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3. RESUMO

Palmero, El. Identificacdo e Caracterizacdo de Pacientes em Risco para Cancer
Hereditario no Sul do Brasil. Porto Alegre; 2007.

No Brasil, o cancer de mama € considerado um problema significativo de salde
publica, devido a suas dtas taxas de incidéncia e mortalidade. No Rio Grande do Sul, os
indices de incidéncia e mortalidade situam-se entre os maiores do pais. Embora exposi¢ao
a fatores de risco ambientais e/ou predisposicdo genética possam explicar essa diferenca
em relacdo a outras regides brasileiras, ndo existem estudos que investiguem esse dado a
nivel populacional. A presente investigacdo foi desenvolvida em paralelo com um estudo
de rastreamento do cancer de mama, com o objetivo de investigar, em uma amostra de base
populacional, a prevaléncia de fatores de risco genéticos para esse neoplasia. Um total de
9234 mulheres participantes de uma coorte em Porto Alegre foram analisadas. A inclusdo
na coorte (e no presente estudo) deuse através do preenchimento de um questionario, o
qual incluia, entre outros aspectos, indagagdes acerca da histéria familiar de cancer. Das
9234 mulheres entrevistadas, 1286 relataram histéria pessoa e/ou familiar de pelo umadas
seguintes neoplasias: cancer de mama, céancer de ovério e cancer colo-retal. Das 1286
mulheres 1247 com idade superior a 18 anos foram convidadas a participar de sessoes de
avaliacdo do risco genético para cancer (ARGC). Um total de 902 mulheres efetivamerte
participaram do processo de ARGC. No decorrer da consulta foram realizadas. construgéo
do heredograma, estimativas do risco cumulativo vital (RCV) de desenvolver cancer de
mama e da probabilidade de mutagdo germinativa nos genes BRCA1/2, associados a
predisposicdo hereditdria a0 cancer de mama e ovario (HBOC). Além disso, os
heredogramas foram analisados quanto a presenca de critérios clinicos para inclusdo em
outras sindromes de predisposicéo hereditaria ao cancer de mama, como Sindrome de Li-
Fraumeni (SLF), Sindrome de Li-Fraumeni-like (LFL), Sindrome de Predisposicdo
Heredit&ria ao Cancer de Mama e Céancer Colo-retal (HBCC) e para a Sindrome de
Cowden. Dentre as 902 pacientes avaliadas, 688 (76.3%) ndo preenchiam critérios de
inclusdo nas sindromes de predisposicdo heredit&ria a0 cancer consideradas, e foram
classificadas, de acordo com seu RCV, como apresentando RCV baixo a moderado (até
20%; 633 mulheres, 92.0%), e moderado a ato (= 20; 55 mulheres, 8.0%) de desenvolver

cancer ao longo da vida. Apos a andlise dos heredogramas, verificouse que 214 pacientes
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preenchiam critérios de inclusdo para, no minimo, uma das sindromes de predisposi¢éo ao
cancer de mama consideradas. Das 214 pacientes oriundas de 183 familias, 76 mulheres
(65 familias) apresentavam critérios para HBOC; 122 familias foram classificadas como
sendo LFL e 22 como apresentando critérios clinicos para HBCC. Algumas familias
apresentavam critérios de inclusdo para mais de uma sindrome. Néo havia, na presente
amostra nenhuma familia com critérios para SLF ou Sindrome de Cowden. Do total de 183
familias com critérios clinicos, 50 (27.3%) optaram por prosseguir com a investigacdo e
realizac8o do teste genético. Das 50 familias, 18 apresentavam inicialmente critérios para
HBOC e, foram analisadas quanto a presenca de alteraces germinativas nos genes BRCAL
e BRCA2 por DHPL C e seqlienciamento das variantes. A presenca de rearranjos génicos no
gene BRCA1 também foi investigada na amostra. As quarenta familias com critérios para
LFL foram investigadas por DHPLC e seglienciamento quanto a presenca de alteracoes
germinativas no gene TP53. Andlise quanto a presenca da mutacdo CHEK?2 1100delC foi
realizada em 7 familias (do total de 22 familias com os critérios para HBCC). Alteractes
germinativas patogénicas foram detectadas em apenas duas das 50 familias investigadas. A
mutacdo R273C no exon 8 do gene TP53 foi detectada em uma familia LFL e a mutagdo
CHEK?2 1100delC foi encontrada em uma familia HBCC. Em relagdo aos genes BRCAL/2
nenhuma alterac@o deletéria previamente descrita foi detectada. No gene BRCAL, foram
verificadas 2 variantes novas, 9 sem significado clinico e 1 variante de significado
desconhecido. No gene BRCA2, foram detectadas 9 variantes novas, 8 variantes sem
significado clinico e 5 previamente classificadas como tendo significado clinico
desconhecido. Andlises de segregacdo das variantes visando confirmar ou descartar sua

patogeni cidade estdo em andamento. N&o foram detectados rearranjos génicos em BRCAL.

Dentre as principais limitagOes da presente investigacdo podemos destacar a baixa
adesdo da amostra a realizacdo do teste genético, o que em parte pode ser explicado pelo
desenho do estudo, ja que mulheres que ndo estavam buscando ativamente informacfes
sobre seu risco de cancer e sua historia familiar foram recrutadas, ndo junto a clinicas
especializadas de genética e cancer, mas junto aos postos de salde de seus bairros. Outra
importante limitagdo foi 0 baixo indice de comprovagéo dos tumores relatados nas familias
com laudos anatomo-patoldgicos, o que pode em parte explicar o baixo nimero de
mutagdes detectadas, ja que a Unica fonte de informagdes sobre os tumores, na maioria dos

casos, foi a prépria paciente. InvestigacOes adicionais deverdo ser oferecidas a todas as
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familias agui analisadas, de forma a aumentar a probabilidade de identificar o fator causal
da sua histéria familiar positiva de cancer. Além disso, estudos envolvendo grupos
amostrais maiores deverdo ser desenvolvidos na tentativa de verificar se a prevaléncia de
mutactes germinativas em genes de predisposi¢ao €, em nosso meio, tdo reduzida quanto a
verificada em nosso trabalho. Caso ssim, uma revisdo dos critérios de inclusdo no teste
genético devera ser feita, na tentativa de identificar a contribuicdo de outros genes e/ou
genes “novos’ de alta penetrancia envolvidos em uma predisposicdo hereditéria aumentada
ao cancer, bem como a contribui¢&o de genes de maior prevaléncia, porém considerados de
baixa penetréncia, ou ainda uma andlise quanto a contribuicdo de fatores de risco ndo-
genéticos, na tentativa de explicar os indices aumentados de incidéncia e mortalidade por
cancer de mama nessa regido do pais. Ao nosso conhecimento, este € 0 primeiro estudo a
investigar a prevaéncia do fendtipo de cancer de mama hereditério e de alteracOes
genéticas em genes de predisposicdo a0 cancer de mama hereditario em uma amostra de
base populacional. Também é o primeiro relato descritivo de ateracbes em genes de

predisposicao ao cancer de mama em mulheres do Rio Grande do Sul.
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4. ABSTRACT

Palmero, El. Identification and Characterization of Patients at-risk for Hereditary
Breast Cancer in Southern Brazil. Porto Alegre; 2007.

In Brazil, breast cancer is a serious public health problem due to its high incidence
and mortality rates. Rio Grande do Sul, Brazil’ s southernmost State, has one of the highest
breast cancer incidence and mortality rates of the country. Although exposure to
environmental risk factors and genetic predisposition may explain this latter observation, to
date, no systematic investigation hes been conducted in to examine this hypothesis at the
population level. The present study was developed in parallel with a larger breast cancer
screening project and intended to examine the contribution of genetic risk factors to the
epidemiology of breast cancer in Southern Brazil. This question was addressed initialy
through identification and characterization of patients at-risk for hereditary breast cancer
and their families in a population-based sample of women from Porto Alegre. A total of
9234 women above the age of 15 years participating in a large populationbased cohort
study (the Nucleo Mama Porto Alegre — NMAMA - Cohort) were analyzed. At inclusion
in the cohort, all patients responded to a brief questionnaire about family history of breast,
ovarian and colorectal cancer. Patients answering positively to a least one of these
guestions were referred to genetic cancer risk assessment (GCRA) by a clinical cancer
geneticist in a secondary health care center, the NUcleo Mama Porto Alegre (NMPOA). Of
the 9234 women enrolled in the cohort study, 1286 (13.9%) reported a positive family
history. All 1247 women with a positive family history and above age 18 years were
invited to participate in this study. Of these 1247, 902 women effectively participated in
the GCRA sessions. During these evaluations detailed medical and family histories were
obtained and registered in pedigrees and cancer risks estimates were done. The probability
of a BRCA1 or BRCA2 mutations causing hereditary breast and ovarian cancer (HBOC)
syndrome was estimated using several models. All pedigrees were reviewed by clinical
geneticists to assess presence of criteria for the diagnosis of Li-Fraumeni (LFS), Li-
Fraumeni like (LFL), Hereditary Breast and Colon Cacer (HBCC) and Cowden
Syndromes. Patients fulfilling criteria for a breast cancer predisposition syndrome were
offered genetic testing. Of the 902 women submitted to GCRA, 688 (76.3%), did not fulfill
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criteria for a breast cancer predisposition syndrome. Of these, 633 (92.0%) and 55 (8.0%)
women were classified as average to dightly increased (estimated lifetime risk <20%) and
moderate-increased risk (estimated lifetime risk =20%), respectively, according to their
estimated lifetime risk for developing breast cancer. Of the 902, 214 (23.7%) women from
183 families, fulfilled criteria for one or more of the breast cancer predisposition
syndromes considered in our study (HBOC, SLFLFL and HBCC). None of the patients
assessed reported a persona and/or family history suggestive of Li-Fraumeni or Cowden’s
Syndrome. When the 183 families were classified according to the different breast cancer
predisposition phenotype, 65 had criteriafor HBOC, 122 for LFL and 22 for HBCC. Some
families fulfilled criteria for more than one syndrome. Of the 183 families, 50 (27.3%)
underwent genetic testing. Eighteen HBOC families were screened for the presence of
BRCA1 and BRCA2 germline mutations using a DHPL C strategy followed by sequencing
of the variant fragments. For BRCAL, a screen for genetic rearrangements using long-range
PCR was also performed. An unexpected high number of families fulfilled criteria for LFL
syndrome (122 families, 13.5% of the entire sample). Forty of these underwent TP53
germline mutation testing by DHPLC and sequencing. Of the 22 families that fulfilled
criteria for HBCC, 7 were studied for the presence of the CHEK2 1100delC mutation
Germline mutations were found in only two of the families studied. The germline TP53
mutation R273C (exon 8) was found in one LFL family and CHEK2 1100delC was found
in one of the HBCC families. No previously described deleterious mutations in BRCAL and
BRCA2 were identified. In BRCAL, 2 new variants, 9 variants with no clinical significance
and one alteration previously described and characterized as a variant of unknown
significance (VUS) were encountered. In BRCA2, 9 new variants, 8 variants without
associated clinical significance and 5 VUS were encountered. Segregation analyses of
these novel variants and VUS is underway. Large BRCAL gene rearrangements were not
identified in this sample.

Among the limitations of this study we can point to the relatively small number of
families that accepted genetic testing, but we fedl that this finding is not entirely
unexpected. It could be in part explained by study design, were women from the
community were recruited for GCRA, and many of them never considered such an
evauation or were never concerned with genetic risk. Furthermore, these women were

identified in a primary health care setting and not in oncology or cancer genetics clinics.
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Another concern is that only a proportion of cancers in probands and/or relatives was
confirmed, and therefore, there may be misclassificatiors of cancer site, tumor type as well
as age at tumor diagnosis. Additional investigations should be offered to al families
studied here to increase the likelihood of identifying causative factors for their cancer
phenotypes. In addition, further studies, on a larger sample should be conducted to verify if
indeed the prevalence of germline mutations in common breast cancer predisposition genes
is that low in this population. If it is, we may have to revise criteria for genetic testing in
this population and thoroughly investigate the contribution of different and/or novel high
penetrance genes or the influence of multiple, more prevalent genetic variants of lower
penetrance or even to investigate the contribution of non-genetic factors for this higher
incidence and mortality rates in our region To our knowledge this is the first report of the
prevalence of HBC phenotypes and germline mutations in corresponding breast cancer
predisposition genes in a sample of at-risk individuals selected from a community-based
cohort in Brazil and South America.
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5. IN TRODUCAO
5.1 HISTORICO E IMPORTANCIA

5.1.1 Dados demograficos

A América Latina ¢é formada por paises de renda moderada a baixa mas com alguns
indicadores de saude publica semelhantes aos padrdes observados em paises desenvolvidos.
A populacdo latino-americana apresenta uma enorme diversidade étnica e cultural,
determinada por sua historia, e diferentes graus de miscigenacao entre populagdes nativas e
imigrantes. A maioria dos paises apresenta uma renda per capita anual de média a baixa e,
ao final do século 20, em torno de 46.0% da populagdo ainda vivia em condig¢des de
extrema pobreza (http://www.paho.org/english/dd/ais/coredata.htm). O crescimento
populacional continua ascendente, apesar da reducdo das taxas de fertilidade e de
natalidade, devido ao declinio nos indices de mortalidade e aumento da expectativa de vida.
Essa tendéncia pode ser uma das causas para o aumento na importdncia das doencgas
genéticas, em termos de freqiiéncia relativa, na maioria dos paises latino-americanos.

O Brasil ¢ o maior e mais populoso pais do continente, sendo dividido em 26
estados, os quais sdo agrupados em cinco grandes regides, com um total de 160 milhdes de
habitantes. A renda per capita anual média €, em torno de 9.200 reais. Aproximadamente
metade do rendimento do pais ¢ distribuido entre os 10.0% da populacdo com maior
concentracdo de bens. A taxa de mortalidade infantil ¢ de 42 em 1000 recém-nascidos
vivos (podendo variar de 6 a 150 em algumas éreas) e 83.0% da populagdo ¢ alfabetizada
(http://www.datasus.gov.br; http://www.ibge.gov.br).

O Rio Grande do Sul (RS) tem uma é4rea de 281.734 km” e uma populagdo de
aproximadamente 10 milhdes de habitantes. Em torno de 82.0% da populagdo reside em
areas urbanas, 93.5% ¢ alfabetizada e a renda per capita média é de 6.600 reais/ano. A
expectativa de vida ¢, em média, 73.4 anos, ¢ a taxa de mortalidade infantil situa-se em
torno de 15 por 1000 recém-nascidos vivos. A populacdo do RS ¢ heterogénea e recebeu
grande influéncia de imigrantes europeus, sendo que a descendéncia européia registrada
nesse Estado ¢ provavelmente uma das maiores do pais. (Marrero et al., 2005;

http://www.datasus.gov.br; http://www.ibge.gov.br)
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Porto Alegre (capital do RS) possui uma area de 496.1 km?, distribuida entre a parte
continental de 452.7 km® e um conjunto de ilhas, que correspondem a 43.4 km’. Os
indicadores de desenvolvimento humano e condi¢des de vida da cidade de Porto Alegre,
nas avaliagdes realizadas pelo Programa das Nacdes Unidas para o Desenvolvimento, em
1998 e 2003, situaram-se em patamar elevado entre as grandes metrdpoles brasileiras. No
periodo 1991-2000, a taxa de mortalidade infantil decresceu 14.5%, chegando a 18.1 em
2000. Durante a década de 1990, a expectativa de vida dos porto-alegrenses aumentou em
1.6 anos, alcangando 71.5 anos em 2000, sendo esta similar a dos paises de alta renda. A
taxa de alfabetizacdo de pessoas com idade igual ou superior a 15 anos, que ja era
considerada uma das mais elevadas entre as capitais brasileiras, aumentou de 95.1% em
1991 para 96.5% em 2000, correspondendo a de Paises considerados de alto
desenvolvimento humano. Em relacdo aos servigos urbanos bdsicos, o percentual de
domicilios urbanos que contam com agua encanada cresceu de 95.7% em 1991 para 97.8%
em 2000, ao passo que a coleta de lixo, que era um servigo disponibilizado a 97.0% dos
domicilios, passou a abranger 99.3% das residéncias em 2000. No periodo mencionado
(1991-2000), a renda per capitd mensal média dos porto-alegrenses, que era de 525.2
reais, passou a 709.9 reais, apresentando um crescimento de 35.2%. No entanto, a pobreza
absoluta, que atingia 11,0% das pessoas em 1991, aumentou 2.8%, enquanto que a
indigéncia, que atingia 3.2% das pessoas em 1991, passou a 4.3% em 2000 (Porto Alegre,
2004; http://www2.portoalegre.rs.gov.br/observatorio).

No entanto, observar uma metropole através de seus valores médios tende a
obscurecer os diferenciais existentes nas condi¢des de vida no seu interior e pode nao
apresentar com clareza a situagdo dos extremos e suas caracteristicas. O presente trabalho
incluiu mulheres atendidas em 18 unidades do Programa Satde da Familia (PSF) situadas
nas regides Centro-Sul, Sul, Extremo-Sul e do Arquipélago (ilhas) de Porto Alegre (Figura
1), que, em conjunto, concentram 55.7% da populagdo de Porto Alegre e apresentam
imensa variacdo em relacdo as médias de dados demograficos apresentados para a Capital.
As Ilhas, por exemplo, apresentam o segundo maior coeficiente de mortalidade infantil da
cidade (20.4/1000 nascidos vivos). Em relagdo ao nivel de ensino médio, destaca-se a
regido Centro-Sul (também incluida no presente estudo), onde apenas 18.8% da populacao
de 15 a 17 anos esta regularmente matriculada na escola. No que se refere as condi¢des

habitacionais nessas regides, encontram-se ai as piores situagdes quanto ao abastecimento

28



de agua, saneamento basico e recolhimento de lixo. Destaca-se ainda a regido que

compreende, dentre outros, o bairro Restinga, que apresenta um Indice de Vulnerabilidade

Social muito baixo, devido a uma combinagdo de situacdes adversas de insuficiéncia de

renda, baixa escolaridade e precariedade habitacional, resultando em um dos piores

indicadores sociais de Porto Alegre (Porto Alegre, 2004) (Figura 2).

Tha dos Marinheiros

Tha da Pintada

Morro da Cruz
Alto Erechim Alto Enthratel
Belém Yelho n
Cidade de Deus Il;Iusplhl
Campos do Cristal arque
s Belém
Quinta Unidade Pitinga
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Morro dos Sargentos Restinga
Chicara do Banco

Ponta Grossa

Figura 1. Mapa de Porto Alegre, com destaque para as regides das 18 unidades do

PSF incluidas no presente estudo.
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A) Meio de transporte utilizado para coleta do

lixo

B) Moradia de uma familia residente na regiio

do Arquipélago

C) Moradias de familias residentes nos

Arquipélagos

D) Familia reunida na atividade de separacao

do lixo

Figura 2. Fotografias de algumas das regides incluidas no presente estudo

30



5.1.2 Atendimento a saude e servi¢os de genética no Brasil

Nas ultimas décadas, o Brasil vem passando por profundas mudangas sociais e
econdmicas. Estas incluem, entre outras, o declinio na taxa de natalidade e mortalidade;
intensa industrializacdo, com o subseqliente processo de urbanizacdo que leva ao éxodo
rural e a profundas alteragdes na estrutura familiar, inclusive aumento na renda devido a
entrada da mulher no mercado de trabalho; melhorias nas condi¢Oes sanitarias, levando a
uma diminuicdo da mortalidade ocasionada por doengas infecciosas e aumento na
expectativa de vida. O panorama criado por essas modificacdes deu origem a um novo
contexto socioecondmico no Brasil, onde o cancer emergiu como um importante problema
de saude publica (Carvalheiro & Manco, 1992; Haddad & da Silva, 2000; Koifman &
Koifman, 2003; Godinho & Koch, 2004).

Agrega-se a importancia epidemioldgica destas doencas o alto custo gerado pelo
seu tratamento, principalmente quando o diagnostico ¢ feito em estagios avancados, custo
esse que se reflete tanto no orgamento governamental quanto pessoal (para o paciente). Os
custos do tratamento do cancer incluem gastos com testes diagnosticos, hospitais, médicos,
medicamentos (nos quais estd imbutido o preco da pesquisa clinica e pré-clinica, patentes,
divulgacdo do produto no mercado), entre outros (Meropol & Schulman, 2007).

Sendo o cancer uma doenga predominantemente da idade adulta e dada a transi¢ao
epidemioldgico-demografica do pais, a incidéncia das neoplasias tenderd a aumentar ainda
mais (Meropol & Schulman, 2007). Considerando o contexto de profundas mudangas
socioeconomicas e de perfil epidemiologico das doencas, e os altos custos para o
tratamento do cancer, destaca-se a importancia da criagdo de programas de rastreamento
populacional e prevencdo, que favorecam a deteccdo em estagios iniciais, onde a chance de
cura pode atingir 95.0% para alguns tumores (Smith et al., 2006; Meropol & Schulman,
2007; Knudsen et al., 2007).

Nesse contexto de otimizac¢do do atendimento a saiide em um novo panorama social
e econdmico, deve ser ressaltada a importancia da educagio da comunidade. E preciso
educar a populagdo a respeito dos beneficios da prevengdo, e disseminar a idéia de que o
cancer nem sempre ¢ fatal se diagnosticado precocemente e, em muitos casos, ele pode ser
totalmente curavel. No entanto, como a detec¢@o ainda se da, freqiientemente, em estagios

avancados, fato associado a um mau prognostico e alta mortalidade, cria-se a percepcao de
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que o cancer sempre ¢ fatal e potencializa-se o medo do diagnostico e da procura pela
ajuda especializada. No caso do cancer de mama, o conhecimento de que muitas mulheres
serdo “sobreviventes” da doenca a longo prazo, pode estimular a busca por prevencdo e
detecg¢do precoce, resultando assim na diminui¢do da taxa de mortalidade e aumento no
nimero dessas “sobreviventes” (Smith et al., 2006). Além disso, como destacado por
Godinho & Koch (2002; 2004), o sucesso de um programa de rastreamento depende nao
somente da disponibilidade de infra-estrutura, como também do engajamento do paciente e
do médico. A falta de habito de procurar atendimento preventivo e a rotulacdo de
“desnecessarios” aos exames de rastreamento solicitados sdo frutos da falha no processo de
orientagdo da paciente por parte do profissional de saude, que ndo tem valorizado ou
explorado o lado educacional do ato médico.

A Constituicdo Brasileira garante o direito a assisténcia médica em qualquer local
do pais. Grande parte da populagdo (em torno de 75.0%) depende quase inteiramente de
cuidados a saude providos pelo Governo. Cuidados primarios, secundarios e terciarios a
saude publica sio providos pelo Sistema Unico de Saude (SUS) (www.datasus.gov.br).
Seus principios basicos, de acordo com a Constituigdo Federal, sdo: universalidade,
eqiiidade, gratuidade e integralidade no cuidado a satde a todos os cidadaos brasileiros em
nivel primario, secundario e terciario. Um programa especial que tem como prioridade o
atendimento a satde comunitiria e o resgate dos vinculos de compromisso e co-
responsabilidade entre os servicos de saude, profissionais da saude e populagdo, ¢ o
Programa Saude da Familia (PSF). Este programa foi criado na metade dos anos 90 e ¢
baseado em equipes de cuidado a satde, formadas por um médico, um enfermeiro, um
auxiliar de enfermagem e quatro a seis agentes comunitarios de satide. Cada equipe atende
em torno de 600 familias (aproximadamente 3400 individuos) de uma certa area geogréfica.
Os PSFs tém se expandido rapidamente no pais e atualmente cobrem 45.0% da populagao
brasileira (Ramalho & Silva, 2000; Brasil, 2003; Harzheim et al., 2006;
http://www.saude.gov.br/psf).

Os Servigos de Genética no Brasil, assim como no restante da América Latina, vém
se desenvolvendo lentamente e com dificuldades. Segundo Penchaszadeh (2000), essas
dificuldades se devem a diversos motivos, tais como: a) ainda existem diversos cuidados a
serem tomados em relagdo a outras areas da saide (p. ex.: desnutricdo, doengas

infecciosas); b) doengas genéticas ainda ndo sdo consideradas prioridades; c) os servigos
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genéticos sdo encarados como caros e voltados apenas para doencas raras; d) seu valor
preditivo € erroneamente associado com interrup¢ao de gestacdes afetadas, o que vai
contra a legislagdo brasileira e setores tradicionais da sociedade; e e) a populagdo ndo tem
real consciéncia a respeito de riscos genéticos e possibilidades de prevencdo. Apesar
dessas dificuldades, Servigos de Genética vém sendo desenvolvidos, estando
principalmente localizados em hospitais universitarios de cidades maiores, a maioria deles
isolados de servicos de saude de ateng¢do primaria. Com algumas excegdes, servigcos de
saude municipais, estaduais € mesmo nacionais nao possuem politicas de prevencdo e
cuidados populacionais relativos a doengas genéticas.

