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RESUMO

O cancer de mama pode ser definido como uma doenca heterogénea de carater
multifatorial, ha uma série de fatores de risco reconhecidos para o desenvolvimento
do cancer de mama, incluindo fatores hereditarios, hormonais, idade, sedentarismo,
alcool, radiacédo e obesidade. Mutacdes no gene BRCAL sao responsaveis por 50%
dos casos de cancer de mama hereditario. O objetivo desse estudo foi caracterizar
um grupo de pacientes com cancer de mama atendidos na Fundacdo Centro de
Controle de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON) quanto a fatores de risco
para cancer de mama hereditario. Este estudo foi realizado no Laboratério de
Protebmica e Gendmica da Universidade do Estado do Amazonas (UEA), utilizando
sequenciamento direto de 8 éxons do gene BRCAL. Foram analisados 53 pacientes
(51mulherese 2 homens) com idade variando entre 30 a 71 anos, a maioria destes
pacientes nascidos no estado do Amazonas, com histoérico familiar para predisposi¢céo
e fator de risco hormonal. As alteracdes encontradas nos éxons estudados do gene
foram verificadas em 3 bancos de dados online existentes para este gene (ClinVar,
BRCA Exchange e Varsome). Foram identificadas o total de 4 tipos de mutacdes
sendo elas mutagdo missense ¢.4304T>C éxon 13 (16 pacientes), mutagdo missense
c.4837A>G éxon 16 (25 pacientes), mutacao frameshifth ¢.5266dupC éxon 20 (1
paciente) e mutacao intronica c.5277+48_5277+59dup (1 paciente). Dos 53 pacientes
estudados 26 sdo portadores de mutagcdes, onde apenas uma paciente apresentou a
mutacédo fundadora Ashkenazi ¢.5266dupC, mutacéo esta ja identificada em estudos
genéticos na populagcdo brasileira, a mutagdo c¢.4837A>G foi frequente em 25
pacientes descartando a possibilidade de ser deletéria. Das mutagdes relatadas nesse
estudo duas ainda nédo possuem dados sobre seus mecanismos moleculares na
literatura, 0 que torna necessario estudos complementares, para se obter melhor
entendimento da consequéncia dessas mutacdoes no gene BRCA1 na populagéo
brasileira e mundial. Portanto, acentua-se a importancia de ampliar este estudo e
estimular pesquisas futuras, para se refinar o conhecimento do padrao mutacional

brasileiro para os genes de alta penetrancia para o cancer de mama como o BRCA1.

Palavras chave: Cancer de mama, sindrome do cancer hereditario, BRCAL.



ABSTRACT

Breast cancer can be defined as a heterogeneous disease of multifactorial character,
there are a number of risk factors for breast development, including hereditary factors,
hormones, age, physical inactivity, alcohol, radiation and obesity. Mutations in the
BRCA1 gene are responsible for 50% of hereditary breast cancer cases. The aim of
this study was to characterize a group of patients treated at the Amazonas State
Oncology Control Center Foundation (FCECON) regarding hereditary breast cancer
risk factors. This study was carried out at the Proteomics and Genomics Laboratory of
the EU, using direct sequencing of 8 exons of the BRCA1l gene. Patients with
myocardial revascularization syndrome, with family history of predisposition and risk of
hormonal life. Changes in gene data have been verified in existing databases for this
gene (Clinvar, BRCA Exchange and Varsome). The 4 forms of mutation that are
missense mutation ¢.4304T> C exon 13 (16 patients), missense mutation c.4837A> G
exon 16 (25 patients), frameshifth mutation ¢.5266dupC exon 20 (1 patient) and
mutation were studied. intronic ¢.5277 + 48 5277 + 59dup (1 patient). Of the 53
patients studied, 26 had mutations, where only one patient had a disease-based
mutation, a mutation of ¢.4837 A> G was frequent in 25 patients ruling out a possibility
of being deleterious. As mutations have reported that studies have not yet had data on
industry developments in the literature, which is particularly necessary so that they
cannot have a BRCA1 gene in the Brazilian and worldwide population. Therefore, what
is most important for the development of new future series is that the Brazilian
knowledge pattern is mutational for high-capacity breast cancer genes such as
BRCAL.

Key words: Breast cancer, hereditary cancer syndrome, BRCA1.
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1 INTRODUCAO

O cancer é um grupo de doencas complexas, com comportamentos diferentes,
conforme o tipo celular do qual se originam. As doengas que compdem 0 cancer
variam em sua idade de inicio, velocidade de desenvolvimento, capacidade invasiva
e de reposta ao tratamento e em seu prognostico (INCA, 2019).

Classificam-se como principais tipos de tumores os sarcomas, nos quais o
tumor surge em um tecido mesenquimal, como 0 0sso, musculo ou tecido conjuntivo;
0s carcinomas, que se originam de tecido epitelial, como as células que revestem os
intestinos, os brénquios ou os ductos das mamas; os lifomas que atingem o tecido
linfatico; os gliomas que afetam as céluas glias do sistema nervoso central (SNC) e
leucemias que acometem 6rgdos hematopoiéticos (THOMPSON e THOMPSON,
2007).

O surgimento do cancer esta diretamente relacionado a mutacdes que ocorrem
em genes que controlam o funcionamento celular e pode ter origem hereditaria ou
esporadica, cerca de 5-10% dos casos sdo hereditarios onde a mutagéo inicial
causadora do cancer é herdada através de linhagem germinativa, portanto ja presente
em cada célula do corpo. Cerca de 90% dos céanceres sdo causados por fatores
esporadicos onde as mutacfes ocorrem em uma célula somatica que entdo se divide
e prossegue para desenvolver o cancer (ALVARENGA et al.,, 2003; THOMPSON e
THOMPSON, 2007; BORGES-OSORIO e ROBINSON, 2013).

Mundialmente os canceres sdo responsaveis por uma em cada seis mortes,
ocasionando no ano de 2018 cerca de 9,6 milhdes de mortes, estimativas apontam
gue mais de 14 milhdes de pessoas desenvolvem cancer todos 0s anos e a projecao
€ que esse numero crescga para mais de 21 milhées em 2030. Na regido das Américas,
guase 3 milhdes de pessoas manifestam cancer a cada ano, valor que se elevaria a
4,5 milhdes em 2030 (OPAS, 2018).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer de mama

O céancer de mama (CM) atinge a glandula mamaria que € um 6rgao par que
esta situado na parede anterior e superior do torax e esta apoiado no musculo peitoral
maior. E composta por l6bulos (glandulas produtoras de leite), ductos (pequenos tudos
gue transportam o leite dos I6bulos ao mamilo) e estroma (tecido adiposo e tecido
conjuntivo que envolve os ductos e lobos, vasos sanguineos e vasos linfaticos) (figura
1) (ACS, 2016).

Parede Tordcica

S Mdsculo
Costelas .

Dutos

Linfonodos E
Aureola

Mamilo

Auréola

Mamilo Lobos

Dutos

Lobos " Estroma

Figura 1: llustragédo do tecido mamario, modificado de (ACS, 2016).

A fase inicial da doenca pode ser percebida, na maioria dos casos, por meio
dos seguintes sinais e sintomas: Noédulo (carogo) fixo e geralmente indolor: é a
principal manifestacdo da doenca, estando presente em cerca de 90% dos casos
guando o cancer € percebido pela prépria mulher; pele da mama avermelhada,
retraida ou parecida com casca de laranja; alteracbes no mamilo (bico do peito);
pequenos nodulos nas axilas ou no pescoco; saida espontanea de liquido anormal
pelos mamilos (INCA, 2018).

E provavelmente o tipo de cancer mais temido pelas mulheres, devido & sua
alta frequéncia e, sobretudo, pelos seus efeitos psicologicos, que afetam a percepgéo
da sua sexualidade, autoestima e estética, entretanto esse cancer pode afetar
homens, porém é mais raro, apenas 1% do total de casos da doenca. Em 2018,
correspondeu a 24,2% de todos 0s novos canceres diagnosticado em mulheres.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o numero de casos novos tem
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crescido globalmente, estima-se que de 2018 a 2040 haja um aumento na incidéncia
do CM de 46,3% elevando o numero de mortes de 7.9 milhdes para 13 milhdes
anualmente (Figura 2) (GLOBOCAN, 2018; ABREU; KOIFMAN, 2002).

Incidence Mortality

Breast 463
Prostate
Lung

Cervix uteri
Stormmach
Liver
Corpus uteri
Thyroid
QOvary
Oesophagus

30 40 50 60
ASR (World) per 100 000

Figura 2: Taxa de incidéncia e mortalidade dos dez tipos de canceres mais prevalentes no mundo,
modificado de (GLOBOCAN, 2018).

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer, a estimativa para o Brasil, biénio
2018/2019 aponta que ocorrerdo cerca de 640 mil novos casos de cancer para cada
ano. Desses novos casos cerca de 59.700 sejam relacionados ao CM, que
corresponde a 29,5%, com um risco estimado de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres
(INCA, 2018) (Figura 3).

Localizagao Priméria Casos % Localizagao Primaria Casos %
Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres Mama Feminina 59.700 29,5%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7% Cdlon e Reto 18.980 9,4%
Célon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estémago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Puimao  12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esofago 8.240 3,8% Estémago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Qvdrio 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%
*Numeros arredondados para multiplos de 10.

Figura 3: Distribuic@o proporcional dos dez tipos de canceres mais incidentes estimados para o Brasil
em 2018/2019, por sexo, exceto cancer de pele ndo melanoma, modificado de (INCA, 2018).

No que diz respeito a incidéncia da doenca na regido Norte do Brasil, o CM € o
segundo mais frequente entre as mulheres, sendo o primeiro o cancer de colo de
Utero. Para o biénio de 2018/2019 estima-se que ocorra 1.730 novos casos a cada
100 mil mulheres. Mais especificamente para o estado do Amazonas, a taxa de
ocorréncia estimada para 2018/2019 é de 420 novos casos de CM a cada 100 mil
mulheres (Figura 4) (INCA, 2018).
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Figura 4: Taxas brutas de incidéncia de canceres estimadas para 2018 por sexo, para o estado do
Amazonas, modificado de (INCA, 2018a).

