normalmente ndao metiladas nas células normais. A hipometilagdao global, em geral,
pode causar instabilidade genémica e aneuploidia, perda de impriting gendmico e alteragdes
da expressdo de genes anteriormente metilados. Em contrapartida, a hipermetilacdo
encontrada nas regides promotoras de genes supressores tumorais, é responsavel pelo
silenciamento transcricional destes genes. Dentre os genes encontrados frequentemente
hipermetilados em diferentes tumores estdo aqueles relacionados ao reparo do DNA, genes

que codificam para receptores hormonais e controle do ciclo celular >,

1.4 Cancer de mama
1.4.1 Epidemiologia e relevancia do tema

No cenario mundial, o cancer de mama (CM) é a neoplasia maligna mais frequente no
sexo feminino, respondendo por 22% dos casos novos de cancer a cada ano. A doencga é
mais comum nos paises desenvolvidos, como Estados Unidos e paises do Norte da Europa,
porém, tem-se observado aumento na incidéncia nos paises subdesenvolvidos tanto da
Africa e Asia quanto da América Latina .

O tumor de mama se constitui na principal causa de mortalidade por cancer entre as
mulheres brasileiras. Conforme o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimou-se para 2014
57.120 novos casos de cancer de mama. Na regido Sudeste do Brasil ocorre maior incidéncia
entre as mulheres com um risco estimado de 71 casos novos a cada 100 mil mulheres .

Estima-se que para o CM, assim como para grande parte dos tumores malignos

conhecidos, 5 a 10% sejam de carater hereditario > 3**

, representando, conforme
estimativas brasileiras do ano de 2014 a ocorréncia de aproximadamente 5 mil novos casos
de cancer de mama hereditarios por ano, o que é assustador tanto pelas suas proporc¢ées
numéricas, quanto pelo fato de que a maior parte destes tumores ndo é reconhecida como

de origem hereditaria > 34,



1.5 Cancer de mama hereditario

A primeira descricdo de uma familia com cancer de mama hereditério foi publicada em
1866, pelo cirurgido francés Paul Broca. Broca descreveu detalhadamente quatro geracdes de
mulheres acometidas por cancer de mama na familia de sua esposa, em que 10 de 24
mulheres foram afetadas pela doenca. A histéria familiar relatada indicava pela primeira vez
uma predisposicdo hereditaria ao cancer de mama (Figura 7) *. Em 1976, David Anderson
relatou que mulheres com histéria de varios familiares de primeiro grau com CM possuiam
Risco Cumulativo Vital (RCV) de desenvolver a doenga 47 a 51 vezes maior que o risco da
populagdo em geral. Ainda, referiu que nessas mulheres, o tumor se desenvolvia, em geral,
antes da menopausa, era bilateral e estava associado aos ovarios % Diversos estudos foram

realizados e confirmaram as observagbes iniciais: a existéncia de uma predisposicao
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Figura 7 — Heredograma da familia da esposa de Paul Broca, baseada na descri¢cdo original

deste autor em 1866. (Fonte: adaptado de Krush ).

Com o avanco da biologia molecular foi possivel identificar genes que, quando

alterados, aumentam significativamente o risco de desenvolver diversos tumores, incluindo o

" Y . - 2
cancer de mama e ovario, se destacando os genes supressores tumorais BRCA1 e BRCA2 4042

Acredita-se que o gene BRCA1 seja responsavel por 25 a 28% de todos os casos de
cancer de mama hereditario *3. Portadoras de mutacdo germinativa no gene BRCAI tém um
RCV de desenvolver cancer de mama de 44% a 68% até os 70 anos de idade. Além disso,

o RCV para cancer de ovario nessas pacientes pode chegar até 60% aos 70 anos de idade

48 0 gene BRCA2, quando alterado, é responsavel por cerca de 30% a 40% de todos os

49, 50

casos de cancer de mama hereditarios . Homens com mutacbes germinativas em
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BRCA2 tém um RCV significativamente maior que o da populacdo de desenvolver cancer de
mama, cerca de 6% até os 70 anos de idade, o que representa um aumento de 80-100 vezes
o risco para a populagio em geral **.

Outros genes de predisposicdo ao CM foram descritos (Tabela 1 e Figura 8) e sao
importantes no risco para a doenga, embora correspondam a uma menor parcela nos casos
hereditarios como por exemplo os genes TP53 >2 , PTEN 53, STK11 54, PALB2 > e CDH1 °® , ou

levem a um aumento leve a moderado no risco de desenvolvimento do cancer de mama, tais

como os genes CHEK2 158 ATM P, genes da familia RAD 80-62 o utros.

Tabela 1 — Funcdo dos genes de predisposi¢do ao cancer de mama (ndo incluindo BRCA1/2).

Gene Localizagao Funcao Referéncia

Cromossomica

TP53 17p13.1 Codifica uma proteina nuclear fosforilada com >

propriedades de ligacdo ao DNA. Atua como fator

de transcrigdo e interage com outros genes.

CDH1 16¢22.1 Importante para adesdo celular, desenvolvimento e >

manutencdo do fendtipo do epitélio.

57,58

CHEK2 22q12.1 Mediador da resposta ao dano do DNA. Responsavel
pela regulagdo da proteina brcal e atua na via do
p53
ATM 11g22-g23 Desempenha importante fungdo de checkpoint no >

ciclo celular, sendo um importante regulador de
uma variedade de proteinas supressoras tumorais.

PTEN 10g23.3 Desempenha significante importancia no ciclo >3

celular e apoptose, incluindo migragdo e
diferenciacdo celular.

STK11 19p13.3 Supressor tumoral responsavel por controlar o >

crescimento celular e a morte celular.

PALB2 16p12.2 Responsavel pelo reparo no DNA e se liga ao BRCA2 >

permitindo a estabilidade do DNA.
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Figura 8 — Genes de predisposicdao ao cancer de mama hereditario. (Fonte: adaptado de
Foulkes ).

1.6 Sindrome de predisposi¢do hereditaria ao cancer de mama e ovario (HBOC)

1.6.1 Aspectos gerais

A Sindrome de Predisposicdo Hereditdria de Cancer de Mama e Ovario (Hereditary
Breast and Ovarian Cancer Predisposition Syndrome — HBOC) é caracterizada pela presenca de
carcinoma de mama de origem lobular ou ductal e adenocarcinoma epitelial de ovario &,
Conforme descrito anteriormente, aproximadamente 10% dos casos de CM sdo hereditarios,
associados principalmente a presenca de mutagdes nos genes supressores tumorais BRCA1 e
BRCA2 *. Esses genes foram descobertos através de estudos de ligacdo em membros de
familias com varios casos de cancer de mama e ovario, sendo herdados de forma
autossdmica dominante ***2.

A frequéncia de mutagdes germinativas identificadas nos genes BRCA1/BRCA2 varia de
estudo para estudo, podendo estar diretamente relacionada aos critérios de selecdo
utilizados para o teste e ao tipo de populagcdo em avaliacdo. No entanto o que é consenso é
gue esses genes nao respondem pela totalidade dos casos de cancer de mama hereditarios.
Por esse motivo, diversos trabalhos vém enfatizando a utilizacdo de painéis génicos para
investigacdo da presenca de mutagdes patogénicas em outros genes que ndao BRCA em

familias HBOC. Trabalho publicado por Walsh e colaboradores em 2011 analisou 273
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mulheres com carcinoma de ovario, 48 com carcinoma de peritonio, 31 com cancer de tuba
uterina e 8 com carcinoma de endométrio. Todos os casos foram selecionados no momento
do diagndstico e ndo por idade ou histérico familiar. Dos 360 individuos, 24% eram
portadores de mutagdo germinativa associada a perda de func¢do proteica, sendo 18% em
BRCA1 ou BRCA2 e 6% em um dos seguintes genes: BARD1, BRIP1, CHEK2, MRE11A, MSH6,
NBN, PALB2, RAD50, RAD51C ou TP53. O estudo aponta para o fato de que embora os genes
BRCA1/2 respondam por uma parcela consideravel dos casos de cancer de mama e ovario
hereditarios, existe uma crescente necessidade da realizagdo do teste genético em outros

genes além dos genes BRCA1 e BRCA2 8,

1.6.2 Aspectos clinicos e de historia familiar

A identificacdo de individuos/familias em risco para cancer hereditario é fundamental
por vdrias razdes: 1) individuos afetados apresentam um RCV muito superior ao da
populacdo para varios tipos de cancer; 2) familiares de um individuo afetado podem estar
em risco para o cancer hereditario; 3) existem medidas de rastreamento intensivo e
intervengdes preventivas eficazes na redugdo do risco de cancer em portadores de

6567 0 4) a identificacdo de um individuo nao-portador de uma alteragao genética

mutac¢ao
em uma familia de risco permite a tranquilizacido do individuo e elimina
gastos/complicagdes com intervengdes preventivas desnecessarias.

A histéria familiar de cancer em familiares de primeiro grau e a presen¢a de alguns
fatores especificos de risco, como cancer de mama bilateral, idade precoce ao diagnéstico,
histéria familiar de cancer de mama e ovario e cancer de mama em individuo do sexo
masculino, sdo indicadores importantes de risco para o cancer de mama hereditario ®® ©°.

Os principais critérios utilizados para o diagndstico clinico de HBOC s3ao aqueles
definidos pela NCCN (National Comprehensive Cancer Network) '° e pela ASCO (American

Society of Clinical Oncology) ’*, descritos nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.
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Tabela 2 — Critérios da NCCN para a sindrome de predisposicao hereditdria ao cancer de

mama e ovario '°.

1. Familia com mutacdo detectada em BRCA1 e BRCA2

2. Histdria pessoal de cancer de mama associada a um ou mais dos critérios:

diagndstico antes dos 45 anos;

diagndstico antes dos 50 anos com:

- segundo tumor primario;

- um ou mais familiares com cancer de mama em qualquer idade;

diagnéstico antes dos 60 anos com:

- cancer de mama triplo negativo;

diagnédstico em qualquer idade com:

- um ou mais familiares com cancer de mama antes dos 50 anos;

- dois ou mais familiares com cancer de mama em qualquer idade;

- um ou mais familiares com cancer de ovario epitelial;

- dois ou mais familiares com cancer de pancreas e/ou cancer de prdstata em
qgualquer idade;

- um caso de cancer de mama masculino;

- ascendéncia étnica associada a uma frequéncia de mutacdes deletérias (exemplo:

ascendéncia Ashkenazi);

3. Histéria pessoal de cancer de ovdério do tipo epitelial;

4. Histéria pessoal de cancer de mama masculino;

5. Histéria de cancer de prdstata ou pancreas em qualquer idade com dois ou mais familiares

com cancer de mama e/ou ovario e/ou pancreas e/ou prostata em qualquer idade.
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Tabela 3 — Critérios da ASCO para sindrome de predisposicao hereditdria ao cdncer de mama

e ovario "%,

1. Trés ou mais casos de cancer de mama e um cancer de ovdrio em qualquer idade; ou
2. Mais de trés casos de cancer de mama em idade <50 anos; ou
3. Par de irmas (ou mae e filha) com um dos seguintes critérios (<50 anos):

e dois casos de cancer de mama; ou

e dois casos de cancer de ovario; ou

e um caso de cancer de mama e um caso de cancer de ovario

Além dos critérios para diagnéstico clinico da HBOC, modelos de estimativa da
probabilidade de mutacdo nos genes BRCA1/2 podem ser empregados a partir da histéria
familiar do paciente. Os principais modelos utilizados sdao: BRCAPro, modelo de Couch
modificado (Penn Il), BOADICEA e as tabelas de prevaléncia de mutac¢do do laboratério de
Myriad "*®. Os critérios empregados para indicacdo do teste genético para identificar
mutacdes deletérias nos genes BRCA sdo diferentes nas diversas nacdes, porém recomenda-

se que uma probabilidade minima de mutagao de 10% seja considerada 7

1.6.3 Aspectos moleculares
1.6.3.1 Estrutura e fungao dos genes BRCA1 e BRCA2

O gene BRCA1, localizado no cromossomo 17 (17921), é constituido por 22 exons
codificantes (exons 1 e 4 ndo sdo traduzidos). Ele se estende em cerca de 100 Kb de DNA

genbmico e codifica uma proteina de 1863 aminoacidos 4L, 77, 78

. Em relacdo a sua
estrutura, a proteina brcal apresenta trés dominios importantes para a interacdo com
outras proteinas, sendo um dedo-de-zinco (“zinc-finger” ou “RING-finger: Really
Interesting New Gene”) na regido amino-terminal, e dois dominios BRCTs (“BRCA C
Terminus”) na regido carboxi-terminal. Além destes dominios, encontram-se, ao longo

do exon 11, dois dominios de localizagdo nuclear (Figura 9) "°®',
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RING finger NLS BRCT
[ 1 > ¥ \
BRCAI ‘ ]E . I 1863 aa
\d : /
I [ ————————n} | ——
Proteinas de BARDI1 MNR BRCA?2
interagao BACHI1
CtIP
RNAPII

Figura 9 — Representacdo da proteina brcal evidenciando a posicdo do dominio RING
finger, do sinal de localizagdo nuclear (NLS) e dos dois dominios BRCTs. As proteinas que
interagem com o BRCA1 estdo representadas abaixo da regido requerida para a

associac3o. aa = aminoécido. (Fonte: adaptado de West ®%).

Jd o gene BRCA2, localizado no cromossomo 13 (13q12.3), apresenta 26 exons
codificadores (o exon 1 ndo é traduzido) e sua proteina é formada de 3418 aminoacidos,
constituindo uma das maiores moléculas do proteoma humano ** ®. A Figura 10
esquematiza a proteina brca2: na regido que compreende o segundo ter¢o da proteina
encontram-se os dominios BRC (breakpoint cluster region), os quais interagem com rad51
(proteina de reparo do DNA) 8 Na sequéncia ha uma regidao de 800 aminoacidos na regido
terminal da proteina que se associa a proteina dss1 2*. Além disso, na regido C-terminal ha
presenca de dominios importantes, designados como helical domain, trés dominios OB

(oligosaccharide-binding) e dominios de localizacdo nuclear (nuclear localization signal - NLS)

81

helical domain

OB
. Dominios BRC L 1 2 3 NLS
S ‘ l l l I ﬂ ll ”1 . . l ’ 3418 aa
e — f— prome—
Proteinas de GABET s

intera¢ao

Figura 10 — Representagao da proteina brca2. aa= aminoacidos. (Fonte: adaptado de West

81).
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Apesar das estruturas dos gene BRCA1 e BRCA2 serem distintas, algumas funcdes
das proteinas codificadas sdao similares. Ambos estdao envolvidos em diversos processos
celulares, como reconhecimento de danos ao DNA, regulacdo da transcricdo, regulacao
do ciclo celular e no reparo de danos ao DNA. Dada a importancia das fungdes supra
mencionadas, variacdes patolégicas nesses genes podem ocasionar alteracdes na funcao
de suas proteinas, induzindo ao acimulo de mutagdes e posteriormente a instabilidade
cromossdmica .

Diversos estudos tém sido realizados para a pesquisa dos niveis de expressao
génica de BRCA1, sendo que em 1995, Thompson e colaboradores relataram a
diminuicdo de mRNA BRCA1 em tumores de mama invasivos quando comparados com o
tecido normal e ainda, foi observado que a redugdo génica estava associada ao aumento
da proliferacdo das células tumorais °.

Apds este estudo, diversos trabalhos apoiaram esta correlagdo e estenderam a
observacdo. Em um desses trabalhos, os autores relataram que os tumores de alto grau
geralmente apresentam baixos niveis de mMRNA BRCA1 e altas taxas de proliferacao,
havendo também uma correlagdo com auséncia do receptor de estrégeno (ER —

87, 88 Ainda, estudos mais recentes

estrogen receptor) e presenca de metdstase
propuseram que em tumores de mama esporadicos ocorre reducdao na expressao génica
de BRCA1 devido a presenca de metilacdo na regido promotora, levando assim, a menor
expressao proteica 8991

Dessa maneira, as observacdes propostas sugerem que a perda de atividade de
BRCA1, seja por mutagdes germinativas ou por desregulacao devido a fatores genéticos

. sy , . . ~ 2
ou epigenéticos, é capaz de induzir a formacdo tumoral °.

1.6.3.2 AlteragOes genéticas
1.6.3.2.1 Mutagles germinativas em BRCA1 e BRCA2

A identificacdo de mutacdes patogénicas em familias com critérios clinicos para
HBOC é fundamental, pois permite o diagndstico pré-sintomatico e a definicdo de

condutas da clinica 3

. Até o momento mais de 3400 mutacdes patogénicas ja foram
descritas ao longo da sequéncia codificante dos genes BRCA1 e BRCA2, as quais podem
ser encontradas no banco de dados “Breast Cancer Information Core” (BIC) % bem como

no portal Biobase da HGMD (Human Genome Mutation Database °°). Ainda, ha o
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Consdrcio Internacional ENIGMA (Evidence-based Network for the Interpretation of
Germline Mutant Alleles), o qual foi criado com o intuito de determinar o significado
clinico de variantes em genes de predisposicdo ao cancer de mama, principalmente nos
genes BRCA1 e BRCA2 (variantes essas conhecidas como VUS- variants of unknown
significance), bem como de analisar o papel de modificadores genéticos (tais como
polimorfismos) no risco de desenvolvimento do cancer de mama hereditario ** 7.

O impacto bioldgico de diversas mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2 pode ser
facilmente inferido pela natureza das mesmas, como é o caso das muta¢des do tipo
frameshift — capazes de originarem alteracdes da matriz de leitura do DNA e criagdo de
um codon de termina¢do prematuro. Da mesma forma, as mutacdes do tipo nonsense,
as quais consistem na substituicdo de um nucleotideo com consequente troca do
aminodcido por um cddon de parada sdo capazes de originar transcritos instaveis ou
resultar na perda de dominios funcionais importantes da proteina, sendo interpretadas
como mutacdes patogénicas, pois ha a perda da funcdo protéica *°. Adicionalmente,
grandes rearranjos génicos foram associados a HBOC, sendo encontrados
principalmente em BRCA1, variando de 0,5 a 23,8 kb. Esses rearranjos incluem delecGes
ou duplicagdes de grandes fragmentos, contendo um ou mais éxons. Essas altera¢des
sdo normalmente patogénicas, uma vez que levam a formacao de uma proteina com

99, 100

funcdo e/ou estrutura alterada . Em algumas populac¢des os rearranjos génicos em

BRCA1 representam até um terco da totalidade das mutagdes 101

. Acredita-se que a
maioria dos rearranjos detectados em BRCA1 esteja associada a eventos de
recombinacao desigual entre elementos Alu, as quais sdo sequéncias repetitivas de DNA
gue estdo relacionadas a delegdes, inser¢Ges recombinacdes e alteracGes na expressao

102

génica " . Sluiter e colaboradores relataram que as sequéncias Alu correspondem a

1 /
03, Porém, poucos

aproximadamente 41,5% das sequéncias intronicas de BRCAI1
rearranjos tém sido descritos em BRCA2, o que pode ser elucidado pelo fato que as
sequéncias intronicas deste gene apresentam menor nimero de repeti¢cées Alu, quando
comparado ao gene BRCA1 >1, 104

No entanto, é estimado que aproximadamente 10-20% das mutagdes germinativas
presentes nos genes BRCA1 e BRCA2 sao variantes de significado clinico desconhecido
(VUS). As VUS incluem as muta¢des missense (alteram um aminodacido originando a

substituicdo por um aminodcido diferente), mutacdes silenciosas (ocorre a troca de um
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nucleotideo, mas ndo alteram o aminodcido codificado pelo cédon afetado, exceto se
localizadas em regidao de splicing), mutagdes intronicas, muta¢Ges nas regides de
splicing, e ainda, insercdes ou delecdes in frame, para as quais ndo se sabe ao certo o
impacto bioldégico que acarretam 105,106

Mutacbes frequentes ou associadas a “hotspots” em BRCAI1 ndo sdo usualmente
encontradas, porém, dado o fato do éxon 11 apresentar 3.426 pb (mais de 50% da
regido codificante do gene), grande parte das mutacdes sio encontradas neste éxon *%’.
A prevaléncia das mutagcdes em BRCA sdo variaveis de acordo com o pais e a etnia, as
quais podem ser decorrentes do efeito fundador. O efeito fundador pode ser
classificado como a ocorréncia com alta frequéncia de uma ou mais mutacdes
especificas em dada populacdo, origindrias de um ancestral comum 108

Mutacbes fundadoras em BRCA1 ja foram descritas em algumas populac¢des e

109-119

encontram-se listadas na Tabela 4 . Entre os judeus Ashkenazi, as mutagdes

120 sabe-se que,

patogénicas mais frequentes no gene BRCA1 sdo: 185delAG e 5382insC
entre os judeus Ashkenazi de todo o mundo, as muta¢des fundadoras sdao encontradas
em pelo menos um quarto de todas as mulheres com diagndstico de cancer de mama

121 No entanto, apesar de existirem mutagdes fundadoras

com idade precoce
associadas ao BRCA1 em algumas populag¢des especificas (como as listadas na tabela 4),
para a grande maioria da populacdao em risco para HBOC, uma andlise de toda a regiao

codificante desse gene (e do gene BRCA2) se faz necessaria.
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Tabela 4 — Mutagdes fundadoras em BRCA1 em diversas populagdes.

