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RESUMO

Andlise de delecdo/ duplicacdo nos genes BRCAL1 e BRCA2 em pacientes de Goias-
Brasil com suspeita da Sindrome do Cancer de Mama e Ovario Hereditario

Goveia R.M.%: Silva P.F.F.1; Teixeira T. B.2; Gamba B.F.%; Lima, A. P.1; Freitas-Junior, R.2;
Silveira-Lacerda E.P.1

!Laboratério de Genética Molecular e Citogenética, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de
Goias. Departamento de Mastologia, Hospital das Clinicas, Universidade Federal de Goias.

RESUMO

Introducado: O cancer de mama € o segundo tipo de cancer mais freqtiente no mundo, e
0 mais comum entre as mulheres, apenas 5% a 10% sao hereditarios e metade deles sédo
causados pela sindrome do cancer de mama e ovario hereditario (HBOC), causada por
variacfes nos genes BRCAL e BRCAZ2. Objetivos: O presente estudo teve como objetivo
identificar a prevaléncia de delecbes e duplicagbes nos genes BRCA1l e BRCA2 em
pacientes com cancer de mama no estado de Goias, Brasil. Materiais e métodos:
Avaliamos 46 pacientes com cancer de mama que atenderam aos critérios do National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) para pesquisa da sindrome HBOC. Foi coletada
uma amostra de sangue de 4 ml para extracdo de DNA usando kit comercial e a técnica
MLPA (Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification) foi realizada usando os kits
SALSA MLPA P002 BRCA1l e SALSA MLPA P045 BRCA2 / CHECK2. Resultados e
discussao: A maioria dos pacientes era do sexo feminino (97.83%) e a idade média dos
pacientes era de 37,52 anos. Neste grupo 43.47% dos pacientes possuiam idade inferior
a 35 anos no momento do diagndstico sendo que 35% destes foram diagnosticados com
tumores triplo negativo. O subtipo molecular mais comum foi o luminal A (46.2%) seguido
de tumores triplo negativos (28.20%). Nenhum paciente foi encontrado com rearranjos no
gene BRCA1. No gene BRCA2, um paciente (2,12%) apresentou um resultado falso
positivo para a delecdo em heterozigoze do éxon 27, fato que pode ter sido ocasionado
pela presenca de uma pequena alteracdo na regido de ligacdo da sonda. Concluséo:
Este foi o primeiro estudo realizado para analise de grandes delecdes e duplicacdes em
pacientes da regido centro-oeste do Brasil. Podemos concluir que a frequéncia de
grandes delecdes e duplicacdes nos genes BRCAL1 e BRCA2 na populacdo goiana é
baixa.

Palavras-Chave: BRCA1; BRCA2; cancer de mama hereditario; MLPA.

Agradecimentos: LGMC, CORA e CAPES.
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ABSTRACT

Analysis of large deletions and duplications in the BRCA1 and BRCA2 genes in
patients from Goias-Brazil with suspected Breast Cancer and Hereditary Ovarian
Syndrome
Goveia R.M.1; Silva P.F.F.:; Teixeira T. B.?; Gamba B.F.%; Lima, A. P.1; Freitas-Junior, R.2;
Silveira-Lacerda E.P.!

!Laboratério de Genética Molecular e Citogenética, Instituto de Ciéncias Biolgicas, Universidade Federal de
Goias. Departamento de Mastologia, Hospital das Clinicas, Universidade Federal de Goias.

ABSTRACT

Introduction: Breast cancer is the second most common cancer in the world, and the
most common among women, only 5% to 10% are hereditary and half of them are caused
by hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) , caused by variations in the BRCA1 and
BRCA2 genes. Objectives: The present study aimed to identify the prevalence of
deletions and duplications in BRCAL1 and BRCA2 genes in breast cancer patients in Goias,
Brazil. Materials and methods: We evaluated 46 breast cancer patients who met National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) criteria for HBOC syndrome screening. A 4 ml
blood sample was collected for DNA extraction using commercial kit and the MLPA
(Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification) technique was performed using the
SALSA MLPA P002 BRCAL1 and SALSA MLPA P045 BRCA2 / CHECK?2 kits. Results and
discussion: The majority of the patients were female (97.83%) and the mean age of the
patients was 37.52 years. In this group, 43.47% of the patients were younger than 35
years at the time of diagnosis and 35% of them were diagnosed with triple negative
tumors. The most common molecular subtype was luminal A (46.2%) followed by triple
negative tumors (28.20%). No patient was found with rearrangements in BRCAL. In the
BRCAZ2 gene, one patient (2.12%) presented a false positive result for the heterozygous
deletion of exon 27, which may have been caused by the presence of a small change in
the probe binding region. Conclusion: This was the first study performed to analyze large
deletions and duplications in patients from the central-western region of Brazil. We can
conclude that the frequency of large deletions and duplications in the BRCA1 and BRCA2
genes in the Goian population is low.

Keywords: BRCAL,; BRCAZ; hereditary breast cancer, MLPA.

Acknowledgments: LGMC, CORA and CAPES.
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1 INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais do cancer

A cada ano surgem cerca de oito milhdes de novos casos de cancer no mundo e
segundo previsdbes da OMS (Organizacdo Mundial de Saude) em 2030 cerca de 22
milhdes de pessoas serdo diagnosticadas com a doenga e cerca de 13 milhdes irdo a
Obito em decorréncia da mesma, sendo atualmente a segunda maior causa de mortes em
todo o mundo, perdendo apenas para as doencas cardiovasculares. Para o Brasil, no
periodo entre 2018 e 2019 a previsao € de que sejam diagnosticados seicentos mil novos
casos de cancer em cada ano (INCA, 2018).

O termo céancer foi utilizado pela primeira vez por Hipdcrates, fazendo uma
comparacao entre o crescimento infiltrante dos tumores e a forma que as pernas dos
caranguejos se fixam na areia. Os canceres de uma forma geral vém trazendo danos a
salde humana a milénios e apesar da origem antiga da doenca sua incidéncia sé vem
aumentando com o decorrer do tempo (TEIXEIRA & FONSECA, 2007; CHENE et.
al.,2016).

Reconhecido pela primeira vez como uma patologia de carater local apenas no
século XVIII o cancer ndo € s6 uma doenca, mas um conjunto de mais de cem doencas
gue possuem caracteristicas clinicas e patoldgicas distintas tendo como ponto em comum
o fato de se originarem a partir de uma célula mutada que possui crescimento
desordenado e auténomo (LI et al., 2007; IARC, 2011; PELTOMAKI, 2012).

As células tumorais ndo sao bem diferenciadas e especializadas, sendo assim, ndo
conseguem realizar as fungcbes que deveriam Ihes pertencer, invadem o tecido normal e
levam o mesmo a perda de funcdo. Além disso as células mesmas podem ainda “migrar”
para outras regides do corpo, gerando metastases, as responsaveis sdo uma
subpopulacdo de células, que estdo presentes no interior das massas neoplasicas,
denominadas células tronco tumorais, que sao cada vez mais mutadas e agressivas
guando comparadas com as células tumorais “mae” que deu origem ao tumor (Figura 1)
(LI et al., 2007; IARC, 2011; PELTOMAKI, 2012; SAMPIERI & FODDE, 2012; AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2013; TEIXEIRA & FONSECA, 2007; INCA, 2017).
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Figura 1 Representacdo esquemética do surgimento e progressao tumoral. (Fonte: proprio autor, adaptado de Robbins
& Cotran, Bases Patolégicas das doencas, p.289; Cooper & Hausman, A célula: Uma abordagem molecular, p.627).

As células tronco possuem como caracteristicas principais a sua capacidade de
auto renovacdo e diferenciacdo, sendo as responsaveis por manter a integridade dos
diferentes tecidos. As células que dao origem a massa tumoral sdo denominadas como
células tronco tumorais, pois compartilham caracteristicas semelhantes as encontradas
nas células tronco comuns. Estas células possuem alta expressdao de CD44 e sao
responsaveis pela anutencdo e crescimento da massa tumoral (OLIVEIRA et al., 2010;
CARIAT & PURUSHOTHAM, 2008; ABRAHAM et al., 2005; PHILLIPS et al., 2006).

Atualmente sabemos que todo cancer € uma doenca genética, porém € importante
salientar que o fato de ser uma doenca genética ndo o torna obrigatoriamente uma
doenca hereditaria. A maioria dos tumores ocorre devido a mutacdes somaticas, ou seja,
que foram adquiridas durante a vida devido a fatores ambientais e ndo podem ser
passadas para a prole.

Apenas uma pequena parcela, de aproximadamente 10% de todos os tumores, se
deve a mutacdes germinativas e, apenas nestes casos, um cancer surgira devido a
fatores exclusivamente genéticos e nesta condi¢cdo poderé ser transmitida para a prole,

sendo que comumente todas as geracdes aparecem afetadas (JORDE et al., 2000).




1.2. O cancer de mama

Os tumores da mama sdo o segundo tipo de cancer mais incidente no mundo,
perdendo apenas para o cancer de pele ndo melanoma, e sdo 0s mais comuns na
populacdo feminina. Respondem a 25% dos casos de cancer neste grupo sendo o maior
responsavel por mortes de mulheres em todas as faixas etarias no mundo. Segundo as
previsdes da American Cancer Society para 2018, foi estimado o surgimento de 268000
novos casos de cancer de mama no mundo e 41400 6bitos em decorréncia do mesmo
(INCA, 2018; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).

Antes dos 35 anos a incidéncia do cancer de mama € relativamente rara, sendo
gue os indices aumentam rapidamente a partir dos 40 anos de idade. Diferente de outras
doencas e até mesmo de outros tipos de cancer, o cancer de mama tem aumentado a sua
incidéncia tanto em paises desenvolvidos como em paises em desenvolvimento, sendo
gue o maior numero de casos ocorre em paises desenvolvidos. Em 2012, Europa e
América do Norte somaram juntas, 43% de todos os novos de cancer de mama
diagnosticados no mundo (INCA, 2016).

No Brasil, excluindo-se o cancer de pele ndo melanoma, o cancer de mama é
também o que mais afeta mulheres e o principal responsavel por mortes femininas no
pais. O Brasil abriga 50% de todos os casos de cancer de mama da América Latina,
sendo estimados para o biénio 2018-2019 o surgimento de 59.700 novos casos de cancer
de mama (INCA, 2018).

O cancer de mama, quando diagnosticado precocemente possui elevada chance
de cura, e esse diagndstico precoce se da principalmente por meio da mamografia. O
Ministério da saude recomenda ainda a realizacdo anual do exame de mamografia para
mulheres entre 40 e 74 anos de idade, sendo que em caso de mamas densas é
recomendada a realizacéo de ultrassonagrafia em conjunto. A partir dos 75 anos 0s riscos
de desenvolvimento de danos celulares devido aos exames provavelmente superam 0s
beneficios do rastreamento (URBAN et al., 2017).

Mulheres de familias que possuem sindromes hereditarias que predispde,m o
cancer de mama devem iniciar o rastreio anual com mamografia a partir dos 30 anos e 0

rastreio anual com ressonancia magnética a partir dos 25 anos (URBAN et al., 2017).

1.3. Classificagdo histologica e molecular dos tumores da mama
O cancer de mama € uma doenca heterogénea sendo que diferentes subtipos de

tumores apresentam caracteristicas clinicas distintas (LI et al., 2005; INCA, 2016).




De acordo com o0s aspectos histoldgicos, os tumores da mama podem ser divididos
em 20 diferentes subtipos, sédo eles: Carcinoma invasivo de tipo ndo especial, Carcinoma
lobular invasivo, Carcinoma tubular, Carcinoma cribriforme, Carcinoma com
caracteristicas medulares, Carcinoma metaplasico, Carcinoma com diferenciacao
apoécrina, Carcinoma adenoide cistico, Carcinoma mucoepidermoide, Carcinoma
polimorfo, Carcinoma mucinoso e carcinoma com células em anel de sinete, Carcinoma
com caracteristicas neuroenddcrinas, Carcinoma papilifero invasivo, Carcinoma
micropapilifero invasivo, Carcinoma secretor, Carcinoma oncocitico, Carcinoma sebéaceo,
Carcinoma rico em lipideos, Carcinoma de células claras rico em glicogénio e Carcinoma
de células acinares. Destes o0 subtipo mais frequente € o carcinoma invasivo de tipo nao
especial, ou, carcinoma ductal invasivo, sendo responsavel por aproximadamente 80% de
todos os casos de cancer de mama. Além desses existe uma condigdo, relativamente
rara, que responde a cerca de 0,5% de todos os tumores mamarios malignos, conhecida
como doenca de Paget da mama que € caracterizada por um tumor que acomete as
aréolas e mamilos. (Li et al, 2003; Li et al, 2005; GEYER, 2013; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE MASTOLOGIA, 2016; INCA, 2016).

O cancer de mama pode ser classificado ainda em diferentes subtipos de acordo
com as caracteristicas moleculares dos tumores, sendo que cada subtipo possui
tratamento e progndstico distintos, sendo hoje esta caracterizacdo essencial no momento
do diagndstico do paciente (POLIAK, 2007; RIVENBARK et al., 2013).