O cancer de mama também ocorre entre os homens, no entanto esta condicao
€ extremamente rara, e é responsavel por 1% dos canceres masculinos e pode esta
relacionado a mutagdes tanto no gene BRC1 como BRCAZ2, este ultimo chega a ser
responsavel por 10% do risco de chances de um homem portador desenvolver cancer
de mama em algum momento da vida. Levando-se em consideracdo a pupulacao
masculina em geral para o surgimento de qualquer tipo de cnacer, pode-se considera
gue este risco é elevado. Os estudos sobre o cancer de mama masculino ainda séo
escassos, e o0 diagnostico e tratamentos ainda séo realizados baseados em estudos
com cancer de mama feminino (TAI & PARMIGIANI, 2007; CASTRO & EELES, 2012;
SIEGEL et al., 2012; RIZZOLO et al., 2013; KOTE-JARAI et al., 2011;).

A maioria dos CM sao carcinomas, e odem ser adenocarcinoma, que é 0
carcinoma que se origina nas células do tecido glandular. De acordo com a morfologia
das células cancerigenas, o CM pode ser classificado em diferentes tipos histolégicos,
entre eles o carcinoma ductal invasivo (CDI), € o que ocorre com maior prevaléncia,
corresponde a 50-80% dos tumores diagnosticados, iniciando-se nos ductos podendo
desenvolver metastase, seguido pelo carcinoma lobular invasivo (CLI) que representa
de 5-15% dos tumores, ocorre incialmente nos l6bulos podendendo desenvolver
cancer na outra mama ou nos ovarios. Os carcinomas in situ ocorrem em uma menor

proporcdo e caracterizam-se por nao invadir os tecidos adjacentes, nesse caso é
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considerada uma forma inicial da neoplasia (GOBBI et al., 2012; WEIGELT;GEYER;
REIS-FILHO, 2010; YERUSHALMI; HAYES; GELMON, 2009).

De acordo com o grau histologico, o sistema de classificacdo Bloom—
Richardson-Elston, criado em 1957, atualizado e, atualmente, denominado como
Nottingham Histologic Score, sugere que a classificacdo dos carcinomas de mama
seja determinada pela formacao de tubulo, pleomorfismo nuclear e contagem mitética,
podendo-se atribuir até 3 pontos para cada aspecto analisado. Desta forma, o escore
correspondente a soma dos 3 aspectos correspondera ao grau histolégico do tumor,
sendo os seguintes: (a) Escores de 3 a 5: tumores de grau |, os quais sdo bem
diferenciados e de bom prognoéstico; escores 6 e 7: tumores de grau I,
moderadamente diferenciados e de prognéstico intermediario; (c) escores 8 e 9:
tumores de grau lll, pobremente diferenciados e de pior prognostico (BLOOM;
RICHARDSON, 1957; RAKHA et al., 2014).

Os tumores de mama ainda podem ser classificados de acordo com a presenga
de receptores hormonais na membrana das células tumorais determinada por
caracterizacdo imuno-histoquimica (IHQ). Para esta classificacdo, analisa-se a
presenca dos receptores para estrogeno (RE), progesterona (RP) e HER2 (Human
Epidermal growth factor receptor 2). Os tumores denominados triplo-negativos, que
correspondem a 15-20% dos tumores de mama invasivos, sdo aqueles que nao
expressam nenhum destes receptores (HURVITZ; MEAD, 2015; PALMA et al., 2015;
YADAYV, 2015)

2.2 Fatores derisco

Alguns fatores biologicos de risco estdo bem estabelecidos e envolvem: idade,
caracteristicas da vida reprodutiva da mulher (tempo de exposicdo ao estrogeno),
densidade do tecido mamario, histéria familiar e presenca de alteracbes genéticas.
Com relacdo aos fatores de risco que dizem respeito aos habitos de vida estdo a
nutricdo, o sedentarismo, o uso de alcool, o tabaco e a exposi¢éo a radiacdo ionizante
em mulheres mais jovens (M. S., 2014).

Os fatores relacionados a exposi¢do ao estrogéno no decorrer da vida de uma
mulher que podem influenciar no risco de CM séo, antecipa¢cdo da menarca (idade da
primeira menstruagcdo menor que 12 anos), menopausa tardia (ap0s os 55 anos),

primeira gravidez apds os 30 anos, nuliparidade (nédo ter tido filhos), diminuicdo de
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gestacOes e amamentacéo, e uso de contraceptivos orais e de terapia de reposicao
hormonal pdés-menopausa, especialmente se por tempo prolongado (KEY;
VERKASALO; BANKS, 2001).

Quanto a presenca de fatores genéticos, os casos de CM podem ser
classificados em esporadicos ou hereditarios. Os canceres do tipo esporadico
correspondem a cerca de 90% dos casos de CM em todo o mundo, ndo apresenta,
na maioria dos casos, um diagnostico precoce, além do fato de o paciente ndo possuir
histérico familiar para cancer. Recebem esta denominagcdo por serem ocasionados
por mutacdes esporadicas em células sométicas e/ou tumorais, ndo estando
relacionado com a presenca de mutagdes germinativas em genes relacionados com
0 desenvolvimento da doenca (NCCN, 2016).

Por outro lado, o CM considerado hereditario, também denominado de
Sindrome hereditaria do cancer de mama e ovario, do inglés Hereditary Breast and
Ovarian Cancer - HBOC, caracteriza-se pela presenca de muta¢cdes germinativas
associadas com uma maior probabilidade ao desenvolvimento da doenca, além de um
forte histérico familiar para CM e de outros tipos, como prostata e ovario. O diagnostico
€, em grande parte dos casos, precoce, e, ao submeter o paciente e seus familiares a
testes genéticos, € observado um padréo de heranga autossémica dominante (NCCN,
2016).

O CM hereditario foi inicialmente mencionado pelo francés Paul Broca o qual
mostrou 10 casos de mulheres que foram diagnosticadas com CM, juntamente com
outros casos de canceres em suas respectivas familias em quatro geracfes
consecutivas (BROCA, 1866). Estudos posteriores confirmaram a associagdo entre
histéria familiar e a predisposi¢cdo aumentada ao CM (OTTMAN et al. 1983; KOZAK et
al. 1986; EISINGER et al. 1998).

Gradativamente a complexidade da heranca genética do CM é reconhecida, a
penetrancia dos genes de susceptibilidade ao CM pode ser classificada em trés
grupos (genes de alta, moderada e baixa penetrancia), de acordo com a frequéncia
de individuos portadores de uma mutacao patogénica que desenvolve o CM ao longo
da vida (FOULKES, 2008).

O CM hereditario possui achados clinicos distintos: a idade de acometimento &
consideravelmente precoce em relacdo ao cancer esporadico; maior prevaléncia de
bilateralidade; e a associa¢do com outros tipos de tumores em familias afetadas, como
cancer de ovario e préstata (BLACKWOOD; WEBER, 1998).
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Segundo a Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO), familias que
apresentem um ou mais dos critérios listados abaixo séo classificadas clinicamente
como portadoras da Sindrome Hereditaria do Cancer de Mama e Ovério e deverao
ser acompanhadas de forma adequada. Os critérios propostos pela ASCO sdao:

* Trés ou mais casos de cancer de mama e um caso de cancer de ovario em
qualquer idade ou;

* Mais de trés casos de cancer de mama em idade menor ou igual a 50 anos
ou;

* Irmé&s (ou mae e filha) com uma das seguintes combina¢cdes de tumores
diagnosticados em idade inferior a 50 anos:

- Dois casos de cancer de mama ou;
- Dois casos de cancer de ovério ou;
- Um caso de cancer de mama mais um caso de cancer de ovario (ASCO, 2015).

Além dos critérios preconizados pela ASCO, existem o0s critérios propostos pela
National Comprehensive Cancer Network (NCCN), que s&o mais abrangentes que 0s
propostos pela ASCO e incluem:

* Familia com mutagéo detectada em BRCAL1 e BRCAZ2;

* Histdria pessoal de cancer de mama associada a um ou mais dos seguintes
critérios:

- Diagnostico antes dos 45 anos;
- Diagnostico antes dos 50 anos com segundo tumor primario;
* Um ou mais familiares com cancer de mama em qualquer idade.
* Diagnostico antes dos 60 anos com:
- Cancer de mama triplo negativo.
* Diagnostico em qualquer idade com:
- Um ou mais familiares com cancer de mama antes dos 50 anos;
- Dois ou mais familiares com cancer de mama em qualquer idade;
- Um ou mais familiares com cancer de ovario epitelial;
- Dois ou mais familiares com céancer de pancreas e/ou cancer de prostata em
gualquer idade;
- Um caso de cancer de mama masculino;
-Ascendéncia étnica associada a uma alta frequéncia de mutagdes deletérias.
* Historia pessoal de cancer de ovario do tipo epitelial.

* Histéria pessoal de cancer de mama masculino.
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* Histdria pessoal de cancer de pancreas ou prostata em qualquer idade com 2
ou mais familiares com cancer de mama e/ou ovario e/ou pancreas ou prostata em
qgualquer idade (NCCN, 2016).

2.3 Gene Breast Cancer 1

Um dos primeiros genes de predisposicdo ao CM a ser mapeado foi 0o BRCAL
estudado por Hall e colaboradores, em 1990 a partir de andlises de ligagdo envolvendo
familias com numerosos casos de CM, sendo caracterizado, quatro anos mais tarde
por Miki e colaboradores, em 1994.

O BRCAl1l é um gene supressor tumoral localizado no bragco longo do
cromossomo 17 (17g21), constituido por mais de 81kb, distribuidos em 24 éxons dos
quais 22 codificam uma proteina com 1.863 aminoacidos com peso molecular de
220kd (os éxons 1 e 4 ndo codantes) (figura 5). Tem como funcéo evitar a formagéao
de tumores através do reparo de DNA. A proteina codificada pelo gene interage com
inUmeras proteinas para reparar as quebras no DNA, no entanto quando néo realizam
o reparo induzem a apoptose celular (ECONOMOPOULOU; DIMITRIADIS; PSYRRI,
2015; HALL et al., 1990; LYNCH; SNYDER; CASEY, 2013; MIKI et al., 1994).
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* 0 Exon 11 foi arbitrariamente dividido devido ao seu grande tamanho.