Mutagao em BRCA1
(nomenclatura conforme

Populagao BIC) Referéncia
Africana 1832del5 Gao et al, 1997 *%
5296del114
Britanica 4184deld Neuhausen et al, 1996
Francesa 5149deld Stoppa Lyonnet et al 1997 **
Holandesa 2804delAA Peelan et al, 1996 2
Hungara 5282insC Ramus et al, 1997 '
ltaliana 1499insA Montagna et al, 1996 **°
Judaica Ashkenazi 185delAG Simard et al, 1994 1%
5382insC
Norueguesa 1136insA Andersen et aI, 1996 17
Sueca 3166insTGAGA Johannson et al, 1996 **
2595delA
1201del11
G563X
Russa 5382insC Hakansson et al, 1997 '*°
4153delA

Fonte: adaptado de Fackenthal et al.,2007 **2.

1.6.3.3. Alteragoes epigenéticas
1.6.3.3.1 Metilagao

A avaliacdo do perfil de metilacdo de promotores génicos tem sido considerada um
potencial marcador molecular para varios tipos tumorais, podendo ser utilizada como
ferramenta para detec¢do tumoral ou como fator de progndstico, como ja foi descrito para
diferentes neoplasias, como os canceres de pulm3o '3, colorretal *** '*, cabeca e pescoco
126 e, inclusive, para tumores de mama 127-131

No caso de cancer de mama, em tumores esporadicos, tém-se observado a ocorréncia
de metilacdo aberrante nos promotores génicos (hipermetilacdo) com consequente reducao

132, 133

ou auséncia de expressdo dos genes em questdo . Dentre os genes ja descritos como
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hipermetilados em CM esporadico encontram-se os supressores tumorais BRCA1, BRCA2,
CDKN2A (p16), GSTP1, CDH1 e RASSF1 *'. Niveis alterados de metilacio nesses genes ja
foram associados de maneira significativa a melhora ou piora no progndstico bem como a
presenca de determinadas caracteristicas histopatolégicas. E o caso, por exemplo, da
correlacdo identificada entre a hipermetilacdo dos genes GSTP1 e CDH1 com aumento da
metastizagdo e invasao 128 )4 a hipermetilacdo dos genes RASSF1 e GSTP1 foi

131

significantemente maior em tumores do subtipo Luminal B Em relacdo a metilacdo

3% relataram que a frequéncia de

aberrante do gene BRCA1, Esteller e colaboradores
hipermetilacdo é varidvel nos diferentes subtipos histoldgicos, sendo que, dos casos de
carcinomas ductais 12% (9/73) estavam hipermetilados, enquanto que 67% e 55% dos
tumores mamarios medulares e mucinosos (respectivamente) apresentaram hipermetilacao
na regido promotora do gene BRCA1. De forma adicional, a correlacdo entre hipermetilacdo
do gene BRCAI1 com menores niveis de expressdao génica ja foi reportada em diversos

135, 136

estudos , assim como a associac¢do do nivel de metilacdo com estadiamento clinico 136

89, 136, 137 89, 138

grau histolégico 136 fendtipo triplo-negativo e ancestralidade , indicando
assim, que a metilacdo aberrante da regido promotora do gene BRCA1 pode ser um
importante fendmeno no desenvolvimento do cancer de mama esporadico.

Ha poucas evidéncias sobre a correlagdao entre o perfil de metilacdo e o cancer de
mama hereditario. Vasilatos e colaboradores **° observaram que havia associaco entre a
metilacdo da regidao promotora dos genes BRCA1 e HIN-1 em mulheres com histdria pessoal
e familiar de cancer de mama e testadas para mutacdes em BRCA1/2. Dentre as mulheres
gue apresentaram mutagdes patogénicas em BRCAI, foi observada uma baixa frequéncia de
metilacdo, enquanto que as mulheres sem mutacdes apresentaram alta frequéncia de
metilacdo na regido promotora. Além disso, ndo foi observado a metilacdao do gene HIN-1
entre as mulheres com mutacdes em BRCA1/2. De forma contraditdria, estudo realizado por
Holm e colaboradores, em 2010, observou a presenca de hipermetilacdo no gene BRCA2 em
portadores de mutacdo no referido gene (5/13), indicando assim que, a hipermetilagcdo de
BRCA2 pode ser um fendmeno responsavel por desempenhar o “segundo evento” de

inativacdo do gene em tumores hereditarios™>Y 140 141,
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1.6.4 Caracteriza¢ao molecular do tumor - histopatologia

Além da histdria familiar de cancer, outra caracteristica importante na identificacdo e
caracterizagdo de familias em risco para cancer de mama hereditario refere-se as caracteristicas
histopatoldgicas dos tumores. Individuos com mutag¢des germinativas em BRCA1 apresentam um
excesso de carcinomas mamarios ductais do tipo medular, além de um excesso de tumores triplo
negativos (TN) (negatividade para os receptores hormonais Estrogeno (ER), Progesterona (PR) e
HER2) *** 13 Outra caracteristica importante é que esses tumores expressam um ou mais dos
marcadores “basais” como citoqueratina 5/6 (CK5/6), 14 (CK14), EGFR, SMA, P-caderina,
caveolina-1, apresentando dessa forma um fendtipo “basal-like”. Através da utilizacdo Unica
e exclusiva de dados histomorfoldgicos para classificar tumores, Farshid e colaboradores 144
conseguiram identificar os tumores associados a mutacdes germinativas em BRCA1 com
uma sensibilidade de 92% e uma especificidade de 86%. Dessa forma pode-se concluir que
tanto a triplo negatividade para os receptores hormonais quanto a positividade para os
marcadores basais (caracterizando o tumor como “basal-like”) sdo altamente preditivos para
a presenca de mutag¢des germinativas em BRCAL.

Estudos recentes demonstram a importancia do gene BRCA1 na expressdo do ER, com

145 e um aumento

o silenciamento de BRCA1 ocasionando a diminuicdao dos niveis de ER
na expressdo dos genes caracteristicos de células basais como CK5/6, CK17 e P-caderina.
Esses achados levam a inferir que a disfuncdo de BRCA1 parece ser um dos mecanismos
propulsores para o fendtipo observado nos tumores basal-like e de um subgrupo dos
tumores TN .

Os tumores triplo-negativos apresentam um comportamento mais agressivo e pior
prognéstico quando comparados aos tumores do tipo luminal 16 e, apesar de
representarem uma grande parcela dos tumores hereditarios, também representam
aproximadamente 10% a 17% do total de casos de cancer de mama, acometendo
principalmente mulheres jovens, com maior prevaléncia entre mulheres Afro-Americanas
e Latinas " 1%,

Em tumores triplo-negativos esporadicos a expressdo da proteina brcal esta
diminuida ou ausente em tumores cujo gene BRCA1 encontra-se metilado, sugerindo que o
silenciamento epigenético seja o responsavel pela auséncia de expressdo da proteina brcal

137, 149, 150

e, consequentemente de ER . Estudo realizado por Hsu e colaboradores ° aponta
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gue pacientes com o gene BRCA1 metilado apresentam sobrevida total e sobrevida livre de
doenca reduzidas quando comparados aos pacientes cujo gene BRCAI se encontra nao-
metilado. Os autores ainda sugerem que a metilacdo de BRCA1 seria um fator progndstico
melhor que tamanho tumoral, metastase linfonodal, grau histolégico e idade em casos de
cancer de mama com idade jovem ao diagndstico.

Estudo prévio realizado em nosso grupo (Fernandes, GC et al., manuscrito em
preparacdo) analisou 150 mulheres testadas para a presenca de mutacdes germinativas nos
genes BRCA1 e BRCA2 quanto a expressao dos receptores de estrogénio, progesterona,
HER2, citoqueratina 5/6, citoqueratina 14 e ki67. Dentre as pacientes com mutacoes
germinativas detectadas no gene BRCA1, 80% eram TN e, além disso, expressavam o0s
marcadores basais (CK5/6 e CK14) exibindo um fendtipo “basal-like”. As demais foram
classificadas como sendo do tipo “Luminal A”. Dentre as pacientes com mutacles
germinativas no gene BRCAZ2, a fragdo de mulheres TN foi de 23,1%, ja as com o fendtipo
“basal-like” corresponderam a apenas 7,7% da amostra analisada. Os resultados obtidos
corroboram relatos da literatura, como os de Lakhani et al. ! o qual demonstrou que
69,6% dos pacientes com muta¢des em BRCA1 eram negativos para ER/PR e positivos para
CK5/6 e/ou CK14 versus 8,8% dos individuos sem mutacdo em BRCA1. Entre as mulheres
com historia familiar positiva, mas sem mutagao germinativa detectada apenas 14,3% eram
TN e, quando os marcadores basais (CK56 e CK14) foram considerados, 7,9% da amostra
foi classificada como “basal-like”, mostrando mais uma vez a forte associa¢cdo entre presenga

de mutacdo germinativa no gene BRCA1 e negatividade para os marcadores ER, PR e HER2.
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando:

i) a alta incidéncia e prevaléncia do cancer de mama no Brasil,

ii) o fato de que em torno de 10% desses tumores sdao causados por alteracdes
germinativas em genes de predisposicao hereditaria ao cancer,

iii) a importancia de identificar e caracterizar esses individuos em risco pelo
potencial de prevengdo existente,

iv) a existéncia de uma caracterizacdo prévia desse grupo amostral quanto ao perfil
imunohistoquimico (ER, PR, HER2, CK56, CK14 e KI67) e quanto a presenca ou
auséncia de mutagdes germinativas nos genes BRCA1/BRCA2,

v) a possivel influéncia da perda de expressao do gene BRCA1 na regulacdo de ER,

vi) o pior progndstico associado aos tumores triplo negativos

Propomos o desenvolvimento do presente estudo, na tentativa de caracterizar quanto
as caracteristicas clinicas, de histdria familiar, patoldgicas e moleculares um grupo amostral
composto por i) mulheres com histéria pessoal e familiar de cancer de mama e com
mutacdo deletéria identificada no gene BRCA1, ii) mulheres com histdria pessoal e familiar
de cancer de mama e com mutacdo de significado clinico desconhecido (VUS) identificada
no gene BRCA1 e iii) mulheres sem mutacdo identificada porém com histéria pessoal e
familiar de cancer de mama. Acreditamos que as informacdes geradas pelo presente estudo
serdo muito importantes para que possamos compreender melhor as diferencas em
incidéncia, progndstico e mortalidade associadas aos niveis de expressdao do gene BRCA1 em
mulheres com e sem mutag¢dao germinativa no gene BRCA1, mas com histéria pessoal e

familiar positiva de cancer.
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3 OBIJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar mulheres em risco para cancer de mama hereditario quanto a caracteristicas
clinicas e moleculares (mutacdo e metilacdo no gene BRCA1) e correlacionar os niveis de
expressao do gene BRCA1 com dados histopatoldgicos do cancer de mama, assim como

com dados clinicos, de progndstico, sobrevida e de histéria familiar.

3.2 Objetivos especificos
1) Determinar a frequéncia de metilacdo no gene BRCAI1 em mulheres em risco para

cancer de mama hereditario.

Il) Determinar os niveis de expressdao do gene BRCA1 em mulheres em risco para cancer

de mama hereditario.

) Correlacionar os niveis de expressdo do gene BRCA1 com presenca de mutacdo

germinativa deletéria e com presenca de metilagdao no promotor do referido gene.

IV) Correlacionar os niveis de expressdio de ER com a presenca ou auséncia de
expressdao do gene BRCA1 e com presenga ou auséncia de mutacao germinativa e de

metilagdo no gene BRCA1.

VI) Correlacionar a presencga/auséncia da expressio do gene BRCA1 com fatores
prognésticos (perfil imunohistoquimico do tumor, tipo histolégico, estadiamento e grau
do tumor, idade ao diagndstico), historia familiar de cancer assim como com sobrevida

total e sobrevida livre de doenca.



25

4 PACIENTES E METODOS

4.1 Delineamentodo estudo

Estudo observacional retrospectivo em que foi realizada a analise da presenca de
metilagdo na regido promotora do gene BRCA1 assim como dos niveis de expressao do gene
BRCA1. Para isso, foi necessario material genético (DNA e RNA) proveniente de tecido
normal e tumoral emblocados em parafina. As amostras incluidas em parafina foram

solicitadas junto ao Departamento de Patologia do Hospital de Cancer de Barretos.

Observagoes gerais:

e Todas as amostras foram analisadas junto ao Centro de Pesquisa em Oncologia
Molecular do Hospital de Cancer de Barretos, ndo sendo necessaria a saida das amostras
para outros centros/hospitais.

e Para a obtencdo de dados clinicos e de sobrevida os prontudrios médicos das mulheres
incluidas no estudo foram devidamente revisados e as informacoes registradas em uma
ficha de coleta (Anexo I).

e Dados de histéria familiar e de resultados de teste genético (presenca ou auséncia de
mutacles deletérias assim como de variantes de significado clinico desconhecido)
foram obtidos a partir de revisdo de prontuario do Departamento de Oncogenética. As

informacdes foram registradas em uma ficha de coleta (Anexo ).

O esquema abaixo ilustra as diferentes etapas da metodologia do presente trabalho.
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Pacientes encaminhadas para teste genético pelo Departamento de Oncogenética

v

BRCA1-patogénico: 19 mulheres (familias) com mutag¢io germinativa deletériaem BRCA1
BRCA1-VUS: 16 mulheres (familias) com VUS em BRCA1
BRCA1-WT: 37 mulheres (familias) WT para BRCA1

W \ 4
Analise de Metilagdo (BRCA1) aoilieda eBx:Lr-:stao o Rene
(GMSP) (RT-gPCR)

Correlagao com dados clinicos, tumorais, moleculares, de
sobrevida e de historia familiar

Figura 11 - Fluxograma do estudo.

4.2 Critérios de inclusdo e exclusao

Critérios de inclusdo:

e Sexo feminino,

e Histdria pessoal de cancer de mama, e

e Ter sido encaminhada pelo Departamento de Oncogenética para a realizacdo de teste

genético para mutagdes germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2.

Critérios de exclusao:

e Auséncia/insuficiéncia de quantidade necessaria de amostras parafinadas (tecido
normal e tumoral),

e Realizacdo de quimioterapia neoadjuvante e sem material suficiente na bidpsia,

e Presenca de mutacgao deletéria em BRCAZ2, e

e Historia pessoal de cancer de ovario.

4.3 Casuistica

O estudo envolve um grupo amostral de conveniéncia de 72 mulheres em risco para
cancer de mama hereditario provenientes do Departamento de Oncogenética do HCB e
testadas para a presenca de mutagdo germinativa nos genes BRCA1/2 junto ao Centro de

Diagndstico Molecular do HCB, com a seguinte subdivisao:
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e Grupo BRCA1-patogénico: 19 mulheres (familias) com histéria pessoal e familiar de

cancer de mama com mutagdo deletéria identificada no gene BRCAI;

e Grupo BRCA1-VUS: 16 mulheres (familias) com histéria pessoal e familiar de cancer de

mama com mutacdo de significado clinico _desconhecido (VUS) identificada no gene

BRCA1;

e Grupo BRCA1-WT: 35 mulheres (familias) com histéria pessoal e familiar de cancer de

mama sem mutacgao deletéria e VUS identificadas no gene BRCAI.

Observagao 1: Os critérios de selecao das pacientes referenciadas para teste genético foram
definidos pelo Departamento de Oncogenética do HCB e consistem em: a) Histdria pessoal
de cancer de mama antes dos 40 anos de idade; b) Histdria pessoal de cancer de ovdrio em
qualquer idade, com histdria familiar positiva de cancer; c) Critérios clinicos estabelecidos
pela Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO); d) Probabilidade de mutacdo nos

genes BRCA1/BRCA2 (estimada pelas Tabelas de prevaléncia de Myriad) superior a 20%.

Observagao 2: Foram consideradas como VUS aquelas variantes classificadas com significado
clinico desconhecido em pelo menos um dos seguintes bancos de dados: BIC (Breast Cancer
Information Core, disponivel em http://research.nhgri.nih.gov/bic/), HGMD (Human Genome
Mutation Database, disponivel em http://www.biobase-international.com/product/hgmd) e
LOVD IARC (Leiden Open Variation Database, disponivel em: brca.iarc.fr/LOVD/).
Adicionalmente consideramos como VUS as variantes com potencial patogénico (missense,
em regides préximas a sitios de splicing, dele¢des in frame) nao descritas em bancos de

dados.

4.4 Metodologias utilizadas
4.4.1 Classificagdo dos tumores mamarios conforme o subtipo molecular
Os tumores de mama foram classificados em quatro subtipos principais: luminal A,

luminal B, HER-2 e basal-like, conforme representado na Tabela 5 152
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Tabela 5 — Classificagao conforme subtipo molecular.

Subtipo Molecular Perfil dos Biomarcadores
Luminal A ER/PR+, HER2-, Ki67 <14%
Luminal B ER/PR+, HER+/-, Ki67 >14%

HER-2 ER-, PR-, HER2+
Basal-like ER-,PR-,HER2-, CK56/14+

Adaptado de: Schnitt, 2010.

4.4.2 Anadlise de mutagdo germinativa em BRCA1 e BRCA2

A andlise da presenca de mutacOes germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2 foi
realizada pelo Centro de Diagndstico Molecular do HCB como parte da rotina assistencial ao
paciente em risco para cancer de mama hereditario. Dessa forma, embora os resultados
foram utilizados no presente trabalho, a andlise molecular da presenca de mutacdes nesses

genes (descrita nos itens 4.4.2.1 a 4.4.2.3) nao fez parte dessa dissertacdao de Mestrado.

4.4.2.1 Sequenciamento convencional (Sanger)

As regides codificadoras dos genes BRCA1 (NM_007294.3) e BRCA2 (NM_00059.3),
assim como as regides intronicas flanqueadoras foram amplificadas através de 14 reacgOes
de PCR (PCR multiplex). Apds a PCR, os amplicons foram purificados com a enzima ExoSap-IT
(USB). O sequenciamento bidirecional dos amplicons purificados foi realizado utilizando o kit
Big Dye terminator v3.1 (Applied Biosystems), os quais foram submetidos a eletroforese
capilar no sequenciador 3500XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os resultados do

sequenciamento foram analisados com o auxilio do software SeqScape (Applied Biosystems).