Cerca de uma dezena de servicos de genética e cancer foram criados na ultima
década no Brasil. Eles estdo predominantemente localizados em hospitais universitarios de
capitais brasileiras. O teste genético para cancer de mama hereditario, em si, ndo estd
disponivel localmente, ¢ nao recebe cobertura do SUS ou de planos de saude privados.
Existem dois hospitais publicos na regido central do Brasil que desenvolvem projetos de
pesquisa com o intuito de testar pacientes em risco provenientes de seus proprios servigos.
No entanto, apenas parte das amostras de pacientes em risco, quando reconhecidos, sdo
enviadas para alguns poucos laboratérios comerciais para realizagdo do teste genético ou
para laboratorios de pesquisa, principalmente através de projetos colaborativos com

Institui¢des Internacionais (Palmero et al., 2007a).

5.1.3 Cancer no Brasil e Rio Grande do Sul

O cancer ¢ considerado um problema de satide publica hd muito tempo em paises
desenvolvidos. No entanto um aumento na incidéncia de cancer tem sido também
observado em paises de baixa renda, especialmente na América Latina (Gallo et al., 2005).

O Brasil também registra incidéncias crescentes de cancer, com um perfil
epidemioldgico de tumores que mostra uma sobreposicdo entre neoplasias normalmente
associadas a pobreza (estdmago, utero, figado e cavidade oral), e aquelas mais freqiientes
em paises desenvolvidos (cancer de mama, prostata, pulmao e colon) (Koifman & Koifman,
2003; Gallo et al., 2005). Os tipos de cancer freqiientes nos paises desenvolvidos estdo
associados principalmente a fatores da dieta, tabaco, falta de exercicio fisico e exposi¢do a

uma ampla gama de fatores de risco, decorrentes do processo de industrializagdo e
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urbanizagdo, como agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, bem como de uma possivel
associacao entre exposi¢do a pesticidas e aumento de incidéncia de tumores hormdnio-
dependentes (como mama, ovario, prostata, tiredide, testiculo) (Cocco, 2002). Em relagdo
aos tumores associados a pobreza, destacam-se como possiveis fatores causais o consumo
de alcool e cigarro (nos casos de cancer na cavidade oral, laringe e faringe) e infecg¢do por
HPV no caso do cancer de cérvix uterina (a incidéncia deste tumor nas regioes Norte ¢
Nordeste ¢ considerada uma das maiores do mundo) (Parkin et al., 1997). Em relagdo ao
cancer de estobmago, destaca-se como principal agente causal a infec¢do por Helicobacter
pylori, que causa lesdes na mucosa, facilitando assim a absor¢do de nitrosaminas, um
potente carcindgeno contido em diversos alimentos (Britto, 1997).

No entanto, ao analisarmos o padrdo de ocorréncia de tumores nas diferentes
regides brasileiras, devemos levar em consideragdo que algumas dessas regides, como por
exemplo o Nordeste, apresentam registros de incidéncia e mortalidade por cancer
deficientes ou mesmo inexistentes, introduzindo assim o problema freqiientemente
encontrado de sub- ou superestimativa da incidéncia de cancer nas diferentes regides

(Gallo et al., 2005).

5.1.4 Cancer de mama no Brasil e Rio Grande do Sul

Devido ao seu prognostico relativamente bom (dados europeus apontam uma taxa
de sobrevivéncia de 91.0% no primeiro ano pos-diagndstico ¢ de 65.0% nos 5 anos
subseqiientes), e a sua alta incidéncia, o cancer de mama ¢ hoje o mais prevalente no
mundo, sendo que existem em torno de 3.7 milhdes de mulheres “sobreviventes” nos
primeiros 5 anos apds o diagndstico. Este ¢ um nimero muito significativo se comparado a
outros tumores, como por exemplo, o cancer de pulmio, que registra 1.3 milhdes de
“sobreviventes” (homens e mulheres) apds 5 anos do diagndstico (Parkin et al., 2001;
Kamangar et al., 2006).

No Brasil, o cancer de mama ¢ a primeira causa de morte relacionada a cancer em
mulheres de todas as idades. No RS, as estimativas para as taxas de incidéncia (2006) e
mortalidade (2004) de cancer de mama foram de 88.8 ¢ 17.9 por 100.000 individuos,
respectivamente, enquanto que as estimativas para as taxas nacionais de incidéncia e

mortalidade referentes aos mesmos periodos foram, respectivamente, 51.7 ¢ 10.6 /100.000
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individuos. No RS, o cancer de mama ¢ a primeira causa de morte por cancer em mulheres
de todas as idades, inclusive nas mulheres jovens (30-49 anos). Um fator que contribui
para essa alta taxa de mortalidade ¢ que no minimo 30.0 a 40.0% de todos os casos sdo
ainda diagnosticados em estdgios mais tardios da doenca (estagios Il e IV). Em Porto
Alegre (capital do RS), as estimativas para 2006 indicam um total de 1140 novos casos de
cancer de mama, estando esse indice entre os maiores do pais (Porto Alegre ¢ a terceira
capital brasileira com maior incidéncia de cancer de mama) (Silveira et al., 2000;

http://www.inca.gov.br/estimativa/2006).

5.2 CANCER DE MAMA HEREDITARIO

5.2.1 Caracteristicas gerais

O cancer resulta de uma série de alteragdes genéticas que levam a uma progressiva
desordem dos mecanismos normais de controle do ciclo celular (crescimento,
diferenciag¢do e morte celular). A resposta das células aos danos no seu material genético e
sua habilidade de manter a estabilidade genética através da maquinaria de reparo ¢
essencial na prevengao da iniciagdo e progressao tumoral (Bau et al., 2006).

Do total de casos de cancer de mama diagnosticados a cada ano, estima-se que
5.0% a 10.0% sejam hereditarios, ou seja, causados por uma alteragdo genética herdada
que confere a seu portador um risco de cancer significativamente maior que o da populagao.
Os réapidos avangos em técnicas de biologia molecular nas ultimas décadas resultaram na
identificacdo de genes que, quando alterados, aumentam significativamente o risco de
desenvolver cancer de mama, cancer de ovario e outros tumores, dentre os quais destacam-
se os genes supressores tumorais BRCAI e BRCA2 (Miki et al., 1994; Wooster et al., 1994).
Outros genes de predisposicao ao cancer de mama foram identificados, e sao igualmente
importantes no risco para a doenga, embora correspondam a uma parcela menor dos casos
hereditarios. Dentre esses, estdo 7P53 (Malkin, 1990), CHEK?2 (Bell et al., 1999; Meijers-
Heijboer et al., 2003), ATM (Savitsky et al., 1995), PTEN (Eng, 1997; Lynch et al., 1997),
STK11 (Giardiello et al., 1987, Hemminki et al., 1998; Jenne et al., 1998), e, mais
recentemente o gene 7WISTI (Sahlin, 2007).
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A identificacdo de individuos em risco para cancer hereditario ¢ importante por
varias razoes. Primeiro, porque individuos afetados apresentam risco cumulativo vital
muito superior ao da populagdo para varios tipos de cancer. Segundo, porque outros
familiares de um individuo afetado podem estar em risco para o cancer hereditéario.
Terceiro, porque medidas de rastreamento intensivo e intervengdes preventivas (cirurgias
profilaticas e quimioprofilaxia) se mostram eficazes em reduzir significativamente o risco
de cancer em portadores de mutacdo (Rebbeck, 1999; Hartmann et al., 1999; Eisen ef al.,
2000; Hartmann et al., 2001; Meijers-Heijboer ef al., 2001; Shih & Chatterjee, 2002; Kauff
et al., 2002; Rebbeck et al., 2002; Eisen et al., 2005). A tecnologia atualmente nos permite
diagnosticar uma mutacao genética muito antes do aparecimento dos sintomas. No caso da
predisposicao hereditdria ao cAncer de mama, que ¢ uma doenca de inicio na vida adulta, o
diagnostico pré-sintomatico de um individuo afetado tem um enorme potencial para
reducdo do risco de cancer. Por outro lado, a identificacdo precisa de um individuo nao
portador de uma altaracdo genética em uma familia de risco permite a tranqiiilizacdo do
individuo e elimina os gastos e complicagdes de rastreamento e intervengdes preventivas
desnecessarias (Grusenmeyer & Wong, 2007; Meropol & Schulman, 2007).

A historia familiar de cancer em familiares de primeiro grau e a presenga de alguns
fatores especificos de risco, como cancer de mama bilateral, histéria familiar de cancer de
mama e ovario e cancer de mama em individuo do sexo masculino, sdo indicadores
importantes de risco para o cancer de mama hereditario (Easton, 2002; Page et al., 2003).
Na verdade, pouca atencdo tem sido dada a identificacdo desses fatores de risco na
comunidade e nos servigos de aten¢do primdria a saude. Os proprios profissionais da saude,
em sua maioria, ndo estdo alertas para o problema, e muitas vezes desconhecem o que se
pode oferecer a paciente em termos de diagndstico e manejo. Mesmo quando pacientes de
alto risco genético sdo identificados, eles (e suas familias) ndo tém facil acesso a uma
investigacdo genética abrangente. Os dois Unicos servigos publicos de aconselhamento
genético do cancer de mama no Rio Grande do Sul estdo em Porto Alegre, inseridos em
hospitais tercidrios (Hospital de Clinicas de Porto Alegre e Hospital Santa Rita), e atendem
primariamente a populagdo de pacientes dessas institui¢des que ja foram diagnosticadas
com cancer de mama. Apesar de existir nesse contexto um potencial grande para prevencao
do cancer em familiares ainda assintomaticos de uma paciente de alto risco hereditario, o

aconselhamento genético nesses servigos segue o modelo tradicional retrospectivo. Nesses
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servicos, o aconselhamento genético do cancer se caracteriza por uma atividade intramural
isolada da comunidade como um todo, que envolve recrutamento passivo em uma estrutura
tercidria de alta complexidade e custo e que tem uma cobertura populacional restrita
(Palmero et al., 2007a).

Embora exista uma grande preocupagdo com a alta prevaléncia do cancer de mama
no Rio Grande do Sul, e freqiientemente seja feita uma alusao a influéncia de “algum fator
genético” para risco de cancer de mama na nossa populagdo, ao nosso conhecimento,
nenhuma investigacdo sistematica populacional de risco genético foi realizada até hoje.
Nesse contexto, o trabalho aqui apresentado se propde a estudar a prevaléncia de fatores de
risco para o cancer de mama hereditario em uma amostra da populagdo de Porto Alegre,
bem como disponibilizar o aconselhamento genético e o teste genético confirmatdrio a
todos os individuos de alto risco que assim desejarem. Para os individuos, a sua
identificagdo e caracterizagdo molecular (e a de seus familiares) permitirdo
estabelecimento mais objetivo do risco de desenvolver cancer de mama e outros tumores.
Essa informacdo podera facilitar decisdes pessoais e médicas a respeito da melhor
intervengdo no sentido de diagndstico precoce e/ou prevencdo do cancer. Para a
comunidade, a ampla caracterizagdo demografica e genética de uma populagdo
proporciona uma oportunidade impar para melhorar o nosso entendimento sobre o
diagnostico e epidemiologia do cancer de mama hereditario em nosso meio. Além disso, o
modelo aqui apresentado poderd ser utilizado futuramente para criar uma rotina de
identificacdo de individuos em risco para doengas genéticas, como o cancer de mama

hereditario, a nivel populacional.

5.2.2 Sindromes de Predisposicao Hereditaria ao Cancer de Mama

5.2.2.1 Sindrome de Predisposicio Hereditaria ao Cancer de Mama e Ovario (HBOC)

5.2.2.1.1 Historico e Riscos Associados

Relatos iniciais de uma predisposicao hereditaria ao cancer de mama, devido a

varios casos da neoplasia em uma familia, datam de 1866 quando Broca descreveu uma

familia na qual 10 mulheres haviam sido diagnosticadas com cancer de mama em quatro
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geragdes (Broca, 1866). Cady (1970) descreveu uma familia na qual trés irmas
apresentavam diagnéstico de cancer de mama bilateral. Anderson (1976) propds que
mulheres com historia familiar de primeiro grau de cancer de mama (irma e mae) possuiam
um Risco Cumulativo Vital (RCV) de desenvolver cancer de mama 47 a 51 vezes maior
que o risco da populacdo em geral. O mesmo autor relatou que nessas mulheres, o cancer
geralmente se desenvolvia antes da menopausa, era bilateral e parecia estar associado a
fun¢do ovariana. Centenas de estudos posteriores confirmaram os achados iniciais de uma
predisposicdo aumentada ao ciancer de mama com base em achados da histéria familiar
(Petrakis, 1977; Ottman et al., 1983; Kozak et al., 1986; Hauser et al., 1992; Eisinger et
al., 1998).

O primeiro gene relacionado a sindrome de predisposi¢ao hereditaria ao cancer de
mama e ovario (HBOC OMIM #114480), BRCAI (OMIM #113705), foi identificado em
1994 por Miki et al.. Esse gene foi mapeado no cromossomo 17q12-23 e sua descoberta foi
decorrente de estudos de ligagdo em membros de familias com multiplos casos de cancer
de mama e ovario. O segundo gene associado a predisposi¢do hereditdria ao cancer de
mama, ovario e outros tumores ¢ o gene BRCA2 (OMIM #600185), localizado no
cromossomo 13q12-13 e que, a exemplo de BRCAI, também ¢ considerado um gene
supressor tumoral (Wooster et al., 1994).

Estima-se que cerca de 5,0% a 10,0% de todos os casos de cancer de mama e ovario
sdo causados por mutagdes germinativas em genes autossdmicos dominantes de alta
penetrancia, e, destas, cerca de 60,0% a 80,0% sdo muta¢des em BRCAI e BRCA2 (Miki et
al., 1994; Wooster et al., 1994; Easton et al., 1995; Nathanson et al., 2001; Antoniou et al.,
2003; Scott et al., 2003).

Acredita-se que o gene BRCAI seja responsavel por cerca de 45.0% a 50.0% de
todos os casos de cancer de mama hereditario. Portadoras de muta¢do germinativa nesse
gene tém um RCV de desenvolver cancer de mama de 40.0% a 65.0% até os 80 anos de
idade (Cass et al., 2003; Risch et al., 2006). Além disso, o RCV para cancer de ovario
nessas pacientes também ¢ significativamente maior, e pode chegar até 40.0% aos 80 anos
de idade (Cass et al., 2003; Antoniou et al., 2006). Outros tumores que parecem ser mais
freqiientes em portadores(as) de mutacdes em BRCAI incluem o cancer de trompa de
falopio, o cancer de prostata e tumor de Wilms (Offit, 1998; Thompson & Easton, 2002;

Hodgson et al., 2007). Além disso, diversos estudos relatam um risco aumentado para
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cancer de mama associado a mutagdes germinativas em BRCAI em homens (Struewing et
al., 1995; Couch et al., 1996; Liede et al., 2004), embora represente uma associagdo menos
freqliente do que a relatada para cancer de mama masculino e muta¢des germinativas no
gene BRCA2.

O gene BRCA2, quando alterado, aumenta o risco de desenvolvimento de multiplos
tumores. BRCA?2 ¢ responsavel por cerca de 30.0% a 40.0% de todos os casos de cancer de
mama hereditarios. O RCV para cancer de mama em mulheres portadoras de mutagdes
germinativas nesse gene ¢ similar ao risco de portadoras de mutacdes germinativas em
BRCAI (40.0% a 65.0% até os 80 anos de idade) (Belogianni et al., 2004; Antoniou et al.,
2006; Risch et al., 2006), enquanto que o risco para cancer de ovario ¢ de 15.0% a 30.0%
(Cass et al., 2003). Embora menor que o RCV para cancer de ovario associado a mutacdes
germinativas em BRCAI, este risco ainda ¢ 10 vezes maior que o da populacdo em geral
(The Breast Cancer Linkage Consortium, 1999). Homens com muta¢des germinativas em
BRCA2 tém um RCV significativamente maior que o da populacdo de desenvolver cancer
de mama, cerca de 6.0% até os 70 anos de idade, o que representa um aumento de 80-100
vezes o risco para a populacdo em geral (Karhu ef al., 2006).

Além de cancer de mama e ovario, hda um aumento do RCV para diversos outros
tumores em portadores de mutacdo germinativa de BRCA2: tumores de vias biliares,
bexiga, eso6fago, pancreas, prostata, estobmago, sistema hematopoiético, cavidade oral e
faringe, ¢ melanoma (Offit, 1998; The Breast Cancer Linkage Consortium, 1999;
Thompson & Easton, 2002).

5.2.2.1.2 Aspectos moleculares e funcionais

O gene BRCAI ¢é composto de 22 exons codificantes, distribuidos em cerca de 100
kb de DNA gendmico e codifica uma proteina de 1863 aminoacidos (Bertwistle &
Ashworth, 1999) (Figura 3). Em relacdo a sua estrutura, a proteina brcal apresenta, na
regido amino-terminal, um motivo dedo-de-zinco (“Zinc-finger” ou “RING-finger: Really
Interesting New Gene”), caracterizado pela presenga de uma seqiiéncia de aminoacidos
que contém trés cisteinas, uma histidina e quatro cisteinas em proximidade - C3HC4 — ¢
que apresenta importante funcdo na interacdo de brcal com diversas proteinas (Boddy et

al., 1994; Wu et al., 1996), além de uma consideravel variabilidade no processamento
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decorrente da heterogeneidade das juncdes intron-exon da regido 5’ do gene (Fortin et al.,
2005). Além do motivo “dedo de zinco” na regido N-terminal, encontram-se, ao longo do
exon 11, dois dominios de localizagdo nuclear. Além disso, a proteina brcal apresenta uma
regido de intera¢do com rad51 e, na regido carboxi-terminal da proteina, uma concentragdo
de aminoacidos de carga negativa, que formam dois dominios BRCT (“BRCA C
Terminus”), envolvidos na manutengao da estabilidade da proteina brcal (Koonin et al.,
1996; Wu et al., 1996), bem como na sua interagdo com outras proteinas (Deng & Brodie,
2000; Wang et al., 2000; Cantor et al., 2001; Wang et al., 2001). Os dominios BRCT sao
encontrados em diversas proteinas envolvidas no reparo de danos ao DNA e na regulagdo
do ciclo celular (Venkitaraman, 2001) (Figura 3).

Uma das técnicas para estudar a funcdo de um gene ¢é a criagdo de animais
transgénicos deficientes (ou com hiperexpressdo) para o gene em questdo. Estudos em
camundongos deficientes no gene BRCAI t€m sido de grande importancia para elucidar
varios aspectos das suas fungdes, € o que se observa ¢ que camundongos BRCA™" morrem
entre os dias 6.5 e 8.5 pds-implantacdo por falta de proliferacio no blastécito murino
(Gowen et al., 1996; Hakem et al., 1996; Liu et al., 1996). No entanto, a criacdo de
camundongos BRCA”™ TP53™" retarda, mas ndo evita, a letalidade embrionaria, o que
sugeriu que BRCA e TP53 pudessem estar em uma mesma rota funcional (Hakem et al.,
1997; Copson et al., 2006). Camundongos heterozigotos para o gene defeituoso (BRCA™)
tém fertilidade e sobrevida normais e ndo sdo predispostos a tumores (Hakem et al., 1996;
Liu et al., 1996). Ja em humanos, a heran¢a de um unico alelo defeituoso € suficiente para
aumentar a predisposi¢ao ao cancer (Venkitaraman, 2001).

O gene supressor tumoral BRCA2 apresenta 26 exons codificantes e origina uma
proteina com 3418 aminoacidos (brca2) (Figura 3). Apresenta como caracteristica
marcante a presenga de oito repeti¢des de 30-80 aminoacidos (dominio BRC) ao longo do
exon 11 (Figura 4). Essas repeticdes estdo envolvidas na interagdo com a proteina rad51,
que atua nos processos de reparo e recombinacdo. A proteina apresenta, além desses oito
dominios, uma regido de ativagdo transcricional e uma regido adicional de interagdo com
rad51 (Bertwistle & Ashworth, 1999). A proteina brca2, juntamente com rad51, estad
envolvida na manutencao da estabilidade gendmica através do seu papel fundamental nos
processos de reparo de quebra das duas fitas de DNA por recombinagdo homologa (Arnold

et al., 2006). Estudos realizados com camundongos transgénicos, deficientes para BRCA2,
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revelam que uma perda total do gene acarreta letalidade na maioria dos animais (Ludwig et
al., 1997). No entanto, a inativagdo bialélica em algumas regides de BRCA2 pode levar a
um fenétipo de anemia, hoje considerado um subtipo da Anemia de Fanconi, doenca
caracterizada por extrema sensibilidade a agentes causadores de danos cromossomicos, 0s
quais originam quebras cromossomicas e favorecem o desenvolvimento do cancer

(Howlett et al., 2002; Arnold et al., 2006).
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Figura 3. Representacao esquematica dos genes BRCAI e BRCA2, dos seus

exons codificantes, proteinas e dominios funcionais

Nota: A representacao grafica do gene BRCA! foi baseada no Gen Bank (Entry U 14680); a representacao
grafica do gene BRCA?2 foi baseada no Gen Bank (Entry NM 000059). As informagdes sobre os dominios
funcionais de BRCA! foram retiradas de http://www.ebi.uniprot.org (nimero de acesso PRO_0000055830);
as informagdes sobre os dominios funcionais de BRCA2 foram retiradas de http://www.ebi.uniprot.org

(nimero de acesso PRO_0000064984)

41



A fungdo de ambos os genes (BRCAI e BRCA?2) esta relacionada a aspectos centrais
ao metabolismo celular, tais como reparo de danos ao DNA, regulagdo da expressao génica
e controle do ciclo celular (Tutt & Ashworth, 2002; Quaresima et al., 2006). Variagdes
patologicas nesses genes podem acarretar alteragdes na fungdo das proteinas, na transcri¢ao
e também no reparo a danos no DNA, levando ao conseqiiente acimulo de mutagdes e
posteriormente a instabilidade cromossdmica, a qual pode ser diretamente responsavel pelo
surgimento do cancer. Dessa forma, mutagdes em BRCAI/2 conferem um alto risco de
cancer, mas nao ocasionam diretamente o seu surgimento, atuando como genes
“cuidadores do genoma” (“caretakers”), preservando a estabilidade cromossdmica e,
quando inativados, possibilitam o acimulo de mutagdes em multiplos genes. A natureza
das alteracdes subseqiientes a inativagdo de BRCA1/2 ¢ que definird o destino celular, seja
correcao do defeito, proliferagao celular descontrolada ou apoptose (Cipollini et al., 2004;
Rosen et al., 2005).

Embora nao haja grande homologia de seqiiéncia entre BRCAI ¢ BRCA2, esses
genes compartilham diversas similaridades. Dentre elas, destaca-se o fato de que mutagdes
germinativas em ambos os genes predispdem a cancer de mama e de ovario; ambos
codificam proteinas extensas, possuem um primeiro exon ndo-codificante ¢ um exon
central (exon 11) maior que os demais (0 exon 11 de BRCAI compreende mais de 60.0%
da regido codificadora (Bertwistle & Ashworth, 1999)). Além disso, ambos sdo pouco
conservados ao longo da escala evolutiva (a proteina brcal humana apresenta apenas
55.8% de identidade de seqiiéncia com a proteina do camundongo e 74.6% com a do cdo),
ambos atuam como ativadores transcricionais; ambos se ligam (direta ou indiretamente) a
rad51 e possuem um padrdo similar de regulacdo do ciclo celular (Lakhani et al., 1998;
Abkevich et al., 2004).

Em relacdo a especificidade tecidual de BRCAI/2, cujos efeitos ocorrem
principalmente em orgdos hormonio-responsivos como mama, ovario, utero e prostata,
acredita-se que esta esteja relacionada a sua fungdo na co-regulagdo da transcricdo de
certos genes em Orgaos-alvo especificos: diversas evidéncias indicam que BRCA se liga a
fatores de transcricao seqii€éncia-especificos e, dessa forma, estimula ou inibe a transcrigao.
Com base nesses achados, supde-se que brcal interaja diretamente com os receptores de
hormdnios esterdides (ER), inbindo-os e, a0 mesmo tempo, estimulando os receptores de

andrégenos (AR). Assim, se alguma alteragdo deletéria (inativadora) ocorrer em BRCA1/2,
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sua deficiéncia promove, por exemplo, um excessivo crescimento dos tecidos epiteliais da
mama, devido a falta de regulacao negativa dos receptores estrogénicos (Rosen et al., 2005;

Choi et al., 2006; Rosen et al., 2006).