Figura 5: Estrutura do gene BRCA1, modificado do Banco de dados do cancer de mama (BIC, 2019).

A proteina codificada pelo gene BRCA1 possui um dominio dedo-de-zinco (zinc
finger ou ring finger domain) importante para a atividade de degradagéao via ubiquitina-
ligase e interacdo com outras proteinas na porcao amino-terminal. Além disso, dois
dominios de localizacdo nuclear importantes para a interacdo com proteinas de
controle do ciclo celular, como a p53, um dominio de ligagdo ao DNA na regido central
da proteina que permite a checagem do ciclo celular, uma regido SCD (cluster) de
sequéncias de serinas e treoninas importantes para a fosforilacdo de ATM, e na

porcdo carboxi-terminal, dois dominios BRCT (BRCA1l C-terminal) formados por
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aminoacidos de carga negativa e importantes para a manuten¢ao da estabilidade da
proteina e processos de transcri¢cdo celular (figura 6). Por meio destes dominios, o
BRCAL forma complexos com diversas proteinas, participando de multiplas funcdes
celulares, tais como transcrigao, regulacéo, ativacéo dos pontos de checagem do ciclo
celular e na via de reparo de DNA por recombinacao homdloga (NAROD; FOULKES,
2004; VENKITARAMAN, 2014).

l Dominio RING finger NLS | Dominio deligagdo ao DNA | | sCD | Dominio BRCT |

S2K XN

gio%jra 6: Estrutura da proteina BRCAL e seus dominios funcionais, modificado de Narod e Foulkes,

Quando sofre alguma mutacdo o gene BRCAL, perde sua capacidade de
suprimir o surgimento de tumores, deixando o individuo mais exposto ao
desenvolvimento de canceres, como as neoplasias de mama e ovario, préstata,
pancreas, tiredide e intestino (CORNEJO-MORENO; URIBE-ESCAMILLA;
SALAMANCA-GOMEZ, 2014). De acordo com Kourou (2015) a prevaléncia de
mutagcdes BRCAL1 e BRCA2 variam significativamente entre paises e etnias, mas o
mais relevante é a identificacao destes polimorfismos para possibilitar um tratamento
preventivo ao cancer.

O CM é considerado uma doenca de bom prognéstico quando diagnosticado e
tratado adequadamente, entretanto, ainda apresenta taxa de mortalidade elevada no
Brasil. Isto se deve pelo fato de a doenca ainda ser diagnosticada em estagios
avancados, retardando a implementagao do tratamento satisfatorio o qual, resulta no
retardo do desenvolvimento da doenca e, até mesmo, na cura, permanecendo o
paciente sob acompanhamento médico por alguns anos apés a finalizacdo do
tratamento (TIMOTEO, 2016).

2.4 Mutacdes germinativas em genes supressores de tumor

As mutacdes germinativas sdo associadas aos canceres hereditarios e, sao

alteracbes genéticas que ocorrem nas células germinativas progenitoras e séo
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herdadas pela prole. As mutagcfes podem ser génicas ou cromossOmicas de acordo
com seu efeito na sequéncia nucleotidica ou na estrutura do cromossomo,
respectivamente. As mutacbes génicas sdo modificagbes na sequéncia de
nucleotideos de determinado gene e podem ser classificadas de acordo com diversos
aspectos, como efeito na sintese proteica e significancia clinica. A partir de seu efeito
na sintese da proteina, podem ser dos seguintes tipos: Mutacdo por perda de
sentido (missense) acarretada pela substituicdo de um nucleotideo que dependendo
de sua natureza quimica (purina ou pirimidina) tera um efeito mais grave ou nao na
funcdo da proteina; Mutagcdo sem sentido (nonsense) a substituicdo de um
nucleotideo adiciona um cédon de parada prematuro, gerando uma proteina truncada;
Mutacdo por mudanca do quadro de leitura (frameshift) provocada por indels
(insercéo ou delecao) de um ou mais nucleotideos (NCCN, 2016; PIERCE, 2016).

Conforme sua significancia clinica, as mutacdes podem ser denominadas da
seguinte forma: Variantes patogénicas: alteracdes na sequéncia nucleotidica
considerada de significAncia clinica patogénica; Variantes provavelmente
patogénicas: variantes nao reportadas pelos bancos de dados, mas que, por seu tipo,
podem ser patogénicas (nonsense e frameshift); Variantes de significancia incerta
ou VUS (Variation of Uncertain Significance): variantes que ndo possuem
informac&ao suficiente sobre seu efeito ou apresentam informacao conflituosa em mais
de um banco de dados. Desta forma, a presenca desta variante n&o justifica a adog¢éo
de intervencdes cirargicas redutoras de risco; Variante provavelmente benigna:
variantes nao reportadas pelos bancos de dados. Geralmente, s&o variantes para as
guais nao foi reconhecida ou ndo se espera nenhuma patogenicidade (silenciosas,
intronicas); Variantes benignas: variantes testadas e reportadas pelos bancos de
dados como benignas (LI et al., 2017; WALLIS et al., 2013).

Estima-se que cerca de 20% das mutacdes que predispéem a HBOC ocorram
nos genes BRCAL1 e BRCAZ2 (Breast Cancer 1/2) que sdo responsaveis pela maioria
das familias de alto risco ao cancer de mama precoce e S80 genes supressores
tumorais e estdo envolvidos nas etapas de reparo, replicacdo e transcricdo do DNA.
Os portadores de mutagcdes da linhagem germinativa em qualquer um desses dois
genes possuem um risco cumulativo de desenvolver a doenga em até 85% e um risco
de desenvolver cancer de ovario em até 45%. Outros genes importantes que estao

associados ao risco aumentado para o carcinoma de mama e ovario sdo: TP53(Tumor
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Protein53) e CHEK2 (Checkpointquinase 2) (REBBECK et al., 2015; RICH et al.,
2015).

2.5 Mecanismos de investigacdo do cancer de mama

Os meétodos de diagnésticos mais utilizados no processo carcinogénico
mamario sdo: mamografia (MA), ultrassonografia (US) e ressonancia magnética (RM),
0 mais usado para o rastreamento e diagnostico precoce é a MA. O exame
mamogréfico é realizado a partir de aparelhos de baixa intensidade de emisséo de
raios-x. A mama é comprimida sob um receptor de imagem (podendo ser de filme ou
digital) e uma base transparente de compress&do da mama. Os raios-x nédo absorvidos
marcam o filme ou séo revelados pelo detector digital produzindo uma fotografia
similar a um negativo (DELMONICO; ALVES; AMARAL, 2015; HEYWANG-
KOBRUNNER et al., 2008).

A US tornou-se o exame mais sensivel para o diagnéstico das doencas
mamarias, com sensibilidade de 92%, a técnica baseia-se nos transdutores de ondas
com frequéncia média que varia de 5 para 15 MHz. Permite uma visualizacdo em
profundidade do tecido analisado e sua resolucado garante a aplicacao da técnica em
mamas densas e em estagio de lactagdo (TEJERINA BERNAL et al., 2012).

A RM atualmente € uma técnica utilizada para o acompanhamento do
estadiamento local e vigilancia da lesdo mamaria. Possui sensibilidade superior, ou
mesmo equiparada a US, e especificidade inferior aos demais exames (LEHMAN,
2010).

No Brasil o CM ainda possui uma taxa de mortalidade elevada, muito
provavelmente por que a doenca tem o dignostico em estagio avancado. Os métodos
de diagndéstico ficaram mais modernos e especificos, desde imaginologia até técnicas
de biologia molecular, o que tem permitido um diagnéstico apurado, acompanhamento
adequado e avaliac&o de prognosticos (NASCIMENTO; PITTA; REGO, 2015).

Nos ultimos anos o desenvolvimento de biomarcadores em oncologia vém
desempenhando papel fundamental na compreenséo dos mecanismos moleculares e
celulares que conduzem ao crescimento e a progressao do tumor. O diagnéstico
molecular e a identificacdo de novos marcadores estdo avancando rapidamente a
medida que séo elucidados os mecanismos que induzem a transformacdo de uma

célula normal em uma célula tumoral. Devido aos avangos moleculares foram
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desenvolvidos novos alvos terapéuticos bem como novas estratégias de tratamento
(KALIA, 2015).

Das novas metodologias que vem sendo desenvolvidas merecem destaques
as gque elucidam mecanismos envolvendo genes daregulacéo e diferenciagcao celular.
Entre as principais alteracdes da carcinogénese podem ser citadas: a expressao
aumentada de oncogenes, inibicdo de supressores tumorais, instabilidades
cromossoOmicas, alteracdes epigenéticas, alteracdes nas vias de reparo, entre outras
(DELMONICO; ALVES; AMARAL, 2015).

Os marcadores oncogénicos, sdo em sua grande maioria genes que codificam
proteinas que atuam como supressores tumorais, pois tem fungdo na reparacdo do
DNA, além de controlar a proliferacdo e morte celular programada (apoptose), ou
ambos impedindo o surgimento de tumores. Mutagcdes nestes genes resultam na
predisposicdo e até mesmo no desenvolvimento de CM precoce (BAGCI; KURTGOZ,
2015).

A pesquisa de mutacbes germinativas em BRCAL1l € considerada como
laboriosa, de alta complexidade e cara. Essa dificuldade deve-se, principalmente, ao
tamanho do gene e extensa heterogeneidade molecular que a doenca apresenta. Com
rarissimas excessfes (ex. populacdo de judeus Ashkenazi), o gene BRCA1l néo
possue hotspots, de forma que toda a extens&do do gene deve ser analisada. Mais de
4.000 alteracbes pontuais e grandes rearranjos génicos ja foram descritos no gene
(SCHWEIGER et al., 2011).

O padrao para a deteccdo de mutacbes se baseava no sequenciamento
bidirecional convencional desenvolvido por Sanger e Coulson em 1975, que consistia
em umareacao em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se uma fita molde de DNA,
um primer (iniciador) especifico para a sequéncia nucleotidica que se deseja analisar,
desoxinucleotideos marcados com 32P ou 35S, dideoxinucleotideos e uma DNA
polimerase. Durante a reacdo de sintese da nova molécula de DNA, a incorporacéo
de dideoxinucleotideos inibe a atividade da DNA polimerase, gerando produtos de
diferentes tamanhos que, apos serem submetidos a separacdo em gel de agarose,
eram analisados por radiografia por meio da marcacao dos nucleotideos com is6topos
radioativos (TIMOTEO, 2016).