4.4.2.2 Sequenciamento de nova gerac¢do (NGS)

Desde 2013, além do sequenciamento convencional (Sanger), foi implantada a triagem
genética para os genes BRCA1/BRCA2 com a plataforma lon Torrent PGM. Para isso, as
regioes codificadoras dos genes BRCA1 (NM_007294.3) e BRCA2 (NM_00059.3), assim como,
regides intronicas flanqueadoras foram amplificadas através de 14 reacdes de PCR multiplex,
os quais foram, na sequéncia, agrupados e fragmentados (fragmentacdo enzimdtica) para
criacdo da biblioteca a ser sequenciada. A preparacao da biblioteca e dos templates, bem

como a reacado de sequenciamento foram realizadas de acordo com as recomendacgdes do
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fabricante (Life Technologies). Para o sequenciamento, foi utilizado um Chip lon 316, com
amostras de doze pacientes por chip. A andlise dos dados foi realizada com auxilio do
software DNAstar Lasergene 10. Os parametros utilizados para os dados analisados foram

baseados nos dados publicados por Costa et al. 153

e subsequentemente adaptados para o
seguimento: (1) Q call 240; (2) depth of coverage > 100 e; (3) SNP % > 20. Todas as variantes
identificadas foram validadas pela metodologia de sequenciamento convencional (Sanger)

bidirecional.

4.4.2.3 Andlise de rearranjos génicos

Para triagem de grandes rearranjos ao longo dos genes BRCA1 e BRCA2, o Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification Kit (MLPA) foi utilizado. Para o BRCA1, foi utilizado o
kit “SALSA MLPA P002 BRCA1 probemix” para realizacdo da primeira triagem e o “SALSA
MLPA P087 BRCA1 probemix” para confirmar os resultados obtidos com o P002.

4.4.3 Obtengao das amostras normais e tumorais

Apds a obtencdo das pecas cirurgicas, fragmentos do tumor foram fixados em
formaldeido tamponado 10%, emblocados em parafina e arquivados no Departamento de
Patologia do Hospital de Cancer de Barretos. A selecdao dos blocos que foram utilizados no
presente estudo (para extracdo de DNA e RNA) bem como a demarcacdo das dreas normais
e tumorais foi realizada por dois médicos patologistas, Dra. Ligia Maria Kerr e Dr. Cristovam
Scapulatempo-Neto. Para isto, foram necessarias laminas coradas com Hematoxilina e
Eosina, obedecendo a um cutoff superior a 60% de material normal/tumoral. Além disso,
evitou-se a utilizacdo de regides com excesso de tecido glandular, gordura e necrose.

Posteriormente, foram confeccionadas nove cortes de 10um cada para realiza¢cdo da

extracdo de DNA e RNA, como descrito nos itens 4.4.4.1 e 4.4.5.1.

4.4.4 Andlise de metilagdao do gene BRCA1

4.4.4.1 Extracao de DNA a partir de material normal e tumoral emblocado em parafina

Para extracdao de DNA normal e tumoral, foram utilizados de 2-5 cortes de 10um por
amostra. Os cortes presentes nas laminas passaram pelo processo de desparafinizacdo, que

consiste em: incubacdo a 802C por 20 minutos, seguida de dois banhos com xilol por 5
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minutos cada e, a seguir, um processo de reidratacdo em trés banhos de etanol em
concentragdes decrescentes. Apds o processo de desparafinizacdo, as areas normais e
tumorais foram removidas por meio de raspagem, com agulha BD Precision Glide (1,20x40
mm).

As amostras de DNA foram extraidas utilizando-se o kit comercial DNeasy Blood and
Tissue (Qiagen), conforme instrugdes do fabricante. Basicamente, foram adicionados, em
cada tubo, 80uL de tampdo ATL (Tissue Lysis Buffer), além de 15uL de proteinase K. Apds
breve homogeneizac¢do, as amostras foram incubadas overnight em um termobloco a 562C
com 700 rpm. Apds esse periodo, adicionaram-se a cada tubo 15uL de proteinase K,
seguido de incubacdo no termobloco por 1 hora a 562C com 700 rpm. Posteriormente, foi
realizada mais uma incubagdo no termobloco por 20 minutos a 982C com 600 rpm. Depois
de 5 minutos, adicionaram-se a cada tubo 110uL do tampdo AL e 110uL de etanol 100%. As
amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos. A solu¢ao resultante foi
transferida para o dispositivo da coluna DNeasy Columns e centrifugado a 8.000 rpm por 1
minuto. O dispositivo com a coluna foi removido do tubo e recolocado em um tubo limpo.
Foi adicionado 500uL do tampdo AW1 (Wash Buffer 1) ao dispositivo com a coluna, e
centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto. O processo de lavagem foi repetido com 500uL de
tampao AW2 (Wash Buffer 2), seguido de centrifugacdo a 14.000 rpm durante 3 minutos.
As colunas foram transferidas para o tubo coletor limpo e foram adicionados 30uL de agua
ultrapura Milli-Q®. As colunas foram incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente e
o DNA foi eluido por centrifugacdo a 14.000 rpm por 2 minutos. A etapa de eluicdo foi
repetida e o DNA foi estocado em tubo separado.

A quantidade e a pureza do DNA extraido foram determinadas por densidade dptica
em um espectrofotobmetro com comprimento de onda de 260 nm (NanoDrop ND1000). As

amostras foram armazenadas a -202C até o momento de sua utilizacdo.

4.4.4.2 Andlise da qualidade e integridade do DNA extraido

Para verificar a qualidade e integridade do DNA extraido e sua possivel utilizacdo para
a analise de gMSP, foi realizado uma reacdao de PCR multiplex com quatro pares de primers
para o gene GAPDH (cromossomo 12), como descrito por van Beers et al. *>*. Na Tabela 6

pode ser visto as sequéncias dos primers e o tamanho dos fragmentos gerados.
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As amplificagdes foram realizadas com um volume final de 30uL, contendo 1,5mM de
MgCly; 0,2mM de dNTPs (Invitrogen™); 0,133uM de cada primer; 1U Tag DNA polimerase
(Invitrogen™) e 60ng de DNA normal/tumoral. As reagGes foram realizadas no termociclador
Veriti® (Applied Biosystems) utilizando os seguintes parametros de amplificagdo: 942C por 1
minuto, 35 ciclos de 942C por 1 minuto, 562C por 1 minuto, e 729C por 3 minutos. Por fim,
uma extensao final de a 722C por 7 minutos, terminando a 152C. O sucesso da amplificacao
do DNA foi verificado por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado em GelRed™,

visualizado sob luz ultravioleta e documentado.

Tabela 6 — Sequéncia dos primers para PCR-multiplex do gene GAPDH e tamanho dos

fragmentos gerados.

Sequéncia dos primers

Primers Sequéncias F Sequéncia R Tamanho dos fragmentos
(5'>3) (5'>3) (pb)
1 GTTCCAATATGATTCCACCC CTCCTGGAAGATGGTGATGG 100pb
2 AGGTGGAGCGAGGCTAGC TTTTGCGGTGGAAATGTCCT 200pb
3 AGGTGAGACATTCTTGCTGG TCCACTAACCAGTCAGCGTC 300pb
4 ACAGTCCATGCCATCACTGC GCTTGACAAAGTGGTCGTTG 400pb

4.4.4.3 Conversao de DNA - tratamento das amostras com bissulfito de sédio

O DNA obtido foi submetido ao tratamento com bissulfito de sédio utilizando o kit
EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen) e seguindo as especificacdes do fabricante. Este agente
promove a deaminacdo de citosinas ndo metiladas em uracila (que apds a reacdo de PCR sdo
convertidas em timinas), mantendo as citosinas metiladas como citosinas, jd que o
grupamento metil protege o DNA contra a primeira etapa da reacdo de deaminacdo. Dessa
forma é possivel identificar as regides metiladas nas sequéncias desejadas. Basicamente,
1ug de DNA foi misturado a 85ul do mix bissulfito (fornecido no kit), 35ul do DNA protect
buffer e dagua para um volume final de 140ul. Os tubos foram agitados e
permaneceram a temperatura ambiente por alguns minutos. Na sequéncia, os tubos foram
colocados em um termociclador durante cerca de 5 horas e, a isso seguiram-se varios
passos de lavagem (clean up) seguido de uma eluicdo final em 30ul de dagua Milli-

QPultrapura. O DNA tratado foi estocado a -80°C até o momento de sua utilizacdo.
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4.4.4.4 Metilagao in vitro de DNA de linfdcitos de sangue periférico

A metilagao in vitro do DNA extraido de linfécitos foi realizada através da enzima
Methylase-Sssl (New England Biolabs), seguindo as recomendag¢des do fabricante.
Basicamente, 20ug de DNA foram misturados a 0,032mM de SAM e 25 unidades da enzima
metilase, em um volume final da reacdo de 250uL. A reacdo foi incubada por 4 horas a
379C. Posteriormente, foram adicionados 0,064mM de SAM e 12,5 unidades da enzima
metilase, seguido de inbucdo a 372C por 4 horas. As amostras foram submetidas a extracao
com fenol-cloroférmio e precipitagdo com etanol. Os pellets de DNA metilado in vitro
foram ressuspedidos em 10puL de dgua ultrapura Milli-Q® e estocados a -809C.

Apds metilacdo in vitro dos linfocitos, 10ug (10 aliquotas de 1ug) foram submetidos
ao tratamento com bissulfito de sédio, conforme descrito no item 4.4.4.3. As aliquotas
foram ressuspendidas em um volume final de 20uL de 3agua Milli-Q® ultrapura,
quantificadas em espectofotometro (NanoDrop 2000) e diluidas para uma concentragao
final de 30ng/pL.

Linfocitos metilados in vitro e tratados com bissulfito de sddio foram utilizados como

controle positivo para a técnica e na construcdo das curvas padrao nas reacdes de qMSP.

4.4.4.5 Curva padrao

Para a construcdo da curva padrdo, os linfocitos metilados in vitro e tratados com
bissulfito de sddio foram quantificados e, a partir dessa quantificacao foi construido o
primeiro ponto da curva a uma concentracdo de 30ng/uL. A partir deste primeiro ponto da
curva padrao, foi realizada uma diluicao seriada, obtendo os cinco pontos seguintes da
curva (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000). Em seguida, foi realizada a corrida com o
gene de referéncia ACTB, a fim de testar a curva e acertar os parametros, e também do

gene-alvo estudado para verificar se houve amplificacdo (Figura 12).
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Figura 12 — Amplificacdo da Curva Padrdo para os genes (A): ACTB e (B): BRCAL.

4.4.4.6 MSP quantitativa

A andlise de metilacdo foi realizada por MSP quantitativa (gMSP - quantitative
Methylation Specific PCR). A gMSP é uma abordagem quantitativa baseada na PCR em
tempo-real. S3o utilizados um par de primers e uma sonda especifica (para a regido
promotora do gene BRCAI1) marcada com dois fluoréforos: um reporter (6-carboxi-
fluoresceina — FAM) na extremidade 5’ e um quencher (lowa Black® FQ - 3IABkFQ) na
extremidade 3’. O reporter, quando excitado por um laser, emite fluorescéncia, que é
captada pelo quencher devido a proximidade entre ambos. Durante a PCR, a atividade de
exonuclease da Tag DNA Polimerase hidrolisa a sonda, promovendo a separacdo entre o
reporter e o quencher, e, com isso, a fluorescéncia emitida pode ser captada pelo aparelho.

Assim, o nivel de fluorescéncia detectado é proporcional a quantidade de produto
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amplificado durante a reacdo. A quantidade inicial de amostra pode ser inferida tendo como
base o Cr (cycle threshold), o qual representa o ciclo da PCR em que a quantidade de
fluorescéncia produzida na reacdo atinge um limite pré-estabelecido. Para que as amostras
pudessem ser quantificadas baseadas no C;, foi necessdria a constru¢gdao de uma curva
padrdo a partir da diluicdo seriada de uma mesma amostra de DNA (descrita no item
4.3.4.6.), na qual o Crdiminui linearmente de acordo com o aumento da quantidade de DNA.

Como controle interno das reacdes foi utilizado o gene de referéncia ACTB, cujos
primers e sonda foram desenhadas em regido livre de nucleotideos “CG” e, com isso, a
amplificacdao do gene de referéncia ocorre independentemente do estado de metilagdo da
amostra. As sequéncias dos primers e da sonda do gene-alvo possuem “CGs” em suas
sequéncias e foram desenhadas com base nas sequéncias da regido promotora,
considerando somente a situacdo metilada de acordo com os estudos citados na literatura

135 (Tabela 7).

Tabela 7 - Sequéncias de primers e sondas dos genes utilizados para qMSP.

Gene Localizagao

Cromossomica

Primer Forward TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT
ACTB 7p22 Primer Reverse AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA
Sonda 5’-/56-FAM/ACCACCACC/ZEN/CAACACACAATAACAAACACA/3IABKFQ/-3’
Primer Forward GAGAGGTTGTTGTTTAGCGGTAGTT
BRCA1 17921 Primer Reverse CGCGCAATCGCAATTTTAAT
Sonda 5’-/56-FAM/CCGCGCTTT/ZEN/TCCGTTACCACGA/3IABKFQ/3’

Sequéncias das sondas e primers utilizados foram baseados no trabalho publicado por

Weisenberger et al.*>>

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em um volume total de 20uL contendo
tampao home made 1X (sulfato de amoénio 16,6mM, Tris-HCl pH 8,0 67mM, cloreto de
magnésio 6,7mM, B-mercaptoetanol 10mM, DMSO 0,1%), 10mM de dNTP, 100mM de
cada um dos primers, 100nM de sonda, 0,40 uL ROX Reference Dye, 0,12uL de Platinum Tagq
Polimerase (Invitrogen) e 3uL de DNA tratado com bissulfito de sdédio. As condicbes de

amplificacdo consistem em uma etapa inicial de desnaturacao a 952C por 2 minutos, seguida
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de 45 ciclos de 952C por 15 segundos e 602C por 1 minuto. Todas as amostras foram
analisadas em triplicatas no aparelho 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) em placas de 96-wells.

Além das amostras, cada placa apresentava uma curva padrdo construida a partir de
uma dilui¢ao seriada de DNA de linfécitos metilados in vitro e submetida ao tratamento com
bissulfito de sédio e trés controles negativos (sem adigdo de DNA). As amostras foram
consideradas metiladas quando se detectou amplificacdo em pelo menos duas das
triplicatas. A auséncia de amplificacdao ou amplificagdo de apenas uma das triplicatas indica
que a amostra é ndao-metilada. A porcentagem de metilagdo relativa de cada amostra foi
obtida através da equagdo: média do nimero de cdpias metiladas do gene-alvo/média do

numero de cdpias de ACTB X 100.

4.4.5 Analise de expressdao do gene BRCA1
4.4.5.1 Extracdao de RNA a partir de material normal e tumoral emblocado em parafina

Para extracdao de RNA normal e tumoral foram utilizados de 3-5 cortes de 10um por
amostra. A drea normal e tumoral foi removida por meio de raspagem com lamina de bisturi
esterilizada e armazenada em microtubo de 1,5 mL estéril. A extracdo do RNA total foi
realizada seguindo o protocolo do kit Recover All Total Nucleic Isolation Optimized for FFPE
Samples (Ambion by Thermo Fisher Scientific) conforme instru¢cdes do fabricante
Brevemente, o protocolo é iniciado pela imersdo dos cortes em 1mL de xilol para a retirada
da parafina, seguida pela incubacdo por trés minutos a 502C, e posterior centrifugacdo a
10.000 rpm por dois minutos para formacao de pellet de células e remoc¢do do
sobrenadante. Foram realizadas duas lavagens com 1mL de etanol absoluto a temperatura
ambiente para a remoc¢ao do xilol residual, seguida da centrifugacdo a dois minutos a 10.000
rom e remocado do sobrenadante.

O pellet de células resultantes foi seco a temperatura ambiente por 45 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 4uL de protease e 100uL de tampdo de digestdo, por
trés horas a 509C, com finalidade de permitir a lise celular e liberacdo do RNA. Decorrido
este tempo, adicionou-se a cada amostra 120uL do reagente Isolation additive e 275ulL de
alcool absoluto, a fim de ajudar na separacdo dos &acidos nucléicos do resto dos
componentes celulares. O material passou por uma coluna com filtros de silica, que foi

centrifugada por 1 minuto a 10.000 rpm, a fim de separar o RNA total. Na sequéncia, foram



36

realizadas duas etapas de lavagem, usando inicialmente700uL da solucdo Wash 1, e, na
sequéncia 500uL da solugdo Wash 2. Para a remogao das solu¢des de lavagem residuais nos
filtros das colunas de purificacdo, foi realizada nova centrifugacdo a 10.000 rpm por 1
minuto. Em seguida, realizamos um tratamento com DNAse em que foi preparado um mix
contendo 4puL da enzima DNAse, 6L de 10X DNA Buffer e 50uL de agua nuclease free. Foram
entdao adicionados a cada amostra, 60uL deste mix no centro da coluna, seguido de
incubagdo por 30 minutos a temperatura ambiente. Na sequéncia as amostras foram
novamente lavadas (solu¢des de lavagem Wash 1 e Wash 2).

Por fim, de forma a eliminar as solugdes de lavagem residuais nos filtros das colunas de
purificacdo, realizamos a centrifugacdo das amostras por 1 minuto a 10.000 rpm. Em
seguida, o filtro foi transferido para um novo tubo coletor e foram adicionados 35uL de agua
RNAse free no centro da membrana. Apds 1 minuto de incubacdo a temperatura ambiente
as amostras foram centrifugadas durante 2 minutos a 14.000 rpm. O RNA total obtido foi

armazenado em freezer -802C até sua utilizagao.

4.4.5.2 Avaliagdao da quantidade e qualidade do RNA total

As quantificacdes das amostras de RNA total foram mensuradas inicialmente com
auxilio do espectrofotobmetro NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) por
analise da absorbancia a 260 nm. Em seguida, para garantir uma quantificacdo mais precisa
das amostras utilizamos uma metodologia de fluorescéncia com o equipamento Qubit
(Invitrogen), utilizando um kit que possui sondas moleculares especificas de RNA e,
consequentemente, se houver DNA, proteinas e/ou acidos nucléicos degradados na
amostra, estes ndo irdo interferir na quantificacao.

A analise da qualidade/integridade do RNA total foi realizada por meio de eletroforese
microfluida no equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), utilizando o RNA Pico
Chip (Agilent Technologies), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Resumidamente, para a preparacdo do gel, 550uL do RNA 6000 Pico Gel foram colocados em
uma coluna fornecida pelo kit e centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos. Esse gel foi
aliguotado em tubos de 0,5mL com 65uL cada e armazenados a -202C até o momento de
uso.

Em uma aliquota de gel, foi adicionado 1uL do RNA 6000 Pico Dye, vortexado por 10

segundos e centrifugado por 10 minutos a 13.000 rpm. Posteriormente, foram adicionados



37

9uL desse gel/dye na regido G do chip e, com auxilio da seringa acoplada ao priming station
do kit, o gel foi distribuido. Adicionaram-se 9uL de RNA 6000 Pico Conditioning Solution na
posicdo marcada como CS, 1uL de marcador na posicdo Ladder e 5uL de RNA 6000 Pico
Marker em cada posi¢ao do chip reservada para as amostras, bem como na posi¢ao do
marcador. Foi necessario desnaturar as amostras por dois minutos a 702C, a fim de evitar a
formacao de estruturas secundarias, e, em seguida, adicionou-se 1uL de cada amostra nas
posicdes do chip marcadas de 1 a 11. O chip foi agitado no vortex IKA MS3 (Manca) a 2.200
rpm por um minuto, e posteriormente, foi colocado no bioanalizador.