Classicamente, os carcinomas de mama sao categorizados molecularmente em
guatro subtipos (Figura 2) (PEROU et al., 2000; CHEANG et al, 2009; CIRQUEIRA et al,
2011; GEYER, 2013):

e Luminal A: o tumor possui aumento de expresséo dos receptores de
estrogénio e/ou progesterona sem aumento da presenca de
receptores HER2 (receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico
humano) e com indice Ki67 menor que 14%.

e Luminal B: o tumor possui aumento de expressédo dos receptores de
estrogénio e/ou progesterona sem aumento da presenca de
receptores HER2 e com indice Ki67 maior que 14% ou quando o
tumor possui aumento de expressao de receptores de estrogénio,
progesterona e HER2 positivos.

e Superexpressao de HER2: o tumor apresenta aumento de expressao
dos receptores de HER2 sem a presenca de aumento de expressao

dos receptores de estrogénio ou progesterona.




e Triplo negativo: o tumor ndo possui aumento de expressdo de

receptores hormonais.
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Figura 2 Caracteristicas imunohistoquimicas dos diferentes subtipos moleculares de carcinomas de mama. (Fonte:
préprio autor, adaptado de: https://pt.slideshare.net/FonteMD/aula-mastologia-mama-patologia-molecular)

A expressao génica € o método padrdo ouro para a caracterizacdo molecular dos
tumores, todavia a mesma também pode ser realizada com resultados satisfatorios por
meio da imuno-histoquimica, técnica colorimétrica, que consiste na utlizacdo de
anticorpos monoclonais marcados com substancias cromdgenas (CIRQUEIRA et al,
2011).

A classificagdo molecular dos tumores é de grande importancia, servindo como
marcador prognostico e auxiliando na escolha terapéutica. Os pacientes com tumores
com alta expressdo de receptores de estrogénio sdo os que apresentam o melhor
progndstico, com melhores taxas de sobrevida e boa resposta ao tratamento hormonal.
Os tumores com aumento da expresséo de receptores de estrogénio e progestorona sao
chamados de luminais devido ao fato desses receptores serem comumente encontrados
nas células luminais do tecido mamario saudavel (CLARK et al.,, 2010; PEROU et al.,
2010; SORLIE et al., 2003).



https://pt.slideshare.net/FonteMD/aula-mastologia-mama-patologia-molecular

Os tumores luminais sdo o subtipo molecular mais comum de carcinomas
mamarios, respondem bem ao tratamento com antraciclinas e se beneficiam do
tratamento com tamoxifeno, que age no tecido mamario como um antagonista do
estrogénio (PAYNE et al., 2008; ANVISA, 2015).

Os tumores com aumento da expressdo de HER2 possuem alta atividade mitética
em comparacao com 0s tumores luminais e possuem mau prognostico, sendo que estes
pacientes apresentam menor sobrevida livre da doenca. O HER2 é um proto-oncogene
relacionado com o fator de crescimento epidérmico humano e responde bem ao
tratamento com tratuzumabe, um farmaco que age se ligando seletivamente aos
receptores de HER2 das células (GOLDHIRSCH et al., 2005; HANBY, 2005; ANVISA, ano
?).

Os tumores triplo negativos, também chamados de basais, possuem mau
prognadstico e sao o subtipo mais agressivo de carcinoma mamario, sendo que este grupo
possui expressdo de marcadores moleculares semelhantes aqueles observados nas
células mamarias saudaveis (TURNE & REIS-FILHO, 2006; RAKHA et al., 2007; THIKE et
al., 2010).

1.4. O céancer de mama masculino

O céancer de mama também acomete homens, todavia, esta € uma condicéo
extremente rara, sendo responsavel por apenas 1% de todos os canceres masculinos e
estdo comumente relacionadas a mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2 sendo que
mutacdes em BRCA2 sdo responsaveis por 10% de chances de um homem portador
desenvolver cancer de mama em algum momento da vida. Este risco é extremamente
elevado em comparacdo com o0s riscos da populacdo masculina em geral para o
desenvolvimento deste tipo de cancer. Os estudos sobre o cancer de mama masculino
ainda sdo escassos, e o diagnostico e tratamentos ainda séo realizados baseados em
estudos com cancer de mama feminino (TAlI & PARMIGIANI, 2007; CASTRO & EELES,
2012; SIEGEL et al., 2012; RIZZOLO et al., 2013; KOTE-JARAI et al., 2011;).

1.5. Sindromes relacionadas com cancer de mama hereditario

Como mencionado anteriormente apenas cerca de 10% de todas as neoplasias
ocorrem por fatores exclusivamente hereditarios, devido a mutacbes germinativas, e,
normalmente, estas podem estar relacionas a sindromes multicanceres. Normalmente
estas mutacdes sdo autossdmicas dominantes e possuem alta penetrancia, ou seja, o
individuo portador da mutagéo possui 50% de chances de passar a condi¢do para a prole

além de possuir um risco extremamente elevado em comparacdo com 0O risco da
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populacdo em geral para o desenvolvimento de certos tipos de neoplasias (Figura 3)
(ALVARENGA et al., 2003; DANTAS et al., 2009).

Geralmente familias que possuem membros afetados por sindromes de canceres
hereditarios possuem diversos individuos que desenvolveram o mesmo ou diferentes
tipos de neoplasias associadas a uma sindrome, varias geracdes apresentando individuos
gue desenvolveram neoplasias associadas, individuos que foram diagnosticados com a
doenca em uma idade muito inferior a aquela em que normalmente o0s casos sao
registrados na populacdo em geral além de casos de individuos que desenvolveram duas
ou mais neoplasias malignas ao longo da vida (Figura 3) (ALVARENGA et al., 2003;
DANTAS et al., 2009).

Casos de cdncer de mama Pais afetados
possuem 50%de
[ . chance de ter
prole afetada
Esporadico

B Hereditario .
90%

Normalmente todas as geragbes aparecem afetadas

Figura 3 Perfil de distribuicdo do cancer de mama esporadico e hereditario e do heredograma de pacientes com
mutagdo autossdémica dominante (Fonte: proprio autor).

Atualmente varias sindromes foram descritas podendo levar os individuos afetados
a um maior risco de desenvolver cancer de mama ao longo da vida, sendo as que
merecem maior destaque a sindrome de Li-Fraumeni, a sindrome de Cowden, a sindrome
de Peutz-jegher e a sindrome de Muir-Torre, além da sindrome do Cancer de Mama e
Ovério Hereditario, responséavel por 50% dos casos de cancer de mama hereditario e que
devido a sua grande importancia neste contexto sera descrita com maiores detalhes em
um tépico individual (RUISANCHEZ et al., 2000; DEVITA et al., 2001; ALVARENGA et al.,
2003; DANTAS et al., 2009).

A sindrome de Cowden €é ocasionada devido a variacbes génicas no gene PTEN
(gene fosfatase e homodlogo de angiotensina), localizado em 10g22-23, este € um gene
supressor tumoral, sendo assim, quando o mesmo sofre alguma mutacdo que leva a
perda de funcdo, perde sua capacidade protetora, 0 que ocasiona um acumulo de
mutacBes de modo rapido que podem vir a ocasionar o aparecimento de tumores. E

estimado que uma a cada 200000 pessoas sejam portadoras da sindrome. Os individuos




afetados apresentam caracteristicas fenotipicas variadas e que podem ser encontradas
em individuos ndo afetados. Descoberta em 1960, em uma paciente de 20 anos que
apresentava doenca ulcerativa grave da mama e nédulos em diversas partes do corpo, a
sindrome de Cowden leva os individuos afetados a uma predisposi¢cdo de apresentarem
além do cancer de mama, cancer de endométrio, cancer de tireoide, Carcinoma de
células renais e Cancer de colon (LLOYD & DENNIS, 1963; LIAW et al., 1997; MESTER &
ENG, 2012; HEANEY et. al., 2016).

A sindrome de Li-Fraumeni ocorre devido a mutagdes germinativas no gene TP53
(gene supressor de tumor TP53), localizado no brago curto do cromossomo 17 (17p). Sua
prevaléncia é estimada em 1-9 pessoas afetadas a cada 100000 individuos. Assim como
PTEN, o gene TP53 € um supressor de tumor e aparece mutado na grande maioria dos
tumores esporadicos. No caso dos canceres esporadicos o individuo tem ambos os alelos
do gene TP53 inativados devido a eventos aleatérios, enquanto que individuos portadores
da sindrome de Li-Fraumeni ja& nascem com um dos alelos inativos, que devido ao
fendbmeno da haplo-insuficiéncia, acarreta em perda de funcéo do gene e a predisposicéo
ao surgimento de neoplasias. A sindrome de Li-Fraumeni leva os individuos afetados a
apresentarem uma maior incidéncia de tumores em todas as partes do corpo, com
destaque para os canceres de mama, sarcomas e leucemias (LEVINE et. al., 1991;
COTRAN et. al.,, 2000; SNAW, 1996; EVANS & LOZONO, 1997; MALKIN, 2011;
BOUAOUN et. al., 2016).

A sindrome de Peutz-jegher, ou sindrome da polipose hereditéria intestinal, € uma
doenca rara que acomete cerca de um a cada 30000 individuos. E ocasionada devido a
mutacBes germinativas no gene SKT11 (serina / treonina quinase 11), localizado em
19p13.3, que age como supressor tumoral. E caracterizada, principalmente, pela
presenca de multiplos pdlipos intestinais que comecam a aparecer ainda na infancia.
Individuos afetados tem alta chance de desenvolver tumores malignos em idade jovem,
principalmente tumores gastrointestinais, com destaque para os carcinomas de coélon,
devido aos milhares de pélipos que afetam o érgdo e podem evoluir com malignidade.
Além dos tumores gastrointestinais a sindrome também é responsavel por ocasionar
carcinomas de mama, pancreas, ovarios e testiculos (HEMMINKI et. al., 1998;
GIARDELLO et. al., 2000; SOKMEN et. al., 2003; LOPES et. al., 2004).

A sindrome de Muir-Torre € uma variante da sindrome de Lynch, e esta
relacionada com mutacdes nos genes supressores tumorais MLH1 (Human MutL
Homolog 1) e MSH2 (Human MutS Homolog 2), sendo autossémica dominante e de

penetrancia variavel, geralmente acomete individuos em idade adulta, entre os 30-50
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anos. A sindrome tem prevaléncia desconhecida e é caracterizada pelo aparecimento de
tumores sebaceos em conjunto com polipos adenomatosos do colon, podendo aparecer,
ainda, outros carcinomas internos, como tumores do trato urogenital, carcinoma de mama
e leucemias, sendo que normalmente estes tumores possuem baixa malignidade
(ANDERSON, 1980; SCHWARTZ & TORRE, 1995; SOMOANO et. al., 2005; GUERE et.
al., 2009).

1.6. Funcao dos genes BRCA1 e BRCA2
Os genes BRCA1l (Breast Cancer 1) e BRCA2 (Breast Cancer 2) foram
descobertos na década de 90 e sdo, atualmente, reconhecidos como essenciais para a

manutencao da estabilidade genémica (figura 4).
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17p12 13341
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17423 13922
17924 13431
13532
17925 13335
13954

Figt;ra 4 Localizagdo dos genes BRCA1 no cromossomo 17 e BRCA2 no cromossomo 13. (Fonte: Adaptado de NCBI,
ano).

O gene BRCA 1 foi descoberto primeiramente, em 1991, em um estudo de ligacéo
no qual foi observado uma alta frequéncia de muta¢des no braco longo do cromossomo
17 em mulheres jovens com cancer de mama. O gene € longo, possuindo 24 éxons com
81190 pb (pares de bases), esta localizado em 17921 (Figura 5) e possui uma extensao
completa de 193689 pb. Este gene é responsavel pela expressdo de uma proteina de
mesmo nome com 1863 aminoacidos, que se associa com outras proteinas supressoras
tumorais formando um complexo denominado complexo de sobrevivéncia gendémica
associado a BRCA1 (NAROD et al., 1991; NCBI, 2018).
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Figura 5 Representagéo esquematica do gene BRCA 1 (Fonte: Adaptado de Fackenthal & Olopade, 2007).

Os sitios de interacdo entre BRCAL e demais proteinas, como por exemplo, ATM
(Ataxia telangiectasia mutated), MDC1 (Mediator of DNA damage checkpoint proteinl) e
RAD51 (RAD51 recombinase) sao altamente conservados e fundamentais para a
manutencao do pleno funcionamento do processo de recombinacdo homéloga, sendo que
frequentemente mutacdes deletérias no gene sédo identificadas nestas regiées (ROY et al.,
2011; HUEN et al., 2010; WANG et al., 2005; STUCKI et al., 2005).