5.2.2.1.3 Dados nacionais sobre a sindrome de predisposi¢io hereditaria ao cancer de

mama e ovario (HBOC)

Dados sobre agregados familiares de cancer de mama ou portadores de mutagdao em
BRCAI ¢ BRCA2 em nosso meio ainda sdo escassos. Gomes et al. (2007), investigando
402 mulheres com historia pessoal de cancer de mama provenientes do Rio de Janeiro,
identificaram nove mutagdes, sendo seis em BRCAI e trés no gene BRCA2 (as 402
mulheres foram investigadas quanto a presenca das trés mutagdes freqiientes na populacao
Judaica Ashkenazi - 185delAG, 5382insC em BRCAI e 6174delT em BRCA2 — e em
relagdo a variagdes presentes no exon 11 de BRCAI e 10 e 11 do gene BRCA2. Além disso,
12 pacientes foram analisadas quanto a presenca de mutagdes em todos os exons
codificantes de BRCA1/2). A mutagdo 5382insC, no gene BRCAI, foi detectada cinco
vezes e representou 56% das mutagdes verificadas. E importante salientar que esta era
uma amostra de pacientes com cancer de mama nao-selecionadas quanto a historia familiar
e que uma mutagao deletéria em gene BRCA foi detectada em 2.3% da amostra como um
todo.

Dufloth ef al. (2005) analisaram 31 pacientes brasileiras com historia pessoal prévia
de cancer de mama e historia familiar sugestiva de HBOC, onde investigaram os exons 2,
3,5,11 e20 de BRCAI, e os exons 10 e 11 do gene BRCA2. Os autores encontraram uma
prevaléncia de 13.0% de mutacdo em ambos os genes (4/31).

Lourengo et al. (2004) analisaram 47 pacientes brasileiros com cancer de mama
e/ou ovario quanto a presenca de mutagdes germinativas no gene BRCAI e encontraram
uma freqiiéncia de 15,0%, similar a freqiiéncia relatada por outros estudos que utilizaram a
mesma metodologia e critérios de inclusdo, recrutando mulheres com historia familiar
sugestiva de HBOC (Durocher et al., 1996; Frank et al., 1998).

Simon et al. (2003) analisaram 64 pacientes provenientes de Sao Paulo
(predominantemente de origem judaica Ashkenazi e com historia familiar altamente

sugestiva de HBOC) e detectaram 37 individuos com mutagdes em BRCA1/2. Os autores
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relataram a presenca das trés mutagdes comuns em judeus (185delAG, 5382insC em

BRCAI e 6174delT em BRCA?2) em pacientes com e sem origem Judaica Ashkenazi.

5.2.2.1.4 Diagndstico molecular

Do ponto de vista técnico, a pesquisa de mutagdes germinativas em BRCAI e
BRCA?2 (teste genético) ¢ um processo de alta complexidade, laborioso e caro. Essa
dificuldade resulta do tamanho desses genes e da extensa heterogeneidade molecular
observada na doenga (até o presente momento mais de 3400 alteracdes ja foram descritas
para ambos os genes e encontram-se depositadas no Breast Cancer Information Core,
disponivel em http://research.nhgri.nih.gov/bic). Recentemente, além de mutagdes pontuais,
grandes rearranjos génicos em BRCAI e BRCA2 vém sendo identificados e associados ao
mesmo fendtipo classico de predisposicdo ao cancer de mama e ovario. Esses rearranjos
sao encontrados principalmente em BRCA I, variam de 0.5 a 23.8 kb, estdo espalhados por
todo o gene e acredita-se que sejam causados por eventos de recombinag¢do envolvendo
seqiiéncias Alu, as quais cobrem aproximadamente 41.5% das regides intronicas do gene
(Petrij-Bosch et al., 1997; Puget et al., 1997; Swensen et al., 1997; Puget et al., 1999a,
1999b; Payne et al., 2000; Gad et al., 2001; Montagna et al., 2003; Preisler-Adams et al.,
2006). Além da existéncia das seqiiéncia Alu, a presenga de pseudogenes ndo-funcionais €
apresentada como provavel causa de recombinagdo desigual em BRCA I (Preisler-Adams et
al., 2006). A freqiiéncia desses rearranjos parece ser populacdo-dependente, podendo
variar de 2.0% em mulheres norte-americanas a 36.0% em pacientes alemas (Petrij-Bosch
et al., 1997; Hendrickson et al., 2005). Poucos rearranjos t€ém sido descritos em BRCA2, o
que pode ser explicado pelo fato de que as seqiiéncias intronicas desse gene contém menor
numero de repeticdes Alu que BRCAI (Peelen et al., 2000; Preisler-Adams et al., 2006).
Sendo assim, além do seqiienciamento de toda a regido codificadora desses genes, a
identificacdo de mutagdes germinativas também deve incluir a pesquisa de rearranjos por
métodos laboratoriais alternativos, para evitar um grande nimero de falso-negativos
durante a investigagdo molecular de familias com a sindrome de predisposi¢do ao cancer
de mama e ovario hereditarios (Frank et al., 1998; Montagna et al., 2003).

Atualmente, duas estratégias principais sdo utilizadas para identificacdo de

mutagdes germinativas em seqiiéncia codificadora dos genes BRCA: a) seqiienciamento de
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todos os exons codificantes de ambos genes e analise comparativa da seqiiéncia obtida com
a seqiiéncia de referéncia (p.ex. GenBank), ou b) rastreamento de mutagdes utilizando uma
de diversas técnicas: Denaturing High Performance Liquid Chromatography — DHPLC
(Oefner & Underhill, 1995; 1998; 1999; Underhill et al., 1997), Single Strand
Conformation Polymorphism — SSCP (Markoff et al., 1997), Protein Truncation Test —
PTT (Hogervorst et al., 1995) ou Denaturing Gradient Gel Electrophoresis — DGGE
(Fodde & Losekoot, 1994) e apenas os exons que apresentarem um padrdo variante sao
submetidos a seqiienciamento para defini¢do da alteragdo responsavel pelo padrdo variante
encontrado. O que se preconiza atualmente € que, apds a procura por mutagdes pontuais, €
diante de um resultado negativo, recorra-se a analise de rearranjos génicos utilizando
técnicas como Multiplex Ligation Probe-dependent Amplification — MLPA (Schouten et
al., 2002; Hogervorst et al., 2003), Long-Range Polymerase Chain Reaction — PCR longo
(Payne et al., 2000), Southern Bloth (Southern, 1974), entre outras. A estratégia de
combina¢do de uma técnica de identificagdo de mutagdes pontuais com uma técnica de

rastreamento de rearranjos tem maior eficiéncia na detec¢do de mutagdes.

Mesmo utilizando estratégias complementares de identificagdo dos diferentes tipos
de mutacdes em genes BRCA, um resultado negativo deve ser interpretado com cautela.
Além disso, na presenca de histéria familiar sugestiva de predisposi¢ao hereditaria ao
cancer de mama e ovario, outros fatores devem ser levados em consideracao, tais como
processamento (splicing) alternativo de um dos genes (com isoformas contendo, por
exemplo, inser¢des de partes de introns) e presenca de metilagdo no promotor levando ao
silenciamento génico. (Wilcox et al., 2005; Bonatti et al., 2006) Essas alteragdes nao
seriam detectadas pelos métodos tradicionais de estudo de mutagdes; processamento
alternativo, por exemplo, somente seria detectado pela analise de RNA ou pela andlise do
produto protéico pela técnica de PTT, que ¢ menos utilizada atualmente.

Assim como um resultado negativo do teste genético deve ser interpretado com
cautela, o mesmo se aplica a variantes de significado desconhecido. Dados obtidos a partir
do BIC mostram que aproximadamente metade das variantes detectadas em BRCAI/2
(excluindo os polimorfismos comuns) corresponde a mutagdes deletérias, enquanto que as
demais referem-se a variantes cuja patogenicidade ¢ desconhecida. Estudos visando a
classificagdo dessas variantes sdo de extrema importancia, j4 que o conhecimento a

respeito das implicagdes funcionais que essa variante pode acarretar ou ndo, no surgimento
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do cancer, tera profundas implicagdes no diagnoéstico clinico € no manejo dos individuos
testados. A medida que mais estudos vdo sendo realizados, a tendéncia é que ocorra uma
diminuicao no numero dessas variantes, devido ao crescente conhecimento de suas fungoes,
passando a ser classificadas como polimorfismos ou mutagdes deletérias (Goldgar et al.,
2004; Chenevix-Trench et al., 2006; Phelan et al., 2007). Dentre as diferentes estratégias
de analise dessas variantes de significado desconhecido, destacam-se: estudos de
associacdo nas familias em questdo, no intuito de verificar a freqiiéncia da variante nos
individuos afetados e ndo-afetados por cancer; ocorréncia simultdnea da variante com outra
mutacao ja descrita como sendo deletéria; analises in silico visando analisar a natureza e a
posi¢ao da substituicdo, bem como o grau de conservacao do aminoacido entre espécies;
além de estudos funcionais (Goldgar et al., 2004; Chenevix-Trench ef al., 2006).

Sendo assim, o teste genético ndo deve ser utilizado para rastreamento de quaisquer
pacientes com cancer de mama, mas sim, como uma ferramenta para confirmagao objetiva
de uma suspeita diagndstica que surge a partir da historia médica e familiar do individuo.
O resultado do teste genético, seja ele positivo, negativo ou inconclusivo, deve ser
interpretado com extrema cautela e considerado no ambito da histdria familiar em questdo

(Armstrong et al., 2002; Sevilla et al., 2002).

5.2.2.2 Sindrome de Li-Fraumeni e Sindrome de Li-Fraumeni /ike (SLF/SLFL)

5.2.2.2.1 Historico e Riscos Associados

A Sindrome de Li-Fraumeni (SLF; OMIM #151623) foi descrita em 1969, quando,
através da revisdo de laudos médicos, os pesquisadores Li e Fraumeni depararam-se com
laudos histopatolégicos de quatro familias de criangas com rabdomiossarcomas e
verificaram que um nimero significativo de seus familiares apresentavam diversos tipos de
cancer em idade precoce (Li & Fraumeni, 1969). Uma série de estudos epidemiologicos
posteriores confirmou a existéncia da SLF, definindo um padrdo de predisposi¢do
hereditaria ao cancer similar ao descrito originalmente por Li e Fraumeni em familias de
diversos paises (Li & Fraumeni, 1982; Birch et al., 1984; Birch & Blair, 1988; Li et al.,
1988; Birch et al., 1990; Achatz & Hainaut, 2005).
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A sindrome de Li-Fraumeni (SLF) ¢ uma sindrome autossomica dominante de
predisposicdo hereditaria a varios tipos de cancer, especialmente sarcomas, cancer de
mama, tumores do sistema nervoso central (SNC), leucemias e tumores adrenocorticais
diagnosticados em idade jovem. Sua real incidéncia ndo ¢ conhecida, mas ela tem sido
descrita como rara, diagnosticada em 373 familias em todo o mundo e sendo responsével
por menos de 1.0% dos casos de cancer de mama hereditario
(http://www.p53.iarc.fr/Germline.html). Familias apresentando quadros clinicos similares
aos da sindrome de Li-Fraumeni classica (descrita por Li & Fraumeni em 1969) sao
classificadas como Li-Fraumeni-Like (LFL), sindrome para a qual varias definigdes
clinicas ja foram propostas e que pode ser classificada por critérios bem estabelecidos, os
critérios de Birch, Eeles e de Chompret (Birch et al., 1994; Eeles, 1995; Chompret ef al.,
2001). Além dos tumores inicialmente descritos, relatos sugerem uma elevada incidéncia
de melanomas, cancer de estomago, colon, pancreas, ovario, endométrio, esofago e de
células germinativas gonadais, diagnosticados em idades precoces (Li et al., 1988; Hartley
et al., 1989; Varley et al., 1997a).

A SLF ¢ uma sindrome com alta penetrancia, na qual os afetados tém um risco de
cerca de 50,0% de desenvolver algum tipo de cancer até os 40 anos de idade comparado a
1% na populacdo em geral, e até os 60 anos de idade este risco chega a 90.0% (Birch et al.,
2001). A incidéncia da sindrome ¢ maior em mulheres, provavelmente devido a alta
freqliéncia do cancer de mama (Borresen-Dale, 2003).

Em 1990, as sindromes SLF/LFL foram associadas a mutagdes germinativas no
gene TP53 (OMIM #191170) (Malkin et al., 1990) que estd localizado no cromossomo
17p13.1. O gene TP53 apresenta 11 exons, distribuidos em 20kb de DNA gendmico,
produzindo uma proteina de 383 aminoécidos e, assim como BRCA1/2, o primeiro exon do
gene ¢ ndo-codificante (Hainaut, 1995) (Figura 4).

As mutagdes germinativas encontradas no supressor tumoral 7P53 levam ao
desenvolvimento de cincer hereditario, representando um exemplo do primeiro evento do
modelo de Knudson (1971). Mutagdes germinativas no gene 7P53 sdo encontradas em
aproximadamente 71,0% das familias com SLF classica e em 8.0% e 22.0% das familias
com LFL, quando classificadas de acordo com os critérios de Eeles e Birch,
respectivamente (Varley et al., 1997b). Mais de 370 mutagdes germinativas ja foram

descritas nesse gene e encontram-se compiladas no banco de dados do IARC (International
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Agency for Research on Cancer), podendo ser acessadas em http://www-

p53.iarc.fr/Germline.html.

5.2.2.2.2 Aspectos moleculares e funcionais

O gene TP53 esta dividido em cinco dominios estruturais e funcionais principais: a)
um dominio de transativagdo N-terminal (aminoécidos 1 a 62); b) um dominio regulatorio,
rico em prolinas (aminoacidos 63 a 97); ¢) um dominio central, de ligacdo seqiiéncia-
especifica ao DNA (aminoacidos 102 a 292); d) um dominio de oligomerizagao,
fundamental na configuracao espacial da proteina p53 e responsavel pela multimerizacao
da proteina, que se unird em tetrAmeros (aminodcidos 323 a 356); e) um dominio C-
terminal envolvido na regulagdo da ligagdo ao DNA (aminoacidos 363 a 393) (Seemann et

al., 2004) (Figura 4).
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Figura 4. Representacio esquematica do gene 7P53, dos seus exons codificantes,

proteina e dominios funcionais

Nota: A representagdo grafica do gene 7P53 foi baseada no Gen Bank (Entry X 54156). As informag¢des sobre os

dominios funcionais de 7P53 foram retiradas Seeman et al., 2004.

Do total de mutagdes até agora relatadas (mais de 18.000, sendo 97.0% somaticas e
3.0% germinativas), em torno de 75.0% sdo classificadas como mutacdes de ponto de
sentido trocado, e estdo localizadas no dominio de ligagdo ao DNA, sendo que 30.0% das
mutagdes estdo distribuidas em 5 “hotspots” principais (Seemann et al., 2004). A presenga
de “hotspots” deve-se a duas razdes principais: a) os codons que formam os “hotspots”
apresentam grandes quantidades de dinucleotideos CpG, onde as citosinas sao
freqiientemente metiladas, e sua deaminagdo espontdnea leva a transigdes citosina =
timina, e b) esses residuos desempenham importantes fungdes na superficie de contato
entre a proteina ¢ 0 DNA-alvo; sendo assim, mutagdes nessa regido levam a produgdo de
uma proteina com afinidade reduzida pelo DNA, perdendo ou diminuindo assim sua

capacidade de suprimir a proliferacdo celular. Dessa forma, esses “hotspots” sao
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resultantes da acdo conjunta de mutagénese nessa regido e de selecdo, a qual confere as
células deficientes em 7P53 uma vantagem proliferativa durante a proliferacdo tumoral
(Szymanska & Hainaut, 2003).

O gene TP53 ¢ um dos mais comumente mutados em neoplasias, e estima-se que
mutagdes somaticas nesse gene ocorram em mais de 50.0% dos tumores (Gasco et al.,
2003). Essa importancia se deve as variadas fungdes que o gene desempenha na célula. Em
circunstancias normais, o gene 7P53 ¢ constitutivamente ativado durante a transi¢do das
fases G1 para S no ciclo celular, participando assim no ponto de controle (“timing”) para
entrada na fase S. Apesar de ser rapidamente degradada (em torno de 20 minutos ap6s sua
producdo), a proteina p53 tem importancia fundamental na manutengdo da integridade
celular. Em células expostas a agentes genotoxicos que ocasionam danos ao DNA, tais
como quebras bifilamentares ou oxidagdo do DNA, ou ainda em situa¢des de hipodxia,
ocorre grande acumulo da proteina p53 no nucleo da célula; a proteina é hiperexpressa e
recrutada para prevenir, através de ativagdo ou repressdo de uma cascata de genes, a
proliferacdo de células cujo DNA esteja danificado. Assim, a perda de fungdo de 7P53
predispoe as células a um rapido acimulo de danos genéticos (Hainaut, 1995; Szymanska
& Hainaut, 2003). O papel fundamental do gene 7P53 na regulacdo do ciclo celular, na
apoptose e no reparo do DNA, consagrou-o com a denominagao de “guardido do genoma”
(Lane, 1992).

A proteina p53 foi originalmente identificada em tumores produzidos pelo virus
SV40 (Chang et al., 1979; Kress et al., 1979; Lane & Crawford, 1979; Linzer & Levine,
1979). De forma independente, a proteina p53 foi identificada pela sua expressao
aumentada em tumores induzidos quimicamente (Deleo ef al., 1979). Durante os anos 80,
diversos estudos demonstraram a importancia de p53 como sendo essencial na regulagdo
do ciclo celular (Mora et al., 1980; Milner & Milner, 1981; Mercer et al., 1982; Milner,
1984; Reich & Levine, 1984; Kaczmarek et al., 1986; Shohat et al., 1987; Reznikov et al.,
1989). Em 1984, observou-se que células expostas a radiacdo ultravioleta (UV)
apresentavam acumulo de p53 (Maltzman & Czyzyk, 1984). Além disso, demonstrou-se a
perda de TP53 ou a presenca de mutagdes que inativam o gene em praticamente metade
dos tipos tumorais analisados, oriundos de uma ampla gama de tecidos (Baker et al., 1989,
Nigro et al., 1989; Baker et al., 1990; Marshall, 1991; Caron de Fromentel & Soussi, 1992;

Hollstein et al., 1994). Verificou-se ainda que a proteina p53 mutada pode atuar de forma
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competitiva com a proteina “normal”, inibindo sua funcdo, ao que se chamou de efeito
dominante negativo (esses mutantes possuem uma alteracdo de conformagdo, produzindo
dessa forma tetrameros com formas alteradas) (Kraiss et al., 1988; Clore et al, 1994; 1995).
Além disso, p53 apresenta, em muitos casos, um ganho de fung¢do que contribui para seu
potencial tumorigénico (Dittmer et al., 1993)

Diversos relatos recentes associam o gene 7P53 a uma variedade de processos
celulares, incluindo controle do ciclo celular, reparo de danos no DNA, estabilidade
genOmica, apoptose, diferenciagdo celular, angiogénese e senescéncia. O desempenho
dessas fungdes, bem como sua inibi¢do, dependem da interagdo de p53 com outras
oncoproteinas, principalmente mdm?2, as quais se ligam ao dominio de transativa¢ao da
proteina, ativando ou “seqiiestrando” p53 e promovendo a sua degradag¢do no citoplasma
(May & May, 1999; Meek, 1999).

O fenotipo de predisposi¢do a tumores foi caracterizado também em animais
portadores de mutagdes germinativas de 7P53. Camundongos transgénicos apresentando
mutagdes deletérias em homozigose que inativam 7P53 desenvolvem-se normalmente,
porém apresentam uma incidéncia aumentada de tumores, principalmente de tecido
linfatico (Harvey et al., 1995).

Ainda em relagcdo a mutagdes germinativas em 7P53, diversos estudos relatam uma
possivel correlagdo entre genotipo e fenotipo. Horio ef al. (1994) relataram a presenca de
uma mutacdo germinativa no cédon 213 de uma das 148 pacientes analisadas no estudo e
verificaram uma possivel associagdo entre a presenga dessa variante e risco aumentado de
desenvolvimento de cancer de estbmago. Em 2000, Lehman et al., analisando 42 pacientes
com histéria familiar de cancer de mama e negativos para mutagdes em BRCAI/2,
verificaram em trés dessas 42 familias a presenca de uma variagdo intronica (13964GC),
sugerindo ser essa uma alteragdo de baixa penetrancia associada a SLF.

Em 2001, Ribeiro et al. identificaram uma mutagdo no exon 10 (dominio de
oligomerizacdo) do gene 7P53 (R337H) em 35 de 36 criancas brasileiras de Curitiba,
Parand com tumores adrenocorticais, porém sem historia familiar sugestiva de SLF/LFL.
Os achados levaram os pesquisadores a concluir que essa tratava-se de uma mutagdo
tumor-especifica, associada somente ao desenvolvimento de tumores adrenocorticais.
Estudo posterior realizado por Latronico ef al. (2001), identificou a mutagdo R337H em

77.7% de 18 criangas ¢ 13.5% de 37 adultos brasileiros com carcinoma adrenocortical. A
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mesma alteracdo foi encontrada em outros familiares dos casos-indice, os quais nado
apresentavam historia pessoal de cancer, sugerindo ser essa uma mutagdo de baixa
penetrancia.

Estudo realizado por Achatz et al. (2007), em 45 familias com critérios clinicos
para SLF/LFL, detectou a presenga de mutagdes germinativas em 13 das 45 familias, sendo
que em 6 dessas, a variagdo encontrada foi a mesma ja relatada no estudo de Ribeiro et al.
(2001), R337H. Porém, contradizendo os achados de Ribeiro et al., a mutacdo R337H
estava associada a presenga de histéria familiar sugestiva de SLF/LFL e com a ocorréncia

de multiplos tipos tumorais e ndo somente carcinoma adrenocortical.

5.2.2.2.3 Dados nacionais sobre SLF/LFL

A exemplo do mencionado em relacdo a BRCA1/2, também para TP53 ndo existem
muitos relatos na literatura referentes a dados nacionais. Dentre os existentes, a grande
maioria refere-se a analise de mutagdes somaticas em 7P53 em individuos com histéria
pessoal de cancer de mama (Simao et al., 2002; Lacerda et al., 2005; Damin et al., 2006).
Ao nosso conhecimento, o Unico relato, da freqii€ncia de mutagdes germinativas em
familias com critérios clinicos para SLF/LFL até o momento, refere-se ao estudo realizado

por Achatz et al. (2007), cujos resultados ja foram mencionados anteriormente.

5.2.2.2.4 Diagnostico molecular

Quanto a andlise molecular, o padrdo 4ureo para a identificagdo de mutacdes
germinativas em 7P53 ¢ o seqiienciamento direto de todos os exons codificantes (2 a 11) e
seqiiéncias intronicas flanqueadoras. Embora 95.0% das mutagdes possam ser detectadas
pelo seqiienciamento direto dos éxons 4 a 9, ¢ recomendavel procurar alteracdes em todos
os éxons codificantes (Bougeard et al., 2003). Estudos realizados por Skilling et al. (1996)
e Casey et al. (1996) relataram uma freqiiéncia de 15.0% e 18.0%, respectivamente, de

alteracdes na regido anterior ao exon 4 e posterior ao exon 9 do gene TP53.
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5.2.2.3 Sindrome de Predisposicio Hereditaria ao Cancer de Mama e Cancer Colo-
retal (HBCC)

5.2.2.3.1 Historico e Riscos Associados

A sindrome de predisposicao hereditaria ao cancer de mama e cancer colo-retal foi
descrita por Meijers-Heijboer ef al. (2003), que relataram uma delecdo de base tnica no
gene CHEK?2 1100delC - em diversas familias com multiplos casos desses dois tumores.
Essas familias ndo apresentavam mutagdes germinativas nos genes APC, MLHI1, MSH?2 ou
MSH6, sugerindo entdo a existéncia de uma sindrome independente de predisposi¢ao que
leva ao desenvolvimento de tumores mamarios e colo-retais (HBCC — Hereditary Breast
and Colon Cancer). De um total de 188 familias com historia de cancer de mama
analisadas por Meijers-Heijboer et al., 30 preenchiam os critérios clinicos propostos pelos
pesquisadores, de inclusdo na sindrome e 4 dessas 30 familias (13.3%) apresentavam a
mutacdo CHEK2 1100delC na linhagem germinativa. Em um segundo grupo amostral
estudado, Meijers-Heijboer et al. analisaram 247 familias com cancer de mama, sendo que
25 preenchiam os critérios clinicos para HBCC. Dessas 25, 6 (24.0%) portavam a mutagao
CHEK? 1100delC, comparado com 7 de 222 (3.2%) familias com céncer de mama mas
sem critérios clinicos para HBCC, confirmando dessa forma uma forte associagdo entre a
presenga da mutacdo CHEK?2 1100delC e historia familiar de cancer de mama e cancer
colo-retal.