No sequenciamento automatico, os nucleotideos passaram a ser marcados
com fluorocromos distintos que ao serem excitados por um laser emitem luz em

diferentes comprimentos de onda, os quais sdo detectados por um fotomultiplicador e
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a informacdo gerada é processada através de um computador, através dessa técnica

cada gene € analizado de forma individual. (HERMAN et al., 2012).

2.6 Estudos genéticos sobre o gene BRCA1 no Brasil

Apo6s o0 gene BRCAL ser mapeado, surgiu um grande interesse na identificacéo
de pacientes com predisposicdo para cancer hereditario e que poderiam ser
encaminhados para um servi¢o de apoio. Este se inicia na identificac&o dos individuos
acometidos, sendo necessérias varias sessbes pré e poOs-teste genético para
esclarecer as possibilidades. O conhecimento do grau de risco é importante para as
decisGes quanto a realizacdo ou ndo do teste genético, indicacdo de condutas de
rastreamento clinico e uso de medidas de prevencao (LOESCHER, 1999).

A abordagem mais comumente utilizada para se encontrar individuos com alto
risco de serem portadores de mutacdes deletérias que predispdem ao cancer € a de
analisar individuos selecionados com base no nimero e no grau de parentesco e
familiares com céancer, idade de diagnostico de tumores de mama nos individuos e a
existéncia de outros tumores (ESCOBAR, 2011).

O estudo realizado no Brasil por Dufloth e colaboradores (2005) analisando
mutacdes nos éxons 2, 3,5, 11 e 20 do gene BRCAL e 10 e 11 do gene BRCA2 em
30 mulheres e 1 homem com CM no Estado de S&o Paulo com historico familiar
confirmado, relataram a presenca de uma mutac&do no gene BRCAL e trés em BRCAZ2.
Este estudo indicou que o rastreio mutacional restrito a mutagdes predominantes
mundialmente, que foram previamente descritos na literatura, ndo pode ser
recomendado na populacéo brasileira. A populacao brasileira, como a populacao dos
Estados Unidos, € etnicamente mista, e as mutacdes fundadoras séo, portanto, raras
OuU mesmo ausentes.

Gomes e colaboradores (2011) publicaram um estudo com 402 mulheres com
CM escolhidos aleatoriamente no estado do Rio de Janeiro, em que investigaram
guanto a presenca de mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2. No total foram
identificadas nove mutagdes, seis no BRCA1 e trés no BRCA2, representando 2,3%
do total de pacientes. A mutacdo mais frenquente foi a 5382insC (descrita como
€.5266dupC) no BRCAL presente em cinco pacientes, correspondendo a 56% das

mutacdes identificadas.
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Um estudo realizado por Carraro e colaboradores (2013) com um grupo de 54
mulheres brasileiras com CM triplo negativo com menos de 35 anos, atendidas no
Centro Integrado de Diagnostico, Tratamento, Ensino e Pesquisa do Céancer
(A.C.Camargo) e em outras instituicdes, onde o resultado do rastreio no gene BRCA1l
indicou que 50% das mulheres com tumores triplo negativo apresentavam mutacgoes
germinativas nesse gene. De acordo com os autores da pesquisa, o CM triplo negativo
€ bastante agressivo e corresponde a, aproximadamente, 20% dos casos de CM. Esse
subtipo de CM esta associado com muta¢des no gene BRCAL.

Silva Felicio e colaboradores (2017) relataram a caracterizagao genética e da
epigenética do gene BRCA1 em mulheres brasileiras em situagéo de risco para o CM
hereditario, sobre suas caracteristicas clinicas e moleculares (mutacéo e metilacdo no
gene BRCA1), testando possiveis associacdes com caracteristicas patologicas e
morfoldgicas do CM. A maioria dos tumores mutantes era triplo negativo e tinham grau
histologico Ill. Em relacdo ao perfil de metilacdo, foi observada em apenas dois
pacientes e nenhum teve associa¢cdo com a mutacéao patolégica no gene BRCAL. Néo
foi encontrada associacao entre os niveis de BRCAL, a expresséao do gene e a historia

familiar de cancer.

Embora, o panorama de frequéncia e prevaléncia das muta¢cdes germinativas
deletérias na populacéo brasileira ndo esteja claro, observa-se que nos ultimos anos
estudos estdo sendo realizados e publicados, o que demonstra um interesse em

modificar este cenario de falta de conhecimento no Brasil (SILVA et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar um grupo de pacientes com cancer de mama atendidos na Fundacéo
Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON) quanto a fatores
de risco genético para cancer de mama hereditario.

3.2 Especificos

e Verificar a presenca de mutagdes nos pacientes atendidos na FCECON.

e I|dentificar as mutacfes presentes em 8 éxons do gene BRCAL, em pacientes

com cancer de mama, através de sequenciamento direto.

e Classificar as muta¢cfes encontradas de acordo com o banco de dados do

Clinvar, BRCA Exchange e Varsome.

e Comparar as mutacdes presentes nos pacientes estudados com as mutacoes

ja descritas na populacéo brasileira.
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4. CAPITULO |

Identificacdo de mutacdes germinativas em 8 éxons do Gene
BRCA1 em pacientes com cancer de mama no Estado do

Amazonas, utilizando sequenciamento direto.
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Identificacdo de mutacOes germinativas em 8 éxons do gene
BRCAL1 em pacientes com cancer de mama no Estado do

Amazonas, utilizando sequenciamento direto.

Rocha, A.A.; Benzaquem, D.C.; Fantin, C
Grupo de pesquisa em Genética Molecular e Citogenética, Laboratorio de Biologia
Molecular, Escola Superior de Ciéncias da Saude, Universidade do Estado do

Amazonas, Avenida Carvalho Leal 1777 - Cachoeirinha, Manaus, Brasil.

Resumo

O cancer de mama pode ser definido como uma doenca heterogénea de caréter
multifatorial, ha uma série de fatores de risco reconhecidos para o desenvolvimento
do cancer de mama, incluindo fatores hereditarios, hormonais, idade, sedentarismo,
alcool, radiacdo e obesidade. Mutagdes no gene BRCA1 séo responsaveis por 50%
dos casos de cancer de mama hereditario. O objetivo desse estudo foi caracterizar
um grupo de pacientes com cancer de mama atendidos na Fundacdo Centro de
Controle de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON) quanto a fatores de risco
para cancer de mama hereditario. Este estudo foi realizado no Laboratério de
Protedmica e Gendmica da Universidade do Estado do Amazonas (UEA), utilizando
sequenciamento direto de 8 éxons do gene BRCAL. Foram analisados 53 pacientes
(51mulherese 2 homens) com idade variando entre 30 a 71 anos, a maioria destes
pacientes nascidos no estado do Amazonas, com histérico familiar para predisposi¢céo
e fator de risco hormonal. As alteracdes encontradas nos éxons estudados do gene
foram verificadas em 3 bancos de dados online existentes para este gene (ClinVar,
BRCA Exchange e Varsome). Foram identificadas o total de 4 tipos de mutacdes
sendo elas mutagcao missense ¢.4304T>C éxon 13 (16 pacientes), mutacdo missense
c.4837A>G éxon 16 (25 pacientes), mutacdo frameshifth ¢.5266dupC éxon 20 (1
paciente) e mutacdao intrénica c.5277+48 5277+59dup (1 paciente). Dos 53 pacientes
estudados 26 sdo portadores de mutagcOes, onde apenas uma paciente apresentou a
mutacédo fundadora Ashkenazi ¢.5266dupC, mutacéo esta ja identificada em estudos
genéticos na populacdo brasileira, a mutacdo c.4837A>G foi frequente em 25
pacientes descartando a possibilidade de ser deletéria. Das mutacdes relatadas nesse
estudo duas ainda n&o possuem dados sobre seus mecanismos moleculares na
literatura, o que torna necessario estudos complementares, para se obter melhor
entendimento da consequéncia dessas mutacdo no gene BRCAL1l na populagéo
brasileira e mundial. Portanto, acentua-se a importancia de ampliar este estudo e
estimular pesquisas futuras, para se refinar o conhecimento do padrdo mutacional
brasileiro para os genes de alta penetrancia para o cancer de mama como o BRCA1.

Palavras chave: Cancer de mama, sindrome do cancer hereditario, BRCAL.
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4.1 INTRODUCAO

O céancer de mama (CM) é provavelmente o tipo de cancer mais temido pelas
mulheres, devido a sua alta frequéncia e, sobretudo, pelos seus efeitos psicoldgicos,
gue afetam a percepcdo de sexualidade, sua autoestima e estética (ABREU;
KOIFMAN, 2002).

Segundo a organizacdo mundial de saude (OMS), é o segundo cancer mais
comum e mais frequente entre as mulheres em todo mundo, atras apenas do cancer
de pele ndo melanoma, podendo afetar homens, porém € mais raro, apenas 1% do
total de casos da doenca. Em 2018, esse cancer correspondeu a 24,2% de todos os
novos canceres diagnosticado em mulheres, estima-se que de 2018 a 2040 haja um
aumento na incidéncia do CM de 46,3% elevando o numero de mortes de 7.9 milhdes
para 13 milhdes (GLOBOCAN, 2018; BERTOLI; CAVA; CASTIGLIONI, 2015).

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (2018), estima-se que no Brasil
59.700 novos casos de canceres sejam apenas de CM, que corresponde a 29,5%. No
gue diz respeito a incidéncia da doenga na regido Norte do Brasil, o CM é o segundo
mais frequente entre as mulheres, sendo o primeiro o cancer de colo de utero. Para o
biénio de 2018/2019 estima-se que ocorra 1.730 novos casos a cada 100 mil
mulheres. Mais especificamente para o estado do Amazonas, a taxa de ocorréncia
estimada para 2018/2019 é de 420 novos casos de CM a cada 100 mil mulheres
(INCA, 2018).

