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RESUMO

Grasel RS. Cancer de mama e ovdrio hereditarios: andlise do perfil mutacional através de
um painel de 14 genes de alto e moderado risco. Dissertagdao (mestrado). Barretos: Hospital

de Cancer de Barretos; 2019.

Introdugdo: O cancer de mama (CM) é hoje um problema de saude publica e cerca de 5% a
10% dos casos sdo de origem hereditdria. A identificacdo de individuos em risco para cancer
hereditario se faz necessdria, uma vez que: 1) individuos afetados apresentam risco
cumulativo vital elevado para o desenvolvimento de cancer; 2) familiares de um individuo
afetado podem estar em risco; e 3) existem medidas de rastreamento intensivo e
intervencdo preventiva que podem diminuir, significativamente, o risco de cancer em
portadores de variantes germinativas patogénicas. Os genes BRCA1 e BRCAZ2 ainda lideram
como sendo os principais genes relacionados ao cancer de mama e/ou ovario hereditarios
(CMOH), embora respondam por apenas cerca de 15% a 20% dos casos. Dessa forma,
considerando o fato de que muitas familias de alto risco ainda ndo possuem uma causa
atribuida para o fendtipo de céncer, torna-se necessario que outros genes (de alto e
moderado risco ja associados ao CMOH) sejam testados. Objetivo: O objetivo deste estudo é
avaliar o perfil mutacional de pacientes com histdria pessoal e/ou familiar sugestiva de
CMOH (cancer de mama e ovaro hereditarios) através de um painel com 14 genes de alto e
moderado risco para cancer de mama/ovario hereditarios. Métodos: Foram incluidas no
presente estudo 52 pacientes do sexo feminino, ndo aparentadas entre si, com histdria
pessoal e/ou familiar sugestiva de cancer de mama e ovario hereditarios e negativas para
variantes germinativas patogénicas nos genes BRCA1 e BRCA2. Estudo retrospectivo que
utilizou um painel génico composto por 14 genes de alto e moderado risco. A analise
molecular foi feita por sequenciamento de nova geracdo (lon Torrent PGM). Os dados
obtidos foram avaliados através de consultas em bancos de dados doenca-especificos e
populacionais, bem como através de programas de predicdo in silico. Os critérios
preconizados pela ACMG (American College of Medical Genetics) foram utilizados para a
classificacdo das variantes conforme seu risco de patogenicidade. Posteriormente, as
variantes classificadas como classes 3, 4 e 5 foram confirmadas por sequenciamento Sanger.

As variantes classificadas como classe 3 pelo ACMG foram selecionadas para realizacdo de



analises de segregacdo. Resultados: Foi identificado, nas 52 pacientes, um total de 458
variantes germinativas. Apds aplicacdos de filtros, 16 variantes nos genes ATM, BRIP1,
CHEK2, MRE11A, MUTYH, PALB2, RAD50 E RAD51C foram selecionadas e confirmadas.
Destas, duas variantes germinativas foram classificadas como patogénicas (3,8%): uma do
tipo “frameshift”’: ¢.1138delC no gene MUTYH (em heterozigose), e uma SNV (Single
Nucleotide Variant), localizada em um sitio de splicing: ¢.315-2A>G no gene MRE11A. Ja a
frequéncia de VUS foi de 25%. Na andlise de segregacdo, foram avaliadas 6 variantes
germinativas (ATM c.4709T>C e c.9086G>A; BRIP1 c.316C>T; MRE11A c.482A>G; RAD51C
1009G>T e ¢.1036C>T em CHEK2) e apenas uma demonstrou estar segregando com a doenca
(BRIP1 c.316C>T). Discussdo: A associacdo entre variantes patogénicas germinativas nos
genes MRE11A e MUTYH e o CMOH ainda é questionada. Novos estudos sdao necessarios
para que esta relacdo seja estabelecida. A VUS ¢.316C>T que segregou junto a doenca,
demonstrou novos fendtipos além de ovario relacionados ao gene BRIP1, tais como mama,
melanoma e tiredide. Além disso, o fenétipo cancer de bexiga, presente no familiar que nao
pode ser testado (falecido) foi relatado na literatura em duas outras familias. A variante
¢.1036C>T em CHEK2, ndo segregou com a doenca na familia estudada, sugerindo ndo estar
sendo a causa de cancer relacionada, entretanto, a literatura demonstra em grandes estudos
caso-controle haver associacdo de risco elevado com esta variante missense especifica.
Adicionalmente a ndo segregacdo da VUS c.1009G>T no gene RADS51C, reforcou a forte
associacao de risco do gene com tumores de ovario, e que foram ausentes na familia
estudada. Conclusdao: Estes achados fornecem evidéncias a respeito da presenca de
alteragdes germinativas em genes de moderado risco, atribuindo importancia na inclusdo de
outros genes de alto e moderado risco em painéis génicos (além dos genes BRCA1 e BRCA2)
para se investigar familias de alto risco para HBOC e, desta forma, contribuir no

gerenciamento de risco na pratica clinica destas familias.

Palavras-Chave: 1. Hereditariedade, 2. Genética, 3. Neoplasias da mama, 4. Neoplasias

ovarianas, 5. Genes, 6. Genoma, 7. Gendmica, 8. Risco, 9. Mutacdo, 10. Genes Supressores.



ABSTRACT

Grasel RS. Hereditary Breast and ovarian cancer: analysis of the mutational profile through
a panel of 14 high and moderate risk genes. Dissertation (Mester’s degree). Barretos:

Hospital de Cancer de Barretos; 2019.

Introduction: Breast cancer (BC) is a public health problem and about 5% to 10% of the cases
are hereditary. The identification of individuals at risk for hereditary cancer is necessary,
since: 1) affected individuals present a high cumulative risk for the development of cancer;
2) family members of an affected individual may be at risk; and, 3) there are measures of
intensive screening and preventive intervention that can significantly reduce the risk of
cancer in patients with pathogenic germline variants. The BRCA1 and BRCAZ2 genes (high-risk
genes) are considered the major genes related to hereditary breast and/or ovary cancer,
although they account for only 15% to 20% of cases. Considering that many high-risk families
do not have a cause attributed to the cancer phenotype, it is necessary that other genes
(high and moderate risk already associated with HBOC) be tested. Objective: The objective
of this study is to evaluate the mutational profile of patients with a personal and/or familial
history suggestive of HBOC through a panel of 14 high and moderate risk genes for
hereditary breast / ovarian cancer. Methods: We included 52 female patients, not related to
each other, with a personal and / or family history suggestive of hereditary and negative
hereditary breast and ovarian cancers for pathogenic germ variants in the BRCA1 and BRCA2
genes. A retrospective study using a gene panel composed of 14 high and moderate risk
genes. Molecular analysis was performed by new generation sequencing (lon Torrent PGM).
The data obtained were evaluated through consultations in disease-specific and population
databases, as well as through in silico prediction programs. The criteria recommended by
ACMG (American College of Medical Genetics) were used to classify the variants according to
their risk of pathogenicity. Subsequently, variants classified as classes 3, 4 and 5 were
confirmed by Sanger sequencing. Variants classified as class 3 by ACMG were selected for
segregation analysis. Results: A total of 458 germinative variants were identified in the 52
patients. After filter applications, 16 variants in the ATM, BRIP1, CHEK2, MRE11A, MUTYH,
PALB2, RAD50 and RAD51C genes were selected and confirmed. Of these, two germ variants

were classified as pathogenic (mutation rate of 3,8%), being one of the frameshift type



c.1138delC in the MUTYH gene (in heterozygosity), and one SNV (Single Nucleotide Variant),
located at a splice site: c.315-2A> G in the MRE11A gene. The frequency of VUS was 25%. In
the analysis of segregation, 6 germ variants (ATM ¢.4709T> C and ¢.9086G> A; BRIP1 c.316C>
T, MRE11A c.482A> G; RAD51C 1009G> T and ¢.1036C> T in CHEK2 ) and only one has been
shown to be secreting with the disease (BRIP1 ¢.316C> T). We did not find any germ variant
in the already established genes of high risk. Discussion: The risk association of MRE11A and
MUTYH genes with CMOH is still questioned even in class 5 (pathogenic) variants. New
studies are needed for this relationship to be established. The VUS ¢.316C> T that
segregated along the disease, showed new phenotypes besides ovary related to the BRIP1
gene, such as breast, melanoma, and thyroid. In addition, the bladder cancer present in the
family that can not be tested (deceased) has been reported in the literature in two other
families. The variant c.1036C> T in CHEK2 did not segregate with the disease in the studied
family, suggesting that it is not being the cause of related cancer, however, the literature
shows, in large case-control studies, that this is a high risk missense variant. In addition to
the non-segregation of VUS ¢.1009G> T in the RAD51C gene, it reinforced the strong risk
association of the gene with ovarian tumors, which were absent in the study family.
Conclusions: These findings provide evidence for moderate risk genes, attaching importance
to the inclusion of other high and moderate risk genes (in addition to the BRCA1 and BRCA2
genes) to investigate high-risk families for HBOC and thus contribute to the management of

risk in the clinical practice of these families.

Key words: 1. Heredity, 2. Genetics, 3. Breast neoplasms, 4. Ovarian neoplasms, 5. Genes, 6.

Genome, 7. Genomic, 8. Risk, 9. Mutation, 10. Genes Suppressors.



FUNDAMENTAGAO TEORICA

1.1 Cancer Hereditdrio

O cancer é responsavel por mais de 12% de todas as causas de ébito no mundo: mais
de sete milhdes de pessoas morrem anualmente da doenga. Para a maior parte dos tumores
malignos conhecidos estima-se que 5% a 10% sejam hereditarios e 20% a 30% correspondam
a agrupamentos de tumores ocorridos em uma mesma familia, ou tumores familiais®.

A identificacdo de individuos em risco para cancer hereditdrio é importante por varias
razoes. Primeiro, porque individuos afetados apresentam um Risco Cumulativo Vital (RCV)
muito superior ao da populacdo para varios tipos de cancer. Segundo, porque familiares de

3. Terceiro, porque medidas de

um individuo afetado podem se encontrar em risco®
rastreamento intensivo e interveng¢des preventivas (cirurgias profilaticas e quimioprofilaxia)
se mostram eficazes em reduzir significativamente o risco de cdncer em portadores de

2,4-13

variante germinativa patogénica . Além disso, a identificacdo precisa de um individuo

ndo-afetado em uma familia de risco permite tranquilizar o individuo e elimina os gastos e

complicacdes de rastreamento e intervengdes preventivas desnecessarias® ' 1 12,

1.2 Cancer de Mama e/ou ovario Hereditarios (CMOH)

Dentre todos os casos de cdncer de mama e ovario aproximadamente 7% sao tumores
hereditarios™®. A primeira descricdo na literatura de que o cancer de mama poderia ter um
componente familiar ou hereditdario foi feita por Le Dran em 1757, quando descreveu o caso
de uma jovem de 19 anos com cancer de mama, cuja avo e tio maternos tinham falecido por
cancer de mama'’. No século XIX um cirurgido Francés chamado Paulo Broca descreveu
guatro geracdes de uma mesma familia que apresentava 10 mulheres afetadas por cancer
de mama, e que estes tumores se desenvolviam, em geral, antes da menopausa, poderiam
ser bilaterais e estavam associados aos tumores de ovario. Constatou-se entdo claramente a
natureza hereditaria dentro de familias com cancer de mama®’.

A historia familiar de cancer em familiares de primeiro grau e a presenca de fatores
especificos de risco (como cancer bilateral, individuos com multiplos tumores primarios,
casos de cancer em idade jovem, presenca de varias geracbes afetadas por cancer,
ocorréncia de tumores de histologia rara) sdo indicadores importantes de risco para o cancer

18, 19

hereditario . Trabalho publicado por Carraro e colaboradores?, analisou 54 mulheres



com cancer de mama (CM) jovem (idade inferior a 35 anos) e detectou a presenca de
variantes germinativas patogénicas em 22% delas. Quando consideradas apenas as com
histéria familiar positiva para cancer o percentual de mutadas aumentou para 43,7%. Em
estudo publicado por Crispo e colaboradores, o Risco Relativo (RR) para desenvolvimento de
CM foi de 1,25 (0,83-1,87) para quem tem 1 familiar de primeiro grau com cancer e 4,79
(0,77-29,78) para quem tem 2 ou mais familiares de primeiro grau afetados. Para aquelas
pessoas com familiares de primeiro e segundo graus com cancer, o risco variou de 4,44
(1,49-13,17) para quem tem 2 familiares a 6,14 (1,75-21,56) para quem tem 4 familiares de
primeiro ou segundo graus com cm?.

A descoberta dos genes de alto risco por sequenciamento convencial (método de
Sanger) possibilitou a identificacdo de portadores de variantes germinativas patogénicas,
proporcionando de uma maneira geral um avanco no cancer hereditario®’. Novas
medologias de sequenciamento com avancos nas técnicas moleculares (sequenciamento de
terceira ou nova geracao) foram desenvolvidas e comecaram a ser utilizadas. Estes avancos
deram inicio a uma nova era de descobertas, e, consequentemente, a uma melhor
compreensdao em relacdo aos mecanismos de carcinogénese com novos grupos de genes
sendo envolvidos na arquitetura das neoplasias malignas de mama e ovario®®. Além disto,
verificou-se que o risco de predisposi¢cdo ao cancer era diferente gene a gene24.

Estes riscos de predisposicio podem ser diferentes para cada gene. Existe uma
classificagdo para os niveis de predisposi¢do/susceptibilidade: sdo chamados de “alelos raros
de alto risco”, que conferem um risco entre 5 e 20 vezes maior que o risco entre a populacdo
em geral; “alelos de risco moderado”, que conferem um risco relativo entre 1,5 e 5, e os
“alelos de baixo risco”, muito mais comuns, e que conferem riscos entre 1,01 e 1,5 vezes

maior que o risco dentre a popula¢ao em geral 2,

1.3 Genes de alto risco associados ao CMOH

1.3.1 BRCA1l e BRCA2

A descoberta e identificacio dos genes BRCA1 (no cromossomo 17921 em 1994)% e
BRCA2 (cromossomo 13q12-13 em 1995)27, bem como o estudo e entendimento de suas
funcbes moleculares, proporcionou o conhecimento da atuacdo deles como vigilantes e

reparadores de danos no DNA. Ambos codificam proteinas extensas e possuem um papel



similar na regulagdao do ciclo celular, realizam o reparo ao dano do DNA por meio da
Recombinagdo Homodloga (RH), atuam no metabolismo da célula e também na regula¢do de
expressio génica’®. Tornou-se evidente sua importancia na manutengio da integridade do
genoma e comprovou-se que variantes germinativas nestes genes poderiam ser herdadas de
forma autoss6mica dominante e que na maioria das vezes o fendtipo apresentado pelos

pacientes eram tumores de mama e ovario® *°

. A explicagdo mais aceita do porque
variantes germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2 estariam mais relacionados com estes
tumores, seria pelo fato de possuirem uma especificidade tecidual por érgdaos hormdnio-
dependentes, do que por outros (’)rgéos31’ 32,

No entanto, apesar de os genes BRCA1 e BRCA2 possuirem, aparentemente, funcoes
semelhantes, sabe-se hoje que esses dois genes s3ao diferentes em termos de biologia
molecular, interacdes de proteinas e dos riscos relacionados ao cancer que conferem?®3% 3
** 0 nome dado a sindrome relacionada a estes genes é sindrome de Predisposicdo
Hereditdria ao Cancer de Mama e Ovario (HBOC -Hereditary Breast and Ovarian Cancer
Predisposition syndrome), e as variantes podem ser herdadas tanto do lado materno quanto
paterno, tém carater autossomico dominante e tém como caracteristica principal um
aumento da predisposicdo para desenvolvimento principalmente de cancer de mama
(Lobular e Ductal) e adenocarcinoma de ovdrio (seroso de alto grau). Entretanto outros
fendtipos podem estar relacionados com a sindrome, como por exemplo: cancer de
prdstata, cancer de pancreas, bexiga, esb6fago, sistema hematopoiéico, cavidade oral e
faringe, cancer géstrico, melanomas, tumores de vias biliares e c6lon® 30,

O gene BRCA1 é composto por 22 éxons e codifica uma proteina de 1863 aminoacidos
(NM_000059.3). Ele se estende por 100kb de DNA gendmico e apresenta em sua estrutura
uma regidao amino-terminal conhecida como “zinc-finger”. Tal regidao é caracterizada por
uma sequéncia de aminodacidos: trés cisteinas, uma histidina e quatro cisteinas®, o que
fornece variabilidade no processamento decorrente da heterogeneidade das jungdes intron-
éxon da regido 5’ do gene. A proteina BRCA1 apresenta também uma regido de interacdo
com RAD51 e, na regido carboxi-terminal da proteina, ocorre uma concentracdo de
aminodcidos de carga negativa que formam dois dominios BRCT, envolvidos na manutencao
da estabilidade da proteina BRCA1**3®.