A proteina BRCA1 é supressora tumoral, atuando principalmente na recombinacao
homoéloga, ou seja, correcdo de quebras de dupla fita do DNA, processo no qual uma
croméatide irma pode ser utilizada para a formacéo de uma nova fita idéntica sem perca de
material. Quando ocorre o dano ao DNA, ATM fosforila yH2AX (Histona H2AX) que age
em conjunto com MDC1l no recrutamento de BRCAl1 e RAD51 que, em conjunto,
executam o processo de recombinacdo homéloga (FIGURA 7) (ROY et al., 2011; HUEN
et al., 2010; WANG et al., 2005; STUCKI et al., 2005).

O gene BRCA 2 foi descoberto em 1995, em um estudo que analisava a incidéncia
de cancer de mama em familias islandesas. O gene possui 27 éxons com 91103 pb e
esta localizado em 13912 (Figura 6) e codifica uma proteina de mesmo nhome que possui
3418 aminoéacidos (WOOSTER et al., 1995; MOYNAHAN et al. 2001; ROY et al. 2011;
YOSHIDA e MIKI 2004).

BRCA2
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Figura 6 Representagéo esquematica do gene BRCA 2 (Fonte: Adaptado de Fackenthal & Olopade, 2007).

A proteina BRCA2 tem papel fundamental para a manutencédo da integridade do

DNA uma vez que possui a capacidade de regular RDA51. Sabe-se que BRCA2 age
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recrutando RAD51 para a regido de dano do DNA e promovendo a formagédo de
filamentos de DNA de cadeia simples que buscam por regides de homologia, entretanto o
mecanismo preciso pelo qual BRCA2 induz a recombinacdo homologa mediada por
RADS51 ainda ndo é bem elucidado (Figura 7) (HABBER, 2003; SAN FILIPPO & KLEIN,
2008; SCHLACHER et al., 2012; KIM et. al., 2012).
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The roles of BRCA1 and BRCAZ2 in DNA repair

Expert Reviews in Molecular Medicine ©@2001 Cambridge University Press

Figura 7 Representacdo esquematica da acao dos genes BRCAL e BRCA2 no reparode DNA. Fonte: Expert Reviews in
Molecular Medicine (2001).

1.7. Mutacdes em BRCA1 e BRCA2

A populacdo que demonstra maior risco para o desenvolvimento da sindrome
HBOC ¢é a judaica Ashkenazi, originalmente pertencente a Alemanha, e espalhada por
todo o mundo durante o decorrer da segunda guerra mundial, representando atualmente
cerca de 80% de toda a populagéo judaica, sendo que 20% destes possuem variantes
génicas patogénicas nos genes BRCA1 e BRCA2. As principais variantes encontradas
nessas populacdes sdo as 185delAG e 5266dupC em BRCA1 e 617delT em BRCAZ2
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(RUBINSTEIN, 2004; ODDOUX et al.,, 1996; TONIM et al, 1996; STRUEWING et al.,
1997).

Diversos estudos mostram uma ampla gama de variantes genéticas existentes nas
diferentes populacdes sendo que geralmente as variantes genéticas aparecem isoladas e
exclusivas de determinadas familias ou individuos. Na tabela 1 & possivel observar a
variacdo de frequéncia da presenca de variantes génicas nos genes BRCA1 e BRCA2
encontrada por diferentes estudos realizados mundialmente.

Existem paises onde apresentam variantes com o chamado efeito fundador, que
aparecem em grande numero para individuos de determinadas etnias ou regifes
geograficas, tornando de grande importancia o rastreio dessas variantes para todas as
pacientes com cancer de mama das localidades onde este fendmeno foi observado
(NAROD & SALMENA, 2011; OSSA & TORRES, 2016).

Um exemplo é a variante c¢.156_157insAlu no éxon 3 do gene BRCA2 que
apresenta efeito fundador para a populacdo portuguesa, sendo que a variante é
responsavel por cerca de 58% dos casos da sindrome HBOC no pais (PEIXOTO et al.,
2010.
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Mutados (%)

Mutagdes BRCA2

Tabela 1. Variacdo de frequéncia da presenca de variantes génicas nos genes BRCA1 e BRCA2 encontrada por diferentes estudos realizados no mundo.
Mutagdes BRCA1L

Autor Pais N Critérios de Teste utilizado
inclusao
Cancer de €.3018 _3021delTTCA e -
POLSLER et. al., Austria 238 mama ou cancer Sequenciamento de 30 c.4183C>T*
2015 de ovario Sanger e MLPA
Mulheres com c.34C>T, ¢.131G>T, -
EL SAGHIR et. al., Libano 250 cancer de mama Sequenciamento e 5,6 c.485_486delTG, c.2158G>T,
2015 jovens ou com MLPA €.2410_2411del,
histéria familiar ¢.5030_5033del *
Mulheres jovens €.211dupA, c.5266dupC e €.1313dupT c.7654dupT
RIAHI et al., 2015 Tunisia 48 com cancer de Sequenciamento 25 €.1504_1508delTTAAA
mama ou ovario
Mulheres com del 1-3 * €.658_659del *
JANAVICIUS et al., Lituania 753 cancer de mama Sequenciamento e 4,2
2014 ou ovario ndo MLPA
selecionadas ou
mulheres com
historia familiar
Mulheres com Dup 1-2, del 1-13, del 1-24 €.156_157insAlu
FACHAL et al., 2014 Espanha 651 cancer de mama Sequenciamento, 0,61
com suspeita SNP array e MLPA
hereditaria sem
mutacgdes
pontuais
Individuos com €.66_68delAG, ¢.5123C > A, €.9026_9030delATCAT,
DE JUAN et al., Espanha 1763 histéria pessoal Sequenciamento e 17,55 c.1961delA, €.3264insT e ¢.8978_8991del14
2013 ou familiar MLPA €.3770_3771delAG, ¢.5152+5G
suspeita para > A e c.68_69delAG
sindrome HBOC
Mulheres Negras €.303T>G, ¢.1623dupG, €.1310_1313delAAGA,
ZHANG et al., 2012 Nigeria e EUA 356 com cancer de Genotipagem e 1,77 €.4122_4123delTG, €.2402_2412delll e
mama Sequenciamento €.5324T>G, ¢.4240dupC, €.8817_8820delGAAA
€.815_824dupl0, c.191G>A,
€.1504_1508delTTAAA e
€.3268C>T
Mulheres com c.181 T>G, c.212G > A, c.582G > A,
FRANCIES et al., Africa do Sul 108 cancer de mama Sequenciamento e 12,9 c.3593 T>A, c.1155G > A, c.5771_5774delTTCA,
2015 pré-menopausa MLPA €.1953_1954insA, del 1-2 €.5213 5216delCTTA,
ou tumor triplo €.7934delG, c.7934delG,
negativo c.8754+1G>A,
€.9097_9098insA
Pacientes com Del 19, del 22, del 23, del 1-24, Del 14, del 1-27, ¢.2339C>G
APESSOS et. al., Grécia 898 cancer de mama Sequenciamento de 12,9 c.181T>G,
nao Sanger e MLPA €.3700_3704delGTAAA,
c.5212G>A, ¢.5251C>T,

2017

selecionadas

€.5266dupC, c.5467G>A
Del 3-5

Familias com

13



PALANCA et al,
2008

Espanha 18
familias

suspeita de
cancer de mama
hereditario

Andlise de haploétipo
para mutacéo Del 3-5

20

MONTAGNA et al,
2003

Italia 300

Pacientes com
cancer de mama
ou ovario ndo
selecionados

MLPA

40

HOGERVORST et al,
2003

Paises Baixos 121
familias

Pacientes com
cancer de mama
ou ovario ndo
selecionados

MLPA (BRCAL1)

36

Del 8, del 20-22, dup 13, dup
21-23, trip 17-19

RUDNICKA et al,
2013

Polbnia 200

Pacientes com
histéria familiar
de céancer de
mama ou ovario
sem presenga
de mutacbes
fundadoras

MLPA

3,8

Del 13-19, del 7, del 22

THOMASSEN, 2006

Suécia 617

mulheres com
histéria familiar
de cancer de
mama ou ovario
sem mutagOes
pontuais

MLPA

3.8

Del 13-15, del 3-16,

LAHTI-DOMENICI,
2001

Finlandia 149

Pacientes com
alto risco para
cancer de mama
ou ovario

PCR, Teste de
Proteina Truncada

MOISAN, 2006

Canada 154

Pacientes com
alto risco para
cancer de mama
ou ovario

MLPA
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Em estudo recente de Ossa & Torres (2016) na Ameérica Latina foram verificadas
mutacdes com aparente efeito fundador no México, Colémbia e Brasil. No México a
principal mutacdo encontrada é a dele¢do dos éxons 9-12 do gene BRCA1, na Coldémbia
as principais mutacdes encontradas foram c.3450del4, c.A1708E no gene BRCAL e
c.3034del4 no gene BRCA2. No Brasil foi observado provavel efeito fundador das
mutacdes ¢.5382insC no gene BRCAL e ¢.156_157insAlu no éxon 3 do gene BRCA2

Nos estudos de perfil mutacional realizados na América do Sul é possivel observar
uma discrepancia entre a principal mutagcdo encontrada no Brasil e as mutacbes
encontradas na América Latina, haja visto que a mutacdo predominante Brasileira € a
mutacdo c¢.5266dupC localizada no éxon 20 do gene BRCAL, que representa
aproximadamente 57% de todas as mutagcdes em BRCAL1/2 de pacientes brasileiros,
nunca foi descrita para outras populagbes latino-americanas estudadas. A mesma
mutacdo foi encontrada em estudos de populacdes russas, holandesas, francesas entre
outras e nunca foi descrita em populac¢des portuguesas (HAMEL et al., 2011; PALMERO
et al., 2009; GOMES et al., 2006; VILLARREAL-GARZA et al., 2015; HERNANDEZ et al.,
2014; RODRIGUEZ et al., 2012; MACHADO et al., 2007).

Na tabela 2 é possivel observar a variacdo de frequéncia da presenca de variantes
génicas nos genes BRCA1 e BRCAZ2 encontrada por diferentes estudos brasileiros.

O perfil das mutagbes em BRCAL1 e BRCAZ2 varia tanto de um pais para o outro
guanto de uma regido para outra do mesmo pais e até mesmo em diferentes etnias, ou
seja, mesmo que a populacdo brasileira seja formada por uma miscigenacdo entre
europeus, africanos e indigenas, a propor¢cdo de componentes genéticos de cada regiao
pode diferir, levando a importancia do estudo do perfil dessas mutacbes em todo o pais.
Atualmente sdo poucos os dados existentes para 0 nosso pais, ja tendo sido realizadas
poucas analises, apenas para as regides sul, sudeste e nordeste, e essa dificuldade se
deve em grande parte pela dificuldade do acesso dos pacientes aos testes genéticos, que
ndo sao oferecidos pelo sistema Unico de salde (SUS) e que s6 em 2013 passou a ser
oferecido por planos de saude que abrangem apenas uma pequena parcela da populacao
(OSSA & TORRES, 2016; ALEMAR et. al., 2016).
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Tabela 2 Variacdo de frequéncia da presenca de variantes génicas nos genes BRCA1 e BRCA2 encontrada por diferentes estudos realizados no Brasil.

Autor Populagao N Critérios de Teste utilizado Mutados (%) Mutagdes BRCA1 Mutacdes BRCA2
inclusao
EWALD, 2008 Mulheres com -
Rio de Janeiro e Rio 90 cancer de mama MLPA (BRCA1) 7,8 Dup 2, dup 10, dup 22,
Grande do Sul ou ovério de del 19, del 9-19, del 11
suspeita
hereditaria
MAlSTRO, 2016 Mulheres com Del 1-2, del 5-7, €.1963_1963delC,
Norte, Sul, Sudeste e 100 cancer de ovario Sequenciamento e 19 €.3331_3334delCAAG, ¢.5576_5579delTTAA
Nordeste com histéria MLPA ¢.5266dupC,
familiar de cancer €.961 962delTG,
de mama ou ovario c.4484G>T
EWALD et al, Mulheres com ¢.156_157insAlu
Sul, Sudeste e 145 cancer de mama MLPA e Nested PCR 34 Del 9-17, del 16-17
2016 Nordeste de suspeita
hereditaria
FERNANDES, Mulheres com -
Sé&o Paulo 287 cancer de mama PCR multiplex e - Dup 24, del 16-17
2015 com histéria MLPA
pessoal ou familiar
de suspeita
hereditaria
OLIVEIRA et al, _ _ -
Minas Gerais 18 Mulheres com MLPA (BRCA1) €.3119G> A,
2015 cancer de mama Sequenciamento 77.77% €.5263_5264insC
ou ovério de éxon 11 (BRCA1) (Patogénicas)
suspeita Andlise de Fuséo de
hereditaria alta resolucéo.
ANTONIO et al, Mulheres que
Rio Grande do Sul 94 preenchem os PCR 0 - -
2016 critérios para a

sindrome HBOC
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1.8. Sindrome da predisposicédo hereditaria ao cancer de mama e ovario (HBOC)

A sindrome da predisposicdo hereditaria ao cancer de mama e ovario € a principal
sindrome hereditaria relacionada ao cancer de mama. A sindrome é ocasionada devido a
mutagcdes nos genes supressores tumorais BRCAL1 e BRCA2, sendo que cerca de 50%
dos casos de cancer de mama hereditario sdo atribuidos a muta¢des nestes genes bem
como 15% de todos os canceres de ovario independente de histéria familiar da doenca.
Em comparacdo com mulheres ndo afetadas, aguelas que nasceram com mutacdes
germinativas nos genes BRCA1/2 tem uma chance aumentada em até 60% de
desenvolverem cancer de mama ao longo da vida (CHEN et al, 2006; 2007; MARTIN et al,
2001; LINDOR et al., 2008).