Alguns fatores bioldgicos de risco estdo bem estabelecidos e envolvem: idade,
caracteristicas da vida reprodutiva da mulher (tempo de exposicdo ao estrogeno),
densidade do tecido mamario, histéria familiar e presenca de alteracdes genéticas.
Com relacdo aos fatores de risco que dizem respeito aos habitos de vida estdo a
nutricdo, o sedentarismo, o uso de alcool, o tabaco e a exposi¢éo a radiacdo ionizante
em mulheres mais jovens (M. S., 2004).

Pelo menos 10% dos CM ocorrem em individuos com mutacdes germinativas
em genes de alta penetrancia. Mutacbes nos genes do CM de inicio
precoce BRCA1l e BRCA2 sdo responsaveis por até metade das mutacOes
hereditarias no CM. Um dos primeiros genes de predisposicdo ao CM a ser mapeado
foi 0o BRCAL1 estudado por Hall e colaboradores, em 1990 a partir de analises de

ligagdo envolvendo familias com numerosos casos de CM, sendo caracterizado,
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guatro anos mais tarde por Miki e colaboradores, em 1994 (VENKITARAMAN, 2014;
CGAN, 2012).

O BRCA1l €& um gene supressor tumoral localizado no brago longo do
cromossomo 17 (17g21), constituido por mais de 81kb, distribuidos em 24 éxons dos
guais 22 codificam uma proteina com 1.863 aminoacidos com peso molecular de
220kd (os éxons 1 e 4 sdo nao codantes) HALL et al., 1990; MIKI et al., 1994).
Recentemente, estimativas avaliaram que mulheres que herdam uma mutacdo no
BRCAL tém uma chance de 72% de desenvolver CM e de 44% de desenvolver cancer
de ovério (CO) em sua vida (KUCHENBAECKER et al., 2017). Mutagcdes no
WONGgene BRCA1l também podem predispor ao desenvolvimento de outros
canceres, como o cancer endometrial, pancreatico, colorretal, gastrico e de pele
(SUSZYNSKA et al, 2019; BLAIR et al., 2018). O teste genético é, portanto, essencial
para identificar individuos em risco para garantir um diagnostico precoce ou reduzir o
risco de cancer, incluindo cirurgias profilaticas (mastectomia e/ou ooferectomia)
(WONG et al., 2017).

A abordagem mais comumente utilizada para se encontrar individuos com alto
risco de serem portadores de mutacdes deletérias que predispdem ao cancer € a de
analisar individuos selecionados com base no nimero e no grau de parentesco e
familiares com cancer, idade de diagnostico de tumores de mama nos individuos e a
existéncia de outros tumores (ESCOBAR, 2011).

No Brasil o panorama de frequéncia e prevaléncia das mutacdes germinativas
deletérias na populacdo ndo esta claro, mas, observa-se que nos ultimos anos
estudos estdo sendo realizados e publicados, 0 que demonstra um interesse em
modificar este cenario de falta de conhecimento no Brasil (SILVA et al., 2014).

Embora os estudos genéticos no Brasil estejam aumentando, ndo existem
trabalhos moleculares investigativos na populacdo do estado do Amazonas que
demonstrem a evidéncia genética da causa dos canceres atendidos no estado. A
identificacdo e caracterizacdo destas mutagcdes na populacdo amazonense s&o
cruciais para um melhor tratamento e prevencéo. Pelo exposto, o objetivo do presente
estudo foi de caracterizar um grupo de pacientes com cancer de mama atendidos na
Fundacdo Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON)

guanto a fatores de risco para CM hereditario.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1Tipo de Estudo

Foi realizado um estudo descritivo de pacientes atendidos no ambulatorio da
Fundacédo Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON),
diagnosticados com CM com histéria familiar e/ou diagnéstico em idade jovem (<40
anos), comprovados por exame clinico e histopatolégico em qualquer fase de
estadiamento tumoral ou relatério de encaminhamento médico.

A execucdo do estudo teve aprovacdo dos Comités de Etica em Pesquisa das
instituicbes envolvidas, tendo como numero de parecer: 510.432 (ANEXO 1). Os
individuos abordados foram informados dos objetivos do estudo por meio da
apresentacao do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), o qual também
esclarece os riscos e beneficios do estudo (ANEXO II). Os Critérios de inclusdo e
exclusdo seguram as diretrizes publicadas em 2016 pela organizagdo NCCN intitulada
“Diretrizes de Pratica Clinica NCCN em Oncologia”. J& os critérios de exclusao foram:
pacientes incapacitados de compreender o TCLE; individuos com diagnéstico de
cancer de mama e/ou ovario com idade maior que 40 anos e sem historia familiar para

estes canceres; ou individuos que nao se enquadraram nos critérios de incluséo.

4.2.2 Coleta e tratamento das amostras

Foram coletados 5mL de sangue periférico de cada voluntario em tubo K3
EDTA, no ano de 2014, relizada no Laboratério de Coleta da Fundagcao Centro de
Controle em Oncologia do Estado do Amazonas — FCECON.

Em seguida o DNA gendmico foi extraido do sangue periférico utilizando o
protocolo CTAB 2% padronizado de Doyle e Doyle (1990). A verificagao qualitativa do
DNA extraido foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 1% corado com azul

de bromofenol/GelRed.

4.2.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Apos realizada a revisdo de literatura (FIEDMAN et al., 1994, ALNOLD rt al.,
1999, DUFLOTH et al., 2005; ESCOBAR, 2011) foram selecionados os primers que
apesentavam indices polimorficos de acordo com a lireratura, 0s quais estdo listatos

na tabela 1. As sequéncias do primers foram retiradas do trabalho de Dufloth et al.,
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(2005). Os pares de primers dos fragmentos do gene BRCAL estéo localizados auma
distancia de 50 a 100 pares de bases de cada éxon. Isto permite que toda a area de
interesse seja rastreada, inclusive regides intrénicas proximas aos éxons, onde
eventuais alteragdes podem ser importantes por estarem localizadas em sitios de
splicing alternativo.

A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada para amplificar e isolar os 8
éxons de interesse do gene BRCA1 de cada paciente. A reacao foi realizada em
microtubos de 0,2 mL, com 0s seguintes reagentes e suas concentracdes finais:
Tampao 1X; Cloreto de magnésio (MgCl2) (2mM); DNTPs (0,2mM); Primer F (0,5uM);
Primer R (0,5uM); Taq DNA Polimerase (1,25U) (DNA express Biotecnologia ®). A
ciclagem seguiu-se como descrito na tabela 2. O produto da amplificacdo foi
guantificado em gel de agarose 1% corado com GelRed, com a concentracao de 1:1,
utilizando 2uL do produto da PCR e 2uL de azul de bromofenol/GelRed. A purificagcédo
do produto de PCR foi realizada pelo método Polietilenoglicol 20% (PEG 8000)
(SAMBROOK; GREEN, 1989).

Tabela 1: Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores para os éxons do gene BRCAL.

Primers Sequéncia Tamanho (Pb) TA*

Exon 2 F:5GAAGTTGTCATTTTATAAACCTTT3’ 250 60°C
R:5TGTCTTTTCTTCCCTAGTATGT3’

Exon 3 F:5TCCTGACAGAGCAGACATTTA3’ 340 60°C
R:5TTGGATTTTCGTTCTCACTTA3’

Exon 8 F: 5AAGCACAGAACTGGCCAACAA & 274 60°C
R: 5CACTTCCCAAAGCTGCCTAC 3’

Exon 9 F: 5 TGCCACAGGTAGATGCTCAGT 3’ 292 58°C
R: 5" CACATACATCCCTGAACCTAAA 3

Exon 13 F: 5AATGGAAAGCTTCTCAAAGTA 3’ 322 62°C
R: 5’ATGTTGGAGCTAGGTCCTTAC 3

Exon 16 F: 5AAAACTCTTTCCAGAATGTTGT3S 452 56°C

R: 5AATTCTTAACAGAGACCAAGAAC3’

Exon 19 F: 5CTGTCATTCTTCCTGGTGCTC3’ 250 60°C
R: 5CATTGTTAAGGAAAGTGGTGC3

Exon 20 F:5ATATGACGTGTCTGCTCCACZ 322 60°C
R:5GGGAATCCAAATTACACAGC?

TA*: Temperatura de anelamento
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Tabela 2: Perfil de Temperatura para amplificar a Reacéo em Polimerase da Cadeia (PCR).

Etapa Temperatura Tempo
1 94°C 05:00 min
2 94°C 00:35 seg
40X { 3 TA* 00:40 seg
4 72°C 00:40 seg
5 72°C 05:00 min

TA*: Temperatura de anelamento

4.2.4 Sequenciamento de DNA direto

Para sequenciamento do DNA direto, foram realizadas duas reacfes de
sequenciamento Forward e Reverse utilizando os mesmos primers da PCR, agua
ultrapura, Tampdo 5X e kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing, ambas
reacOes tiveram o mesmo material de PCR purificado. A reacdo de sequenciamento
de DNA ocorrereu em termociclador com o perfil de temperatura apresentado na
Tabela 3.

Tabela 3: Representacdo das estapas de temperatura da reacdo de sequenciamento de DNA

Etapa Temperatura Tempo
1 96°C 2min

2 96°C 30seg

35X { 3 50°C 20seg
4 60°C 4min

Apés areacao de sequenciamento foi realizada a precipitacédo, com a finalidade
de eliminar reagentes néo incorporados na reacdo. A precipitagdo foi realizada com
EDTA/ETANOL seguindo o protocolo estabelecido pela Applied Biosystems. E seguiu-
se a corrida eletroforética por capilar no sequenciador automatico ABI 3130x| Genetic

Analyser (Applied Biosystems).
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4.2.5 Analise dos dados

Ao término do sequenciamento automatico, no qual foram geradas as
sequéncias nucleotidicas dos éxons do gene BRCA1, as mesmas foram verificadas
utilizando a ferramenta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para confirmar
a identidade das sequéncias.