O gene BRCA2 é composto por 26 exons, que codificam a proteina BRCA2, com 3418

aminodcidos ao longo de sua extensdo (NM_000059.3). Essa proteina possui oito repeticdes



de 30-80 aminoacidos (dominio BRC) no éxon 11 como caracteristica marcante, repeticdes
essas que estdo relacionadas com a interagdo com a proteina RAD51, a qual atua nos
processos de reparo por recombinacdao homdloga. A proteina BRCA2 apresenta, além desses
dominios, uma regido de ativagdo transcricional e uma regido adicional de interagdo com
RADS51 e se constitui numa das maiores moléculas do proteoma humano®’. Homens com
variantes germinativas patogénicas em BRCA2 tém um RCV significativamente maior que o
da populacdo geral de desenvolver cancer de mama, de cerca de 6% até os 70 anos de idade,
0 que representa um aumento de 80-100 vezes o risco em relagdo a populagdo em geral38.

Para os centros de diagndstico molecular a identificacdo de variantes germinativas
patogénicas ao longo destes genes ndo é considerada uma tarefa simples, e sim complexa e
cara. Primeiramente devido ao tamanho dos genes e também pelo fato dos genes BRCA1 e
BRCA2 ndo possuirem hotspots, o que torna necessario a andlise de toda extensao dos dois
genes. Para complementar a procura por alteragdes nestes genes, realiza-se a busca por
grandes rearranjos génicos (delecdes e/ou duplicages). Para isso, uma das principais
técnicas utilizadas é o MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), que detecta
ganhos e perdas génicas utilizando sondas gene-especificas.

Com relagdo as estratégias de reducao de risco, sabe-se que a mastectomia bilateral
profilatica é a intervencdo sugerida para mulheres com variantes germinativas patogénicas
nos genes BRCA1 e BRCA2*” 3% Uma recente metandlise avaliou quatro estudos
prospectivos com 2635 pacientes mutadas em BRCA1 ou BRCA2™. Nesse estudo Felice e
colaboradores demonstraram grande beneficio em relacdo a incidéncia de cancer de mama
para aquelas mulheres que realizaram cirurgia profilatica (mastectomia bilateral), conferindo
uma reducdo de risco de até 93% (p=0,04)*. Jakub et a/*®em 2018, demostrou que a
mastectomia profildtica resultou em uma reducido significativa em eventos de cancer de
mama (teste de eventos observados vs eventos esperados, P <0,001), sendo assim
recomendada em pacientes portadores de mutagao nestes genes.

Embora o risco para cancer de ovario e tubas uterinas seja menor que o risco para
cancer de mama, a salpingoforectomia bilateral profildtica também tem um valor
significativo para a reducdo do risco de cancer em mulheres mutadas, podendo reduzir em

40, 42, 44
.Uma

até 90% o risco de cancer de ovario e em 50% o risco para cancer de mama
metanalise realizada em 2009 analisou 10 estudos e obersevou uma reduc¢do de risco nas

mulheres mutadas de 80% para a incidéncia de cancer de ovario e tubas uterinas *. Foi



relatada também uma reducdo de 1% a 4,3% no risco para o desenvolvimento de tumores

64> No estudo de Ludwig et al em 2016% a redugdo nos riscos de

primarios de peritonio
cancer de ovario e de mama usando a salpingo-ooforectomia bilateral preventiva traduziu-se
em melhora na sobrevida das pacientes do estudo.

As cirurgias profilaticas sdo de livre escolha da paciente e a avaliacdo da indicacdo ou
nao de procedimentos cirurgicos é individualizada dado que o manejo destas pacientes pode
ser feito de outras formas, fornecendo um seguimento clinico personalizado. Uma destas
maneiras, além de exames de rastreamento rotineiros, seria a quimioprevencao ou
hormonio profilaxia, (também utilizada em pacientes ndo mutadas) que se baseia no uso de
medicamentos bloqueadores de hormonios para reduzir risco do surgimento de tumores em
mulheres com mais de 35 anos. Em analise de subgrupo (portadoras de variantes
germinativas patogénicas nos genes BRCA1-2) do estudo NSABP Breast Cancer Prevention
Trial (também conhecido como estudo P-1), King e colaboradores*® em 2001, avaliaram a
reducdo do risco de desenvolvimento de cancer de mama. Foi demonstrada reducdo de risco
de 62% dentre aquelas com mutagdo no gene BRCA2 e nenhuma redugdo de risco dentre as
mutadas no gene BRCAI1. Esse achado pode ser explicado pela alta probabilidade das
portadoras de mutagdes em BRCA2 desenvolverem cancer de mama estrogénio positivo em
relacdo aquelas mutadas em BRCAI1, que sdo mais propensas a desenvolverem tumores de

47-4 ~ ; . s . . .
° N30 ha ensaios clinicos randomizados de tamoxifeno como um

mama triplo negativos
agente de quimioprevencao especificos em mulheres com variantes patogénicas nos genes
de BRCA1 e BRCA2®.

Ha décadas o tratamento sistémico padrdo para cancer de mama é baseado em
poliquimioterapia baseado em antraciclina (por exemplo, combinacdo de adriamicina,
ciclofosfamida e taxano).50 No entanto, mais recentemente, constatou-se que mulheres com
variantes germinativas patogénicas nos genes BRCA1 e gene BRCA2 respondiam melhor a
esquemas de quimioterapia baseados em platina®'. Uma possivel explicagio para isso é o
fato dos sais de platina produzirem ligacdes cruzadas interfilamentares e intrafilamentares
no DNA, lesGes que, em situacdo de normalidade, seriam reconhecidas pelo sistema de

reparo do DNA e reparadas por uma combinacdo de NER e HRR>? >3

. Esses quimioterdpicos
mostram-se eficientes em pacientes com cancer de ovdrio e mama, porque estes tumores
geralmente possuem defeitos no reparo por recombinacao homdéloga levando assim a uma

grande instabilidade gendmica e consequentemente a morte celular. As platinas (cisplatina



ou carboplatina) frequentemente sdo utilizadas em combinacdo com o paclitaxel em
pacientes com cancer de ovario.

Em relacdo ao tratamento paliativo da doenca metastdtica outra linha de
medicamentos que vem sendo utlizada em pacientes mutadas nos genes BRCA1 e BRCA2 sao
os inibidores de PARP (adenosina difosfato-ribose polimerase). Eles foram amplamente
testados em ensaios clinicos, especialmente para o tratamento de cancer de mama e cancer

de ovério, e demonstraram ser bem sucedidos>*>®

. Quinze por cento das mulheres com
cancer de ovario epitelial possuem variantes patogénicas herdadas nos genes BRCAI e
BRCA2, e esta classe de medicamentos (inibidores de PARP) fornece uma nova opgao
terapéutica para estas mulheres®’. Funciona primariamente na deteccio e reparo de
quebras na cadeia de DNA, acredita-se que o efeito terapéutico seja atribuido a uma
deterioracdo do reparo, ocasionando uma “letalidade sintética” em pacientes mutadas em
BRCA1 ou BRCA2***7. 0 olaparibe, o primeiro e mais utilizado inibidor PARP, é um medicado
administrado via oral que tem atividade antitumoral ja comprovada em pacientes com

53 Em se tratando de cancer de mama, foi realizado

cancer de mama e ovario metastatico
um estudo (Robson e colaboradores) randomizado com 302 pacientes no qual a olaparibe foi
comparado a terapia padrao em pacientes mutadas mestastaticas e com HER2 negativo55.
Um grupo (205 pacientes) recebeu de forma aleatdria comprimidos de olaparib e o outro
grupo (97 pacientes) recebeu terapia padrdo com quimioterapia de agente unico. A
sobrevida livre de progressao foi significativamente maior no grupo que recebeu olaparibe
do que no grupo de terapia padrao (7,0 meses vs. 4,2 meses; HR 0,58; IC 95%, 0,43-0,80; P
<0,001). A taxa de resposta foi de 59,9% no grupo de olaparib e 28,8% no grupo de terapia
padrdo, demonstrando o beneficio da monoterapia com olaparibe em relacdo a terapia

padrdo, sendo assim uma alternativa promissora para mulheres com variante germinativa

patogénica nos genes BRCA1 e BRCA2™.

1.3.2 TP53

O gene TP53 esta localizado no braco curto do cromossomo 17, é composto por 11
exons, sendo o primeiro ndo-codificante (NM_000546.5). Codifica para uma proteina de 393
aminodécidos. E considerado o “guardido do genoma” pelo seu papel central no processo de

58, 59

reparo de danos ao DNA, na regulacdo do ciclo celular e na apoptose . A proteina p53

apresenta cinco dominios estruturais e funcionais: a) um dominio de transativacdo N-



terminal b) um dominio regulatério, rico em prolinas c) um dominio central, de ligacdo
sequéncia-especifica ao DNA onde se localizam mais de 90% das variantes somadticas e
germinativas “classicas” ja descritas no gene TP53; d) um dominio de oligomerizacdo e, e)
um dominio C terminal envolvido na regula¢do da ligacao ao DNA® &L,

A presenca de variantes germinativas patogénicas no gene TP53 estd associada ao
desenvolvimento da sindrome de Li-Fraumeni (SLF) e de sua variante, a Sindrome de Li
Fraumeni like (LFL), que sdao doencgas autossomicas dominantes, com alta penetrancia que
predispdem a varios tipos de cancer®’. A SLF/LFL destaca-se pelo fenétipo de tumores em
idade jovem e tipos histoldgicos bem variados, como sarcomas, tumores do sistema nervoso
central, tumores adrenocorticais e tumores de Wilms (normalmente em criancas), além de
apresentar uma elevada frequéncia de cancer de mama, estémago, colorretal, melanoma,
pancreas, pulmdo, laringe, prostata, linfomas e tumores de células germinativas® ®. O
estudo recente de Wang et al 2018% demostrou forte associacdao no fendtipo de
osteossarcoma, um dos principais canceres da adolescéncia e adulto jovem. O mesmo autor
em 2017% ja havia também associado o gene aos tumores de pulmdo ao analisar meta-
analises disponiveis na literatura sobre o assunto.

Em 1992, Lustbader et a/*® ja haviam estudado familias portadores de mutacdo neste
gene (TP53), e relataram que o risco de um individuo portador de uma variante germinativa
patogénica de desenvolver algum tipo de cancer até os 40 anos de idade é de 50% e, até os
60 anos chega a 90%. J3 segundo Kate et al’> em 2014 cerca de 50% dos individuos
portadores de mutacdes no gene TP53 desenvolverdo cancer até os 30 anos de idade, com
risco vital de até 70% para homens e quase 100% em mulheres. Estes dados demostram que,
mesmo sendo uma sindrome rara, se considerarmos o risco de desenvolvimento de cancer
por ela conferido quando comparado com a populagdo em geral (1% de risco de
desenvolvimento de cancer até os 40 anos), é incontestavel sua importancia®® % .

A importancia dessa sindrome em mulheres se da pelo fato do cancer de mama ser um

62 66, 67 Os critérios clinicos atualmente utilizados para

dos seus principais fendtipos
diagndstico da sindrome visam abranger familias com espectro tumoral similar, propondo
critérios adicionais e menos restritivos do que os originalmente propostos por Li e Fraumeni.
Dentre esses critérios cabe destacar os propostos por Birch® e, mais recentemente os

critérios revisados de Chompret® (Figura 1).



Table 3. 2015 Version of Chompret Criteria

Familial Proband with tumor belonging to LFS tumor spectrum
presentation (eg, premenopausal breast cancer, soft tissue
sarcoma, osteosarcoma, CHS tumor, adrenocortical
carcinoma) before age 46 yr, AND at least one first-
or second-degree relative with LFS tumor (except
breast cancer if proband has breast cancer) before
age 56 yr orwith multiple tumors

Multiple primitive Proband with multiple tumors (except multiple breast
tumors tumors), two of which belong to LFS tumor
spectrum and first of which occurred before age
46 yr
Rare tumors Patient with adrenocortical carcinoma, choroid plexus

tumor, or rhabdomyosarcoma of

anaplastic subtype, irrespective of family history

Early-onset Breast cancer before age 31 yr
breast cancer

Abbreviation: LFS, Li-Fraumenisyndrome.

Fonte: Bougeard et al 69

Figura 1- Critérios Chompret revisados (2015).

Em relagdo ao diagndstico molecular para o gene TP53, o sequenciamento do mesmo é
indicado para pacientes que preencham critério para SLF/LFL’%; podendo ser realizado por
técnicas de sequenciamento birecional sanger, como também sequenciamento de nova
geracdo. A andlise por MLPA é indispensavel em qualquer uma delas. Segundo Malkin e
colaboradores”, a sindrome é bastante complexa no sentido de manejo clinico, sendo assim,
os testes genéticos deveriam ser solicitados por um médico geneticista ou um aconselhador
genético plenamente capaz de interpretar estes resultados. Em 2011 Malkin et al’t
publicaram os resultados de uma abordagem para a triagem de criancas com alto risco de
cancer. Essa abordagem ficou conhecida como o Protocolo de Toronto. Nesse estudo um
grupo de criangas foi acompanhado por 5 anos. Algumas participaram do programa de
rastreamento e outras ndo. A sobrevida em 5 anos foi de 21% versus 100% a favor do grupo
gue seguiu o Protocolo de Toronto. O acompanhamento, assim, deve ser periddico, rigoroso,
abrangente e personalizado. A investigacdo de recidivas e também do surgimento de novos
tumores primarios torna-se necessaria. Ainda segundo o autor, o estudo desta doenca rara
pode informar questdes semelhantes em outras sindromes familiares’™.

No Brasil, uma variante germinativa patogénica particular no exon 10 do gene TP53

(situado na regido correspondente ao dominio de oligomerizacdo da proteina), mais



precisamente no cédon 337 (c.1010G>A, p.Arg337His) foi descrita em varias familias
aparentemente ndo relacionadas, inicialmete em criangas da regido de Curitiba. Conforme
relatado por Ribeiro’® e colaboradores, as 35 criancas (todas com tumores adrecorticais)
com a variante germinativa patogénica p.Arg337His, ndo teriam parentes com outros tipos
de cancer, sugerindo dessa forma que essa variante germinativa patogénica fosse tumor-
especifica. Posteriormente, em estudo realizado por Achatz e colaboradores”, 45 familias
brasileiras (das regides sul e sudeste do Brasil) com critérios clinicos para LFL foram testadas
para a presenc¢a de variantes germinativas patogénicas no gene TP53 e, destas, 6 (13,3%)
apresentavam a variante p.Arg337His. No entanto, diferentemente das criancas de Curitiba,
as familias descritas por Achatz apresentavam tumores variados, com e sem a presenca de
tumores adrenocorticais’>.

Posteriormente, estudo realizado por Palmero e colaboradores™ analisaram a
frequéncia da variante germinativa patogénica em um grupo de 750 mulheres
assintomaticas, com idade entre 40 e 69 anos, que realizavam rastreamento mamografico e
a mesma foi detectada em 2 das 750 participantes (frequéncia alélica de 0,0015),
corroborando estudos preliminares que apontaram para a elevada frequéncia dessa variante
germinativa patogénica nas regides sul e sudeste do Brasil .

I’”> em 2016 foi reaizada, através de um banco de

No estudo de Kelvin Andrade et a
dados do Departamento de Oncogenética do hospital A.C. Camargo Cancer Center, a busca
de caracteristicas comuns associadas as familias p.R337H. Entre 42 familias p.R337H, trés
ndo atenderam aos critérios LFS / LFL. Adicionalmente as pacientes eram jovens, do sexo
feminino, com cancer de mama diagnosticados antes dos 45 anos e sem histéria familiar
vinculadas a sindrome. Estes resultados sugerem que o rastreamento para a mutacdo
germinativa no gene TP53 (p.R337H) deve ser indicado mesmo com fendtipos diversos e
também nas familias sugestivas para HBOC””.

