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FREITAS, Juliana Cortes. Identificacdo de rearranjos nos genes BRCA1 e BRCA2 em
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RESUMO

INTRODUCAO: Entre 5% a 10% dos casos de cancer de mama e ovario sio de
origem hereditaria e estdo associadas a presencga de mutacdes germinativas em genes
de predisposicéo, entre os quais se destacam BRCA1 e BRCA2. Mutagdes pontuais
nestes genes sdo mais comuns, no entanto, alteragdes estruturais provocados por
rearranjos gendémicos podem explicar a ocorréncia de casos de HBOC (Hereditary
Breast and Ovarian Cancer Syndrome) nos quais mutacdes ndo sdo detectadas por
métodos convencionais, e portanto, ndo devem ser negligenciadas. OBJETIVO:
Verificar a frequéncia de rearranjos gendomicos em BRCA1 e BRCA2 em uma amostra
de pacientes que atendam aos critérios de inclusdo baseados nas diretrizes da NCCN
(National Comprehensive Cancer Network) e ASCO (American Society of Clinical
Oncology). METODOLOGIA: Foram selecionados 292 pacientes atendidos no
Ambulatério de Oncogenética do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal da Bahia, considerados elegiveis para triagem de rearranjos gendmicos por
meio da técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) entre
2008 e 2017. Além disso, a amostra foi caracterizada quanto aos dados clinicos, a
histéria individual e/ou familiar de risco para cancer e ancestralidade.
RESULTADOS: Os rearranjos genémicos, delecdo dos exons 16-17 de BRCAL,
duplicacdo do exon 5 de BRCAL, delecdo dos exons 1-2 de BRCAL e duplicacao do
exon 21 do BRCA2 foram encontradas em sete pacientes com diagnéstico de cancer
de mama e/ou ovario com historia pessoal e familiar de cancer sugestivo de HBOC.
Os rearranjos del exons 16-17 e del exons 1-2 de BRCA1 ja foram descritos na
literatura como patogénicas. As outras mutacGes ainda nédo estdo descritas, e estudos
para determinacdo do efeito clinico e a caracterizagcdo molecular serdo necessarios. A
frequéncia de rearranjos observada neste estudo foi de 2,4% e esta de acordo com a
frequéncia de outros estudos realizados no Brasil. Embora essa populacdo tenha uma
contribuicdo portuguesa relevante, a mutacao fundadora portuguesa ¢.156_157insAlu
em BRCA2 nido foi encontrada. CONCLUSOES: A recomendacdo de testes
genéticos abrangentes para triagem de pequenas mutagdes, bem como de rearranjos
gendmicos em BRCA pode proporcionar um melhor desfecho nos progndsticos dos
pacientes.

Palavras chave: BRCAL. BRCA2. Grandes rearranjos. HBOC.



FREITAS, Juliana Cortes. Identification of BRCA1 and BRCA2 gene rearrangements in
women with criteria for Hereditary breast and ovarian cancer syndrome in the state of Bahia
100 f. il. Tese (Doutorado em Biotecnologia em Salde e Medicina Investigativa) - Instituto
Goncalo Moniz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Salvador, 2019.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Between 5% and 10% of cases of breast and ovary cancer are
inherited and are associated with the presence of germline mutations in predisposing
genes, among which BRCAL and BRCA2. Point mutations in these genes are more
common, however, structural alterations caused by genomic rearrangements may
explain the occurrence of HBOC (Hereditary Breast and Ovarian Cancer Syndrome)
in which mutations are not detected by conventional methods, and therefore should
not be neglected. OBJECTIVE: To verify the frequency of genomic rearrangements
in BRCA1 and BRCAZ2 in a sample of patients meeting the inclusion criteria based on
NCCN (National Comprehensive Cancer Network) and ASCO (American Society of
Clinical Oncology) guidelines. METHODOLOGY:: A total of 292 patients attended
at the Oncogenetic Outpatient Clinic of the Health Sciences Institute of the Federal
University of Bahia were selected as eligible for screening for genomic
rearrangements using the MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probre
Amplification) technique between 2008 and 2018. In addition, the sample was
characterized in terms of clinical data, individual and / or family history of cancer
risk and ancestry. RESULTS: Genomic rearrangements, deletion of BRCA1 exons
16-17, duplication of BRCA1 exon 5, deletion of BRCAL exons 1-2, and duplication
of BRCA2 exon 21 were found in seven patients diagnosed with breast cancer and /
or ovary with a personal and family history of cancer suggestive of HBOC. The
rearrangements of exons 16-17 and exons 1-2 of BRCA1 have already been described
in the literature as pathogenic. The other mutations are not yet described, and studies
for clinical effect determination and molecular characterization will be required. The
frequency of rearrangements observed in this study was 2.4% and is in agreement
with the frequency of other studies carried out in Brazil. Although this population has
a relevant Portuguese contribution, the founding mutation ¢.156 157insAlu in
BRCA2 was not found. CONCLUSIONS: The recommendation of comprehensive
genetic testing for small mutation screening as well as genomic rearrangements in
BRCA may provide a better outcome in patient’s prognoses.

Keywords: BRCAL. BRCA2. Large rearrangements. HBOC
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1 INTRODUCAO

O termo céncer identifica uma variedade de doencas genéticas complexas
caracterizadas pelo crescimento descontrolado das células em um determinado
tecido (LICHTENSTEIN, 2017). O desenvolvimento da doenca € dependente de
alteracBes genéticas como também de interacdes entre as células malignas e o
microambiente tumoral (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

Essencialmente alteracBes geneticas e mudancas fisioldgicas na célula séo
fundamentais para que a doenca se manifeste, algumas delas modificam a
fisiologia celular e possibilitam o crescimento tumoral, tais como: proliferacéo
auténoma, insensibilidade a sinais de supressdo tumoral, evasdo da apoptose,
potencial replicativo ilimitado, evasdo de mecanismos de defesa imune,
manutencdo da angiogénese, invasdo tecidual e metastase. Destacam-se ainda,
variacdes metabdlicas adaptativas e instabilidade genémica (HANAHAN e
WEINBERG, 2011). Logo, a identificacdo das alteragdes que induzem 0 processo
de malignizacdo e quais delas sdo consequéncias desse processo, € critica para
delineamento de estratégias de controle e prevencdo da doenca (FERNANDES et
al., 2016; HOFF, 2013, RIAHI et al., 2017).

Entre as neoplasias malignas que apresentam altas taxas de prevaléncia no
mundo estd o carcinoma de mama. E o tipo mais comum entre a populagio
feminina e de forma rara (cerca de 1%), homens também podem ser acometidos
(INCA, 2018). Cerca de 75-80% dos casos de cancer de mama sdo do tipo
esporadico, onde geralmente ndo se observa agregacao de casos de cancer entre 0s
familiares, nem padrdo de heranca definido, enquanto uma menor parcela, cerca
de 20-25%, sdo do tipo familiar e/ou hereditario (PAL, 2014). Outro cancer que
acomete mulheres € o cancer de ovario, representando 30% de todos os canceres
ginecologicos. Dados mostram que essa € a neoplasia maligna epitelial mais
comum do trato genital feminino, somando cerca de 6% das neoplasias malignas
em mulheres, no Brasil é o quinto em ordem de incidéncia (INCA, 2018).

Estima-se que 5% a 10% de todos os casos de cancer de mamae 10% a 15%

dos cénceres de ovario sdo causados por mutacfes germinativas em genes com
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padréo de heranca autossomica dominante, de alta penetrancia (EWALD, 2016;
KING, 2003; NORQUIST, 2015; WALSH, 2006). Dentre estes, destacam-se 0S
genes supressores tumorais BRCAL (MIKI, et al., 1994) e BRCA2 (WOOSTER, et
al., 1995) que foram relacionados a sindrome de predisposicdo hereditaria ao
cancer de mama e ovéario (HBOC).

A maioria dos estudos populacionais para triagem de mutacdes
em BRCAl e BRCA2, utilizando sequenciamento convencional e NGS
(sequenciamento de nova geracdo), sd@o eficientes para identificar variantes
nucleotidicas (mutacGes pontuais) e pequenas inser¢des ou delecBes, mas nem
sempre conseguem identificar grandes rearranjos gendmicos, com issO 0
conhecimento do espectro das variantes pontuais e de pequenas insercdes ou
delegBes vem sendo constantemente ampliado. Contudo, a detec¢do de um menor
nimero de mutacbGes ocasionadas por grandes rearranjos genémicos, ainda é
escasso.

Grandes rearranjos gendmicos sdo alteracbes maiores como delegdes ou
adicbes em um ou mais e xons que interferem na expressao dos genes e devido a
sua extensdo apresentam grande potencial de patogenicidade (JUDKINS, 2012).
Rearranjos gendmicos ndo sdo detectados por técnicas convencionais de
sequenciamento, requerendo tecnologias alternativas como MLPA (Amplificacdo
de multiplas sondas dependente de ligacdo), PCR quantitativo ou hibridizacéo
gendmica comparativa (SHANNON, 2011).

A realizacgdo de triagem para grandes rearranjos gendmicos ainda é muito
reduzida mesmo em grupos com histdria pessoal ou familiar de cancer, seja por
negligenciamento, uma vez a prevaléncia dos rearranjos varia significativamente
em diferentes populaces ou por desconhecimento das técnicas de analise mais
eficientes (JARA, et al., 2017). A frequéncia de rearranjos gendmicos entre as
familias com sindrome de predisposicdo ao cancer de mama e ovario hereditarios,
de diversos paises, é bastante variavel (de 0% a 57%), e os achados evidenciam
que rearranjos em BRCAL ocorrem em maior frequéncia que em BRCA2. Uma

revisdo que agregou resultados de dezenas de estudos sobre a identificagdo de
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rearranjos em BRCAL e 2 relacionou 81 rearranjos gendomicos em BRCAl e 17 em
BRCA2 (SLUITER e RENSBURG, 2011).

Como resultado desses fatores, a prevaléncia e diversidade de variantes
patogénicas em BRCA podem estar subestimadas, principalmente em relacdo a
identificacdo de novos rearranjos gendmicos (DUTIL, 2015). Alteracgdes
estruturais no genoma, originadas por rearranjos gendmicos podem explicar casos
da sindrome de predisposicao hereditaria ao cAncer de mama e ovario que nao sao
identificadas pelos métodos convencionais, de modo que, o rastreio destas
mutacbes devem ser incorporados a rotina dos laboratérios de diagnostico de
mutacdes germinativas relacionadas ao cancer de mama e ovario (GARIBAY et
al., 2012).

Devido a escassez de dados a respeito da ocorréncia de rearranjos génicos
em BRCA1 e BRCA2 na populacdo brasileira, o objetivo do nosso estudo foi
identificar a frequéncia de rearranjos em uma amostra de pacientes com critérios
clinicos para sindrome hereditaria de cancer de mama e ovario no estado da Bahia
e comparar o espectro de mutacdes observado em nossa populacdo com outras

populagoes.
2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 CANCER DE MAMA

O cancer de mama € a neoplasia maligna mais frequente entre as mulheres
no Brasil. Estima-se 59.700 novos casos, por ano, de cancer de mama
diagnosticados para o biénio 2018-2019, com um risco estimado de 56,33 casos a
cada 100 mil mulheres (INCA, 2017). Nos ultimos anos, 0s paises desenvolvidos
apresentaram aumento nas taxas de sobrevida em relacdo a doenca, enquanto nos
paises em desenvolvimento como Brasil, India e China os indices de sobrevivéncia
reduziram (BRAY et al., 2018; INCA, 2018).

Nota-se que existe evidente diferenca global no acesso ao diagndéstico
precoce e ao tratamento ideal que poderiam assegurar 0 aumento da sobrevivéncia

entre pacientes com diagnostico de cancer. O declinio observado nos coeficientes
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de mortalidade decorrentes de neoplasias, em paises mais desenvolvidos, deve-se,
em grande parte, ao diagnostico precoce e maior sucesso nas intervencdes
terapéuticas (ALLEMANI et al., 2015). J& nos paises em desenvolvimento e com
menores rendas, o diagnéstico do cancer de mama ocorre em estagios mais
avancados da doenga, aumentando a morbidade relacionada ao tratamento,
comprometendo a qualidade de vida e reduzindo a sobrevida dos pacientes (INCA,
2018; TORRE et al., 2015). Por isso, os dados epidemioldgicos do cancer de mama
ainda sdo divergentes entre populacdes. O que se observa é a inexisténcia de
politicas consistentes de controle da doenca, principalmente em paises onde a
maioria dos pacientes tem baixa condi¢cdo socioeconémica e menor acesso aos
programas de prevencdo (VIEIRA; FORMENTON; BERTOLINI, 2017).

A identificacéo dos fatores que podem contribuir para o desenvolvimento
do cancer de mama também sdo Uteis para definicdo de estratégias eficazes e
preventivas no controle da doenca e compreendem fatores internos - de
predisposicdo hereditaria ou dependente da constituicdo hormonal - e fatores
externos - fatores ambientais, constituidos pelos agentes fisico, quimico e
biologico capazes de causar danos ao genoma. Com a identificacdo destes fatores
é possivel reduzir fatores de risco modificaveis, alterar fatores ambientais, ajustar
métodos de triagem para evitar os estagios avancados de diagnéstico em mulheres
com risco cancer de mama (TORRE, et al., 2015; FELIX; ZHENG; OLOPADE,
2017).

A idade continua sendo um dos mais importantes fatores de risco. O
acumulo de exposicdes ao longo da vida e as proprias alteracdes bioldgicas com o
envelhecimento aumentam o risco. Mulheres sdo mais propensas a desenvolver a
doenca apo6s os 50 anos (INCA, 2013). Contudo, em mulheres jovens com
mutacgdes nos genes BRCAL1 ou BRCA2, observa-se aumento na frequéncia do
cancer mama (HAMILTON et al., 2012; PETRUCELLI; DALY; FELDMAN,
2010). Por isso, a historia familiar da doenca é, sem duvida alguma, um fator
epidemiologico de risco bem estabelecido (SMITH, 2013).

Entre 5 e 10% de todos os casos de cancer de mama esta relacionado a

heranca de mutagdes patogénicas, tendo como caracteristicas o inicio da doenca
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em idade inferior aos 45 anos e historia familiar da doenca. Individuos que
carregam mutacdes patogénicas em genes de predisposi¢do ao cancer tem maior
probabilidade de desenvolver a doenga ao longo da vida, sendo o risco entre 50-
80% para BRCA1, enquanto para o BRCA2 o risco varia entre 40-70%
(PETRUCELLI; DALY; FELDMAN, 2010). Apesar de serem conhecidos como
genes de alta penetrancia na determinacdo da doenca, outros fatores genéticos,
comportamentais e ambientais podem modular esse risco (FRIEBEL;
DOMCHEK; REBBECK, 2014).

Portanto, dados relacionados a prevaléncia, incidéncia, mortalidade e
sobrevida de pacientes com cancer sdo uma fonte indispensavel de informacdes
com relacéo as estratégias, deteccdo precoce, diagndstico e tratamento da doenca
e um suporte para a melhoria das politicas de salde e dos sistemas de cuidados
com a saude (ALLEMANI et al., 2015).

2.2 CANCER DE OVARIO

A neoplasia maligna epitelial de ovario € o segundo cancer mais comum do
trato genital feminino, somando cerca de 3,6% das neoplasias malignas em
mulheres (INCA 2018; SIEGEL et al., 2015). Estima-se que entre 2018 e 2019
ocorram mais de 6.150 novos casos da doenga no pais (INCA, 2018).