As mesmas foram conferidas, alinhadas, editadas e analisadas com o auxilio
do programa Bioedit 7.2.6 (HALL, 1999) tendo como sequéncia referéncia BRCA1:
NM_007294.3 depositada no GenBank do National Center for Bitechnology

Information, ou NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene), essa sequéncia wild type

nao apresenta mudancas ao longo da mesma, dessaforma, fornece informacgdes para

comparar acerca das mutacdes presentes nos individuos estudados.

4.2.6 Descri¢cao das Mutacdes

Todas as alteragdes encontradas no gene BRCA1 foram pesquisadas no banco

de dados do ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), do BRCA Exchange

(https://brcaexchange.org/variants) e do Varsome (https://www.varsome.com/) para
gue pudessem ser classificadas quanto a sua nomenclatura, bem como a
interpretacdo e determinacdo da significancia clinica das mutacdes encontradas nas
sequéncias nucleotidicas. Esses bancos de dados tém por objetivo fornecer dados de
livre acesso, com registros confiaveis acerca de variantes interpretadas para um

fenotipo de alta penetrancia.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
https://www.varsome.com/

40

5 RESULTADOS

3.1 Caracterizacao geral da amostra

Participaram do estudo 53 pacientes selecionados ap6s consulta no
ambulatorio da Fundagcdo Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas
(FCECON), os mesmos foram incluidos conforme os critérios descritos no item 2.3,
para o CM hereditario.

O grupo esta caracterizado da seguinte forma 51 mulheres e 2 homens. A
idade dos pacientes variou de 30 a 71 anos, ainda que uma das principais
caracteristicas das sindromes hereditarias de predisposicdo ao cancer seja o
acometimento dos pacientes em idade jovem (25 a 40 anos), ndo era intengao
restringir a populacdo a uma determinada faixa etaria, tendo em vista que os pacientes
com idade >40 atendiam aos demais critérios expostos no item 2.3.

Quanto a procedéncia dos pacientes, 38 eram nascidos no estado do
Amazonas, 7 no Para, 1 de Roraima, 1 de Rondénia, 1 do Ceara e 1 da Paraiba e 4
nao relataram sua naturalidade. Em relac&o ao histérico familiar para predisposi¢céo
ao CM hereditario 69,8% dos pacientes apresentaram alguma relacdo com o CM,
enquanto em 30,2% houve auséncia. Quanto ao fator de risco hormonal pbéde ser
observado que 37,2% das mulheres estavam na menopausa no momento do

diagnostico.

3.2 Rastreamento do gene BRCA1 por sequenciamento direto

3.2.1 Caracterizacao das sequéncias

Os dados das sequéncias do gene BRCA1l obtidos através de
sequenciamento direto foram analisadas no programa BioEdit 7.2.6. (HALL, 1999).
Individualmente cada éxon foi analisado e gerada suas proprias matrizes, ao total
foram analisados 2.305pb. Para os 53 pacientes foi realizada duas reacdes de
sequenciamento bidirecional para cada éxon, se apresentada alguma variacdo na
sequéncia a mesma erarepetida de 2 a4 vezes para que a mutagao fosse confirmada,
dando credibilidade aos dados encontrados, gerando um total de 895 reacdes (tabela
4).
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Tabela 4: Dados gerados através de sequenciamento direto dos éxons do gene BRCA1

Exon2 Exon3 Exon8 Exon9 Exonl13 Exonl1l6 Exonl1l9 Exon20 Total
N° de
sequéncias
N° de pb
apos a 258pb 319pb 272pb 160pb 307pb 419pb 248pb 322pb  2.305pb
edicdo

106 106 106 106 117 121 106 127 895

3.2.2 Caracterizacao das mutacdes

As sequéncias geradas foram analisadas por inspecdo visual de cada
eletroferograma, e a comparagdo por alinhamento com a sequéncia referéncia
NM_007294.3, que possibilitou a visualizagdo de cada mudanca presente nos
pacientes. Ressaltamos que as sequéncias que apresentavam mudangas passaram
por nova reacdo de sequenciamento para entdo confirmar a presenca da mesma
(Figura 1).

Figura 1: Repeti¢do do sequenciamneto da paciente AO5 que apresentou mudanca em sua sequéncia.
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As alteracbes encontradas nos éxons estudados do gene BRCAL foram
verificadas nos bancos de dados online deste gene ClinvVar, BRCA Exchange e
Varsome, que armazenam informag¢fes uteis para 0s grupos de pesquisas que 0
acessam. Foram identificadas o total de 4 muta¢cfes sendo elas 2 missenses, 1

frameshift e 1 variante intrénica (tabela 4).

Tabela 4: Altera¢des encontradas no gene BRCAL.

; Base  Aminoacido  Tipo de . . N® de
Localizagéo HGVS* dbSNP** ~ Significancia pacientes
trocada trocado mutacéo
afetados
Exon 13 C.4304A>G 987666080 g o Asp—Gly Missense SIEIEEED 16
9 incerto
Exon 16 c.4837A>G  rs1799966 A—-G Ser—Gly Missense Benigna 25
Exon 20 c.5266dupC rs80357906 insC Stop codon  Frameshift Patogénica 1
c.5277+48_ dupGTA
Intron 20 5277+59du r357257 6635 11cca Intronica Pro‘t;ae‘é?"::”te 1
p cTcC 9

*Human Genome Variation Society; **Short Genetic Variations database

3.2.3 Distribuicdo das mutacfes nas amostras
3.2.3.1 MutacOes Missenses

A mutacdo missense localizada no éxon 13 é descrita como ¢.4304A>G e
caracteriza-se por uma troca de T—C (Timina por Citosina) levando a troca do
aminoacido Asp — Gly (Aspartato por uma Glicina) (Figura 2), esta mutacédo foi
encontrada em 16 pacientes, todos do sexo feminino, em sua maioria naturais da
regidao norte, 12 do Amazonas, 1 do Para, 1 de Rondodnia e 2 n&o relataram a
naturalidade, a faixa etaria destes pacientes variou de 33 a 59 anos e todos
apresentaram histérico pessoal e/ou familiar.

Quanto a patogenicidade desta mutacdo, ha uma divergéncia entre os
bancos de dados online ClinvVar, BRCA Exchange e Varsome o primeiro e o segundo
mostram como uma variacao de significado incerto (VUS) enquanto o terceiro supoe
ser provavelmente benigna, sabe-se que as VUS séao classificadas dessa forma por
ndo possuirem informacdes suficientes sobre o seu efeito, jA as variantes

provavelmente benignas sdo as que ndo foram reconhecidas ou ndo se espera
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nenhuma mutacao patogénica (silenciosas e intrénicas), em vista disso, neste trabalho

foi considerado a classificagdo do banco ClinVar, do NCBI e do BRCA Exchage.
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Figura 2: A) Eletroferograma mostrando a mutagao missense c¢.4304A>G no éxon 13 do gene
BRCAL. B) Eletroferograma sem alteracdo do mesmo éxon (sinalizado com uma seta).

s

Outra mutacdo missense encontrada é descrita como c.4837A>G €
localizada no éxon 16 e caracteriza-se por umatroca de A—G (Adenina por Guanina)
levando a troca do aminoacido Ser—Gly (Serina por uma Glicina) (Figura 3), esta
mutacdo esteve presente em 25 pacientes, todos do sexo feminino, em grande parte
naturais da regido norte, 17 do Amazonas, 2 do Para, 1 de Roraima, 1 de Rondébnia e
4 nao informaram sua naturalidade, a faixa etaria destes pacientes variou de 33 a 69
anos e todos apresentaram historico pessoal e/ou familiar. Os bancos de dados
consultados Clinvar, Varsome e BRCA Exchange ndo possuem divergéncia de

classificacdo para esta mutacéo, sendo entdo considerada benigna.
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Figura 3: A) Eletroferograma mostrando a mutagédo missense ¢.4837A>G no éxon 16 do gene BRCAL.
B) Eletroferograma sem altera¢céo do mesmo éxon (sinalizado com uma seta).

3.2.3.2 Mutacédo Frameshift

A mudanca frameshift localizada no éxon 20 é conhecida como 5382insC é
descrita como ¢.5266dupC, caracteriza-se pela inser¢céo do nucleotideo C e leva a um
erro de leitura a partir deste ponto e ao aparecimento de um stop cédon na
posicdol829aa (Figura 4). Esta alteracdo foi encontrada em uma paciente do sexo
feminino diagnosticada aos 63 anos, natural de Manaus/AM, possui histérico familiar
de cancer de mama (méae e filha), ndo foi possivel realizar o rastreio da mutacdo em
seus familiares, pois ndo obtivemos contato com as mesmas. Os bancos de dados
consultados ClinVar, Varsome e BRCA Exchange nédo possuem divergéncia de

classificacdo para esta mutacdo, sendo entdo considerada patogénica.
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Figura 1: A) Eletroferograma mostrando a mutacdo frameshift ¢.5266dupC no éxon 20 do gene
BRCAL. A insercéo da citosina forma sobreposi¢éo dos picos no restante da leitura.
B) Eletroferograma sem alteracdo do mesmo éxon (sinalizado com uma seta).

3.2.3.3 Mutacéao Intronica

A mutagcdo intrbnica localizada no intron 20 €& descrita como
c.5277+48_5277+59dup (figura 5) consiste na insercédo de 12 pares de bases neste
intron (GTATTCCATCC), foi detectada em apenas uma paciente do sexo feminino, a
mesma apresentou as mutacées missenses dos éxons 13 e 16. Nos bancos de dados
consultados ClinvVar e BRCA Exchange essa mutacdo intronica é classificada como
provavelmente benigna, jA a busca no banco de dados Varsome mostra a
classificagdo como VUS, onde ressalta que apesar de o banco de dados Clinvar
classificar como variante provavelmente benigna n&o faz referéncias a testes
funcionais para tal classificagcdo. Na literatura, até 0 momento nao foram encontradas

citacdes sobre essa mutacao.
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Figura 4: A) Eletroferograma mostrando a mutacdo intrénica c.5277+48_5277+59dup do gene BRCAL1.
A insercéo de 12 pares de bases forma sobreposi¢do nos picos no restante da leitura.
B) Eletroferograma sem alteracdo do mesmo éxon (sinalizado com uma seta).