Em 2017, no estudo de Formiga et al’®um novo fenétipo foi relacionado a sindrome:
tiredide. Estes tumores demostraram ser um componente também da LFS. Portanto, a

triagem precoce e exames regulares de imagem também da tiredide em individuos com a

mutacdo p.R337H, torna-se indispensavel.
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1.3.3 PTEN

O gene PTEN é um supressor tumoral constituido por nove éxons, estd localizado no
brago longo do cromossomo 10, codifica para uma proteina de 403 aminoacidos e tem como
principal atividade a manutencdo do controle de proliferagio celular (NM_000314.4) 77,

A grande maioria das variantes germinativas neste gene sao pontuais, porém estudos
demostraram grandes rearranjos em PTEN que poderiam explicar casos de fendtipos
diferentes’®. O diagnéstico molecular, portanto, é feito por sequenciamento (convencional
ou NGS), e seguido, nos pacientes negativos, pelo rastreamento de rearranjos por técnicas
como MLPA ja descrita anteriormente. A presenca de variantes germinativas patogénicas no
gene PTEN esta associada ao desenvolvimento da sindrome de Cowden, a qual é uma
doenca genética de heranca autossémica dominante relacionada a predisposi¢cdo ao cancer
de mama, tiredide e adecarcinomas de endométrio. Aproximadamente 30% das mulheres
portadoras de variante germinativa patogénica no gene PTEN desenvolvem cancer de mama
(risco cumulativo vital de 25 a 50% na segunda década de vida’®). Além disso, ha uma maior
predisposicdo para lesGes cutaneas tais como triquilemonas, fibromas, papilomas e
queratoses. Cerca de 99% dos individuos portadores de variantes germinativas patogénicas

no gene PTEN apresentam alguma manifestacdo até a terceira década de vida’” 8,

1.3.4 CDH1

O gene CDH1 é um gene supressor tumoral localizado no braco longo do cromossomo
16 e apresenta 16 exons e codifica para uma proteina de 882 aminodcidos (NM_004360.3).
Produz uma proteina chamada E-caderina (glicoproteina de adesao célula-célula), composta
de cinco repeticdes caderina extracelulares, uma regidao transmembrana e uma cauda
citoplasmatica altamente conservada. A perda de funcdo desse gene desencadeia um
aumento na proliferacdo e invasao celular’. Variantes germinativas patogénicas neste gene
estdo relacionadas com a sindrome de cancer gastrico difuso hereditario (30 a 40% das
familias), doenca autossd6mica dominante que confere um risco alto para o desenvolvimento
de tumores malignos, tais como: tumores gastricos do tipo difuso e tumores lobulares de
mama®®. O diagndstico molecular é realizado por sequenciamento de todos os éxons do
gene, complementado pela busca por rearranjos génicos por MLPA; ja o diagndstico clinico

foi difundido e implementado pelo International Gastric Cancer Consortium®. Este gene é
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classificado como de alto risco para o cancer, pois tanto o diagndstico de cancer gastrico é
precoce (40 anos) quanto o RCV conferido pela presenca de variantes germinativas
patogénicas é bastante elevado: cerca de 67% de risco de desenvolvimento de cancer
gastrico difuso para homens e 83% para mulheres, bem como um RCV que chega a 40% para

o desenvolvimento de carcinoma lobular de mama®2.

1.3.5 PALB2

O gene PALB2 é chamado “parceiro do gene BRCA2” pois fornece instru¢bes para
sintese de uma proteina que funciona junto com a proteina BRCA2 no reparo do DNA
danificado e na estabilizacdo do crescimento celular, portanto também age como um
supressor tumoral (NM_024675.3). Localiza-se no cromossomo 16p12.2, contém 15 éxons e
codifica para uma proteina com 1186 aminoacidos®>. Quando mutado, ele aumenta o risco
de cancer de mama em 5 a 9 vezes em comparag¢do a média da populacdo e também estd

8485 & melanoma®. No estudo de

associado a outros fendtipos como o cancer de pancreas
Antoniou e colaboradores®* em 2014, comparou-se o risco de desenvolvimento de cancer
entre mulheres mutadas em BRCA1 e BRCA2 com o risco de mulheres mutadas em PALB2.
Mulheres com o gene PALB2 mutado tiveram um risco de 14% de desenvolver cancer de
mama aos 50 anos de idade e um risco de 35% de desenvolver cancer de mama até os 70
anos, conferindo um risco de cancer de mama 9,47 vezes maior que a média da populacdo.
Em comparacdo ao estudo recente publicado por Kuchenbaecker et al®’, individuos com a
presenca de variantes patogénicas nos genes BRCA1/BRCA2 possui um risco cumulativo de
cancer de mama aos 80 anos de 72% (95% Cl 65% -79%) para BRCA1 e 69% (95% Cl, 61% -
77%) para portadores de mutagao em BRCA2. De maneira adicional, estudo publicado por
Couch e colaboradoresgg, publicado em 2017 avaliou 54,585 mil mulheres com cancer de
mama em grupos caso-controle. Nesse trabalho, o gene PALB2 foi associado ao alto risco
para desenvolvimento de cancer de mama com OR de 7,46 (Cl 5,12—11,19)88. Também, no
estudo de Slavin et a/® publicado no mesmo ano, os resultados foram compativeis com os
de Couch et al; mutacGes no gene PALB2 foram associadas ao alto risco para cancer de
mama (OR = 6,95, 1C95% 3,71-12,70). Estes resultados recentes em grupos amostrais

significativos confirmam que variantes germinativas patogénicas no gene PALB2 possuem

alta associacdo de risco (OR> 5) justificando sua inclusdo nos testes genéticos e de alguma
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forma o aproximando do risco e importancia dos genes BRCA1 e BRCA2 no desenvolvimento

do cancer de mama hereditario (Figura 2).
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Fonte: adaptada de Couch et al®®.

Figura 2 - Gene PALB2 associado ao alto risco para cancer de mama.

Cabe salientar, que para diagndsticos moleculares deste gene, o método de
sequenciamento sanger ainda é utilizado em alguns centros, porém este gene ja estd
inserido na maioria dos painéis comerciais desenvolvidos para avaliagdo de cancer
hereditario. Adicionalmente, a andlises de rearranjos deve ser realizada para complementar

o teste molecular.

1.3.6 STK11

O gene supressor tumoral STK11 localiza-se no braco curto do cromossomo 19, é
constituido por 10 éxons (NM_000455.4), produz uma proteina de 433 aminoacidos™. Sua
funcdo esta relacionada ao metabolismo celular, apoptose e resposta a danos no DNA.
Controla uma série de proteinas da familia das tirosinas quinases, desempenhando assim um
papel em varios processos metabdlicos, principalmente em relacdo a polaridade da célula®™

22 portadores de variantes germinativas patogénicas no gene STK11 tém risco cumulativo
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vital aumentado para o desenvolvimento de diversos tipos de cancer: colorretal, gastrico,
pancreatico, mamario e de ovdrio. A expressao fenotipica apresenta-se como a sindrome
genética autossomica dominante chamada sindrome de Peutz-Jeghers (SPJ), cujo diagndstico
é baseado nos achados clinicos como pdlipos gastrointestinais e hiperpigmentagao muco
cutanea (maculas escuras ao redor da boca, olhos, dedos e regido perianal)®> ®*. Na SPJ, o
resultado molecular é positivo para variantes germinativas patogénicas no gene STK11 em
100% dos casos. Nos casos sem histdria familiar, sdo encontradas variantes patogénicas em
até 90% dos casos™. No entanto, aproximadamente 45% dos individuos afetados n3o tém
historia familiar e a propor¢do exata de casos provocados por variantes germinativas
patogénicas novas é desconhecida®.

Tratando-se do risco relacionado ao cancer de mama, sabemos que mulheres com
variantes germinativas patogénicas possuem um risco maior que a populacdo em geral,
conferindo a este gene uma importancia na investigacdo de CMH semelhante aos genes
BRCA1 e BRCA2 (alto risco). No estudo de Hearle e colaboradores em 2006, o risco para o
cancer de mama foi de 15% na idade de 50 anos, 33% aos 60 anos, e 57% aos 70 anos 3,

O diagndstico molecular desta sindrome é através das anadlises genéticas moleculares
por sequenciamento de sanger ou NGS, e a avaliagdo dos parentes em risco é importante de
modo que a morbidade e mortalidade possam ser reduzidas através de diagndstico precoce

e de vigilancia adequada .

1.4 Genes de Moderado Risco

1.4.1 CHEK2

O gene CHEK2 é um gene supressor de tumor composto de 15 éxons localizado no
braco longo do cromossomo 22 (NM_007194.3). Faz parte da familia das proteinas quinases
e codifica uma proteina envolvida no controle dos pontos de checagem do ciclo celular®.
Embora ndo haja consenso sobre a existéncia de uma sindrome de predisposicao hereditaria
relacionada ao risco moderado-baixo neste gene, alguns autores associam variantes

germinativas patogénicas neste gene com a sindrome de “mama e célon hereditarios”®. E

m
particular, a delecdo da citosina na posicdo 1100 no éxon 10 do gene CHEK2 (que resulta na
introducdo de um cédon de parada no aminoacido 380 e consequente perda da atividade

quinase da proteina) é a principal variante germinativa patogénica associada ao
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desenvolvimento de cancer descrita nesse gene. O risco relacionado com variantes
patogénicas neste gene em relagdao ao fendtipo mama é de trés a cinco vezes maior em

relagdo a populacdo em geral®®?’

. Entretanto outras variantes neste gene jd estdo sendo
investigadas, e o sequenciamento do gene inteiro ja é realizado. Um estudo realizado por
Gronwald e colaboradores® sugeriu que o risco de um portador de variante germinativa
patogénica em CHEK2 é dependente da histdria familiar de cancer. Nesse estudo, o risco de
cancer de célon foi maior entre parentes de probandos com cancer de célon do que entre
parentes de pacientes com cancer de préstata ou de mama®®. Apesar da variante
germinativa patogénica ¢.1100delC (dele¢do da citosina na posicdo 1100 no éxon 10) ser a
mais incidente e estudada neste gene, outras altera¢cdes podem configurar risco moderado
aos seus portadores, e de acordo com estudo recente de Couch e colaboradores, o OR (odds

ratio) para este gene (excluindo a variante germinativa patogénica citada acima) é de 2,31

(Cl 1,88—2,85)88, conferindo risco moderado para o desenvolvimento de cancer.

1.4.2 ATM

O gene ATM esta localizado no braco longo do cromossomo 11 (NM_000051.3), possui
63 éxons e esta envolvido principalmente na resposta celular a danos ao DNA%. Sua
atividade é composta por uma diversidade de fungdes, pois € uma proteina quinase (com
3056 aminoacidos) envolvida na resposta a quebra de dupla fita de DNA (DBS - double strand
breaks) em vias que incluem outros genes como TP53, BRCAl e CHEK2®. A qguebra da dupla
fita ativa o gene ATM que por sua vez ativa os outros genes. Portanto, uma variante
germinativa patogénica neste gene (em homozigose e/ou heterozigose) altera as diversas

1 , .
% Quando falamos na sindrome envolvida com

vias de resposta celular de reparo ao DNA
este gene, trata-se de uma doenca com padrdao de heranga autossOmica recessiva (variante
em homozigose) caracterizada por ataxia cerebelar na infancia associada a coreoatetose,
disartria, anormalidades no movimento ocular, deterioracdo neuroldgica progressiva,
telangiectasias faciais e conjuntivais, imunodeficiéncia e hiperpigmentacdo da macula. E a
chamada Ataxia-Telangiectasia'®’. Porém, alteracdes heterozigéticas neste gene ja estdo
sendo relacionadas ao risco moderado ao CMOH®2. Individuos com variantes germinativas
patogénicas neste gene (variantes heterozigéticas) possuem um risco de desenvolvimento

de multiplos tumores: leucemias e linfomas, cancer de mama, melanoma, meduloblastoma,

glioma, meningioma, carcinoma basocelular, hepatocarcinoma, disgerminoma de ovario e
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leiomioma uterino®. Stoppa-Lyonnet (2010) relatou a associagdo entre o cancer de mama e
variantes germinativas (patogénicas) no gene ATM, mostrando que até 13% dos casos de
cancer de mama podem ser devido a variantes heterozigéticas no ATM™™.

Van Os e colaboradores em 2015, através de uma metanadlise, obsvaram que os
portadores de variantes germinativas patogénicas em ATM tém uma expectativa de vida
reduzida devido a mortalidade por cancer e doengas isquémicas do coragao (RR 1,7, IC 95%

1,2-2,4) e um risco aumentado de desenvolver cancer (RR 1,5, IC 95% 0,9-2,4), em particular

cancer da mama (RR 3,0, IC95% 2,1-4,5) e canceres do trato digestivo 102

1.4.3 MRE11-RAD50-NBN1- (MRN)

O complexo MRN é composto por trés genes MRE11, RAD50 e NBN1. Este complexo
tem por principal fungao manter a vigilancia da instabilidade dos locais de chekpoint do
genoma. Para realizar esta atividade, o complexo se liga ao DNA danificado e sofre
altera¢des em sua estrutura que ativam substratos do gene ATM e mantém a proteina ATM

103

ativa nos locais de quebra da fita dupla™". A instabilidade dos cromossomos e os defeitos no

checkpoint do ciclo celular sdo comuns a todos os pacientes com perda completa de
qgualquer um desses componentele4’ 105,

O gene NBN localizado no cromossomo 8, possui 16 éxons e produz um transcrito com
754 aminodcidos (NM_002485.4). O gene RAD50 possue 25 éxons, estd localizado no
cromossomo 5 e seu transcrito é composto 1312 aminoacidos (NM_005732.3). Ja o gene
MRE11A (NM_005591.3) possui 20 éxons e estd localizado no cromossomo 11, seu produto
principal (transcrito) é composto por 680 aminoacidos™.

A presenca de variantes germinativas patogénicas em genes do complexo MRN vem
mostrando relagao também com o fendtipo de cancer de mama. Em 2015, estudo publicado
por Aloiraifi e colaboradores relatou que a frequéncia de variantes germinativas patogénicas
no gene RAD50 em 104 pacientes negativas para BRCA1 e BRCA2 foi de aproximadamente
3% e, em MRE11 foi de 1%. O autor ainda associou a presenca de variantes germinativas
patogénicas no gene RAD50 a um aumento de 4,3 vezes na predisposicdao ao cancer de
mama em uma populagao especifica na Finlandia, ndo sendo encontrado em outras regides,
dificultando a confirmac3o dessa associacdo ao cancer de mama %,

No estudo de Damiola e colaboradores’® foram encontradas evidéncias de gue os

genes MRN sdo de fato genes de suscetibilidade ao cdncer de mama de risco intermediario
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(OR: 2,88, p = 0,0090). Esses dados sugerem que MRE11A, RAD50 e NBN sdo genes de
suscetibilidade ao cancer de mama de risco intermediario. No entanto, estudos mais
recentes questionam a relacdo de risco de variantes germinativas patogénicas nestes genes

com o CMOH%,

1.4.4 FAMILIA FANC

Os genes pertencentes a este grupo sdo agrupados devido a interacdo de suas
atividades. Ha pelo menos 13 genes envolvidos na apresentacao do fenétipo da anemia de
Fanconi (FA) e que correspondem a grupos de complementac¢do que vao de A até N (FANCA-
N). A Anemia de Fanconi (FA) é uma doenca genética caracterizada por anemia aplastica
progressiva, vdrios defeitos congénitos e suscetibilidade a tumores sélidos (alteracdo em
homozigose). Estima-se que 1/3 dos pacientes homozigotos para variantes germinativas
patogénicas em BRCA2 (FANCD1);, FANCN (PALB2) e FANCJ (BRIP1) irdo desenvolver cancer
até os 40 anos (incluindo cancer de cabeca e pesco¢co, meduloblastomas, esofago, pele,
figado e rim)®. Um defeito em qualquer uma das proteinas da via FA impede o reparo
celular realizado por elas e leva ao aumento da quebra cromossémica, e reparo do DNA
defeituoso’®. Os membros do grupo da Anemia de Fanconi ndo partilham semelhanga de
sequéncia, eles estdo relacionados pela sua montagem em um complexo de proteina comum
nuclear. Todos os genes localizam-se em regides bastante distintas, envolvendo tanto
cromossomos autossdOmicos como sexuais, caracterizando ainda mais a heterogeneidade da
doenca.

O gene FANCJ (BRIP1 NM NM_032043) localizado no cromossomo 17, tem uma funcgao
importante no reparo pois sua proteina interage com a proteina BRCAl. A presenca de
variantes germinativas patogénicas em heterozigose vem sendo relacionada,
especificamente, a tumores ovarianos . O estudo de Thorunn Rafnar de 2011 encontrou uma
variante germinativa patogénica frameshift rara (frequéncia alélica: 0,41%), a variante
€.2040 _2041insTT, que confere um aumento no risco de cancer ovario de 8,13 (OR),
indicando que o BRIP1 se comporta como um gene supressor de tumor classico em tumores

109 Em 2018, um estudo caso-controle pareou mulheres para verificar a relagdo de

ovarianos
risco do gene BRIP com tumores de mama e ovario. As mutacdes no gene BRIP1 revelaram
alto risco em mulheres com cancer de ovario com um OR de 29,91 (IC 95% = 14,99-59,66, P

<0,0001). Para tumores de mama o OR maximo foi de 1,81 (IC 95% = 1,00-3,30, P = 0,0623).
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Novamente os tumores de ovdrio mostraram um risco alto (OR), enquanto que os tumores
de mama um OR baixo™.