O céancer de ovario é o tumor ginecoldgico mais dificil de ser diagnosticado
e 0 de menor chance de cura (KUJAWA e LISOWSKA, 2015). Cerca de 3/4 dos
canceres desse 0Orgao apresentam-se em estdgio avancado no momento do
diagnostico. A maioria dos tumores de ovario séo carcinomas epiteliais, podendo
ocorrer também nas células germinativas (INCA, 2018). Alguns fatores dificultam
a compreensdo da biologia e evolucdo do cancer de ovario, uma vez que, a maioria
das células neoplasicas ndo séo fenotipicamente similares a suas homologas
normais (AIELLO et al., 2017), e a maioria dos tumores parece originar-se em
outros tecidos ginecologicos e acabam por envolver secundariamente o ovario
(REID; PERMUTH; SELLERS, 2017). Nesta neoplasia maligna, as manifestac6es
clinicas ndo sdo evidentes na fase inicial dificultando o diagndstico precoce,

portanto 70% dos diagnosticos sdo tardios, por consequéncia, € comum a sua
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expansdo para além dos ovarios (RISTOW et al., 2016; SMITH, 2013). O indice
de sobrevida geral é de 50%, com 95% de sobrevida para pacientes com neoplasia
restrita aos ovarios, no estadiamento I, 79% naquelas com doenga infiltrada em
tecidos adjacentes aos ovarios, estadiamento Il € de 28% naquelas com estadio
clinico avancgado, diagnosticados no estadiamento IV (SMITH, 2013).

Uma das maneiras de interferir na historia natural do cancer de ovario é
estabelecer precocemente o diagnostico, uma vez que seu desenvolvimento
silencioso eleva as taxas de mortalidade. Mesmo em paises desenvolvidos, pouco
se avancou em termos de diagndstico precoce. Avangos nesse campo, poderiam
reduzir as taxas de mortalidade melhorando o prognéstico da doenca e a assisténcia
(FACINA et al., 2015),

Varios fatores reprodutivos e hormonais podem reduzir o risco do cancer de
ovario, incluindo paridade, uso de contraceptivo oral e lactacdo, enquanto outros
como idade avangada na menopausa e terapia de reposicdo hormonal conferem
riscos aumentados (REID; PERMUTH; SELLERS, 2017). A incidéncia da doenga
aumenta com a idade, de 20 por 100.000, em mulheres entre os 30 e 40 anos e para
40 por 100.000 em mulheres entre os 50 e 75 anos. Cerca de 10% dos casos de
tumor ovariano apresentam componente genético ou familiar, sendo a presenca de
casos na familia o fator de risco isolado mais importante (INCA, 2013). Assim, a
predisposicao hereditaria é reportada em 11-15% das mulheres com a doenca.
Pacientes com histdria familiar de cancer ovariano em duas ou mais parentes de
primeiro grau tém mais de 50% de chance de desenvolver a doenca
(CHIRIVELLA et al., 2015).

Mulheres que carregam mutacdes deletérias em genes de susceptibilidade
ao cancer de ovario tem maior risco de desenvolver essa doenca. Merecem
destaque os genes BRCAL e BRCA2 que séo os principais genes envolvidos na
predisposicao a sindrome hereditaria de cancer de mama e ovéario (OLIVEIRA et
al., 2016). De acordo com estudos prévios (ALSOP et al., 2012; ZHANG et al.,
2011) 13% a 18% dos casos de cancer de ovario estdo associados a mutacgdes

germinativas em BRCA1 e BRCA2. O risco ao longo da vida de desenvolver cancer
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de ovario em mulheres com mutacdo BRCA2 e BRCAL é de aproximadamente,
20% e 50%, respectivamente (NORQUIST et al., 2015).

2.3 SINDROME DE CANCER DE MAMA E OVARIO HEREDITARIOS
(HBOC)

As sindromes sdo definidas como combinagcfes de sinais e sintomas
formando apresentacéo clinica distinta, indicativa de anormalidade particular. As
sindromes de predisposicédo hereditaria ao cancer sao afeccdes genéticas nas quais
as neoplasias malignas acometem individuos aparentados, cujas principais
caracteristicas clinicas estdo apresentadas na tabela 1.

Dos mais de 200.000 casos de cancer da mama diagnosticados anualmente
nos Estados Unidos, 5-10% estdo associados com predisposicao hereditéria, sendo
essa condicdo relacionada principalmente com mutacdes em genes de
susceptibilidade, com padrdo de heranga autossémico dominante (American
Society of Breast Surgeons, ASBrS 2017). Mutacdes patogénicas em diferentes
genes de suscetibilidade apresentam elevada taxa de penetrancia, ou seja, o
individuo que possui uma mutacéo em genes de susceptibilidade, tem risco elevado
de desenvolver lesdes associadas a sindrome durante toda a vida (DANTAS, 2010;
FRIEBEL; DOMCHEK; REBBECK, 2014).

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas associadas a HBOC

Céancer de mama <50anos

Cancer de ovario (qualquer idade, com histéria familiar de CA de mama e/ou ovario)
Cancer de ovario e mama em um mesmo individuo

Céancer de mama bilateral

Descendéncia Judeu Ashkenazi e historia familiar de cancer de mama e/ou ovério
Cancer de mama triplo negativo

Mudltiplos familiares com cancer de mama em qualquer idade

Céncer de mama masculino

Mutacdo em BRCA1/2 previamente identificada em algum membro da familia

Baseado nos critérios para diagndstico clinico da sindrome HBOC segundo NCCN (2018) e ASCO (2017)

A sindrome de predisposicdo hereditaria ao cancer de mama e ovario €

causada, principalmente, pela presenca de pelo menos uma variante patogénica
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germinativa nos genes BRCAL ou BRCAZ2, e é caracterizada pelo aumento do risco
para cancer de mama, cancer de ovario, cancer de préstata e cancer de pancreas,
entre outros. O risco para esses canceres é de 40% a 80% para o cancer de mama;
11% a 40% para cancer de ovario; 1% a 10% para o cancer de mama masculino;
até 39% para cancer de préstata e 1% a 7% para cancer de pancreas. Individuos
com variantes patogénicas no gene BRCA2 também podem ter um risco aumentado
de melanoma (PETRUCELLI et al., 2018).

Os genes BRCAl e BRCA2 estdo envolvidos em vias importantes
relacionadas ao reconhecimento de danos no DNA, no reparo de quebras duplas
no DNA por recombinacdo homologa, bem como regulagéo dos pontos de controle
do ciclo celular, contribuindo para a integridade do genoma e manutencdo da
estabilidade cromossdémica (WANG, 2000; HATMAN e FORD, 2002;
FRIEDENSON, 2005). Portanto, a perda da funcao desses genes pode acarretar o
surgimento de neoplasias malignas. Estima-se que 2/3 das mutaces em genes de
suscetibilidade associadas a HBOC ocorrem em BRCAL e BRCA2 (ESTEVES et
al., 2009; PETRUCELLI et al., 2018). Embora BRCA1 e BRCA2 sejam o0s
principais supressores tumorais associados ao céncer de mama e ovario
hereditarios, uma vez que sdo os mais frequentemente apresentam mutacgdes e
mais bem estudados, outros genes de predisposicdo a doenca desempenham papel
importante na estabilidade genémica e também estdo associados a ocorréncia de
cancer de mama e/ou ovario como TP53, BARD1, BRIP1, RAD50, RAD51C,
MUTHY, PTEN, STK11, CDH1, CHEK2, ATM e os genes MMR, PALB2, MLH1 e
MSH2 (BENUSIGLIO et al.,, 2013; SMITH, 2013; WALSH et al. 2010;
WATSON, 2013).

Segundo dados do CLINVITAE, até o momento, mais de 26900 variantes
distintas, ja& foram descritas em BRCA1 e BRCA2, sendo encontradas por toda a
extensdo de ambos o0s genes. Destas, sdo classificadas como patogénicas ou
provavelmente patogénicas 4.311 mutacbes em BRCAL e 5.198 em BRCA2. A
maioria sdo pequenas alteracdes como substituicdes de base ou pequenas delecdes
e insercdes, no entanto, grandes delecdes e duplicacdes gendmicas envolvendo um

ou mais exons de BRCA1 e menos comumente em BRCA2, também sdo descritas
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em pacientes com sindrome HBOC (GUTIERREZ-ENRIQUEZ et al., 2007;
JUDKINS et al., 2012; PREISLER - ADAMS et al., 2016; SLUITER,;
RENSBURG, 2011; THOMASSEN et al., 2006).

O diagnostico genético molecular de HBOC é feito com a identificacdo em
um individuo ou familia com alguma variante patogénica em genes de
susceptibilidade ao cancer de mama e/ou ovario. Sendo mais comum o screening
de genes de alta ou média penetrancia como BRCAL1, BRCA2, TP53, CDH1,
CHECKZ2, PTEN, APC e outros. Atualmente, os painéis genéticos utilizados para
diagnostico de mutagdes em genes de predisposicdo a sindrome de cancer de mama
e ovario analisam mutacGes presentes em mais de 25 genes (BUYS, et al. 2017;
ROSENTHAL et al.,, 2017; DOSSUS e BENUGLISIO, 2015). Testes para
mutacdes em genes de alta penetrancia, tem grande utilidade clinica, uma vez que
sdo informativos para a tomada de decisdes sobre prevencdo e elaboracdo de
abordagens terapéuticas (ROBSON, et al., 2010). Constatou-se que a identificagéo
precoce de individuos elegiveis para testes genéticos esta associada com o aumento
davigilancia e estratégias de reducéo de riscos levando, finalmente, ao diagndstico
de tumores em fase inicial e melhores desfechos pds tratamento (PRUTHI, et al.,
2010; DUTIL, 2015).

Embora as técnicas disponiveis apresentem limitacdes para identificacdo
das variantes alélicas em genes que predispdem cancer, a combinacdo delas é capaz
de detectar a grande maioria das alteragbes. Uma das grandes dificuldades do
aconselhamento genético é a deteccdo de variantes de significado clinico incerto
(VUS, Variant of Uncertain Significance) (PETRUCELLLI, et al., 2018). As VUS
sdo pouco informativas e ndo podem ser usadas nas decisdes clinicas que devem
ser propostas ao paciente, uma vez que relacédo delas e a origem do cancer ainda
permanece desconhecida. Avancgos em estudos de segregacdo familiar e analise de
ligacdo podem fornecer elementos necessarios para compreensdo do impacto
clinico dessas alteracdes (DOSSUS e BENUGLISIO, 2015).

2.4 ORIGEM DOS REARRANJOS GENOMICOS
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Rearranjos gendmicos resultam de quebras na dupla fita de DNA, as quais
podem ocorrer em um UNico CromossomMo Ou em um conjunto de cromossomos, e
subsequente reunido das regibes envolvidas de maneira reordenada. Essas
reordenacdes geram: duplicacdes, delecBes, insercdes, inversdes e transposicdes
(GARCIA e GAIESKY, 2015; STANKIEWICZ e LUPSKI, 2005).

Os rearranjos podem representar polimorfismos neutros, ou gerar fenotipos
patologicos por mecanismos que incluem mudancga no numero de copias (CNV,
Copy Number Variation) em genes sensiveis a dosagem ou criando fusdo entre
genes distintos, entre outros (GU et al., 2008). Tais alteragdes contribuem para a
variacdo fenotipica observada entre os individuos (SEBAT et al., 2004), além de
serem associadas a uma série de doencas como cancer (DENIZ et al., 2013;
KARPARESK e HUMPHREY, 2011), alzheimer (ROVELET-LECRUX et al.,
2006), parkinson (SIMON-SANCHEZ et al., 2008) e autismo (SEBAT et al.,
2004). Quebras na dupla fita (DSBs - Double-Strand Breaks) de DNA sdo a
principal fonte de instabilidade genémica e ha muito, foram reconhecidos como
iniciadores e intermediarios de uma vasta gama de rearranjos no genoma. Além
disso, DSBs podem surgir da exposicdo endégena do DNA a agentes prejudiciais,
como virus, enzimas de restricdo, radicais livres, ou através da exposicdo a
radiacOes ionizantes (IR) e luz ultravioleta (UV) entre outros agentes mutagénicos
(KASPAREK e HUMPHREY, 2011). A consequéncia é que estas extremidades
podem tornar-se substrato para uma gama de processos de recombinagdo
(BAILEY, 2014).

Para reparar essas lesdes, potencialmente letais, as células possuem
diversas vias de reparo. O principal mecanismo de reparo de DSBs é a
recombinacdo homologa (HR, Homologous Recombination). HR é um mecanismo
preciso que utiliza 0 modelo de sequéncia homdloga, a partir das cromatides irmas,
para reconstituicdo do DNA danificado (ILIAKIS et al., 2004; DENIZ, et al.,
2013). Este tipo de reparo ocorre normalmente apos a replicagdo do DNA, mas
antes da diviséo celular. Os genes de BRCAL e BRCA2 realizam reparo por essa
via (STRACHAN e READ, 2013).
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Enquanto a manutencdo da integridade genomica requer fidelidade no
reparo da dupla fita de DNA, rearranjos resultam de falhas nestes processos
levando a um mal reparo. Em algumas situagdes as quebras na dupla fita de DNA
sdo reparadas por mecanismos que produzem alteracGes aberrantes levando a
ocorréncia de doencas (ILIAKIS et al., 2004). Os trés principais mecanismos
propostos que produzem rearranjos gendémicos sdo: a recombinacdo homologa néo
alélica (NAHR, Nonallelic Homologous Recombination), a ligagdo de pontas ndo
homologas (NHEJ, Nonhomolougous End-Joining) e Modelo de troca de forquilha

de replicacdo ou FoSTeS (Fork Stalling and Template Switching) (Figura 1).
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Figura 1 - Comparacéo entre os mecanismos de NARH, NHEJ e FoSTeS na origem de delecbes e
duplicagBes. Fonte: Gu et al., 2008.