A variante CHEK2 1100delC ¢ caracterizada pela delecdo de uma citosina na
posicdo 1100 (exon 10), resultando na introducdo de um cddon de parada apods o
aminodcido 380 e conseqiiente perda da atividade quinase da proteina, sendo entdo um
candidato plausivel para predisposi¢ao ao cancer (Weischer et al., 2007). Essa variante foi
inicialmente relatada por Bell ef al. (1999), que detectaram a presenca de mutagdes
germinativas no gene CHEK2 em familias com o feno6tipo SLF e LFL e sem mutagdes
germinativas no gene 7P53. Vahteristo et al. (2001) também verificaram a ocorréncia de
mutacgdes germinativas no gene CHEK2 em duas de 44 familias finlandesas com SLF e
LFL que nao apresentavam mutagdes germinativas no gene 7P53. Siddiqui et al. (2005)

avaliaram a incidéncia de mutagdes germinativas no gene 7P53 e da alteragdo CHEK?
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1100delC em 23 familias com fendtipo SLF e LFL. Mutacgdes germinativas no gene 7P53
e a alteracdo CHEK?2 1100delC foram detectadas em sete e uma familia, respectivamente.

Em estudo realizado por Schmidt ez al. (2007), 1479 mulheres com diagnostico de
cancer de mama em idade inferior aos 50 anos e que haviam recebido seguimento clinico
por um periodo minimo de 10 anos, foram analisadas quanto a presenca da variante
CHEK?2 1100delC. A freqiiéncia com que a mutagdo foi detectada situou-se em 3.7%.
Além disso, observou-se, nas mulheres com a muta¢ao, um aumento de duas vezes no risco
de desenvolvimento de um segundo cancer de mama primario.

Para avaliar o efeito de CHEK?2 1100delC no risco de cancer colo-retal (CCR), de
Jong et al. (2005) avaliaram 629 casos (105 diagnosticados com CCR antes dos 50 anos de
idade) e 230 controles ndo-afetados. Os pacientes com CCR ndo apresentaram freqiiéncia
aumentada de CHEK2 1100delC em relagdo aos controles. No entanto, os autores
verificaram uma tendéncia de aumento na freqiiéncia de CHEK?2 1100delC em individuos
com risco genético de CCR moderado a alto (historia familiar positiva ou idade precoce ao
diagnostico).

Com o intuito de investigar o espectro tumoral associado & mutacdo CHEK?
1100delC, Cybulski et al. (2004) genotiparam 4008 individuos poloneses com diagnéstico
prévio de cancer (conforme os autores, os casos apresentavam pelo menos um dos 7 tipos
de cancer mais prevalentes na Polonia) e 4000 controles ndo-afetados e encontraram um
aumento na associagdo entre a presenca da mutacdo e maior risco para cancer de tiredide,

mama e prostata.

Vabhteristo et al. (2002) analisaram 507 individuos com historia familiar positiva de
cancer de mama e sem mutacdes em BRCAI/2. Desses, 28 (5.5%) portavam o alelo
1100delC (risco relativo de 4.18). A observacao de portadores ndo-afetados, bem como
uma forte associacdo entre a presencga desse polimorfismo e historia familiar moderada de
cancer, sugeriu novamente que CHEK2 1100delC seja um alelo de baixa penetrancia que
confere predisposi¢do moderada ao cancer de mama. Quando portadores de mutacdes em
BRCA1/2 foram analisados quanto a presenca dessa alteracdo, ndo houve diferencas em

relagdo aos controles.

A ocorréncia da alteracdo CHEK2 1100delC apenas em familias negativas para
mutagdes em BRCAI/2 provavelmente reflete as interagdes funcionais existentes entre

esses genes. CHEK? ¢ regulado por ATM (assim como BRCAI) e ele proprio fosforila e
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regula a atividade de BRCAI. Assim, acredita-se que ambos genes sdo integrantes da
mesma rota biologica e, se essa rota estd de alguma forma alterada por algum evento que
inativou BRCAI, a supressdo da atividade de CHEK? ndo causaria risco adicional de
desenvolvimento de cancer. A baixa freqiiéncia de CHEK2 1100delC em familias com
mutagdes em BRCA?2 sugere que uma interagdao funcional similar deva existir entre BRCA2
e CHEK? (The CHEK?2 Breast Cancer Consortium, 2002).

Estudo realizado por Osorio et al. (2004) contraria os achados de pesquisadores
que afirmam haver uma associagdo entre CHEK?2 1100delC e risco aumentado para cancer
de mama. Os pesquisadores analisaram 400 mulheres espanholas com historia pessoal e
familiar prévia de cancer de mama, além de 56 pacientes com cancer de mama esporadico
e 400 individuos controles (sem histdria pessoal de cincer), e ndo encontraram associagao
entre historia familiar de céncer e presenga da variagdo CHEK2 1100delC. O mesmo
achado foi relatado por Huang et al. (2004) ap6s analisar um grupo de 161 mulheres norte-

americanas com multiplos tumores primarios incluindo cancer de mama.

Os resultados conflitantes quanto a associagdo de CHEK2 1100delC com risco
aumentado para cancer de mama e para cancer colo-retal dos diferentes estudos devem-se,
provavelmente, a diferencas étnicas entre populagdes analisadas nos diferentes estudos.
Outra possivel explicacdo reside na forma de selecdo da amostra. Em estudos onde a
amostra foi selecionada a partir de familias de alto risco para cancer, poderia haver um
outro gene de predisposicao segregando juntamente com CHEK?2 1100delC, e esse outro
alelo poderia ser raro (ou populagdo-especifico) o suficiente para resultar em aumento do
risco para cancer somente em determinados grupos amostrais (Neuhausen et al., 2004;
Weischer et al., 2007). Além disso, conforme Cybulski et al. (2004), CHEK2 vem sendo
classificado numa categoria de genes que confere um risco moderado de cancer,
observando-se que mutacdes nesses genes sdo de freqiiéncia intermedidria e com
penetrancia moderada. Assim, torna-se dificil estudar esse gene, sem recrutar grupos
amostrais muito grandes para identificar algum resultado significativo; soma-se a essa
dificuldade a heterogeneidade de prevaléncia da mutagdo e possibilidade de variabilidade

na expressao e/ou penetrancia em diferentes populagoes.

Atualmente, acredita-se que mutagdes no gene CHEK? estejam associadas ao

fenotipo de predisposicdo hereditdria ao cancer de mama, sugerindo que esse gene possa
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exercer agao supressora de tumor (Ingvarsson et al., 2002; Sodha et al., 2002; Vahteristo et

al.,2002; Varley, 2003b).

5.2.2.3.2 Aspectos moleculares e funcionais

O gene CHEK?2 ou CHK2 (Cell-cycle checkpoint kinase-2) (OMIM #604373) ¢
considerado um gene supressor tumoral e esta localizado no cromossomo 22ql2.1,
codificando uma proteina quinase envolvida no controle dos pontos de checagem do ciclo
celular. A proteina chek2 ¢ ortologa a cdsl de Schizosaccharomyces pombe e a rad53 de
Saccharomyces cerevisiae. e ¢ ativada através de fosforilagdo por ATM em resposta a
danos no DNA. Uma vez ativada, ela atua no controle do ciclo celular e no reparo de danos
no DNA através de sua habilidade de fosforilar proteinas importantes, como p53, cdc25C,
cdc25A e brcal, que promovem a parada do ciclo celular e a ativagdo dos mecanismos de
reparo (Schutte et al., 2003; Bernstein et al., 2006).

Camundongos mutantes para a variante CHEK2 1100delC foram criados e a andlise
de seus fibroblastos revelou um perfil anomalo na progressao do ciclo celular, com uma
proporcao maior de células nas fases S e G2, se comparados aos camundongos “selvagens”
(ndo-transgénicos). As células mutantes apresentam ainda sinais de instabilidade
cromossomica, o que pdde ser verificado através da poliploidia e do aumento no niimero

de quebras na molécula de DNA das células analisadas (Bahassi et al., 2007).

5.2.2.3.3 Dados nacionais sobre a sindrome

Nao existem, ao nosso conhecimento, dados sobre a freqiiéncia de HBCC, e da

mutagdo comum em CHEK?2, 1100delC, na populagao brasileira.
5.2.2.3.4 Diagnéstico molecular

Em relagdo a andlise molecular, as principais metodologias que vém sendo
empregadas na investigacdo dessa mutacdo sdo PCR longo e, em muitos casos DHPLC,

ambos seguidos de seqiienciamento direto (Bernstein et al., 2006; Weischer et al., 2007).

Um detalhe importante a ser considerado na analise desse gene ¢ a localizagdo dos
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oligonucleotideos utilizados para a sua amplificagdo, ja que o gene CHEK? esta presente
em multiplas copias no genoma humano (pseudogenes) (Vahteristo et al., 2002; Walsh et
al., 2006). Os oligonucleotideos de amplificacdo devem, portanto, estar localizados em
regides especificas do gene, evitando seqiiéncias que apresentem alguma similaridade com

as encontradas nos pseudogenes.

5.2.3 Outras Sindromes de Predisposicio Hereditaria ao Cancer de Mama

5.2.3.1 Sindrome de Cowden

A Sindrome de Cowden (OMIM #158350) caracteriza-se por um excesso de
tumores mamarios, gastrointestinais e endometriais, além de neoplasias benignas ou
malignas de tiredide (Tsou et al., 1997) e por diversas alteracdes na pele, tais como
triquilemonas, fibromas, papilomas e queratoses. O RCV para cancer de mama nessa
sindrome ¢ de 25.0% a 50.0%, sendo que mais de 90.0% dos afetados aprsentam alguma
manifestagdo da doenga em torno dos 20 anos de idade, e cerca de 99.0% apresentam
alguma manifestacdo até a terceira década de vida (Nelen et al., 1996; Eng et al., 2000).
Na Sindrome de Cowden, como em outras sindromes de predisposicdo hereditaria ao
cancer, o cancer de mama caracteriza-se pelo diagnostico em idade precoce e pela
bilateralidade (Olopade & Weber, 1998).

A Sindrome de Cowden ¢ causada por mutagdes germinativas no gene PTEN, que
esta localizado no cromossomo 10g23.3 e codifica uma tirosina fosfatase. Estudos
revelando perda de heterozigosidade definiram que PTEN ¢ um gene supressor tumoral,
cuja atividade estéd relacionada a manuten¢do do controle de proliferacdo do ciclo celular
(Lynch et al., 1997). Em torno de 85.0% dos individuos com diagndstico clinico
apresentam mutacdes germinativas em PTEN, sugerindo heterogeneidade genética (Marsh

et al., 1998; Zhou et al., 2003).

5.2.3.2 Ataxia Telangiectasia

A Ataxia Telangiectasia (AT) (OMIM #208900) ¢ uma doenca autossdmica

recessiva caracterizada por ataxia de inicio na infancia, deterioragdo neurologica
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progressiva, telangiectasias, imunodeficiéncia e extrema sensibilidade a radiagdo ionizante,
com conseqiiente aumento no risco de tumores, principalmente leucemias e linfomas, os
quais respondem por 85.0% dos tumores diagnosticados em individuos afetados. Ha risco
aumentado para cancer gastrico, de mama, ovario, melanoma, leiomioma e sarcoma
(http://www.genetests.org).

Em 1988, o gene ATM foi mapeado no cromossomo 11g22-23, porém ele somente
foi clonado sete anos depois. A diversidade de sintomas associada a sindrome AT deve-se
a diversidade funcional desempenhada pelo gene, o qual induz diversas vias de resposta
celular a danos ao DNA; assim, quando essas vias estdo defeituosas, a célula ndo responde
de forma correta e o dano ¢ propagado (Uhrhammer et al., 1998).

Acredita-se que a freqiiéncia de heterozigotos para mutagdes em 47M na populagao
geral seja de 1.0% (Savitsky et al., 1995). Mesmo sendo uma sindrome autossdmica
recessiva, individuos heterozigotos apresentam risco aumentado para cancer de mama. O
risco de desenvolver cancer de mama ¢ quatro vezes maior em heterozigotos que
homozigotos normais (Athma et al., 1996; Stankovic et al., 1998; Bernstein et al., 2003;
Bretsky et al., 2003; Thorstenson et al., 2003).

5.2.3.3 Sindrome de Peutz-Jeghers

A Sindrome de Peutz-Jeghers (SPJ) (OMIM #175200) apresenta padrao de heranga
autossomico dominante, caracteriza-se pela associacdo de polipos gastrointestinais e
pigmentacdo muco-cutanea, sendo causada primariamente por mutagdes germinativas no
gene STKII (ou LKBI). Individuos portadores da SPJ apresentam risco elevado de
desenvolver varios tipos de cancer: colo-retal, pancreatico, ovariano ¢ de mama. Homens
apresentam risco aumentado para tumores nas células de Sertoli. A idade ao aparecimento
dos primeiros sintomas ¢ extremamente variavel. Um estudo envolvendo 419 pacientes
estimou em 85.0% o RCV para tumores do trato gastrointestinal até os 70 anos de idade e
em 31.0% o RCV para cancer de mama (Hearle et al., 2006a). Lim et al. (2004),
analisando 240 individuos com mutagdo germinativa em S7K/ 1, verificaram que o risco de
desenvolver algum tipo de cancer até os 20, 40, 60 ou 70 anos de idade era de 1.0%,

19.0%, 63.0% e 81.0% respectivamente.
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O gene STK11 esta localizado no cromossomo 19p13.3 e ¢ considerado um gene
supressor tumoral (Gruber et al., 1998) que codifica para uma proteina quinase envolvida
em interacdes proteina-proteina e ligacdo & membrana além de estar envolvida no processo
de apoptose (Collins et al., 2000; Karuman et al., 2001). Das mutagdes ja detectadas,
aproximadamente 65.0% afetam a estrutura da proteina, tornando-a ndo-funcional. Além
de alteracdes pontuais, delecoes e duplicagdes também sao relatadas. Aretz et al. (2005),
utilizando uma combinacdo de técnicas de detecgdo de alteragdes pontuais
(seqiienciamento direto da regido codificante) e de rearranjos (MLPA), detectaram

mutagdes germinativas em 94.0% dos pacientes com o diagnostico clinico.

5.2.3.4 Sindrome de Saethre-Chotzen

A Sindrome de Saethre-Chotzen ¢ uma doeng¢a autossomica dominante
caracterizada por craniossinostose, assimetria facial, braquicefalia, sindactilia parcial e
blefaroptose (Bartsocas et al., 1970; Kreiborg et al., 1972; Pantke et al., 1975; Friedman et
al., 1977). E considerada uma das sindromes de craniossinostoses mais comuns, ocorrendo
em um a cada 25000-50000 nascidos vivos. O diagnostico € geralmente clinico, e, em
alguns casos, se observa uma translocacdo cromossdmica envolvendo o braco curto do
cromossomo 7. Mutagdes germinativas no gene TWISTI sdo identificadas em 46.0% a
80.0% dos individuos afetados (Johnson et al., 1998; Paznekas et al., 1998).

O gene TWISTI, localizado no cromossomo 7p21, codifica a proteina twistl, que
pertence a uma familia de reguladores transcricionais com motivo caracteristico “hélice-
alga-hélice”, e atua na ligacdo ao DNA (El Ghouzzi et al., 1997; Howard et al., 1997; Rose
etal., 1997).

Sahlin et al. (2007), analisando 15 familias portadoras da Sindrome, verificaram
que 50.0% das mulheres afetadas com idade superior a 25 anos haviam desenvolvido
cancer de mama. A associacdo de mutagdes em TWISTI e cancer de mama também ¢
sugerida por Mironchik et al. (2005), que destacam uma associagdo entre expressao
aumentada de TWISTI e carcinomas mamarios com alto grau de invasdo e instabilidade

cromossomica.
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5.3 Diagnostico Diferencial

A maioria das sindromes de predisposicao hereditaria ao cancer de mama apresenta
uma ampla gama de critérios clinicos de inclusdo. Assim, familias que apresentarem, por
exemplo, casos de cancer de mama em idade precoce (geralmente pré-menopdausicos),
cancer de mama bilateral, associagdo de casos de cancer de mama e de ovario, casos de
cancer de mama e colo-retal poderdo preencher critérios de inclusdo preconizados para o
diagnéstico clinico de mais de uma sindrome. A alta incidéncia de cancer de mama em
idades jovens ¢ um evento caracteristico na Sindrome de Li-Fraumeni, porém também
freqiientemente encontrado em HBOC e em muitos casos de HBCC, ou ainda na Sindrome
de Cowden. Além do cancer de mama, outros tumores, tais como cancer colo-retal,
leucemias, cancer de prostata, cancer de pancreas, ocorrem com maior freqliéncia em
varias sindromes; portanto, ha uma sobreposi¢ao importante de fenotipos.

Frente ao fato de existirem diversas sindromes genéticas ligadas ao cancer com
quadros clinicos que podem se sobrepor, torna-se fundamental a realizagdo de uma
investigacdo detalhada das familias acometidas. A obtencdo da historia familiar de forma
adequada, aprofundando-se quanto a detalhes referentes a localizagdo exata dos tumores,
as idades ao diagnoéstico, bem como dados histopatologicos dos tumores relatados sdo de
fundamental importancia. Além disso, a obten¢do de dados referentes a historia familiar de,
no minimo, trés geragdes deve ser sempre realizada, possibilitando a realizagdo do
diagnéstico diferencial das diversas sindromes de predisposi¢do hereditaria ao cancer de

mama (Achatz MIW).

5.4 ACONSELHAMENTO GENETICO NO CANCER DE MAMA HEREDITARIO

5.4.1 Definicdo de aconselhamento genético

O Aconselhamento Genético (AG) ¢ um processo de comunicacdo que trata dos
problemas associados a ocorréncia ou a possibilidade de ocorréncia de um distarbio
genético em uma familia. Centrais a filosofia e pratica do AG encontram-se as seguintes
premissas: utilizagdo voluntaria dos servigos, tomada de decisdo informada,

aconselhamento ndo-diretivo e ndo-coercitivo, prote¢do a privacidade e confidencialidade
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da informagdo genética e atengdo aos aspectos psicossociais e afetivos relacionados ao

impacto e manejo da informacao genética (ASHG, 1975; Kessler, 1979).

5.4.2 Aconselhamento Genético no Cancer de Mama Hereditario

O processo de AG do cancer hereditario inicia com a identifica¢ao do individuo em
risco e com as estimativas do risco desse individuo ter cancer. Confirmada a suspeita de
uma Sindrome de Predisposi¢do Hereditaria ao Cancer, o AG tem o objetivo de transmitir
o maximo de informagdes possiveis a respeito do diagndstico, progndstico e opgdes de
manejo para individuos em risco (Vargas, 2000). Sendo assim, as informagdes transmitidas
durante 0 AG devem permitir ao individuo compreender o diagnostico e risco pessoal de
desenvolver cancer; compreender o modo de heranga das Sindromes de Predisposi¢ao
Hereditaria ao Cancer e seu risco de recorréncia; compreender as opcdes disponiveis de
manejo e controle do risco de ocorréncia; facilitar a decisdo sobre op¢des de manejo mais
apropriadas para seu caso individual e aceitar melhor o diagnostico e o risco de recorréncia

individual e/ou familiar (ASHG, 1975; Nussbaum et al., 2002).

5.4.3 Quando encaminhar uma familia para aconselhamento genético e avaliacido do

risco para cincer de mama hereditario ?

Em torno de 10.0% dos casos de cancer em tratamento hoje t€ém origem hereditaria.
Familias que apresentam multiplos casos de cancer, tumores bilaterais ou tumores
diagnosticados em idades muito precoces em relacdo a média da idade ao diagnostico na
populacao geral devem ser avaliadas com mais cuidado. A possibilidade de identificar
familiares de elevado risco para o desenvolvimento de cancer torna possivel o emprego de
uma abordagem preventiva e de deteccdo precoce do cancer. Os individuos considerados
de alto risco devem ser encaminhados para o aconselhamento genético, onde a hipotese
diagnodstica pode ser confirmada, informacgdes sobre a doenca, sua forma de heranga,
estratégias de reducdo de risco e as chances de recorréncia para outros familiares podem

ser transmitidas e discutidas (Rocha et al., 2001; Achatz MIW).
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5.4.4 Etapas do AG para Cancer de Mama Hereditario

O processo de AG para cancer de mama hereditario envolve, normalmente, quatro etapas:

a) AG pré-teste: geralmente realizado no decorrer de duas a trés consultas. Envolve o
levantamento dos dados familiares (heredograma), realizacao de estimativas de risco e de
calculos de probabilidade de mutacdo (quando aplicavel), orientagdo geral pré-teste
abordando aspectos relacionados as op¢des de teste disponiveis de acordo com a histéria
familiar, possiveis resultados do teste genético, dados referentes as sindromes, a
transmissibilidade da mutagdo na familia, possiveis riscos envolvidos na testagem, tais
como risco de estresse psicologico e de discriminagdo, confidencialidade da informagao,
opcdo da ndo-realizacdo do teste genético e opgdes de prevengdo. Cabe ainda destacar que
0o AG pré-teste deverd ser individualizado e ndo-direcionado, de modo que o geneticista
ndo interfira diretamente nas decisdes do paciente. O paciente deve estar ciente de que o
teste genético e a identidade do individuo sdo confidenciais, impedindo assim quaisquer
dificuldades relacionadas a discriminagdo e proporcionando uma relacdo de confianca
entre o paciente e o médico geneticista.

O que se preconiza ¢ que, na etapa pré-teste genético, o paciente deve ser
confrontado com os beneficios, possiveis riscos e limitagdes da investigacdo, para que
possa tomar uma decisdo autonoma e adequada a suas necessidades individuais (Bruner et
al., 2006). Este ¢ um dos principais objetivos do aconselhamento genético pré-teste e da
exigéncia de realizagao de consentimento informado antes da investigagao molecular, que
deve seguir as recomendagdes da Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO) para

Investigacao Genética (2003);

b) Uma consulta para coleta do material biolégico, oportunidade adicional para esclarecer
duvidas do processo de AG, teste genético e para discutir antecipadamente os possiveis

desfechos (resultados) da investigagao;
c) AG pés-teste: nesse momento, o paciente deve receber AG em que se transmite o

resultado e seu significado, além de conseqiiéncias, plano de investigagdo para demais

familiares em risco e informagdes sobre estratégias de prevencdo e manejo frente ao risco
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de desenvolver cancer, de acordo com as recomendagdes da Sociedade Americana de
Genética Humana (ASHG, 1994). E um momento de proporcionar ao paciente e a seus
familiares orientagcdo e suporte ndo apenas para decisdes reprodutivas e/ou estratégias de
prevencao adotadas, mas também para os problemas decorrentes do impacto psicossocial

da informagao genética (Vargas, 2000).

d) Uma ou mais consultas de seguimento posterior, para avaliagdo das estratégias
assumidas e seguimento de outros desdobramentos derivados do estudo do
individuo/familia (Vargas, 2000). Muitas familias mantém acompanhamento com a equipe
de AG por muitos anos; esse acompanhamento a longo prazo ¢ particularmente importante
para manter a vigilancia sobre a occorréncia de novos casos na familia, refor¢o das

orientagdes preventivas e acompanhamento da aderéncia as recomendacgdes.

5.4.5 Diagnostico clinico de uma sindrome de predisposicdo hereditaria ao cincer de

mama

5.4.5.1 Heredograma

Diante de um paciente com suspeita de cincer de mama hereditario, o primeiro
passo € se obter a historia familiar, envolvendo pelo menos trés geracdes (a historia deve
ser detalhada e incluir informagdes sobre todos os familiares, afetados com cancer ou nao,
grau de parentesco para com o caso-indice, tipo de tumor e idade ao diagnostico). Com os
dados obtidos se constréi um heredograma, cuja andlise podera ser elucidativa de um
padrdo hereditario tipico de um gene supressor de tumor, geralmente um padrao de heranca
autossdmico dominante, com penetrancia variavel (del Giglio et al., 2000).

Para a constru¢cdo do heredograma ¢ importante que, na medida do possivel, haja
cofirmagdo através de laudos anatomo-patologicos e/ou atestados de 6bito de todos os

diagnosticos de neoplasia na familia.
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5.4.5.2 Critérios para uma sindrome de predisposi¢cdo hereditiria ao cancer.

Diante de um heredograma incluindo varias geragdes e todos os casos de cancer da
familia, bem como as respectivas idades ao diagnéstico, parte-se para uma analise
criteriosa do mesmo com o intuito de verificar se preenche os critérios clinicos de inclusao
preconizados por alguma das Sindromes de Predisposicdo Hereditaria ao Cancer (os
critérios de inclusdo utilizados no presente estudo, para as diferentes sindromes analisadas,

encontram-se no anexo 12.1.4).