Os genes BRCA1 e BRCA2 também se associam, direta ou indiretamente, a via FA de
reparo do DNA, sendo o gene BRCA2 também conhecido como FANCD1. J4 o gene BRCA1
ndo pertence a familia FANC, mas é um componente-chave nas vias de reparo
relacionadas™*.

Outro gene relacionado a FA chama-se SLX4 e codifica uma proteina que atua como

112

ligante de FANCD2 e estd envolvida em varias endonucleases de montagem™°. Estudos

recentes, analisando SLX4/FANCP nao foram significativos na identificacdo de risco associado

ao desenvolvimento do cancer de mama**®

. Mais estudos sobre SLX4/FANCP s3o necessarios
a fim de possibilitar computar risco.

O diagnéstico de FA é realizado pelo teste citogenético que investiga a quebra
cromossémica ou rearranjo na presenca de diepoxibutano (DEB-teste). Ou, também, por
sequenciamento destes genes para identificacio de qual seria a alteracdo’®. A técnica de

MLPA para complementacao molecular se faz necessaria.

1.4.5 FAMILIA RAD51

Constituida por varios genes, a familia RAD51 participa das vias de resposta aos danos
no DNA formando complexos uns com os outros. O RAD51 é capaz de formar pelo menos
dois complexos diferentes: o primeiro envolve RAD51B, RAD51C, RAD51D e XRCC2, e o
segundo envolve RAD51C e XRCC3. Estes complexos interagem com a proteina RAD51
durante a recombinag¢ao homdéloga, atuando no desenrolar da fita dupla de DNA, formando
filamentos helicoidais, conferindo desta maneira estabilidade ao genoma. O filamento
helicoidal de nucleoproteina invade e pareia com o DNA homdlogo duplo, iniciando assim a
troca entre as moléculas do DNA pareado™*. Pellegrini e colaboradores, propusam que a
proteina BRCA1 interage com a RAD51, portanto elas atuam juntas no reparollS. O gene
RAD51 desempenha também papel na regulacdo do nimero de cdpias do DNA mitocondrial,
em condicBes de estresse oxidativo na presenca de RAD51C e XRCC3*.

Meindl e coIaboradoresllG, em 2010, encontraram seis variantes génicas claramente
patogénicas do gene RAD51 entre 1.100 familias com cancer de mama e ovario. As variantes

foram encontradas exclusivamente dentro de 480 familias com a ocorréncia de ambos os

tumores, mama e ovario, e ndo entre as 620 familias que apresentavam apenas cancer de
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mama '°. Esses resultados fornecem a primeira evidéncia inequivoca de mutacdes

altamente penetrantes no RAD51 associadas ao cancer de ovdrio e apoiam a hipdtese da
"alelo raro".

Outro estudo realizou um rastreio de variantes germinativas patogénicas do gene
RAD51C em uma populagdao de 785 familias espanholas com cancer de mama e ovario,
verificou uma frequéncia 1,3% de variantes germinativa patogénica em mulheres com

cancer de mama e ovario ™

’. De maneira adicional, trabalho realizado por Loveday e
colaboradores que sequenciou o gene RAD51 em 911 familias sem variantes germinativas
patogénicas nos genes BRCA1 e BRCA2 e com cancer de mama e ovario, e em 1060 familias
controle sem cancer, identificou oito variantes patogénicas germinativas em 911 familias de
mama e cancer de ovario (0,9%), nenhuma variante germinativa patogénica nas 737 familias
gue tinham apenas cdncer de mama, e uma variante germinativa patogénica nas 1.060
familias controle (0,09%)"*.

Mais recentemente, estudo caso-controle, especifico em pacientes com cancer de
ovdrio, avaliou a frequéncia de variantes germinativa patogénicas em trés genes RAD51 (B, C
e D). Mais de 3400 casos foram incluidos no estudo sendo observado 0,41% de variantes
germinativas patogénicas no gene RAD51C, 0,35% no gene RAD51D e 0,06% no gene
RAD51B. O odds ratio para os genes RAD51C e RAD51D foi 5,2 (95% IC, 1,1-24; p=0,035) e 12
(95% IC, 1,5-90; p=0,019) respectivamente’™®. Todos os trabalhos sugerem a necessidade da

inclusdo do teste genético destes genes pela prevaléncia de variantes germinativas

patogénicas em tumores de ovario.

1.4.6 BARD1

Este gene esta localizado no cromossomo 2, possui 13 éxons e codifica uma proteina
com 777 aminoacidos (NM_000465.3). Tem por funcdo interagir com a regido N-Terminal da
proteina BRCA1. Adicionalmente, a proteina codificada por este gene compartilha homologia
com as duas regides da proteina BRCA1: RING N-terminal e o dominio BRCT C-terminal. O
RING N-Terminal é uma sequéncia rica em cisteina encontrada em varias proteinas que
regulam o crescimento celular, incluindo produtos de genes supressores tumorais e
protooncogenes. Quando a interacdo BARD1 e BRCA1 é rompida por substituicbes de
aminodcidos no gene BRCA1, sugere-se uma perda de complexos estaveis entre estas

proteinas essenciais na funcdo de supressdao tumoral do gene BRCA1. Portanto, o gene
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BARD1 pode ser alvo de patogenicidade pela sua intensa ligacdo com o supressor tumoral
BRCA1”°. Estudo recente de Couch et al em 2017®® demonstrou a relevante relagdo deste
gene com o cancer de mama, com um OR de 2,16 (Cl 1,31-3,63), isso significa um risco
moderado de desenvolver cancer de mama em relagdo a populagdo em geral88. BUYS e
colaboradores® relacionam uma associacdo entre variantes germinativas patogénicas nesse
gene especificamente com o desenvolvimento de tumores de mama triplo negativo, mais
uma vez correlacionando-o com as caracteristicas clinicas obsevadas nos portadores de
variantes germinativas patogénicas no gene BRCA1 e demostrando o porque de sua inclusao
em painéis de CMOH. No estudo, a prevaléncia de variantes patogénicas em RAD51 pardlogo

C (RAD51C) foi estatisticamente maior entre as mulheres com TNBC.

1.4.7 MUTYH

Localizado no cromossomo 1, possui 16 éxons e codifica para proteina com 546
aminodcidos (NM_001128425.1). Este gene codifica uma DNA glicosilase envolvida no
reparo ao dano do DNA. A enzima corrige adeninas inadequadamente pareadas com
guaninas, citosinas ou 8-oxo-7,8-diidroguanina (reparo por excisdo de bases-BER)™" %2, A
Polipose Associada ao gene MUTYH (PAM) ou polipose atenuada é uma sindrome de
predisposicdo hereditdria, com heranga autossémica recessiva (homozigose) que confere um
risco elevado de desenvolver cancer colorretal em idade precoce®!. O diagndstico é feito
pela presenca de 3-10 pdlipos colbnicos associados ou ndo a presenca de cancer colorretal;
porém normalmente estes pacientes apresentam entre 10 e 100 pdlipos adenomatosos. Os
pacientes portadores da sindrome podem realizar controle endoscépico dos pélipos e optar
por medidas especificas de acordo com a localizacdo e nimero de pdlipos'?2. Ja variantes em
heterozigose vem sendo descritas relacionadas ao CMOH. No estudo de Rennerg e
colaboradores de 2012, que avaliou 930 mulheres judias originarias do Norte da Africa
guanto ao risco de cancer de mama, verificou-se que portadores de variantes germinativas
patogénicas heterozigdticas neste gene possuem risco moderado para o cancer de mama
(OR 1,86: 95% IC, 1,02- 3,89; p=0,039)123. Por este motivo, o gene esta sendo incluido na
maioria dos painéis para cancer de mama e ovario, além de ser pesquisado nos casos
classicos de tumores colorretais.

O sequenciamento deste gene é feito de maneira convencional (sanger) ou

sequenciamento de nova geracao seguido da analise de rearranjos.
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1.5 Genes de Baixo Risco e/ou Polimorfismos

A susceptibilidade para o cancer de mama deve-se também a presenga de genes de
baixo risco. Em tese, eles poderiam ser a explicacdo dada ao risco de predisposicdo por um
modelo poligénico, envolvendo uma combina¢do de muitas variantes individuais, isto é,
pequenas diferencas no genoma, entre os individuos, que determinam um risco maior que a
média da populagdo para a predisposi¢cao ao cancer de mama, aumento esse de até 1,5% em
alguns casos™*.

Através dos estudos GWAS (Genome Wide Association studies) que avaliaram o
genoma com milhares de marcadores, foi possivel identificar a relagdo com o aumento do
risco para o cancer de mama hereditario, descobrindo os genes de baixo risco, ou seja, genes

125, tais

de baixa penetrancia e frequéncia relativamente alta na populagdo (de 5 a 50%)
como TNRCY, FGFR2, MAP3K1, H19 e LSP1"**. Além disso, o aprofundamento de estudos de
larga escala permitiu a identificacdo de diversos polimorfismos ou SNPs (single Nucletotide

126 que podem ser responsaveis coletivamente por um grande componente de

Polimorphism)
herdabilidade no CMOH, sendo considerados modificadores genéticos.

Essa categoria de variantes, de maneira isolada, confere um risco menor (inferior a
1,5%), mas podem ter um efeito somatdrio no desenvolvimento do cancer de mama, bem
como influenciar em fatores progndsticos da doencga, tais como a idade ao diagndstico.
Portanto, os genes de baixo risco e um subconjunto destes SNPs podem ser Uteis no estudo
do CMOH, no entanto ainda necessita-se de um aperfeicoamento no manejo clinico'”. Os
polimorfismos de nucleotideo uUnico (SNPs) demonstraram uma associacdo com a
suscetibilidade ao cancer de mama, mas ha evidéncias limitadas sobre como incorpora-los
aos modelos atuais de previsdo de risco de cancer de mama.

No estudo de Elke e colaboradores'®

(2018) foi analisado através de um painel o
SNP18 (rs10931936) que poderia ser usado para prever o cancer de mama em combinacdo
com fatores de risco classicos e densidade mamografica. Os resultados demonstraram que o
SNP18 foi similarmente preditivo quando ndo ajustado ou ajustado para densidade
mamografica e fatores cldssicos (odds ratios por intervalo interquartilico, respectivamente,
1,56; IC 95%, 1,38-1,77 e 1,53; IC95%, 1,35-1,74, sendo os riscos observados muito préximos
para o esperado (odds ratio ajustado observado a esperado, 0,98; IC 95%, 0,69-1,28. O

SNP18 acrescentou informagdes substanciais a avaliacdo de risco e na densidade
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mamografica. E provavel que um risco combinado exista e estratégias de rastreio e

prevencao estratificadas pelo risco sdo pertinentes em alguns casos™ .

1.6 Analises em Larga Escala do DNA

Observa-se que décadas de estudo revelaram inumeras descobertas no CMOH. As
praticas se modernizaram e o aumento no conhecimento relacionado aos tumores de mama
e ovario hereditarios gerou uma gama de resultados novos. No artigo de Nielsen e

colaboradores em 2016*°

obsevamos o “timeline” dos principais eventos que aconteceram
ao longo de décadas e o quanto as pesquisas contribuiram para este cenario amplo nos dias

atuais (Figura 3).
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Figura 3 - Timeline dos eventos importantes relacionados aos tumores de mama e ovdrio

hereditarios.

Andlises moleculares em larga escala (sequenciamento de nova geragao) estao

contribuindo de forma expressiva para a identificacdo de genes relacionados a doencas

monogeénicas e também a doengas com alta heterogeneidade molecular. Estas plataformas

sdo capazes de gerar informacdo (com a mesma sensibilidade e especificidade) sobre

milhdes de pares de bases em uma unica corrida, num curto espaco de tempo (uma semana
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a 10 dias) e, ainda, possuem a capacidade de testar vdrios pacientes em um Unico
experimento. Desta forma, diminui o custo (pois se assemelha ou muitas vezes torna-se
inferior ao sequenciamento convencional de cada um desses genes), agiliza (otimiza tempo
tanto dos profissionais como dos usuarios) e aperfeicoa (possibilita novas alternativas na

busca pelas possiveis causas do cancer) a realizagio do teste genético®> **°.

1.7 Painéis Génicos em CMOH

Esta tecnologia pode e vém sendo empregada na forma de painéis abrangentes
(poligénicos) relacionados ao CMOH, com objetivo de se descobrir outros genes de
penetrancias variadas, além do BRCA1 e BRCA2 *¥'.

Um dos primeiros trabalhos utilizando painéis poligénicos foi publicado por Walsh e
colaboradores em 2011. Nesse estudo foram incluidas 360 mulheres com tumores de ovario
(281, sendo oito delas com tumores sincrénicos de endométrio), periténio (48) ou tuba
uterina (31), submetidas a cirurgia primaria na Universidade de Washington. Painel
poligénico com 21 genes foi realizado. Do total, 24% eram portadoras devariantes
germinativas patogénicas associadas a perda de funcdo proteica, 18% nos genes BRCA1 e
BRCA2 e 6% em outros genes: BARD1, BRIP1, CHEK2, MRE11A, MSH6, NBN, PALB2, RAD50,
RAD51 ou TP53 %

Em 1996, a empresa norte-americana de biotecnologia Myriad Genetics comecou a
oferecer testes de diagndstico genético para mutagdes nos genes BRCA1L e BRCA2"*'. Desde
entdo, a Myriad passou a ser a precursora no campo da medicina personalizada através do
uso de estratégias de comercializagcdo eficazes que foram imitadas por outras empresas
comerciais de biotecnologia. Em junho de 2013 expirou a patente de sequenciamento dos
genes BRCA1 e BRCA2, pertencente a empresa americana®!. Desta forma, aumentou ainda
mais a difusdo dos testes genéticos para cancer hereditario. Este fato deu inicio a uma
crescente utilizacdo de painéis génicos na pratica médica.

Estas andlises em larga escala do DNA tém ajudado a identificar a
frequéncia/prevaléncia de alteracSes germinativas patogénicas em genes de moderado e
baixo risco, bem como em genes de alto risco, mas que nao sdo classicamente associados a
HBOC. Adicionalmente, propicia descobertas de fendtipos e sobreposicdo de fendtipos

inesperados, nos direcionando a uma pratica clinica mais ampla.
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Estudos mais recentes vém sendo realizados para aprimorar a pratica cada vez mais
crescente da utilizagdo de painéis. Em 2014, Kurian e colaboradores, coletaram dados de 198
mulheres (174 tinham cancer de mama e 57 eram portadoras de variantes germinativas
patogénicas nos genes BRCA1/2) referidas para testagem de BRCAI1 e BRCA2, durante o
periodo de 2002 a 2012. Quarenta e dois genes sabidamente associados com risco de cancer
foram sequenciados (regides codificadoras, regiGes de transicdo éxon-intron e variantes
patogénicas conhecidas em outras regic“)es)m. Dentre as 141 pacientes sem variantes
germinativas patogénicas nos genes BRCA1/BRCA2, 17 variantes patogénicas foram
identificadas nos genes ATM, BLM, CDH1, CDKN2A, MUTYH, MLH1, NBN, PRSS1 e SLX4.
Quatorze participantes eram portadoras de 15 variantes patogénicas que mereciam possivel
mudanc¢a no manejo clinico. Essas pacientes foram convidadas a participar de uma estratégia
de rastreamento, possibilitando deteccdo precoce de lesdes iniciais e remocao de adenomas
tubulares por colonoscopia. Apesar do estudo nao quantificar a penetrancia das variantes
germinativas patogénicas identificadas e ndo determinar sua utilidade clinica, demonstrou
que o sequenciamento de multiplos genes pode beneficiar alguns pacientes selecionados 132

I**® analisou 620 mulheres através da

Em 2015 um estudo realizado por Schroeder et a
utilizacdo de um painel génico contendo 10 genes de alto e moderado risco. As mulheres
foram selecionadas de acordo com critérios padrdes para testagem de BRCA1l e BRCA2.
Foram identificadas variantes germinativas patogénicas em 12,1% (75/620) das pacientes:
4,84% em BRCA1, 4,35% em BRCA2, 0,97% em CHEK2, 0,65% em ATM, 0,48% em CDH1,
0,32% em PALB2, 0,32% em NBN e 0,16% em TP53. Os resultados também demonstraram
gue os sequenciadores de nova gerac¢ao geram dados robustos, sdo custo-efetivos e devem
se constituir no método de escolha para testagem em grandes coortes. A adicdo de oito
genes a testagem do BRCA1 e BRCA2 aumentou em 1/3 a taxa de deteccdo de variantes
germinativas patogénicasm.