NARH - Representacdo de um evento NAHR entre duas LCRs (o grau de homologia entre LCRs € entre
97% e 98%) com orientacdo direta em uma mesma cromatide. No esquema, o alinhamento entre LCRs
ndo alélicas acompanhado de um evento de recombinacao origina delecdo das sequéncias intervenientes
e de parte das LCRs, 0 mesmo mecanismo também pode gerar duplicacdes a depender da posicéo das
LCRs. NHEJ - DSBs sao criadas entre as duas sequencias representadas pelas caixas azul e vermelha.
Na existéncia de microhomologias, a maquinaria da NHEJ pode ligar diretamente as pontas de DNA
expostas e, na auséncia, a ligacdo € antecedida do processamento das pontas por meio de ativacdo de um
complexo enziméatico. Em ambos os casos, ocorre delecdo das sequéncias entre as duas DSBs. FoSTeS -
Representacdo de dois eventos FoSTes na origem de uma delegcdo complexa que envolve dois fragmentos.
As caixas azul, vermelha e verde representam as sequéncias envolvidas no mecanismo e as setas
apontadas para baixo indicam sitios de microhomologia (2-5 nt) entre as caixas azul e vermelha (seta
vazia) e entre vermelha e verde (seta preta). As forquilhas de replicacdo das duas sequencias adjacentes
estdo representadas da mesma cor que as caixas. A fita continua crescente (azul) invade a forquilha de
replicagdo vizinha (vermelha) em um sitio com microhomologia e inicia sua replicacéo a partir deste
ponto. O produto final € a justaposicdo de sequéncias gendmicas de varias regides diferentes dependendo
de quantos forem os eventos FoSTeS necessarios para completar a replicacéo.
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NAHR- Séo rearranjos estruturais originados por recombina¢cdo homologa
entre sequéncias homologas ndo alélicas. Cerca de 50% do genoma humano €
constituido por sequéncias repetitivas, destas entre 5% e 10% correspondem as
repeticBes de poucas copias (LCR, Low-Copy Repeats) também conhecidos como
segmentos minimos com identidade de sequéncias perfeita (MEPs, Minimal
Efficient Processing Segments) (BAILEY, 2014). Esses segmentos tém
aproximadamente entre 10 e 500 kb de extensdo e apresentam alto grau de
homologia, e é especialmente por meio dos LCRs que a recombinacdo homdéloga
ndo alélica (NARH) ocorre durante a meiose. As caracteristicas fisicas do LCRs
como tamanho e orientacdo afetam a arquitetura do genoma gerando instabilidade
e possibilitando a formacdo de NAHR. A combinacdo desta arquitetura particular
e NAHR podem resultar em rearranjos incluindo delegdes, duplicacgdes, inversdes,
translocacOes entre outros rearranjos complexos GU; LUPSKI, 2008)

NEHJ — E o reparo mediado pela juncéo de extremidades nio homologas,
isto € unido de extremidades ndo contiguas originando rearranjos estruturais.
Inicialmente as extremidades quebradas emparelham-se com base na homologia
de alguns poucos pares de bases e sua juncdo ocorre ap6s a adicdo ou perda de
bases, tornado as fitas compativeis (LEE e LUPSKI, 2007). Células de mamiferos
utilizam do mecanismo de NHEJ para reparar quebras consequentes de processos
fisioldgicos da célula, causadas por radiacéo ionizante, agentes genotdxicos ou por
algumas formas reativas de oxigénio. Este mecanismo é considerado o mais
frequente determinante de translocagdo cromossdmica em células cancerosas (GU
et al. 2008). O processo de NHEJ ocorre em quatro etapas: deteccdo das DSBs,
ligacdo do heterodimero Ku 70/80, complexo proteico requerido pelo mecanismo
NHEJ e que auxilia o processo de reparo; aproximacao fisica das pontas pela
formacdo de um complexo que envolve heterodimeros Ku e proteinas quinase
dependente de DNA (DNA-PKcs); processamento das extremidades néo
compativeis por nucleases e polimerases e reacdo de ligacdo envolvendo um
complexo da enzima ligase (WETERINGS E CHEN, 2008). O NHEJ nédo é
dependente de regibes de alta similaridade como LCRs ou MEPs. Entretanto,
LCRs e elementos repetitivos como LTR (LTR, Long Terminal Reapeats), LINE
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(Long Interspersed Nuclear Elements) e sequéncias Alu foram identificados em
pontos de quebra de rearranjos gendémicos implicados com NHEJ
(STANKIEWICZ, et al., 2003). Isso demonstra que apesar de nao ser necessarios
para ocorréncia de NHEJ, estas sequéncias podem estimular o processo sem
estarem fisicamente envolvidas. A inser¢do ou delecdo de poucos nucleotideos nas
extremidades quebradas & necessaria para que ocorra a compatibilizacdo das
extremidades das fitas permitindo a consequente juncdo (VIEIRA, 2012).

FoSTeS- Além da NARH e NHEJ, alteragdes estruturais no genoma
também podem ser gerados por FoSTeS. O mecanismo é induzido por erros no
processo de replicacdo do DNA e origina rearranjos complexos com micro-
homologias nas juncdes dos pontos de quebra (LEE et al. 2007; GU et al. 2008).
Este modelo propde que uma pausa da forquilha de replicagdo ocorre em virtude
da presenca de estruturas secundarias ou lesfes na fita de DNA em regides de
instabilidade genémica préximas a LCRs, podendo levar quaisquer uma das fitas,
continua ou descontinua, a se desprender da original e alternar para outras
forquilhas de replicacdo ativas que estejam proximas fisicamente ou que tenham
sido aproximadas, continuando sua sintese de maneira errénea. A invasdo da fita
original requer regiGes de micro-homologia com sitios invadidos, em seguida, a
fita recomeca sua sintese na forquilha invadida (LEE et al., 2007). Este processo
pode se repetir diversas vezes, gerando regides deletadas, caso a forquilha de
replicacdo invadida esteja posicionada posteriormente em relacdo a sequéncia
original, regides duplicadas se a forquilha invadida esteja em posi¢édo anterior em
relacdo a sequéncia original e inversdes, a depender da dire¢do da progressao da
forquilha invadida (GU et al., 2008; ZHANG, 2013). Ou seja, 0 rearranjo
resultante deste mecanismo ocorre em funcdo da posicdo relativa entre as
forquilhas, do sentido das forquilhas invadidas e da acdo da polimerase que ira
influenciar nos numeros de eventos FoSTeS necessarios para completar a
replicacdo (GU et al., 2008).

2.4.1 Elementos de Transposicao
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Além dos processos descritos anteriormente, as alteracdes no numero de
copias e as alteragfes na organizacdo dos genes podem ocorrer via inser¢do de
elementos moveis. Mais de 45% do genoma humano é constituido por sequéncias
de elementos de transposicdo (TEs, Transposable elements) (LANDER et al.,
2011; MEDINA, 2015). Os TEs séo classificados com base nos mecanismos que
utilizam para se movimentar dentro do genoma. Essa movimentacdo pode ser
autbnoma ou nédo autdnoma, com base na presenca ou ndo de genes que codificam
proteinas associadas a sua propria mobilizagdo como constituintes de um
determinado TE (WICKER et al., 2007). Dessa maneira, sdo considerados de
classe I aqueles elementos que utilizam uma molécula de RNA como intermediaria
durante a sua mobilizacédo e de classe Il aqueles que se mobilizam na forma de
DNA (VARANI et al., 2015) (Figura 2).
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LINE —— ORF1 } ORF2 —A,
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Left monomer Right monomer

n

Figura 2 - Principais tipos de elementos de transposicdo de acordo com a sua
movimentacdo no genoma. Fonte: Volkman & Stetson., 2014.

Os elementos de classe | sdo conhecidos como retrotransposons e sua
transposicao ocorre a partir da sintese de uma molécula de RNA mensageiro e de
um conjunto de enzimas relacionadas a transposi¢do. Fazem parte desta classe
retrotransposons contendo nas duas extremidades longas repeticbes terminais
(LTR) ou retrotransposons sem LTRs, neste grupo estdo incluidos os elementos

nucleares intercalantes longos, LINEs, transposons auténomos que podem
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produzir todas as moléculas necessérias para a transposicdo, incluindo
transcriptase reversa. Eles correspondem a cerca de 20% do genoma. Os elementos
nucleares intercalantes curtos, SINEs, sdo representados pelas sequéncias Alu que
apresentam tamanho pequeno, de 80 a 300 nucleotideos e sdo assim chamadas por
conterem um sitio de corte para a endonuclease de restricdo bacteriana denominada
Alul, ndo tem capacidade codificadora e sdo mobilizados pela maquinaria dos
elementos LINE (VARANI et al., 2015). Estima-se que constituam cerca de 3%
do DNA humano.

Pertencem a Classe Il elementos conhecidos como transposons de DNA,
realizam transposicéo sem a participacdo de molécula de mRNA para a sintese de
um novo transposon. O processo de transposicdo depende apenas da sintese de
enzimas necessarias a mobilizacdo do transposon, as transposases. Elas
reconhecem o sitio doador, do qual o elemento vai ser excisado e o sitio receptor
do genoma, realizando o processo de quebra e juncdo da ligacdo fosfodiéster da
molécula de DNA (WICKER et al., 2007).

As insercOes destes elementos tém o potencial de influenciar a expresséo e
a atividade de genes humanos (MEDINA e CARARETO, 2015). Durante a sua
movimentacdo os TEs podem promover mutacdes pela sua inser¢ao e/ou alterar a
organizacdo dos genes e 0 seu tamanho. A excisdo e a insercdo podem gerar
rearranjos estruturais como delegdes, duplicacdes ou inversdes, dessa maneira
atuam como sitios de recombinacdo promovendo grandes reorganizacGes no
genoma (VARANI et al., 2015). O papel das variagdes gendmicas estruturais na
origem das doencas tem sido foco de muitas pesquisas. A frequéncia e os efeitos
dessas inserces ndo sdo completamente conhecidos, porém insercdes da
subfamilia Alu mais ativa do nosso genoma, a AluYa5, tém sido relacionada a mais
de 15 doencas que incluem dentre outras neurofibromatose, hemofilia e alguns
tipos de cancer, como ovario, mama e leucemias (BATZER e DEININGER, 2012).

Por muito tempo as recombinacGes mediadas por sequéncias Alu foram
superestimadas, pois era 0 mecanismo mais bem compreendido para a origem dos
grandes rearranjos, uma vez que explicavam a maioria dos casos. No entanto,

analises moleculares mais extensas, envolvendo a identificacdo dos pontos de
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quebra e juncédo entre as regides dos genes que sofreram rearranjos tem mostrado
outros mecanismos que viabilizam essas alterages (GARIBAY, 2012; FACHAL,
2014).

2.5 GRANDES REARRANJOS GENOMICOS EM BRCA1 E BRCA2

A identificacdo de grandes rearranjos genémicos em familias portadoras da
sindrome de cancer de mama e ovario hereditarios tem baixa ocorréncia, mas ha
uma significativa proporcao de casos em diferentes populacdes. Essas mutagdes
sdo normalmente patogénicas, ja que delecdes ou inser¢des de grandes sequéncias
gendmicas nas regibes codificantes de genes com fungbes importantes na
manutencdo da integridade gendmica como BRCAL e BRCA2 geralmente levam a
uma proteina mutante de estrutura e/ou funcdo anormal (PREISLER-ADAMS et
al., 2016). Grandes rearranjos gendmicos de BRCAL podem representar até um
terco de todas as mutagdes causadoras de doengas em varias popula¢fes, enquanto
grandes rearranjos gendémicos no BRCA2 sdo menos frequentes (HANSEN et al.,
2009). A maioria dos rearranjos sdo causados por eventos de recombinacao
desigual entre elementos Alu que sdo particularmente abundantes em BRCA1
(BATZER e DEININGER, 2012; PAYNE et al., 2000). Ja no gene BRCA2
observa-se menor nimero desses rearranjos o que pode ser explicado pelo menor
namero de repeti¢cdes Alu nas sequéncias intrénicas deste gene quando comparado
ao do gene BRCAL. Aparentemente, rearranjos neste gene séo mais comuns em
familias HBOC com cancer de mama masculino (SARA, 2007; SHARIFAH,
2010).

A frequéncia de rearranjos genémicos entre as familias com sindrome de
predisposicdo ao cancer de mama e ovario hereditarios, é bastante variavel e a
proporcado e a distribuicdo dos grandes rearranjos em BRCA variam amplamente
entre diferentes grupos populacionais e por regido geogréfica.

Na populacdo holandesa, a frequéncia de grandes rearranjos em BRCAL é
superior a 27% de todas as mutacdes diagnosticadas no gene, por sua vez, a
ocorréncia do mesmo tipo de alteracdo em BRCA2 ¢ cerca de 1% (SLUITER e
RENSBURG, 2011). Por outro lado, em Portugal, grandes rearranjos em BRCA1
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representam 6% das mutacOes neste gene, no entanto, em BRCA2 devido a
mutacdo fundadora ¢.156_157insAlu a frequéncia de grandes rearranjos é a mais
alta ja reportada: 57,89% das mutagdes em BRCA2 (PEIXOTO, et al., 2009;
PEIXOTO, et al.,, 2011). A classificacdo da mutacdo c.156_157insAlu como
fundadora, se d& em detrimento da sua alta frequéncia na populacdo de Portugal
(FACHAL et al., 2014).

Na Espanha a frequéncia de grandes rearranjos em BRCAL estd em torno de
9,8% e para BRCA2 o valor é desconhecido, por outro lado, na regido da Galicia
um estudo realizado com 830 pacientes (FACHAL, et al., 2014) identificou a taxa
de 2,34% e 1,81% de mutacOes do tipo grandes rearranjos em BRCA1 e BRCAZ2,
respectivamente, sendo que a mutacdo encontrada em BRCA2 é de origem
portuguesa. Nos Estados Unidos, grandes rearranjos representam a fragcéo de 6% a
22% das mutacdes presentes em BRCAL e BRCA2 (JUDKINS et al., 2012). Em
outros estudos de triagem populacional para diagnésticos de grandes rearranjos
nos genes BRCA1 e BRCA2 foram observadas taxas semelhantes entre as
populagdes.

James e colaboradores (2015) identificaram em uma coorte de 1.222
individuos, associacao significativa (p=0,008) entre a presenca de caracteristicas
de alto risco (cancer bilateral, diagnostico inferior aos 40 anos, cancer de ovario e
cancer de mama masculino) e o diagndstico de grandes rearranjos em BRCAL e
BRCAZ2 nos pacientes do estudo. Portanto, a detec¢do de mutacGes em familias de
risco pode gerar informacdes decisivas, permitindo que medidas preventivas sejam
planejadas também, para os membros ndo afetados (JAMES et al., 2015).

No Brasil, os dados a respeito da ocorréncia de grandes rearranjos ainda séo
insuficientes. Em estudo recente realizado no Brasil, Palmero e colaboradores
(2018) agregaram dados de triagem das variantes patogénicas e provavelmente
patogénicas em BRCA1 e BRCA2 de 649 probandos, em 23 centros de pesquisas,
de 11 estados brasileiros. A frequéncia total de grandes rearranjos encontrada em
BRCAL e BRCA2 foi de 4,9%. Foram identificados 11 diferentes rearranjos em
BRCAL1 e 5 em BRCAZ2. Portanto, 0 conhecimento sobre a variabilidade de

mutacOes germinativas entre pacientes brasileiros com HBOC ainda é limitado.
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Muitos estudos tem como foco apenas mutagdes especificas ou triagem de poucas
regides de BRCA1 e/ou BRCA2. Até o momento, apenas 5 estudos (CARRARO et
al., 2013; FERNANDES et al., 2016; SILVA et al., 2014; MAISTRO et al., 2016;
ALEMAR et al., 2017) realizados no Brasil realizaram o teste abrangente que
inclui, além da triagem para pequenas mutacgdes, a analise para grandes rearranjos,
isso corresponde a 1041 individuos testados em uma populacdo com mais de 207
milhdes de pessoas.

Portanto, conhecer a variabilidade de mutacbes patogénicas em genes de
susceptibilidade que induzem ao cancer nas popula¢es podem subsidiar a geragédo
de novas politicas publicas para o atendimento de familias com histérico familiar
de alto risco para cancer, principalmente entre membros que ainda ndo foram
acometidos pela doencga, mas tem alta probabilidade de portar mutacdes deletérias
e por isso, devem ser informados quanto as medidas profilaticas existentes para
cada condicdo distinta (DUTIL, 2015). Para Allemani et al. (2015), algo é
evidente, seja em paises desenvolvidos como nagueles em desenvolvimento,
quando o diagnostico do cancer de mama ocorre na fase inicial da doenca, as

chances de cura e 0 aumento no tempo da sobrevida sdo significativos.
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3 OBJETIVO

3.1 GERAL

Identificar a presenca de rearranjos gendmicos nos genes BRCA1 e BRCA2
em uma amostra de pacientes do estado da Bahia que atendem aos critérios clinicos

para sindrome de predisposicdo hereditaria ao cancer de mama e ovario.