Além da analise do heredograma, caracteristicas moleculares e morfoldgicas do
tumor podem auxiliar na identificacdo de pacientes com maior probabilidade de ter uma
mutacdo em algum gene de predisposi¢do. Por exemplo, no caso dos gene BRCAI/2,
alguns destes tumores tém, com maior freqiiéncia, negatividade para receptores de
estrogénio, progesterona ¢ HER-2, e maior positividade para p53 quando comparados a
tumores de pacientes ndo-portadores de mutagdes germinativas em BRCA1/2 (Lakhani et

al., 2002).

5.4.5.3 Modelos de probabilidade de mutacio: para a sindrome HBOC.

No caso de BRCAI ou BRCA2, véarios modelos para estimativa da probabilidade de
mutacgdo encontram-se disponiveis na literatura e auxiliam na indicac¢do do teste molecular
para confirmagdo da suspeita clinica, como, por exemplo, os modelos de Shattuck-Eidens
(Shattuck-Eidens et al., 1997), Couch e Couch modificado (Domchek et al., 2003; 2004),
Frank (Frank et al., 2002), BRCAPRO (Berry et al., 2002) e Tyrer-Cuzick (Tyrer et al.,
2004), tendo cada um deles suas vantagens e limitagdes determinadas pelo método,

tamanho e tipo da populagdo utlizada para criar o modelo (Nelson et al., 2005).

5.4.5.4 Estimativa do risco de desenvolver cincer de mama ao longo da vida para

mulheres assintomaticas com ou sem historia familiar.
O risco cumulativo de desenvolver cancer de mama (para pacientes

assintomaticos) pode ser estimado a partir de dados derivados de diferentes estudos

epidemioldgicos, entre os quais destacam-se os estudos CASH (Cancer and Steroid
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Hormone Study), que originou os dados tabulares de Claus (Claus et al., 1994), e o Breast
Cancer Detection and Demonstration Project, que possibilitou a constru¢ao do modelo de

Gail (Gail et al., 1989), além do modelo proposto por Tyrer-Cuzick (Tyrer et al., 2004).

O modelo de Gail ¢ o mais aplicado, contudo ele negligencia historia familiar de
parentes em segundo grau, trata canceres pré- ¢ pos-menopausicos da mesma forma e
ignora historia pessoal de neoplasia lobular. O modelo de Claus ¢ o que melhor considera a
historia familiar, porém desconsidera histérias de cancer de mama bilateral, mama
masculino ou cancer de ovario e negligencia todas as informagdes nao-familiares, as quais
sdo consideradas pelo modelo de Gail (Euhus, 2001). O modelo de Tyrer-Cuzick, além de
estimar probabilidade de mutagdo em BRCA1/2, também pode ser utilizado para estimar
risco vital de cancer através da analise da historia familiar, assim como fatores de risco
hormonais e reprodutivos. Esses modelos sdo ferramentas de grande utilidade no AG do
cancer, j4 que permitem, na maioria dos casos, uma estimativa mais objetiva do risco e
podem ajudar a direcionar decisdes sobre diferentes intervengdes preventivas,
especialmente naqueles pacientes que ndo se submetem a investigacdo molecular para
confirmagdo do diagnoéstico (Hall & Olopade, 2006; Fasching et al., 2007).

No entanto, esses diferentes modelos apresentam limitagdes diferenciadas,
decorrentes do delineamento do estudo e do tipo de populagdo utilizada. Uma estratégia
seria a utilizacdo dos diferentes modelos para pacientes consideradas de risco baixo-
moderado. Para aquelas com critérios clinicos para alguma sindrome de predisposicao
hereditaria ao cancer de mama, levaria-se em consideracdo a probabilidade de mutagdo e
os dados existentes de RCV para os diferentes tipos de cancer (devido as limitacdes dos
diferentes modelos e ao fato de os mesmos ndo serem totalmente aplicaveis a familias de

alto risco) (Amir et al., 2003).

5.4.6 Escolha do teste genético

5.4.6.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

O TCLE foi desenvolvido para manter o principio de escolha autonoma do
individuo e pela necessidade de tornar explicito o acordo entre pesquisador/médico e

sujeito da pesquisa/paciente (Carter, 1995). A obtengdo do TCLE faz parte do processo de
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AG pré-teste e ¢ imprescindivel para a realizacdo de testes de predisposi¢ao genética ao
cancer, nao somente no ambito da pesquisa (National Advisory Council for Human
Genome Research, 1994; Offit, 1998).

A necessidade do TCLE baseia-se nas seguintes premissas: a investigagdo
molecular ainda tem carater experimental em alguns casos; as opgdes de intervengao no
caso de resultados positivos nem sempre estdo bem estabelecidas; e a discussdo dos
elementos do consentimento deve ocorrer antes do teste, permitindo uma decisdo autdnoma
quanto a realizacdo do teste genético de predisposicdo (Geller et al., 1997; Reilly et al.,
1997). Dentre os elementos basicos que devem estar contidos em um TCLE destacam-se:
elementos relacionados a autonomia (incluem infomagdes sobre o teste, significados dos
possiveis resultados, opgdes de estimativas de risco sem a realizacdo do teste, risco de
transmitir a alteracdo genética aos filhos, op¢do pela ndo-realizagdo do teste); elementos
relacionados a beneficiéncia (opgdes e limitagdes de estratégias de rastreamento e manejo
posteriores ao teste); elementos relacionados a ndo-maleficiéncia (acurécia do teste, riscos
de estresse psicologico, riscos de discriminagdo por parte de empregadores e seguros-
saude); elementos relacionados a origem parental (conduta quando da identificagdo de ndo-
paternidade ou ndo-maternidade durante a realizacdo do teste genético, bem como condutas
de notificagdo de outros familiares em risco); elementos relacionados a responsabilidade de
privacidade e profissionalismo (aspectos de confidencialidade, custos do teste e
seguimento a longo prazo); e, caso necessario, um item referente a consideracdes especiais
(onde poderdo ser abordados aspectos sobre estocagem do material genético, apropriagdo
do material biolodgico, anonimato para participagdo em estudos posteriores relacionados,

dentre outros aspectos considerados relevantes) (Offit, 1998).

5.4.6.2 As limitagdes no diagndstico laboratorial

Ha varias limitagdes para o uso preditivo dos testes moleculares, como segue:

e Existem mutacdes que nao sdo detectaveis pelos métodos em uso;
e Existem mutagdes cujo impacto funcional no gene alterado ¢ desconhecido;
e Um resultado negativo s6 sera informativo se uma dada mutagdo ja tiver sido

identificada na familia;
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e Um resultado positivo indica predisposicdo e ndo certeza para o desenvolvimento de
um tumor.

¢ Os alelos mutantes geralmente apresentam penetrancia incompleta, isto ¢, nem todos os
portadores de um certo alelo apresentam determinado feno6tipo. No caso das sindromes de
predisposicao hereditaria ao cancer, a penetrancia em geral se correlaciona com a idade do
individuo em questdo, sendo que o fendtipo se expressa com freqiiéncia crescente ao longo
da vida. A penetrancia de um dado gene pode ser alterada pela exposi¢do a carcindgenos
ambientais, fatores hormonais, reprodutivos e a¢ao de genes modificadores;

e Podem existir genes relacionados a doenga que ainda nao foram identificados; o que se
evidencia pelo niimero considerdvel de familias com multiplos critérios clinicos para uma
sindrome de predisposi¢ao nas quais ndo sdo encontradas mutacdes germinativas em genes
reconhecidamente causadores do fenotipo.

Outra questdo importante refere-se a complexidade da realizacdo do exame. No
caso de HBOC, os genes BRCA1/2 sdo muito grandes, e centenas de mutacgdes diferentes
foram descritas podendo causar anormalidades nas proteinas codificadas, envolvidas no
reparo de danos ocasionados a0 DNA. E um procedimento complexo e caro, dependente da
analise de toda a seqiiéncia codificante desses genes. Geralmente ¢ considerada factivel se
for realizada em familias de risco moderado a alto, isto porque, depois de detectada a
mutacdo, pode-se testar outros familiares em risco somente para a mutacao detectada no
individuo testado originalmente, levando a uma diminuicdo da complexidade e do custo

desses exames para o restante da familia.

5.4.6.3 A questdo da sobreposicio de fenotipos: quando é necessario testar para mais

de uma sindrome.

Como existem diversas sindromes genéticas ligadas ao cancer com quadros clinicos
que podem se sobrepor, torna-se fundamental a realizacdo de uma investigacao detalhada
das familias acometidas. Apds investigacao clinica detalhada e diante de um quadro clinico
e de histéria familiar de cancer que preencha critérios de inclusdo em mais de uma
sindrome, os pacientes devem ser esclarecidos sobre a possibilidade de realizagdo do
diagnoéstico molecular das diferentes sindromes de predisposi¢ao hereditaria. A realizagao

do teste para mais de uma sindrome vai depender de diversos fatores; dentre eles, da
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histéria familiar, da disponibilidade laboratorial para a realizagdo do teste para as diversas

sindromes, do custo das diferentes analises e da voluntariedade do paciente.

5.4.6.4 Possiveis resultados do teste genético

O teste genético deve ser oferecido como confirmac¢do do diagnostico clinico,
porém o paciente deve estar bem informado a respeito de suas limitagcdes, bem como dos
seus possiveis resultados. Caso haja a detec¢do da mutacdo, esta podera ser rastreada em
seus familiares, possibilitando a identificacdo de portadores assintomaticos. No entanto,
caso a mutacdo ndo seja detectada pelos métodos utilizados, o paciente deve estar ciente de
que outros fatores ndo identificados podem ocasionar a sindrome e que, mesmo sem o
diagnostico molecular, a familia devera continuar o rastreamento clinico (Hemminki &
Eng, 2004; Achatz MIW). Em relacao & SLF/LFL, uma vez iniciado o acompanhamento
aos pacientes, estes devem ser bem informados quanto a dificuldade do rastreamento para
alguns tumores. Deve ser ressaltada a importancia do acompanhamento clinico freqiiente e
especializado.

No caso de HBOC, além da possibilidade de um resultado positivo ou negativo
para o teste genético, ha um terceiro resultado possivel, que ¢ a detec¢do de uma variante
de significado incerto. Estas variantes t€ém significado indefinido devido a inexisténcia de
estudos aprofundados e conclusivos acerca de seu impacto na fungao da proteina, ou seja,
na sua presenga, ndo se pode concluir se ¢ uma mutagdo deletéria ou se ¢ uma variante de
seqiiéncia sem significado clinico. Em torno de 50.0% das alteracdes, depositadas até o
presente momento no banco de dados BIC, sdo consideradas variantes de significado
desconhecido. Porém, dados mais completos acerca destas variantes sao mantidos pelo
laboratorio Myriad Genetic Laboratories Inc. (Salt Lake City, E.U.A.). Este laboratdrio
detém a patente para a pesquisa de mutacdes germinativas nos genes BRCAI/2 a nivel
assistencial para a América do Norte e Europa e tem realizado inimeros estudos de
segregacdo destas variantes. Atualmente, cerca de 10.0% das alteragdes de seqiiéncia
detectadas pelo laboratorio sdo ainda variantes de significado incerto.

Diante de um resultado como esse, a primeira estratégia a ser utilizada deve ser a
testagem do maior numero possivel de individuos da familia em questdo, para determinar

se a variante co-segrega com o cancer na familia e, dessa forma, tentar classificar a
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alteragdo como uma mutagao deletéria, um polimorfismo ou uma variante sem significado

clinico (http://www.genetests.org).
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6. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Justificativa:

No Brasil, o cancer de mama ¢ um problema significativo de saude publica, devido a sua
morbidade, e altas taxas de incidéncia e¢ mortalidade. No Rio Grande do Sul, mais
especificamente, as taxas de incidéncia e mortalidade encontram-se entre as maiores do
pais. Embora exposicao a fatores de risco ambientais e/ou predisposi¢cdo genética possam
explicar essa diferenca em relagdo a outras regides brasileiras, ndo existem estudos que
investiguem esse dado a nivel populacional. O trabalho aqui desenvolvido foi conduzido
de forma a representar uma primeira abordagem em relagdo a investigagdo, a nivel
populacional, do papel desempenhado pelos fatores de risco genéticos no desenvolvimento
do cancer de mama, objetivando examinar qual a sua contribuicdo para os dados

epidemiologicos observados.

Objetivos:

1. Caracterizar clinicamente uma amostra populacional em diferentes faixas de risco para
cancer de mama e quanto a caracteristicas pessoais e familiares (tais como dados
demograficos, fatores de risco genéticos e ndo-genéticos para cancer de mama, estimativa
do risco vital de desenvolver cancer de mama, probabilidade de mutacdo em gene BRCA, e

aceitacao do teste genético);
2. Determinar a prevaléncia de individuos em maior risco para o cancer de mama
hereditdrio, em uma amostra populacional do sul do Brasil, selecionada com base na

historia familiar de cancer;

3. Identificar mutagdes e rearranjos génicos no gene BRCAI em familias do sul do Brasil

com alto risco para sindrome de predisposicao hereditaria ao cAncer de mama e ovério;

4. Determinar as freqiiéncia da variante CHEK2 1100delC em familias com alto risco para

sindrome de predisposicao hereditaria ao cancer de mama e colon.
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ABSTRACT

In April of 2004, a large population-based cohort study (the Nucleo Mama Porto Alegre —
NMAMA - Cohort) was started in Porto Alegre to collect data on breast cancer (BC) risk factors
and test a model for community-based BC screening in an underserved population. At inclusion, all
patients responded a questionnaire about family history (FH), designed to identify patients with an
increased likelihood of carrying germline mutations in BRCA1, BRCA2 and other breast cancer
predisposition genes. Patients with a positive family history of breast, ovarian and colorectal cancer
were referred to genetic cancer risk assessment (GCRA), where medical and family histories were
obtained and lifetime breast cancer risk estimates (LTBCRE) as well as prior probability of
carrying a BRCA mutation were calculated. Three BC risk categories were established: a) average-
slightly increased risk (LTBCRE < 20%); b) moderate-high risk (LTBCRE 220%) and c) pedigree
indicating a breast cancer predisposition syndrome (BCPS). A total of 9234 women were enrolled
in the NMPOA cohort and of these, 1247 were referred to GCRA. A total of 345 (27.7%) women
did not reach or declined GCRA. The majority of the remaining 902 women, 688 (76.3%), did not
fulfill criteria for a BCPS. Fifty-five (8.0%) were classified as moderate-increased risk, and 214
(23.7%) women (183 families) had pedigrees suggestive of a BCPS, including hereditary breast
and ovarian cancer syndromes (HBOC), hereditary breast and colorectal cancer syndrome (HBCC)
and Li-Fraumeni-/ike syndrome (LFL). Twenty-five families fulfilled criteria for more than one
BCPS. Women at higher risk categories were referred to more intensive follow-up and/or screening
protocols. The relatively large proportion of attenders to the proposed GCRA (72.3%), indicates
that the program seems to be well accepted by the community and is feasible, regardless of

potential cultural, economic and social barriers.

Key words: Hereditary breast cancer, genetic cancer risk assessment, breast cancer.
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BACKGROUND AND SIGNIFICANCE

Demographic data.

Latin America (LA) is a continent formed by medium-to-low income countries with
evolving health indicators towards patterns seen in developed countries. Latin American
populations have an extensive ethnic and cultural diversity, determined by their history and
different degrees of admixture between native and immigrant populations. Most of these
countries have medium-low annual per capita gross national products (GNP) and by the
end of the 20w century 46.0% of the population was still living in poverty. Population
growth continues unabated despite reductions in fertility rate and crude birth rate due to
declines in mortality and increases in life expectancy at birth [1].

Brazil is the largest and most populated country in LA. It is divided in 26 States
grouped in 5 main regions and has a population of 160 million inhabitants, mostly
concentrated along the coast. Brazil’s GNP is 750 billion dollars (world’s 8i) and the per
capita income, 4.800 dollars (world’s 39t) per year. The infant mortality rate is 42/1000
live births (ranging from 6-150 in some areas) and 83.0% of the population is alphabetized
[2,3].

Rio Grande do Sul (RS) is the southernmost State of Brazil, it corresponds to about
7.0% of the national area and has approximately 10 million inhabitants. Around 82.0% of
the population lives in urban areas, 93.5% is alphabetized, life expectancy is 73.4 years,
and the infant mortality rate is about 15/1000 live births [2, 3]. The population of RS is
quite heterogeneous, and has received a significant number of European and Eastern-
European immigrants. The European ethnic background is probably one of the highest in
the country, and there is less native (indian) and african contribution [4]. Interestingly, a

few genetic disorders have been reported as exceedingly common in this region [5-7]. Its
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capital, Porto Alegre is the 10th largest city of the country, with a population of 1.360.590
inhabitants corresponding to 13.4% and 0.8% of the population of the state and the

country, respectively [8].

Health care and genetic services in Brazil

The Brazilian constitution guarantees the right to medical assistance to every
citizen and the largest share of the population (at least 75.0%) depends almost entirely on
health care provided by the government. Primary, secondary and tertiary health care in the
public sector is provided by this system, called “SUS” (Sistema Unico de Saude). A special
program designed for primary, community-based health care is a family health program
called “Programa Saude da Familia” (PSF). It was created in the mid-90’s and is based
upon the organization of multidisciplinary health care teams, composed by a physician, a
nurse, one or two nurse assistants and 4-6 lay community health workers (‘community
agents’) that deliver primary health care to a geographically defined population including
approximately 600 families and 3400 individuals. PSF has expanded rapidly in the country
and nowadays it covers about 45.0% of the Brazilian population [9-12].

Genetic services in Brazil (as in the rest of Latin American countries) have
developed slowly and are mainly centered in teaching hospitals of major cities. With few
exceptions, departments of health at city, provincial and national levels do not have
explicit policies for the prevention and care of people with genetic disorders. Only two
public services that provide genetic counseling for individuals at-risk for hereditary cancer
exist in Rio Grande do Sul and they are located in tertiary care centers. Genetic testing per

se is not available locally, and is not covered by SUS or private health insurance [13-15].
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Breast cancer in Brazil and Rio Grande do Sul.

Breast cancer (BC) is the first cause of cancer-related deaths in Brazilian women of
all ages. In RS, BC incidence rates for 2006 were predicted to be 88.8 as compared to
national rate of 51.7 per 100.000 individuals. Crude mortality rates are only available for
year 2004, and numbers for RS are again higher than those for the country (17.9 and 10.6
per 100.000 individuals, respectively). Between the years 1999-2003 approximately 45.0%
of breast tumors were diagnosed in stages III and IV and the incidence/mortality ratio was
estimated to be 4.7. In the state of RS, BC is the first cause of cancer-related deaths in
young women (30-49 years) and BC-related mortality is increasing [16]. Porto Alegre has
one of the country’s highest BC incidence and mortality rates [146.8 (year 2006) and 26.7

(year 2004) per 100.000 individuals, respectively] [17, 18].

Hereditary breast cancer (HBC)

Of all breast cancer cases, an estimated 5.0-10.0% is hereditary, i.e., caused by a
germline mutation in a cancer predisposition gene that confers to its carrier a significantly
higher cancer risk [19-21]. During the last two decades, important advances in molecular
genetics have resulted in the identification of cancer predisposition genes such as BRCA1
and BRCA?2 [22, 23]. Germline mutations in these genes are related to an increased risk for
BC, ovarian cancer (OC) and other tumors in a syndrome called HBOC (Hereditary Breast
and Ovarian Cancer). Clinically significant BRCA mutations are estimated to occur in 1 in
300 to 500 persons in the general population [24-27]. Other BC-predisposition genes, such
as the tumor suppressor gene 7P53 (associated to Li-Fraumeni and Li-Fraumeni-/ike
syndromes, LFS/LFL) [28-30] and CHEK? (associated to Hereditary Breast and Colon

Cancer syndrome, HBCC) [31] have been identified and are thought to have important,
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albeit lower contributions to hereditary breast cancer (HBC) [32, 33]. The identification of
individuals at risk for HBC is important for many reasons. First, affected persons have a
lifetime risk of developing cancer that is much higher than that observed in the general
population, for several different cancer types. Second, other at-risk relatives of an affected
person may be identified (the disease follows autosomal dominant inheritance and hence,
50% of the siblings and 50% of the offspring of an affected person will also be carriers of
the same mutation). Third, cancer risk reduction strategies (intensive screening,
prophylactic surgeries and chemoprevention) are available for mutation carriers [34].

The family history of cancer and the presence of specific risk factors such as history
of pre-menopausal BC, male BC, bilateral BC and family history of breast and ovarian
cancer are important indicators of HBC risk [35]. In fact, not much attention has been
given to the identification and study of these risk factors in the community and in primary
health care services [36-39]. In Brazil, data on HBC or more specifically, prevalence of
mutations in BC predisposition genes are scarce and only a few germline mutation studies
have been reported [40-43]. Information about the prevalence of HBC syndromes and

related mutations in Southern Brazil are inexistent.

RATIONALE

In Brazil, breast cancer (BC) is a significant public health problem, due to its
morbidity, and high incidence and mortality rates. In addition, a significant proportion of
the population has limited access to health services, especially BC screening procedures.
About half of the cases are diagnosed in advanced stages and not surprisingly, mortality
rates remain high. Southern Brazil has one of the highest BC incidence and mortality rates

in the country. Although exposure to environmental risk factors and/or genetic
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predisposition may explain this difference in relation to other Brazilian regions, no
systematic investigation has been conducted to examine if a significant proportion of
women in this region are at a higher risk for hereditary forms of the disease. If genetic
predisposition has in fact a contribution, this information should have an impact in the

delineation of specific BC prevention strategies for the local community.

METHODOLOGY
Implementation of a genetic cancer risk assessment program in Southern Brazil

In April of 2004, a large population-based cohort study (the Nucleo Mama Porto
Alegre — NMAMA - Cohort) was started in Porto Alegre through a partnership of several
government, non-profit community-based organizations, universities and private entities.
This prospective cohort intends to collect demographic and epidemiologic data of a large
sample of women and test a model for community-based BC screening in an underserved
population [44, 45]. The goals of the NMAMA cohort are to improve rates of early BC
detection, promote BC prevention strategies, detect BC risk factors in this community and
ultimately decrease BC mortality rates. The study will follow prospectively women above

the age of 15 who presented within the 24 months of enrollment to one of the participating

PSF.

Patient recruitment

Health care professionals and community agents of the PSFs engaged in the
NMAMA cohort were trained in basic aspects of hereditary cancer, recognition of at-risk
patients and referral strategies. From April 2004 through March 2006, women at or above

age 15 years visiting one of 18 primary health care units (PSF) in Porto Alegre were
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included in the cohort. Family history (FH) of breast cancer and other tumors was assessed
in all patients and is the basis for the study described here as the genetic cancer risk
assessment (GCRA) program of the NMAMA cohort.

At inclusion in the cohort, all patients responded to a brief questionnaire about
family history (Table 1). Most of the questions refer to FH features that have been
associated with an increased likelihood of clinically significant BRCA mutations in several
studies, and thus, these questions were designed to identify patients at-risk for the HBOC
syndrome [35, 46-49]. In addition, a question about FH of breast and/or colon cancer was
included due to a previous suggestion of a higher than expect number of families with
these tumors in cancer genetic clinics of Porto Alegre [50]. Patients answering positively to
at least one of these questions were referred by their PSF to GCRA by a clinical cancer
geneticist in a secondary health care center, the Nucleo Mama Porto Alegre (NMPOA).
Upon arrival at NMPOA, patients were informed about the study and those who
volunteered and were older than 18 years were included after signature of informed
consent (IC). Ethical approval was obtained from the respective institutional ethics
committees. Active recruitment was initiated after an average of 6 months if patients
referred by the PSF did not reach NMPOA and included three attempts to schedule a visit
by telephone, followed by an invitation letter and an active search by the PSF’s community
agents. If all three strategies failed, or if a woman did not show after three scheduled

appointments, no further contact attempts were made.