Em 2017, Couch e colaboradores realizaram um estudo com 54.585 pacientes com
cancer de mama e utilizaram um painel com 21 genes relacionados ao risco para o
desenvolvimento do CMH. Os resultados foram comparados aos dados depositados no
EXAC* (excluindo pacientes do TCGA). Foram identificadas variacdes em 5 dos 16 genes que
apresentaram riscos significativos: PALB2, ATM, CHEK2, BARD1 e RAD51D (ap6s exclusdo dos
5 genes de alto risco e ja conhecidos por serem genes relacionados a sindromes- BRCA1,

BRCA2 CDH1, PTEN, TP53). Os resultados também foram inesperados por excluirem genes
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que estariam inicialmente relacionados ao cancer de mama como, por exemplo, NBN,
MRE11A e RAD50. O estudo fornece estimativas de riscos e seleciona genes candidatos a
painéis ja mais fundamentados (levando em conta o numero amostral do estudo),
demostrando a associagdao destas variantes germinativas patogénicas (nos genes PALB2,
ATM, CHEK2, BARD1 e RAD51D) e seu risco conferido. Em suma, o estudo reafirma que os
painéis génicos associados ao CMOH possuem um Unico objetivo, o de identificar riscos para

uma determinada doenca e poder contribuir para a pratica clinica®.

1.7.1 Variantes de Significado Clinico Desconhecido no CMOH

Uma crescente preocupacdo entre os geneticistas (clinicos e moleculares), assim como
entre os clinicos em geral refere-se a presenca de variantes de significado clinico
desconhecido (VUS). A definicdo das condutas clinicas a serem adotadas no seguimento de
individuos com presenca de variantes de significado clinico desconhecido (VUS) estariam
entre as principais consideracdes para decisdo sobre inclusdo ou ndo de determinados genes
em painéis e poderiam de certa maneira reduzir o beneficio proporcionado pela realiza¢do
do teste genético, bem como criar um nivel de ansiedade e estresse nas familias com as VUS

B35 No artigo de Ellis e colaboradores em 2015, foi demostrada a grande

em questao
porcentagem de VUS encontradas em diversos estudos envolvendo a utilizacdo de painéis
génicos. Destaca-se o gene ATM com o maior numero de VUS (9,6%) de todos os genes
analisados. A interpretacdao destas variantes ainda é considerada um desafio para os
profissionais especializados na area e deverdo ser consideradas para inclusdo em estudos
funcionais e de segregagéom. Reforcando esta necessidade de melhores praticas em relagao
a utilizagdo de painéis génicos e manejo de seus resultados, Anna Coppa e colaboradores™**
sugerem no seu estudo publicado em 2018, que a integracdao de varios genes em um painel
requer organizagao e caracterizagdo destas novas variantes genéticas encontradas (estudos
de segregacdo familiar, andlise de predicdo in silico e ensaios funcionais), e que somente
desta forma estariamos melhorando a utilidade clinica dos dados gerados pelos painéis no
futuro®.

Apesar da existéncia de aspectos controversos em relacdo a utilizacdo de painéis
génicos, (como quais os genes que compordo os painéis, VUS e SNPs) os mesmos vém se

mostrando extremamente Uteis na pratica clinica e na identificacdo e acompanhamento de

familias de alto risco para cancer de mama hereditario, visto que os genes BRCA1 e BRCA2
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ndo correspondem a totalidade dos casos como ja mencionado. Estratégias de adequacao
através de dados suplementares e aperfeicoamento devem se expandir e modelos padrdes
de painéis deverdo ser estabelecidos, visto que, conforme mencionado anteriormente, a
utilizacao de abordagens tradicionais demonstra dificuldade na determinagao do fator causal

associado ao CMOH em mais de 50% das familias de alto risco™’.
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JUSTIFICATIVA

A sobreposicdo de fendtipos associada as sindromes hereditdrias é um evento
relativamente frequente, tornando questionavel a busca por apenas genes candidatos ja
relacionados com tais caracteristicas. Assim, a utilizacdo de painéis génicos, de maneira
criteriosa, aumenta a probabilidade de identificacdo de alteracdes em genes associados a
maior risco de CMOH, com otimizacdo do tempo e custo. Cabe salientar que determinar o
risco de cancer de uma forma mais acurada para a grande propor¢ao das mulheres com
historia pessoal e familiar de CMOH e que ndo possuem variante germinativa patogénica
germinativa nos genes BRCA1 e BRCA2 é fundamental. De maneira adicional o conhecimento
de qual gene esta alterado e qual o risco associado a essa altera¢do possibilita uma melhora
significativa nas decisdes acerca do manejo do risco, bem como pode aumentar a gama de

estratégias preventivas e de reducgao de risco no futuro.
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OBIJETIVOS

1.8 Objetivo Geral

Avaliar o perfil mutacional de genes de alto e moderado risco em pacientes com

histéria pessoal e/ou familiar sugestiva de CMOH.

1.9 Objetivos Especificos

1.

Identificar variantes germinativas patogénicas/possivelmente patogénicas e ou VUS nos
genes TP53, ATM, BARD1, MRE11A, NBN, RAD50, CHEK2, PALB2, BRIP1, CDH1, PTEN,
STK11, RAD51C e MUTYH em um grupo de mulheres ndo relacionadas, com histdria
pessoal e familiar sugestiva de cancer de mama e/ou ovario hereditarios.

Classificar as variantes identificadas de acordo com a sua patogenicidade utilizando
consulta em bancos de dados doenga-especificos (HGMD e ClinVar).

Classificar as variantes identificadas de acordo com a sua patogenicidade através do
programa Varsome que utiliza as evidéncias da ACMG para sua classifica¢do.

Classificar as variantes identificadas de acordo coma sua patogenicidade realizando
andlise de frequéncia em bases de dados populacionais internacionais (gnomAD) e em
uma base populacional brasileira (ABraOM).

Classificar as variantes identificadas de acordo com a sua patogenicidade utilizando
programas de predicdo in silico PolyPhen-2; MutationTaster; Align GVGD; SIFT;
Panther; Human splice Finder; CADD, Revel e PROVEAN.

Realizar andlise de segregacdo para as variantes cuja classificagdo ACMG indicarem um
significado clinico desconhecido de patogenicidade, ou seja, variantes consideradas
classe 3 (VUS).

Avaliar a associacdo entre as variantes patogénicas/possivelmente patogénicas

identificadas e histéria familiar, dados clinicos e histopatolégicos.
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METODOLOGIA

1.10 Delineamento do estudo

1.10.1 Tipo de estudo/amostra

Estudo tipo coorte retrospectivo com 52 mulheres ndo aparentadas entre si (tamanho
amostral definido por conveniéncia), com histéria pessoal de CM e/ou ovario e alto risco
para cancer de mama e ovario hereditario. Estas mulheres foram encaminhadas para o
Departamento de Oncogenética do Hospital de Cancer de Barretos (HCB) e testadas

negativas para variantes germinativas patogénicas nos genes BRCA1 e BRCA2.

1.10.2 Critérios de Inclusao:

1.  Sexo feminino;

2. Idade superior a 18 anos;

3. Diagndstico de cancer de mama (CM) em idade jovem e/ou cancer de ovario (CO), com
no minimo dois familiares com CM ou CO em idade <55 anos;

4. Pacientes testadas previamente para os genes BRCA1/BRCA2 com resultado do teste
negativo (WT- Wild Type);

5.  Assinar termos de consentimento de participa¢do no estudo.

1.10.3 Critérios de Exclusdo:
1. Pacientes com material armazenado insuficiente no Centro de Diagndstico Molecular

do HCB.

1.10.4 Casuistica e Delineamento do Estudo

A selecdo da amostra baseou-se nos critérios de inclusdo acima especificados,
aplicacdo dos termos de consentimento livre e esclarecido, coleta dos dados clinico-
patoldgicos retrospectivamente por meio de uma ficha de coleta, com 796 variaveis,
utilizada tanto para coleta nos prontuarios médicos, quanto nas pastas das familias no setor

da Oncogenética do HCB (Anexo 1). Em seguida, foi realizado o sequenciamento de 14 genes
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(utilizando-se um painel génico customizado) a partir das amostras de cada paciente (DNA
gendmico constitutivo).

Na segunda fase do estudo, as variantes germinativas identificadas foram avaliadas
quanto a sua patogenicidade de diferentes maneiras: i) a partir de consulta em bancos de
dados doenca-especificos (Clinvar'*® e HGMD™); ji) anélise (usando-se a plataforma web

140

Varsome ™) das evidéncias geradas pela classificagdo da ACMG -Colégio Americano de

1

Genética Médica e Gendmica®! (em benignas, provavelmente benignas, VUS,

provavelmente patogénicas e patogénicas) (Anexo 2); iii) avaliagdo em programas de
predicdo in silico (nove ferramentas) e iv) em bases de dados populacionais (gnomAD™** e
ABraOM™*). Todas as variantes germinativas classificadas como patogénicas, provavelmente
patogénicas e/ou VUS, com uma frequéncia menor que 5% nos bancos de dados
populacionais, foram confirmadas por sequenciamento convencial Sanger.

Na terceira fase do estudo as variantes confirmadas pelo sequenciamento
convencional e consideradas VUS pelos critérios preconizados pela ACMG' (Anexo 2),
foram validadas por meio de estudos de segregacdo nas familias disponiveis. Nessa fase

foram incluidos todos os familiares interessados, com e sem histdria pessoal de cancer.

Um fluxograma com o delineamento do estudo esta apresentado na Figura 4.

52 mulheres com histdria pessoal e familiar de CMOH

Il

-

Painel com 14 genes (NGS-lon Torrent)

i

4

Analise em Bancos de Dados, classificacao ACMG (Varsome)
ferramentas in silico e analise de frequéncia populacional

i

4

Confirmacgdo por sequenciamento Sanger

1

v

Selecdo das variantes VUS pela ACMG

Il

v

Segregacao familiar

Figura 4 - Fluxograma do delineamento do estudo
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1.10.5 Caracterizagao dos subtipos moleculares dos tumores de mama
A avaliagdo das caracteristicas clinicas das pacientes referente aos subtipos
moleculares para o cancer de mama foi realizada de acordo com o artigo de Goldhirsch'*,

que descreve os grupos conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Classificagao de subtipos moleculares para o Cancer de Mama

ER e/ou PR positivos, HER2 negativo e ki-67
Luminal A
<14%

ER e/ou PR positivos, HER2 negativo ki-67
Luminal B1 - HER2 negativo
>14%

ER e/ou PR positivos, HER2 positivo,
Luminal B2 - HER2 positivo
independente do resultado de ki-67

HER2 super expresso ER e PR negativos e HER2 positivo

ER/PR/HER2  negativos e uma das
Basal-like/ TPN
citoqueratinas CK5/6 e CK14 positiva

ER: receptor de estrogénio /EP: receptor de progesterona/ Ki67: indice de proliferacido

celular/HER Fator de Crescimento Epidermal/ CK Citoqueratinam.

1.10.6 Anadlise estatistica
A anadlise estatistica foi realizada de maneira descritiva. Para armazenamento dos
dados e andlise estatistica foi utilizado o programa SPSS v.21.0. As varidveis categéricas

foram descritas por frequéncias absolutas e frequéncias relativas percentuais.

1.11 Analises Laboratoriais

1.11.1 Extracdo de DNA genOmico a partir de sangue periférico e controle de
qualidade das amostras
O DNA genbmico a partir de sangue periférico foi extraido utilizando o kit QlAamp
Blood DNA Mini Kit (Qiagen) seguindo especificacbes do fabricante (foi usado unicamente
DNA proveniente de sangue periférico, por ser rotina do Centro de Diagndstico Molecular). A

guantificacdo e pureza das extracGes foram obtidas por meio do espectrofotobmetro
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NanoDrop ND-1000 (Thermo scientific). Somente foram utilizadas as amostras cujas razées

260/230 fossem superiores a 2,0 e as razdes 260/280 dentro do intervalo de 1,8 e 2,0.

1.11.2 Sequenciamento Painel génico

O painel génico utilizado neste estudo foi customizado, sendo constituido por 14 genes
relacionados com o risco aumentado (moderado a alto) para cancer de mama e/ou ovario
hereditarios. A escolha dos genes baseou-se na literatura cientifica internacional e nas
evidéncias consideradas acuradas no momento da confec¢dao do painel. Os genes BRCA1 e
BRCA2 nao foram considerados para o presente estudo pelo fato de que todas as pacientes
ja@ haviam sido testadas negativas para os mesmos. A regido codificadora, junto com as
regides intronicas imediamente adjacentes (5-10 bases no inicio e final de cada éxon) de
cada gene foram analisadas utilizando-se o sequenciador de nova geracdo lon Torrent PGM

(Applied Biosystems).

Tabela 2 - Painel génico.

Gene seq ref Painel Gene seq ref Painel
ATM NM_000051.3 PALB2 NM_024675.3
BARD1 NM_000465.3 RAD50 NM_005732.3
BRIP1 NM_032043.2 RAD51C NM_058216.2
CHEK2 NM_001005735.1 TP53 NM_000546.5
MRE11A NM_005591.3 CDH1 NM_004360.3
MUTYH NM_001128425.1 PTEN NM_000314.4
NBN NM_002485.4 STK11 NM_000455.4

NM_referéncia: National Center for Biotechnology Information™*®

O preparo da biblioteca foi realizado utilizando o kit lon Ampliseq Library 2.0 (Applied
Biosystems) de acordo com o protocolo do fabricante. As regides codificantes dos genes
amplificadas por 788 pares de primes foram distribuidas em 3 pools. Cada biblioteca foi
ligada a adaptadores utilizando o lon Xpress™ Barcode Adapters kit (lon Torrent; Thermo
Fisher scientific, Inc.). O kit lon Library TagMan™ Quantitation Kit (lon Torrent; Thermo

Fisher scientific, Inc.) foi utilizado para determinar a qualidade e concentracdo das
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bibliotecas. Apds a normalizacdo, o pool de bibliotecas foi diluido para a concentracao final
de 25pM. A preparagao dos templates por Reagao em Cadeia da Polimerase e o
carregamento do chip foi realizado no lon Chef (Thermo Fisher scientific, Inc.) conforme
protocolo do fabricante. O sequenciamento foi realizado na plataforma lon PGM system no
lon 316 Chip v2 (Thermo Fisher scientific, Inc). Foram utilizados 6 chips, utilizando uma
cobertura superior a 50 vezes (conforme previamente calculado e considerando o tamanho
em pares de bases das regides a sem analisadas).

A anadlise primaria (processamento do sinal, chamada de bases, filtro das sequéncias e
mapeamento) dos dados gerados foi feita utilizando-se o software Torrent suite v2.2. As
sequéncias geradas foram mapeadas ao genoma de referéncia hgl9 (Homo sapiens). A
chamada e anotacdo das variantes foram realizadas utilizando-se o software lon Reporter
v5.6, aplicando-se parametros padrdo. Os primeiros filtros para selecdo de variantes do
painel génico foram: exclusdo das variantes com cobertura abaixo de 50 X; variantes
intronicas mais distantes do que cinco pares de bases upstream e downstream dos éxons;
variantes localizadas em regides UTR ndo codificantes e variantes do tipo sinGnimas

localizadas em regides ndao associadas ao splicing.

1.12 Analise da frequéncia das variantes em bancos populacionais

A avaliagdao da frequéncia de uma variante germinativa em um controle ou na
populacdo em geral é util na avaliacdo de sua verdadeira patogenicidade. Em geral, uma
frequéncia alélica em uma populacdo controle maior que a esperada para a doenca em
avaliacdo é considerada um forte apoio para uma interpretacdo benigna se estivermos
avaliando uma doenca rara com padrdo de heranca mendeliano. Todas as variantes foram

avaliadas quanto a sua frequéncia em bancos de dados populacionais internacionais

142 143

(gnomAD™"°) e em um banco brasileiro (AbraOM~""). Dada a grande diversidade étnica da
populacdo Brasileira e sua sub-representacdo em bancos de dados populacionais
internacionais, a comparacdo com dados nacionais é de fundamental importancia. O banco
AbraOM contém variantes gendmicas identificadas em uma coorte de 609 idosos brasileiros

(SABE609) de uma amostra censitaria da cidade de S3o Paulo **

. O ponto de corte utilizado
no presente estudo foi de 5% de frequéncia populacional, fundamentado pelo artigo de
Richards'* de 2015 (ACMG) que descreve que variantes germinativas com uma frequéncia

acima de 5% podem, apenas por esta evidéncia, serem consideradas benignas.
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1.13 Analise da patogenicidade das variantes
As variantes genéticas identificadas foram comparadas com as bases de dados:

Clinvar'*® e Human Gene Mutation Database™*®

(HGMD). De maneira complementar, para a
classificacdo das variantes conforme sua patogenicidade e seguindo as diretrizes
preconizadas pela ACMG™, foi utilizada a plataforma web Varsome. Cabe ressaltar que este
grupo de pesquisadores (ACMG) fornece um guia de orientacdo para direcionar os
profissionais para uma melhor interpretacao das variantes. O guia baseia-se em evidéncias
(Figura 5) que sugerem benignidade ou patogenicidade, dependendo do tipo e da forca de
cada evidéncia (no anexo 1 encontram-se as descri¢cdes dos cddigos dados as evidénciasPor
fim, para adicionar maiores informagdes acerca da patogenicidade das variantes
germinativas, utilizamos as seguintes ferramentas de predicdo in silico: PolyPhen-2'%;
MutationTaster148; Align GVGD149; SIFT150; Pantherm, Human Splice Finder152Revell53,

CADD™* e PROVEAN™>.