3.2 ESPECIFICOS

e Verificar a frequéncia de rearranjos gendmicos em BRCA1 e BRCA2 em
uma amostra de pacientes do estado da Bahia.

e Caracterizar familias com rearranjos em BRCA1 e BRCA2 em seus aspectos
clinicos, de historia familiar, idade ao diagnostico, ancestralidade fenotipica
e referida, tipo de neoplasia maligna e estadiamento tumoral.

e Associar as caracteristicas clinico patoldgicas a presenca de grandes
rearranjos genémicos encontrados nos pacientes

e Descrever a relacdo entre o risco tedrico de ser portador de mutacdo nos

genes BRCAL e BRCA2 e a presenca de rearranjos gendmicos nestes genes.
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4 METODOLOGIA

4.1 POPULACAO DE ESTUDO

Este é um estudo descritivo realizado em pacientes atendidos no
Ambulatério de Oncogenética do Laboratorio de Imunologia e Biologia Molecular
do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia desde 2008,
contabilizando até o momento 680 pacientes (probandos) com historia pessoal e/ou
familiar de risco para cancer de mama e/ou ovario ou com diagndéstico de cancer
em idade inferior a 50 anos, confirmado por exame clinico e histopatolégico em
qualquer fase de estadiamento tumoral. Os participantes do estudo séo procedentes
de clinicas e hospitais, publicos ou particulares de Salvador e de outros municipios
do estado da Bahia. Com o objetivo de identificar a frequéncia de rearranjos
gendmicos em BRCALl e BRCA2, nesta populagcdo, foram selecionados 292

pacientes de acordo com os critérios estabelecidos no item 4.1.3.

4.1.1 Aspectos éticos

A execucdo do estudo foi devidamente aprovada pela CONEP — Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa e registrado na Plataforma Brasil, CAAE
37352114.5.0000.5032 (ANEXO A). Por meio da apresentacdo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), os pacientes foram informados sobre

0s objetivos, riscos e beneficios da sua participacdo na pesquisa (APENDICE A).
4.1.2 Etapas do atendimento

a. Consulta pré-teste

Na consulta pré-teste, os pacientes foram informados sobre o projeto de pesquisa

e aqueles que concordaram em participar do mesmo, assinaram o TCLE. Em

seguida foram avaliados por médico geneticista. No momento da consulta foram
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coletadas informagdes sobre a historia pessoal e familiar de cancer, além dos dados
clinicos do paciente e calculado o risco teérico, pessoal e familiar para estimar a
probabilidade do individuo apresentar mutagdes germinativas nos genes BRCAL e
BRCAZ2. Para o célculo de risco foi utilizado o modelo estatistico BRCAPro (Berry
1997; Parmigiani, 1998) O software foi utilizado com a finalidade de inferir o valor
do risco para um individuo ser portador de mutacdo germinativas em BRCAL ou
BRCAZ2, a partir da historia pessoal e familiar para cancer de mama feminino e
masculino, cancer de ovario, outros tipos de cancer na familia e idade do

diagnastico.

Coleta de material biologico

Os pacientes que atenderam aos critérios de inclusdo foram submetidos a um
questionario clinico-epidemioldgico padronizado (APENDICE B). Em seguida,
aqueles que aceitaram participar do estudo foram encaminhados para coleta de
material bioldgico (sangue periférico) no Laboratério de Imunologia e Biologia
Molecular do Instituto de Ciéncias da Saude da UFBA para analise molecular dos
genes BRCAL e BRCA2.

c. Aconselhamento genético (consulta pos-teste)

Apbs a conclusdo da analise genética os pacientes foram convocados e informados
sobre o resultado do exame, receberam aconselhamento genético e as orientacdes
necessarias sobre como proceder diante do resultado, seja com ou sem alteracéo
patogénica. Durante toda participacdo no estudo, o paciente poderia buscar

orientagdo com os médicos, pesquisadores e psicologos que participam do projeto.

4.1.3 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos na investigacdo molecular para identificacdo de grandes

rearranjos em BRCAL e BRCAZ2, individuos maior de 18 anos com diagndstico
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histopatologico de cancer de mama e/ou de ovario considerados de risco para

cancer hereditario ou individuos sem cancer, mas com histéria familiar de risco,

com pelo menos um dos fatores discriminados a seguir:

Diagndstico de cancer de mama em idade inferior a 50 anos;

Diagnostico de cancer de mama ou ovario em qualquer idade somado a

histérico familiar de risco para HBOC,;

Cancer de ovario em qualquer idade;

Caracteristicas de alto risco como cancer de mama bilateral, cancer de

mama masculino, multiplos tumores primarios.

Possuir parentes de 1° a 3° grau com cancer de mama (pelo menos 2 casos),
cancer bilateral, cancer de ovario, cancer de mama masculino, cancer de

pancreas ou cancer de prostata.
Probabilidade de risco para mutacdo em BRCA1 e BRCA2 superior a 10%,
exceto para os casos onde o diagndstico da doenca ocorreu abaixo dos 40

anos mesmo sem historia familiar;

Pacientes com cancer de mama triplo negativo.

Os critérios de inclusdo foram elaborados com base nas diretrizes da NCCN

(National Comprehensive Cancer Network) Guidelines in Oncology - Avaliacéo

de Cancer de mama e ovario genético/familiar de alto risco (Version 2.2019) e nos

critérios da Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO, American Society
of Clinical Oncology, 2017).

Foram excluidos da pesquisa individuos que a qualquer tempo se recusaram a

participar do estudo.
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4.2 ANALISES LABORATORIAIS

4.2.1 Extragcdo de DNA gendmico

O DNA gendmico obtido de sangue periférico foi extraido utilizando o kit
comercial DNeasy® Blood & Tissue QIAGEN® kit (Austin, TX, USA) de acordo
com as recomendagdes do fabricante. As amostras de DNA foram quantificadas
no espectrofotdmetro Nanodrop KASVI®. O processo permitiu avaliar a pureza e
concentracdo da amostra. As configuragdes de comprimento de ondas
recomendado (A260:A280 nm) estavam entre 1.8 e 2.0 e a concentracdo do DNA,

variou entre 80ng/pL a 150ng/uL.

4.2.2 Amplificacdo Dependente da Ligacdo de Multiplas Sondas (MLPA)

Foram investigadas as mutagdes classificadas como rearranjos genémicos,
nos genes BRCA1 e BRCA2 utilizando a técnica de MLPA® (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification - MRC-Holland, Amsterdam, Holanda). Este
método apresenta alta sensibilidade e visa a quantificacdo relativa, quanto ao
namero de cdpias, de mais de 50 sequéncias de &cidos nucléicos em um Unico
experimento. A técnica é capaz de detectar delecdes e duplicacBes em diversos
genes e discriminar sequéncias que diferem em apenas um nucleotideo
(SCHOUTEN et al., 2002). A reacdo de MLPA consiste na utilizacdo de sondas
compostas de dois oligonucleotideos (A e B) localizados muito proximos e
complementares a uma sequéncia alvo no gene. Além desta regido de hibridizagéo,
as sondas possuem regides complementares a um par de oligonucleotideos
iniciadores marcados com o fluroforo FAM e uma sequéncia stuffer, que é
diferente para cada sonda e diferencia os fragmentos amplificados por tamanho.
Quando as sequéncias alvo estdo presentes na amostra, 0s oligonucleotideos A e B
se hibridizam para posteriormente serem conectados pela enzima Ligase-65.
Somente as sondas ja ligadas sdo amplificadas por PCR, cada uma gerando um

produto de tamanho Unico (130 a 490 pb) (Figura 3). Diferencas nos valores
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relativos referentes a amplificacdo sdo expressas em tamanhos ou areas diferentes
entre as amostras de pacientes e de controles negativos. Segundo o protocolo do

fabricante, cada reacdo de MLPA deve conter no minimo trés amostras controle.

Forward Probe Reverse
Fluores-  primer oligo- Stuffer primer
centdye sequence nudeotides sequence sequence
A [ s Saaam ©

Target
ENEENHIONNEEIOOONEEEENEE DN%

Denaturation
and hybridization ’
Leavon ] ] '
HHENNOEBUONOO AU OO OE DA R q 3]
= | e — L
capillary
electrophoress

lAmpll“(J“Oﬂ 1473
sty oy

Figura 3: Etapas referentes a reaco de MLPA. Fonte: MRCHolland, 2010

Além dos controles externos, cada kit contém seus controles internos e
controles de quantidade e desnaturacdo do DNA: Q-fragments e D-fragments,
respectivamente. Estes controles permitem identificar a qualidade do DNA da
amostra e da reacdo. As etapas de execucdo da técnica de MLPA foram realizadas
de acordo com as instrugdes do fabricante: Hibridizacdo, Reacéo de ligacdo, PCR,
e separacdo dos produtos por eletroforese capilar, por fim, os dados gerados séo
importados para o programa Coffalyser®, versdo V.140721 MRC-Holland, que
analisa as reacoes e fornece o resultado final.

Para deteccdo dos rearranjos gendémicos em BRCAL foram utilizadas as
sondas dos kits: SALSA MLPA P002 BRCAL (exons 1a, 2 e 3 e exons 5-24) e
para confirmacao da alteracdo: SALSA MLPA P087 BRCAL (exons 1-3 e 5-24).
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Para BRCA2 foram utilizadas as sondas de triagem contidas nos Kits:
SALSA MLPA P090 BRCA2 (exons 1-27); SALSA MLPA P045
BRCA2/CHEK?2 (exons BRCA2 1-27 e exons CHECK2 1, 9 e no exon 11 a
mutacdo 1100delC) e para confirmacdo: SALSA MLPA P077 BRCAZ2 (exons 1-
27 introns 3,7,12,13,21). Os resultados positivos foram verificados em
experimento independente, realizado em um segunda amostra de DNA.

Uma relagdo das sondas e as respectivas posi¢cdes cromossémicas nas quais
é realizado o screening, bem como das sondas confirmatorias utilizadas para
identificacdo de rearranjos gendmicos em BRCAL1 e BRCA2 estdo em anexo
(ANEXO B). A andlise dos resultados da reacdo de MLPA foi realizada utilizando
o software Coffalyser. Este software faz a leitura dos arquivos com extensdo FSA

gerados pelo sequenciador e utiliza a plataforma Windows para anélise dos dados.

4.2.3 Detecgdo da mutagéo c.156_157insAlu de BRCA2

Para identificar a mutacdo de ¢.156_157insAlu, foram utilizadas as técnicas
de MLPA (kit SALSA MLPA P045) de acordo com instrucbes do fabricante e
também reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O ensaio foi realizado usando dois
PCRs independentes, um para amplificacdo do exon 3 e outro especifico para o
rearranjo Alu, conforme descrito em Peixoto et al. (2009). Para controle da reacao
foi usada uma amostra positiva para a mutagdo ¢.156_157insAlu. Em outra etapa
da analise, 20% das amostras, escolhidas aleatoriamente, foram sequenciadas para

confirmacéo dos resultados.

4.2.4 Andlises estatisticas

Para a analise dos dados foi utilizado o programa estatistico SPSS verséo
18. Para analise descritiva, as variaveis categoricas foram descritas por suas
frequéncias absolutas e as variaveis quantitativas foram expressas como a media e

desvio padrdo (DP); um nivel de significancia de 0,05 foi considerado aceitavel.
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Para calcular o risco associado a presenca de grandes rearranjos gendmicos em

pacientes com cancer, foi utilizado o programa Winpepi versao 3.85.
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Resumo

Testes genéticos para triagem de mutacbes em BRCAL e BRCA2 podem fornecer
aos individuos e suas familias informacfes importantes sobre o risco de
desenvolver tipos especificos de cancer. Muitos estudos tem fornecido evidéncias
a respeito da importancia da triagem rotineira de grandes rearranjos genémicos
como parte do teste padrdo para mutacées de BRCA em familias de alto risco, uma
vez que essas alteracdes sdo responsaveis por pelo menos 10% das mutagdes em
BRCAL e 5% das muta¢Ges em BRCA2 nas familias com cancer de mama e ovario
hereditarios. Portanto, o objetivo deste estudo foi verificar a frequéncia de
rearranjos gendmicos em BRCAL e BRCA2 em uma amostra de 292 pacientes com
histdria familiar de risco para HBOC (Sindrome hereditaria de cancer de mama e
ovario) do Estado da Bahia, selecionados de acordo com os critérios da ASCO
(American Society of Clinical Oncology, 2017) e NCCN (National Comprehensive
Cancer Network, 2018). A analise dos rearranjos foi realizada por MLPA
(Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification) - MRC Holland. Os
seguintes rearranjos foram detectados: delecdo dos exons 16-17 de BRCAL,
duplicacdo do exon 5 de BRCA1, delecao dos exons 1-2 de BRCAL e duplicacéo
do exon 21 do BRCA2 encontrados em sete pacientes com diagnostico de cancer
de mama e/ou ovario com historia pessoal e familiar de cancer, sugestivo de
HBOC. Em relagdo as mutacdes encontradas, a delecdo dos exons 16-17 e delecdo
dos exons 1-2 de BRCAL ja foram descritas na literatura como patogénicas. As
outras mutacgdes ainda ndo estdo descritas e estudos para determinacgdo do efeito
clinico e a caracterizacdo molecular serdo necessarios. A frequéncia de rearranjos
observada neste estudo foi de 2,4% e esta de acordo com a frequéncia de outros
estudos realizados no Brasil. A mutacdo fundadora portuguesa ¢.156_157insAlu
em BRCAZ2 ndo foi encontrada, embora essa populacdo tenha uma contribuigéo
portuguesa relevante. Dados histéricos mostram que o fluxo migratério de
Portugal para o Nordeste e Sul/Sudeste do Brasil foi divergente e, portanto, esses
achados sugerem que efeito fundador ou deriva genética ocorreram no pais em
diferentes lugares e momentos. Portanto, estratégias de triagem baseadas em testes
genéticos abrangentes para screening de pequenas mutacGes e de rearranjos
genomicos em BRCA pode proporcionar terapias mais eficientes e melhores
prognosticos.

Palavras-chave: Grandes rearranjos Genémicos. BRCA1. BRCA2. HBOC
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Introducéo

MutagOes germinativas patogénicas nos genes supressores tumorais BRCA1
e BRCA2 representam 26% dos casos de HBOC (Sindrome hereditaria de cancer
de mama e ovario) [1]. Individuos que apresentam mutacOes deletérias nestes
genes estdo fortemente predispostos a desenvolver cancer de mama e/ou ovario,
além de outros tumores solidos [2], assim, a identificacdo de mutacGes em genes
de susceptibilidade podem contribuir para a melhoria das estratégias de prevencéao
ao cancer em individuos afetados.

O termo, grandes rearranjos genémicos (LGRs), é utilizado para explicar o
espectro de mutacGes envolvendo variacdes no nimero de cépias (CNVs, Copy
Number Variation) de uma sequéncia de DNA que podem variar entre menos de
500 pb até a perda ou ganho de todo gene [3]. Alteracdes geradas por rearranjos
genémicos em BRCAL e 2 explicam uma proporcdo nao negligenciavel de casos
de cancer de mama e ovario com caracteristicas de alto risco [4], de modo que o
rastreio dessas alterac@es tem sido recomendado a rotina dos laboratdrios, mesmo
em pacientes ja submetidos a sequenciamento genético para diagnostico de
mutacdes pontuais.

A amplificacdo dependente da ligacdo de multiplas sondas (MLPA) é
atualmente o método mais utilizado na deteccdo dessas alteracdes [5, 6]. Apesar
de outras metodologias como PCR quantitativo e hibridizagdo gendmica
comparativa serem capazes de identificar rearranjos gendémicos em amostras de
pacientes, 0 MLPA é padrdo ouro no diagndstico. Recentemente, tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo (NGS) tem se aperfeicoado em detectar LGRS,
contudo, é necessario adaptar as plataformas de sequenciamento para otimizar a
identificacdo destas alteragdes [7, 8].