Genetic Cancer Risk Assessment (GCRA)

Genetic evaluation included medical and family histories recorded in detailed

pedigrees with information traced as far backwards and laterally as possible, extending to
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parental lines and including a minimum of three generations. Confirmation of the cancer
FH was attempted in all cases and pathology reports, medical records and/or death
certificates were obtained whenever possible upon specific consent from the patient and/or
family. Lifetime breast cancer risk estimates were obtained using the Claus, Gail and
Tyrer-Cuzick models [51-54]. Three BC risk categories were established. Patients were
considered at average-slightly increased risk when the estimated lifetime BC risk was
under 0.2 (20.0%) using all three models. If the estimate by at least one of the models was
at or above 0.2 (20.0%), patients were classified as moderate-high risk. All patients
fulfilling criteria for a BC predisposition syndrome (BCPS) were considered at high risk.
For the clinical diagnosis of hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) syndromes, the
National Comprehensive Cancer Network (NCCN) and American Society of Clinical
Oncology (ASCO) criteria were used [55-57]. In addition, prior probabilities of carrying a
BRCAI or BRCA2 mutation were determined for each patient using mutation prevalence
tables and the modified Couch mutation prediction model [49, 53, 58]. All pedigrees were
reviewed by at least two clinical geneticists to assess presence of criteria for the diagnosis
of LFS, LFL, HBCC or other cancer predisposition syndromes. For LFS, the original
criteria described by Li and Fraumeni [28] were used; for LFL, pedigrees were classified
according to the criteria of Birch [29] and Eeles [30] and for HBCC, the Meijers-Heijboer
criteria were used [31]. Genetic testing was offered to patients fulfilling LFS, LFL, HBCC
criteria as described above and for those with HBOC whose FH fulfilled the ASCO criteria
and/or who had a prior probability of a germline BRCA mutation of 30.0% or more.
Testing included mutation analysis of one or more of four breast cancer predisposition
genes (BRCAI, BRCA2, TP53 and CHEK?2) and its results will be described elsewhere. A

general overview of the study is depicted in Figure 1. After conclusion of genetic cancer
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risk assessment (GCRA), a written report and a brochure with key information regarding
breast cancer prevalence, treatment and prevention as well as information about genetic

predisposition to cancer was mailed to all patients.

Follow up

All patients were encouraged to perform monthly breast self-examinations (BSE).
Women in the average-slightly increased risk category were referred back to their PSF for
prospective follow-up as determined by age and other non-genetic risk factors. Patients in
the moderate-increased risk category were referred to clinical breast evaluations at 6
month-intervals and annual mammography; a breast ultrasound was added for all patients
under the age of 50 years and whenever necessary. All patients fulfilling criteria for a
BCPS were followed with clinical breast examination (CBE) at 6 month-intervals, and at
least annual mammography and ultrasound, starting at age 25 years. Those with an
increased risk for tumors other than BC were referred to tertiary care centers for inclusion

in comprehensive cancer screening programs.

PRELIMINARY RESULTS
Description of the population served by the program

Women enrolled in this study were residents of 7 regions of the city of Porto

Alegre, that together comprehend 305 km? or 64.0% of the total area. These regions have
approximately 476.000 inhabitants, a number that corresponds to 35.0% of the city’s total
population. All study subjects were regular users of 18 PSF units and relied almost
exclusively on this system for health care. Although specific demographic data on this

population of PSF clients is unavailable, according to the most recent municipal census, in
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these 7 regions the average percent of illiterate individuals is 5.6%; 49.2% have less than 8
years of education, about 20.0% live in temporary homes and 6.5% of the providers have

no income [3, 59].

Patient recruitment

Nine-thousand two-hundred and thirty four (9234) women above the age of 15
years were enrolled in the NMPOA cohort from April 2004 to March 2006. Of these, 1286
(13.9%) answered positively to at least one of the seven questions about family history of
BC, OC or colorectal cancer (CRC) (Table 1) and were referred for genetic risk assessment
(GCRA) by their PSF. All 1247 women with a positive family history and above age 18
years were invited to participate in this study. For women < age 18 years an older first-
degree relative was invited for GCRA. Of the 1247 women with a positive FH, 261
(21.0%) did not reach NMPOA after the initial referral and did not respond to the different
recruitment strategies within a period of at least 12 months after inclusion in the NMPOA
cohort. In addition, 41 (3.3%) women scheduled an appointment three times and did not
show and another 43 (3.4%) did not wish to participate in the study. The remaining 902
women from 829 families were assessed for their genetic risk for BC.

A comparison between demographic data of women with a positive family history
that were evaluated in the GCRA program (attenders) and those never evaluated after the
initial referral (non-attenders) showed that these groups differed significantly in some
aspects. Non-attenders were, on average, younger, less educated, more often smokers and
had less often been submitted to a previous breast biopsy (p<0.001; data not shown).
Regarding family history of cancer, a significantly higher proportion of non-attenders
referred both breast and ovarian cancer in a relative that could suggest an ascertainment

bias towards loss of higher-risk patients (Table 1). However, when we compared the
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answers obtained by questionnaire in the primary health care unit with the reported history
during GCRA of attenders (often confirmed with medical records, pathology reports and/or
death certificates), a low concordance level was observed between responses, i.e. in the
vast majority of cases these dual diagnoses were not confirmed during GCRA (Kappa
coefficient = 0.069). Therefore, for this question, the initial report does not seem to reflect
the real family history and this, in turn, may be related to poor comprehension of this
particular question (non-attenders were on average less educated than attenders), or to a
problem with the accuracy of the report of gynecologic tumors. For the other questions, a
significant difference in responses between attenders and non-attenders was only observed
for a history of breast and/or ovarian cancer in > 2 relatives, but with a higher frequency of

positive answers in the attenders group.

Risk Assessment

Of the 902 women submitted to GCRA, the majority, 688 (76.3%), did not fulfill
criteria for a breast cancer predisposition syndrome (BCPS). Of these, 633 (92.0%) and 55
(8.0%) women were classified as average-slightly increased and moderate-increased risk,
according to their estimated lifetime risk (ELTR) for developing BC. The most common
feature of the family history that justified GCRA in this group of patients was presence of a
relative with BC diagnosed before age 50 years (Table 1). The remaining 214 women
(23.7%) from 183 families had pedigrees suggestive of a BCPS. Of these, 65, 122 and 22
families fulfilled the previously defined criteria for HBOC, LFL and HBCC syndromes
(Figure 2). Twenty-five families fulfilled criteria for more than one BCPS (Figure 1).

Demographic and other variables related to ELTR for developing BC in the 902
GCRA attenders are summarized in Table 2. Of note, a significant proportion of women

were smokers and overweight or obese, as also observed in the NMPOA cohort as a whole
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[44]. Regarding the family history of cancer, a high number of patients referred a positive
history in the maternal lineage. A history of BC only or BC and CRC were reported by a
significant proportion of the patients. After pedigree analysis, 214/902 patients fulfilled
criteria for at least one of the most common BCPS (Figure 2). The 76 patients (from 65
families) fulfilling criteria for HBOC syndrome had average probabilities of mutation in a
BRCA gene of 21.9% (SD 13.9%) and 25.7% (SD 14.8%) by the Modified Couch (Penn II)
model and the BRCA mutation prevalence tables, respectively. For all cancer-unaffected
attenders, including those with criteria for a BCPS, the ELTR of developing BC was
estimated using the Gail, Claus and Tyrer-Cuzick models and the mean ELTRs of the
entire sample were: 13.9%, 13.6% and 13.9%, respectively. Patients outside the BCPS
group were further subdivided in two risk categories: a) average to slightly-increased risk
(ELTR < 20.0%) and b) moderately increased risk of developing BC (ELTR > 20.0%). The
mean ELTR for BC and the average probability of mutations in a BRCA gene for each
group are summarized in Table 3. A striking observation was that the average age at BC
diagnosis within families of each of these three risk categories did not differ significantly,

and was below age 50 in all.

DISCUSSION

To our knowledge this is the first in-depth study of genetic risk factors for BC and
prevalence of different hereditary breast cancer phenotypes in a population-based sample
of women. It is particularly important because it was conducted in an underserved
population that, despite presenting high BC incidence and mortality rates, has poor access

to cancer prevention and treatment strategies.
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Using a questionnaire that was originally designed to identify patients with the
HBOC syndromes, we identified a number of women with a positive family history not
only of breast, but also, colorectal cancer. Given that this tumor is relatively frequent in
Brazilian women (3™ most incident malignant tumor) and amenable to prevention and
curative treatment while diagnosed in its initial stages, incorporation of specific questions
regarding family history of this tumor in a broad screening program for familial cancer
should be considered. About one-quarter of the women that reported a family history of
breast, ovarian or colorectal cancer came from families that fulfilled criteria for one of the
most commonly recognized hereditary breast cancer syndromes. No LFS families were
identified, but a strikingly high proportion of women had a FH suggestive of Li-Fraumeni-
like (LFL) syndrome. Although an overlap does exist between the phenotypes of HBOC,
LFS/LFL and HBCC, the prevalence of families with LFL criteria is strikingly high in this
sample, especially considering that the original questionnaire used to identify these patients
was not designed to screen for the syndrome and thus, the phenotype might be even more
prevalent in this population. As early as 1999, Varley et al [60] already described certain
low penetrance TP53 alleles and suggested that deleterious mutations in 7P53 (or TP53-
related genes) may be more frequent in the population than has been estimated previously.
In addition, several recent reports have indicated that a deleterious germline mutation in
TP53 exon 10, R337H, might be very prevalent in Southern Brazil and related to a founder
effect in this region [42, 61]. Preliminary analysis of an unselected sample of
asymptomatic women submitted to mammographic screening at the same NMAMA cohort
identified an unexpected frequency of this germline mutation in this sample from the
general population. Furthermore, presence of the mutation was not associated with the

classical LFS or LFL phenotypes (Palmero et al., manuscript submitted).
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It is premature to affirm that a highly prevalent genetic risk factor exists in this
area, and that this factor explains the unusual frequency of families with LFL phenotypes.
However, such factor could be associated to other important observations in this region,
such as the low age at breast cancer diagnosis and the high BC incidence rates. An
important information to either support or refute this hypothesis will be the detailed study
of germline mutations in 7P53 and other 7P53-related genes of these families. In addition,
the study of germline BRCA mutations in the patients with HBOC criteria will contribute to
the understanding of the applicability of currently used diagnostic criteria and mutation
prediction models in this population. Finally, the long-term follow-up of patients with a
positive family history but ascertained to different categories of risk by the ELTR for
developing breast cancer may enable the evaluation of the goodness of fit and
discriminatory accuracy of the three models used to assess this population.

Regarding non-genetic risk factors for breast cancer in this group of patients, the
prevalence of reproductive/endocrine risk factors [62] does not seem to be significantly
increased, as shown by the low frequency of hormone replacement therapy users, the
relatively late average age at menarche, early age at birth of the first child, high frequency
of parity and relatively early age at menopause. The high proportion of women that are
overweight and obese is however striking and warrants further study.

The relatively large proportion of attenders to the proposed GCRA (72.3%) was
very encouraging, and is comparable to that shown in other studies. As examples we cite
the study of Ricker et al [63] in an underserved predominantly Latin cohort of the U.S.A.
were 88.0% of appointments were kept by the patients. In another study of an underserved
group of Singaporean women, the acceptance rate for genetic risk assessment was 70.0%

[64]. In an interesting recent study by O'Neill et al [65], the outcome of genetics referrals
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was evaluated in a group of north-american women with an estimated BRCA mutation
probability >10.0%. Within six-months after referral, 36.0% of patients had undergone
GCRA (acceptors), 27.0% still intended to seek (intenders) and 36.0% refused such
assessment (decliners). Population-based mammographic screening programs worldwide,
have also described variable compliance rates, around 61.0-83.0% [66-68].

In the group of women studied here, the number of attenders has to be further
interpreted in light of the difficulties that most of them face to seek advice, health care and
education/prevention opportunities. First, there might be a cultural difference in cancer-
associated risk perception and/or a difficulty in understanding the importance of prevention.
The way of dealing with risk is not only influenced by the individual’s perception but also
by his/her culture. Hofstede [69] studied different cultures from nations around the world
using five parameters, one of them being the uncertainty avoidance index (UAI). This
index reflects the tolerability of a certain society towards uncertainty and ambiguity.
Groups that have a high UAI create strategies to control or avoid risk and ambiguity.
According to this study, the Brazilian society has a higher UAI as compared to countries
like Denmark, the United Kingdom and the United States of America, for instance, and this
could interfere with cancer risk perception, and motivation to seek GCRA. In addition,
certain cultures are more fatalistic about cancer and perceive fewer benefits from screening
[70]. Second, there might be a knowledge barrier to the understanding of how these
measures will ultimately increase one’s quality of life leading to poor compliance with
preventive recommendations as suggested by some authors [64, 71, 72] and this could be
one of the reasons why some of the patients in this cohort did not schedule an appointment
after referral for GCRA. Third, in many of these women, care of self is often set aside by

more urgent needs, such as providing food, housing and education to their families. Finally,
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there has been an historical lack of resources to ensure that adequate screening is provided
to these women, even if there is evidence for a higher risk [45]. For these reasons,
programs such as the one present here, that attempt to identify and prospectively follow
women at increased risk for cancer, needs to consider the importance of patient education
and social interventions (i.e. facilitate transportation, nutrition and childcare while these
women take care of their health) in the difficult task of maintaining compliance to the
recommended management guidelines. A more detailed study of non-attenders, their social
profile and reasons for not attending may give us better clues on how to improve coverage
for programs such as these, and thus ensure that all high-risk patients have access to the
information and the opportunity to act towards risk reduction.

Through the implementation of this genetic risk assessment program for an
underserved community in Southern Brazil, we were able to identify a significant number
of families that fulfill criteria for breast cancer predisposition syndromes that are
associated with an increased lifetime risk for developing breast cancer and other tumors.
The relatively high number of women that attended GCRA after an initial referral indicates
that such a program seems to be well accepted by the community and is feasible, regardless
of potential cultural, economic and social barriers. We conclude that the prevalence of
genetic and non-genetic risk factors related to breast cancer development may be
population-specific. This knowledge and the future study of applicability and validity of
genetic cancer risk assessment programs, current BC risk estimation and mutation
prediction models in selected populations will help to define the best approach for
delineating specific cancer prevention, diagnosis and treatment strategies in high-risk

communities.
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Note: Additional detailed investigations of the sample presented here are underway. These
include a characterization study of breast cancer knowledge, risk perception, and family
dynamics, as well as a study on the first-degree family history of cancer. Breast cancer risk
estimates using different models of a group of women from the same cohort that are
unselected for family history and participate in a mammographic screening program are

also being studied.
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Table 1 — Positive responses to the family history questionnaire given by women referred to
genetic risk assessment (GCRA). n = 1247; including GCRA attenders and non-attenders.

GCRA non- GCRA
attenders attenders
(n=345) (n=902) p
N (%) N (%)

Did any of your? 1st degree relatives have breast or 122 (35.4) 378 (42.0) 0.118
ovarian cancer ?
Did angl of your relatives have bilateral breast 48 (14.1) 112 (12.4) 0.561
cancer?
Did any man in your family have breast cancer? 6 (1.7) 11 (1,2) 0.590
Did any womar}) in your family have breast and 47 (13.9) 44 49)  p<0.001
ovarian cancer ?
Did any woman in your family have breast cancer
before the age of 50 years? 214 (62:4) >68 - (63,0) 0.531
Do you have 2 gr more relatives with breast and/or 63 (18.3) 26 (25.1) 0.016
ovarian cancer ?
Do you have 2 or more relatives with breast and/or 69 (202) 234 (25.9) 0.062

bowel cancer ?

(*) one patient may have answered positively to more than one question.
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The NMPOA Training of health care professionals and community
Genetic Cancer U

Risk Assessment

Patient recruitment at PCU (PSF)

Program

g

Risk factor questionnaire + breast exam

!

Risk factors for Hereditary
breast cancer ? YES

‘l' IC (1)

Genetic cancer risk assessment

Criteria for BC predisposition syndrome

and genetic testing ? NP

GC + IC (2)+ 1st report to PCU

A 4

Genetic Testing

A 4

Results and post-test
genetic counseling, Report

Figure 1 — General overview of the program. (PCU: primary care unit; IC: informed
consent).
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No:
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(86.1%)

Yes:
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(13.9%)
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39 —| > 18 vears 1247
Contact close Refer to GCRA
relative 2 18 vs
GRA non- Did not GRA
attenders volunteer/ attenders
260 no contact 902
(21 0% 85 (6.7%) (72,3%)
Criteria
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BCPS ?
No: Yes:
688 214 patients
183 families
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risk for BC
HBCC: LFL: HBOC:
292 families 122 families 65 families
<20% > 20%
723;/ 65150/ BIRCH EELES ASCO
(76.3%) (6.1%) criteria: criteria: 119 criteria
13 families 56
families families
(113 E-1
and 6 E-2
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Prior
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mut = 30%:
24 families

(by Mut
Prev Tables)
16 families
(by Modif

Couch)

Figure 2 — Preliminary results of genetic risk assessment in a population-based cohort

of women > 15 years of age in Porto Alegre, Brazil.
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Table 2. Demographics and variables of the 902 women evaluated for genetic risk
assessment

N % Mean SD
Age at assessment - - 43.2 12.7
BMI 27.9 5.8
<18.5 6 0.7 - -
18.51-25 300 333 - -
25.01,1-30 298 33.0 - -
>30 285 31.6 - -
Smoking 262 29.0 - -
Age at menarche - - 12.7 1.7
Parity
No children 108 12.0 - -
One or more children 790 88.0 - -
Age at birth of first child - - 21.5 5.0
Reproductive Status
Pre-menopausal 585 65.2 - -
Post-menopausal 312 34.8 - -
Age at menopause - - 47.0 5.4
Endogenous hormone exposure (ys) - - 27.3 9.7
Hormone replacement therapy 73 8.1 -
Consanguinity 65 7.3 -
Family history of cancer
Side of family
Maternal 554 62.7 - -
Paternal 223 25.2 - -
Maternal and paternal 58 6.6 - -
Others (siblings/offspring) 49 5.5 - -
BC family history
Breast cancer only 234 26.1 - -
Breast and ovarian cancer 87 9.6 - -
Breast and colon cancer 179 19.8 - -
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Table 3. Risk estimates in the 902 women submitted to genetic risk assessment.

Average-slighty Moderate

increased risk increased risk I\?I(CSPS)
M(SD) M(SD)

Number of BC cases in
family* 0.98(0.67) 1.45(0.83) 1.69(1.14) <0.001
Number of BC-affected , ) ¢ 54 1240.55)  1.29(0.64) <0.001
generations
Average age at BC
diagnosis in the family 46.6(10.6) 47.0(11.4) 46.6(11.2)  0.968
ELTR for BC
Using the Gail**
model 10.2(4.1) 19.2(5.1) 12.3(6.6) <0.001
Using the Claus*
model 10.2(2.8) 16.7(7.8) 13.9(7.4) <0.001
Using the Tyrer-
Cuzick™* model 9.8(3.7) 19.6(6.2) 12.4(5.6) <0.001
Prior probability of
mutation in a BRCA
gene

Mutation

Prevalence 6.3(3.8) 6.7(3.9) 13.2(13.0) <0.001

Tables***

Modified Couch

model*** 9.7(4.3) 10.3(5.0) 14.8(10.6) <0.001

M=mean; SD=standard deviation, BCPS=breast cancer predisposition syndrome; BC=breast cancer;
ELTR=estimated lifetime risk

* The group with average-slightly increased risk has a mean value that is significantly lower than the other
two groups.

** The mean values in all three groups differ significantly from each other.

*** The group with criteria for a breast cancer predisposition syndrome has a mean value that is significantly
higher than that of the other two groups.

Note: The number of valid cases used in each of the ELTR and prior probability analyses
was as follows: for the Gail, Claus and Tyrer-Cuzick models, 878, 592 and 874 valid cases,
respectively. For the mutation prevalence tables and the modified Couch model, 890 and
874 valid cases, respectively.
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ABSTRACT

In Brazil, breast cancer is a serious public health problem due to its high incidence and
mortality rates. In this study, we investigated the prevalence of hereditary breast cancer
syndromes in a population-based cohort of women attending primary health care units in
Brazil’s southernmost capital, Porto Alegre. All women included in this cohort were
submitted to a questionnaire about family history (FH) of breast, ovarian and colorectal
cancer. Those with a positive FH were invited for genetic cancer risk assessment (GCRA).
If the pedigree analysis resulted in the identification of criteria suggestive of the hereditary
breast cancer (HBC) phenotype, genetic testing was offered to the family, including
mutation analysis for the breast cancer predisposition genes BRCAI, BRCA2, TP53, and
CHEK?2. Of 902 women submitted to GCRA, 214 (23.7%) had pedigrees suggestive of
HBC (183 families). Fifty of the 183 families underwent genetic testing: 18 and 40 for
BRCAI/BRCA2 and TP53 germline mutations, respectively; 7 were screened for the
CHEK?2 1100delC mutation. For BRCA genes, DHPLC mutation screening and sequencing
of the resulting variants plus long-range PCR to identify BRCAI gene rearrangements were
performed. No deleterious mutations or rearrangements were identified. In the 40 families
with LFL criteria, the germline mutation R273C was found in one family. The
CHEK21100delC deletion was found in one of the seven families with criteria for
hereditary breast and colorectal syndrome. In spite of the relatively strict inclusion criteria,
which aimed at testing families at high risk for HBC syndromes and the comprehensive
testing approach used, the risk posed to most of these families remains unexplained. To our
knowledge this is the first report of the prevalence of HBC phenotypes and germline
mutations in corresponding breast cancer predisposition genes in a sample of at-risk

individuals identified in a community-based cohort in South America.

Key words: Breast cancer predisposition syndrome, hereditary breast cancer, genetic

cancer risk assessment.
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INTRODUCTION

Breast cancer is a significant health care problem worldwide. In Latin America, it
was not considered a significant health concern three decades ago [1]. Since then,
epidemiological and demographic transitions have led to increased exposure to risk factors
for cancer in general, and for breast cancer in particular. As a result, Latin America shows
a superposition of cancers that are frequent in industrialized countries (breast, lung,
prostate, colon) with those more frequently diagnosed in developing countries (cervix,
esophagus, oral cavity, bladder, liver) [2]. The increase in breast cancer incidence may also
reflect lifestyle and reproductive changes, such as a progressive decrease in the number of
pregnancies, dietary changes and increased prevalence of overweight [3]. In Brazil, breast
cancer-related mortality is still increasing, and this trend is likely a consequence of poor
access to mammographic screening programs and frequent diagnoses in advanced stages of
the disease [4-9].

Brazil is the largest and most populated country in Latin America and it is
ethnically heterogeneous [10]. In comparison to national figures, Rio Grande do Sul, the
southernmost State, has about 1.7 times higher breast cancer incidence and mortality rates.
In addition, the disease is the first cause of death by cancer in Brazilian women of all ages,
especially in young women, under the age of 50 years [8, 9, 11].

An estimated 5-10.0% of all breast cancers are hereditary, i.e. caused by germline
mutations in high-penetrance cancer predisposition genes [12]. Of these, the more
important are the BRCAI (MIM#113705) and BRCA2 (MIM#600185) tumor suppressor
genes [ 13, 14], which are associated with the hereditary breast and ovarian cancer (HBOC)
syndrome. Lifetime risks of breast and ovarian cancer are as high as 60 and 30-40%,

respectively, among US women with germline mutations in these genes [15, 16]. To date,
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over 3.000 distinct germline mutations, polymorphisms and sequence variants have been
described in BRCAI and BRCA2, spread throughout the coding region of both genes
(Breast Cancer Information Core - BIC) [17]. Most are point mutations, small insertions or
deletions. However, large genomic deletions and duplications involving one or more exons
of BRCA1I, and less commonly, BRCA2, have been reported in recent years [18-20]. Most
of these mutations are caused by recombination events involving Alu repeats that are
particularly numerous in the BRCA 1 locus [21]. The proportion of genomic rearrangements
over all BRCAI gene mutations in HBOC families seems to be population-dependent
varying from 2% in a series of American families [22] to 36% in Dutch patients [23].

Besides BRCAI and BRCA?2, inherited mutations in other tumor suppressor genes
also increase the risk for breast cancer and other tumors. Germline mutations in the
CHEK? gene are associated with a modest increase in the risk of breast and colorectal
cancer in the hereditary breast and colon cancer syndrome (HBCC) [24]. Mutations in
PTEN are associated with an increased risk for breast and thyroid cancer (among other
tumors) in individuals with Cowden’s syndrome [25, 26]. In addition, inherited mutations
of TP53 are associated with an increased risk for breast cancer and several other tumors in
families with the Li-Fraumeni Syndrome (LFS) and its variant forms collectively called Li-
Fraumeni-/ike syndrome (LFL) [27-29].

In this study, we analyzed a population-based cohort of women recruited from
primary health care units in Porto Alegre and referred to genetic cancer risk assessment
(GCRA) if they had a positive family history for breast, ovarian and/or colorectal cancer.
Those women with pedigress suggestive of an hereditary breast cancer predisposition
syndrome were offered genetic testing for germline mutations in one or more of the main

breast cancer predisposition genes (BRCAI, BRCA2, TP53 and CHEK?).
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MATERIALS AND METHODS
1. Patient Recruitment

In April of 2004, a large population-based cohort study (the Nucleo Mama Porto
Alegre — NMAMA - Cohort) was started in the southernmost capital of Brazil, Porto
Alegre, through a partnership of several government, non-profit community-based
organizations, universities and private entities. This prospective cohort intends to collect
demographic and epidemiological data of a large sample of women and test a model for
community-based breast cancer screening in an underserved population [7, 30] in an
attempt to ultimately decrease BC mortality rates in this region. The study will
prospectively follow women above the age of 15 years who presented within the 24-
month-period (April 2004 - March 2006) of enrollment from one of 18 primary health care
units (PCUs) in a selected geographic region of Porto Alegre.