1.14 Validag¢ao dos resultados — Sequenciamento convencional

Todas as variantes classificadas tanto pelo ClinVar quanto pela ACMG como VUS
(classe 3), provavelmente patogénicas (classe 4) e patogénicas (classe 5) foram confirmadas
por sequenciamento convencional (sanger). Para esta validacdo, os DNAs genémicos em
questdo foram amplificados por PCR, purificados com a enzima Exosap-IT (USB) e kit Big Dye
X terminator (Applied Biosystems) e sequenciados bi-direcionalmente utilizando o Kit BigDye
terminator v3.1 (Applied Biosystems). A eletroforese foi realizada no sequenciador

automatizado modelo 3500XL (Applied Biosystems).

1.15 Validac¢ao dos resultados - Anadlise de segregacao

Para a andlise de segregacdo, foram convidadas todas as familias com variantes
germinativas classe 3 (VUS) pela classificacdo ACMG e pelo banco de dados ClinVar e
confirmadas por sequenciamento convencional. Para anadlise de segregacdo foram
convidados todos os familiares do paciente index (caso indice ou probando, nome dado ao
paciente que deu incio a investigacdo na familia). Dentre esses familiares, o cenario ideal
seria ter no minimo 3 familiares com cancer (de preferéncia em idade precoce) e 3 familiares

sem cancer (de preferéncia em idade mais avancada). Esta situacdo ideal ndo foi possivel em
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nosso estudo, mas ndés testamos todos os familiares que se propuseram a vir ao hospital e

consentiram em participar do estudo. Os testes moleculares foram feitos por PCR e

sequencimento bidirecional Sanger como descrito anteriormente.

Benign

Pathogenic

Strong

Supporting

Supporting

Moderate

Strong

Very Strong

Population MAF is too high for Absent in population Prevalence in
Data disorder BA1/851 OR databases PM2 affecteds statistically
observation in controls increased over
inconsistent with controls PS4
disease penetrance BS2
Computational Multiple lines of Multiple lines of Novel missense change | Same amino acid Predicted null

And Predictive
Data

computational evidence
suggest no impact on gene
/gene product BP4

Missense in gene where
only truncating cause
disease BP1

Silent variant with non

predicted splice impact BP7

computational
evidence support a
deleterious effect
on the gene /gene
product PP3

at an amino acid residue
where a different
pathogenic missense
change has been seen
before PM5

Protein length changing
variant PM4

change as an
established
pathogenic variant
PS1

variant in a gene
where LOF is a
known
mechanism of
disease

PVS1

Well-established

Functional Well-established Missense in gene with | Mutational hot spot
Data functional studies show low rate of benign or well-studied functional studies
no deleterious effect missense variants and | functional domain show a deleterious
BS3 path. missenses without benign effect PS3
common PP2 variation PM1
Non-segregation Co-segregation with
Segregation with disease BS4 disease in multiple 5
Increased segregation dafa
Data affected family § AL jo—y
members PP1
De novo De novo (without De novo (paternity &
Data paternity & maternity | maternity confirmed)
confirmed) PM6 PS2
Allelic Data Observed in trans with For recessive
a dominant variant BP2 disorders, detected
in trans with a
Observed in cis with a pathogenic variant
pathogenic variant BP2 PM3
Other Reputable source w/out Reputable source
Datab shared data = benign BP6 = pathogenic PP5
Found in case with Patient’s phenotype or
Other Data an alternate cause FH highly specific for
BPS gene PP4
. 141
Fonte: Richards et al

Figura 5 - Quadro de Evidéncias para a classificacdo de variantes da ACMG.
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ASPECTOS ETICOS

Todas as pacientes incluidas no estudo assinaram o termo de consentimento (TCLE)
especifico do estudo. Os resultados foram fornecidos as pacientes apds validacdo em uma
segunda metodologia. No caso de variantes germinativas patogénicas, as mesmas foram
divulgadas aos pacientes em consulta de Aconselhamento Genético realizado por médico
geneticista ou com preparo para tal junto ao Departamento de Oncogenética do HCB.

Aprovacdo do CEP do HCB: 916/2015.
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RESULTADOS

1.16 Caracterizagdo da Amostra

Foram incluidas 52 mulheres com histdria pessoal e familiar de cancer de mama e/ou
ovdrio e com resultado negativo para os genes BRCA1l e BRCA2. A média de idade ao
primeiro diagndstico de cancer foi de 41,9 anos (variando de 21 a 61 anos). A maioria era
procedente do estado de S3ao Paulo (64,2%), branca (86,3%), casada (66,7%) e tinha ensino

médio completo (35,3%) - Tabela 3.

Tabela 3 - Dados sociodemograficos das 52 mulheres incluidas no estudo

N %
Branco 44 86,3
Pardo 6 11,8
Cor
Negro 1 2,0
Ignorado 1 -
Analfabeto/ensino fundamental incompleto 8 15,7
Ensino fundamental completo 9 17,6
Escolaridade Ensino médio completo 18 35,3
Ensino superior completo 16 31,4
Ignorado 1 -
Solteiro 11 21,6
Casado(a)/Unido estavel 34 66,7
Estado civil Viuvo 2 3,9
Divorciado 4 7,8
Ignorado 1 -
N3do trabalha 11 22,0
Trabalha sem carteira assinada 34 68,0
Profissao
Trabalha com carteira assinada 2 4,0

Do lar 3 6,0
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Ignorado 2 -
DF 1 1,9
ES 1 1,9
GO 2 3,8
MG 7 13,2
PE 1 1,9
Procedéncia
PR 3 5,7
RO 1 1,9
RR 1 1,9
SP 34 64,2
TO 1 1,9
BA 2 3,8
DF 1 1,9
GO 2 3,8
MG 8 15,4
Naturalidade (Estado) MS 1 1,9
MT 1 1,9
PR 4 7,7
SP 32 61,5
Ignorado 1 -

DF: Distrito Federal; GO: Goias; MG: Minas Gerais; MS: Mato Grosso do Sul; PE:
Pernambuco; PR: Parand; RO: Rondonia; RR: Roraima; SP: Sdo Paulo; TO: Tocantins; BA:

Bahia; MT: Mato Grosso.

Quanto as varidveis relacionadas a risco para desenvolvimento do cancer de mama
e/ou ovario, a idade média da menarca foi 13 anos (10 a 15 anos), a média de idade da
primeira gestacdo foi 22 anos (15 a 34 anos) e a média de meses de amamentacdo foi 23
meses (0 a 120 meses). De maneira adicional, a maioria era pré-menopadusica (76,7%), tinha
familiar de primeiro grau com cancer de mama (56,9%) e dentre aquelas na pds/peri

menopausa nenhuma fazia terapia de reposicdao hormonal (Tabela 4).
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Tabela 4 - Variaveis relacionadas a risco para desenvolvimento de cancer de mama e/ou

ovario (n=52)

N %
Ndo 38 79,2
Tabagismo Sim 10 20,8
Ignorado 4 -
Pré 33 76,7
Peri 1 2,3
Estado Menopausal:
Pds 9 20,9
Ignorado 9 -
Ndo 9 100,0
TRH Sim 0 0,0
Ignorado 43 )
Ndo 22 43,1
Familiar primeiro grau com CA de mama Sim 29 56,9
Ignorado 1 -

TRH: terapia de reposicdo hormonal; CA: cancer

Em relagdo aos dados clinico-patoldgicos, 49 pacientes apresentaram cancer de mama
(94,2%) e 5 pacientes cancer de ovario (9,6%), sendo que duas (ja incluidas também nas
porcentagens acima) apresentaram cancer de mama e ovario (3,8%). Dentre as pacientes
com cancer de mama, quatro pacientes apresentaram cancer de mama contralateral,
totalizando 53 tumores de mama dentre as 52 pacientes. Em relagdao ao nimero de tumores,
17% das pacientes foram diagnosticadas com mais de um tumor e uma paciente apresentou
trés tumores primarios (cancer de rim, mama e tiredide) sendo o primeiro tumor aos 31

anos (Tabela 5).

Tabela 5 - Caracteristicas clinico-patologicas das 52 pacientes incluidas no estudo

N %

Sitios tumores primarios Mama 44 84,6



Cancer de mama e ovario

Cancer de mama bilateral

Multiplos tumores

Mais de dois tumores primarios

Ovario

Mama e ovario
Mama e Sarcoma
Rim, Mama e Tiredide

Melanoma e Mama

[ = N = ST

43

51

5,7
3,8
1,9
1,9
1,9
96,1
3,8
92,3
7,6
82,6
17,3
98,0
1,9
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Dentre os 53 tumores de mama, a histologia predominante foi carcinoma ductal

invasor (86,0%), seguido por carcinoma in situ (8,0%). Quanto ao estadiamento, houve

predominio dos tumores com estadiamento llIA tanto clinico quanto patoldgico com 33,3%

para ambos. A maioria dos tumores era receptor hormonal positivo e Her2 negativo (Tabela

6).

Tabela 6 - Caracteristicas clinicopatoldgicas dos 53 canceres de mama

N2 tumores %
Intraductal/in situ 4 8,0
Carcinoma ductal
43 86,0
invasor
Tipo histolégico Carcinoma lobular
2 4,0
invasor
Carcinoma metapldsico 1 2,0
Ignorado 3 -
Intraductal 4 8,3
Estadiamento clinico
A 7 14,5



Estadiamento patolégico

Grau Histolégico de Nottingham

Grau Nuclear

Receptor de estrogénio

Receptor de progesterona

Her-2

Ki-67

A

1B

A

B
Ignorado

In situ

A

1B
Ignorado
G1

G2

G3
Ignorado
G1

G2

G3
Ignorado
Negativo
Positivo
Ignorado
Negativo
Positivo
Ignorado
Negativo
Positivo
Ignorado

<14%

12

23

19
16
18
12
38

12
38

37
12

18,7
14,5
33,3
10,4

8,3

12,5
4,1

12,5
10,4
33,3
18,7

30,0
40,0
30,0

0,0

54,3

45,7

24,0
76,0

24,0
76,0

75,5
24,4

16,3

41
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>14% 41 83,7

Ignorado 3 -

Her-2: human epidermal growth factor receptor 2
Quanto aos subtipos moleculares, houve prodominio de tumores luminais B1 (58%),
enquanto que tumores tripo negativos e tumores Her2 super expressos representaram em

conjunto cerca de 24% dos casos (Tabela 7).

Tabela 7 - Subtipo molecular dos 53 canceres de mama

Subtipo Molecular n %
Luminal A 3 6
Luminal B1 - HER2 negativo 29 58
Luminal B2 - HER2 positivo 6 12
HER2 super expresso 6 12
Basal-like ou TPN* 6 12
Ignorados 3 -

*Considerados TPN mesmo aqueles que ndo encontramos valores das citokeratinas/ Her-2:

human epidermal growth factor receptor 2; / TPN: triplo negativo

Dentre as 5 mulheres com histéria pessoal de cancer de ovario, duas também
apresentaram cancer de mama, sendo que em uma delas o cancer de ovario foi o primeiro
tumor primario e, na outra, o segundo tumor primario. A idade média ao diagndstico do
cancer de ovario foi 43,4 anos, sendo a mais jovem diagnosticada aos 21 anos e a mais velha
aos 60 anos. A histologia predominante foi adecarcinoma seroso, e quanto ao estadiamento

patolégico houve predominio do estadio IlIC (Tabela 8).

Tabela 8 - Caracteristicas clinico patoldgicas dos 5 casos de cancer de ovario

N2 Tumores %

Adenocarcinoma
4,0 100,0
Tipo histoldgico Seroso

Ignorado 1,0 -
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A 1,0 33,3
Estadiamento patolégico [[e 2,0 66,7

Ignorado 2,0 -

T3a 1,0 33,3

T3b 1,0 33,3
Estadiamento patoldgico T

T3c 1,0 33,3

Ignorado 2,0 -

NO 3,0 100,0
Estadiamento patolégico N

Ignorado 2,0 -

MO 3,0 100,0
Estadiamento patolégico M

Ignorado 2,0 -

Das 52 participantes, seis foram diagnosticadas com idade menor ou igual a 30 anos.
Destas, trés sdo de familias com casamentos consanguineos e uma ndo possui histérico
familiar de cancer, com diagndstico aos 27 anos (porém foi inserida no estudo em razdo do
diagnodstico precoce e pela pouca informacdo da histéria familiar - Tabela 9). O fenétipo
predominante encontrado nos familiares de primeiro grau foi cancer de mama, porém
outros tumores também fizeram parte do espectro tumoral: cancer de ovario, estémago,
utero, pele, prostata, bexiga, tiredide, pancreas, duodeno, cabeca e pescoco, pulmao, além
de leucemia e linfoma. A média de idade ao diagndstico dos familiares foi 48, 53 e 45 anos,
nos familiares de primeiro, segundo e terceiro grau, respectivamente (Anexo 3 - histédria

familiar).

Tabela 9 - Histdéria Familiar das probandas incluidas no estudo

Lado da
Cancer Idade ao
ID-FC Historia Familiar de 12 grau
Probando Diagndstico
Familiar
Mama, Rim e
FC3 31; 39; 52 Materno Mama (F,44), Pele (M,22)

tiredide

FC8 Mama Bilateral 51; 52 Materno Mama (F,<69)



FC19

FC29

FC1024

FC1046

FC1095

FC133

FC179

FC233

FC241

FC256

FC274

FC275

FC289

FC306

FC320

FC361

FC426

FC558

FC563

FC581

FC593

Mama

Ovario; Mama

Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Ovario
Mama

Melanoma;

Mama

Ovario

Mama

Mama
Mama

Mama

Mama

Sarcoma e

Mama

27

42;53

48
37
43
46
47
51
45
47
27
60

48

26; 36

53

56

38
37

39

46

25; 38

Materno

Paterno

Paterno

Paterno

Paterno

Materno

Paterno

Materno

Paterno

Materno

NR

Paterno

Materno

Materno

Materno

Paterno

Materno

Materno

Materno

Paterno

Paterno

44

Mama (F,<45; F,<45)

Gastrico (M,42), Ovario (F,<60),
Utero (F,57), Mama (F,?)

NR

Mama (F,47; F,49)

Mama (F,27; F,42)
NR

Mama (F,37; F,49; F,61)
NR
Mama (F,49)
NR
NR
Prostata (M,80)

Mama (65)

Mama (F,42), Tiredide (F,43)

Oviario (F,71), Tireodide (F,29)

Mama Bilateral (F,46), Mama
(F,42; F,37), Bexiga (M,54)

Mama (F,?)
NR
Mama (F,40), Pancreas (F,44)

Mama (F,46; F,54), Cabeca e
Pescoco (M,83)

NR



FC598

FC626

FC633

FC638

FC640

FC649

FC689

FC695

FC734

FC65

FC775

FC779

FC80

FC825

FC960

FC85

FC981

FC1014

FC869

FC950

FC974

Mama

Mama

Mama Bilateral

Mama

Mama
Mama
Mama Bilateral
Ovario
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama

Mama

Mama Bilateral

Mama

Mama
Mama
Mama, Ovario
Mama

Mama

25

46

38; 38

42

49
38
47; 47
21
37
36
34
36
43

44

59; 70

51

37
42
33,43
59

46

Materno

Materno

Consanguineo

Materno

Materno
Materno
Paterno
Paterno
Materno
Materno
Materno
Materno
Materno

Paterno

Materno

Materno

Materno
Materno
Materno
Materno

Materno

Mama (F,39)
Mama (F,74)

Gastrico (F,29), Duodeno

(M,56)

Mama (F,49; F,50), Gastrico
(F,55)

Mama (F,64)
Leucemia (F,47)
NR
NR
Mama (F,31; F,47)
NR
NR
Mama (F,?; F,44), skin (F,?)
Mama (F,24; F,44; F,39)

Utero (F,45), Mama (F,34),
Pulmao (M,70)

Mama (F,45; F,43; F,48),

Leucemia (M,?)
NR
Linfoma (M,19)
Mama (F,55; F,48)
NR

Mama (F,56)

45

(M,57), Tiredide (F,49), Prostata

Mama (F,51; F,33; F,43; F,45)



FC1096

FC1109

FC1122

FC
1140

FC1151

FC1176

FC
1209

FC1325

Mama

Mama

Mama

Mama

Mama

Mama

Mama

Mama

46

21

43

44

38

44

58

55

Consanguineo

Consanguineo

Materno

Materno

Materno

Materno

Materno

Materno

46

Pele (F,90), sitio Desconhecido

(F,64)
NR

Mama (F,45)

Mama (F,44)

Mama (F,60)

Mama (F,44)

Oviario (F,59);

Mama e Ovario (F,48 e 54)

NR: N3do relatado (cancer). F: feminino. M: masculino.