Com o auxilio do Agilent 2100 Expert Software obteve-se o resultado (eletroferograma
e densitometria dos géis) referente a qualidade das amostras que serdo representados pelo
RNA Integrity Number (RIN). Essa ferramenta permite a classificacdo do RNA total em um
sistema de numeracdo que varia de 1 a 10, com 1 sendo o perfil mais degradado e 10 o mais

intacto (Tabela 8).

Tabela 8 — Valores do RNA Integrity Number (RIN) e qualidade do material.

Valor do RNA Integrity Number (RIN) Qualidade
<5 Muito degradado
25e<8 Parcialmente degradado
>8 integro

Fonte: adaptado de Fleige et al., 2006. 16

4.4.5.3 Sintese de cDNA

Para obtencdo do cDNA, foi realizada a reacdo de transcricdo reversa, utilizando o kit
High-Capacity (Applied Biosystems) conforme as condi¢cdes fornecidas pelo fabricante.
Basicamente, 1 ug de RNA total foi adicionado a 2,0uL de RT Buffer (10X), 0,8uL de dNTPs
(100mM), 2uL de RT Random Primers (10X), 1uL MultiScribe Reverse-Transcriptase e agua
RNase-free para um volume final de 10uL. As reacbes foram mantidas a 25°C por 10
minutos, 37°C por 120 minutos e finalizada com uma incubacdo de 5 minutos a 85°C. As
reacOes foram realizadas no Proflex Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific). Apds o

término da sintese, todos os cDNAs foram mantidos a -20°C até sua utilizac3o.



38

4.4.5.4 Reacoes de PCR em tempo real

As reagbes de PCR em Tempo Real foram realizadas no aparelho StepOne Real-Time
PCR Systems (Applied Biosystems) utilizando-se o sistema TagMan (Applied Biosystems).
Foram utilizados os ensaios inventoriados PrimeTime qPCR assay (Integrated DNA
Technologies) e TagMan (Applied Biosystems). Foram utilizadas sondas para dois genes
constitutivos enddgenos: ACTB (Hs.PT.39a.22214847) e GAPDH (Hs.PT.39a.22214836) e,
utilizado sonda para o gene teste BRCA1 (Hs01556193_m1).

Para as reagdes foram utilizados 2,5uL de agua, 5uL de TagMan® Fast Advanced
Master Mix 2X (Applied Biosystems), 0,5uL de TagMan Gene Expression Assay 20X
(Applied Biosystems) que contém primers e sonda especificos para cada um dos genes e 2L
de cDNA de cada amostra, num volume final de reacdo de 10 uL. A ciclagem da PCR foi de 40
ciclos, seguindo o seguinte protocolo: 2 minutos a 502C (incubacdo de UNG), 20 segundos a
952C (ativacdo da polimerase), 1 segundo a 952C (denaturagdo) e 20 segundos a 602C
(anelamento e extensao).

No decorrer das analises, existiu sempre a precaugdo para manter constantes as
condicdes experimentais das rea¢les. Para isso, todas as placas analisadas
apresentavam amostras controle (cDNA da linhagem MB-MDA-231), cujos valores de Ct
deveriam ser os mesmos em todas as corridas. Além disso, cada gene teve um valor de
threshold pré-estabelecido, o qual foi empregado em todas as reacdes. Pequenas variagdes
experimentais de pipetagem e de eficiéncia da reacdo foram diluidas através da
realizacdo dos experimentos em triplicata. Para as quantifica¢cdes foram utilizadas as médias
dos valores de C7 das triplicatas.

A expressdao normalizada do gene de interesse foi calculada através do modelo
matematico 2", em que o AGr corresponde ao Cr do gene alvo subtraido pelo Cr do gene
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enddgeno **’. O valor da mediana de 2" foi usado como o ponto de corte (cutoff) para

classificacdo das amostras em baixa expressao e alta expressao.

4.5 Armazenamento dos dados e analise estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa SPSS v.19.0 for Windows (Chicago,
IL) para a digitacdo e analise estatistica dos dados. As varidveis categdricas foram descritas
por frequéncias absolutas e frequéncias relativas percentuais. As varidveis quantitativas

foram descritas pela média e desvio padrdo quando tiverem distribuicdo simétrica e pela
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mediana, minimo e maximo quando tiverem distribuicdo assimétrica. O nivel de
significancia considerado em todos os testes foi de 5%.

Para comparacdo entre as caracteristicas clinicas e moleculares foi utilizado o teste de
Qui-quadrado (ou teste Exato de Fisher), sendo esta uma analise simples. A comparagao
entre os grupos metilados vs mutados, e a comparacdo entre a presenca vs auséncia da
expressao do gene BRCA1 em relagdo as caracteristicas clinicas e moleculares foram
realizadas utilizando o teste de Qui-quadrado.

Os tempos de sobrevivéncia Global e Livre de Eventos foram estimados pelo método
nao paramétrico de Kaplan-Meier, sendo a sobrevivéncia Global calculada considerando o
tempo entre a data de diagnédstico e a data do 6ébito por qualquer motivo (sendo este o
evento de interesse), ou a data da ultima informacao objetiva. Enquanto que o tempo Livre
de Eventos foi calculado considerando a diferenca entre a data de diagndstico até a data de

recidiva, ou metastase (sendo estes os eventos), ou até a ultima informacao.

4.6 Aspectos éticos

Esse estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundag3o Pio X!l —
Hospital de Cancer de Barretos, SP, Brasil (CEP) e encontra-se aprovado sob o numero
801/2014 (Anexo Ill).

Os autores do estudo tém absoluta responsabilidade pelos dados obtidos, e os
resultados ndo serdo publicados ou fornecidos a terceiros, sem o consentimento por escrito

de todos os autores.



5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagao geral

5.1.1 Casuistica
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Inicialmente foram incluidas no estudo 195 mulheres com cancer de mama que

realizaram teste genético para os genes BRCA1 e BRCA2. Destas 195 pacientes, 123 foram

excluidas, sendo que os motivos de exclusdo encontram-se detalhados na Figura 13.

Portanto, foram incluidos no estudo 72 pacientes, sendo 19 mulheres (familias) com histéria

pessoal e familiar de cancer de mama com mutagdo deletéria identificada no gene BRCA1

(Grupo BRCA1-patogénico); 16 mulheres (familias) com histéria pessoal e familiar de cancer

de mama com mutacdo de significado clinico desconhecido (VUS) identificada no gene

BRCA1 (Grupo BRCA1-VUS); e 37 mulheres (familias) com histéria pessoal e familiar de

cancer de mama sem mutagado deletéria ou VUS identificada no gene BRCA1 (Grupo BRCA1-

WT) (Figura 13).

| 195 mulheres com cancer de mama que realizaram teste genético para BRCAl e BRCA2 |

BRCA1-patogénico
51 pacientes

Excluidas:
32 pacientes

BRCA1-VUS
47 pacientes

Incluidas:
19 pacientes

Excluidas:
31 pacientes

BRCAI-WT
97 pacientes

Incluidas:
16 pacientes

QTneo:11 pacientes
Qutro tumor: 11 pacientes
Tratamento Externo: 5 pacientes
Material Insuficiente: 2 pacientes
Amostras perdidas: 3 pacientes

Excluidas:
60 pacientes

Incluidas:
37 pacientes

QTneo: 13 pacientes
QOutrotumor: 13 pacientes
Tratamento Externo: 2 pacientes
Material Insuficiente: 2 pacientes
Amostras perdidas: 1 paciente

QTneo: Realizacdo de Quimioterapia Neoadjuvante.

Figura 13 — Fluxograma das amostras.

5.1.2 Caracterizagao clinica e tumoral

QTneo:11 pacientes
Qutro tumor: 17 pacientes
Tratamento Externo: 19 pacientes
Material Insuficiente: 9 pacientes
Amostras perdidas: 4 paciente

A idade média ao diagndstico das pacientes incluidas foi de 39,3 anos (SD= 9,6).

Quando os trés grupos sao considerados separadamente, a média de idade ao diagndstico

para as mulheres dos grupos BRCAIl-patogénico, BRCA1-VUS e BRCA1-WT foram,

respectivamente 42,0; 37,2 e 38,8 anos (SD= 7,7; 9,1 e 10,5 anos respectivamente).




41

Adicionalmente as idades ao diagndstico foram categorizadas e essas informacdes, bem

como os dados clinico-patolégicos dos casos incluidos no estudo, encontram-se detalhados

na Tabela 9, de acordo com o grupo correspondente.

Tabela 9 — Caracterizacao clinico-patoldgica das pacientes incluidas neste estudo.

BRCA1-
patogénico BRCA1-VUS BRCA1-WT  p-valor
n=19 n=16 n=37
Idade ao diagnéstico <30 anos 0(0,0%) 5(31,2%) 9 (24,3%)
>30e <50 anos 17 (89,5%) 8 (50,0%) 22(59,5%)  0,446%*
> 50 anos 2 (10,5%) 3(18,8%) 6(16,2%)
Tumor Unilateral Sim 10 (52,6%) 9 (56,2%) 27 (73,0%)  0,250*
N3o 9 (47,4%) 7 (43,8%) 10 (27,0%)
Tipo Histolégico Carcinoma ductal/lobular “in situ” 4(21,1%) 2 (12,5%) 4 (10,8%) 0,586*
Carcinoma ductal/lobular invasivo 15 (78,9%) 14 (87,5%) 33 (89,2%)
Grau Histolégico | 1(5,3%) 1(6,3%) 7 (18,9%)
I 3 (15,8%) 8 (50,0%) 15 (40,6%)  0,474**
Il 11 (57,9%) 4 (25,0%) 11 (29,7%)
Ignorado 4(21,0%) 3(18,7%) 4 (10,8%)
Estadiamento Clinico 0 4(21,1%) 2 (12,5%) 4(10,8%)
| 1(5,3%) 4 (25,0%) 14 (37,8%)  0,289**
I 9 (47,4%) 6 (37,5%) 15 (40,6%)
1 5(26,3%) 4 (25,0%) 3(8,1%)
v 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(2,7%)
Tamanho do Tumor T1 7 (36,8%) 7 (43,8%) 20 (54,1%) 0,451*
T2-T4 12 (63,2%) 9 (56,2%) 17 (45,9%)
Status Linfonodal NO 10 (52,6%) 9 (56,2%) 26 (70,3%)  0,366*
N1-N3 9 (47,4%) 7 (43,8%) 11 (29,7%)
Metastase a Distancia MO 19 (100%) 16 (100%) 36 (97,3%) 0,514%**
M1 0(0,0%) 0(0,0%) 1(2,7%)

*Teste de Qui-quadrado / ** Teste Exato de Fisher

Em relacdo a histopatologia, pode-se observar que a maioria das participantes do

estudo apresentava tumores mamarios caracterizados como carcinomas unilaterais do tipo

ductal invasivo. Dados relacionados ao grau histolégico, estadiamento, classificacdo

conforme o TNM (tamanho tumoral, status linfonodal, presenca de metdstase a distancia)

encontram-se detalhados na Tabela 9.
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Quanto aos receptores hormonais, os de estréogeno (ER) e progesterona (PR) foram
predominantemente negativos no grupo BRCA1-patogénico, ao contrdrio do observado nos
grupos BRCA1-VUS e BRCA1-WT (p=0,003). J& a negatividade do receptor do fator de
crescimento epidérmico humano (HER2) foi mais frequente nos trés grupos estudados.
Dentre os casos de receptores hormonais negativos, 20 casos sdo do tipo triplo negativo,
sendo que 13 amostras (68,4%) correspondem a casos de pacientes com mutagdo
germinativa deletéria em BRCA1, 2 amostras correspondem a casos de pacientes com VUS
em BRCA1 (12,5%) e 5 amostras (13,5%) correspondem a casos de pacientes sem mutagao

deletéria em BRCA1 (p=0,000) como estd representado na Tabela 10.

Tabela 10 — Caracterizagdo tumoral em relagdao a expressao dos receptores hormonais, HER2

e Ki67.
BRCA1-
patogénico BRCA1-VUS BRCA1-WT p-valor
n=19 n=16 n=37
Receptor de Estrogeno (ER) Negativo 13 (68,4%) 4 (25,0%) 9 (24,3%) 0,003*
Positivo 6 (31,6%) 12 (75,0%) 28 (75,7%)
Receptor de Progesterona (PR) Negativo 15 (78,9%) 4 (25,0%) 15 (40,5%) 0,003*
Positivo 4(21,1%) 12 (75,0%) 22 (59,5%)
HER-2 Negativo 16 (88,9%) 12 (80,0%) 26 (70,3%) 0,299**
Positivo 2(11,1%) 3 (10,0%) 11 (29,7%)
Ki67 <14% 2 (10,5%) 2(12,5%) 4 (10,8%)
>14% 10 (52,7%) 10 (62,5%) 26 (70,3%) 0,979*
Ignorado 7 (36,8%) 4 (25,0%) 7 (18,9%)

*Teste de Qui-quadrado / ** Teste Exato de Fisher

Valores em negrito indicam significancia estatistica (p<0,05).

Dentre os subtipos moleculares, observamos que para os grupos BRCA1-VUS e BRCA1-
WT houve maior predominio do subtipo Luminal B enquanto que nas pacientes do grupo
BRCA1-patogénico houve predominancia de tumores triplo negativos (Anexo 1V). Em relacdo
ao subtipo molecular basal-like, observamos maior prevaléncia deste no grupo BRCAI-
patogénico. Porém, devido ao fato de alguns marcadores caracteristicos desse subtipo
molecular (tais como CK56/CK14) ndo fazerem parte dos testes de caracterizacdo tumoral
rotineiramente realizada nos tumores mamarios, ndao foi possivel definirmos, para 13

pacientes, se as mesmas eram basal-like ou apenas triplo negativas.
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Todas as pacientes incluidas realizaram cirurgia (mastectomia ou quadrantectomia) no
periodo entre 1997 e 2015. Em relagdo ao tratamento, a maioria das mulheres dos trés
grupos realizou quimioterapia e radioterapia adjuvante. A hormonioterapia adjuvante foi
mais frequente entre as pacientes dos grupos BRCAI-VUS e BRCAI-WT. Em relagdo a
sobrevida global, até a ultima atualizacdo do seguimento, 94,7% das pacientes com mutacao
deletéria em BRCA1, 75,0% das pacientes com VUS em BRCA1 e 89,2% das pacientes sem
mutagdo e VUS em BRCA1, encontravam-se vivas e sem doenga (Anexo V).

As anadlises de sobrevida global e livre de doenga foram realizadas pelo método de
Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de log-rank, sendo que nenhuma associagdo
significativa com presenca/auséncia de mutacdo germinativa deletéria foi identificada
(Figura 14). Quanto a sobrevida livre de doenga, nove pacientes apresentaram
recidiva/metastase, sendo duas do grupo BRCA1-patogénico (mediana de 36 meses variando
de 12 a 60 meses), quatro do grupo BRCA1-VUS (mediana de 72 meses variando de 12 a 72
meses) e trés pacientes do grupo BRCA1-WT (mediana de 48 meses variando de 11 a 98
meses), havendo uma diferencga estatisticamente significativa no tempo entre o diagndstico

e recidiva/metastase entre as pacientes dos trés grupos analisados (p=0,001).

A) B)

1,07 107 3
089

0,89

0,69

0.4 0.4

Sobrevida Global (%)

Mutado Mutado

Sobrevida Livre de Eventos (%)

I INSo ~IMINGo
~IISim ~1Sim

0,07

1 U U T
- L\l T T 1 1 L
0 S 10 15 4 5 0 5 10 15 20 25
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(p=0,148) (p=0,503)

Figura 14 — Sobrevida das pacientes incluidas no estudo em relagdao ao status de BRCA1. A)

Sobrevida Global. B) Sobrevida Livre de Eventos.
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5.2 Histdria familiar

Para a obtencado da histdria familiar de cancer, o heredograma das 72 familias incluidas
no estudo foi cuidadosamente revisado. Nessa andlise informacgdes referentes a presenca,
frequéncia e idade ao diagndstico dos principais tumores relacionados a HBOC foram
considerados, tais como presenca de cancer de mama (feminino e masculino), ovdrio,
pancreas e préstata. De acordo com o relato das pacientes e seus familiares, a idade média
ao diagndstico de cancer de mama na familia nos trés grupos estudados, foi de 43,2 (SD=
9,6). Quando os trés grupos sdao considerados separadamente, a média de idade ao
diagnéstico de cancer de mama na familia, nos grupos BRCA1-patogénico, BRCA1-VUS e
BRCA1-WT foram, respectivamente 44,4; 41,9 e 43,0 anos (SD= 6,0; 10,8 e 10,8 anos
respectivamente).

A Tabela 11 nos aponta as caracteristicas analisadas em rela¢do a histdria de cancer
em familiares das mulheres incluidas no presente estudo. Observamos uma maior proporc¢ao
de relatos da presenca de cancer de mama em idade inferior a 50 anos em familias com
mutac¢do deletéria em BRCA1, enquanto que a maioria das pacientes dos grupos BRCA1-VUS
e BRCA1-WT, relataram apenas um ou dois casos diagnosticados em idade inferior a 50 anos
(p=0,012). Embora nenhuma associagao significativa com a transmissdo vertical de cancer de
mama entre mae e filha foi identificada entre os trés grupos, é possivel observar uma maior
propensdo para tal fendmeno entre pacientes do grupo BRCAI-patogénico (p=0,079). No
presente estudo, também foi avaliado o numero total de casos de cancer de mama na
familia e foi observado que pacientes do grupo BRCA1-patogénico apresentaram 3 ou mais
casos de cancer de mama entre seus familiares (73,7%), enquanto que a maioria das
pacientes do grupo BRCA1-VUS e BRCAI-WT (62,5% e 62,2%) relataram até dois casos de

cancer de mama na familia (p=0,027).



Tabela 11 — Histdria familiar conforme status mutacional de BRCA1.

BRCA1-patogénico BRCA1-VUS BRCA1-WT
(n=19) (n=16) (n=37)

Presenca de Cancer de Mama Bilateral Nao 10 (52,6%) 9 (56,2%) 27 (73,0%)
Sim 9 (47,4%) 7(43,8%) 10 (27,0%)
p-valor 0,250*

Presenca de Cancer de Pancreas Nao 17 (89,4%) 14 (87,5%) 37 (100,0%)
Sim 2 (10,6%) 2 (12,5%) 0(0,0%)
p-valor 0,052**

Presenga de Cancer de Ovario® Ndo 14 (73,7%) 14 (87,5%) 35 (94,6%)
Sim 5 (26,3%) 2 (12,5%) 2 (5,4%)
p-valor 0,685**

Presenca de Cancer de Mama e Ovario® Nao 16 (84,2%) 16 (100,0%) 37 (100,0%)
Sim 3 (15,8%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
p-valor 0,587**

Presenca de Cancer de Mama Masculino Nao 19 (100,0%) 16 (100,0%) 36 (97,3%)
Sim 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(2,7%)
p-valor 0,756**

Presencga Cancer de Préstata Nao 16 (84,2%) 11(68,8%) 30(81,1%)
Sim 3 (15,8%) 5(31,2%) 7 (18,9%)
p-valor 0,264**

Presenca de Cancer de Mama entre Mae e Filha Nao 9 (47,3%) 12 (75,0%) 28 (75,7%)
Sim 10 (52,7%) 4 (25,0%) 9 (24,3%)
p-valor 0,079*

Casos de Cancer de Mama <50 anos 0 0(0,0%) 2(12,5%) 3(8,1%)
1-2 10 (52,7%) 12 (75,0%) 30 (81,1%)
>3 9 (47,3%) 2 (12,5%) 4 (10,8%)
p-valor 0,394**

Geragoes afetadas por cancer de mama 1-2 17 (89,4%) 14 (87,5%) 33 (89,2%)
>3 2 (10,6%) 2 (12,5%) 4 (10,8%)
p-valor 0,894**

Numero total de cancer de mama na familia 1-2 5 (26,3%) 10 (62,5%) 23 (62,2%)
>3 14 (73,7%) 6 (37,5%) 14 (37,8%)
p-valor* 0,027**

*Teste de Qui-quadrado / ** Teste Exato de Fisher

1 ~ .
—Sem comprovagdo anatomopatoldgica.