As variacfes génicas em BRCA1l e BRCA2 que levam a sindrome HBOC tem
carater autossdbmico dominante, ou seja, existe 50% de chances da condi¢céo ser passada
para a prole, bastando um alelo mutado para os individuos terem a predisposi¢do para o
surgimento dos tumores relacionados a sindrome, como por exemplo, cancer de préstata,
pancreas, vesicula biliar, gastrico, cabeca e pescoco e melanoma além dos canceres de
mama e ovario. Além disso, BRCA1 e BRCA2 sdo genes de alta penetrancia,
aumentando as chances dos individuos afetados desenvolverem um céncer ao longo da
vida (ALLAIN et al, 2008; GOLDBERG & BORGEN, 2006).

E de extrema importancia que seja realizada a identificacdo de mulheres
portadoras de mutacées em BRCALl e BRCA2 para a realizacdo do aconselhamento
genético adequado a fim de informados sobre o risco de possuirem uma mutacédo e
estratégias de profilaxia e vigilancia para toda a familia (HERNANDEZ et al, 2014;
WEITZEL et al, 2013; WOOD et al, 2014).

Apesar da sindrome HBOC ter sido descoberta no final da década de oitenta e ja
se saber a importancia do aconselhamento genético para esses pacientes a grande
maioria da populacdo mundial ndo procura o servigo devido a fatores socioeconémicos e
até mesmo a falta de conhecimento sobre a existéncia do mesmo (LEVY et al, 2011;
CRAGUN et al, 2015; BURSTEIN et al, 2013).

No ano de 2013 quando a atriz Angelina Jolie tornou publico que era portadora de
uma mutacdo no gene BRCA1, que sua mae teve cancer de ovario, sua tia materna
faleceu devido a um carcinoma de mama e que devido a esses fatores optou pela
realizacdo da mastectomia bilateral profilatica, a atencdo dada ao caso pela midia trouxe
uma maior aten¢ao nao so de profissionais da saude, mas também da populagéo no geral
para a sindrome HBOC e os servi¢cos de oncogenética (LEVY et al, 2011; CRAGUN et al,
2015; BURSTEIN et al, 2013).
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Existem alguns critérios que definem quando deve existir a suspeita de que um

paciente possui a sindrome do cancer de mama e ovario hereditario. Segundo o NCCN

(National Comprehensive Cancer Network) os critérios para investigar se um paciente

possui a Sindrome HBOC s&o:

a.
b.

Diagnéstico de cancer de mama em idade < 45 anos.
Diagnostico de cancer de mama em idade < 50 anos e mais um dos seguintes
critérios:

l. Um segundo tumor primario da mama.

Il. Um familiar de com cancer de mama, ovario, préstata ou pancreas.

II. Paciente com historia familiar limitada.
Diagnostico de cancer de mama em idade < 60 anos se cancer de mama triplo
negativo.
Diagnéstico de cancer de mama em qualquer idade e mais um dos seguintes:

l. = 1 familiar com cancer de mama feminino em idade < 50 anos

Il. = 1 familiar com cancer de mama masculino em qualquer idade

[I. = 1 familiar com cancer de ovario em qualquer idade

V. = 2 familiares do mesmo lado da familia com cancer de mama em

qgualquer idade
V. = 2 familiares do mesmo lado da familia com cancer de pancreas ou
préstata

Mulheres com diagnéstico atual ou prévio de cancer de ovario em qualquer
idade e independente da histéria familiar.
Pacientes com cancer de pancreas e = 2 familiares do mesmo lado da familia
com cancer de mama e/ou ovario e/ou pancreas ou prostata.
Pacientes com cancer de préstata e = 2 familiares do mesmo lado da familia
com cancer de mama e/ou ovario e/ou pancreas ou prostata.
Pacientes de origem judaica Ashkenazi.
Pacientes maiores de 18 anos, diagnosticados ou ndo com cancer,
independente do sexo, quando houver mutagéo deletéria em BRCAL ou BRCA2

conhecida em familiar de 1°, 2° e 3° graus.

Quando as pacientes atendem um ou mais critérios de risco é necessario que as

mesmas sejam acompanhadas por um oncogeneticista e a realizacdo de exames

moleculares para confirmacao do diagnostico.

O padrdo ouro para diagnoéstico da sindrome HBOC é a realizacdo do painel

genético por NGS (sequenciamento de nova geracao) que consiga realizar a analise de
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todos os éxons dos genes BRCAL e BRCA2 e em caso de resultados negativos deve ser
realizado o MPLA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) (ANS, 2015;
HERMAN et al., 2012).

Os exames ndo devem ser considerados negativos quando pedidos de forma
separada, pois um complementa o outro. O sequenciamento consegue fazer a analise de
pequenas delecdes ou insercdes, bem como verificar a ocorréncia de SNPs (polimorfismo
de nucleotideo Unico) na sequencia de DNA enquanto a técnica de MLPA consegue
detectar grandes duplicacdes e dele¢des, que sao ignoradas no sequenciamento.

Segundo o documento “ANEXO II: DIRETRIZES DE UTILIZACAO PARA
COBERTURA DE PROCEDIMENTOS NA SAUDE SUPLEMENTAR” da ANS (Agéncia
Nacional de Saude Suplementar) quando devido a algum fator n&o existir a possibilidade
de ser realizado um painel genético por NGS deve ser oferecido ao paciente o
sequenciamento de Sanger, sendo que, exceto em casos de histérico de cancer de mama
masculino e cancer de pancreas, que sao mais relacionados com o gene BRCA2, o
primeiro gene sequenciado deve ser o BRCAL e em caso de resultado negativo, partir
para a analise de BRCA2 e vice-versa (ANS, 2015).

1.9. Estratégias de prevencado e tratamentos para individuos com a sindrome
HBOC

Atualmente com o reconhecimento da importancia da sindrome HBOC, houve o
surgimento de uma gama de possibilidades para portadoras que ndo desenvolveram a
doenca, como a quimioterapia profilatica, mastectomia e ooforectomia profilaticas.
(HODGSON et al, 2000; VENCKEN et al, 2011; LIU et al, 2014).

Foi ainda recentemente aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) o
primeiro medicamento direcionado para o tratamento do cancer de mama metastatico em
pacientes com variantes patogénicas nos genes BRCA1l ou BRCA2. O farmaco em
guestdo é o olaparib, pertencente a uma nova classe de farmacos, os inibidores da PARP
(polimerase de poli ADP-ribose) (FDA, 2018).

O olaparib age como competidor dos dominios de ligacdo da enzima PARP,
levando a uma inibicdo reversivel da mesma. A inibicio da PARP compromete o
funcionamento da via de reparo de danos ao DNA conhecida como BER (Base excison
repair). Em células saudaveis quando a via BER se encontra comprometida, a célula
realiza correcdo de danos ao DNA por meio da recombinacdo homdloga mediada por
BRCAl1 ou BRCA2, o que nao acontece em pacientes que possuem variantes

patogénicas nestes genes, levando as células a morte com o silenciamento de ambas as
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vias (FDA, 2018; BRYANT et al., 2005; FARMER, et al., 2005; DE LORENZO et al., 2013;
DIZDAR, et al., 2015).

1.10. MutacBes em BRCA 1 e BRCA 2 e aspectos toxicolégicos do tratamento de

pacientes com carcinoma ductal invasivo.

Quando funcionais, BRCA1 e BRCA2 agem como genes supressores tumorais,
sendo responsaveis pelo processo de recombinacdo homodloga, ou seja, correcao de
guebras de fita do DNA, sem ocasionar perda de material. Quando existem mutacdes
deletérias nos genes BRCAl1 ou BRCA2 as respectivas proteinas deixam de ser
funcionais, fator este que apesar de aumentar as chances de um céncer, também
aumenta a sensibilidade a quimioterapia antineoplasica realizada por farmacos que atuam
ocasionando danos ao DNA, como as antraciclinas, os taxois e as mostardas
nitrogenadas (POWELL et al., 2003; KENNEDY et al., 2004; WANG et al., 2000).

De acordo coom o Guia para Notificacdes de Eventos Adversos em Oncologia da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), € considerada uma reacdo adversa
“‘qualquer resposta a um farmaco que seja prejudicial, ndo intencional, e que ocorra nas
doses normalmente utilizadas em seres humanos para profilaxia, diagndstico e tratamento
de doencas, ou para a modificacdo de uma fungdo fisiologica” (ANVISA, 2011).

Byrski et al, 2012 sugeriram que mulheres com mutacfes em BRCA1 ou BRCA2
podem apresentar uma maior toxicidade em relacdo a quimioterapia, vindo a demonstrar
mais efeitos colaterais que aquelas mulheres que ndo carregam mutagcdes nNos presentes
genes. Estudos realizados por Huszno et al, 2013 foi observado ndo s6 que mulheres com
mutacbes em BRCA1l e BRCA2 ndo apresentavam um aumento significativo de
toxicidade relacionada ao tratamento, como também que mulheres que ndo carregavam
mutagdes sofriam significativamente mais com vOmitos e nauseas.

Atualmente com o avan¢o da medicina personalizada, a conduta médica vem se
tornando cada vez mais especifica e exclusiva para cada paciente melhorando seu
prognéstico e qualidade de vida e os exames de biologia molecular sdo de grande
importancia nesta area. No Brasil os servicos de oncogenética ainda sdo escassos e no
estado de Goias existe apenas um ambulatorio publico de oncogenética que atende
pacientes de toda a regido centro-oeste.

Quando se trata da sindrome HBOC, os exames genéticos para o diagndéstico sao
recomendados pelo NCCN para serem realizados pelo paciente. Devido ao alto custo dos

exames 0s mesmos nao sao oferecidos pela rede publica de saude.
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Diante da ndo existéncia de dados na literatura para o perfil de mutagdes nos
genes BRCA1 e BRCA2 para populacbes do centro-oeste do pais, este trabalho foi
desenvolvido para a busca do perfil das muta¢cées encontradas na nossa populacao e
verificar a existéncia de correlacdo entre a mutacdo e a resposta ao tratamento

guimioterapico assim como no auxilio na conduta médica.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar o perfil de variantes genéticas nos genes BRCAL1 e BRCA2 em pacientes
diagnosticados com cancer de mama que atendam aos critérios da NCCN para suspeita
da sindrome do cancer de mama e ovario hereditério no estado de Goids, na regiao

Centro-Oeste do Brasil.

2.2. Objetivos Especificos

e Investigar a prevaléncia de grandes delecdes e duplicacbes no gene BRCAL,
e Investigar a prevaléncia de grandes dele¢Ges e duplicagbes no gene BRCAZ2;

e Investigar a relacdo entre o alto risco para mutacdo nos genes BRCAL ou BRCA2 e

a sua relacdo com a toxicidade da quimioterapia;
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3 METODO(S)

3.1. Casuistica

O trabalho foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
sob o nimero do CAAE 50626315.6.0000.5078. (ANEXO 1).

Foram incluidos na pesquisa 46 pacientes atendidos no ambulatorio de mastologia
do Hospital das Clinicas/lUFG, sendo estes pacientes adultos com o diagndstico clinico
confirmado de cancer de mama que concordaram em participar da pesquisa assinando o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 2).

Os casos foram obtidos junto ao Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Goias HC/UFG atendidos pela equipe do Programa de Mastologia.

Foi coletada a historia familiar de cancer de cada paciente e a mesma foi
submetida ao teste de avalicdo de risco BRCAPRO (PARMIGIANI, 1998; BERRY, 2002).
A obtencdo das amostras bioldégicas dos participantes da pesquisa foi realizada
posteriormente a entrevista e assinatura do TCLE. As pacientes responderam a um
guestionario (ANEXO 3) e tiveram seus prontuarios analisados para aquisicdo de
informacdes a respeito da resposta toxicoldgica ao tratamento quimioterapico.

e Critérios de inclusdo: Foram incluidos na pesquisa pacientes com o
diagnéstico clinico de carcinoma de mama, maiores de 18 anos de ambos
0S sexos e que atenderam os critérios da NCCN para suspeita da Sindrome
do Cancer de Mama e Ovario Hereditério.

e Critérios de exclusdo: Foram excluidos todos pacientes que nao se

enquadram dentro dos diagndsticos e critérios de inclusao.