A Tabela 10 apresenta um resumo dos principais achados da historia familiar de cancer

das 52 pacientes do estudo. Observa-se a presenca de cancer de mama entre mae e filha em

41,2% dos casos (cancer em qualquer idade). Quando se avalia o cancer de mama em

familiares de primeiro grau antes dos 50 anos (tanto a presenca de cancer de mama entre

mae e filha quanto entre irmas), foi observado que 51% das pacientes tiveram pelo menos

um caso na familia. Em relacdo a outros fendtipos presentes nas familias, canceres de

prostata (31,4%) e colorretal (35,3%) foram os mais incidentes. Além disso, 23,5% das

pacientes possuiam pelo menos um familiar com multiplos tumores.

Tabela 10 - Detalhamento da Historia familiar das probandas incluidas no estudo

M3de com cancer de mama

Presenca de cancer de ovario em qualquer idade

n (%)
Ndo 30 (58,8%)
Sim 21 (41,2%)
Ignorados 1
Nao 37 (72,5%)

Sim 14 (27,5%)



Presenca de M3e e Filha/Pares de irmas com Cancer de

mama <50anos

Presenca de M3e e Filha/Pares de irmds com Cancer de

ovario

Presenca de Mae e Filha/Pares de irmas com Cancer de

mama e/ou de ovério

Presenca de cancer de préstata

Presenca de cancer de pancreas

Presenca de cancer colorretal

Presenca de cancer de tiredide

Presenca de cancer gastrico

Presenca de cancer de endométrio

Presenca de sarcoma

Ignorados
Nao
Sim
Ignorados
Nao
Sim
Ignorados
Nao
Sim
Ignorados
Ndo
Sim
Ignorados
Nao
Sim
Ignorados
Nao
Sim
Ignorados
Ndo
Sim
Ignorados
Nao
Sim
Ignorados
Ndo
Sim
Ignorados
Ndo
Sim

Ignorados

1
25 (49,0%)
26 (50,9%)*
1
48 (94,1%)
3 (5,8%)
1
45 (88,2%)
6 (11,8%)
1
35 (68,6%)
16 (31,4%)
1
49 (96,1%)
2 (3,9%)
1
33 (64,7%)
18 (35,3%)
1
47 (92,1%)
4 (7,8%)
1
44 (86,3%)
7 (13,7%)
1
49(96,0%)
2 (3,9%)
1
46 (90,2%)
5 (9,8%)
1
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N3o 50 (98,0%)
Presenca de cancer adrenocortical

Sim 1(2%)

Ignorados 1

Ndo 50 (98%)
Presenga de Cancer SNC Sim 1(2%)

Ignorados 1

N3o 39 (76,5%)
Presenca de individuos com multiplos tumores Sim 12 (23,5%)

Ignorados 1

SNC: sistema Nervoso Central. Negrito*: Porcentagem da resposta sim maior que a resposta

nao.

1.17 Caracterizagao Molecular

O sequenciamento dos 14 genes identificou 458 variantes (Figura 6). Destas foram
excluidas incialmente: 1) variantes com cobertura abaixo de 50X (163 variantes - por se
tratarem, provavelmente, de artefatos/erros da técnica, dado que essa andlise foi realizada
em amostras obtidas a partir de sangue periférico e, consequentemente de boa qualidade
com raras excec¢Oes) 2) variantes intronicas mais distantes do que 5 pares de bases upstream
e downstream aos éxons, e aquelas localizadas em regides UTR ndo codificantes (207
variantes); 3) e variantes do tipo sin6nimas ndo localizadas em regidao de splicing (33
variantes), restando um total de 55 variantes germinativas. Para uma andlise detalhada, o
Anexos 4 fornece os dados das variantes por amostra (FC).

Em relagdo a cobertura horizontal do painel, por ser um painel customizado, esperava-
se uma cobertura de 100% de todos os genes (cobertura tedrica prevista no momento do
desenho do painel). Contudo, observou-se que do total de 298 amplicons desenhados e
sequenciados, 23 éxons (representando 7,7%) obtiveram uma cobertura inferior a 50x em
mais de 50% dos pacientes, representando, portanto, regides nao cobertas do painel
customizado. Estas regides estavam distribuidas ao longo de 13 dos 14 genes que compdem
o painel (Anexo 4). Portanto, classificamos o painel utilizado nesta pesquisa como tipo C, de
acordo com a Sociedade Européia de Genética Humana™®, realizado em contexto de um

projeto de pesquisa cientifica.
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Para uma andlise detalhada das variantes encontradas em cada paciente, o Anexo 5

fornece os dados gerados pelo painel génico por amostra (FC).

/  Genes

s ATM

* BARDI

* BRIP1

= (DH1

* CHEK2 ) 458

e MUTYH Sequenciamento NGS5-lon Torrent variantes
: gfgz identificadas
* PTEN

* RADS51C

* TP53

» MRE11A

* RADS5S0

* STK11 )

Figura 6 - Resultado do painel de 14 genes relacionados ao CMOH

Em um segundo momento, para a aplicacdo de filtros relacionados ao impacto
bioldgico/clinico das variantes germinativas identificadas, as 55 variantes (que restaram apds
a plicacdo dos filtros acima detalhados) foram avaliadas nos bancos de dados ClinVar e
HGMD e também classificadas com base nos critérios de classificacdo de variantes
desenvolvidos e preconizados pela ACMG, por meio da plataforma web Varsome (anexo 6).
Concomitantemente, as variantes foram avaliadas nos programas de predicdo in silico
(PolyPhen-2, MutationTaster, Align GVGD; SIFT; Panther; Revel, CADD, Human splice Finder
e PROVEAN - anexo 7) e quanto a frequéncia populacional nos bancos gnomAD e ABraOM
(anexo 8).

De acordo com o banco de dados ClinVar, 31 variantes, dentre as 55 avaliadas em
detalhe, foram classificadas como benignas ou provavelmente benignas, 6 com conflito de
patogenicidade (dados conflitantes entre classes 1, 2 e 3), 9 classificadas como VUS, 3 como
provavelmente patogénicas e 6 variantes ndao foram relatadas (NR). Ja no banco de dados
HGMD, 9 variantes foram classificadas como benignas, 10 como VUS, 4 como variantes
germinativas patogénicas e 32 ndo foram relatadas neste banco (NR). Pelo ACMG, 34
variantes foram classificadas como classes 1 e 2, 17 variantes germinativas classificadas

como classe 3 (VUS), 1 variante como provavelmente patogénica e 3 variantes germinativas
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como patogénicas. Pelos bancos de dados gnomAD e AbraOM, 7 variantes possuem uma
frequéncia maior 5%.

Na classificacdo realizada pelos programas de predicdo in silico houve discordancia
entre os programas, o que ja era de certa forma esperado, dado que cada ferramenta
computacional utiliza critérios para analise diferentes. Porém obseva-se, para algumas
variantes, como no caso da variante germinativa c.1036C>T no gene CHEK2, que houve 100%
de concordancia nas predi¢cdes de patogenicidade (9 ferramentas utilizadas). De maneira
similar, na variante germinativa ¢.1312G>T também no gene CHEK2 houve 77,7% de
concordancia (7 de 9 ferramentas utilizadas).

Apds uma analise detalhada de cada uma das 55 variantes identificadas, novos filtros
foram aplicados. Foram excluidas: 1) variantes com frequéncia populacional maior que 5% (7
delas) baseando-se nas definicdes da ACMG que considera essa frequéncia uma evidéncia
sélida o suficiente para classificar a variante como benigna; 2) variantes reportadas como
sendo benignas (classe 1) ou provavelmente benignas (classe 2) por todos os depositantes
do ClinVar (24 delas); 3) variantes classificadas como benignas (classe 1) e provavelmente
benignas (classe 2) pela classificacido ACMG (gerada pelo Varsome) e descritas no ClinVar
como “NR (ndo relatadas)” ou “dados conflitantes” sendo que a maioria conflitantes entre
classes 1 e 2 (3 delas).

No total, 21 variantes foram selecionadas para serem confirmadas por uma segunda

metodologia (sequenciamento por Sanger).

1.18 Confirmagdo das variantes selecionadas pelo Método de Sanger

Para cada uma das 21 variantes selecionadas foram desenhados primers especificos
para que elas fossem validadas por uma segunda metodologia (sequenciamento
convencional - Sanger). Cinco variantes ndo foram confirmadas e, portanto, excluidas: a
varinte ¢.185G>C no gene BARD, a variante c.1396delA no gene NBN, a variante c.3440deA
no gene BRIP1, a variante c.715G>A no gene CHEK?2 e a variante c¢.102T>G no gene MRE11A.
As 16 variantes restantes foram confirmadas pelo sequenciamento bi-direcional. O
fluxograma abaixo (Figura 7) detalha as informacdes dos filtros aplicados para exclusdo de

variantes germinativas geradas pelo painel génico.
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Sequenciamento de 14 genes de alto e moderado risco para CMOH através de um painel génico em 52 mulheres com histéria pessoal e
familiar de CMOH & negativas para variantes germinativas nos genes BRCA1 & BRCA2

]

Total de variantes germinativas identificadas
N=458 variantes germinativas

Excluidas variantes com cobertura menor 50, intrénicas distantes mais
que Sph aos éxons e em regides ndo codificantes (UTR) e variantes
sindnimas

N= 403 variantes germinativas

Avaliacdo da frequéncia populacional nos bancos gnomAD e ABraOM
N=55 variantes germinativas

Excluidas variantes com frequéncia superior a 5%
N=7 variantes germinativas

Avaliagdo das variantes em bancos de dados doenca-especifica, programas de predicdo in siliico e pelos critérios ACMG (Varsome)
N=48 variantes germinativas

Excluidas variantes reportadas como sendo benignas (classe 1) ou
pravavelmente benignas (classe 2) por todos os depasitantes do banco ||
de dados Clinvar

N= 24 variantes germinativas

Excluidas variantes classificadas como henignas (classe 1) e provavelmente
benignas (classe 2) pela classificagdo ACMG e descritas no ClinVar como NR
| (N30 relatadas) ou dados conflitantes sendo que a maioria das classes sendo
classes 1e 2 pelos depositantes

N= 3 variantes germinativas

Excluidas variantes ndo confirmadas por Sanger
N= 5 variantes germinativas

Variantes selecionadas
N= 16 variantes germinativas

Figura 7- Resultados Painel — Fluxograma dos filtros para exclusao das variantes germinativas

identificadas.

1.19 Variantes germinativas patogénicas e do tipo VUS do painel génico

Das 16 variantes resultantes do painel, duas foram consideradas classe 5 (patogénicas)
pelo ACMG (Varsome) e classe 4 (provavelmente patogénicas) pelo ClinVar, consideradas
portanto variantes germinativas patogénicas e gerando uma frequéncia de mutacao (das 52
mulheres) de 3,8% (2 mulheres- ver tabela 11). Destas, uma do tipo “INDEL”e uma “SNV em
sitio de splicing”: ¢.1147delC no gene MUTYH (em heterozigose), e ¢.315-2A>G no gene

MRE11A respectivamente.
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Foram consideradas VUS todas aquelas classificadas pelo ClinVar (por todos os
depositantes) ou pela ACMG como classe 3, sendo encontradas 13 variantes em 11 mulheres
(25%). A tabela 11 contém todas as informagOes das 16 variantes germinativas resultantes
do painel génico e que foram selecionadas apds a aplicacdo de todos os filtros. Cabe
destacar, que analisando isoladamente cada ferramenta computacional, observa-se que o
programa de predi¢cdao in silico CADD, classificou 10 (dentre as 16) variantes como
supostamente danosas com valores iguais ou maiores que 15. Duas variantes foram
classificadas como classe C65 (danosa) pelo AlignGVGD e uma variante classificada como
danosa pelo REVEL. Cabe destacar, que para algumas variantes ndo houve concordancia
entre as ferramentas utilizadas, porque nem todas as ferramentas analisam todos os genes
do painel (exemplo AlignGVGD), e, mesmo aquelas que, em teoria, analisam o gene, para
algumas variantes especificas ndo ha predicao.

Cabe destacar que a variante ¢.1010T>C no gene PALB2 também foi selecionada e
confirmada por sanger por ter se encaixado nos critérios descritos anteriormente pois
mesmo sendo classificada como classe 2 pela ACMG, foi descrita no ClinVar como dados
conflitantes (classes 1, 2 e 3) porém ndo sendo a maioria classes 1 e 2. Desta forma, mesmo
com suposta benignidade, por se enquadrar em nossos critérios, foi confirmada neste

estudo por sanger.



Tabela 11 - Descrigao das 16 variantes do painel Génico ION Torrent

Identificagdo da variante

Classificagdo de patogenicidade (classes 1 a 5)

Frequéncia Pop

Variante Germinativa

ACMBG e bancos de Dados doenga-especifico

Frequéncia em %

PredigGes in silico

Simulagdes Computacionais de patogenicidade
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Gene FC cDNA Proteina ACMG Eidensias ulEnes ClinVar HGMD | ABraoM gnomap | A8V pantHer  H-S: SIFT  PolyPhen Mut.Tast PROVEAN CADD  REVEL
ACMG Mutagado GD Finder
ATM 85  c.1810C>T  p.Pro60dser vUS BP1 Missense bc (da;)ses 12 patog 1% 0% o AfetaS. TOd'E'a Pg:;" Danosa Neutra 243 0.415
ATM 133  c4709T>C  p.\Vall570Ala | Prov.Benig BP1, BP6 Missense D.C(classes 2-3)  VUS 0% 0% o SA T°J‘:'a Benigna  Polimor.  Neutra 867 0152
ATM 1046 ¢.9086G>A  p.Gly3029Asp 'S PM1, BP1 Missense VUS NR NR 0% C65 AfetaS. Danosa  Benigna Danosa Neutra 15.8 0.230
BRIP1 306 c.316C>T p.Argl06Cys Prov. Benig  BP1, BP4 Missense VUs NR NR 0% Benigna Afeta S. Toclizra Benigna Polimor. Neutra 225 0.067
CHEK2 1095 ¢.1036C>T p.Arg346Cys VUS PM2, PP3 Missense VUS NR NR 0% C65 Prov. Dan  AfetaS. Danosa Prov. Dan Danosa Deletéria 88 0.780
CHEK2 1209 ¢.1312G>T p.Asp438Tyr VUS PM2, PP3 Missense D.C (classes 2-3) Vus NR 0% C25 P;::' AfetaS. Danosa Prov.Dan  Danosa Deletéria 33 0.337
A PVS1, PP3, .
MRE11A 1209 ¢.315-2A>G Patogénica PPS SpliceAcceptor Prov. Patog NR NR NR Sem pred NR Afeta S.
MRE11A 133 c.482A>G p.Lys161Arg VUS BP1 Missense VUsS NR NR 1% co Prov. Dan  AfetaS. Todlt:ra Benigna Danosa Neutra 12.8 0.342
PVS1,
MUTYH 974 c.1147delC p.Ala385fs Patogénica PM2, Frameshift Prov. Patog Patog NR 0% NR Afeta S.
PP3,PP5
MUTYH 755  ¢.1267C>T p.Arg423Cys VUsS NR Missense D.C (classes 2-3) Patog NR 0% NR Danosa Prov. Dan  Polimor. Neutra 22.9 0.615
. BP1, BP4, . . Tolera . ’ -
PALB2 85 c.1001A>G p.Tyr334Cys Prov. Benig BPG Missense VUS NR NR 0% co Benigna Afeta S. da Benigna Polimor. Deletéria 0.06 0.014
PALB2 A, ¢.1010T>C p.Leu337Ser Prov. Benig EIPAL AP Missense D.C (classes 1-2- VUus 1% 1% co Pr0\_/. Afeta S. Tolera Benigna Polimor. Neutra 5.27 0.041
1325 BP6 3) Benig da
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RAD50 869 c.1397A>C p.GIn466Pro VUS BP1 Missense NR NR NR 0% C25 Prov. Dan S.A Danosa  Benigna Danosa Neutra 19.6 0.131
RADS50 274 c.281T>C p.lle9aThr vUs BP1 Missense vUs NR NR 0% 25 Benigna SA Totjzra Benigna  Danosa  Deletéria 209  0.153
PM1, . Tolera .
RAD51C 640  ¢.1009G>T p.Val337Leu VUsS PM2. PP3 Missense NR NR NR NR . NR S.A da Benigna Danosa Neutra 22.5 0.190
. . Prov. Tolera . .
RAD51C 598  c.244C>T p.His82Tyr VUS PM2, BP4 Missense VUS NR NR NR . Benig S.A da Benigna Polimor. Neutra 4.63 0.033