Family history of breast, ovarian and colorectal cancer was assessed in all women
by a brief questionnaire (basis for the study described elsewhere as the Genetic Cancer
Risk Assessment Program of the NMAMA cohort [Palmero et al., manuscript in
preparation]). Seven questions of this instrument refer to family history features that have
been associated with an increased likelihood of clinically significant BRCA mutations and
thus, these questions were designed primarily to identify patients at-risk for the HBOC
syndrome [31-35]. In addition, one question about FH of breast and/or colon cancer was
included due to a previous suggestion of a higher than expected number of families with
these tumors in cancer genetic clinics of Porto Alegre [36]. Patients answering positively to
at least one of the seven questions were referred to genetic risk assessment in a secondary
health care center, the Nucleo Mama Porto Alegre (NMPOA). Genetic evaluation included

medical and family histories recorded in detailed pedigrees with information traced as far

112



backwards and laterally as possible, extending to paternal lines and including a minimum
of three generations. Confirmation of the cancer FH was attempted in all cases and
pathology and medical records, as well as death certificates, were obtained whenever
possible upon specific consent from the patient and/or her family. Lifetime breast cancer
risk estimates were obtained using the Claus, Gail, and Tyrer-Cuzick models [37-40]. All
pedigrees were reviewed by at least two clinical geneticists to assess presence of criteria
for the diagnosis of LFS, LFL, HBCC, Cowden or other cancer predisposition syndromes.
Patients fulfilling criteria for a breast cancer predisposition syndrome were offered genetic
testing. In addition, for the clinical diagnosis of HBOC syndrome, the National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) and American Society of Clinical Oncology
(ASCO) criteria were used [41-43]. In addition, prior probabilities of carrying a BRCAI or
BRCA?2 mutations were determined for each patient using mutation prevalence tables and
the modified Couch mutation prediction model [34, 39, 44]. For LFS, the original criteria
described by Li and Fraumeni [27] were used; for LFL, pedigrees were classified
according to the criteria of Birch [28] and Eeles [29]; for HBCC and Cowden’s syndrome,
the criteria described by Meijers-Heijboer and Nelen were used respectively [24-26].
Criteria to indicate genetic testing for HBOC were set so as not to miss any of the families
at very high risk for germline BRCAI and BRCA2 mutations and included families
fulfilling the ASCO criteria [41, 42] and/or who had a prior probability of mutation in a
BRCA gene of 30.0% or more [34, 39, 44]. Genetic testing included mutation analysis of
one or more of the four main breast cancer predisposition genes (BRCAI, BRCA2, TP53,
and CHEK?). Blood samples were obtained from cancer-affected women and/or their

family members after informed consent, depending on accessibility of individuals and
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willingness to participate in the study. The study was approved by the Institutional Review

Board of the participating centers.

2. Screening for Germline Mutations
2.1. BRCAI/BRCA2 genes

DNA was isolated from peripheral blood by standard methods [45]. For mutation
testing, the entire coding region and flanking intronic sequences were amplified from
genomic DNA by polymerase chain reaction (PCR) to yield 300-600 base-pair fragments
that were subsequently analyzed by DHPLC. Variants encountered by DHPLC were
further sequenced. In order to optimize mutation detection in exon 11 of the BRCAI gene
and exons 10, 11, 18 and 27 of BRCA2, these exons were subdivided into several
fragments. PCR was performed using 34 and 42 primer pairs to amplify BRCAI and
BRCA?2 respectively, in a 50 ul volume containing 100 uM dNTPs, 20 uM of each primer
and 100-200 ng of genomic DNA. For all PCRs, 0.2U of a high-fidelity 7ag DNA
polymerase (Amersham Biosciences, Piscataway, USA) was used. Cycling protocols
comprised an initial denaturing step at 94°C for 3 min. Thirty-five subsequent
amplification cycles as follows: denaturing at 94°C for 1 min and 30 s, annealing for 1 min,
with different temperatures according to the exon analyzed and extension at 72°C for 1 min,
followed by a final extension at 72°C for 10 min. All of the oligonucleotide primers and
corresponding annealing temperatures have been previously described in the literature [46-
48].

Mutation screening by DHPLC was carried out using a WAVE MD 4000 DNA
Fragment Analysis System equipped with a DNASep™ Cartridge (Transgenomic Inc.,

Omaha NE, USA) as described elsewhere [48]. Heterozygous profiles were identified by
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visual inspection of the chromatograms and putative sequence variants were further
analyzed by bi-directional sequencing on a MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK) or an ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, USA) using an independent PCR product. Sequence alterations were declared
as causative mutations after comparison with data submitted to the Breast Cancer
Information Core (BIC) [17].

Families that fulfilled criteria for HBOC syndrome were also screened for large

rearrangements by Long Range PCR as described by Payne et al [21].

2.2 TP53 gene

Patients fulfilling Li-Fraumeni and Li-Fraumeni-/ike syndrome criteria [27-29],
were screened for 7P53 germline mutations by PCR amplification of genomic DNA
followed by DHPLC and/or direct sequencing of the entire coding region and flanking
intronic sequences. The same DHPLC screening methodology described above was used.
Exons 4-9 were screened by DHPLC followed by sequencing of the variants and exons 2, 3,
10 and 11 were analyzed by direct sequencing as described by Le Calvez et al [49]. For
each variant elution profile identified by DHPLC, genomic DNA was reamplified with the
original set of primers and the amplicon was sequenced in both directions using the ABI-
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, USA). Sequence
variations were declared as causative mutations after comparison with data submitted to
the 7P53 database at the International Agency for Research on Cancer - IARC [50]. All

mutations were confirmed by a second, independent analysis.
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2.3 CHEK? gene

Families with a history of breast and colorectal cancer consistent with the HBCC
syndrome phenotype were screened for the CHEK2 1100delC mutation, located in exon 10
by PCR amplification followed by direct sequencing. To ensure amplification of the
functional copy of CHEK? and exclusion of CHEK? pseudogenes, a strategy of long-range
PCR amplifications with primers designed outside the pseudogene sequences was used as

described by Vahteristo et al [51].

RESULTS
1. Sample characteristics

Of all 9234 women included in the NMAMA cohort (Porto Alegre, Brazil), 1286
(13.9%) answered positively to at least 1 of the 7 questions about FH. Those above 18
years (1247) were invited for GCRA. Of the 1247 patients referred to GCRA, 902 (72.3%)
effectively participated in the assessment and of these, 214 (23.7%) women from 183
families, fulfilled criteria for one or more of the breast cancer predisposition syndromes
(BCPS) considered in our study: 65 fulfilled criteria for HBOC, 122 for LFL and 22 for
HBCC syndromes.

None of the patients assessed reported a personal and/or family history suggestive
of Li-Fraumeni and Cowden’s Syndrome. Detailed information on study design, patient
recruitment, and demographic data of the 902 patients seen for GCRA is described
elsewhere (Palmero et al., manuscript in preparation). When comparing the 214 women
with criteria for a BCPS with the 902 women submitted to GCRA because of a positive FH

of cancer, families in the first group had an increased number of cancer-affected
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individuals, an increased number of cancer-affected generations and a higher number of
cancer-related deaths in first degree relatives (p<0.01).

Of the 214 women with criteria for a BCPS, 64 (29.9%; corresponding to 50
families) decided to continue with the genetic investigation and proceed to germline
mutation testing. An additional 54 cancer-unaffected and at-risk patients (25.2%)
attempted contact with their cancer-affected relatives to invite them for GCRA but they did
not yet schedule an appointment. Twenty-six cancer-unaffected women were uncapable of
contacting their affected relatives because they were all either not located (8 individuals,
3.7%); or deceased (18 individuals, 8.4%). For 30 (14.0%) of the unaffected at-risk women,
the cancer affected relatives refused GCRA and genetic testing and 29 women (13.6%)
declined genetic testing. Finally, in 7 patients (3.3%) the cancer diagnoses in the family
were not yet confirmed and contact with their relatives is pending this information; and in
4 women that did not proceed to genetic testing (1.9%) the reasons are unknown.

Among the 50 probands tested, the most frequent cancer site was breast, and as
expected, the majority of these diagnoses were made before the age of 50 years. Seven
families had at least one BC case under age 30 years (4 HBOC, 2 LFL and 1 HBCC) and
an additional 16 families had at least one case diagnosed between 30 and 39 years of age (7
HBOC, 8 LFL and 1 HBCC). Only two probands were diagnosed with ovarian cancer (one
HBOC and one LFL family). On the other hand, six probands had colorectal cancer (3 LFL
and 3 HBCC families). Ten of the 50 probands were cancer unaffected (from 7 LFL
families and 3 from families with both HBOC and LFL criteria). However, 4 of them were
supposedly obligate carriers by family history. Additional information on cancer site and
phenotype among the 50 families studied is summarized in Tables 1 and 2. At least one

tumor diagnosis was confirmed by pathology reports, medical records, or death certificates
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in 45/50 (90.0%) families. However, confirmation of a sufficient number of cancer
diagnoses to affirm with certainty the BCPS phenotype, was only possible in 13 families
(26.0%). During the process of genetic testing, two Li-Fraumeni-/ike families that had
confirmation of some cancer diagnoses but not in sufficient number to affirm the
phenotype with certainty, delivered additional information not confirming several of the
previously assumed cancer diagnoses in the families. Thus, although tested for germline
TP53 mutations and showing an aggregate of cancer cases suggestive of LFL, they do not
fulfill either Birch or Eeles LFL criteria. (families 163 and 186).

Due to the high frequency of breast cancer diagnoses in the 50 families studied, 14
(28.0%) of them fulfilled criteria for more than one BCPS initially, when testing was
indicated and therefore, these families were screened for germline mutations in more than
one predisposition gene. Thus, 8 families were tested for BRCAI/2 and TP53 germline
mutations, 2 families for BRCA1/2 and CHEK?2 mutations, 3 families for TP53 and CHEK?2
mutations, and one family was screened for mutations in all four genes (BRCA1/2, CHEK?2
and TP53). During the process of genetic testing, three families presented additional
information of the presumed cancer diagnoses and one of the phenotypes was excluded in

each (HBOC in family 681, HBCC in family 284, and LFL in family 186) (Table 2).

2. Mutation detection studies.
2.1 HBOC

Nineteen individuals from 18 families with the HBOC syndrome criteria underwent
genetic testing. After DHPLC screening, the PCR products showing variant or dubious
profiles were sequenced for confirmation. A total of 183 of 646 (28.3%) and 278 of 798

(34.8%) BRCAI and BRCA2 amplicons were sequenced, respectively. There was a

118



complete agreement between the results from DHPLC and sequencing for both BRCA
genes (one example is depicted in Figure 1). In addition, different variant DHPLC profiles
of the same amplification product always corresponded to distinct sequence variations.
Sequencing results were compared to data deposited in the BIC database. We
identified 12 and 22 sequence variants in BRCA1 and BRCA2, respectively (Table 3). Most
of them were previously described and deposited in the BIC database as variants with no
clinical significance. We did not detect any known deleterious mutations in the 18 families
studied. Screening for large gene rearrangements in BRCA 1 did not shown any detectable

gene rearrangements (preliminary results).

2.2 LFL

An unexpected high number of families fulfilled criteria for LFL syndrome (122
families, 14.7% of the entire sample [829 families]), including 13 and 119 families
fulfilling Birch and Eeles criteria, respectively. Ten families had both Birch and Eeles
criteria for LFL. Of the 122 families, 40 underwent genetic testing (3 families with Birch
criteria, 8 families with both Birch and Eeles criteria; 1 family with both Eeles 2 and Eeles
1 criteria and 28 families with Eeles 1 criteria). Twelve of these 40 families (30.0%)
fulfilled criteria for more than one BCPS — Table 2).

In 21 cases, we were able to analyze exons 4 to 11 of the TP53 gene, where the vast
majority of described mutation are encountered (around 90.0% of all mutations are located
between exons 5 to 9) [52]. The remaining samples were submitted to DHPLC and/or
complete sequencing of all coding exons of the gene. Well known 7P53 polymorphisms
were identified in most of the families and one of them harbored a deleterious germline

mutation (Table 4) in exon 8, a C/T transition in codon 273, resulting in the substitution of
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an arginine to a cysteine [53] This family fulfilled Eeles-1 criteria for LFL; the proband
was diagnosed with a central nervous system (CNS) tumor (astrocytoma) at 61 years of age,
and two first-degree relatives were diagnosed with CNS and prostate cancers, after age 70

(Figure 2).

2.3 HBCC

Among the 183 families with a hereditary breast cancer phenotype, 22 fulfilled
criteria for HBCC [24], but only 7 of them underwent genetic testing. Interestingly, all of
the seven families also fulfilled criteria for a BCPS other than HBCC at inclusion in the
study. The common CHEK?2 1100delC mutation was identified in one of these 7 families
(14.3%) with multiple breast cancer diagnoses (proband at age 52 and one relative under
age 50 years), colorectal cancer (ages 50 and 68 years), as well as cancer of the lung, throat,

endometrium, cervix and uterus (Figure 3).

DISCUSSION

The identification and characterization of genetic alterations in families at high risk
for breast cancer predisposition syndromes enables carriers to undertake individualized
cancer screening and prevention strategies, thus increasing the likelihood of increased
disease-free survival rates.

The aim of this study was to investigate the prevalence of hereditary breast cancer
phenotypes and of breast cancer predisposition mutations in Southern Brazil. Although a
significant number of families had a pedigree suggestive of hereditary breast cancer, only
part of them underwent genetic testing and in only two of the families, a germline mutation

was encountered.

120



For HBOC, although we aimed at selecting patients at a somewhat higher prior
probability of mutation than in most studies (average mutation probability between 20-
30% using different criteria and prediction models) we did not identify known deleterious
germline mutation in any of the 18 families studied. In a recent report of BRCA mutation
screening in a group of 402 Brazilian breast cancer patients unselected for family history,
Gomes et al [54] showed a mutation frequency of 2.3% and a surprisingly high frequency
of one of the BRCAI Ashkenazi Jewish founder mutations, 5382insC. All women lived in
the state of Rio de Janeiro and the frequency of Ashkenazi ancestry in the sample (if any)
is not described. In addition, although the average prior probability of mutation in their
sample is not clear, one would expect that it was likely less (unselected sample) than the
cutoff probability used for offering genetic testing in our report. In another Brazilian study
that assessed mutation prevalence in a group of 47 women from Rio de Janeiro, Lourenco
et al [55], using more strict inclusion criteria, found that 7 (15.0%) were mutation carriers;
again, 5382insC was one of the most common mutations encountered, and none of the
patients acknowledged Ashkenazi origin. Since both of these studies were conducted in the
Brazilian State of Rio de Janeiro, it is possible that BRCA mutation prevalence in women
from other Brazilian states, such as ours, is lower. Indeed, BRCA mutation prevalence is
probably heterogeneous, not only depending on criteria adopted for inclusion in a given
study, but also related to specific features of different populations. For example, in a
Finnish study of 128 HBOC patients, Laurilla et al [56] did not identify any BRCAI
mutation after sequencing the entire coding region of the gene. Finally, the effects of a
small sample size and less than optimal confirmation of the cancer diagnoses in many of
the families studied must also be considered. The negative findings of the Long-Range

PCR for gene rearrangements in BRCAI could also be related to small sample size. One
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complicating factor is that the prevalence of such rearrangements in South American
HBOC patients is largely unknown and studies in other populations report a highly
variable prevalence of such rearrangements In the Dutch, for example, large genomic
rearrangements constitute 36.0% of the mutations detected in BRCAI [23]. On the other
hand, a study of 82 Finnish HBOC families did not identify any BRCAI or BRCA2
germline rearrangement [57].

In spite of the large number of sequence variants identified in the BRCAI/BRCA2
genes worldwide, many of them are still classified as variants of unknown significance
(VUS) (around 50% of the BIC entries; and around 10% of the results reported by Myriad
Genetic Laboratories, Salt Lake City, U.S.A.). In this study, we found 1 and 5 VUS in
BRCAI and BRCA2, respectively. We also identified 17 wvariants without clinical
significance and 11 novel sequence variants, most of them present in more than one family.
Further characterization of these novel variants is imperative and is underway. The first
strategy will be familial studies, where we will test as many cancer-affected and -
unaffected relatives as possible in an attempt to define segregation of the genotype in
association with phenotype. Additional studies, such as multiple alignments of the protein
sequences to determine the degree of sequence conservation through the evolutionary
history [58], and hypothetical analyses of protein conformational changes related to these
variants are underway. Finally, for some of the intronic mutations, RNA studies will be
conducted. All efforts will be made to further characterize variants of unknown
significance, especially if they were not described previously. As cited by Arnold et al [59],
the temptation to implicate a missense mutation that occurs at low frequency as a potential
functional lesion must be tempered by the possibility that the variant may exist more

frequently in another population and thus be considered mere polymorphism.
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The finding of a high number of pedigrees suggestive of the LFL phenotype in our
sample was surprising. First, because the questionnaire used to screen women from the
general population for GCRA, was originally designed to identify the HBOC phenotype,
and second because Li-Fraumeni syndrome and its variants are always considered rare
cancer predisposition syndromes with only a few families described worldwide. In the 40
probands studied, only one, from one of the 37 families with Eeles criteria for LFL,
harbored a deleterious 7P53 germline mutation. This family was included in the study due
to an initial report of ovarian cancer in a first-degree relative of the proband. During
GCRA, this relative was found to have cancer of the uterine cervix; other tumors were
identified in additional relatives and the phenotype of LFL syndrome became apparent
(Figure 2). Of note, this family has not one case of breast cancer. It is important to
remember that a significant number of cancer diagnoses in the LFL families could not be
confirmed and this may explain why the mutation prevalence for LFL-Eeles families
encountered here was much lower than described previously (8.0%) [60]. Interestingly, in
the single published mutation study of Brazilian LFL families (including 10 families from
the State of Rio Grande do Sul), the mutation prevalence for LFL Eeles 1 and Birch
families was much higher (23.1% and 61.5%, respectively). Again, our findings may be
related to relatively small sample sizes and to the presence of lower-risk LFL families,
some of them not having a sufficient number of cancer diagnoses confirmed to allow
certainty about the BCPS phenotype. Considering the high lifetime risk for breast cancer
and other tumors, associated with the SLF/LFL phenotype [61], and the surprisingly high
number of families identified, most of them not harboring mutations in exons 4-11,

additional investigations must be conducted to determine the reasons for these observations.
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Further studies should include screening for 7P53 large gene rearrangements, promoter
and intronic mutations, and mutations in other 7P53-related genes such as MDM?2 [2, 62].

Finally, screening for the common CHEK2 1100delC mutation in seven HBCC
families resulted in the identification of one mutation-positive family corresponding to a
mutation prevalence of about 14.0%, (comparable to the 18.0% previously described in the
literature) [24]. With the small sample size analyzed, these results could merely be related
to chance, however they go along with other previous observations of a higher than
expected number of colon cancers in the families of breast-cancer affected women
undergoing GCRA [36].

Two major limitations can be identified in our study. First, the relatively small
sample size, which we feel is not entirely unexpected. The limited acceptance of genetic
testing that we faced throughout this study may be explained by cultural aspects of the
population, low literacy of the majority of women counseled and this in turn could be
associated with limited understanding of the benefits and implications of testing. Study
design may also have influenced genetic testing acceptance. The women included in this
study were recruited from their primary health care units and were not originally concerned
with their genetic risk for cancer; or, if they were concerned, they did not seek genetic
counseling directly. Furthermore, since this was a population-based sample, most of our
probands were cancer-unaffected individuals from at-risk families for whom genetic
testing required participation of at least one willing and alive cancer-affected relative.
Another potential concern is that only a proportion of cancers in probands and/or relatives
was confirmed, and therefore, there may be misclassifications of cancer site, tumor type as
well as age at tumor diagnosis. Confirmation of cancer diagnoses in relatives, often distant

ones, is usually challenging and in this population it may be particularly difficult, since
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many of them have lost contact with their families. Cancer registries unfortunately do not
cover all cancer occurrences in the State, especially not for occurrences before the past ten
years, and have often incomplete or unconfirmed data. In addition, we are dealing with an
underserved population, with high rates of poverty and unemployment, difficult access to
proper health care, and less education, among other socioeconomic disparities. All of these
factors together may also contribute to poor understanding about increased risk and the
existence and benefits of risk reduction strategies and consequent reduced motivation for
genetic testing [63]. Finally, the genetic counseling process that was an integral part of the
genetic cancer risk assessment and included in depth discussion of the meaning and
identification of hereditary breast cancer, as well as benefits and limits of genetic testing,
may have also contributed to favor an educated decision and choice towards both,
accepting and declining genetic testing for different reasons. The multidisciplinary
approach used in the present study, that involved the participation of clinical geneticists,
mastologists, radiologists, family therapists, biologists and nurses certainly contributed to
ensure a comprehensive genetic cancer risk assessment to each patient.

In spite of the use of relatively strict inclusion criteria for testing of some BCPS
(such as HBOC) and less strict criteria for others (LFL) and the comprehensive testing
methodology used (using methods to detect different types of alterations, like point
mutations and rearrangements), the high risk posed to most of the families described here
remains unexplained. Even considering the limitations highlighted before, this study raises
several questions about the importance of genetic factors in determining the high breast
cancer incidence and mortality rates in Southern Brazil and the acceptability of genetic
testing in this population. Additional investigations, as discussed above, will be offered to

all families studied here to increase the likelihood of identifying causative factors for their
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cancer phenotypes. Continued efforts will be made to confirm as many cancer diagnoses as
possible in these families. However, expanded studies, on a larger sample should be
conducted to verify if indeed the prevalence of germline mutations in common breast
cancer predisposition genes is that low in this population. If indeed it is, we may have to
revise criteria for genetic testing in this population and thoroughly investigate the
contribution of different and/or novel high penetrance genes or the influence of multiple,

more prevalent genetic variants of lower penetrance.

126



Table 1. Cancer phenotype of the 50 BCPS families submitted to genetic testing

Number Average Number of Occurrence of Two or more Number of
of age at BC cancer Childhood tumors diagnosed cancer-affected
BCPS Criteria  families* dx (years) diagnoses/family tumors < 45ys generations
n Mean Mean n n Mean
(xSD) (£SD) (%) (%) (xSD)
Criteria for
one BCPS
HBOC 18 45.2 6.7 2 47 2.7
(11.9) 3.7 (1.6) (38.8) 0.9)
LFL 40 48.3 6.1 12 71 2.8
12.9) (3.3) 4.9 (28.9) 0.9)
HBCC 7 51.8 7.6 1 12 2.7
(15.6) (1.8) 1.9 (22.6) (0.5)

(*) One family may fulfill more than one criterion. For a detailed description of the families with multiple criteria, refer to Table 2
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Table 2 — Detailed description of the 14 families that at inclusion were identified as having criteria for more than one BCPS. PR = pathology reports; DC = death
certificates; MR = medical records and/or reports (Proband refers to individual tested in the family)

Sufficient
data to
Family # Criteria # cancer # d|_agnoses Cancer-affected Proband cancer site Other cancer diagnoses relatives (by site) affirm
diagnoses confirmed (1) proband proposed
criteria by
phenotype
6 LFL (Birch/Eeles 1) + HBOC 7 2 Yes Colon (F-40) breast (F-38, F-47, F-bil39), CNS (F-38, M-50), lung (M-64) NO
breast (F-60), colon (F-35, M-13), uterine (50), prostate (ND, NO
25 LFL (Eeles 1) + HBCC 9 1 Yes Colon (F-72) ND), pancreas (M-ND), esophageal (M->70)
Mat=3; Mat= breast (F-38, F-46), gastric (M-70); NO
101 LFL (Eeles 1) + HBOC Pat=3 0 No NA Pat= sarcoma (M-15), leukemia(M-49), gastric (F-ND)
Bil Breast breast (F-36, F-82), gynecologic (49), lung (F-ND), leukemia NO
103 LFL (Eeles 1) + HBCC 8 1 Yes (F-65) (M-ND), colon(M-ND), unknown (M-ND)
186 (2) LFL (Birch) + HBOC 4 0 No NA breast (F-35, F-40, F-40), kidney (M-5) NO
284 (3) LFL (Birch/Eeles 1) + HBCC 5 0 Yes Colon (F-71) breast (F-50), colon (F>50), CNS (M>70), gastric (M-41) NO
439 HBOC + HBCC 6 2 Yes Bil Breast (F<50) ?;g)ast (F-bil39, F-70), uterine (>30), colon (M-60), ovarian YES
astric (F-39) breast (F15, F40, F21, FND, FDN, FND, FND, FND, FND, NO
442 LFL (Eeles 1) + HBOC 18 1 Yes govarian(42) ’ FND), gastric (FND), prostate (ND), leukemia (M48), kidney
(FND), unknown (F64, MND)
. Bil Breast Breast (F49, F38, F<52, Fbil<55), bone (M31), esophageal YES
520 LFL (Birch) + HBOC 9 5 Yes (F-42) (M50), colon (F>60), leukemia (M8)
Mat=10: Mat= breast (F36, F62, F25, FND), colon (M>50, M<48, NO
552 (4) LFL (Eeles 1) + HBOC + HBCC Pat=2‘ 1 Yes Breast (F-38) MND), ovarian (ND), uterine (ND)/ Pat= brain (MND),
prostate (ND)
Breast (F-44), ovarian (63, 60) NO
554 LFL (Eeles 1) + HBOC 4 2 Yes melanoma
(F-39)
590 LFL (Eeles 1) + HBOC 8 3 Yes Breast (F-49) ;’l\;%%s)t rg';gg)(,},*\‘l’g)"':nf;isan‘z‘éﬂg)” (28), gastric(F40), throat - NO
lung (M62), endometrial (64), uterine (41, <50), breast YES for
681(5) HBOC + HBCC 9 8 Yes Breast (F-52) \£<50), colon (M50, F68), throat (M<50) HBCC
736 LFL (Eeles 1) + HBOC 10 0 No NA pancreas (F25, M50), uterine (32, 49), ovarian (32, 49, 36), NO

colon (F40), bil breast (F47), lung (F60)

(1) Includes confirmation of cancer site and/or type by pathology reports, death certificates and/or review of medical records.
(2) One of the cancer diagnoses was not confirmed posteriorly, and therefore this family, although tested for 7P53 mutatins, does not fulfill criteria for LFL (Birch) as thought initially

(3) One of the cancer diagnoses was not confirmed posteriorly, and therefore this family, although tested for the CHEK2 1100delC mutation, does not fulfill criteria for HBCC as thought initially
(4) Family meets criteria for HBOC and HBCC in the maternal side and for LFL (Eeles12) in the paternal lineage of the proband’s.