3.2.3.4 Quantitativo das mutacdes

Do total de 53 pacientes analisados no presente estudo 26 apresenteram
mutacBes (Tabela 5). Destes, 16 pacientes apresentaram duas mutacdes
concomitantemente do tipo missense nos éxons 13 e 16, 9 pacientes apresentaram
uma mutacdo em um dos éxons 13, 16 e 20, uma paciente apresentou de forma

particular trés muta¢es simultaneamente nos éxons 13, 16 e intron 20 (figura 5).
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Tabela 5: Distribuicdo das mutacdes em cada paciente com cancer de mama estudados

MUTACOES

INTRON 20 TOTAL DE

EXON13 EXON16 EXON 20

SEXO

PACIENTES

2

AO01
A02
A03
A04
A05
AO06
A07
A08
A09
Al10
All
Al2
Al3
Al4d
Al5
Al6
Al7
Al8
Al19
A20
A21
A22
A23
A24
A25
A26
A27
A28
A29
A30
A3l
A32
A33
A34
A35
A36
A37
A38
A39
A40
A4l
A42
A43
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PACIENTES F EXON13 EXON16 EXON20 INTRON20 TOTAL DE

MUTAGOES
Ad4 F 0 0 0 0 0
A45 F 0 1 0 0 1
A46 F 0 0 0 0 0
A47 F 0 1 0 0 1
A48 F 0 0 0 0 0
A49 F 0 0 0 0 0
A50 F 0 1 0 0 1
A51 F 0 0 0 0 0
A52 F 0 1 0 0 1
A53 F 0 0 0 0 0

0=Auséncia de mutagdo, 1= Presenc¢a de uma mutagdo; 2=Presenca de duas muta¢des; 3=Presenca
de tres mutacdes. F= Feminino, M= Masculino.

Teo 170 160 150 200 210 220 230 230
------------------------------------------------------------------------------------

188 160 170 180 200
--------------------------------------------------------

il ’;}M\/ﬁtﬂMﬂw

Figura 5: A) Eletroferograma mostrando a mutag&o missense ¢.4304A>G no éxon 13 do gene BRCAL.
B) Eletroferograma mostrando a mutagdo missense ¢.4837A>G no éxon 16 do gene BRCAL. C)
Eletroferograma mostrando a mutagéo intrdnica ¢.5277+48_5277+59dup do gene BRCAL.

i
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4 DISCUSSAO

No Brasil, estudos e dados sobre mutagdes relacionadas ao CM hereditario
ainda sdo escassos e estdo concentrados nas regifes Sul e Sudeste do pais. Além
disto, a populacéo brasileira é heterogénea e miscigeada, com uma alta variabilidade
genética devido a influéncia dos diversos povos que participaram do processo de
colonizagéo do territério brasileiro. O que torna bastante complexo tragar um perfil
genético desta sindrome, inclusive pelas diferencas existentes entres as regides do
pais (TIMOTEO, 2016).

No estado do Amazonas pouco se sabe sobre o perfil genético de pacientes
diagnosticados com CM precoce e/ou com casos na familia, este estudo € o primeiro
a trabalhar com a técnica de sequenciamento para rastrear mutacdo no gene BRCA1
no estado. A selecdo dos pacientes foi feita de acordo com os critérios para CM
hereditario, e a idade variou de 30 a 71 anos, também foi relatada no trabalho de
Escobar (2011) onde as mutacdes estavam presentes em pacientes acima dos 40
anos. Em nosso, estudo as muta¢fes variaram entre as faixas etarias dos pacientes
de 33 a 71, sendo mais presente em pacientes com idade acima dos 40 anos.
Importante salientar que o cancer € uma doengca comum em pessoas de idade
avancada entre 65 a 80 anos, quando a doenga ocorre em pessoas com idade abaixo
dos 50 anos, pode ser relacionado a erros de heranca mendeliana, afetando genes
gue atuariam como defesa no surgimento de tumores como o BRCAL (LIU et al.,
2005).

Outro fator de risco para o CM além da idade é o fator hormonal, mulheres em
idade fértil estdo sujeitas ao risco aumento de surgimento de cancer por estarem
expostas a estimulacdo hormonal. Quanto maior o tempo da vida reprodutiva, maior é
o risco de desenvolver CM, o que significa dizer que a menarca precoce e a
menopausa tardia aumentam as chances de desenvolver CM, devido ao ciclo
hormonal que ocorre nesse periodo (BOUGIE et al., 2011; KING et al., 2003)

Dentre nossas pacientes foi detectado que apenas 37,2% estavam nha
menopausa, demonstrando que 62,8% ainda estavam em idade reprodutiva, o que
nos leva a acreditar que essas pacientes em ndo menopausa sofreram influéncia dos

hormonios no desenvolvimento do cancer de mama.
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A identificacdo de individuos portadores de mutacdes germinativas em
genes relacionados como CM hereditario € de grande importancia para identificar
familiares de alto e médio risco e assim propor medidas de acompanhamento para
potencializar o diagnostico precoce. O diagnostico molecular do CM hereditario é
complexo e requer a andlise de toda a sequéncia do gene BRCAL, e a diferenciacéo
de variantes de alto ou baixo risco € um ponto importante para a descoberta do
significado clinico, e, para um resultado conclusivo do teste genético (TIMOTEO,
2016; ESCOBAR, 2011).

Classificar variantes que desregulam a expressao génica de isoformas naturais
€ um desafio, uma vez que ainda nao foram completamente estabelecidas as
alteracdes minimas na transcri¢do e na traducdo que levam ao surgimento do cancer.
MutacBes que alteram o aminoacido codificado (missense) com significado clinico
desconhecido podem ser deletérias, dependendo do efeito bioquimico que a troca de
aminoacido tera na estrutura e funcdo da proteina permitindo, por exemplo, romper
um sitio acentuador de splicing. Da mesma forma, variantes intrénicas podem afetar
0s mecanismos de splicing alternativo e a transcricdo génica quando localizadas em
sequéncias-consenso ou sequéncias acentuadoras/inibidoras destes mecanismos
(TSAI et al., 2008).

A mutacao missense ¢.4304A>G localizada no éxon 13 classificada como
significado incerto, foi presente em 30,2% dos pacientes, ou seja, 16 individuos
apresentaram essa variacdo. Sobre essa variantecdo presente nos pacientes deste
estudo, ndo foi encontrada até 0 momento pesquisas que demonstre sua frequéncia
na populacdo mundial e brasileira e nem sobre sua patogenicidade. Sabe-se que as
variantes missenses podem ou nédo afetar o efeito da proteina, e mais especificamente
a regido codificada pelos éxons 11 a 13 que correspondem a 65% do peptideo e é
comumente mutada no cancer de mama (CLARK; DOMCHEK, 2012). Por esta razao,
nao se pode afirmar que a variante de significado incerto presente neste trabalho néo
afeta a funcéo da proteina codificada.

A mudanca missense ¢.4837A>G localizada no éxon 16 classificada como
benigna, esteve presente em 47,2% dos pacientes deste estudo, ou seja, 25
individuos apresentaram essa variagdo. Sabemos que o Brasil € um pais etnicamente
diversificado, pois sofreu influéncia de muitos povos como europeus, indios e
africanos, e a mutacao c.4837A>G ja foi descrita em duas dessas populacdes

(europeus e africanos), em um estudo de Biunno et al., (2014) no Sudao Central
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identificou essa mutacdo em 21/59 dos pacientes estudados, essa alta frequéncia é
similar com a deste estudo, 0 que nos indica que essa mutacao pode ter entrado na
populacéo brasileira com a influéncia dos africanos.

A mutacdo citada, ja foi descrita em outros trabalhos e a mesma apresentou
alta frequéncia. Em paises da Asia como o Ird, esta mutacéo tem uma frequéncia de
6 alteracbes em 20 pacientes amostrados, ou seja, 21,2% como observado no
trabalho de Keshavarzi et al., 2012. Outro trabalho que também apresenta a
frequencia dessa mutacdo foi o de Pietschmann et al., (2012) que observaram a
ocorrencia da mesma em 6 pacientes de 20 que foram amostrados, ou seja 30% dos
pacientes afetados com cancer de mama apresentaram esta mutacgao.

Além destes, Dombernowsky et al., (2009) em um estudo com 419 mulheres
diagnosticadas com cancer de mama e/ou ovario, avaliou risco para esses canceres
associado a 9 polimorfismos missenses dentre eles 0 ¢.4837A>G, e encontrou uma
frequéncia de 21% na populacéo estudada. E perceberam que a heterozigosidade ou
homozigose de qualquer combinacao de dois dos nove polimorfismos ndo se associou
com risco aumentado de cancer de mama e/ou ovario. Yang et al., (2019) fizeram uma
meta-andlise sobre essa variagcdo presente na literatura e corroboraram com o que ja
foi estudado, indicando que esse polimorfismo pode néo estar relacionado ao risco de
cancer de mama, mas ressaltaram que outros estudos devem ser realizados para
confirmar esse resultado.

Como anteriormente citado, a populacdo brasileira possui grande
heterogeneidade étnica devido a colonizacdo por diversos povos, o que dificulta o
encontro de mutacfes fundadoras especificas. No entanto, entre as mutagdes
encontradas neste estudo uma é fundadora ¢.5266dupC, Da Costa e colaboradores
mostraram em 2008, através de um estudo de perfil haplotipico, que a mutacao
Ashkenazi ¢.5266dupC possui origem no Leste/Centro europeu, 0 que mostra uma
contribuicdo significativa dos povos caracteristicos destas regides para a populacao
brasileira. Atualmente a mutagcédo c¢.5266dupC, localizada no éxon 20, € a segunda
mutacdo mundialmente mais frequente descrita no gene BRCAl (KARAMI;
MEHDIPOUR, 2013; PALMERO et al., 2016; SILVA et al.,, 2014; BIC, 2019). No
entanto, apesar de sua alta frequencia, neste estudo, a mesma foi detectada em
apenas uma paciente. Em 2005, Dufloth et al., observaram uma prevaléncia de 13%
de mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2 em pacientes brasileiros com historico

familiar positivo, dentre as mutacfes encontradas por eles a ¢.5266dupC esteve



52

presente, presente em apenas uma paciente da coorte de 31 pacientes, assim como
neste trabalho, demostrando também a baixa prevalencia em pacientes no Brasil.
Alguns autores sugerem que a entrada desta mutagdo no Brasil esta relacionada com
aimigracao de judeus europeus de Portugal no século XVI (CARVALHO-SILVA et al.,
2001; GOMES et al., 2007).