Prov. Benig : Provavelmete Benigno / VUS: variante de significado clinico desconhecido / D.C: Dados Conflitantes /Prov. Dan: Provavelmente
Danosa / Afeta S.: Afeta Slicing / Sem pred: Sem predicdo / S.A: Sem alteracdo / Polimor: Polimorfismo / Patog: Patogénica / Prov. Pat:
Provavelmente Patogénica / Possi. Dan: Possivelmente Danosa./ PVS1: Variante nula (nonsense, desvio de quadro, canénico +/- 1 ou 2 locais
de jungao, cédon de iniciagdo, dele¢do simples ou multi-exon) em um gene onde a perda de fun¢do (LOF) é um mecanismo conhecido da
doenca. / PM1: Localizado em um “hot spot mutacional” e, ou uma localizagdo critica e bem estabelecida como sendo no dominio funcional. /
PM2: Ausente nos controles (ou com frequéncia extremamente baixa se recessivo) ou frequéncia baixa nos bancos de dados disponiveis. / PP3:
Evidéncias computacionais suportam um efeito deletério sobre o gene ou produto génico (conservagao, evolugdo, impacto de splicing, etc). /
PP5: Fonte confidvel recentemente relata variante como patogénica, mas a evidéncia n3ao estd disponivel para realizar uma avaliacao
independente. / BP1: Para genes nos quais variantes truncadas sdo o Unico mecanismo conhecido de patogenicidade e variantes missense
podem ser consideradas evidéncias de apoio para um impacto benigno. / BP4: Evidéncias computacionais sugerem nenhum impacto no gene
ou produto do gene (conservacdo, impacto evolutivo, splicing, etc) BP6: Fonte confidvel recentemente relata a variante como benigna, mas a
evidéncia ndo esta disponivel para realizar uma avaliacdo independente.
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1.20 Caracteriza¢ao das pacientes com as 16 variantes germinativas selecionadas
No “heatmap” (figura 8) pode-se observar as pacientes que possuem as 16 variantes
identificadas no painel génico, como também a histdria pessoal de cancer, a idade ao

diagndstico e o tipo da variante germinativa encontrada.

FC133
FC233
FC274
FC289
FC306
FC598
FC640
FC755
FC779
FC825
FC869
FC974
FC1095
FC1176
FC1209
FC1325
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ATM
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=
= ¥

. FC1046

BRIP1

.. RADSIC
. . MUTYH
- - CHEK2
»:’V ‘4 Tumor diagnosticado
... - . . .- Idade ao diagnéstico

Tipo de variante: Tumor diagnosticado: Idade ao diagnéstico:

B Missense . Céncer de mama s30anos

B Frameshift [ Céancer de ovario 31-45anos
Splice acceptor [l Melanoma B 246anos

Figura 8 - Caracteriza¢do das pacientes com as 16 variantes germinativas selecionadas

Em relacdo a historia pessoal de cancer das probandas, a idade ao digndstico mais
tardia foi da FC 1209, aos 58 anos. Observa-se na figura acima (Figura 8), trés pacientes com
diagnodstico de cancer antes dos 30 anos, 5 pacientes com diagndstico de cancer entre 31 e
45 anos e 6 pacientes com diagndstico de cancer acima de 45 anos. Duas pacientes, FC 306
(presenca da variante no gene BRIP1, c.316C>T) e FC 869 (presenca da variante no gene
RAD50 c.1397A>C), tiveram dois tumores primarios: melanoma e mama, e mama e ovario
respectivamente. As FCs com as variantes: germinativa patogénicas (tipo Frameshift: FC 974
variante em heterozigose no gene MUTYH c.1147delC, p.Ala385fs e do tipo “Splice
Acceptor”: FC 1209 variante no gene MRE11A, c.315-2A>G) tiveram tumores de mama

unilateral.
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1.21 Variantes selecionadas para realizagdo da segregacao Familiar pela classificacao

ACMG

As diretrizes do Colégio Americano de Genética Médica e Gendmica (ACMG),
Associacdo de Patologia Molecular (AMP) e Colégio Americano de Patologia (CAP) avaliam
diversos fatores associados as variantes: frequéncia populacional, predicdes in silico, dados
funcionais, dados de segregacdo, localizagdo, entre outros; gerando uma classificagao final
entre 5 classes (1-benigna, 2-provavelmente benigna, 3-VUS, 4-provavelmente patogénica e
5-patogénica), ja utilizadas mundialmente.

A escolha das variantes para a etapa de segregacdo foi baseada na analise detalhada
das evidéncias dadas pela classificacdo da ACMG e pelo banco de dados doenca-especifico
ClinVar dentre aquelas classificadas como VUS (que ainda ndo possuem um consenso de sua
patogenicidade). Apenas 5 familias puderam comparecer no periodo do estudo junto aos
seus familiares (duas variantes em uma mesma mulher: 6 variantes) para se realizar a analise
de segregacao familiar. A variante c.4709C>T no gene ATM (classe 2 pela ACMG e dados
conflitantes pelo ClinVar) foi incluida na andlise de segregacao por estar presente na mesma
paciente (FC 133) que ja havia sido selecionada por outra variante no gene MRE11A,
portanto investigamos duas variantes em uma mesma familia. Na tabela 12 encontram-se as
descri¢Bes das 6 variantes germinativas das 5 familias participantes do estudo de segregacao

familiar.

Tabela 12 - Variantes selecionadas para segregac¢ao familiar

Tipo de Clinical Insigt Critérios- Classificacao do
Gene FC cDNA Proteina
Mutagao ACMG evidéncias ACMG Clinvar
RAD51C 640 Missense ¢.1009G>T  p.Val337Leu VUS PM1, PM2, PP3 NR
CHEK2 1095 Missense ¢.1036C>T  p.Arg346Cys VUS PM2, PP3 VUusS
BRIP1 306 Missense  ¢.316C>T p.Argl06Cys *Prova Benig BP1, BP4 VUS
ATM 133  Missense ¢.4709T>C  p.Vall570Ala *Prova Benig BP1, BP6 *Dados Confli (cl 2-3)
MRE11A 133 Missense c.482A>G p.Lys161Arg VUS BP1 VUusS
ATM 1046 Missense ¢.9086G>A p.Gly3029Asp VUS PM1, BP1 VUS

*Prov Benig: Benigna *Dados Confli (cl 2-3): Dados Conflitantes classes 2 e 3
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Na tabela 13 encontram-se as descri¢des detalhadas dos cddigos das evidéncias
descritas acima das 6 variantes selecionadas para segregacdo. Verifica-se que as evidéncias
de benignidade destas variantes foram todas classificadas como suporte e nenhuma
apresentou evidéncia moderada, forte ou muito forte de benignidade. Sendo, portanto,
critérios menos influentes de benignidade, sendo eles relacionados: i) como o espectro da
variante (BP1), ii) relacionados aos programas de predicdo in silico (BP4), e iii) relacionados a
uma fonte confidvel que relatou benignidade mas ainda ndo esta disponivel (BP6). Portanto,

ainda ndo existem evidéncias claras em relagdo a benignidade destas variantes.

Tabela 13 - Critérios ACMG- Descricdio dos codigos das evidéncias das 6 variantes

selecionadas para segregacao

Critério ACMG de Critério ACMG de
patogenicidade benignidade
Evidéncia muito forte - -
Evidéncia forte - -
Evidéncia moderada PM1, PM2 -
Evidéncia suporte PP2, PP3 BP1, BP4, BP6

Evidéncia moderada de patogenicidade: Critério relacionado a localizagao da variante:

PM1: Localizado em um “hot spot mutacional” e / ou uma localizacdo critica e bem
estabelecida como sendo no dominio funcional. Critério relacionado a frequéncia da
variante: PM2: Ausente nos controles (ou com frequéncia extremamente baixa se recessivo)

ou frequéncia baixa nos bancos de dados disponiveis ./Evidéncia de apoio de

patogenicidade: Critério relacionado as predicdes in silico: PP3: Evidéncias computacionais

suportam um efeito deletério sobre o gene ou produto génico (conserva¢do, evolucdo,

impacto de splicing, etc). /Evidéncia de apoio do impacto benigno: Critério relacionado ao

espectro da variante BP1: Para genes nos quais variantes truncadas sdao o Unico mecanismo
conhecido de patogenicidade e variantes missense podem ser consideradas evidéncias de

apoio para um impacto benigno. Critério relacionado as predigoes in silico: BP4: Evidéncias
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computacionais sugerem nenhum impacto no gene ou produto do gene (conservacdo,
impacto evolutivo, splicing, etc) BP6: Critério relacionado a uma fonte confiavel: Fonte
confidvel recentemente relata a variante como benigna, mas a evidéncia ndo estda disponivel

para realizar uma avaliagao independente.

Os familiares das cinco pacientes foram convidados a participar do estudo e agendados
no Departamento de Oncogenética, ressaltando-se que todos os familiares interessados em
participar do estudo foram convidados e ndo foi estipulado um numero limite de
participantes (familiares com e sem cancer de todas as idades). Desta maneira, tivemos uma
familia (da FC 133) na qual ndo foi possivel investigar um familiar com cancer, visto que
todos os familiares que se propuseram a participar do estudo (cinco) sdao individuos sem
histéria de cancer (ver heredograma n25- figura 19 ). Adicionalmente, as 5 pacientes
participantes do estudo ja receberam o resultado da pesquisa em consulta com o médico
geneticista. Os familiares foram recepcionados também em consulta com o médico
geneticista e no futuro serdo acompanhados pelo departamento de Oncogenética do HCB.

6.6.1 Resultados - Segregac¢ao Familiar

Na tabela 14 observa-se a descrigcdao dos familiares inseridos no estudo de segregacao
das variantes de significado clinico desconhecido (VUS). Os familiares que possuem a
variante foram chamados de portadores e aqueles que ndo possuem a variante testada
foram chamados de ndo portadores. Ressaltamos a dificuldade de testar individuos com
cancer pelas préprias condicdes de saude do individuo e dificuldade de viajar longas

distancias.

Tabela 14 - Familiares inseridos no estudo de segregacao Familiar

Segregacao
Individuos sem cancer Individuos com cancer
Portador n2 / Ndo Portador n2 / Ndo
ID-FC VUsS Familiares n2 Total
portador n2 portador n2
c.1009G>T
FC 640 10 5 4 0 1

(RAD51C)
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c.9086G>A
FC 1046 7 1 5 0 1
(ATM)
c.1036C>T
FC 1095 5 2 2 0 1
(CHEK2)
c.316C>T
FC 306 3 0 2 1 0
(BRIP1)
c.482A>G
FC 133 5 2 3 0 0
(MRE11A)
c.4709T>C
FC 133 5 2 3 0 0
(ATM)

1.21.1.1 Segregacao FC 640 — variante c.1009G>T no gene RAD51C
A figura 9 demonstra a localiza¢do da variante de significado clinico desconhecido (VUS) no
gene RAD51, selecionada para realizagdo da segregacdo familiar.

FC640

Céncer de mama, 49 anos
p.V337L

0 100 200 300 376 aa

RAD51C

Rad51: Rad51 Domain (Esse dominio "faz ligagdo" com o RAD51, ja que o RAD51C é um pardalogo do RAD51)

Figura 9 - Localizacdo da variante p. V337L (c.1009G>T) do gene RAD51C

Na familia da FC 640 foram testados 10 familiares, sendo que apenas um deles (irma)
apresentava histérico de cancer (cancer de mama, diagnosticado aos 53 anos) (Figura 10). O
resultado demostra uma provavel auséncia de associacdo da variante estudada com os casos
de cancer, ou seja, neste contexto familiar, com apenas um familiar com cancer testado, a
variante ¢.1009G>T no gene RAD51C ndao demostra estar segregada com a histéria familiar
de cancer nesta familia. Observamos o resultado de ndo-associacdo pelos irmdos (2) e irmas
(3) testados. Dentre os 5 irmdos, 3 irmdos sem cancer foram positivos para a presenca
variante e com idades superiores (60, 65 e 68 anos) a da irm3 testada negativa para a

variante que teve cancer de mama aos 53 anos (hoje tem 61 anos). Pode-se observar



60

também que a variante germinativa esta segregando nas geracdes, e que dos trés filhos
testados da FC 640 as duas filhas mulheres possuem a mesma variante da made. O

detalhamento da histéria da familia encontra-se no heredograma n21 (Figura 10).
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HEREDOGRAMA N2 1: FC640
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WT, 29 yrs WT, 24 yrs
LEGEND
M Breas! cancer
Mut: Mutated
WT: wild-type

Eg = relatives tested

HEREDOGRAMA FC 640 / Mut: mutado/ Wild-Type: tipo selvagem, sem mutacéo

Segregacdo Familiar da variante germinativa de Significado Clinico Desconhecido (VUS) c.1009G>T (p.Val337Leu) no gene RAD51C

Breast cancer, 43 yrs

Breast cancer, 45 yrs

Figura 10 - Heredograma FC 640
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1.21.1.2  Segregagao FC 1046 — variante c.9086G>A no gene ATM

A figura 11 demonstra a localizacdo da variante de significado clinico desconhecido

(VUS) c.9086G>A no gene ATM selecionada para realizacao da segregac¢ao familiar.

FC1046
Cancer de mama, 37 anos
p.G3029D

BN ED

0 500 1000 1500 2000 2500 3056 aa

ATM

0

TAN: Telomere-length maintenance and DNA damage repair / FAN: Protein Family FAMG60A / PI3:

phosphatidylinositol 3-kinase/ Pl4: phosphatidylinositol 4-kinase
Figura 11 - Localizagdo da variante p.G3029D (c.9086G>A) do gene ATM

Na familia da FC 1046 foram testados 7 familiares, sendo que apenas um deles (irma)
apresentava histérico de cancer (cancer de mama aos 47 anos) (Figura 12). A variante
€.9086G>A no gene ATM nao demostra estar segregada com a histéria familiar de cancer
nesta familia. Essa interpretacdo deriva da andlise do resultado dos irmaos testados. Dentre
os 5 irmaos e irmas, 4 tiveram resultado negativo para a variante, incluindo a Unica irma que
teve cancer(ndo podemos descartar a possibilidade desta irma ser uma fenocdpia). Além
disso, uma das irmas testada é positiva para a presenca da variante e aos 61 anos nao tem
nenhum histérico de cancer. Os dois filhos da paciente ndao possuem a variante germinativa
no gene ATM. O detalhamento da histéria da familia encontra-se no heredograma n22

(Figura 12).
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HEREDOGRAMA N2 2: FC 1046
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Segregacao Familiar da variante germinativa de Significado Clinico Desconhecido (VUS) ¢.9086G>A (p.Gly3029Asp) no gene ATM

ey

Figura 12 - Heredograma n22 - FC 1046
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1.21.1.3 Segregacao FC 1095 - variante c.1036C>T no gene CHEK2

A figura 13 demonstra a localizacdo da variante de significado clinico desconhecido
(VUS) c.1036C>T no gene CHEK2 selecionada para realizagdo da segregacao familiar.

5
FC1095
Céncer de mama, 43 anos

p.R346C

0 100 200 300 400 500 543 aa

CHEKZ2

FHA: Fumarylacetoacetate hydrolase C-terminal domain / Pkinase: Protein kinase domain

Figura 13. Localizacdo da variante p.R346C (c.1036C>T) do gene CHEK2

Na familia da FC 1095 foram testados 5 familiares e o resultado da segregacdo nao
demostrou associacdo com a presenca da variante e os casos de cancer neste contexto
familiar. Apesar de apenas um familiar com cancer testado (que também pode ser uma
fenocopia presente na familia), os dados de segregacdao sugerem que a variante c.1036C>T
no gene CHEK2 nao esteja segregando c