3.2. Obtencdao, Manipulacdo e Armazenamento das Amostras

No momento da consulta dos pacientes no Hospital das Clinicas da UFG foram
realizadas coletas Unicas de 4 mL de sangue venoso periférico, em tubos a vacuo BD
Vacutainer System® contendo anticoagulante EDTA. ApOs a coleta, todas as amostras
foram transferidas para caixas térmicas e encaminhadas ao Laboratorio de Genética

Molecular e Citogenética para realizacdo da extracdo de DNA e diagndstico molecular.

3.3. Extracédo de DNA
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Para extracdo de DNA foi utilizado o Kit de extragdo Pure Link (Invitrogen) e uma
aliquota de 200 uL de sangue total de cada paciente foi submetida a extragao de acordo
com o protocolo sugerido pelo proprio fabricante. Ao final do processo de extracdo, as
amostras de DNA dos pacientes foram acondicionadas em microtubos (eppendorf) de 1,5
mL, identificados e armazenados em freezer a -80°C, onde permaneceram até o momento
em que foram submetidos aos testes posteriores.

A integridade das amostras foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose
a 2,0% em tampéo TBE (Tris/ borato/ EDTA) em cuba de eletroforese (Thermo Scientific),
aplicando-se 5uL de DNA e 1uL de tampéo de amostra (azul de bromofenol a 0,25% e
glicerol a 30%). A separacdo eletroforética foi realizada a 100 V, por 40 minutos,
utilizando fonte (Eletrophoresis Power Supply EPS. 601, Amersharm Pharmacia Biotech).

A visualizacdo das bandas formadas foi realizada sob luz UV (ultra-violeta) apds
coloracdo do gel com brometo de etidio (0,5 mg mL?), utilizando um marcador molecular
de DNA de 100pb. A quantificacdo do DNA foi realizada no fluorimetro Nanodrop

(ThermoFisher) de acordo com as recomendacfes do proprio fabricante.

3.4. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification — MLPA

Para analise de rearranjos génicos foi utilizada a técnica de MLPA. Esta técnica
permite a utilizacdo de aproximadamente 50 sondas especificas para determinadas
regides do DNA, em simultdneo (SCHOUTEN, et al., 2002). Cada sonda é formada por
dois oligonucleotideos o que confere uma elevada especificidade a técnica. Na reacdo de
MLPA, ndo € a sequéncia de DNA alvo que € amplificada, mas sim as sondas de MLPA
gue com ela hibridizam (SCHOUTEN et al., 2002). Por eletroforese capilar € obtido um
eletroferograma referente ao nimero de sequéncias amplificadas para as diferentes
sondas utilizadas que quando comparado com o padrdo de picos obtido para uma
amostra controle, permite identificar alteragcdes do nimero de cépias do DNA gendmico
(SCHOUTEN et al., 2002; HOMIG-HOLZEL & SAVOLA, 2012).

Os kits utilizados neste estudo foram o SALSA MLPA P002 BRCAL que possui 38
sondas para o gene BRCA1 com produtos de amplificacdo entre 130 e 496 pb (anexo 5),
e 0 SALSA MLPA P045 BRCA2/CHEK2 que possui 40 sondas para todo o gene BRCA2
com produtos de amplificacédo entre 130 e 500 pb (anexo 6) (Mrc-Holland, Amsterda,
Holanda). Apesar do kit SALSA MLPA P045 BRCA2/CHEK2 apresentar uma sonda para
0 gene CHEK2, a empresa fornecedora do kit emite uma declaracdo de que existem
varios relatos da mutacao c¢.1100delC aparecendo presente em praticamente todas as

amostras. As mutacGes neste gene sdo extremamente raras, respondendo por apenas
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0,9% de todos os casos de cancer de mama hereditario. No nosso estudo aconteceu este
incidente, e segundo o fabricante a causa deste fendmeno néo € ainda conhecida (Mrc-
Holland, 2016). Desta forma, os resultados para o gene CHECK2 foram desconsiderados.

Foram utilizadas amostras de DNA em uma concentracdo de 100 ng. Para esta
metodologia foram seguidas as recomendac¢fes do préprio fabricante.

Os produtos da PCR (reacdo em cadeia da polimerase) foram analisados utilizando
0 equipamento ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), com filtros de
fluorescéncia especificos, seguindo o protocolo descrito paro a MRC-Holland. A analise
dos resultados foi realizada no software Coffalyser.Net.

3.7. Avaliacado da relacao entre o alto risco de mutacdo nos genes BRCAL e
BRCAZ2 e suarelacdo com a toxicidade da quimioterapia.

Os efeitos colaterais relatados pelas participantes da pesquisa e observados nos
prontuéarios foram contabilizados e apresentados por meio da porcentagem de ocorréncia.
As mesmas foram divididas em grupo com os genes BRCA1/2 provavelmente mutados e
grupo com os genes BRCAL1/2 provavelmente ndo mutados, de acordo com andlises
realizadas pelos modelos de predicdo PENN II, Myriade e indice de Manchester. Foi
utilizado o Software GraphPad Prisma para calculo do teste exato de Fisher, com intervalo
de confianca de 95% (IC). Todos os valores de p foram calculados usando o nivel de

significancia de p<0.05.
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4 RESULTADOS

4.1. Perfil dos pacientes participantes da pesquisa

Durante o periodo entre novembro de 2016 e novembro de 2017 a média de idade
dos pacientes participantes da pesquisa foi de 37,52 anos. O paciente mais jovem

possuia 24 anos no momento do diagnostico e o paciente mais velho 65 anos.

O total de vinte pacientes (43,47%) possuiam idade inferior a 35 anos no momento
do diagndstico, sendo que seis (35%) destes foram diagnosticados com tumores triplo
negativos. Um total de 42 pcientes (91,3%) foi diagnosticado com cancer de mama em
idade inferior a 40 anos. Dentre o total de pacientes, apenas um (2,17%) era do sexo

masculino (Tabela 3).

Todos os pacientes da pesquisa possuiam o diagndstico clinico de carcinoma
ductal invasivo, sendo que apenas um (2,17%) apresentou um segundo tumor do tipo
medular. Quanto a classificacdo molecular dos tumores, o mais frequentemente
observado na populacao foi o luminal A, presente em 46,2% dos pacientes, seguido do
triplo negativo, que foi observado em 28,20% dos pacientes. Os tumores com super
expressdo de HER2 e luminal B foram observados com a mesma frequéncia, em 12,8%

dos pacientes (Tabela 3).

Foram observados quatro perfis de histéria familiar, sendo que 45,65% dos
pacientes apresentaram historia familiar tanto de cancer de mama quanto de outros tipos
de cancer, 33% apresentam histéria familiar de cancer com auséncia de casos de cancer
de mama, 17,39% possuiam apenas a histéria pessoal de cancer na familia e 4,34%

apresentaram historia familiar apenas de cancer de mama (Tabela 3) (Figura 8).
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Tabela 3 Perfil dos pacientes participantes da pesquisa.

Sexo Masculino
Feminino
2,17% 97,83%
Idade <35 anos < 40 anos Média de idades
43,47% 91,3% 37,52 anos
Subtipo Luminal A Luminal B HER 2 + Triplo
molecular Negativo
46,2% 12,8% 12,8% 28,20%
Histéria familiar Ca. Mama e Ca. Sem Apenas Ca. Sem histéria
outros mama mama
45,65% 33% 4,34% 17,39%

Figura 8. Histéria familiar das pacientes: Pela analise dos heredogramas foram observados quatro perfis de histéria
familiar. A) Histéria familiar tanto de cancer de mama quanto de outros tipos de cancer (vermelho: cancer de mama,
marrom: cancer no figado, azul: cancer no intestino, verde: tumor maligno de origem desconhecida, cinza: cancer de
laringe). B) Historia familiar de cancer sem a presenca de casos de cancer de mama na familia (vermelho: cancer de
mama, azul: cancer de tiredide, verde: cancer de ovario, marrom: cancer de esbdfago, cinza: cancer de pulméo). C)
Apenas a histéria pessoal de cancer (vermelho: cancer de mama). D) Historia familiar apenas de casos de cancer de
mama (vermelho: cancer de mama, verde: nédulo benigno na mama).

De acordo com a Histéria familiar de cancer dos pacientes, foram observados, com
maior frequéncia, casos de cancer de mama, cancer de prostata, cancer de intestino,
cancer de estdbmago e cancer de pulméo. A historia familiar de cancer de mama foi
observada em 23 familias (50%), o cancer de prostata apareceu em 11 familias (23,91%),
o0 cancer de intestino em oito familias (17,43%) e os canceres de estbmago e pulmao
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apareceram, ambos, em sete familias (15,21%). Na tabela 4 é possivel observar todos os

tipos de cancer observados na historia familiar das pacientes e sua prevaléncia.

Tabela 4 Diferentes tipos de tumores malignos observados na histéria familiar dos pacientes participantes da pesquisa e

sua prevaléncia.

Tipo de céancer Familias (N) % Tipo de cancer Familias (N) %
Ovario 5 10.86 Pancreas 1 2.17
Prostata 11 23.91 Melanoma 2 4.39
Intestino 8 17.43 Estébmago 7 15.2

1
Tiredide 6 13.04 Esobfago 3 6.52
Pulméao 7 15.21 Pele 3 6.52
Basal 2 4.39  Utero 4 8.69
Garganta 4 8.69  Cérebro 1 2.17
Figado 6 13.04 Retinoblastoma 1 2.17
Leucemia 5 10.86 Cabeca e pescoco 1 2.17
Sarcoma 2 4.39 Mama 23 50
Limfoma 3 6.52  Origem 4 8.69

desconhecida

4.2. Multiplex Ligation Probe Amplification (MLPA).

Foi realizada a analise de MLPA para pesquisa de grandes delecdes ou

duplicacdes génicas em todos os éxons dos genes BRCA1 e BRCA2 sendo que nado

foram observadas alteraces em nenhum dos pacientes participantes da pesquisa.

Para o gene BRCAL todos os pacientes apresentaram um perfil semelhante na

andlise dos resultados de MLPA pelo software Coffalyzer.net (Figuras 9 e 10).
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Figura 9 Eletroferograma gerado pela andlise de MLPA no software CoffaLyzer.net demonstrando padréo de
picos para pacientes sem alteragcdes no gene BRCAL.
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Figura 10 Gréfico de caixas, gerado pelo software CoffaLyzer.net demonstrando resultado padrédo para pacientes sem
alteragdes no gene BRCAL.

Para o gene BRCAZ2 a andlise de uma paciente apresentou resultado falso positivo
para delecdo parcial do éxon 27 do gene, resultado ocasionado possivelmente pela
presenca de uma mutacéo pontual na regido de ligacdo da sonda de MLPA. A amostra foi
submetida a analise por outro lote do kit de MLPA para analises do gene BRCA2, para

validacdo do resultado, onde foi possivel confirmar que o resultado observado se tratava
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de um falso positivo (Figuras 11, 12, 13 e 14). Para os demais pacientes ndo foram
D05 PACIENTE 18 BRCA2

observadas alteracées no gene BRCA2 (Figuras 15 e 16).

~m B
m Wiz | epzzo ionzs
= L BISHES 102 4
(013900 4+ (LK) §HZHIHD [uee = ;
Laouazay Fnar m. - OEPSSY 0L b
£2-2580H8 ar @ - LEE9BE 190"} )
FIEA L] —-rar o - 019.4€0'281°50
£LIEm = B - 62206848160
STI¥OMA ke @ - LA9FRS'6aL-20
22O ok g ;
i i S - £0.909°2 4120
12 tvous e ° - 40669 $20°22
172%0u8 At 3 ] - 158678 42022
Y nne — -
0t «ﬂuu_mw:o e @ +{019pa0 | . : = 020126’ 2022
B1-2voNa 788, S ¥ , : ZEEGLA 10T
£ m SEQ LB IE0E L
AL-2vode vas Ly 98E0.8° IE0E L
:.Mwumﬂm HM 8 F50690'160°E b
) P
aLTvoug * o8 w o 223..8.:
e v &g 12258 1S0°E b
—p  zovowa oy 268150 120°C b
STVINT g _..-.. ..Mn 655 S0 180°E
PARAR i e 3 g ;
o 13y wmr W % Q 62800 1E0°C
ZLTvoue Faz m ° m 0ROE7H 1E0°E
bL2vous vz m c @ BEGZP0 IE0°E
SN e < i GAGSER 1E0°E b
LhEvoua CE N \nW = SR
0L EouE w5 38 = PRLPER IE0E
" : =9 w 206626 1E0°T
i-2uoME g 0N Q LhOBZE 1E0°E b
BZY¥ONE T < o £ HLE0'1E0E
JAllalaey o (@] M 2
LIvouge 0 a ££6818'150°C b
B e sl g w LOFOLE EO°E b
T S BIZELE IS0 L
£2MOHE ) :
sTvoyas R GLrB08 1S0°E 4
T3 o o 9ELP00 1S0°E
FhTvO, 2o
4 NOHE o~ THIE08' IE0E L
L-2vou8 g N 062 408 1E0°E +
LAUL3Y m c /
o 209862 1E0°E b
o ,M D9ERG VE0°E
89%2% =i m ] 05286 1E0°E 4
@) iy e HH I ~m 60226 1E0°E b
C o e 150°
o IS 6E5 16" 1E0°E 4
<) ;
T = LSS 162 1E0°E b
2
cg B6588: 1S0°E |
- .
o 3 108264 1S0°E b
w m £35.84 1E0°C )
(=] o [=J =] o (=] (=] =] — " o
2 3 Q 126294 150
m m m g m a g 1z
O
o X 5 : . "
3535 ™ B - o
DT
— 0|
T @ ey

30

D05 PACIENTE 18 BRCAZ
Distribution Type: Reference Sampies | Exp: REBECATMLPA 1 01/11/2017 BRCAZ

Figura 12 Gréafico de picos gerado pela andlise de MLPA no software CoffaLyzer.net evidénciando delecdo em

heterozigose de parte do éxon 27 do gene BRCA2.
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Figura 16 Grafico de caixas, gerado pelo software CoffaLyzer.net demonstrando resultado padrdo para pacientes sem

alteragdes no gene BRCA2.