Valores em negrito indicam significancia estatistica (p<0,05).

5.3 Analises moleculares

5.3.1

Analise da qualidade do DNA extraido

Para avaliacdo da qualidade e integridade
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do DNA extraido as amostras foram

submetidas a reacdo de PCR multiplex com quatro pares de primers para o gene GAPDH e
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posteriormente, submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5% (Figura 15). Em relacdo
as amostras tumorais, 98,6% (71/72) apresentaram pelo menos uma banda visivel no gel de
agarose. Em relacdo as amostras normais, cinco amostras ndo apresentaram amplificacdo
para nenhum par de primers, 33/70 (47,1%) apresentaram pelo menos uma banda visivel no
gel de agarose. Os resultados de eletroforese de GAPDH para todas as amostras normais e

tumorais analisadas encontram-se no Anexo VI e VII, respectivamente.

M 1 2 3 4 5 6

—

Figura 15 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% do produto de PCR.
M: Marcador de base de 100pb. Pogos 1, 2 e 3: amostras controle provenientes de sangue
periférico. Pocos 4 e 5: amostras testes fixadas e emblocadas em parafina. Poco 6: controle

negativo (sem adicdo de DNA).

5.3.2 Metilagao

Primeiramente foi realizado o qMSP utilizando os primers para o gene ACTB, sendo
gue a amplificacdo do material indica a eficiéncia do tratamento com bissulfito de sdédio. A
realizacdo do gMSP para o gene BRCA1 foi feita apds a verificacdo da amplificacdo do gene
ACTB. As amostras que obtiveram apenas amplificacdo de uma das triplicatas foram
repetidas para confirmacdao da auséncia de metilacdo. A porcentagem de metilacdo relativa
(PMR) de cada amostra foi obtida através da equacdo: média do numero de cépias
metiladas do gene-alvo/média do nimero de cépias de ACTB X 100. As amostras com
auséncia de amplificacdo foram consideradas como ndo-metiladas. Em relacdo ao ponto de
corte do PMR para classificacdo de uma amostra como metilada ou ndo-metilada, a literatura

158-161

diverge entre 0% e 4% . No presente estudo, as amostras que apresentaram PMR 2> 4%

foram consideradas como metiladas (Tabelas 12 a 14).
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Tabela 12 — Porcentagem de metilacdo relativa obtida para as pacientes com mutacdo

germinativa deletéria em BRCAL.

Grupo BRCA1-patogénico: Pacientes com mutacao deletéria em BRCA1

Identificagdo da Amostra PMR Tecido Tumoral PMR Tecido Normal Status Metilagao

Amostra 2 0,425 0 N3o-Metilado

Amostra 9 0,516 0 Ndo-Metilado
Amostra 14 0 0 N3do-Metilado
Amostra 53 * 0 -
Amostra 154 0 0 N3do-Metilado
Amostra 184 0,598 Sem Tecido Normal Ndo-Metilado
Amostra 213 0,26 0,062 N3o-Metilado
Amostra 214 0,069 0,054 Ndo-Metilado
Amostra 364 0,051 0,006 N3o-Metilado
Amostra 402 0,036 0,028 Ndo-Metilado
Amostra 456 0,024 0 N3o-Metilado
Amostra 476 0,035 0 Ndo-Metilado
Amostra 676 0,215 0,141 N3o-Metilado
Amostra 683 0,019 0 Ndo-Metilado
Amostra 686 0,017 0,106 N3o-Metilado
Amostra 735 0,035 0,018 Ndo-Metilado
Amostra 760 0,048 0,005 N3o-Metilado
Amostra 817 0,349 0 N3do-Metilado
Amostra 833 0,036 0,297 N3o-Metilado

*: Amostra excluida devido a baixa concentracdo de DNA tumoral, com isso, ndo houve sucesso no tratamento

com bissulfito de sddio e amplificagdo para o gene ACTB.
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Tabela 13 — Porcentagem de metilacdo relativa obtida para as pacientes com variante de

significado desconhecido (VUS) em BRCA1.

Grupo BRCA1-VUS: Pacientes com VUS em BRCA1

Identificagdo da Amostra PMR Tecido Tumoral PMR Tecido Normal Status Metilagdo
Amostra 58 0 0 N3do-Metilado
Amostra 65 0,013 0 Ndo-Metilado
Amostra 66 0,404 0,012 N3o-Metilado
Amostra 85 0,078 0 Ndo-Metilado
Amostra 218 37,01 7,047 Metilado
Amostra 226 0,164 0,101 Ndo-Metilado
Amostra 232 0,433 0,094 N3o-Metilado
Amostra 236 0,064 0 N3do-Metilado
Amostra 290 0 0 N3do-Metilado
Amostra 383 0,21 0,019 Ndo-Metilado
Amostra 499 0,028 0,004 N3o-Metilado
Amostra 645 0 0 N3do-Metilado
Amostra 709 0,444 0,268 N3o-Metilado
Amostra 725 0,069 0,007 Ndo-Metilado
Amostra 811 0,013 0,352 N3o-Metilado
Amostra 841 0,026 0,016 Ndo-Metilado
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Tabela 14 — Porcentagem de metilacdo relativa obtida para as pacientes sem mutacao

germinativa deletéria e VUS em BRCA1.

Grupo BRCA1-WT: Pacientes sem mutagao deletéria e VUS em BRCA1
PMR Tecido Tumoral PMR Tecido Normal Status Metilagdo

Identificagao da Amostra

Amostra 45 1,356 0,362 Nao-Metilado
Amostra 46 0,043 0 Ndo-Metilado
Amostra 80 0,138 0,015 N3o-Metilado
Amostra 169 86,751 0,066 Metilado
Amostra 234 0,092 0 N3o-Metilado
Amostra 240 0,102 0 Ndo-Metilado
Amostra 249 0 0 N3do-Metilado
Amostra 250 0,04 0 N3do-Metilado
Amostra 274 0,061 0 N3o-Metilado
Amostra 285 0,085 0 Ndo-Metilado
Amostra 286 0,057 0,002 N3o-Metilado
Amostra 289 0,264 0,015 Ndo-Metilado
Amostra 307 0,118 0,005 N3o-Metilado
Amostra 311 0,096 0 Ndo-Metilado
Amostra 336 0,024 0,009 N3o-Metilado
Amostra 532 0 0 N3do-Metilado
Amostra 552 0,028 0 N3o-Metilado
Amostra 637 0,042 0 N3do-Metilado
Amostra 677 0,023 0 N3o-Metilado
Amostra 685 0,075 0,005 Ndo-Metilado
Amostra 687 0,125 0 N3o-Metilado
Amostra 689 0 0 N3do-Metilado
Amostra 698 0,027 0 N3o-Metilado
Amostra 727 0,124 0,104 Ndo-Metilado
Amostra 732 0,211 0 Nao-Metilado
Amostra 756 0 0,274 Ndo-Metilado
Amostra 761 1,179 0,377 Nao-Metilado
Amostra 763 0,079 0,005 Ndo-Metilado
Amostra 776 0,083 0,407 Nao-Metilado
Amostra 789 0,053 0 N3do-Metilado
Amostra 791 0 0 N3o-Metilado
Amostra 824 0,218 0,021 Ndo-Metilado
Amostra 854 0,71 0,785 Nao-Metilado
Amostra 864 1,22 0,194 Ndo-Metilado
Amostra 898 0,151 0,104 Ndo-Metilado
Amostra 900 0,029 0,018 Ndo-Metilado
Amostra 901 0,050 0,031 Nao-Metilado

A hipermetilacdo na regidao promotora do gene BRCA1 foi observada em 2 de 71 (2,8%)

amostras tumorais de cancer de mama analisadas. Quando o status de metilacdo foi
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avaliado nos trés grupos, pacientes com mutacdao germinativa deletéria ndo apresentaram
hipermetilagdo no promotor do gene BRCA1, enquanto que, apenas 1/16 pacientes do grupo
BRCA1-VUS, apresentou metilagdo na regido promotora e, 1/31 amostras tumorais
analisadas e provenientes de pacientes do grupo BRCAI-WT apresentaram metilacdo no
promotor do referido gene. Além disso, identificamos, em uma amostra de tecido normal
adjacente, a presenca de hipermetilacdo do gene BRCA1. A amostra dessa paciente (que faz
parte do grupo BRCA1-VUS) serd investigada em maiores detalhes a fim de sabermos se
trata de uma contaminag¢ao de tecido tumoral ou, ainda, se existe a possibilidade de
estarmos diante de uma epimutac¢do constitutiva. Adicionalmente, o nivel de metilacdo do
tecido mamario normal foi verificado em duas linhagens celulares provenientes de tecido
normal (HB4a e MCF10A) gentilmente cedidas pelo Dr. Rui M. Reis, e, as analises revelaram
auséncia de hipermetilacdo na regido promotora do BRCA1 em ambos os casos (0% e 0,05%,
respectivamente).

A Porcentagem de Metilacdo Relativa (PMR) entre as amostras normais e tumorais foi
comparada de forma independente, através do teste de Mann-Whitney, com a finalidade de
verificar se ha diferenca do perfil de metilacdo em amostras normais e tumorais. Através
desta analise, foi possivel observar que ha uma diferencga estatisticamente significativa entre
o perfil de metilagdo na regidao promotora do gene BRCA1 entre tecidos normais e tumorais,
sendo que o nivel de metilagdo nas amostras tumorais é superior ao encontrado nas

amostras normais (p=0,0001) (Figura 16).
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Figura 16 — Porcentagem de metilacdo relativa (PMR) das amostras analisadas no estudo. A

esquerda: amostras normais e a direita: amostras tumorais.
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Adicionalmente, o nivel de metilacdo das amostras normais e tumorais foi analisado
em fungao do status mutacional de BRCA1 (mutado vs ndo mutado). Os resultados dessa
analise encontram-se ilustrado na Figura 17. Ao compararmos o nivel de metilacdo das
pacientes mutadas vs ndo mutadas ndo encontramos diferenga entre os grupos (p=0,384)

(Tabela 19, pagina 58).
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Figura 17 — Porcentagem de metilacdo relativa (PMR) das amostras normais e tumorais de
acordo com o status de mutacdo. A) Representacdo da PMR apenas em pacientes com
mutacdo deletéria germinativa em BRCA1 (grupo BRCA1-patogénico). B) Representacdo da
PMR apenas em pacientes sem mutacdo deletéria germinativa em BRCA1 (grupos BRCA1-

VUS e BRCA1-WT).

Para verificarmos a presenca de uma associacdo entre hipermetilacdo do gene BRCA1
e sobrevida global e livre de eventos utilizamos o método de Kaplan-Meier com posterior
comparacdao pelo teste de log-rank. Através da realizacdo desse teste nao pudemos
identificar nenhuma associacdo significativa com o perfil de metilacdo, porém observamos
que os casos hipermetilados ndo apresentaram recidiva e/ou metastase. No entanto cabe
enfatizar que os dados devem ser interpretados com extrema cautela, pois, com o ponto de
corte utilizado para a classificagdo do status de metilagao (4%), tivemos apenas 2 individuos
com o gene BRCAI1 metilado, o que inviabiliza quaisquer analises mais detalhadas ou a
elaboracdo de conclusdes sobre a associacdo da metilacdo com variaveis clinicas e de

desfecho (Figura 18).
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Figura 18 — Analise da sobrevida em relacdo ao perfil de metilacdo na regido promotora do

gene BRCA1. A) Sobrevida global. B) Sobrevida livre de eventos.

5.3.3 Analise da expressao génica

A avaliacdo da expressdo génica foi realizada através da técnica de RT-qPCR.

Primeiramente foi avaliada a expressdo génica dos genes enddégenos (ACTB, GAPDH) em

cDNA proveniente da linhagem MDA-MB-231 (triplo negativa, WT para o gene BRCAI1), a

qual foi utilizada sempre como controle positivo nas reacdes. A Tabela 15 apresenta os

valores de Cr utilizados para o controle das reagdes e os valores de threshold utilizados nas

analises, permitindo determinar o numero de ciclos necessarios para o inicio de amplificacdo

da sequéncia de interesse.

Tabela 15 — Caracteristicas do gene alvo e genes enddgenos avaliados no estudo.

Gene Threshold Controle + Média do Controle +
ACTB 0,05 MDA-MB-231 17,5

GAPDH 0,05 MDA-MB-231 16,5

BRCA1 0,05 MDA-MB-231 24,4

Apds padronizadas as condi¢cdes de andlise por RT-gPCR, foi realizada a andlise de

todas as amostras normais e tumorais. As amostras que ndo apresentaram amplificagdo ou
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ainda, que apresentaram amplificacdo de apenas um enddgeno, ou amplificacdo de apenas
uma das triplicatas, foram excluidas. Além disso, as amostras que apresentaram
amplificacdo acima do ciclo 35 para os genes enddgenos, também foram excluidas das
anadlises de expressdo génica. Com isso, a andlise de expressao génica foi realizada para 57
amostras tumorais e 42 amostras normais. Das amostras tumorais, 15/57 (26,3%)
pertenciam ao grupo BRCA1-patogénico (mutadas em BRCA1), 11/57 (19,3%) pertenciam a
mulheres do grupo BRCA1-VUS e, 31/57 (54,4%) pertenciam ao grupo BRCAI-WT. Das
amostras normais, 11/42 (26,2%) pertenciam ao grupo BRCAI-patogénico, 9/42 (21,4%)
pertenciam ao grupo BRCA1-VUS e, 22/42 (52,4%) pertenciam ao grupo BRCA1-WT.

Os niveis de expressao do gene BRCA1 (ACt) para cada amostra foram representados
pelo valor médio das triplicatas, normalizados pela média da expressdao dos enddgenos
(ACTB e GAPDH). Os valores de ACr mais baixos indicam maior expressao. O valor da
mediana de ACy (1,231756) foi utilizado como o ponto de corte (cutoff) entre alta e baixa
expressao, ou seja, as amostras foram comparadas de forma independente.

Através do teste de Mann-Whitney, foi possivel observar que existe uma diferenca
estatisticamente significativa (p<0,0001) entre a expressao génica das amostras normais vs
amostras tumorais (Figura 19). Além disso, através da utilizacdo do valor da mediana de ACy
como ponto de corte, todas as amostras normais analisadas apresentaram alta expressao
génica. Cabe destacar que a Unica amostra normal que apresentou hipermetilacdo no gene
BRCA1 foi excluida da analise de expressao do referido gene por razdes de falha na
amplificacdo de um dos genes enddgenos utilizados na reacdo de qRT-PCR. Em relacdo as

amostras tumorais analisadas, 49/57 (86,0%) apresentaram baixa expressao génica.
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Figura 19 — Expressdao do gene BRCA1l em amostras normais e tumorais em todas as

amostras elegiveis para analise.

Através da andlise de expressdao génica nas amostras tumorais, realizada nos trés
grupos separadamente, pdde-se observar que 15/15 (100%) pacientes com mutacdo
germinativa deletéria em BRCA1 apresentaram baixa expressao do referido gene, enquanto
que 7/11 (63,6%) pacientes com VUS em BRCA1 tiveram baixa expressdo e, 27/31 (87,1%)
mulheres WT para BRCA1 apresentaram baixa expressao génica, como pode ser visualizado

na Tabela 16.

Tabela 16 — Expressdo génica do gene BRCA1 conforme status mutacional .

BRCA1-patogénico BRCA1-VUS BRCA1-WT
n=15 n=11 n=31 p-valor
Expressdo Génica  Baixa Expressdo 15 (100%) 7 (63,6%) 27 (87,1%) 0,031%*
Alta Expressdo 0(0,0%) 4 (36,4%) 4 (12,9%)

** Teste Exato de Fisher

Valores em negrito indicam significancia estatistica (p<0,05).

Ao reagruparmos as pacientes em dois grupos (mutadas vs ndo-mutadas) pode-se
observar que 15/15 (100%) pacientes com mutagdo germinativa deletéria em BRCAI
apresentam baixa expressdo génica nas amostras tumorais e, que 34/42 (81,0%) pacientes
sem mutacdo germinativa deletéria (grupos BRCA1-VUS e BRCA1-WT) apresentam baixa

expressao do referido gene (Tabela 17 e Figura 20)
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Tabela 17 — Expressdo génica de acordo com o status de mutacdo em BRCAI (amostras

tumorais).
BRCA1-patogénico BRCA1-VUS e BRCA1-WT
n=15 n=42 p-valor
Expressdao Génica Baixa Expressdo 15 (100%) 34 (81,0%) 0,095**
Alta Expressao 0(0,0%) 8 (19,0%)

** Teste Exato de Fisher
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Figura 20 — Representacdo grafica da expressdo génica (amostras tumorais). A esquerda:
pacientes sem mutacdo germinativa deletéria BRCA1 (grupos BRCAI-VUS e BRCAI-WT). A

direita, pacientes com mutacdo germinativa deletéria em BRCA1 (grupo BRCA1-patogénico).

Em relagao a andlise da sobrevida global e livre de eventos associadas ao status de

expressao génica, nao foi encontrada nenhuma associacao significativa (Figura 21).
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Figura 21 — Andlise de sobrevida em relacdo ao nivel de expressdao génica. A) Sobrevida

global. B) Sobrevida livre de eventos.

5.3.4 Caracterizacao genética (BRCA1) das amostras
Os anexos VIl e IX detalham quais as mutacbes e variantes de significado clinico
inconclusivo (VUS) encontram-se presentes, respectivamente, nos grupos BRCA1-patogénico

e BRCA1-VUS.

5.4 AssociagOes entre as caracteristicas clinicas, histopatoldgicas, moleculares e de histéria

familiar

5.4.1 Associacdo da metilagao na regido promotora do gene BRCA1 e o perfil de expressao

génica

Tendo em vista o papel da hipermetilacio de genes supressores tumorais no
desenvolvimento da carcinogénese e sua influéncia na expressdao génica, foi avaliada a
correlacdo da metilacdo de BRCA1 e a expressao do referido gene.

Devido aos critérios de exclusdo para analise do perfil de expressdao génica, nao foi
possivel verificar os niveis de expressdo do gene BRCA1 das pacientes que apresentaram

hipermetilacdo (amostras 169 e 218). Porém, das amostras analisadas, observamos que
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45/53 (84,9%) apresentaram baixa expressdo génica para o gene BRCAI1 nas amostras

tumorais (Tabela 18).

Tabela 18 — Andlise da expressado génica associada a hipermetilagdo.

Baixa-Expressao Alta-Expressao p-valor
n=49 n=8
Metilagio BRCA1 N3o 45 (100%) 8 (100%)
Sim 0 (0,0%) 0 (0,0%) )

5.4.2 Associacao entre metilagdo do gene BRCA1 e caracteristicas clinico-patoldgicas

A presenga de associacao entre o nivel de metilagdo e as varidveis clinicas e
histopatoldgicas foi analisada e, os resultados dessa andlise encontram-se descritos na
Tabela 19 e na Figura 22. Como podemos observar na referida tabela, ndo houve nenhuma
associacao estatisticamente significativa com as varidveis analisadas, possivelmente devido
ao numero reduzido de nossa amostragem. Em relagdo as caracteristicas patolégicas das
pacientes que apresentaram hipermetilacdo, podemos destacar que em ambos os casos
tratava-se de tumores do tipo ductal invasivo, negativos para o receptor de estrégeno.
Ainda, é importante destacar que esses tumores foram diagnosticados em estadiamento
inicial (I e Il respectivamente) em pacientes sem mutac¢ao deletéria em BRCA1, com tumores
de mama diagnosticados aos 37 e 20 anos, respectivamente. A ocorréncia de epimutacdo
constitutiva foi descartada para uma das amostras dado ndo haver presenga de metilagdao no
tecido normal. No caso da segunda amostra, a mesma apresentou hipermetilagao no tecido
tumoral (PMR= 37%) e no tecido normal (PMR= 7%) e a presenca de uma epimutacao

constitutiva serda avaliada.
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Tabela 19 — Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas comparadas com o perfil de metilacao.