Lourenco et al., (2004), encontraram em seu estudo uma frequéncia de 8,5%
desta mutacdo (c.5266dupC), utilizaram critérios de selecdo dos pacientes mais
rigorosos, trabalharam com uma coorte de 47 pacientes de origens distintas, dois
pacientes eram de origem judaica Ashkenazi, quatro pacientes eram de origem
européia, um deles com um parental ucraniano e um italiano, dois pacientes de origem
italiana (um deles sendo italiano) e um paciente com parentais alemao e
portugués. Os outros 38 pacientes eram da populacéo brasileira.

O estudo de Gomes et al., (2011) selecionou 402 mulheres em tratamente para
cancer de mama no estado do Rio de Janeiro, os resultados mostram que a mutacdo
mais frequente foi a ¢.5266dupC presente em 5 pacientes, ainda assim pode ser
considerada baixa em relacdo com numero de pacientes amostrados. Embora este e
outros estudos citados mostrem que a mutacéo fundadora ¢.5266dupC em BRCAL é
presente na populacdo brasileira, isto ndo pode ser tomado como solugdo para o
problema do rastreamento do CM hereditario no Brasil, visto que outras mutacdes
estdo presente nessa populacéo.

A mutacdo c.66_67delAG ¢é encontrada principalmente em individuos
Ashkenazi e iraquianos, e esporadicamente em néo-judeus. Estudos anteriores
estimaram que esta € uma mutacao fundadora em portadores de mutagdes judaicas,
classificada como patogénica por afetar a fungao da proteina. (LAITMAN et al., 2013).
No Brasil essa mutacéao € utilizada para rastreio em pacientes com predisposicao ao
CM hereditario, alguns estudos ja foram realizados, mas a frequéncia dessa mutacéo
na populagéo brasileira ndo foi publicada, desta forma salientamos a importancia de
0 estudo genético do CM ser realizado no Brasil com mais afinco, para que se possa
ter um perfil genético desta populacao.

A mutacgéo intrénica descritacomo ¢.5277+48 5277+59dup localizada no intron
20, foi encontrada em apenas uma (01) paciente. Sobre essa variante presente neste
estudo néo foi encontrada até o0 momento pesquisas que demonstre sua frequéncia
na populacdo mundial e brasileira e nem sobre sua patogenicidade, elafoi classificada

como provavelmente benigna devido as bases inseridas estarem distantes do sitio de
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splicing. De modo geral, variantes intronicas podem afetar os mecanismos de splicing
alternativo e a transcricdo génica quando localizadas em sequéncias consenso ou
sequéncias acentuadoras/inibidoras destes mecanismos (ESCOBAR, 2011).

Sabe-se que os avancos das técnicas moleculares tém ajudado a mapear
mutacdes presentes em pacientes com cancer de mama hereditario, porém pouco se
sabe sobre pacientes que apresentam mutacdes em éxons diferentes do mesmo
gene, neste estudo foi encontrado pacientes que possuiam mais de uma mutagcao no
gene BRCAL. Um estudo realizado em 2014 por Tung et al., com painel génico para
CM mostrou em apenas um gene de moderada penetrancia CHEK2, dois pacientes
que possuiam 2 muta¢gdes nesse mesmo gene. O que nos faz ressaltar a importancia
de se estudar a genética do cancer para que 0s pacientes com multiplas mutacdes
possam receber o tratamento adequado e ter o diagndstico mais preciso.

A interpretacao precisa dos resultados dos testes genémicos é de importancia
primordial, para o manejo clinico dos pacientes e para evitar estresse desnecessario
de um resultado incerto. A interpretacdo errdbnea de dados genéticos, tem
consequéncias adversas para os pacientes e para suas familias. Neste estudo obteve-
se uma mutacdo missense e uma variante intrénica que ndo possuem significado
clinico conhecido, e até o momento ndo foram citadas na literatura. As variagcdes
missenses afetam varias pacientes, o que nos leva a desconsiderar que sejam
deletérias, pois os polimorfismos geralmente afetam pelo menos 1% da populacao
(FERNADEZ-LOPEZ 2019).

Assim sendo, este estudo encontrou duas mutacfes que seus mecanismos
moleculares ainda s&o desconhecidos o0 que torna necessario estudos
complementares, para se obter melhor entendimento da consequéncia da mutagéo do
gene na populacdo brasileira e mundial. Contudo, acentua-se a relevancia de se
refinar o conhecimento do padrdao mutacional brasileiro para os genes de alta
penetrancia para o cancer de mama como o BRCAL, a partir de um aconselhamento
genético eficiente e bom uso das técnicas moleculares, o que facilitaria o

acompanhamento e tratamento de portatores dessa doenca e seus familiares.
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5 CONCLUSAO

e Foram classificados quanto a fatores de risco para o cancer de mama
hereditario cinquenta e trés (53) pacientes do ambulatério da Fundacéao Centro
de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON);

e Dos oito (8) éxons selecionados apenas trés (3) apresentaram variagcdes em
suas sequéncias;

e Uma (1) paciente apresentou a mutacao fundadora c¢.5266dupC éxon 20, que
ja foi citada por outros estudos brasileiros, mostrando que ela é presente na
populagao brasileira;

e Vinte e cinco (25) pacientes apresentaram uma mutacdo missense com
significado clinico benigno ¢.4837A>G éxon 16, qual ja foi encontrada em
alguns estudos no mundo com uma frequéncia alta entre os pacientes;

e Duas (2) alteracdes encontradas ndo possuem significado clinico conhecido, e
merecem estudos mais detalhados: mutagdo missense ¢.4304A>G éxon 13 e
mutacdao intrénica ¢.5277+48 5277+59dup intron 20.
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ANEXO |

TCLE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Realizagdo de Teste Genético

Titulo do Projeto: Investigacao da mutacdo do gene BRCA1 nos pacientes com cancer de mama
na Fundagao Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas

Este projeto pretende identificar e caracterizar as mutagGes (alteragdes) nos genes BRCA1 em
pacientes com suspeita da hereditariedade no cancer de Mama, em atendimento na Fundagao Centro
de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON).

Para realizar a coleta, sera necessdria a retirada de 10 ml de sangue por uma pun¢ao de uma
veia do braco. O local da puncdo pode apresentar leve dor ou inchaco e algum desconforto que
regridem espontaneamente. No laboratdrio, o sangue coletado sera utilizado para extracdo de DNA e
analise do gene BRCA1. O material ficara estocado em freezer por tempo indeterminado e n3o serd
disponibilizado para outras pesquisas sem sua prévia autorizacdo.

Sua identidade ficard em sigilo e as informacdes obtidas durante a pesquisa serdao confidenciais
e somente membros da equipe terdo acesso durante o processo. Vocé ndo é obrigado a continuar
participando do projeto podendo, a qualguer momento, pedir para que os seus dados nao fagam parte
da pesquisa, sem que deixe de ser tratado como os demais pacientes assistidos na instituicdo. Podera
requisitar, particularmente, seus dados, os dados referentes a andlise do seu DNA e orientacdo
adicional, fornecidas pelo pesquisador. Como ndo havera qualquer custo para vocé participar deste
trabalho, nenhuma forma de pagamento podera ser cobrada pela sua participagao.

Assim, declaro que fui esclarecido:

¢ Sobre as caracteristicas da hereditariedade do cancer de mama;
* Sobre a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento sobre procedimentos,
riscos, beneficios e as limitacGes do teste genético ao qual serei submetido;

¢ Sobre a minha liberdade em retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isso traga
prejuizo ao acompanhamento médico e continuidade do meu tratamento;

* Sobre o0 ndo recebimento de nenhum tipo de remuneracao financeira;

® Sobre a seguranc¢a de que minha identidade sera preservada, que todas as informac¢des por mim
fornecidas serdo confidenciais e que o DNA do meu sangue armazenado no hospital sera utilizado
apenas para este projeto;

Concordo em participar deste estudo.

Manaus, de de

Nome do paciente:
Local de Nascimento:

Data de nascimento:__/_ /
Endereco:
Cidade: Estado: ____Fone:

Assinatura do paciente ou responsavel:

Assinatura do pesquisador responsavel:

Fone para contato: (92)
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Parecer Consubstanciado do CEP

FUNDACAO CENTRO DE

CONTROLE DE ONCOLOGIA {W"‘"

DO ESTADO AMAZONAS -

PARECER CONSUBSTANCIADC DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investigagdo da mutagio do gens BRCA1 nos pacientes com cincer de mama da
Fundagdo Centro de Controle de Oncologia do estado do Amazonas

Pesquisador: Cleiton Fantin

Area Tematica: Senética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analizse
ética por parte da CONER;);

Versao: 3
CAAE: 18360013.0.0000.0004
Instituigao Proponente: Escola Supenor de Ciencias da Salde da Universidade do Estado do

Patrocinador Principal: Fundagio de Ampars a Pesguisa do Estado do Amazonas - FAFEAM
DADODS DO PARECER

Mumero do Parecer: 510.432
Data da Relatoria: 14/11/2013

Apresentagio do Projeto:

O projete visa identificar a frequéncia e as caractersticas das mutagdes germinativas nos éxons do gene
BRCA1 em 30 pacientes com diagnostico de Cancer de Mama da FCECOM que atenderem os critérios
estabelecidos no questionaric de sondagem elaborado de acordo com a NCCM (Mational Comprehensive
Cancer Metwork). Seus resultados nesta etapa inicial de levantamento contribuiram para semente
identificar quais s3o oz éxons possiveis de mutacdo existentes nestas pacientes |4 acometidos, para em

um projeto futuro saber quais sSo os predominantes.

contribuir para caracterizagio da populagio amazonense acometida por cancer de mama.

Objetive da Pesquisa:

Ohbjetivo Primario:

Identificar as mutacdes no gene BRCAT presentes em & &xons em pacientes com suspeita de

hereditariedade de cimcer de mama do Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas
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