4.3. Associacao do perfil mutacional previsto pelos softwares e os efeitos

colaterais apresentados pelos pacientes submetidos ao tratamento antineoplasco.
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Foram realizadas andlises em trés diferentes modelos de predi¢do para verificar a
probabilidade de um paciente apresentar mutacdo em BRCAL e/ou BRCA2. Os modelos
utilizados foram o indice de Manchester, PENN Il e Myriade, sendo que todos calculam o
risco de mutacgdo a partir da historia pessoal e/ou familiar de cancer do paciente.

De acordo com a analise realizada pelo modelo PENN Il todos os participantes da
pesquisa teriam probabilidade maior que 10% de possuir variantes nos genes BRCA1 ou
BRCAZ2, sendo considerado pouco confiavel. De acordo com o indice de Manchester
46,34% dos pacientes apresentam risco maior que 10% para mutacao nos genes BRCA1
ou BRCA2, enquanto de acordo com analise realizada utilizando o modelo Myriade 57,7%
dos pacientes teriam variantes em BRCAL1 ou BRCA2 (Tabela 5). No geral, ao comparar
os resultados do Indice de Manchester e Myriade, 36,9% dos pacientes aparecem como
provaveis portadores de variantes em BRCA1 ou BRCA2 por ambos os modelos.

Tabela 5 Analise do risco do paciente possuir variantes nos genes BRCA1 ou BRCA2 de acordo com diferentes
modelos de predicéo.

indice de Manchester (%) PENN 11 (%) Myriade (%0)

Provavel BRCA + 46,35 100 57,7

Provavel BRCA - 53,66 0 42,4

Foi realizada aplicacdo de questionario e andlise de prontuarios dos pacientes
participantes da pesquisa para observagdo da relagdo entre a frequéncia dos efeitos
colaterais observados e a maior ou menor probabilidade do paciente ser portador de uma
mutacdo nos genes BRCAL/2. Foram considerados pacientes provavelmente mutados
aquelas com probabilidade de mutac&o maior que 10% tanto pelo modelo Myriade quando
pelo indice de Manchester. Todos os efeitos colaterais e frequéncias observados est&o
demonstrados na tabela 6. Ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos para a frequéncia de efeitos colateraiss. No geral as pacientes com maior chance
de carregar uma mutacdo nos genes BRCA1/2 demonstraram ter um menor indice,
embora n&o significativos, de efeitos indesejados do que as pacientes provavelmente nao

mutadas.

Tabela 6 Associacdo dos efeitos colaterais causados pela quimioterapia com a presencga ou auséncia de variantes de
dos genes BRCA1/2 previstas pelos softwares.

Efeito Colateral Provavel BRCA+ (%) Provavel BRCA- (%) Valor de p

Dor no peito 0 3,3 1,00

Fogacho 6,2 6,6 1,00
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Dor geral 12,5 30,0 0,28
Anemia 6,2 23,3 0,22
Neutropenia 6,2 20 0,39
Constipagao 0 10,0 0,54
Diarréia 6,2 13,3 0,64
Intolerancia a cheiros 0 6,6 0,53
Mucosite oral 12,5 10,0 1,00
Nauseas 50 46,6 1,00
Vomitos 25 23,3 1,00
Irritagdo ocular 12,5 0 0,11
Fraqueza Muscular 18,75 30,0 0,49
Tontura 6,2 6,6 1,00
Dor de cabeca 0 3,3 1,00
Neuropatia 12,5 16,6 1,00
Visdo turva 12,5 16,6 1,00
Flatuléncias 0 3,3 1,00
Insbnia 6,2 3,3 1,00
Perda das unhas 6,2 20 0,64
Prurido 6,2 6,6 1,0
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5 DISCUSSAO

A idade média das pacientes do nosso estudo foi de 37,52 anos, valor semelhante
ao encontrado em outros estudos, como em estudo realizado com pacientes das regides
Sul, Sudeste e Nordeste, em que a idade média das pacientes foi de 42,92 anos sendo
gue 85,2% das diagnosticados antes dos 50 anos. Em nosso estudo 91,3% dos pacientes
gue preencheram os critérios de inclusdo foram diagnosticados com cancer de mama
antes dos 40 anos de idade. Provavelmente nossos estudos encontraram uma média
relativamente baixa de idade devido ao uso de uma grande gama de critérios para
inclusdo das pacientes na pesquisa, critérios estes que estdo comumente presentes em

mulheres jovens (Ewald, 2016).

Quanto ao tipo histologico, como esperado, 0 mais prevalente foi o carcinoma
ductal invasivo, presente em todos 0s pacientes, e apenas um (2,17%) apresentou um
segundo tumor medular. No Brasil, estudo realizado na regido Sudeste de Sao Paulo
também encontrou uma baixa prevaléncia de pacientes com tumores medulares, de 1,6%
(FERNANDES, 2015).

Neste estudo, a presenca de rearranjos génicos nos genes BRCA1 e BRCA2 foi
avaliada pela técnica MLPA. Nenhuma Alteragédo foi encontrada para o gene BRCAL,
sejam elas duplicacbes ou delecdes. Para o gene BRCA2, foi encontrado um dnico
paciente (2,17%) com delecdo heterozigética do éxon 27, entretando o resultado
observado foi um falso positivo, possivelmente ocasionado pela presenca de um SNP na

regiao de ligacdo da sonda de MLPA.

No Brasil, assim como em outros paises mundo, a presenca de mutagdes pontuais
distribuidas pelos genes BRCA1 e BRCA2 é mais comum (FIGUEIREDO, 2014), no
entanto, a frequéncia de grandes duplicacbes ou dele¢des pode variar amplamente de

acordo com a localizagao geografica, mesmo dentro de um Unico pais ou grupo étnico.

Em alguns paises, uma alta prevaléncia de rearranjos génicos € relatada em
BRCA1 e BRCA2. Em um estudo recente na América Latina, o efeito fundador da delecéo
dos exons 9-12 no gene BRCAL foi observado (OSSA & TORRES, 2016). Em um estudo
conduzido na Africa do Sul, foi proposto que mulheres negras pré-menopausadas, triplo-
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negativas, sempre seriam portadoras de grandes delecbes ou duplicagbes nos gene
BRCAL ou BRCA2 (FRANCIES et al., 2015).

Na Europa também existem estudos que mostram a presenca de grandes

duplicacbes e/ou delecOes génicas em determinadas populagdes. Na regido de
Valéncia, Espanha, foi observado que 20% dos pacientes selecionados para a sindrome
HBOC tinham a delegcdo dos exons 3-5 do gene BRCA1 (PALANCA et al., 2013). Na
populacao italiana, grandes rearranjos delecdes e duplicacbes génicas correspondem a
40% de todas as variantes encontradas nos genes BRCA1 ou BRCA2 dessa populacéo
(PALANCA et al.,, 2013). Prevaléncia semelhante a encontrada na Holanda, onde os
rearranjos génicos correspondem a 36% das variantes encontradas nos genes BRCA1 ou
BRCA2 (HOGERVORST et al., 2003). Em Portugal, a variante ¢.156_157insAlu no éxon 3
do gene BRCA2 tem um efeito fundador e estd presente em 58% das familias
portuguesas com alto risco de sindrome de HBOC (PEIXOTO et al., 2011).

Em contraste, muitos estudos encontraram uma baixa prevaléncia de rearranjos
genéticos em BRCA1l ou BRCA2. Na Lituania, observou-se que apenas 4,2% dos
pacientes com cancer de mama tinham rearranjos genéticos em BRCAL1 ou BRCA2. Na
Polénia e na Suécia estudos que avaliaram a presenca de grandes delecdes e
duplicacbes em pacientes negativos para mutagdes pontuais verificou quea prevaléncia
de mutacBes nos genes BRCAL1 e BRCA2 em pacientes de alto risco para a sindrome
HBOC foi baixa, e em ambos os paises apenas 3,8% destes pacientes tiveram grandes
delecdes e duplicacdes (RUDNICKA et al., 2013; THOMASSEN et al., 2006).

Ainda existem popula¢des em que a prevaléncia dos rearranjos BRCA1 e BRCA2
parece ser zero, como na Finlandia e no Canad4, onde estudos avaliando apenas
pacientes de familias de alto risco para a sindrome do HBOC ndo encontraram pacientes
com rearranjos génicos (MOISAN et al., 2006; LAHTI-DOMENICI et al., 2001).

O Brasil € um pais extremamente misto, e a composicdo genética da populagéo
brasileira € predominantemente composta por componentes europeus, principalmente de
Portugal, africanos e povos indigenas. A regido Centro-Oeste do Brasil sofreu uma
posterior colonizacdo em comparagcdo com as outras regides do pais, e as populacdes
gue imigraram para a regiao vieram principalmente das regides Nordeste e Sudeste do
pais, que j4 possuiam uma composi¢do genética diferente daquela encontrada no pais no
inicio da colonizacdo. Para o estado de Goids, 83% da composicdo genética da
populacdo € composta por componentes europeus, 13% africanos e 3% indigenas
(GODINHO, 2008).
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Devido a diferenca na composicdo genética da populacao e as diferencas no perfil
de colonizacdo de cada regido do Brasil, € de grande importancia que os estudos
genéticos considerem que uma populacdo X pode ndo corresponder ao mesmo perfil
observado na populacdo Y de um mesmo pais.

No Brasil, um estudo com pacientes de alto risco para a sindrome HBOC do Rio de
Janeiro, Rio Grande do Sul e Bahia, que verificou apenas rearranjos génicos no gene
BRCAL, encontrou a maior prevaléncia de rearranjos génicos ja descritos no pais, de
7,8% dos pacientes com esse tipo de variante, com a delecdo do exon 19 do BRCA1
aparecendo como responsavel por 28,5% de todos os rearranjos observados (EWALD,
2008).

Estudo realizado com pacientes de alto risco de todas as regides do Brasil, com
excecdo do centro-oeste, verificou que 19% tinham variantes nos genes BRCAL ou
BRCA2, no entanto, apenas dois pacientes tiveram rearranjos génicos, sendo eles a
delecdo dos exons 1-2 do gene BRCAL e delecdo dos exons 5-7 do gene BRCA1l
(MAISTRO, 2016). Em estudo realizado no estado de S&o Paulo, com 287 pacientes de
alto risco, foi encontrado um raro caso de duplicacdo do éxon 24 do gene BRCAL e a
delecdo dos éxons 16-17 do mesmo gene (FERNANDES, 2015).

Neste estudo esperava-se encontrar pacientes com a variante fundadora
portuguesa c¢.156 157insAlu no éxon 3 do gene BRCAZ2, considerando a grande
importancia de Portugal para a composicdo genética da populacdo brasileira como um
todo, porém ndo encontramos pacientes com a variagdo génica. Outros estudos
realizados na regido sul do Brasil também ndo encontraram pacientes com a variante
portuguesa (PEIXOTO et al., 2011; ANTONIO et al., 2016).

Em um estudo recente realizado no Brasil com pacientes de alto risco dos estados
do Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro, a presenca de pacientes com a variante
c.156_157insAlu foi observada, representando 60% de todos os rearranjos encontrados
nesta populacdo. No mesmo estudo, verificou-se que 3,4% dos pacientes de alto risco
tinham rearranjos génicos e que, além da variante portuguesa, as delecdes dos éxons 9-
17 e 16-17 foram encontradas no gene BRCA1 (EWALD, 2006).

Foram realizadas ainda analises de predicdo de risco para avaliar qual a
probabilidade destes pacientes possuirem variantes nos genes BRCA1 e BRCA2 por
meio dos modelos PENN Il, Myriade e indice de Manchester e a influencia do perfil
provavelmente mutado endo mutado com relagdo a resposta ao tratamento

guimioterapico.
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Um Udnico estudo foi realizado analisando o status de mutacdes em BRCA1l e
BRCA2 com a toxicidade a quimioterapia na populacdo Polonesa (HUSZNO et al, 2013).
O fato de pacientes com mutacdes deletérias em BRCAL1 e BRCA2 terem melhor resposta
ao tratamento envolvendo antraciclinas sugere também que estes possam apresentar
uma maior presenca de efeitos indesejados em comparacdo aos demais pacientes
(BYRSKI et al, 2012).