Metilado N3ao-Metilado
n=2 n=65 p-valor
Mutagdo Germinativa Deletéria Nao 2 (100%) 47 (72,3%) 0,384%**
Sim 0(0,0%) 18 (27,7%)
Tipo Histoldgico Carcinoma ductal/lobular invasivo 2 (100%) 56 (86,2%) 0,572**
Carcinoma ductal/lobular in situ 0(0,0%) 9(13,8%)
Receptor de Estrégeno Negativo 2 (100%) 24 (36,9%) 0,147%**
Positivo 0 (0,0%) 41 (63,1%)
Receptor de Progesterona Negativo 1(50,0%) 32 (49,2%) 0,983**
Positivo 1 (50,0%) 33 (50,8%)
HER2 Negativo 2 (100%) 48 76,2%) 0,431**
Positivo 0(0,0%) 15 (23,8%)
Triplo Negativo Nao 1(50,0%) 47 (72,3%) 0,511%*
Sim 1(50,0%) 18 (27,7%)
Recidiva Ndo 2 (100%) 46 (95,8%) 0,921**
Sim 0(0,0%) 2 (4,2%)
Status Vivo sem Cancer 2 (100%) 56 (86,2%) 0,852%**
Vivo com Cancer 0(0,0%) 8(12,3%)
Obito por Cancer 0 (0,0%) 1(1,5%)

** Teste Exato de Fisher

Embora nenhuma correlacgdo significativa entre o perfil de metilagdao e caracteristicas

clinicas e histopatolégicas foi encontrada, nds podemos destacar que nenhuma paciente

com mutacdo germinativa deletéria em BRCA1 apresentou hipermetilagcdo. Além disso, as

pacientes com metilacdo no gene BRCA1, apresentaram negatividade para o receptor de

estrégeno.
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Figura 22 — Heatmap evidenciando as caracteristicas moleculares e patoldgicas das

pacientes incluidas no estudo.

5.4.3. Associagao do status do receptor de estrégeno com mutag¢ao, metilagdo e expressao

do gene BRCA1

Tendo em vista que a maioria dos casos de neoplasias mamdrias com mutacdo em
BRCA1 apresentavam negatividade do receptor de estrégeno (ER), analisamos o perfil do
receptor de estrogénio versus as seguintes varidveis: presenca/auséncia de mutacdo
germinativa deletéria, presenca/auséncia de metilacio e baixa/alta expressdo do gene
BRCA1.

Podemos observar que a negatividade do receptor de estrégeno foi associada de
maneira significativa (p=0,001) a presenca de mutacdo germinativa deletéria em BRCA1

(Tabela 20).

Tabela 20 — Associacdo entre receptor de estrégeno e status de mutacao.

Mutado N3o-Mutado p-valor
n=19 n=53
Receptor de Estrogeno Negativo 13 (68,4%) 13 (24,5%)
Positivo 6 (31,6%) 40 (75,5%) 0,001*

*Teste de Qui-quadrado

Valores em negrito indicam significancia estatistica (p<0,05).
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Embora nao foi encontrada significancia entre ER e hipermetilacdo, pudemos observar
que as duas pacientes (amostra 169 e 218) que apresentaram metilagdo na regido

promotora de BRCA1, também eram negativas para o ER.

Tabela 21 — Associacdo entre receptor de estrégeno e status de metilacao.

Metilado N3o-Metilado p-valor
n=2 n=65
Receptor de Estrégeno Negativo 2 (100%) 24 (36,9%)
Positivo 0 (0,0%) 41 (63,1%) 0,147**

** Teste Exato de Fisher

Valores em negrito indicam significancia estatistica (p<0,05).

Observamos ainda que, embora em todos os casos com BRCA1 alterado (seja por
mutacdo ou por metilacdo) ndo haja expressao de ER, existe uma parcela consideravel de
casos (n=27) em que ndo hd a presenca de uma mutagdo patogénica nem de metilagdo no
gene BRCA1 mas que apresentam uma baixa expressdo do referido gene e positividade para

o receptor de estrogénio (Tabela 22).

Tabela 22 — Associacdo entre receptor de estrégeno e status de expressdo génica.

Baixa Expressao Alta Expressdo p-valor
n=49 n=8
Receptor de Estrégeno Negativo 17 (34,7%) 3(37,5%) 1,000**
Positivo 32 (65,3%) 5(62,5%)

** Teste Exato de Fisher

5.4.4. Associacdo entre expressao do gene BRCA1 e caracteristicas clinico-patoldgicas,

moleculares, histéria familiar e sobrevida global e livre de eventos

Ao correlacionarmos os niveis de expressdo do gene BRCA1 com as caracteristicas
clinicas e tumorais observamos que mulheres cujos tumores apresentavam baixos niveis de
expressao do gene em questdo tendiam a desenvolver seu tumor em idade mais avancada
(entre 30 e 50 anos) do que aquelas com alta expressdao do gene BRCA1 (maioria com
tumores em idade inferior aos 30 anos) e, além disso uma proporg¢do consideravel dos casos
(44,9%) apresentavam tumores em estadios iniciais (T1, NO e MO0) (Tabela 23). Dentre esses

tumores menos avancados (T1) e com baixa expressdo génica, a maioria (75,0%, 15/20)
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apresentavam subtipo luminal, 20,0% (4/20) eram triplo negativos e 5,0% (1/20) subtipo

HER2.

Tabela 23 — Caracteristicas clinico-patoldgicas associadas com o perfil de expressdo génica.

Baixa-Expressao

Alta-Expressao

n=49 n=8 p-valor
Idade ao Diagndstico <30 anos 7 (14,3%) 5(62,5%) 0,003**
>30e <50 anos 35 (71,4%) 1(12,5%)
> 50 anos 7 (14,3%) 2 (25,0%)
Tumor Unilateral Nao 17 (34,7%) 1(12,5%) 0,414%**
Sim 32 (65,3%) 7 ((87,5%)
Tipo Histoldgico Carcinoma ductal/lobular “in situ” 5(10,2%) 0(0,0%) 1,000**
Carcinoma ductal/lobular invasivo 44 (89,8%) 8 (100%)
Grau Histoldgico | 5(10,2%) 0(0,0%) 0,753**
Il 18 (36,7%) 4 (50,0%)
nn 19 (38,9%) 4 (50,0%)
lgnorado 7 (14,2%) 0(0,0%)
Estadiamento Clinico 0 5(10,2%) 0(0,0%)
I 14 (28,6%) 0(0,0%)
Il 21 (42,9%) 5(62,5%) 0,230**
1 8 (16,3%) 3(37,5%)
v 1(2,0%) 0(0,0%)
Tamanho do Tumor T1 22 (44,9%) 0(0,0%) 0,018%*
T2-T4 27 (55,1%) 8 (100%)
Status Linfonodal NO 31 (63,3%) 3 (37,5%) 0,247**
N1-N3 18 (36,7%) 5 (62,5%)
Metastase a Distancia MO 48 (98,0%) 8 (100%) 1,000**
M1 1(2,0%) 0 (0,0%)

** Teste Exato de Fisher

Valores em negrito indicam significancia estatistica (p<0,05).

Além dos dados histopatoldgicos, analisamos também a existéncia ou ndo de

associacdo entre os niveis de expressdo do gene BRCA1 com o status dos receptores

hormonais (ER e PR) e com HER2 e Ki67. Apesar da relagdo entre o perfil de expressao génica

e os receptores hormonais ndo ser significativa, podemos observar que todas as pacientes

triplo negativas apresentaram baixa expressdo do gene BRCA1 (Tabela 24).

Tabela 24 — Expressdo génica associada aos receptores hormonais.
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Baixa-Expressao

Alta-Expressao

n=49 n=8 p-valor

Receptor de Estrégeno (ER) Negativo 17 (34,7%) 3(37,5%) 0,877**
Positivo 32 (65,3%) 5 (62,5%)

Receptor de Progesterona (PR) Negativo 22 (44,9%) 3(37,5%) 0,696**
Positivo 27 (57,1%) 5(62,5%)

HER-2 Negativo 39 (81,2%) 4 (50,0%) 0,074**
Positivo 9 (18,8%) 4 (50,0%)

Triplo Negativo Nao 34 (69,4%) 8 (100%) 0,068**
Sim 15 (30,6%) 0(0,0%)

Ki67 <14% 6 (12,2%) 0(0,0%)
>14% 32 (65,4%) 6 (75,0%) 0,573*
Ignorado 11 (22,4%) 2 (25,0%)

** Teste Exato de Fisher

Para uma melhor visualizacdo dos dados, categorizamos as varidveis de subtipo

molecular, em trés principais subtipos: Luminal (Luminal A e B), HER2 super-expresso e

triplo-negativo. Podemos observar, com uma relacdo estatisticamente significativa, que

pacientes triplo-negativas apresentaram baixa expressdo do gene BRCAI1, enquanto que

pacientes que apresentaram alta expressdo eram, em sua maioria do tipo Luminal (Tabela

25).

Tabela 25 — Associagao entre expressao génica e subtipo molecular.

Baixa-Expressdo  Alta-Expressao p-valor

n=49 n=8
Subtipo Molecular Luminal (Luminal A + Luminal B) 30 (65,2%) 6 (75,0%)
0,002**
HER2 (ER-,PR-,HER2+) 1(2,2%) 2 (25,0%)
Triplo-Negativo (ER-,PR-,HER2-) 15 (32,6%) 0 (0,0%)

** Teste Exato de Fisher

Valores em negrito indicam significancia estatistica (p<0,05).

Nao foi encontrada uma associacdo estatisticamente significativa entre as variantes de

histéria familiar e o perfil de expressdo génica das participantes em questdo, porém,

pudemos observar que nas familias com presenca de cancer de mama entre mae e filha,

houve maior predominio da baixa expressdo do gene BRCA1, o que provavelmente se deve
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ao fato de a presenca de cancer de mama entre mae e filha ser mais comum em familias
com mutagdo patogénica em BRCAI (nosso grupo BRCA1-patogénico) e, nesse grupo, no
presente estudo, a maioria dos casos apresentou baixa expressdao do gene BRCA1 (Tabela

26).



Tabela 26 — Associagao entre historia familiar e o perfil de expressao génica.

Baixa-Expressao

Alta-Expressao

n=49 n=8

Presenca de Cancer de Mama Bilateral Nao 32 (65,3%) 7 (87,5%)
Sim 17 (34,7) 1(12,5)
p-valor 0,414**

Presenca de Cancer de Pancreas Nao 47 (95,9%) 8 (100%)
Sim 2 (4,1%) 0 (0,0%)
p-valor 0,561**

Presenga de Cancer de Ovério’ Nao 41 (83,7%) 8 (100%)
Sim 8 (16,3%) 0 (0,0%)
p-valor 0,584**

Presenca de Cancer de Mama e Ovario® Nao 46 (93,9%) 8 (100%)
Sim 3(6,1%) 0(0,0%)
p-valor 0,472**

Presenca Cancer de Préstata Nao 39 (79,6%) 7 (87,5%)
Sim 10 (20,4%) 1(12,5%)
p-valor 1,000%*

Presenga de Cancer de Mama entre Mde e Filha Néao 9 (18,4%) 14 (28,6%)
Sim 10 (43,5%) 4 (17,4%)
p-valor 0,076*

Geragoes afetadas por cancer de mama lou2 42 (85,7%) 8 (100%)
>3 7 (14,3%) 0(0,0%)
p-valor 0,557**

Numero total de cincer de mama na familia 1 0u 2 casos 25 (51,0%) 7 (87,5%)
>3 24 (49,0%) 1(12,5%)
p-valor 0,067**

** Teste Exato de Fisher

1 ~ .
—Sem comprovagdo anatomopatoldgico.

64

Os dados referentes aos niveis de expressdo do gene BRCAI1 serdo, em breve,

complementados com dados de expressao proteica de brcal para a mesma casuistica, dado

esse que devera auxiliar na compreensdo de muitos dos achados do presente estudo, assim
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como na verificacdo dos niveis de expressao de BRCAI nos casos metilados, em que dada a
ma qualidade do mRNA, a anadlise da expressao génica utilizando RNA de tecido parafinado

nao se fez possivel.
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6 DISCUSSAO

A identificacdo de individuos e familias com cancer hereditdrio é importante ja que
individuos afetados apresentam risco cumulativo vital muito superior ao da populagdo para
o desenvolvimento de diversos tipos de cancer, os quais, geralmente, acontecem em idades
muito inferiores aquelas que seriam esperadas para a patologia em questdo. Sendo assim,
uma caracterizagao detalhada desses individuos em risco envolvendo aspectos clinicos,
histopatoldgicos e moleculares pode auxiliar nessa identificagao, bem como no posterior
direcionamento desses individuos e seus familiares a programas personalizados de manejo e
reducdo do risco de cancer. O presente trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar
mulheres com histéria pessoal e familiar de cancer de mama (com e sem mutacdo
germinativa no gene BRCAI1) quanto a caracteristicas clinicas e moleculares (mutacdo e
metilacdo no gene BRCA1) bem como correlacionar os niveis de expressdao do gene BRCA1
com as caracteristicas patoldgicas e morfoldgicas do cadncer de mama, assim como com
caracteristicas clinicas, de progndstico, sobrevida e de histdria familiar.

Inicialmente foram incluidas no estudo 195 mulheres com histéria pessoal de cancer
de mama, as quais foram divididas em trés grupos conforme o status mutacional do gene
BRCA1, como descrito previamente na metodologia. Todas as participantes com historia
pessoal e/ou familiar sugestiva de cdncer de mama hereditdrio passaram pelo
Departamento de Oncogenética, e posteriormente, foram referenciadas para realizagdao do
teste genético para identificacdo de mutac¢Ses nos genes BRCA1 e BRCA2.

Devido aos critérios de selecdao das pacientes do presente estudo, diversas amostras
foram excluidas, sendo que podemos destacar que grande parte das pacientes com critérios
para inclusdo realizou quimioterapia neoadjuvante e, portanto teve que ser retirada do
mesmo. Segundo dados da literatura, pacientes com cancer de mama e que foram tratadas
com quimioterapia neoadjuvante apresentam alteracdes no perfil de metilagdo em genes de

162, 1 .
6218 " com isso, O

reparo, podendo dessa forma criar um viés nos resultados obtidos
presente estudo contou com a presenca de 72 mulheres com histéria pessoal de cancer de
mama, as quais foram diagnosticadas e tratadas no Hospital de Cancer de Barretos.

O tipo histolégico mais frequente diagnosticado entre as mulheres foi o carcinoma
ductal invasivo (86,1%), sendo que nenhuma paciente incluida no estudo apresentou

carcinoma medular, resultados esses que diferem do estudo publicado pelo grupo CIMBA
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(Consortium of Investigators of Modifiers of BRCA1/2), em que 9% das pacientes com

164

mutag¢dao no gene BRCA1 apresentaram cancer de mama do tipo medular ~>". De maneira

similar, Eisinger e colaboradores descreveram que, aproximadamente 11% dos carcinomas

medulares estdo associados a presenca de mutagao em BRCA1 163

. Uma das explicagdes para
o fato de ndo termos identificado nenhum caso do tipo medular pode ser devido ao
pequeno numero amostral analisado (19 casos com BRCA1 mutado), dado que, caso a
proporcdo de 9 — 11% de casos medulares relatada na literatura se mantivesse, teriamos
apenas 1 a 2 casos com essa histologia.

No que se refere aos receptores hormonais, e seguindo o ja relatado na literatura, a
maioria dos pacientes do grupo BRCA1-patogénico apresentava tumores triplos negativos
(68,4%). No grupo cujos pacientes ndao apresentavam mutagdes em BRCA1 (WT-BRCA1), o
percentual de triplo negatividade foi ligeiramente superior ao do grupo das pacientes que
apresentaram variante de significado clinico incerto (VUS-BRCA1) (25,0% de TN em pacientes
WT em BRCA1 e 10,0% TN em pacientes com VUS em BRCA1), percentual esse similar ao
observado para os casos de cancer de mama esporadico 166, 167,

Diversos trabalhos ja relataram a associacdo do cancer de mama triplo negativo a
presenca de mutac¢des deletérias em BRCAIL. Estudo publicado pelo grupo CIMBA relatou
uma frequéncia de 69% de tumores triplo negativos em 3.797 portadores de mutagdes em
BRCA1 '®*. Além disso, em estudo publicado por Carraro e colaboradores, a frequéncia de
tumores TN dentre as pacientes mutadas em BRCA1 foi de 50% em mulheres diagnosticadas
com cancer de mama em idade precoce e ndo selecionadas para histéria familiar, porém,
esse percentual aumentou para 83% naqueles casos com diagndstico precoce e historia
familiar positiva 168,

A maior prevaléncia de casos TN dentre os pacientes mutados em BRCAI pode ser um
dos fatores responsaveis pelo mau progndstico desses pacientes. Estudos apontam para o
fato de que os tumores associados a presenca de mutagdes no gene BRCA1 apresentam com
frequéncia maior grau histoldgico, sdao pouco diferenciados, tem altas contagens mitdticas e
alta frequéncia de areas necrédticas. Além disso, ha um alto grau de pleiomorfismo e maior
prevaléncia de triplo negatividade, caracteristicas essas associadas a um pior progndstico 164,
169,170 Todavia, Bonadona et al. ndo encontraram nenhuma evidéncia de menor sobrevida
global em portadores de mutagdo em BRCA1 quando comparados com os nao-portadores

171 . . . . . .
"1 Além disso, Cortesi et al. mostraram que pacientes considerados de alto risco para
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mutacdo em BRCA1 tiveram uma melhor sobrevida global quando comparados aos pacientes
considerados de risco moderado ou ainda, aqueles que apresentaram cancer de mama
esporadico. Essa diferenca foi mantida quando analisados os portadores de mutacdo em

172 Maksimenko e

BRCA1 em relagdo a pacientes WT e com cancer de mama esporadico
colaboradores investigaram o significado do progndéstico em pacientes portadores de
mutagdo em BRCA1 e pacientes ndao portadores, ambos com tumores triplo negativos. Os
autores relataram que pacientes sem mutagdo apresentaram metdstase em maior
frequéncia quando comparados aos pacientes com mutag¢dao. Além disso, as pacientes
mutadas tiveram maior sobrevida global quando comparadas as pacientes sem mutacao 173,
A relacdo entre sobrevida e hipermetilacdo, foi relatada por Krasteva et al., em que
pacientes com hipermetilagdao apresentaram melhor sobrevida global 178 Em nosso estudo,
observamos que a maioria das pacientes com mutacdo em BRCA1 apresentou grau
histoldgico Il (57,9%) e triplo negatividade. No entanto, no que se refere a sobrevida global
e livre de eventos, ndo houve diferencas em relacdo as pacientes mutadas quando
comparadas as com VUS ou as WT para o gene BRCAL.