A ocorréncia de grandes rearranjos genémicos em familias HBOC é baixa,
mas ha uma significativa proporcéo de casos em diferentes populacgdes [9]. Essas
mutacbes sdo normalmente patogénicas, uma vez que geralmente levam a um

peptideo mutante de estrutura e/ou funcdo anormal [10]. Grandes rearranjos de
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BRCA1 podem representar até um terco de todas as muta¢c6es causadoras de cancer
em varias populacdes, enquanto rearranjos BRCA2 sdo menos frequentes [11].

A frequéncia de rearranjos genémicos entre as familias com sindrome de
predisposicdo ao cancer de mama e ovario hereditarios em diversos paises €
bastante variavel. Na Holanda, a frequéncia de rearranjos gendmicos € de 1% em
BRCA2 e 27% em BRCAL [12]. Na Dinamarca, 2% em BRCA2 e 12,5% em BRCA1
[13]. Achados similares foram observados em amostras de populacgdes da Australia
(2.3% vs. 14.9%) [14], Malésia (4% vs. 8%) [15], Italia (0% vs.10.5%) [16],
Republica Checa (0% vs. 12.3%) [17] e Estados Unidos (6% vs. 22%) [18]. Por
outro lado, em Portugal, grandes rearranjos em BRCAL representam 6% das
mutacdes neste gene. Em BRCA2, devido a mutacdo c.156_157insAlu, a
frequéncia de grandes rearranjos é a mais alta ja reportada (57,89%) entre as
mutacdes em BRCA2 [19,20]. Tal variacdo pode ser explicada pela presenca de
mutac6es fundadoras, ou recorrentes em certos grupos populacionais. No Brasil,
0s dados a respeito da ocorréncia de rearranjos genémicos em BRCAL e BRCA2 na
populacéo séo escassos. Estudo recente, realizado em uma amostra de pacientes de
alto risco para HBOC, encontrou a frequéncia de 2,75% de rearranjos genémicos
em BRCA1 e 2,0% em BRCAZ2 [21]. A proposta deste estudo é definir a frequéncia
de LGRs nos genes BRCA1 e BRCA2 em uma amostra de pacientes com risco para
HBOC do estado da Bahia.
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Metodologia

Pacientes

Para rastreio de rearranjos genémicos em BRCA 1 e 2 foram selecionados
292 participantes de uma amostra de 680 individuos com historia pessoal e/ou
familiar sugestiva de HBOC. Os pacientes sdo procedentes de clinicas e hospitais,
publicos ou particulares de Salvador, Bahia e de outros municipios do estado e
foram encaminhados ao Ambulatério de Oncogenética do Laboratorio de
Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Bahia entre 2008 e 2018 para avaliacdo e indicacédo de
diagndéstico molecular de mutaces germinativas.

A execucdo do estudo foi devidamente aprovada pela CONEP — Comissado
Nacional de Etica em Pesquisa e registrado na Plataforma Brasil, CAAE
37352114.5.0000.5032.

Todos os participantes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) e atenderam um ou mais critérios de incluséo, tais como: (1)
historia pessoal e familiar para HBOC de acordo com as diretrizes da NCCN
(Version 2.2019) [22] e nos critérios da Sociedade Americana de Oncologia
Clinica (ASCO, American Society of Clinical Oncology, 2017) e (2) probabilidade
superior a 10% de portar mutacdo em BRCA calculado pelo modelo preditivo
BRCAPro [23, 24]. Em seguida, 0s pacientes foram submetidos a um questionario
clinico-epidemioldgico, para coleta de informacdes pessoais e ancestralidade. A
ascendéncia foi considerada, brasileira, se 0s pais do paciente nasceram no Brasil

e ndo referiram ancestrais em segundo grau de outro grupo populacional.
Extracdo de DNA gendmico
O DNA gendmico obtido de sangue periférico foi extraido utilizando o kit

comercial DNeasy® Blood & Tissue QIAGEN® kit (Austin, TX, USA) de acordo

com as recomendacdes do fabricante. As amostras de DNA foram quantificadas
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no espectrofotdmetro Nanodrop KASVI®. Para realizacdo da técnica de MLPA
recomenda-se que a razdo A260:A280 nm, esteja entre 1.8 e 2.0 e a concentracéo
do DNA, variando entre 80ng/uL a 150ng/ pL.

Analise para rearranjos gendémicos em BRCA por MLPA

A anélise de rearranjos genémicos, nos genes BRCAL e BRCA2 foi realizada
por MLPA® (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification - MRC-Holland,
Amsterdam, Holanda), técnica utilizada para determinar o nimero de copias de
determinadas sequéncias de DNA. Os produtos amplificados obtidos do PCR
multiplex, conforme recomendacdo do fabricante, foram separados por
eletroforese em gel capilar em sequenciador ABI PRISM 3130XL e em seguida 0s
dados foram analisados usando o software Coffalyser®, versdo: V140721. Os
resultados positivos foram confirmados em um experimento independente,
realizado em um segunda amostra de DNA. Para triagem do gene BRCA1 foram
utilizados os kits SALSA MLPA P002 e confirmatorio, o kit SALSA P087 MLPA.
Para analise do gene BRCA2 os kits SALSA MLPA P090 e P045, e confirmatdrio,
0 kit SALSA P077 MLPA. O kit P045 inclui sondas adicionais para triagem do
gene CHECK2 - exons 1, 9, e mutagdo 1100delC no exon 11.

Deteccéo da mutacdo ¢.156_157insAlu BRCA2

Para identificar a mutacdo de c.156_157insAlu, foram utilizadas as técnicas
de MLPA (kit SALSA MLPA P045) e reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
conforme descrito em estudo anterior [19, 20]. Para controle da reacédo foi usada
uma amostra positiva para a mutacgdo ¢.156_157insAlu. Em outra etapa da anélise,
20% das amostras (escolhidas aleatoriamente) submetidas a técnica de PCR, foram

sequenciadas pra confirmacéo dos resultados.
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Andlise estatistica

Na analise dos dados foi utilizado o programa estatistico SPSS versédo 18.
Para andlise descritiva, as variaveis categoricas foram descritas por suas
frequéncias absolutas e as variaveis quantitativas foram expressas como a média e
desvio padrédo (DP); o nivel de significancia de 0,05 foi considerado aceitavel. Para
calcular o risco associado a presenca de grandes rearranjos genémicos em
pacientes com cancer, foi realizada uma analise entre duas categorias de variaveis

dependentes com o programa Winpepi versédo 3.85.



47

Resultados

Perfil clinico e epidemioldgico da amostra

Os dados clinicos dos 292 pacientes incluidos no estudo estdo sumarizados
na Tabela 1. A amostra é constituida, em maioria, por mulheres (98,9%) e por
menor numero de individuos do sexo masculino (1,02%), a média da idade de
diagnostico foi 42 anos (DP+11,2). O diagnostico de cancer em idade igual ou
inferior a 50 anos ocorreu em 73,3% dos casos, em 19,5% dos participantes, acima
dos 50 anos, 7,2% dos pacientes ndo tinham diagnostico de cancer, porém
apresentavam historia familiar para a doenca. A idade de diagnostico do primeiro
tumor variou dos 15 aos 78 anos, sendo o cancer de mama o mais frequente (80%).
A localizacdo unilateral responde por 78,7% dos tumores diagnosticados. O
segundo cancer mais frequente foi de ovario (4,4%), seguido pelos canceres de
mama masculino (1%) e cancer de Utero (0,3%). Cancer de mama e ovario ocorreu
em 3,7% da amostra. Somados, a frequéncia de casos de cancer de mama e outro
tumor primario como: intestino, Utero, estdmago, laringe, linfoma de Hodgkin e
parétida foi de 3,0%. A frequéncia de recidiva do primeiro cancer foi de 24%.

A maioria dos pacientes (84%) afirmaram ter historia familiar de risco para
cancer. Em 16%, a histéria familiar de cancer era inexistente ou desconhecida,
contudo possuiam historia pessoal de risco, com diagnostico da doenca em idade
precoce (< 50 anos) portanto, encontravam-se elegiveis para o teste genético.

A respeito da classificacdo racial a amostra foi composta por brancos (36,3%),
negros (6,8%), mesticos (56,5%), e outros (0,003%), a maior parte dos individuos
referiram ancestralidade brasileira (48,3%) e europeia (30,6%). Ascendéncia indigena
(14%) e africana (5,3%) foram referidas. Ancestralidade japonesa, arabe e israelense

tambem foram mencionadas (1,6%).



Tabela 1 - Dados clinico-epidemioldgicos da amostra analisada

Caracteristicas

Sexo
Idade

Idade ao Diagnostico

Historia Pessoal/Familiar

Tipo de Cancer

Classificacdo raga/cor

Idade da menopausa®

Feminino
Masculino

15-30
31-40
41-50
51-60
61-78
NA

Com histdria familiar de cancer?
Sem hist6ria familiar de cancer®

Mama unilateral

Oviario

Mama bilateral

Mama e ovario

Mama/outros tumores primarios
Utero

Mama masculino

Sem cancer

Mestico
Branco
Negro
Outros

289

33
100
81
34
23
21

245
47

230
13

11

21

165
106
20

48

% Idade
média +DP

98,9
1,02
42,0+ 11,2

11,3
34,3
21,7
11,6
7,9
7,2

84 42,2 +11,3
16 38,6 +£10,4

78,7
4.4
13
3,7
3,0
03
1,0
7.2

56,5
36,3
6,8
0,003

471+71

Abreviacoes: DP, desvio padrdo; NA, ndo aplicavel; @ Pacientes com historia familiar segundo criterios da NCCN e
ASCO; PPacientes com diagndstico de cancer antes dos 50 anos; ¢ Menopausa ndo induzida por cirurgia.

Caracteristicas clinicas dos pacientes com Grandes Rearranjos em BRCAL e

BRCAZ2

Rearranjos gendmicos em BRCA1 e BRCA2 foram identificados em sete

pacientes, 2,4% da amostra (Fig 1). No primeiro caso (CMO007) foi identificada

uma delec¢éo envolvendo os exons 16 e 17 no gene BRCAL (c.4675+467_5075-

990del). A paciente foi diagnosticada com cancer de ovario aos 49 anos e cancer

de mama aos 55 anos, o score de risco para mutacdo em BRCA1L de 76,9% e de
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13,3% para BRCA2, calculado pelo BRCAPro. A historia familiar e pessoal da
paciente foi considerada de alto risco para sindrome hereditaria de cancer de mama
e ovario (Fig. 2A) No segundo caso (CM049) foi identificada uma duplica¢do no
exon 21 em BRCA2. A paciente foi diagnosticada com cancer de ovario aos 39
anos e cancer de mama aos 42 anos, risco para mutagdo em BRCAL foi de 99,4%
e de 0,5% para mutacdo em BRCAZ2 (Fig 2B). O terceiro caso (CM172) tinha uma
duplicacdo do exon 5 em BRCAL. A paciente foi diagnosticada com cancer de
mama aos 33 anos e cancer de colorretal aos 58 anos, o risco calculado foi de 4,7%
e de 1,7% para BRCAL e para BRCA2, respectivamente. Embora, a taxa de risco
seja considerada baixa, a prematuridade do cancer de mama foi critério importante

para inclusdo da paciente na analise (Fig 2C).

BRCA1

2444

g — 1

BRCA2

L R G IR

1234 567 1 1213 WIiSIIi7 I8 19 22022 23 24 25 2697
TAA

’ A Delegio A Duplicagio

Figura 1: Distribuicdo dos rearranjos gendmicos identificados em BRCALl e BRCA2 em 7
pacientes.

Em quatro casos foi identificada a dele¢do dos exons 1-2 de BRCA1, todas
as pacientes tiveram diagndstico de cancer de mama, duas delas em idade inferior
a 45 anos (CM589; CM721), o que justificou a elegibilidade para o teste genético.
A paciente CM200 obteve diagnostico de cancer de mama aos 55 anos e score de
risco de 35,4% para probabilidade de mutacdo em BRCAL. Duas pacientes foram
diagnosticadas com um segundo tumor primario: intestino (CM718) e ovario
(CM721) e score de risco para mutacdo em BRCA1l de 11,2% e 18%,

respectivamente. A histéria familiar das pacientes consta na figura 2 (D, E, F).
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Sobre a ancestralidade referida, cinco das sete pacientes informaram ter
contribuicdo ancestral europeia juntamente com brasileira ou africana e duas
afirmaram ter ancestralidade brasileira e indigena (Tab. 2). Dados sobre
ancestralidade, quando bem definidos, geram informacdes importantes a respeito
da migracdo de individuos portadores de variantes genéticas e podem explicar
como uma mutacdo especifica pode tornar-se frequente em uma determinada
regido que néo a de origem.

Dos 292 pacientes genotipados para identificacdo de LGRs, 130 também
realizaram sequenciamento de Sanger e NGS para identificagcdo de mutacdes
pontuais (0s 162 pacientes restantes ainda serdo analisados por sequenciamento).

Entre as sete pacientes identificadas com rearranjos gendémicos, duas
(1,5%), apresentavam também mutacdo pontual, patogénica. Na paciente CM049,
a variante identificada foi c.211A>G (p.Arg71Gly) no gene BRCAL e na paciente
CM718, a variante ¢.2T>C (p.Met1Thr) em BRCA2 (Tab. 2). A ocorréncia de uma
segunda mutacdo € rara e esses achados sdo de extrema importancia para definir

estratégias de reducdo do risco da doenca entre as pacientes.

Tabela 2 — Caracteristicas dos individuos com rearranjos genémicos em BRCAL e BRCA2

Caso Exon _ Outras variantes _Idade d_o Risco BRCAPro Ancestra_lidade
delecéo/duplicagéo diagnostico  BRCA1/BRCA2 referida
CMO007 | del 16-17 (BRCA1) - 49 76,9/13,3 BRA/BRA
CM049  dup 21 (BRCAZ) CZHAPG (PAGTIGH) oo 99.4/0,5 BRA/IND
BRCA1
CM172 dup 5 (BRCAL) - 33 1,7/1,7 POR/POR
CM200 del 1-2 (BRCAL) - 55 35,4/19,5 AFR/EUR
CM589 del 1-2 (BRCAL) - 38 7,0/3,0 BRA/ITA
¢.2T>C (p.Met1Thr)
CM718 del 1-2 (BRCAL) BRCA?2 60 11,2/13,6 BRA/POR
CM721 del 1-2 (BRCAL) - 34 18,0/7,0 BRA/POR

AbreviacOes: BRA, ancestralidade brasileira; IND, indigena; POR, portuguesa; EUR, europeia; AFR, africana; ITA,
italiana; del, delecdo; dup, duplicagéo.

Estudos afirmam que a presenca de LGRs em pacientes com cancer, parece
estar associada a um incremento nas caracteristicas de risco, como: surgimento da
doenca em idade precoce e ocorréncia de um segundo tumor primério. Deste modo,
calculamos o risco de aumento da severidade da doenca entre pacientes LGR

positivos (Tab. 2 e 3) e pacientes LGR negativos, mas com mutacdo pontual (Tab.
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Supl. 1). As variaveis utilizadas foram: presenca de um segundo tumor primario e
idade precoce do cancer. Significativamente, a presenca de LGRS aumenta o risco
para segundo tumor primario entre pacientes (OR=23.1, p=0,001). O aumento do
risco para ocorréncia da doenca em idade precoce em pacientes LGR positivos,
n&o foi significativo (OR= 0,81 p= 0,6).