No estudo Polonés foram avaliadas apenas as principais muta¢des encontradas no
pais (c.5266dupC, ¢.6869delAG, ¢.181T>G e c.4034delA no gene BRCAL e ¢.5946delT e
€.9403delC no gene BRCA2), o que ndao abrange todas as pacientes que realmente

poderiam vir a ter alguma mutacéo nestes genes.(HUSZNO et al, 2013).

Huszno et al. (2013) constatou que pacientes com BRCA1l e BRCA2 mutado
apresentam significativamente mais neutropenia que as pacientes ndo mutadas, no
entando, as pacientes sem mutacdo detectada apresentaram significativamente mais
nauseas e vomitos que as pacientes com mutacdo encontrada. Em nossas anélises nédo
existiram diferencas significativas com relagdo a neutropenia, naduseas e vOmitos,
entretanto foi possivel observar, tanto em nosso estudo quanto em Huszno et al.(2013),
gue as pacientes que provavelmente ndo possuiam variantes patogénicas em BRCA1 ou
BRCA2 apresentaram uma maior toxicidade com relacdo ao tratamento, apesar dos

dados ndo serem estatisticamente significativos.

Considerando o fato de a maioria das mutacbes serem pontuais e restritas a
familias e determinados grupos, € de grande importancia ainda a realizacdo de um painel

genético baseado em NGS para nossa populacéo.

Assim como Huszno et al. (2013) ndo temos uma analise que possa ser
considerada completamente fidedigna com a realidade ao observarmos a relagéo entre o
tratamento quimioterapico e o perfil mutacional de BRCA1 e BRCA2, uma vez que no
trabalho citado foram buscadas apenas mutacdes fundadoras e no nosso trabalho foram
analisadas apenas grandes delecdes ou duplicacbes génicas bem como a probabilidade

dos pacientes apresentares variantes.

Os resultados encontrados até 0 momento em nosso estudo trazem um grande
ganho de informacdes a respeito do perfil mutacional de pacientes com cancer de mama
e ovario de suspeita hereditaria para a regido centro-oeste do Brasil, onde até 0 momento

ja foi possivel observar que para a nossa populacédo, os rearranjos génicos Sao raros,
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acarretando um impacto cientifico positivo para o aconselhamento genético e progndstico

dos pacientes com suspeita da sindrome HBOC tratados na rede publica de saude.
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6 CONCLUSAO

As pacientes goianas com critérios positivos para a sindrome do cancer de mama e
ovario hereditario do estado de Goias, na regidao centro-oeste do Brasil apresentam baixa
prevaléncia de grandes dele¢cdes ou duplicacbes nos genes BRCA1 e BRCA2. Também
foi observado que ndo existem diferencas com relagcdo a toxicidade do tratamento
qguimioterapico entre pacientes provavelmente mutadas e provavelmente ndo mutadas em

nossa populacao.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando o fato de a maioria das mutagbes serem pontuais e restritas a
familias e determinados grupos estudos futuros e com um maior nimero de pacientes séo
ainda necessarios para podermos analisar mais a fundo o perfil mutacional da nossa
populacdo, por meio de NGS, o que tornaria possivel avaliarmos toda a extensdo dos
genes BRCA1 e BRCA2, o que provavelmente nos levaria a descobertas de mutagdes
pontuais em pacientes nas quais nao foram encontradas grandes duplicacdes ou

delecdes génicas.
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pela aprovac&o do projeto de pesquisa proposto.

Situagdo: Protocolo aprovado.




Anexo 3 — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).
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Insriteto de Cibmcias Bislys
Programa de Pés-Gradeacie em Cidnoas Biedemcas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDO

Voce esta sendo convidado (a) para participar, como vobintarie, em uma pesquiza. Meu
nome & Aliny Pereira de Lima sou Bicloga e pesguisadora responsavel e minha area de
atuacao & Biolozia Molecular.

Apos ler com atencdo este documento e ser esclarscide (a) sobre as informacoes a
SEENT, no caso de acsitar fazer parte do estude, assine em indas as folkas e ao final
deste documento, que esta em duas vias e tambem sera assinade por mim, pesquisador,
em todas as folhas, uma delas & sua e a outm & do pesquizader responsavel. Em caso de
divida sobre a pesquiza, vore podera enfrar em contato com 05 pesquizadores
responsavess, Profa. Dra Elisangzela de Paunla Silveira Lacerda e Dra Alimy Pereira
de Lima nos telefones: 3521-1481; 8229-28044, que podera ser feito ligacdes 2 cobrar.
Em cazo de duvidas sobre os seus direitos com participante mesta pesguisa, woce
podera eotrar em cootate com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Climicas
da Universidade Federal de Goias, nos telefones: 3260-8338 e 3260-8426 ou po
enderego: 1* Avemida S/N° Sator Leste Universifario, Unidade de Pesguiza Clinica, 2°
andar. Horarie de funcionamento: 2* a 6* das 7-0:0 as 17-00ks.

ANALISE MOLECTULAR DE LILTA-I!;IEIEE NOS GENES ERCALQE TP EM
PACTENTES COM CARCINOA{A DE MAMA ATENDIDOS PELO SUS

Faanunsdary &y Persdes ce Lo

Acbric do perticipenos =0 o oy -

TCLE —Fag W L
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INFORMACOES IMPORTANTES QUE VOCE PRECISA SABER SOBRE A
PESQUISA:

Titulo: Analise molecular de mutacoes nos genes BERCALD ¢ TP52 em pacientes
com carcinoma de mama atendidos pelo STS

Informagdes sobre quem esta aplicando o termo de consentimento: Aliny Perzim de
Lima, Biologa e ahma de Pos-Doutorade do Programa de Pos-Graduagio em Ciencias
Binlogicas.

Objetive da pesquisa: O objetive principal desta pesquisa e analizar as alteracdes nos
semes BRCAIZ e TP33 que est3 associados ao cancer de mama hereditario e apos o
resultado do diagnostico genetico, daremos as orienfacdes DeCessarias DATA QUE VOCE
possa tomar as decisdes necessarias para um melhor tratamento da doenga.

Porque woce esta sendo comvidado a parficipar desta pesquisa: A incidencia
mﬂeﬁ:ﬁa&mmhmﬂpmﬂmﬂmmsmﬁdnd&:&ﬂmﬁﬁc&r
ﬂmﬂmquepns&amammﬂracmqﬂmsmdncmmm:&mﬁbm]nmndﬁm
neoplasia e identificar pacientes com alio risco para desenvolvimento do cancer hereditario.
Mo Brasil ainda temos poucas mfmaimaiubnqmmmasmm;mam:ﬂ'eqmam

mOsias pacenfes @ com a realim¢ao do seu feste genetico poderamos conseguir
informagoes pecessarias par umn melhor tratamento da doenga.

Procedimento: Apos a concordancia desse Termo de consentimenta, sera realizada
uma caleta de aproximadamente 5 ml. de sanzue total em fubo a vacue com EDTA oo
mOMmeNto em que VOO vier para a consulta de rotina no ambualatorio de mastologia no
HC e este zangue sera encaminhade 2o Laboratario de Genstica Molecular e
Citogenetica (LGMC) da UFG. Apos colefado seu sangue, sera extraido o DNA, que e
um camponente do macleo das céhulas no qual ficam ammazenadas as informagdes que

ANALISE MOLECTLAR DE LILTAQIEIEE NOS GENES BRCAIE TPSI EM
PACTENTES COM CARCINOALA DE MAMA ATENDIDMS FELO STUS

Feamuinsciors My Persdrs 28 Lo

Rubrioy e Earicipors S e o

TOLE —Fag KR L
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determinam as caractersticas de uma pessea. Neste case. apos extraxdo o DMA, serdo
feitos estados detalhados de laboratario para identificar possiveis alteragtes nos genes
ERCAI72 e TP33 responsaveis por 5 a 10% dos canceres de mama hereditario. As
amostras coletadas serdo mantidas armazenadas em freezer -B0°C mo Laboratario de
Genetica Molecular & Citopenetica durante o periode de realizacao da pesquisa &, 20
terming deste penodo a5 mesmas 6030 incineradas,

Forma de acompanhamento: Viocs sera coovidado a participar do estado para a caleta
de dados e uma umica coleta sanguimea. Ao final do projeto voce sera comvidado a
receber informagtes sobre 05 resultados de seu estado.

Especificacao dos risces, prejuizos, desconforte, lesoes que podem ser provocados
pela pesguiza: O fscos asseciados com a coleta de sangue ncluem dor, hematoma, oa
outre desconforte no local da coleta. Raramente desmaio ou infecgoes no local de
pungdo podem ocamer. Em case de ocomer alguma alteracao descrita acima, wocé sera
orientado pelo profissional da coleta do sangue ou conduzido 20 atendimento medico
mais proximo conduzide(a) pela pesquisadora ate a unidade de saode mais proxima.
(aante os resultades dos exames ssversm proobos, voce sera convidado para I ate o
H para receber seus resultados. Voce somente recebera os resulfades caso positivo se
realmente voce manifestar mteresse e desejo em saber a sua pre-disposicae genetica
para ¢ cancer de mama. Caso contrane, seu resultado sera guardado ate o momente em
que vocé achar gue estara pronto para recebé-lo, pois existem riscos psicelogices e
emocionai: para resulftados positdves. Caso ocorrer, vocé recebera assistencia
psicologica da possa eguipe alem de uma consulta junto a0 um aconselhador genetico
capacitade por nossa equipe.

Informacio sobre o direito de pleitear indenizacio em caso de damos decorrentes
de s p:rl:mpi{:n na pesquisa: EM CAS0 DE DANOS DECORRENTES DESTA
PES{UISA, VOCE TEM O DIREITO DE PLEITEAR ]]-IDH-JEA.EA[J

ANALISE MOLECULAR DE LILTACﬁEE NOS GENES BRCAIE TP EM
PACTENTES COM CARCINOMA DE MAMA ATENDIDOS PELO 5TS

Feaussdors Ay Persdrs 2@ Limo -
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Informagio sobre o direito de ressarcimento de despesas pela sna p-:u‘hnp:;a-u Em
caso de despesas de locomogdo, alimentacdo devide as atividades da pesquisa, vocs tera

o direito de ressarcimemno de despesas. A pesguisadom te ab-:nnlaranntanuapusm
consulta ma referida unidade, n3o sendo mecessaria a sua vinda, “apenas para coleta de
material sanzumea”.

Esclarecer que nio havera nenhum tips de pagaments ou gratificacio fimanceira
pela sma participacie: Voceé ndo sera obripade a participar da mesma, sendo sua
participacas de livie & espontanea wonfads. Alem disso, vocé pao sera pratificade
financeiraments pels sua participacao.

Descrever o5 bemeficios decorrentes da participacio ma pesquisa: Espera-ie com

e5te estudo PrOPOICIONAr A VOCe m.ﬁ:-nmc;m zabre o seu perfil genetico em relagdo aos
genes e estado, no qual informagdes sobre o cancer de mama hereditario, sua forma de

heranga, estrategias prevenmtivas e de reducao de risco, assim come as chances de
Tecomencia para outres familiares serao discutidas e avaliadas.

]]t-t:lur intervencoes, tratamento, metodos alternatives existemfes: A 1:|ng|11 de
IIEAgoes nOs EENes supressares de tumor BRCAIQ e TP§i e de grande importincia
PAl A pIEVENiao Ede're-:;a-:-]:recuce-:‘n camcer de mama Emmnulmnc‘epermm:
identificar familiares de elevado risco para o desenvolvimento de cancer. (uando uma
mutacao & Mentificada, o risco pama o -:m:Erpu:le ser redurida amaves infervengoes
preventivas cinugas que podeardo prevenir o I:!.I'.'ll:EI.'E rammento com medicamentos ja
conhecidos oo mercado. MNe caso das mIEr':em;-:-E:. preventivas, a refirada das duas
m;enmmmd&m&mr&&gmdemnd&:uud&maﬂmﬂhﬁ
poradoras de mma:;a:n nos genes BRCANEBRCA? (reducao de ate 90%: do rsco). Enire
a5 opgoes R0 cimirzicas destacam-se o tratamento com medicamentos. Dependendo do
tipo de cancer de mama que voce for diagnosticado, as imfervencoes poderan ser
dferentes.

Esclarecimento sobre o periodo de participacio do participante ma pesguisa e

terming de sma participacao: Vecs sera submetido uma umica colsfa d= sampue.
Posteriormente, 20 final do estudo, vocé tea um retorno, onde o5 pesquizadores

ANALTSE MOLECTLAR DE L[LTACﬁEE NOS GENES BRCAI2E TP EM
PACTENTES COM CARCINOMA DE MAMA ATENDIDOS PELO 5US

Feamuinsciors My Persdes 28 L

Aobriz de Earticipenss =0 e ouis

TrE — Friar W 1
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responsavels apresentarao com uma consulta, tode o resulfado final da pesquisa, como
uma forma de “esclarecimento a vece”. A participaote ou seu representamte legal
podem ainda, a qualguer tempo & sem qualquer prefuize, retirar ¢ consentimento de
paarda e utilizacio do material béolosico armarzenado no bicmepositario do esnada,
tendo direito a devolugao das amostras biologicas. A desistencia sera valida a partir da
data de formalizagdo, por escrito & assmada.