Além de uma caracterizacdo dos dados clinico-patolégicos do nosso grupo amostral,
revisamos os heredogramas das familias incluidas no estudo. Ao compararmos a histodria
familiar nos trés grupos estudados, observamos que, embora as pacientes dos trés grupos
tenham sido encaminhadas pelo Departamento de Oncogenética para a realizacdo do teste
genético para os genes BRCA1 e BRCA2 por terem uma histdria pessoal e familiar
significativa de cancer de mama e/ou ovario, as familias com mutagdes deletérias
identificadas (grupo BRCAI-patogénico) apresentaram mais casos de cancer de mama em
idade inferior a 50 anos de idade, e, ainda, mais de 70% dos casos relataram a presenca de
trés casos ou mais de cancer de mama na familia. Cabe destacar que a presencga de cancer
de mama bilateral foi relatada na histdria familiar de 47,4% das pacientes do grupo BRCAI1-
patogénico, e, além disso, 15,8% das pacientes do referido grupo relataram a presencga de
cancer de mama e ovario em um mesmo individuo da familia. Quando observamos a média
de idade ao diagndstico dos trés grupos analisados, verificamos que enguanto no grupo
BRCA1-patogénico a média de idade ao diagndstico foi de 42,0 anos, no grupo VUS-BRCA1
foi de 37,5 anos e para o grupo WT-BRCA1 a média foi de 38,8 anos. Trabalho conduzido por
Gershoni-Baruch e colaboradores identificou que portadores de mutacdo em BRCA1

apresentam uma maior frequéncia de desenvolver tumores bilaterais, sendo que foi
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observada a presenca de histdria familiar positiva em 45% (14/31) das portadoras de
mutag3o e, ainda, 86% (12/14) foram diagnosticadas antes dos 42 anos de idade *”°.

Uma das possiveis explicacdes para a auséncia de mutac¢des patogénicas em um grupo
supostamente em risco para cancer de mama hereditario esta no fato de que muitas dessas
familias foram referidas para teste genético por apresentarem casos isolados de cancer de
mama diagnosticados em idade jovem, o que pode ser observado devido a menor idade ao
diagndstico, mas também, pelo menor nimero de casos na familia. Além disso, com o
avangco da tecnologia, sabe-se que os genes BRCA1/BRCA2 s3do responsaveis por
aproximadamente 20-40% dos casos de cancer de mama hereditério 176 1sso nos indica que
outros genes possam ser a causa da histdria familiar em mulheres sem mutacao identificada.
Estudo realizado por Silva e colaboradores analisou 120 pacientes com critério para
Sindrome de Predisposicdo ao cancer de Mama e Ovdério Hereditarios (HBOC), em que foi
investigada a presenca de mutacdo nos genes BRCA1/2, TP53, CHEK2 1100delC, e,
adicionalmente, foi analisada a presenca de variacdes no niumero de cépias em 14 genes de
suscetibilidade ao cancer de mama (PTEN, ATM, NBN, RAD50, RAD51, BRIP1, PALB2, MLH1,
MSH2, MSH6, TP53, CDKN2A, CDH1 e CTNNB1). Os autores identificaram 31 mutacdes
patogénicas sendo 20 delas localizadas no gene BRCA1 (incluindo 2 casos com variagdo no
numero de cdpias e 18 mutac¢des pontuais) e 7 no gene BRCA2. No estudo também foi
detectado um caso com mutacdo p.Arg337His em TP53 e um paciente com mutacdo em
CHEK2 1100delC 7. Em estudo realizado por Desmond e colaboradores, 1046 pacientes com
critérios clinicos de HBOC e sem mutacdo em BRCA1/2 realizaram teste molecular através
dos painéis génicos, os quais tém sido utilizados para a pesquisa de outros genes envolvidos
na HBOC. Dentre estas pacientes, 63 apresentaram mutacGes patogénicas em outros genes
(que ndo BRCA1/2) associados a um risco moderado a alto de desenvolvimento de cancer de
mama como, CHEK2, ATM e PALB2 *’®. A busca sucessiva por uma melhor compreens3o das
caracteristicas das familias em risco para cancer de mama, assim como pela determinacdo
do risco de cancer da forma mais acurada é fundamental. O conhecimento de qual gene esta
alterado e os mecanismos associados a essa alteracdo possibilita ampliar a gama de
estratégias preventivas e de redugdo de risco a serem oferecidas.

Embora outros genes de predisposicdo ao CM tém sido pesquisados nos ultimos anos,
estudos envolvendo o gene BRCA1 continuam sendo realizados, visto que, apesar dos

avancos realizados com a utilizacdo dos painéis génicos e outras analises em larga escala
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(exoma e genome-wide sequencing), os genes BRCA1 e BRCA2 permanecem sendo 0s genes
de mais alto risco associados a Sindrome de Predisposi¢cao Hereditdria ao Cancer de Mama e
Ovario. Adicionalmente, resultados obtidos com o estudo desses genes podem ser utilizados
na interagao entre os dados genéticos e a pratica clinica, incluindo praticas de medicina
personalizada, atuando como uma ferramenta importante para determinar a elegibilidade
para o rastreio, estratégias de prevenc¢ao, bem como um marcador para terapia-alvo 176

O gene BRCA1 é um supressor de tumor envolvido nas vias celulares que atuam no
reconhecimento e reparo de danos ao DNA, regulacdo da transcricao e regulagdao do
ciclo celular e, em razao disso, a caracterizacdo genética e epigenética deste gene torna-
se essencial para a identificacdo, prevencdo e tratamento de tumores BRCAI-
associados. AlteracGes epigenéticas, como a metilacdo na regido promotora de genes
supressores tumorais, estdo envolvidas no desenvolvimento de cancer através do
silenciamento da expressdo génica. A presenca de metilagdo na regido promotora de BRCA1
em tumores mamarios espordadicos ja foi relatada em diversos trabalhos. Estudo realizado
em 2000, por Rice et al., detectou a presenca de hipermetilagdo em 3/21 tumores de mama,
sendo que tais pacientes também apresentaram menores niveis de mRNA. Os autores
sugeriram que o silenciamento epigenético em BRCA1 pode ser um mecanismo de
inativagdo transcricional responsavel pelo desenvolvimento da tumorigénese mamaria nos
casos esporadicos *’°. Além disso, Matros e colaboradores encontraram 21% (16/75) dos
tumores esporadicos com metilacdo aberrante no gene BRCA1, a qual foi associada
significativamente & menores niveis protéicos *>>. Estudo mais recente, conduzido por Hsu et
al., analisou o perfil de metilagdo em 139 pacientes diagnosticados com cancer de mama em
estadiamento inicial. Os autores relataram a presenca de hipermetilacdo em 56% dos
tumores analisados e, ainda, correlacionaram a hipermetilagdo com a ocorréncia de tumores

8 Em 2014, trabalho realizado por Sharma e colaboradores, relatou a

triplo negativos
presenca de metilagdo em BRCA1 em 30% das mulheres com cancer de mama esporadico ",
Porém estudos envolvendo pacientes com cancer de mama hereditario associados a
~ . . ~ 140, 180, 181
presenca de mutacdes germinativas no gene BRCA1 sdo bastante escassos .
O perfil de metilagcdo em portadores de mutacdo foi descrito inicialmente em 2001,
por Esteller et al., os quais propuseram que em tumores hereditarios causados por
alteragdes em genes supressores tumorais, a importancia da inativacdo por eventos

epigenéticos (seguindo o modelo de two-hits proposto por Knudson em 1971 ') depende de
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quais forem os genes envolvidos no tumor em estudo, uma vez que portadores de mutacdes
germinativas em BRCA1 e APC apresentam, com uma maior frequéncia, eventos genéticos
(como mutagdes génicas) como o “segundo evento”. Por outro lado a inativacdo alélica
causada por eventos epigenéticos como a hipermetilacdao é um fenédmeno bem descrito para
o cancer colorretal hereditario ndo-poliposo (Sindrome de Lynch, causada por muta¢des nos

140

genes do sistema MMR de reparo de danos ao DNA) Na Sindrome de Lynch, a

hipermetilagdo na regidao promotora do gene MLH1 é um dos eventos causadores do

182 sendo gue a analise de

silenciamento desse gene e consequente auséncia da proteina
metilacdo nesse gene vem sendo proposta como uma ferramenta de sele¢do de baixo custo
para pré-triagem de pacientes com cancer colorretal, que ndo deveriam ser submetidos a
realizacdo do teste genético (dado que a auséncia da proteina em questdo se deve ao

N 183

silenciamento epigenético e ndo a presenca de mutacdes germinativas) ~ . No caso do

cancer de mama, em 2009, resultados publicados por Dworkin e colaboradores, reafirmaram

o proposto por Esteller em 2001 **°

, OU seja, que a hipermetilacdo da regido promotora de
BRCA1 nao seria o “segundo evento” mais frequente em portadores de mutacao germinativa
neste gene, sendo que nenhum caso avaliado apresentou alteracdo no perfil de metilacdo da

181 Recentemente, Lips et al., observaram que nenhum dos tumores

regiao promotora
analisados em seu estudo apresentou ambos eventos: mutacdo germinativa e metilagdo no
gene BRCA1. Dados esses que sugerem que o BRCA1 é exclusivamente inativado por eventos
genéticos ou por eventos epigenéticos. Além disso, os autores observaram que 37/134
pacientes que relataram a presenca de histdria familiar positiva, mas sem mutacdo
germinativa identificada, apresentaram hipermetilagao na regidao promotora de BRCA1 180,

Em nosso estudo, podemos destacar que apenas duas amostras apresentaram
metilacdo aberrante em BRCAI1. Além disso, corroborando o ja descrito na literatura,
nenhuma amostra apresentou os dois eventos: mutacdo germinativa em BRCAI1 e
hipermetilacdo. Esse fendmeno também foi descrito pelo Projeto de Atlas Genémico do
Cancer (TCGA), tanto para cancer de mama, quanto cancer de ovério %1%,

No caso dos canceres de mama sem mutacdo germinativa em BRCAI1, Birgisdottir e
colaboradores relataram que a incidéncia de metilacdo de BRCA1 é maior em tumores
esporadicos do tipo ductal invasivo, sendo que em estudo realizado por esse grupo de

150

pesquisadores 12/13 tumores metilados eram do tipo ductal invasivo . Adicionalmente,

uma associacao entre frequéncia de metilagdo com o subtipo molecular do cancer de mama
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foi descrita por Holm et al. Nesse estudo, tumores do subtipo luminal B apresentaram
maiores taxas de metilagdo (35,1%) quando comparados aos outros subtipos. Ainda,

131 Em nosso estudo,

tumores basal-like apresentaram baixas taxas de metilagdo (27,6%)
dado o pequeno nimero de tumores com hipermetilagao, nao foi possivel estabelecer uma
associacdo entre o subtipo molecular e o tipo histolégico, sendo que das duas pacientes
hipermetiladas, uma apresentou subtipo luminal B e a outra era do tipo basal-like, sendo
ambos carcinomas ductais invasivos, negativos para expressao do receptor de estrogeno. De
maneira similar, estudo conduzido por Birgisdottir et al. demonstrou que a hipermetilagao
de BRCAI1 em tumores esporadicos apresentou associacdo com a perda de expressao do
receptor de estrégeno e, ainda, estava presente em maior frequéncia em mulheres
diagnosticadas com idade inferior a 50 anos, sugerindo assim que os tumores com metilagao
aberrante em BRCA1 sdo semelhantes aos tumores com mutacdo patogénica em BRCAI,
levando ao mesmo fendmeno de BRCA-ness. Os mecanismos envolvidos na interacao entre o
receptor de estrégeno e o gene BRCA1 ndo foram completamente elucidados, porém,
Hilakivi-Clarke observou que o receptor de estrégeno é capaz de estimular a expressdo de
BRCA1 ' e, além disso, Fan e colaboradores mostraram que o gene BRCAI interage
diretamente com o receptor de estrégeno, ativando ou reprimindo a sua transcrigéom.
Estudos em linhagens celulares tumorais com ER positivo (MCF-7 e BT20T) indicam que a
deplecdo de estrogeno reduz significativamente a expressdao do gene BRCAI, e, ainda, a

188, 189’ sendo

expressdao é aumentada novamente apds o tratamento com estrégeno
essencial determinar como e por que o estréogeno estimula a expressao de BRCA1. Seery et
al., propuseram que a expressao de mRNA BRCA1 e a expressdao de mRNA ER estdo
intimamente ligados um ao outro, o que sugere uma relacdo funcional entre os dois genes
8 Adicionalmente, estudo realizado por Catteau e colaboradores nos indica que a metilagao
da regido promotora de BRCA1 foi fortemente correlacionada com a auséncia do receptor de
estrégeno 137,

Em estudo prévio, realizado por Hsu e colaboradores, a perda de expressdo génica de
BRCA1 em tumores esporadicos de mama foi frequentemente relacionada com a
hipermetilacdo do referido gene, os quais também apresentavam reducdo a nivel proteico
de brcal ® %, Adicionalmente, em 2015, estudo realizado por Yamashita et al., encontrou
uma associacdo significativa entre a presenca de metilacdo em tumores triplo negativos

190

esporadicos com menores niveis de expressdo génica e proteica de BRCAI1 ~°. Em nosso
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estudo, devido aos critérios de exclusdo para a andlise de expressao génica, ndo foi possivel
verificar os niveis de expressdo do gene BRCA1 das pacientes que apresentaram
hipermetilagdo, porém, se utilizarmos apenas um gene enddgeno como referéncia,
observamos que tais amostras tumorais apresentaram baixa expressao de mRNA BRCAI.
Além disso, demonstramos que o perfil de expressdo génica de BRCA1 foi significativamente
diferente entre o tecido normal vs. tumoral.

Um fato interessante observado foi que um ndmero significativo de casos, os quais ndo
apresentavam mutagdes germinativas e nem metilagdo no gene BRCA1 apresentou baixos
niveis de expressdao génica do referido gene, observacao essa que nos levou a inferir que
outro mecanismo possa estar relacionado com o silenciamento e consequente tumorigénese
dos casos hereditdrios associados ao gene BRCAI1. Dentre os mecanismos que podem estar
envolvidos na baixa expressdo do gene BRCA1 em tumores de mama, poderiamos destacar a
perda de heterozigose, degradacdo do mRNA através do mecanismo conhecido nonsense-
mediated mRNA decay, presenca de miRNA regulando negativamente a expressdo de
BRCA1, dentre outros. Além disso, ndo podemos excluir a possibilidade da existéncia de
metilacdo no “corpo do gene” ou em outras regides do promotor ndo contempladas no
presente estudo.

Em nosso estudo, observamos que todas as pacientes com muta¢dao deletéria em
BRCA1 apresentaram baixa expressdio de mRNA no tecido tumoral, dados esses que
corroboram resultados da literatura. Em 1996, Kainu et al., relataram que portadores de
mutacdo em BRCAI1 apresentam menores niveis de mRNA e ainda, o epitélio mamario
normal — adjacente ao tumor — apresentou maiores niveis de mRNA, sugerindo assim que, a
reducdo da express3o génica se devia a inativacdo somatica do alelo WT remanescente *°*.
Uma das possiveis explicacdes para essa reducdo dos niveis de mRNA (e ndo apenas dos
niveis protéicos de brcal) encontra-se em um mecanismo celular que tem como funcdo
proteger a célula do efeito dominante negativo de mutagdes patogénicas tais como as do
tipo nonsense (frequentes nos genes BRCA1/2), mecanismo esse conhecido como
“nonsense-mediated mRNA decay” (NMD), o qual é responsavel pela degradacdo de
transcritos instdveis (com terminagdo prematura), com a consequente diminui¢do dos niveis

192,193 Resultados de Perrin-Vidoz et al., nos

de expressdo génica dos genes envolvidos
indicam que o mecanismo NMD é desencadeado por aproximadamente 80% dos alelos com

codons de terminacdo prematuro, e ainda, pode resultar na reducdo de 1,5 a 5 vezes na
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abundancia de mRNA **%. Além disso, conforme descrito por Sharp et al., diversas mutacées
do tipo missense em genes de predisposicdo ao cancer ja foram associadas com menores

194 Essa reducdo dos niveis de mRNA associada 3 presenca de mutacdes

niveis de mRNA
poderia se constituir em uma explicagao para os nossos resultados, ndao somente da redu¢ao
dos niveis de expressdo génica nos casos com mutacdes sabidamente patogénicas (do tipo
nonsense e frameshift), bem como nos casos em que menores niveis de mRNA foram
encontrados em pacientes com variantes de significado incerto (VUS), principalmente do
tipo missense, em BRCAL.

Estudos recentes tém proposto outros mecanismos de inativagdao génica, por exemplo,
a interferéncia por microRNA (miRNA), os quais sdo pequenos RNAs (19 a 24 nucleotideos)
nao codificadores de proteinas e que sdo originados de RNA precursores envolvidos na
regulacdo pds-transcricional de genes codificantes *°. Vos et al., estudaram o perfil de
miRNA de 17 tumores mamarios associados a mutacées no gene BRCA1 utilizando
microarrays. Eles observaram que os portadores de mutacdes em BRCAI1 apresentavam
tumores de mama com grandes diferencgas no perfil de expressdao de diversos miRNA em
comparacdo com o tecido normal adjacente. Além disso, o tecido mamario normal de
portadores de mutagcdo em BRCA1 apresentou alteragdes de varios miRNA em comparagao
com os tumores ndo associados a mutagao germinativa 196,

Dessa forma, considerando os achados do presente trabalho e os possiveis
mecanismos envolvidos, estudos adicionais envolvendo analise de LOH, miRNA, metilagao
em outras regides do promotor ou do gene, assim como analises proteicas e estudos
funcionais deverao ser realizados para analisar detalhadamente o motivo pelo qual os niveis
de expressdo do gene BRCA1 encontram-se reduzidos.

Uma melhor compreensdo acerca dos mecanismos envolvidos na reduc¢do dos niveis
de expressdo génica do gene BRCAI ou ainda no seu silenciamento é de fundamental
importancia, dado que os niveis de expressao do mesmo podem influenciar na resposta a
diversos farmacos, e também servir como alvos terapéuticos. Atualmente o tratamento
guimioterdpico em portadores de mutacdo deletéria em BRCA1 é semelhante ao aplicado a
pessoas com tumores esporadicos, porém alguns estudos in vitro sugerem um aumento da
sensibilidade aos derivados de platina e uma diminuicdo da sensibilidade aos taxanos 1%,

Dados publicados por Gao e colaboradores sugerem que a perda de expressao de BRCA1 é

um indicador para o tratamento baseado em cisplatina, e que tratamentos baseados em
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taxanos, como paclitaxel e docetaxel, devem ser evitados, por aumento do risco de

resisténcia >

. Além disso, cabe destacar os recentes avangos relacionados ao tratamento
dos tumores hereditarios utilizando inibidores de PARP. O primeiro inibidor de PARP foi
descrito em 1980, por Purnell e Whish, identificado como 3-AB (3-amino-benzamida),
através da observacdo de que os grupos nicotinamida e 5-metil-nicotinamida competem
com o NAD+, substrato de PARP. Além disso, os autores relataram que o 3-AB é capaz de
inibir a atividade proteica em até 96%, embora isso demande altas concentracdes que

200

chegam ser téxicas para as células . A partir de 2005, diversos grupos publicaram

descobertas para o tratamento de células com mutag¢do nos genes BRCA1 e BRCA2 198, 201, 202
Em um desses trabalhos, Farmer e colaboradores mostraram que as células com mutacdes
em BRCA1 e BRCAZ2 sdo até mil vezes mais sensiveis do que as células wild type ao inibidor
de PARP *®2. D’Andrea demonstrou que tumores com mutacdes nos genes BRCA1/2 s3o mais
dependentes da via de reparo por excisao de bases, na qual a enzima PARP desempenha um
papel fundamental. Com a inibicio de PARP e consequentemente desta via alternativa,
ocorre o acumulo de erros ndo reparados na célula e, consequentemente a morte celular,

fendmeno conhecido como letalidade sintética **

. Estudos pré-clinicos e de fase | sugerem
que os inibidores de PARP podem ser empregados ndao sé como sensibilizadores da
quimioterapia ou da radioterapia, mas como agentes Unicos capazes de eliminar
. , . 204, 205 . . e .
seletivamente as células tumorais . Atualmente, existem pelo menos cinco inibidores
de PARP sendo testados em fase clinica como droga antitumoral. Além disso, industrias
farmacéuticas como Pfizer, Astrazena/KUDOS, Bipar, Genetech e MGI Pharma,
desenvolveram drogas que estdo sendo testadas e encontram-se em fase Il e fase lll, para o

206-2 ,
06209 " Até o

tratamento de pacientes com cancer de mama e ovario respectivamente
presente momento o Olaparib (Astrazena/KUDOS), é o Unico inibidor de PARP aprovado pelo
FDA (Food and Drug Administration) no tratamento de pacientes com mutacdo germinativa
em BRCA1/2 e com tumores de ovario avangado e pré-tratados com pelo menos 3 linhas de
quimioterapia anteriores 210,

Concluindo, cabe destacar que os portadores de mutacdao germinativa no gene BRCA1
apresentam risco cumulativo vital muito superior ao da populacdo para o desenvolvimento
de céncer, com isso, o conhecimento de qual gene estd envolvido e do mecanismo

responsavel pela alteracdo possibilita uma melhora significativa na identificacdo dos

individuos em risco, assim como nas decisdes acerca do manejo do risco e das estratégias
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preventivas, de reducdo de risco (exemplo cirurgias profildticas e quimioprevencdo) e
terapéuticas a serem oferecidas. Através dos relatos da literatura, aqui expostos,
juntamente com os nossos dados, podemos inferir que uma parcela significativa dos
pacientes em risco para cancer de mama hereditdrio (mutados ou n3ao em BRCAI1)
apresentam reducdo nos niveis de expressdo génica de BRCAI1, sendo necessario mais
estudos a fim de elucidar tais achados. Ainda, podemos inferir que mutag¢ao germinativa no
gene BRCA1 e presenca de hipermetilacdo no promotor do referido gene sdo eventos
mutuamente excludentes e que ambos contribuem para a BRCA-ness (auséncia de expressao

de brcal).