Os rearranjos identificados em BRCA2 duplicacéo do exon 21, e em BRCAL
duplicacéo do exon 5, ainda ndo foram descritos na literatura e ensaios adicionais
serdo necessarios para caracterizacdo molecular dessas alteracbes. A mutacdo
fundadora portuguesa c¢.156 157insAlu ndo foi encontrada na amostra.
Informaram ancestralidade portuguesa 21% dos pacientes entrevistados. Os
relatorios dos pacientes LGRs positivos, gerados pelo programa Coffalyser estdo
disponibilizados em material suplementar 1.

O tipo histoldgico predominante entre tumores de mama foi o carcinoma
ductal infiltrante (CDI) de grau Ill e o tumor de ovéario foi o segundo tumor
primario mais frequente. A analise imunohistoquimica dos tumores de mama
revelou que o perfil recorrente foi aquele que apresentava o fenétipo: receptor de
estrégeno (RE) negativo, progesterona (RP) negativo e HER-2 negativo,
conhecido como triplo negativo, importante clinicamente por ser considerado o

mais agressivo e de pior prognostico (Tabela 3).

Tabela 3 - Tipo de cancer e caracteristicas do tumor em pacientes LGR positivos

Estadiamento

Caso  Tipo de cancer Histologia Imunohistoquimica

tumoral

ER PR HER2 TP53 Ki67

CM007 Mamaeovério  Grau Il CD'/AdSi';gggrc'”oma NEG NEG NEG POS POS
cDI/

CMO049 Mama e ovario Grau Il Cistoadenocarcinoma NEG NEG NEG POS POS
Seroso

cMm172 ~ Mamae ] cDl/ - .- ] .

Intestino

CM200 Mama - CDI - - - - -

CM589 Mama Grau IlI CcDI NEG NEG NEG POS POS

cM71g | Mamae Graulll CDV Adenocarcinoma | phq \Ne NEG | - |POS
Intestino mucinoso

CM721 Mama e ovério Graulll CDI/- Adenocarcinoma g Neg oS POS -

Seroso
Abreviagdes: CDI, carcinoma ductal invasivo de mama; POS, positivo; NEG, negativo; ER, receptor de estrégeno; PR,
receptor de progesterona, HER2: receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2; TP53, proteina tumoral p53; Ki67,
marcador de proliferacdo ki67 e dados ausentes ou desconhecidos (-).
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Figura 2 - Genealogia dos casos identificados com rerranjos genémicos em BRCAL e BRCA2.
(A) Caso CMO007 (BRCAL1 delegdo exons 16-17). (B) Caso CM049 (BRCA2 duplicacdo exon 21).
(C) Caso CM172 (BRCAL duplicacéo exons 5). (D, E, F, G) Casos CM200, CM589, CM718,
721 (BRCAL delecédo exons 1-2). Os rearranjos gendmicos foram identificados por MLPA, com
sondas de screening (em duplicata) e confirmados (em duplicata) por outro conjunto de sondas.
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Discussao

Este foi o primeiro estudo realizado na regido Nordeste com o objetivo de
genotipar por meio da técnica de MLPA, mutacdes germinativas do tipo grandes
rearranjos gendémicos em BRCAL e BRCA2. Realizamos a triagem em uma amostra
de 292 pacientes com historia familiar de cancer de mama e/ou ovario. Foram
identificados em seis pacientes, trés rearranjos em BRCAL, delecdo exon 16-17
(c.4675+467_5075-990del), delecdo exon 1-2 e duplicacdo exon do 5. Em BRCA2,
uma duplicacdo do exon 21, foi observada em uma paciente (Fig 1). A ocorréncia
de rearranjos gendmicos encontrados no estudo foi de 2,4%, sendo semelhante a
outras frequéncias encontradas em estudos prévios envolvendo a triagem de
rearranjos gendmicos em BRCA desenvolvidos no Brasil [21, 25, 26, 27, 28, 29].

A delecéo dos exons 16-17 foi descrita pela primeira vez em uma paciente
australiana sem nenhuma outra mutacdo em BRCA [30]. O rearranjo é comum e
tem sido descrito em outras populacgdes, sendo identificado mais frequentemente
em individuos com ancestralidade Latino/Caribenha [7, 31]. Em estudo publicado
por Jackson e colaboradores (2014), o mesmo rearranjo foi identificado em uma
participante com ascendéncia latina e europeia, 0 que corrobora com 0s dados
sobre ocorréncia dessa variante em latinos. A consequéncia dessa mutagdo € a
perda dos aminoacidos 1559-1692 que representam os exons 16 e 17 do gene
BRCAL. A perda desses exons afeta drasticamente a fungdo do gene e por isso €
descrita como patogénica [21, 30, 31], levando a predisposi¢cdo ao cancer. Em
nosso estudo, a mutacao foi detectada em uma paciente com cancer de ovario aos
49 anos e cancer de mama aos 55 anos, com score de risco de 76,9% para mutagao
em BRCAL. A paciente foi diagnosticada com carcinoma ductal invasivo (CDI) de
mama, de grau I11, triplo negativo (Tab 3). Estudos sugerem que a presenca de dois
tumores, cancer em idade precoce, CDI triplo negativo, alta taxa de risco calculada
por preditores, mais de um parente com cancer de mama e/ou ovario, aléem da
ancestralidade do individuo, estariam significativamente associados ao

diagndstico positivo de grandes rearranjos [31, 32].
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Em quatro pacientes ndo relacionadas foi identificada a delecéo dos exons
1-2 de BRCA1. Um estudo realizado na Holanda [33], classificou essa alteracéo
como patogénica combinando andalises de haplétipos, LOH (perda de
heterozigosidade), array-CGH, identificacdo da posi¢do dos pontos de quebra que
permitiram identificar a delecdo de 8 kb (comegando no intron 2 de NBR2 e
finalizando no intron 2 de BRCA1) compreendendo regido promotora de BRCA1,
sugerindo que o transcrito de RNA néo era produzido.

Todas as pacientes com essa alteragdo foram acometidas com cancer de
mama, no entanto, duas delas foram diagnosticadas também com outro cancer
primério. A idade de diagndstico foi inferior a 45 anos em dois casos e 0s tumores
de mama classificados por anatomia patoldgica como CDI (Tab.3). Esse rearranjo
tem ampla distribuicdo principalmente entre individuos europeus e sugere-se que
ocorre com certa frequéncia em individuos de origem aleméa e holandesa [7, 10,
33, 34]. No Brasil, um estudo realizado em S&o Paulo testou 100 mulheres com
cancer de mama e ovario e identificou este rearranjo, em uma paciente com
diagnostico de cancer de mama aos 50 anos que referiu ancestralidade brasileira e
europeia [35]. Em nosso estudo, as quatro pacientes informaram ancestralidade
europeia. A contribuicdo ancestral tem carater importante do ponto de vista da
heranca genética, uma vez que fluxos migratorios podem ter influenciado na
frequéncia de mutacdes deletérias, além da sua regido de origem. Para Fernandes
e colaboradores (2016) a ancestralidade genética da populacdo é um fator
importante que pode influenciar na incidéncia, prognéstico e mortalidade de
pacientes com cancer de mama [36] e evidéncias sugerem que a origem ancestral
pode estar relacionada ao aumento na incidéncia de cancer. Um trabalho
desenvolvido por Fejerman e colaboradores [37] na populacdo mexicana, mostrou
que para cada 25% de aumento na ascendéncia europeia, houve um aumento de
20% no risco de cancer de mama. No Brasil, até 0 momento, nenhuma associacao
foi encontrada entre ancestralidade genética e o perfil de mutagdes ja identificados
em BRCA [36]. O conhecimento sobre o variabilidade mutacional de uma
populacdo pode contribuir para definir estratégias economicamente viaveis para

identificacdo de familias HBOC, mas em populagdes heterogéneas como a
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brasileira, onde o espectro de mutacbes &€ muito diversificado e mutagdes
fundadoras podem ter diferentes origens como Europa, Asia e Africa, a tarefa é
mais laboriosa [38, 39, 40].

Embora o rearranjo delecéo dos exons 1-2 BRCAL esteja bem caracterizado,
existem pelo menos seis pontos de quebra distintos que determinam a alteragéo
[41], portanto € possivel identificar em uma mesma regido geografica portadores
da mutacdo com diferentes segmentos de DNA deletado [33]. O mecanismo de
rearranjo mais comum que leva a delecéo dos exons 1A, 1B e 2 de BRCAL envolve
recombinagdo homdloga entre YBRCAI e BRCAL. A delecdo remove o gene NBR2
e aregido promotora de BRCA1 resultando em um gene quimérico que compreende
0s exons de 1 a 2 de YBRCAI que se fundem aos exons 3-24 de BRCAL [41].
Ensaios moleculares adicionais como LR-PCR (PCR de longo alcance) seguido de
sequenciamento de Sanger [9] serdo necessarios para determinar a regido génica
onde ocorreram 0s pontos de quebra dos rearranjos del exons 1-2 BRCAL
encontrados em nosso estudo.

A duplicacédo do exon 5 em BRCAL e a duplicacdo do exon 21 em BRCA2
encontrados em duas pacientes com cancer de mama e intestino; e cancer de mama
e ovario, respectivamente, ainda nao foram descritos na literatura e outras analises
realizadas por PCR em tempo real e/ou PCR de longo alcance seguido de
sequenciamento para identificacdo dos pontos de quebra tem sido sugeridas como
técnicas complementares para melhor caracterizacdo dessas alteragdes. O MLPA
é uma ferramenta muito eficaz para deteccdo de grandes delecGes e duplicacdes
[42]. No entanto, a precisao dos resultados para deteccdo de delecdo ou duplicagéo
de um Unico exon é discutivel, em contraste com os resultados da delecdo ou
duplicacdo de multiplas sequéncias de exons [43, 44]. Nas alteraces envolvendo
multiplos exons contiguos, a confirmacéo € fornecida por proporc¢des de dosagem
das sondas vizinhas, sendo o resultado positivo consistente. No entanto, nos casos
onde uma Unica sonda indica a alteracdo, € essencial verificar a auséncia de
variantes, nos locais de ligacdo, que pode afetar a hibridizacdo da sonda. Nestes
casos, 0 uso de uma técnica alternativa para confirmacdo é fortemente

recomendada, particularmente no manejo clinico. Em estudo recente, realizado na
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Tunisia, [45] um ensaio de PCR quantitativo em tempo real foi desenvolvido com
0 proposito de confirmar delecdes ou duplicacdes de exons unicos em BRCA,
houve 100% de concordancia entre os resultados da técnica de MLPA e do PCR
em tempo real.

Para Kohler e colaboradores, [46] variacbes no ndmero de copias cujo
significado clinico ainda permanece desconhecido pode representar variacdo
polimérfica neutra ou transmitir fenotipos clinicos, por inducdo de efeitos de
dosagem de genes ou por desregulagdo de genes. A interpretacéo e classificagdo
destas alteracGes é sobretudo complexa, uma vez que a associacdo de rearranjos
genémicos a fenotipos clinicos é relativamente recente [47]. Portanto, avaliar
como a presenca de CNVs em um dado gene pode estar associado a caracteristicas
fenotipicas observadas no paciente é necessario, mas ainda um desafio [46].

A respeito a severidade do cancer, sugere-se que existe associacdo entre
casos LGRs patogénicos e um somatorio de caracteristicas individuais de alto risco
como cancer bilateral, diagnostico inferior aos 45 anos, ocorréncia de multiplos
tumores primarios, cancer de ovario, cancer de mama masculino, e alto risco
preditivo para mutagdes em BRCAL/2 calculado pelos modelos de estimativa ou
pelas tabelas de prevaléncia de mutagéo [31, 32, 45]. Em nossa amostra a presenca
de LGRs em pacientes com cancer foi significativamente, associado a maior
agressividade da doenca (OR=23.1, p=0,001). Um estudo realizado na Australia,
com 2003 familias, afirmou que ocorréncia de cancer de mama contralateral é duas
vezes maior entre pacientes LGRs positivos (p=0,03), e a idade média de
diagnostico foi de 42,5 anos para individuos com LGRs, versus 46,7 anos para
aqueles ndo portadores de LGRs (p=0,008). Além disso, dados sobre a historia
familiar dos participantes revelaram que entre pacientes LGRs positivos ha
aumento no numero de familiares com cancer de mama e/ou de ovario (3,7 vs 2.8)
[32].

No Brasil, os dados a respeito da ocorréncia de grandes rearranjos séo
escassos. Em um estudo realizado com 145 individuos ndo relacionados, com
diagndstico de cancer de mama e histdria pessoal e/ou familiar sugestiva para

sindrome de HBOC foi encontrada a frequéncia de 2,75% para rearranjos em
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BRCALl e de 2,0% em BRCAZ2, nesse caso a alteracdo identificada foi
exclusivamente a mutacdo fundadora portuguesa ¢.156_157insAlu em BRCA2,
encontrada em pacientes da regido sudeste e sul do pais [21]. Um estudo recente
[48], relacionou 649 variantes patogénicas e provavelmente patogénicas de 28
centros de pesquisa do Brasil, concluindo que, até 0 momento, a frequéncia de
rearranjos gendmicos em BRCA ndo excede 5% de todas as mutactes e, 34%
destas, correspondem a mutacdo fundadora portuguesa c¢.156_157insAlu. Os
probandos identificados com esse rearranjo no Brasil eram de Minas Gerais, Rio
de Janeiro, Sao Paulo e Rio Grande do Sul. No Nordeste brasileiro, ainda ndo ha
registros sobre a ocorréncia da mutagéo fundadora portuguesa ¢.156_157insAlu
[49], apesar do fluxo migratdrio da populacéo portuguesa para esta regido no inicio
do século XVI. Mais tarde, no final do século XVIII, um nimero de imigrantes
portugueses muito superior (aproximadamente 15.000) ao que aportou na regiao
nordeste fixaram-se na cidade do Rio de Janeiro [50]. Este fluxo para a regido
sudeste, possivelmente contribuiu para a ocorréncia da mutagéo ¢.156_157insAlu
na populacdo carioca atual. A classificacdo da mutacdo ¢.156_157insAlu como
fundadora, se da em detrimento da sua alta frequéncia na populacdo de Portugal
[9, 19, 20], e portanto, a ocorréncia dessa mesma alteracdo no Brasil esta implicado
com fluxo migratério da populacdo portuguesa para terras brasileiras
provavelmente durante o século XVI. As baixas frequéncias para grandes
rearranjos em BRCA1 e para a mutacdo fundadora ¢.156_157insAlu encontradas
no estudo realizado no Brasil, podem estar relacionadas ao pequeno tamanho da
amostra analisada e, portanto, sendo necessarios estudos adicionais mais
abrangentes a fim de identificar a taxa de ocorréncia dos grandes rearranjos no
Brasil.

A frequéncia e o tipo dos rearranjos gendmicos encontrados em diferentes
populagdes, € influenciado pela ancestralidade genética, por isso, obter dados
moleculares sobre as populacbes, podem contribuir para melhorar a saude de
individuos com potencial risco para cancer, por meio da implementacdo de

medidas preventivas e tratamento personalizadas.
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Estas observacGes demonstram os desafios associados com a triagem dos
individuos. A maioria dos estudos que evidenciam a frequéncia de rearranjos
genémicos em BRCA1l e BRCA2 em individuos com historia familiar para
sindrome HBOC tem selecionado individuos somente apds o resultado negativo
do sequenciamento desses genes [7, 9, 21]. Considerando o custo e complexidade
da reacdo de sequenciamento completo, € plausivel levar em consideracdo a
realizacdo da triagem dos pacientes com suspeita de portar mutagdes causadas por
grandes rearranjos no primeiro momento, uma vez que as técnicas de
sequenciamento convencionais ndo detectam rearranjos gendmicos. Dessa
maneira, estudos de triagem para grandes rearranjos levando em consideracgéo a
ancestralidade genética da populacdo poderiam ser mais eficientes e com menor
custo. No Brasil, contudo, devido ao grau de miscigenacdo da populagcdo as
estratégias para analise de mutacdes em BRCA1 e BRCA2 devem ser adequadas a
esta realidade. Além disso, as ferramentas para célculo do risco de mutagdo em
genes de susceptibilidade, também devem estar adaptadas as caracteristicas
genéticas de cada grupo populacional.