Garantir o sigile: Este estado parante a confidencialidade das informagtes peradas e a
sma privacidade, conforme normas da Resolugde 4662012 do Conselhe Maciomal de
Saude, oende garante que a sua identidade e seus dados e‘ou resultades ndo serdo
revelados. Os dados obtidos durante o estudo, inchindo as informacoes obtdas dos
pronfuarios dos participantes, serdo anonimizades/codificades imediataments apos a
obtencio dos mesmos.

Apresentar a garantia expressa de Bberdade de nio aceitacio, bem come de retirar
0  comsenfimento, sem  gualguer pre]mi.n da  contmmidade do
acompanhamento/tratamente wswal: A participante ou $eu responsavel poderd ter
acessn o5 s2us dados genetices, assim como tera o dirzite de refira-los de bancos onde

& encobiTem armazenades, a qualquer momento. Sua participagdo e de camater
voluntirio e este consentimento podera ser retirado a qualguer momento, sem causar
Prejiizos a VOCe.

Caro participante voluntirio, sen material coletado sera utilizado apenas para esta

pesquisa e mio sera armazenado para estudos futuros. Ao termino desta pesquisa
as amosiras serao incineradas.

Niome e assinatara do pesquizader:

ANALISE MOLECULAR DE L[LT.-H,?IEIEE NOS GENES BRCALAZE TP 2 EM
PACTENTES COM CARCINOMA DE MAMA ATENDIDOS PELO 5US

Feacpuracory Ary Persde e Lo

Aubrios d= parscipsnns =0 o g -
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CONSENTIMENTO DA PARTIEIF&{;.ELD DA PESS0A COMO

PARTICIFANTE DA PESQUISA
Eu,
“RG . CPF . N de
pronfuario . dbaixo assmade, concordo em participar deste

estade como participantes welunfamo “Amalise molecular de mutagoes mos genes
ERCAL2 ¢ TP53 em pacientes com carcinoma de mama atendidos pelo STUS™ sob a
responsabilidade da Dr* Elisangela de Paula Silveira Lacerds. Fui devidamente
informade & esclarecido pela pesquisadora e hiologa Aliny Persira de Lima sobre a
pesquisa, os procedimentos npela envolvidos, assim Ccomo o posSIVels @sCos e
beneficios decomentes de minha participagao. Fol me garantido que posse retiar meu
consentimento a qualquer momento, :&mqueutn leve 2 guoalquer penalidade ou
intermupc 3o de meu acompachamento/ assistencia’ ratamento.

Local e data-

Nome 2 Assinanaa do participante au responsavel:

Assinatma Dactiloscopica:

Home e assinatara do pesquizador responsavel:

Presenciames a solicitacdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e aceite
do participante em fazer parte da pesquisa.

Testemnnhas (sio lizadas 3 equipe de pesquisadores):

Nome: Aszimanara:

Mome: Assinatura:;

ANALTSE MOLECTLAR DE l.-l'LTM;flEE NOS GENES BRCALE TP EM
PACIENTES COM CARCINOMA DE MAMA ATENDIDDOS FELO 5TS

Fagunadars &y Fersdrs 28 Lo -

Aubrio do perticiponss 2o i -

TCLE —Fag WL L
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Anexo 4 — Questionario
Cuestionario

Nome:

Nome da mae:

N* Prontuario:

Data Nascimento:

CPF:

Cidade e UF:

Data:

1) Ascendéncia do paciente:

Lado materno:
{ ) Judeu Ashkenazi
{ ) Outros:

Lado paterno:
{ ) Judeu Ashkenazi
{ YOutros:

2) Historico de Cancer do Paciente:

a) Com qualiguais idade(s) vocé teve cancer e gue tipo?
{ ) sim.

{ ) nao

b) Ha, entre seus familiares proximos (pais, irmaos, filhos, avos, primos e tios
(as)), algum caso de:

» Cancer de mama? Se sim com qual idade?

{ ) sim.

Familiar 1

Familiar 2
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Familiar 3
{ yndo

= Cancer de ovario? Se sim, com qual idade?
{ )sim

Familiar 1

Familiar 2

Familiar 3

{ yndo

= Quros tipos de canceres? Se sim com qual idade e que tipo?
{ ) sim
Familiar 1
Familiar 2
Familiar 3
{ yn3o

c) Ha, entre seus familiares proximos (pais, irmaos, filhos, avos e tios (as)), 3
ou mais casos de cancer antes dos 50 anos de idade?
{ }ysim { yn3o

4) Vocé ou algum membro de sua familia ja fez testes genéticos para risco
de cancer hereditario?

{}Sim () Nao
Se fez, qual foi? obtenha copias dos resultados de exames de parentes

5) Anatomopatologico
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{ ) CDI

{ ) CDIns

{ ) Lobular

{ ) Papiliforme
{ ) outros

6) Imuno-histoquimica

8) Qwual o Tratamento utilizado?

9) Houve troca de tratamento? Por qual motivo?

{)Sim

() Nio

10) Quais efeitos colaterais foram observados durante o tratamento?




Anexo 5 — sondas presentes no kit BRCAL1l

BRCAL1 probes arranged according to chromosomal location

Length | SALSA MLPA | BRCA1 Ligation site | Partial sequence (20 nt adjacent | Distance to
{nt) probe exXon NM_007294.2 to ligation site) next probe
Start codon 201-204
148 0763-L0268 | exon 1A 160-159 Rev. CAGAGGGTGA-AGGCCTCCTG 0.3 Kb
157% 0764-L0269 | exon 1B 3672-3673 GGEEECACTGA-GTGTCOGTGG 1.0 Kb
166 0765-L0270  |exon 2 216-217 TTTATCTGCTC-TTOGOGTTGA B.3 kKb
175 0826-10341 |exon 3 303-304 AAGGAACCTG-TCTCCACAAA 9.3 kb
184 0767-10272 |exon 5 361-362 TTCTCAACCA-GAAGAAAGGG 1.6 Kb
208 0827-10342 |exon b 441-442 AGATTTAGTC-AACTTGTTGA 0.8 Kb
217 0769-L0274 | exon 7 605-606 CCGTGCCAAA-AGACTTCTALC 4.4 Kb
226 1004-10569 | e=xon 8 686-687 TGGAACTETG-AGAACTCTGA 2.6 Kb
235 1005-10581 |exon 9 781-782 TTAATAAGGC-AACTTATTGC 1.3 kKb
244 0772-10277 | exon 10 821-822 GTTACAAATC-ACCCCTCAAG 1.2 kb
268 0830-L0345 | exon 11 962-963 GOGTGCAGCT-GAGAGGCATC 28 Kb
277 0774-L0279  |exon 11 3778-3779 CTAGCCCTTT-CACCCATACA 1.0 Kb
286 0775-L0280 | ewon 12 4345-4346 CTGAAGACTG-CTCAGGGCTA 8.5 Kb
295 2603-12074 | exon 13 4441-4442 TGECTGAACT-AGAAGCTGTG 5.9 Kb
304 0833-L0349 | exon 14 4616-4617 AGAAGGCCTT-TCTGCTGACA 2.1 kb
328 0778-10347 | ewon 15 4750-4751 CTGGEAGTCT-TCAGAATAGA 3.2 kb
337 0779-L0003 | exon 16 4006-4907 CTGGAATCAG-CCTCTTCTCT 3.5Kb
346 0780-L02EZ | exon 17 5214-5215 GOCAGAAAAC-ACCACATCAC 3.7 kb
355 0781-L0284 | exon 18 5204-5205 TETGTGTGAA-CGGACACTGA 0.6 Kb
o4 0782-L0285 |exon 19 2369-5370 CCAGTCTATT-AAAGARAGAA 6.3 Kb
388 0783-L0356 | exon 20 2430-5431 GTCAATGGEAA-GAAACCACCA 6.0 Kb
397 0784-L0287 | exon 21 2504-5505 AATCTGTTGC-TATGGGOCCT 1.9 kKb
406 0785-L02E8 | exon 22 25378-3579 CTGTGETGAA-GGAGCTTTCA 1.5kb
415 0786-L0289 | exon 23 5622-5623 CACCCAATTG-TGGTTGTGCA 2.0 Kb
Stap codon 3790-5792
424 2831-12260 | exon 24 6242-6243 AATGGEAAGGA-GAGTGCTTGE
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Anexo 6 — Sondas presentes no Kit BRCA2

Table 2. BRCA2 probes arranged according to chromosomal

location

Length SALSA BRCAZ Ligation site Partial sequence (20 nt | Distance to
{nt}) | MLPA probe NM_000059.3 adjacent to ligation site) | next probe
160 [ 02143108585 | FRY gene COCAGAGTTA-COBAGTTCTC 20,1 kb

Start codon Z28-230 (axon 2)
137 | 02283-L12281 Exon 1 Promoter region GLGCEEGECTT-GTGG0G0GAG 02 kb
148 [ 0228501775 Exon 1 Promoter region GTAGTGGGT T-GGGA0GAGCG 08 kb
166 | 02486-L01385 Exon 2 271-270 reverse CETGTCTTAA-AAATTTCAAA 28 kb
178 | 01599110842 E:xon 3 472-473 TAATATTCAA-AGAGCAAGGG 0.2 kb
172 co | 08898-L05587 Exon 3 108 nit after exon 3 | GGGCAAATCA-GTCTCTCTGG 5.7 kb
157 | 01600-LD4671 E:xon 4 569-570 TAGTAGACAT-AAAAGTCTTC 10 kb
310 = | 09809-L10257 Exon 5 686-687 TAACACCACA-AAGAGATAAG 0.1 kb
346 | (4585-L03583 Exon 6 72B-727 reverse AAACTTTGGET-GTATGAAACA 03 kb
202 | 08265-L0B128 Exon 7 812-813 GTCTTGGTCA-AGTTCTTTAG 25 kb
220 [ 01502101184 E:xon 8 264 nt before exon 8 | TGACTTTCCA-ACTCATTGIG 18 kb
225 | 01503101185 E:xon 9 1001-1002 CACAAATCAA-AGAGAAGCTG 15 kb
247 | 01504101185 Exon 10 1374-1375 AGTGACAAAA-TCTCCAAGGA 37 kb
256 ° | 0227901770 Exon 11 2192-2193 TGAAGAACCA-ACTTTGTCCT 48 kb
274 | 01506-L01188 Exon 11 §992-6993 TCTTTTTACA-TGTOCCOGAAA 33 kb
283 | 01507101183 Exon 12 183 e "ﬂ”’e SN | ACAGAACAAA-AATGTAATTG 25 kb
301 | 02280101771 Exon 13 7216-7215 reverse | ACACAGGTAA-TCGGCTCTAA 8.2 kb
154 | 03297-L0B0S5 Exon 14 7394-7395 TGCTACAAGA-AATGAAAAAA 15 kb
326 | 01510-L01132 Exon 15 7762-7763 GTCTGTATCT-TGLAAAAACA 13 kb
337 | 01611101153 Exon 15 7975-7976 AGTTGECTGA-TGETGGATGE 48 kb
355 | 02281101772 Exon 17 B8158-8157 reverse | AGGCATCTAT-TAGCAAATTC 0.5 kb
364~ | 01613-L01135 Exon 18 5482-8483 AGAAGATTAT-TCTTCATGGAG 7.0 kb
382 | 015141011536 Exon 15 8602-8603 ATACCAAACT-TGGATTCTTT 05 kb
381 | 08266-L0B123 Exon 20 8743-8744 CTGGATTATA-CATATTTCGC 5.7 kb
408 | 02069-L01570 Exon 21 8909-8910 AAGACAGCAA-GTTCGTGCTT 27 kb
418 | 01517101133 Exon 22 3100-9101 CTGAACAAAA-GGAACAAGGT 03 kb
131 | 03812-L10843 Exon 23 3214-9215 CATCAGATTT-ATATICTCIG 03 kb
436 | 08267108130 Exon 24 9455-9454 reverse | AACGACAAAT-CCTATTAGGT 14.8 kb
445 | 08268-L0E131 Exon 25 3706-9707 AGACATTCAA-CAAAATGAAA 20 kb
463 | 11984115345 Exon 26 9786-9787 CTGCATGCAA-ATGATCCCAA 13 kb
476 + | 09293-L15678 Exon 27 9988-9983 AGTCTTGTAA-AGGEEAGAAR 0.6 kb
319 = | 09296-L11030 Exon 27 10638-10639 CGGGECAMAAA-TCETTTTGLC 84 kb
Stop coden 10482- 10454
454 | 02144401619 | [WEPELL TTATTATTGA-TAATACCAAC
(CED1E) gene

65