7

7 CONCLUSOES

I) A frequéncia de metilagdo no gene BRCA1 em mulheres em risco para cancer de mama
hereditario foi de 2,8% (2/72). Nenhum caso de paciente hipermetilado foi identificado

entre as pacientes com mutacao patogénica no gene BRCA1.

II) Houve diferenca nos niveis de expressdo génica quando comparados os tecidos normal e
tumoral. A maioria das mulheres em risco para cancer de mama hereditario (49/57)

apresentaram niveis reduzidos de expressao do gene BRCA1 em tecido tumoral.

[ll) Todas as pacientes portadoras de mutacdao no gene BRCA1 apresentaram baixos niveis de
expressao génica. Em relacdo a associacdo entre presenca de metilacdo e expressdo génica,
devido aos critérios de exclusdo para analise, ndo foi possivel verificar os niveis de expressao
génica de tais pacientes, porém se utilizarmos apenas um gene enddgeno como referéncia,

observamos menores niveis de mMRNA BRCA1.

IV) Todas as pacientes com mutacdo germinativa patogénica no gene BRCAI apresentaram
niveis reduzidos de expressdao de mRNA de BRCA1 e negatividade para o receptor de
estrégeno. Adicionalmente as duas pacientes nas quais o silenciamento do gene BRCA1l
ocorreu devido a hipermetilacdao da regidao promotora desse gene também apresentaram
negatividade para o ER. Ainda, a maioria das pacientes negativas para expressao de ER

apresentaram menores niveis de expressdo do gene BRCA1 (17/20).

VI) Pacientes com auséncia da expressdao do gene BRCA1 apresentaram, em sua grande
maioria, diagndstico entre 30 e 50 anos de idade, sendo o tipo histoldgico ductal invasivo o
mais frequentemente observado, grau histoldgico Il e estadiamento clinico inicial. Além
disso, 30,6% (15/49) das pacientes apresentavam tumores triplo negativos. Em relacdo a
histéria familiar de cancer, a maioria das pacientes com baixa expressdo de mRNA BRCA1
apresentaram mais casos de cancer de mama bilateral, cancer de ovdrio e mais casos de
cancer de mama na familia. Ndo foi encontrada nenhuma associacdo significativa entre a

sobrevida global e sobrevida livre de eventos em pacientes com baixa expressao de BRCAL.
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ANEXOS

Anexo |

Nome do projeto: CARACTERIZAGAO GENETICA E EPIGENETICA DO GENE BRCA1 DE MULHERES BRASILEIRAS
EM RISCO PARA CANCER DE MAMA HEREDITARIO

Pesquisadora: Edenir Inéz Palmero

DADOS PESSOAIS

1 |Identifica¢do (FC) 1
RH
3 Nome 3
4 Data de admissdo 4
DD/MM/AAAA
5 Data de nascimento 5
DD/MM/AAAA

INFORMACOES CLINICAS

Data da primeira bidpsia alterada
DD/MM/AAAA

Data diagndstico alterado
DD/MM/AAAA

Tumor Primario
1-Mama; 2- Ovario; 3- Cabeca e pescoco; 4- Digestivo; 5- Outros

Paciente com mais de um tumor primario

9 9
0- N3do; 1- Sim; 99- Ignorado

10 Data diagndstico do segundo tumor primario: 10
DD/MM/AAAA

11 Fez teste para mutagdo ) ‘ 1
0-Nao; 1- Sim

30?
12 Se fez o teste, qual mutagdo? 12

0- Ausente; 1- Mutado BRCA1; 2- Inconclusivo BRCA1(VUS); 88- N&o se aplica

13 Estadiamento Clinico 13

0-0; 1-I; 2-1; 3-I1l; 4-1V; 5-X; 99-Ignorado

14 Estadio Clinico T 14

0-TO; 1-TI; 2-Tll; 3-T3; 4-T4

15 Estadio Clinico N 15

0-NO; 1- NI; 2-NIl; 3- N3; 4-Nx

Estadio Clinico M

16 16
0-MO0; 1- MI

17 Estadiamento Clinico / Patolégico 17
0-0; 1-1; 2-11 A; 3-11B; 4-IlIA; 5-111B; 6-IIIC; 7-1V; 8-X; 99-ignorado

18 Tamanho do tumor pré-tratamento/ cirurgia — menor tamanho 18
Em cm; 88-Ndo se aplica

19 Tamanho do tumor pré-tratamento/ cirurgia — maior tamanho 19

Em cm; 88-N&o se aplica

Estadiamento T patoldgico
20 0-Tis; 1-T1mic 0,1cm; 2-T1a- 0,1 a 0,5cm; 3-T1b 0,5 a 1,0cm; 4-Tlcentrel e 20
2cm; 5-T2 entre 2 e 5cm; 6-T3 >5cm; 7-T4a parede tordcica; 8-T4b pele; 9-T4c

ambos; 10-T4d inflamatério; 11-Primario oculto metastatico axila; 12-TX

91 Estadiamento T patoldgico, se TX 2

Descrever; 88- Ndo se aplica
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22 | Tipo Histoldgico 22
Descrever
23 Grau histolégico Nottingham 23
1- G1; 2- G2; 3- G3; 99- Ignorado
24 Grau nuclear 22
1- G1; 2- G2; 3- G3; 99- Ignorado
25 | ER . o L 25
0- Negativo; 1- Positivo; 2- Ndo avaliado
26 |PR . o L 26
0- Negativo; 1- Positivo; 2- Ndo avaliado
57 cerb-2: __ [+++ ' 57
0- 0; 1- +; 2- ++; 3-+++; 4- Inconclusivo ; 99- Ignorado
28 CK56: . N 28
0- Negativo; 1- Positivo; 99- Ignorado
29 CK14: ' N 29
0- Negativo; 1- Positivo; 99- Ignorado
30 FISH . . 30
0- Negativo; 1- Positivo; 99- Ignorado
31 HERB . . . 31
0- Negativo; 1- Positivo; 2- Inconclusivo; 99- Ignorado
KIB7: __ [+++++
32 0-0; 1- +; 2- ++4; 3- +++; 4-+++4; 5- +++++; 88- Ndo se aplica; 99-| 32
Ignorado
33 Ki67 % 33
1- Menor 14%; 2- Maior 14%; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
34 Subtipo molecular (se tumor de mama): 34
1- Luminal A; 2- Luminal B; 3- Her2; 4-Basal like; 99- Ignorado
Numero do anatomo patolégico com tumor
35 35
Descrever
36 Tumor de mama contralateral 36
0- Ausente; 1- Presente sincronico; 2- Presente metacronico
37 Tratamento QT neoadjuvante 37
0- N3o; 1- Sim; 2- QT paliativa; 99- Ignorado
Tipo de tratamento cirurgico
38 38
Descrever
39 Houve ressecgao do tumor? i . 39
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
40 Data da ressecg¢do do tumor (Tratamento cirdrgico definitivo): 40
DD/MM/AAAA
TRATAMENTO
a1 Tratamento cirurgico axilar? a1
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Se tratamento cirdrgico axilar, qual?
42 1- Linfonodo sentinela; 2- LS + Lindadenectomia; 3-| 42
Linfadenectomia; 88- Nao se aplica
43 Tratamento QT adjuvante? ) ' 43
0- N3do; 1- Sim; 99- Ignorado
a4 Se tratamento QT adjuvante, qual? 44
1- QT paliativa; 2- Em tratamento; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
45 | Tratamento RXT adjuvante? 45
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0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado

Se tratamento RXT adjuvante, qual?

46 46

1- RXT paliativa; 2- Em tratamento; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
i ?

47 Tratamento HMT adjuvante? i ' 47

0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Se tratamento HMT adjuvante, qual?

48 1- HMT paliativa; 2- Em tratamento; 88- Ndo se aplica; 99-| 48

Ignorado
4 ?

49 Houve metastase? ) ' 49
0- Nao; 1- Sim

50 Se sim, local da metastase 50
Descrever

51 Data da metdstase 51
DD/MM/AAAA

59 Data do ultimo status 52
DD/MM/AAAA

Ultimo status

53 1- Vivo sem doenca; 2- Vivo com cancer; 3- Obito SOE; 4- Obito por | 53
cancer; 5- Perda de seguimento

54 Data da coleta dos dados 54

DD/MM/AAAA
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Nome
1 Descrever | 1
2 RH 2
Descrever
3 Presenca de cancer de mama bilateral? 3
0- Nao; 1- Sim
a Se sim, probando ou familiar? 4
1- Probando; 2- Familiar; 88- N&o se aplica; 99- Ignorado
5 Se sim, quantos casos de cancer de mama bilateral? 5
Descrever; 88- N3o se aplica; 99- Ignorado
6 Presenca de cancer de pancreas? 6
0- N3o; 1- Sim
7 Se sim, probando ou familiar? 7
1- Probando; 2- Familiar; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
8 Se sim, quantos casos de cancer de pancreas? 8
Descrever; 88- N3do se aplica; 99- Ignorado
9 Presenca de cancer de ovario? 9
0- Ndo; 1- Sim
10 Se sim, probando ou familiar? 10
1- Probando; 2- Familiar; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
1 Se sim, quantos casos de cancer de ovario? 1
Descrever; 88- N3o se aplica; 99- Ignorado
Presenca de cancer de mama e ovario na familia?
12 o . 12
0- Nado; 1- Sim
13 Se sim, probando ou familiar? 13
1- Probando; 2- Familiar; 88- Nado se aplica; 99- Ignorado
14 Se sim, quantos casos de cancer de mama e ovario? 14
Descrever; 88- Nado se aplica; 99- Ignorado
Presenca de cancer de mama masculino?
15 ~ . 15
0- Nao; 1- Sim
16 Se sim, quantos casos de cancer de mama masculino? 16
Descrever; 88- N3o se aplica; 99- Ignorado
Presenca de cancer de préstata?
17 0- N3o; 1- Sim 17
18 Se sim, quantos casos de cancer de préstata? 18
Descrever; 88- Nado se aplica; 99- Ignorado
19 Numero de geracbes afetadas por cancer 19
Numero; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
20 Numero de geracdes afetadas por cancer de mama 20
Numero; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
21 Numero de casos de cancer de mama 21
Numero; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
22 Numero total de casos de cancer 22
Numero; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
23 Numero de ébitos por cancer de mama 23
Numero; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
24 Numero de dbitos por cancer 24

Numero; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
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25

Numero de casos de cancer de mama na familia diagnosticado antes dos 50 anos.
Numero; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado

25

26

Presencga de diagndstico de cancer de mama entre mae e filha na familia?
0- Nao; 1- Sim

26
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Anexo Il

FUNDAGAO PIO XII -
HOSPITAL DE CANCER DE QW““'
BARRETOS

HOSPITAL
BARRETOS J

=
o

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizacdo étnica (ancestralidade genética) e molecular de mulheres brasileiras
em risco para cancer de mama hereditario.

Pesquisador: Edenir Inéz Palmero

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 30634014.7.0000.5437

Instituicdo Proponente: Fundacéo Pio XII
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 705.893
Data da Relatoria: 07/07/2014
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Continuacdo do Parecer: 705.693

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Pio XII — Hospital do Céncer de Barretos ANALISOU as
pendéncias do referido projeto e decidindo que o mesmo encontra-se APROVADO.

Solicitamos que sejam encaminhados aoc CEP:

1. Relatérios semestrais, sendo o primeiro previsto para 03/01/2015.

2. Para projetos que utilizam amostras criopreservadas, procurar o Biobanco para inicio do processamento.
3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos,
apos concluséo da pesquisa, para possivel auditoria dos orgdos competentes.

4. Este projeto esta cadastrado no CEP-HCB sob o numero 801/2014.
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Anexo IV

Tabela suplementar 1 — Caracterizagao tumoral quanto aos subtipos moleculares.

BRCA1-
patogénico BRCA1-VUS BRCA1-WT  p-valor
n=19 n=16 n=37

Subtipo

. _ o < 0, 0, 0, 0,
Molecular  -UMinal A (ER/PR+, HER2-, Ki67 <14%) 1(5,3%) 2(12,5%)  4(10,8%)

Luminal B (ER/PR+HER+/-, Ki67 >14%)  4(21,0%)  10(62,6%) 23 (62,2%)

HER2 (ER-,PR-,HER2+) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 3(8,1%) 0,069**
Basal-like (ER-,PR-,HER2-, CK56/14+) 4(21,0%) 1(6,2%) 1(2,7%)
Triplo-Negativo (ER-,PR-,HER2-) 13 (65,0%) 2 (10,0%) 5(25,0%)
Ignorado 1(5,3%) 2 (12,5%) 2 (5,4%)

** Teste Exato de Fisher

OBS: Os casos classificados como basal-like estdo incluidos na categoria triplo negativo.
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Anexo V

Tabela suplementar 2 — Caracterizacao clinica das pacientes incluidas no estudo.

BRCA1-
patogénico  BRCA1-VUS  BRCA1-WT p-valor

n=19 n=16 n=37
Cirurgia Mastectomia 11 (61,1%) 9 (56,2%) 18 (48,6%) 0,664*
Quadrantectomia 7 (38,9%) 7 (43,8%) 19 (51,4%)
Quimioterapia adjuvante Sim 11 (61,1%) 12 (75,0%) 25 (67,6%) 0,689*
N3o 7 (38,9%) 4 (25,0%) 12 (32,4%)
Radioterapia adjuvante Sim 12 (66,7%) 11 (68,8%) 26 (70,3%) 0,964*
N3o 6 (33,3%) 5(31,2%) 11 (29,7%)
Hormonoterapia adjuvante  Sim 3(16,7%) 9 (56,2%) 20 (54,1%) 0,019*
Nao 15 (83,3%) 7 (43,8%) 17 (45,9%)
Status Vivo sem doenca 18 (94,7%) 12 (75,0%) 33 (89,2%)
Vivo com doenca 0(0,0%) 4 (25,0%) 4 (10,8%) 0,180**
Obito por cancer 1(5,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

*Teste de Qui-quadrado

Valores em negrito indicam significancia estatistica (p<0,05).
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Anexo VI

Figura suplementar 1 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% do produto de PCR do gene

GAPDH para todas as amostras normais extraidas.

100pp 2 9 14 154 213 214 364 402 456 476 53 676 683 686 735 760 817 C+ BR
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100pb 307 311 336 532 552 637 C+ BR
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100pb 677 685 687 698 727 732 756 761 763 776 789 791 824 854 864 898 900 C+ BR

901 58 65 66 80 85 218 226 232 234 236 290 383 499 645 709

v

., ke

100pb 725 811 841 C+ BR
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Anexo VII

Figura suplementar 2 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% do produto de PCR do gene

GAPDH para todas as amostras tumorais extraidas.
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900 901 226 232 493 709 811 841 C+ BR




Tabela suplementar 3 — Mutacdes patogénicas em BRCAL.

Anexo VIl

Amostra Alteragao Alteragdo Exon Tipo de
(sequéncia codificadora) (sequéncia proteica) Alterado Mutagdo
2 c.470_471delCT p.Serl57Terfs 8 Frameshift
9 c.5444 G>A p.Trpl815Ter 23 Nonsense
14 €.3331_3334delCAAG p.GIn1111Asnfs 11 Frameshift
53 c.1687C>T p.GIn563Ter 11 Nonsense
154 c.5161delC p.GIn1721Serfs 19 Frameshift
184 c.181T>G p.Cys61Gly 5 Missense
213 ¢.5266dupC p.GIn1756Profs 20 Frameshift
214 c.5266dupC p.GIn1756Profs 20 Frameshift
364 c.5266dupC p.GIn1756Profs 20 Frameshift
402 €.3331_3334delCAAG p.GIn1111Asnfs 11 Frameshift
456 c.1088delA p.Asn363llefs 11 Frameshift
476 €.2405_2406delTG p.Val802Glufs 11 Frameshift
676 ¢.5266dupC p.GIn1756Profs 20 Frameshift
683 ¢.5266dupC p.GIn1756Profs 20 Frameshift
686 €.3331_3334 CAAG p.Q1111Nfs 11 Frameshift
735 c.1912delG p.Glu638fs 11 Frameshift
760 c.188T>A p.Leu63Ter 5 Nonsense
817 ¢.5266dupC p.GIn1756Profs 20 Frameshift
833 €.1962dupG p.Tyr655Valfs 11 Frameshift
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Tabela suplementar 4 - Variantes de significado clinico inconclusivo em BRCA1.

Anexo IX
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Amostra Alteragao Alteragao Exon Significado Clinico

(sequéncia codificadora) (sequéncia proteica)  alterado HGMD LOVD BIC
58 c.3119G>A p.Ser1040Asn 11 VUS CLASSE 1 VUS
65 €.5425_5430delGTTGTG p.Val1809GIn 23 NC NC VUS
66 c.3119G>A p.Ser1040Asn 11 VUS CLASSE 1 VUS
85 c.1601A>G p.GIn534Arg 11 NC NC VUS
218 c.4956G>A p.Met1652lle 16 VUS CLASSE 1 VUS
226 c.4883T>C p.Met1628Thr 16 VUS CLASSE 1 VUS
232 c.4636G>A p.Asp1546Asn 15 Vus CLASSE 1 Vus
236 €.2458A>G p.Lys820Glu 11 VUS CLASSE 1 VUS
290 c.5062_5064delGTT p.Val1688del 17 Patogénica NC Vus
383 c.3024G>A p.-Met1008lle 11 VUus CLASSE1  VUS
499 €.3823A>G p.lle1275Val 11 NC NC VUS
645 c.3119G>A p.Ser1040Asn 11 VUS CLASSE 1 VUS
709 c.3119G>A p.Ser1040Asn 11 VUS CLASSE 1 Vus
725 €.3418A>G p.Ser1140Gly 11 NC NC VUS
811 c.4039A>G p.Argl347Gly 11 VUS CLASSE 1 VUS
841 c.4039A>G p.Argl347Gly 11 VUS CLASSE 1 Vus

NC: ndo consta