Ao considerarmos que o diagndstico de mutagdo patogénica em pacientes
de risco para HBOC ¢ fundamental para implementacdo de medidas profilaticas
capazes de reduzir o risco de cancer de mama e ovario, inferimos que a
recomendacao de testes genéticos abrangentes para triagem de pequenas mutacdes
tais como substituicdes ou pequenas insercdes e delecdes de nucleotideos por meio
de sequenciamento genético, associado ao estudo de rearranjos gendémicos atraveés
da técnica de MLPA viabiliza uma abordagem complementar essencial para uma
ampla analise das mutagdes em BRCA, proporcionando melhor desfecho nos

prognaosticos dos pacientes.
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Tabela suplementar 1 - Caracteristicas de pacientes diagnosticados com mutacGes pontuais*

Caso

ACMO015

ACMO76

ACMO088
CMO003
CMO023

CMO033

CM048
CM125

CM130

CM179

CM211
CM223
CM242
CM245
CM247
CM252
CM266
CM277
CM278
CM293
CM297
CM309
CM315
CM318
CM322
CM362
CM385
CM389
CM403
CM420
CM440
CM512
CM243
CM536
CM550
CM564
CM569

CM575
CM581
CM582
CM590

*Dados ndo publicados (Felix, et al., 2018. Comunicacao pessoal)

Variantes

PTEN:c.421C>T (VUS)
NBN:c.156_157delTT
BRIP1:c.1741C>T
BRCA2:¢.2108delC
BRCA1:c.3331_3334delCAAG

BRCAL:c.1115G>A

BRCAL:c.211A>G
CHEK2:¢.592+3A>T 9 (VUS)

BRCAL:c.825_826insGCCATGTGGA

BRIP1:c.2392C>T

SLX4:c.4828delT
BRCAL:C.3331_3334deICAAG
BRCAL:c.211A>G
CHEK2:c.1141A>G (VUS)
BRCA2:¢.5904_5907delAGTC
BRCAL:C.211A>G
PALB2:c.1671_1674delTATT
PALB2:c.1671_1674delTATT
BRIP1:c.2097+1G>C
PALB2:c.355delC
ATM:c.3801delG
FANCM:C.5766_5769delGACT
CHEK2:¢.1141A>G (VUS)
BRCA2:¢.7672G>T
FAM175A:c.1011delA
BRCA2:.1389_1390delAG
TP53:¢.1010G>A
BRCAL:c.1327A>T
BRCA2:C.8488-1G>A
BRCAL:c.3331_3334deICAAG
BRCA2:c.736delT
ATM:C.7913G>A
BRCAL:c.470_471delCT
BRCA2:C.1389delAG
BRCAL:c.3331_3334deICAAG
BRCAL:c.5251C>T
BRCA2:¢.9945delA
BRCA2:c.3860delA,
BARD1:c.1921C>T
BRCA2:¢.6938-1G>C

BRCA2:¢.2T>G
ATM:c.8264_8268delATAAG

ldade do
diagnostico

48
56
40
42
36

36

39
40

64

42

28
28
41
49
34
52
35
49
52
49
38
38
47
27
43
47
28
34
34
38
42
38
60
46
26
40
35

41
43
49
41

Tipo de
Cancer
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama e
Ovério
Mama
Mama
Mama e
Tireoide
Mama e
Ovério
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama

Mama

Mama
Mama e
Ovério
Breast

Risco
BRCA1/BRCA2
0,2 0,2
2,00 91,60%
64,3 13,2
16,9 11,6
99,4 0,4
5,6 4,5
32,5 11,8
0,1 0,1
0,1 9
80,6 11,3
73,9 15,8
2,1 3,2
59 51
3 2,5
0,1 0,5
14,2 9,3
1 12,6
17,7 5,2
20,6 17
3,1 2,9
51 3,9
0,8 12,1
40 17,6
8 5,8
3 2,3
44,7 20,1
58,7 26,5
89,8 45
37,5 17,1
8,8 6,8
4.4 3,0
2,1 1,7
12,7 11,2
0,7 0,9
15,5 17,4
31,3 22,1
52 4.4



68

Material suplementar 1. Relatério da analise de MLPA dos pacientes com rearranjos em BRCA1/BRCA2
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A frequéncia de grandes rearranjos nos genes BRCA1 e BRCA2 encontrados
nesta amostra de pacientes da regido nordeste foi de 2,4%. Os rearranjos
identificados foram: delecdo exon 16-17 (c.4675+467_5075-990del), delecéo
exon 1-2 e duplicacdo exon do 5 em BRCAL. Duplicacdo do exon 21, em
BRCA2.

A mutacéo del exon 16-17 e del exon 1-2, ambas em BRCAL j4 estdo descritas
na literatura e sdo classificadas como patogénicas. A duplicacdo do exon 5 de
BRCAL1 e duplicacédo do exon 21 de BRCAZ2 ainda nao foram descritas em bancos
de dados, portanto andlises adicionais por meio de PCR em tempo real podem
confirmar a presenca destas alteracfes e em seguida, analisar a localizagéo dos
pontos de quebra através de PCR de longo alcance, seguido de sequenciamento
genético.

A mutacédo del exon 1-2 em BRCAL foi mais frequente, o que provavelmente
pode estar associado a ancestralidade das pacientes, uma vez que referiram
ancestralidade de origem europeia. Estudos tem revelado que essa alteracdo é
mais comum na populacdo do continente europeu. A mutacao foi encontrada
em 4 pacientes, sendo necessario verificar os pontos de quebra do rearranjo, nas
diferentes amostras.

As sete pacientes identificadas com rearranjos gendmicos em BRCA tiveram
diagnostico de cancer de mama entre 33 e 60 anos todos do tipo CDI (carcinoma
ductal infiltrante) de grau Ill. Cinco delas tiveram um segundo tumor primario
(3 de ovério e 2 de intestino). Seis pacientes apresentaram na histdria familiar
ao menos 1 parente em até segundo grau com cancer de mama antes dos 50
anos, além da presenca de outros casos de cancer na familia. O perfil tumoral
mais frequente entre as pacientes foi o triplo negativo.

Ser portador de rearranjos gendmicos em BRCA parece estar associado a um
incremento nas caracteristicas de risco, como: surgimento da doenca em idade
precoce e ocorréncia de um segundo tumor primario. Em nossa amostra a
presenca de LGRs foi associada ao aumento do risco para segundo tumor
primario entre pacientes, mas ndo ao risco do aparecimento da doenca em idade
precoce.

A maioria das pacientes mutadas (71,5%) apresentou probabilidade de ter
mutacdo em BRCA calculado pelo preditor de risco BRCAPro entre 11,0% e
99,4%. Muitas vezes, uma estimativa de risco baixa, decorre de uma historia
familiar para cancer pouco informativa. Ainda assim, pacientes com diagnostico
da doencga em idade precoce foram considerados elegiveis.

Né&o foi possivel resgatar ou ndo haviam informagdes clinicas completas de
alguns pacientes, uma vez que estes dados nao foram fornecidos pelos pacientes
ou pelas clinicas de origem.

A recomendacdo de testes genéticos abrangentes para triagem de pequenas
mutacbes, bem como de rearranjos gendmicos em BRCA é de fundamental
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importancia para proporcionar um melhor desfecho nos prognésticos dos
pacientes.
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em casos de qualquer dano decorrentes da pesquisa. fisico. morais ou psicologicos sera garantido
indenizacdo e assisténcia integral e imediata. pelo tempo que for necessario. de forma gratuita.

Durante a entrevista com o meédica geneticista, serdo coletados dados pessoais e clinicos, ou voce
pode conceder a equipe responsavel, acesso ao seu prontuario para informacdes complementares. o
qual contém dados clinicos importantes descritos pelo seu médico. Como também acesso a amostra
do tumor.

Todos os materiais colhidos para essa pesquisa serdo armazenados em carater de biorepositorio e
analisadas no Setor de Oncogenética do Laboratorio de Imunologia e Biologia Molecular do
Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia e no Laboratério de Dra Olopade
no Centro Médico da Universidade de Chicago. E caso ocorram novas pesquisas, entraremos em
contato com vocé para obtengdo do seu consentimento como também submeteremos os novos
protocolos de estudo aos Comitds de Etica em Pesquisa conforme requerido resolucdes n°
466/2012 e n® 441/2011 do Conselho Nacional de Saude.

Em nenhum momento do desenvolvimento da pesquisa seu nome sera revelado. o que garante seu
anonimato e preserva a sua identidade e previne a estigmatizag¢do e discriminagdo. Também nio
sera cobrado nada de vocé. Como sua participacdo € voluntaria. ou seja, vocé pode recusar-se a
participar ou ainda retirar seu consentimento em qualquer fase do estudo. sem penalizagdo
alguma.

Aceitando participar do estudo vocé ficara com uma via deste termo assinada por vocé e o
entrevistador. E como beneficio iremos convidar voce, caso queira, para ter acesso aos seus
resultados dos testes realizados nessa pesquisa através de uma consulta com uma meédica geneticista
colaboradora da pesquisa. que explicara os resultados a vocé sobre sua ancestralidade genética (grau
de mistura) e susceptibilidade (risco) genética ao cancer de mama ou cancer de prostata. E, em caso
de duvida(s). desisténcias, e outros esclarecimento(s). vocé pode entrar em contato conosco pelo
telefone 0xx71 3235 9682 ramal 235: ou jvanasci@gmail.com.

Este projeto cientifico foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Instituto Mantenedor de Ensino Superior
da Bahia — IMES e Comissio Nacional de Etica em Pesquisa (CAAE 37352114.5.0000.5032 em xx/xx/33XX).

Coordenacao: Dra. Ivana Lucia do Nascimento (CRM 10845)

Equipe colaboradora: Kiyoko Abe Sandes, Maria Betinia Pereira Toralles, Maura Alice Santos Romeo, Rodrigo Santa
Cruz Guindalini, Olufunmilayo Olopade, Taisa Manuela Bonfim Machado, Thais Ferreira Bomfim Gabriela do Espirito
Santo Felix, Polyanna Cardzo de Oliveira e Roberto Meyer
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Instituicdes participantes: (A) Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular, Instituto de Ciéncias da Saide,
Universidade Federal da Bahia localizado na Av. Reitor Miguel Calmon, s/n, Vale do Canela, Salvador. Bahia,
Brasil, CEP 40.110-000. (B) Center for Clinical Cancer Genetics, University of Chicago, 5841 S. Maryland Avenue,
MC 2115 Chicago, Illinois 60637-1470Chicago-Illinois, USA, 60637.

Eu,
CPF/RG declaro

que o entrevistador

explicou-me os objetivos, riscos e beneficios da pesquisa “Andlise da ancestralidade e de genes de
susceptibilidade em portadores de cancer de mama e prostata no estado da Bahia”, como também a
forma de participacdo. E, apos ler ¢ compreender o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

concordo em participar como voluntario do presente estudo.
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Impressio digital

Membro da equipe que apresentou o TCLE (entrevistador)

Dra. Ivana Lucia do Nascimento CRM 10845
Pesquisador responsavel

Salvador-BA. de de

Entrevistador: Participante:
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APENDICE B — Questionario clinico epidemioldgico e da ancestralidade dos pacientes

ANALISE DA ANCESTRALIDADE E DE GENES DE SUSCEPTIBILIDADE EM
PORTADORES DE CANCER DE MAMA E DE PROSTATA NO ESTADO DA
BAHIA

Questionario 1

1. |Data da entrevista: Entrevistador(a):
Nome do paciente:
Nome do Pai:
2. |[Nome da Mée:
Filiacdo Biologica: ( )1.Sim ( )2.Ndo ( )3. Nao sabe informar
3 Data de Nascimento:
" |Sexo: ( )1. Feminino ( )2. Masculino
4. |Cidade de residéncia: De nascimento:
AUTODENOMINACAO E CARACTERIZACAO FENOTIPICA DO PACIENTE
5. |Raca/Cor (Auto-denominacdo): ( )1. Negro ( )2.Pardo ( )3.Branco ( )4.Indigena ( )0.Outros
6. |Ccabelo (Textura): ( )1.Crespo () 2.0Ondulado ( ) 3. Liso
7. | Nariz: ( )1. Achatado ( )2.Médio () 3.Fino
8. |Labios (Forma): ( )1. Grossa ( )2.Média ( )3.Fina
9. |Pele (Cor): ( )1.Preta ( )2. Marrom ( )3.Branca
Raca/Cor (Analise fenotipica):
10. [ ( )1. Negro ( ) 2. Mulato Escuro ( )3. Mulato Médio ( )4. Mulato Claro ( )5. Branco ( )0.
Outros
ANCESTRALIDADE REFERIDA DOS PAIS E AVOS DO PACIENTE
Materna: Ashkenazi? [1Sim [1N&o
11. [1Africana [/Espanhola [IFrancesa indigena Italiana Judia [/Portuguesa [/Outra Qual?
Paterna: Ashkenazi? [1Sim [1N&o
[lAfricana [JEspanhola [IFrancesa [lindigena [Iltaliana [JJudia [IPortuguesa [OQutra Qual?
12 Pai: ( )1. Negro ( )2.Mulato ( )3.Branco ( )4.Indio ( )5.Outro ( )0. N&o sabe informar
" |[Local de nascimento:
13 Mae: ( )1. Negro ( )2.Mulato ( )3.Branco ( )4.indio ( )5.Outro ( )0. N&o sabe informar
" |Local de nascimento:
14 Av6 Materna: ( )1. Negro ( ) 2.Mulato ( )3.Branco ( )4.indio ( )5.Outro ( )0. N&o sabe informar
" [Local de nascimento:
15 Avb Materno: ( )1. Negro ( ) 2.Mulato ( )3.Branco ( )4.indio ( )5. Outro ( )0. NAo sabe informar
" |Local de nascimento:
16 Av6 Paterna: ( )1. Negro () 2.Mulato ( )3.Branco ( )4.Indio ( )5.Outro ( )0. N&o sabe informar
" [Local de nascimento:
17 Avo Paterno: ( )1. Negro () 2.Mulato ( )3.Branco ( )4.indio ( )5.Outro ( )0. N&o sabe informar

Local de nascimento:




DADOS CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS — CANCER DE MAMA
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18 Estadiamento: ( )1.1 ( )2.11 ( )3. 11 ()4 IV
T: N: M: ( ) () 0. N&o tem dados
Tipo histolégico:
( )1. Carcinoma ductal infiltrante ( )2. Carcinoma ductal “ in situ” ( )3. Microinvasdo: Sim ( ) Nao ( )
" ( ) 4. Outros:
Grau histoldgico:
( )1. Bem diferenciado ( )2. Moderadamente diferenciado () 3. Pouco diferenciado ( )4. Indiferenciado
( ) 5. Nao avaliado.
Imunoistoquimica ( )1. Sim; Onde foi realizada? () 2.Néo
RE: ()1:0 ( )2+ ()3++ ()4 +++ ( )o++++
RP:  ()1:0 ()2.+ ()3.++ ( )4 +++ ()5 ++++
20 HER-2:( )1:0 ( )2i+  ( )3+ ( )d+++
TP53: ( )1.Neg ( )2.Pos ( )0.N&otem dados
KI-67: ()1.Neg. ()2.Pos ( )0.Naotem dados
21 Data do diagndstico histopatologico — Onde foi realizado-
Tratamento:
1. Cirurgia: ( )1.Sim ( )2.Néo
e Tipo: ( )1. Quadrantectomia ( )2. Mastectomia
2. Esvaziamento axilar: ( )1. Sim ( )2.Néo
- e Linfonodo sentinela: ( )1.Sim () 2.Néo
3. Radioterapia: ( )1.Sim ( )2. Néo
4. Quimioterapia: ( )1.Sim ( )2.Né&o
e Protocolo: ( )IL.CMF ( )2.FAC ( )3.AC ( )4AC-T ( )5.AC-D ( )6.Outro
5. Hormonioterapia: ( )1. Sim ( )2. Néo
o Protocolo: ( )1.Tamoxifeno (' )2.Inibidor de aromatase ~ ( )3. Qual?
”. Recidiva:
( )1.Sim  ( )2.Nao Data:
" Tipo de recidiva:
( )1. Ossea ( )2. Visceral (' )3. Loco-regional
25. [Peso ao diagnostico: Altura:
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ANEXO B - Sondas de triagem referentes a SALSA MLPA kit P002.

TAMANHO SONDA SALSA MLPA POSIQAO NO CROMOSSOMO

(NT) REFERENCIA
BRCA1

130 Reference probe 00797-1.21056 5931 5931
136 Reference probe 17174-1.20399 15¢g21 15921
142 BRCAL probe 18139-1.22623 Exon 11 (10)
149 BRCAL probe 20021-L.27332 Exon 24 (23)
154 BRCA1 probe 00763-L.22990 Exon la
160 BRCA1 probe 20022-L.27333 Exon 16 (15)
166 BRCA1 probe 02808-L.25084 Upstream
172 Reference probe 00808-L00326 18921
178 BRCA1 probe 00765-L.22993 Exon 2
184 BRCAL probe 20023-L.23035 Exon 23 (22)
190 BRCAL probe 00767-L22995 Exon 5 (4)
196 BRCAL probe 18144-1.22627 Exon 16 (15)
202 BRCAL probe 18290-L23057 Exon 13 (12)
208 Reference probe 14684-1.03223 3926
214 BRCAL probe 20024-L23321 Exon 19 (18)
220 BRCAL probe 00769-L22997 Exon 7 (6)
226 BRCAL probe 20025-L.27334 Exon 21 (20)
233 BRCAL probe 18136-L.23325 Exon 11 (10)
238 BRCAL probe 01005-L23000 Exon 9 (8)
244 Reference probe 16307-1.22396 13914
251 BRCAL probe 00772-L23001 Exon 10 (9)
256 BRCAL probe 20026-L.27335 Exon 18 (17)
263 BRCAI probe 18039-L00345 Exon 11 (10)
269 BRCAL probe 20027-L27336 Exon 14 (13)
275 Reference probe 15112-1.27337 1p33
281 BRCAL probe 00774-L23003 Exon 11 (10)
289 BRCAL probe 20028-L27338 Exon 1b
296 BRCAL probe 18135-L27339 Exon 11 (10)
301 BRCAL probe 02603-L27340 Exon 13 (12)
310 BRCAL probe 20029-1.23320 Exon 24 (23)
316 Reference probe 07300-L21099 6916
324 BRCAL probe 18142-1L.23024 Upstream
332 BRCAL probe 00778-L23026 Exon 15 (14)
340 BRCAL probe 20030-L27341 Exon 11 (10)
347 BRCAL probe 00783-L23319 Exon 20 (19)
358 BRCA1 probe 20034-L27629 Exon 8 (7)
366 BRCAL probe 00785-L.23318 Exon 22 (21)
374 BRCA1 probe 20035-L22994 Exon 3
382 BRCA1 probe 20036-L27344 Exon 11 (10)
393 BRCA1 probe 18140-L04795 Exon 24 (23)
403 Reference probe 13480-1.14942 1g42
412 BRCAL probe 18169-1L.23037 Exon 13 (12)
421 Reference probe 09038-L.23039 2937
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ANEXO B — Sondas de triagem referentes a SALSA MLPA kit P0O90

TAMANHO SONDA SALSA MLPA POSICAO NO CROMOSSOMO

(NT) REFERENCIA
BRCA2

130 Reference probe 00797-L.00463 5031
137 BRCA2 probe 02283-L.12281 Exon 1
148 BRCA2 probe 02285-1.13497 Exon 1
154 BRCA2 probe 09297-L08066 Exon 14
160 FRY probe 02143-L09586 20 kb upstream BRCA2
166 BRCA2 probe 02486-L.01985 Exon 2
172 BRCA2 probe 08898-L09587 Exon 3
178 BRCA2 probe 01599-L.10642 Exon 3
184 Reference probe 01217-1.00694 4035
191 BRCA2 probe 09812-L.10643 Exon 23
197 BRCAZ2 probe 01600-L04671 Exon 4
202 BRCA2 probe 08265-L.08128 Exon 7
211 Reference probe 02333-1.01826 12923
220 BRCA2 probe 01602-L01184 Exon 8
229 BRCA2 probe 01603-L01185 Exon 9
238 Reference probe 00517-L00097 2013
247 BRCA2 probe 01604-L01186 Exon 10
256 BRCAZ2 probe 02279-L01770 Exon 11
265 Reference probe 02318-L.01809 19p13
274 BRCA2 probe 01606-L.01188 Exon 11
283 BRCAZ2 probe 01607-L01189 Exon 12
292 Reference probe 03018-L.02458 12913
301 BRCAZ2 probe 02280-L01771 Exon 13
309 BRCA2 probe 09809-L.10257 Exon 5
319 BRCA2 probe 09296-L.11090 Exon 27
326 BRCA2 probe 01610-L01192 Exon 15
337 BRCAZ2 probe 01611-L01193 Exon 16
346 BRCAZ2 probe 04585-L.03983 Exon 6
355 BRCAZ2 probe 02281-L01772 Exon 17
364 BRCA2 probe 01613-L01195 Exon 18
373 Reference probe 02667-1.04984 11922
382 BRCA2 probe 01614-L.01196 Exon 19
391 BRCAZ2 probe 08266-L.08129 Exon 20
400 Reference probe 00801-L00639 13914
409 BRCAZ2 probe 02069-L01970 Exon 21
418 BRCA2 probe 01617-L01199 Exon 22
427 Reference probe 06942-L06522 11qg12
436 BRCA2 probe 08267-L08130 Exon 24
445 BRCA2 probe 08268-L.08131 Exon 25
454 N4BP2L1 (=CG018) probe 02144-L.01619 8 kb downstream BRCA2
463 BRCAZ2 probe 11984-1.15346 Exon 26
476 BRCA2 probe 09293-L15678 Exon 27
486 Reference probe 05028-L.15679 2032
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ANEXO B — Sondas de triagem referentes a SALSA MLPA kit P045

TAMANHO SONDA SALSA MLPA POSICAO NO CROMOSSOMO
(NT) REFERENCIA  BRCA2 CHECK2
130 Reference probe 00797-L.00463 5031
136 BRCA2 probe 02283-L.26707 Exon 1
142 BRCA2 probe 18385-L.23778 Exon 11
149 BRCA2 probe 20546-L.28140 Exon 19
154 BRCA2 probe 02285-L.23744 Exon 1
160 BRCA2 probe 09297-L.28129 Exon 14
166 BRCA2 probe 20603-L28261 Exon 11
172 BRCA2 probe 02486-L23747 Exon 2
178 Reference probe 04532-L0392 2924
184 BRCA2 probe 20625-L.28317 Exon 22
190 BRCA2 probe 18387-L.2425 Exon 11
196 BRCA2 probe 09812-L.23750 Exon 23
202 BRCA2 probe 01600-L23751 Exon 4
208 BRCA2 probe 08265-L23752 Exon 7
214 Reference probe 11996-1.12824 6025
220 BRCA2 probe 18388-L.23375 Exon 10
226 BRCA2 probe 20626-L.28778 Exon 25
232 BRCA2 probe 01603-L.13850 Exon 9
238 BRCA2 probe 18503-SP0658-L.28779 Exon 3/ ¢.156_157insAlu
244 BRCAZ2 probe 20548-L.28142 Upstream
250 BRCA2 probe 01604-L23754 Exon 10
257 Reference probe 02469-L.28780 15¢g21
265 BRCA2 probe 20549-L.28781 Exon 11
271 CHEK2 probe 20724-1.29194 Exon 1
275 BRCA2 probe 18389-L.24255 Exon 27
283 BRCA2 probe 01606-L23757 Exon 11
291 BRCA2 probe 20676-L28319 Exon 18
295 BRCA2 probe 20541-L.28782 Exon 27
304 Reference probe 11441-1.28327 1g41
313 BRCA2 probe 02280-L.28326 Exon 13
321 BRCA2 probe 09809-L.28325 Exon 5
328 BRCA2 probe 19699-L28324 Exon 27
337 BRCA2 probe 20628-L.28320 Exon 12
346 BRCA2 probe 01611-L23763 Exon 16
355 BRCA2 probe 04585-L.23764 Exon 6
364 BRCAZ2 probe 02281-L.23765 Exon 17
373 BRCAZ2 probe 20629-L28321 Exon 21
382 Reference probe 13329-L1475 18921
391 BRCA2 probe 20543-L.28130 Exon 10
400 BRCA2 probe 08266-L23768 Exon 20
409 CHEK2 probe 02579-L23769 Exon 9
418 BRCA2 probe 20630-L.28322 Exon 15
426 BRCA2 probe 20631-L.25993 Exon 3
436 Reference probe 07975-L0775 17921
445 BRCAZ2 probe 08267-L23772 Exon 24
454 BRCAZ2 probe 20632-L.28323 Exon 8
462 N4BP2L1 probe 18948-L01619 Downstream
472 BRCA2 probe 11984-L23775 Exon 26
481 BRCAZ2 probe 20550-L.28144 Exon 11
490 CHEK2 probe 01772-101336 1100delC
500 Reference probe 14882-1.21656 14q11
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ANEXO B — Sondas confirmatorias referentes a SALSA MLPA kit PO87

TAMANHO SONDA SALSA MLPA POSICAO NO CROMOSSOMO
(NT) REFERENCIA BRCA1 BRCA2
130 Reference probe 00797-1.21056 531 5q31
136 BRCA2 probe 02283-L01774 Exon 1
148 BRCAL probe 02807-L01268 Exon la
154 Reference probe 17136-1.20328 1p22
160 BRCALI probe 02808-L.25904 Upstream
167 BRCAL probe 02810-L.02239 Exon 2
175 BRCA1 probe 02811-L.02240 Exon 3
185 BRCAL probe 03398-L.02254 Exon 18
193 Reference probe 03217-1.02642 10925
200 BRCAI probe 11457-L.12189 Exon 22
208 BRCAL probe 02813-L.02242 Exon 6
219 BRCAI probe 02814-1.02243 Exon 7
226 BRCAL probe 02815-L.02244 Exon 8
234 BRCA1 probe 02816-L.02245 Exon 9
243 Reference probe 19134-1.25333 21g22
250 BRCAL probe 03411-L25905 Exon 13
256 BRCA2 probe 02279-L01770 Exon 11
263 BRCAI probe 11802-L.12190 Exon 14
269 Reference probe 15957-L.18109 6915
276 BRCA1 probe 02818-L.02247 Exon 11
287 BRCAI probe 02819-L.02248 Exon 12
295 BRCAL probe 03890-L03337 Exon 13
310 BRCA2 probe 09809-L10644 Exon 5
319 Reference probe 00495-1.03128 12p12
329 BRCAI probe 02821-L.02250 Exon 15
337 BRCAI probe 02822-L.02251 Exon 16
346 BRCAI probe 03395-L.12877 Exon 5
355 BRCAL probe 03822-L.03285 Exon 10
364 BRCAL probe 02826-L.02255 Exon 19
372 Reference probe 08893-1.23475 14924
380 Reference probe 00655-1.03268 4q27
390 BRCAI probe 02827-L.02256 Exon 20
397 BRCAL1 probe 02828-L02257 Exon 21
408 BRCAI probe 03397-L.13116 Exon 17
416 BRCAL probe 02830-L02259 Exon 23
425 BRCAL probe 04578-L04795 Exon 24
436 BRCAL1 probe 02100-L02537 Exon la
445 Reference probe 06058-1.05513 4pl6
454 Reference probe 02355-1.01415 9934




ANEXO B — Sondas confirmatorias referentes a SALSA MLPA kit PO77
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TAMANHO SONDA SALSA MLPA POSICAO NO CROMOSSOMO
(NT) REFERENCIA BRCA2
124 124 Reference probe 15370-L.13762 7911
130 130 Reference probe 00797-L13645 5031
136 136 BRCAZ2 probe 12289-1L.20891 Exon 11
142 142 Reference probe 09938-L20890 8913
148 148 BRCAZ2 probe 01596-L.20889 Exon 1
154 154 BRCAZ2 probe 12290-1.13283 Exon 6
160 160 ¥ BRCA2 probe 19614-L.26252 Exon 11
166 166 BRCA2 probe 12292-1.14535 Exon 27
172 172 Reference probe 04114-L.03474 9934
178 178 BRCAZ2 probe 12294-1.13287 Exon 4
184 184 BRCAZ2 probe 12295-1.13288 Exon 26
191 191 BRCAZ2 probe 09811-L.10259 Exon 23
196 196 BRCAZ2 probe 12296-1.13289 Exon 11
202 202 BRCA2 probe 12297-L.13290 Intron 7
208 208 Reference probe 03225-L.14390 5035
214 214 BRCA2 probe 12299-1.13292 Intron 12
221 221 BRCA2 probe 12300-L.13293 Exon 16
228 228 BRCA2 probe 12301-1.14436 Exon 9
232 232 BRCAZ2 probe 12302-L.13295 Exon 19
238 238 BRCA2 probe 12303-L.13296 Exon 17
244 244 BRCA2 probe 12304-L13297 Intron 3
250 250 Reference probe 02658-L.02125 11922
256 256 BRCA2 probe 12305-1.14344 Exon 3
265 265 BRCA2 probe 12306-L13299 Exon 7
274 274 BRCA2 probe 12307-L13300 Exon 18
283 283 BRCA2 probe 12308-L.13301 Exon 25
292 292 BRCA2 probe 08343-L08275 Upstream
301 301 BRCA2 probe 12309-L.13302 Exon 21
310 310 BRCA2 probe 12310-L.13303 Exon 27
319 319 Reference probe 10677-L11259 6pl12
328 328 BRCA2 probe 12312-1.13305 Exon 13
337 337 BRCA2 probe 12313-L.13306 Exon 5
346 346 BRCA2 probe 12314-1.13307 Intron 13
355 355 BRCA2 probe 12315-L.13308 Exon 10
364 364 BRCA2 probe 12316-L.13309 Exon 16
373 373 Reference probe 11001-L11672 4922
382 382 BRCA2 probe 12318-L13311 Intron 21
391 391 BRCA2 probe 12319-1.13312 Exon 8
400 400 BRCA2 probe 12320-L13313 Exon 12
409 409 BRCA2 probe 12321-L13314 Exon 20
418 418 BRCA2 probe 12322-113315 Exon 15
427 427 BRCA2 probe 12323-1.13316 Exon 2
436 436 BRCA2 probe 01618-1.14536 Exon 24
445 445 Reference probe 09612-1.09907 20p12
454 454 BRCAZ2 probe 12324-1.13317 Exon 14
463 463 BRCA2 probe 12325-113318 Exon 18
472 472 BRCA2 probe 12326-L13319 Exon 8
481 481 Reference probe 09772-1.10187 15g21