(5) One of the cancer diagnoses was not confirmed posteriorly, and therefore this family, although tested for BRCA1/2 mutations, does not fulfill criteria for HBOC as thought initially

Mat= maternal side; Pat= Paternal side; Bil=bilateral; F=female; M=male; CNS= central nervous system; ND= non determined. In bold: diagnosis confirmed by pathology reports or death certificates.
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Table 3. BRCAI and BRCA2 sequence variants identified in the 18 families fulfilling HBOC
syndrome criteria.

Gene and Sequence Clinical Number  Number of Times Contact and
Localization Variation Significance of Recorded in BIC Creation Date
Affected Database in BIC Database
Families*
BRCAI
BRCAI'IN 7 IVS7-34C/T No 2 9 Spitzer(12/04/1999)
BRCAI EX11 Q356R Unknown 3 82 Spitzer (12/04/1999)
BRCAI EX11 2201C/T No 15 13 Khoo (16/06/2000)
BRCAI EX11 2430T/C No 10 25 Simard (01/01/1997)
Newman (01/01/1997)
BRCAI EX11 P871L No 15 26 Simard (01/01/1997)
Szabo (01/01/1997)
BRCAI EX11 E1038G No 14 37 Simard; Szabo; Newman;
Khoo (01/01/1997)
BRCAI EX11 K1183R No 16 33 No information
BRCAI EX11 K1208T Not Described 13 NA NA
BRCAI EX13 4427T/C No 9 35 Simard (01/01/1997)
Khoo (01/01/1997)
BRCAI EX16 S1613G No 10 35 Simard; Khoo; Ellis;
Newman (01/01/1997
BRCAI IN17 IVS17+44A/T Not Described 5 NA NA
BRCAIIN18 IVS18+66G/A No 13 9 Simard (01/01/1997)
BRCA2
BRCA2 5°’UTR 203G/A No 9 12 Nunes (22/06/1998)
BRCA2 IN1 IVSI-7T/A Not Described 1 NA NA
BRCA2 EX4 D129N Not Described 10 NA NA
BRCA2 IN4 IVS4-89T/C Not Described 4 NA NA
BRCA2 IN6 IVS6-49A/C Not Described 4 NA NA
BRCA2 EX10 N289H No 8 13 Friedman; Osorio; Ehlers-Fahsold
(13/11/1997)
BRCA2 EX10 N289Y Not Described 6 NA NA
BRCA2 IN10 IVS10-74T/C Not Described 9 NA NA
BRCA2 EX11 2457T/C No 5 3 Oefner (30/11/1998)
BRCA2 EX11 3624A/G No 10 8 Nunes (22/06/1998)
BRCA2 EX11 Q1181P Not Described 2 NA NA
BRCA2 EX11 D1699G Unknown 1 1 Myriad (23/12/2003)
BRCA2 EX11 T1915M Unknown 1 7 No information
BRCA2 EX11 R2108H Unknown 1 125 Myriad (13/11/1997)
BRCA2 EX14 7470A/G No 9 10 Friedman (13/11/1997)
BRCA2 IN14 IVS14+3delA Not Described 1 NA NA
BRCA2 EX15 V2527L Not Described 5 NA NA
BRCA2 IN16 1VS16-14T/C No 15 15 Friedman (13/11/1997)
BRCA2 EX18 G2724V Unknown 6 1 Myriad (12/04/1999)
BRCA2 EX20 E2856A No 2 185 Myriad (13/11/1997)
BRCA2 EX22 A2951T No 3 40 Myriad (13/11/1997)
BRCA2 EX22 K2950N Unknown 1 111 Myriad (13/11/1997)

NA= non applicable; *number of families described in our study with the variation
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Table 4. TP53 sequence variants identified in the 40 families fulfilling LFL syndrome criteria

Number
Gene and Sequence Clinical of affected
Localization Variation Significance families
TP53
IN2 11827 Polymorphism 10*
(rs1642785)
IN3 11951 Polymorphism 8*
(ins16bp)
EX4 P36P Polymorphism 2
(rs1800370)
EX4 R72P Polymorphism 16
(rs1642785)
IN7 14201 Polymorphism 3
(rs12951053)
EX8 R273C Deleterious germline 1
Mutation
IN9 14766 Polymorphism 1
(rs1800899)

* TP53 Introns 2 and 3 were analyzed in 21 families only.

bp = base pairs
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—— PATIENT 1
= PATIENT 2
PATIENT 3
PATIENT 4
PATIENT 5

Figure 1 — Detection of BRCA2 sequence variants by DHPLC and sequencing.
A) Normal sequence (Patient 1) and B) mutant sequence (Patient 2) at position 3624 of BRCA2 exon
11. C) DHPLC chromatographic profiles for the same amplicons. Patients 3 and 4 are normal and
Patient 5 has the same sequence variation (3624A/G).
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Figure 3 — CHEK? 1100delC mutation family. Pedigree (A), forward (B) and reverse (C)
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ABSTRACT:

Germline 7P53 mutations predispose to a rare familial cancer syndrome, the Li-Fraumeni
Syndrome (LFS), characterized by the early onset of multiple cancers including childhood
adrenocortical carcinomas, sarcomas and brain tumors, and breast cancer and colon cancer
in young adults. An identical germline mutation at codon 337 in 7P53 (R337H) has been
reported in a number of unrelated subjects with familial cancer risk in South Brazil. Here
we have assessed the prevalence of R337H in 750 healthy women participating in a
community-based breast cancer screening program in the area of Porto Alegre. The mutant
was detected in 2 participants (0.3%) who were 4th degree relatives and reported a familial
history of cancer at multiple sites that did not match classical criteria for LFS. Testing in
additional family members detected the mutation in 3 subjects, one of whom developed
breast cancer at the age of 36. These findings indicate that R337H may be a low
penetrance mutant which predisposes to multiple cancers and occurs in the population of
South Brazil at a frequency 10 to 20 times higher than other 7P53 mutants commonly
associated with LFS.

KEY WORDS: TP53 mutations, Li-Fraumeni syndrome, breast cancer predisposition,

inherited breast cancer.

144



INTRODUCTION

Germline mutations in 7P53 are associated with inheritance of the Li-Fraumeni
Syndrome (LFS, OMIM #151623), a rare autosomal dominant disorder characterized by a
familial clustering of tumors, with a predominance of sarcomas, breast cancers, brain
tumors and adrenocortical carcinomas, diagnosed before the age of 45 years [1,2]. Other
cancers, such as leukemia, lung cancer, skin melanoma, colorectal cancer, gastric cancer,
pancreatic cancer, and prostate cancer are also present in excess in some families and, in
some cases, germ cell tumors, choroid plexus papilloma and Wilms tumor have been
reported as part of the spectrum [3,4,5,6,7]. The diagnostic criteria were initially defined as
presence in the family of one individual with sarcoma before the age of 45, one first-degree
relative with any cancer of the LFS spectrum under the age of 45 and another first- or
second-degree relative with any cancer under age 45 or sarcoma at any age. Germline
mutations in 7P53 are found in 70% of cancer-prone families fulfilling this definition.
Subsequently, a number of families with tumor patterns that resemble LFS but do not
fulfill the original criteria have been described, leading to different definitions of Li-
Fraumeni-Like (LFL) syndromes. Germline 7P53 mutations are present in 20-40% of the
families matching LFL definitions [6,8,9].

In a study of 45 Brazilian families matching at least one of the clinical definitions of
LFL [10], 6 were found to carry a particular germline 7P53 mutation at codon 337 (CGC
to CAC, arginine to histidine, R337H). This mutation has been initially identified in the
germline of subjects from Southern Brazil who developed childhood adrenocortical
carcinoma (ADC) but no other cancer, suggesting that R337H may exert tissue-specific
effects and predispose exclusively to this tumor type [11]. However, the detection of this
mutation in families with a wide spectrum of inherited cancers, compatible with LFL
definitions, indicates that this mutant has the potential to predispose to a larger spectrum of
cancer than initially assumed. Biochemical evidence indicates that the mutation has
special, pH-dependent functional properties. The mutant protein forms oligomers and
retains wild-type activity at pH 7, but fails to do so at pH 8, thus displaying a mutant
phenotype only in pH conditions at the upper limit of the physiological range [12]. Outside
Brazil, this mutation has been reported only once in a French family [13]. The reason why

R337H occurs at a high frequency in cancer-prone families in Southern Brazil is unknown.
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Analysis of hypervariable microsatellite /oci within the TP53 gene supports the hypothesis
of a founder effect [14].

Given the particular pH—dependent phenotype of R337H, we have envisaged that the
mutant allele may be relatively common in the general population of Southern Brazil, but
may express its deleterious properties only in particular physio-pathological contexts that
may explain the variable patterns of cancers in families who carry this mutation in the

germline.

MATERIALS AND METHODS

In the present study, we have assessed the prevalence of R337H in the germline of a
consecutive group of 750 cancer-unaffected women aged 40-69, participating in a breast
cancer mammography screening programme that covers 18 health districts in the city of
Porto Alegre [15]. All participants signed an informed consent and provided a blood
sample. At recruitment, demographic data and information on individual and familial risk
of breast cancer (BC) were collected through a structured questionnaire.

DNA was extracted from peripheral blood using standard procedures [16] and amplified
with primers hybridizing to 7P53 in introns 9 and 10 to generate a 238-base pair PCR
product encompassing the entire exon 10 plus flanking splice sites. This product was
analyzed by restriction fragment length polymorphism (RFLP) using the restriction
enzyme Hhal, which specifically cleaves a DNA sequence that is scrambled by mutation at
codon 337 [10]. The uncleaved mutant allele was identified in 4% agarose gels after
ethidium bromide staining, and the nature of the mutation was determined by bi-

directional, automated sequencing of an independent PCR product (Figure 1).

RESULTS

All patients were cancer-unaffected, unselected for family history and reported no
particular breast-related complaints at inclusion. The mean age of the participants was 51.1
years (SD £ 7.5 ys); 212 (28.3%) women were smokers and a surprisingly high number of
women, 556 (74.1%), were overweight (BMI > 25). The majority of women were found to
have either no abnormalities or benign findings on mammography (BIRADS 1, 2 or 3:

99.1%).
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The R337H mutant was detected in two of the 750 participants (0.3%). The clinical
examination of the breast and mammography were normal (BIRADS 1) in both
participants, and none of them had an individual history of previous cancer disease.
However, the two participants reported a familial history of cancer, and were found to be
4th degree relatives (Figure 2). The participants (II1.6 and IV.12) were re-contacted,
informed of their results, and additional at-risk family members were invited to participate
in the study. Those interested in participating provided an extended family history and a
blood sample for R337H testing after informed consent. The mutation was found in three
additional family members: one woman affected with breast cancer at the age of 36 years
(IV.13) and two asymptomatic 62- and 80-year-old women (II.2, I11.12). Furthermore,
genotyping for three common polymorphisms in intron 2 (PIN2, rs1642785) [17] intron 3
(PIN 3) [18,19] and exon 4 (PEX4, rs1042522) [20] indicated that subjects with R337H
share a common set of polymorphisms, compatible with the hypothesis that the same

mutant haplotype is present in all R337H carriers.

DISCUSSION

The results observed in this study suggest a much higher prevalence for the R337H
mutant than that of other 7P53 germline mutations causing the LFS/LFL syndromes in the
general population. The presence of four mutation-positive but cancer-unaffected
individuals in this family, two of them well above the age of 50, supports the hypothesis
that R337H is a low-penetrance allele. In addition, although several members of the family
were affected with different types of cancer (pancreatic, gastric, lung, head and neck, and
uterine cancers), only two of these were early-onset tumors and the family overall did not
fulfill any of the currently recognized clinical criteria for the diagnosis of LFS/LFL
syndrome. It should be noted that childhood ADC is not part of the tumor pattern in this
family, further demonstrating that R337H may predispose to a wide cancer spectrum.

To our knowledge, this is the first study to report detection of a germline 7P53 mutation
associated with an increased risk of developing several types of cancer in a population-
based screening programme. So far, individuals with germline 7P53 mutations have been
detected in the course of genetic testing for high-risk families reporting to cancer risk
evaluation programs on the basis of a suspicious family history. These results suggest that

the R337H allele may be present in a small but significant proportion of the general
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population in Southern Brazil, raising new, unprecedented clinical and ethical challenges.
Taken together, the information available on tumor patterns in R337H carriers suggests
that the mutation has a low penetrance and it is likely that many carrier families may
remain unaffected throughout life. On the other hand, some families with R337H appear to
develop familial syndromes of the LFS/LFL type. In between, some R337H families
present tumor patterns that show only one of the LFS/LFL traits, such as an excess of
childhood ADC. 1t is therefore likely that other, yet unidentified genetic factors may act as
modifiers of R337H penetrance and phenotype. On the basis of current knowledge,
however, care should be exercised in the detection, information and management of
subjects who are R337H carriers. The strict follow-up as recommended in LFS/LFL
families should be proposed only if justified by familial history. Surveillance should take
into account the possibility of an increased risk of multiple cancers, and not exclusively
childhood ADC. In particular, initiatives for testing children in a population-based setting
for identifying subjects at risk for childhood ADC should be reviewed with extreme
caution because of the ethical and clinical implications over the lifetime of subjects who
would be detected as R337H carriers. It is therefore essential to focus efforts on assessing
the risk of cancer associated with R337H carriage, and on identifying modifiers that may

help to better predict who could be at higher risk among R337H carriers.
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Figure 1. Detection of R337H by restriction fragment length polymorphism and
sequencing. DNA extracted from peripheral blood was amplified by PCR to generate a
238-base pair product encompassing exon 10 and flanking splice sites. A: Restriction
length fragment polymorphism (RFLP) analysis with Hhal. Black arrowhead: uncleaved
fragment (mutant); white arrowhead: cleavage products (wild-type). MW: molecular
weight marker. Bl: blank. S1 and S2 are two subjects with wild-type and mutant codon
337, respectively. B: Sequencing of an independent PCR product of sample S2, showing a

G to A transition at the second base of codon 337.
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Figure 2. Pedigree of the two asymptomatic R337H carriers participating in a
mammography screening program (I11.6 and 1V.12). Cancer-affected individuals are shown
in blackened symbols. Arrow indicates proband; current age is indicated in parenthesis.

Dx: age at diagnosis; d.: age at death. WT: wild-type.
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8. DISCUSSAO

8.1 Caracterizacao geral do estudo e da amostra

O presente estudo foi realizado com o intuito de identificar possiveis fatores
genéticos envolvidos em uma maior incidéncia e mortalidade por cancer de mama
verificados no Sul do Pais e, mais especificamente, em Porto Alegre. Para tanto, a amostra
avaliada foi de mulheres da populagdo em geral, atendidas em postos do Programa Saude
da Familia (PSF), e participantes de um estudo de coorte, o qual foi proposto objetivando
avaliar a prevaléncia de fatores de risco para cancer de mama na populagdo em estudo e
para testar a eficacia de um programa de rastreamento mamografico na redugdo da
mortalidade e morbidade pela doenca. Essa coorte, denominada Nucleo Mama Porto
Alegre (NMPOA), estd acompanhando prospectivamente (previsao de acompanhamento de
10 anos) cerca de 9200 mulheres de uma area geografica delimitada de Porto Alegre.

As mulheres incluidas no referido estudo foram recrutadas em 18 postos do PSF de
Porto Alegre, os quais foram escolhidos pela Prefeitura da cidade como participantes
iniciais desse programa. A escolha das unidades foi baseada na proximidade destas a
central de atendimentos e mamografias (o NMPOA), disponibilidade de estrutura minima
das unidades em iniciar o programa e/ou ao grau de cobertura que cada uma das unidades
atinge em sua regido (em torno de 85.0% da populagdo das unidades inicialmente incluidas
na coorte dependem exclusivamente do PSF para atendimento basico de saude). Todos os
atendimentos com mastologista, radiologista, enfermeira especializada em mastologia,
nutricionista, psicélogo e geneticista, bem como as mamografias, ecografias, pungdes
mamarias e cirurgias foram realizadas no Nucleo Mama Porto Alegre, localizado em uma
ala do Hospital Parque Belém de Porto Alegre. As analises moleculares foram realizadas
no Laboratério de Medicina Gendmica (Hospital de Clinicas de Porto Alegre), no
Laboratério de Carcinogénese Molecular (IARC, International Agency for Research on
Cancer, Franga) bem como no Laboratorio de Pesquisa Molecular do Instituto de Ensino e
Pesquisa do Hospital Albert Einstein (Sao Paulo).

Quanto as caracteristicas socio-demograficas da populacdo incluida na coorte
NMPOA, dados provenientes da Prefeitura Municipal de Porto Alegre indicam tratar-se de

uma populagdo carente em diversos aspectos, em situagdo de vulnerabilidade maior que a
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média da capital, sendo que em torno de 8.0% da populagdo acima dos 15 anos ¢
analfabeta e em 33.5% dos lares o provedor encontra-se em condigdes de analfabetismo ou
semi-alfabetizacdo. Além disso, verifica-se nessas regides altas taxas de desemprego e
subemprego (44.0% dos provedores dos lares recebem até, no maximo, dois salarios
minimos) € o saneamento basico ¢ deficiente (22.0% dos lares ndo dispde de agua
encanada, servicos de esgotamento sanitario e recolhimento de lixo adequados)
(http://www?2.portoalegre.rs.gov.br/observatorio). Em determinados locais, como por
exemplo, na regido das Ilhas, grande parte dos habitantes tem como ocupacdo a separagdo
de lixo para posterior reciclagem, ndo apresentam horarios definidos de trabalho,
armazenam os dejetos no patio de suas casas e, geralmente contam com a participagao das
criancas da familia nesta tarefa (o que contribui para as altas taxas de evasdo escolar e
analfabetismo verificadas entre as criangas).

No decorrer de 2 anos, foram incluidas 9234 mulheres com idade superior a 15
anos na coorte NMPOA. A inclusdao no estudo deu-se através do preenchimento de um
questionario (Anexo 12.1.1), o qual incluia, dentre outros aspectos, a presenca de historia
familiar de cancer de mama, cancer de ovario ¢/ou cancer colo-retal (CCR). A inclusao de
questionamentos sobre a histéria familiar de cancer encontra embasamento no fato de esta
ser um dos principais aspectos relacionados a um aumento no risco de cancer ao longo da
vida (Sweet et al., 2002; James et al., 2006). Além disso, ha na literatura, poucos dados
referentes ao risco de cancer de mama hereditario em amostras selecionadas a partir da
populacdo em geral. Em sua maioria, conforme destaca Nelson et al. (2005), os estudos
baseiam-se em mulheres previamente selecionadas pelo seu alto risco genético, a partir de
sua historia pessoal e familiar de cancer, ndo sendo dessa forma representativas da historia
familiar de cancer da populagdao em geral.

O referido questiondrio foi preenchido por médicos, enfermeiros e agentes
comunitarios junto aos postos de saude. Para o desempenho desta tarefa, os mesmos
receberam um treinamento padronizado, ndo somente quanto ao preenchimento do
questionario em si, mas também sobre aspectos epidemioldgicos e técnicos acerca do
reconhecimento de fatores de risco, diagnostico e tratamento do cancer de mama,
importancia da deteccdo precoce e da aderéncia a estratégias de prevencao, importancia da
colheita da histéria familiar de cancer e do quanto esta histéria pode mudar o rumo da

avaliacdo e acompanhamento do paciente. Também receberam treinamento no
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reconhecimento de uma historia familiar sugestiva de cancer de mama hereditario. A
capacitagcdo foi oferecida a todos os profissionais de satide dos 18 PSFs envolvidos. Um
questionario de conhecimento em relacdo a cancer, cancer de mama e cancer de mama
hereditario foi aplicado imediatamente antes e logo apds as capacitagdes, com questoes
relacionadas ao conteudo abordado no treinamento. O indice global de acertos dentre os 42
profissionais de satide avaliados foi de 78.2% antes do treinamento e 85.5% apds sua
realizacdo (p>0,05). Entre os 28 agentes comunitdrios, o indice de acertos prévios ao
treinamento foi de 72.4% e o posterior foi de 90.4% (p<0,05). Esses resultados (embora
preliminares e provenientes de projeto de pesquisa paralelo em andamento), apontam para
a importancia que o treinamento teve, especialmente entre os agentes comunitarios de
saide, em relagdo a uma melhor compreensdo sobre os fatores de risco para cancer de
mama e importancia da prevengdo e do diagnéstico precoce. Estudo realizado por Yong et
al. (2003), avaliou 284 profissionais de saude e 221 estudantes de medicina quanto ao seu
nivel de conhecimento relacionado ao risco de cancer de mama e aos fatores hereditarios
envolvidos e encontrou que apenas 50.0% dos profissionais e “futuros profissionais”
entrevistados possuiam conhecimento prévio sobre a utilizagdo do teste genético e da
mastectomia profilatica como opgdes a serem consideradas por mulheres em risco para
cancer de mama hereditario, reforcando dessa forma a importancia da educagdo continuada
sobre a genética do cancer junto aos diferentes profissionais da saude.

Do total de 9234 mulheres entrevistadas nos 2 anos de recrutamento, 1286 (13.9%)
foram encaminhadas para avaliagdo do risco genético de cancer (ARGC). Trinta e nove
destas mulheres ndao foram incluidas diretamente nas avaliagdes posteriores por
apresentarem idade inferior a 18 anos. Porém, foi enviado convite para que familiares de
primeiro grau delas comparecessem para ARGC no NMPOA. Das 1247 mulheres com
idade > 18 anos avaliadas pela equipe da genética (constituida por duas médicas
geneticistas, uma terapeuta de familia e um bidloga com treinamento em ARGC), tivemos
um total de 27.7% de perdas, sendo que em 21.0% dos casos nunca se conseguiu fazer
contato com as pacientes para o agendamento da consulta e, em 6.7% dos casos houve
desisténcia por parte da paciente (consulta agendada 3 vezes sem comparecimento e/ou
desisténcia ao longo da investigacao). O percentual de perdas ¢ relativamente pequeno se
avaliarmos a amostra dentro do seu contexto: familias com baixa escolaridade, alto indice

de pobreza, para as quais ir ao médico significa um dia de trabalho perdido (a maioria
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exerce trabalhos informais, com o rendimento dependente da sua produtividade diaria),
além de muitas vezes nao terem onde/com quem deixarem os filhos ou como pagar a
passagem. Outro fator importante a ser considerado ¢ a falta de motivacdo ou de
conhecimento em relacdo a importancia de medidas preventivas, em especial acerca da
importancia que um estudo sobre a histéria familiar de cancer podera ter na vida. Devemos
lembrar que estas mulheres, no momento do ingresso no estudo (PSF) nao estavam
ativamente buscando informagdes sobre seu risco de desenvolver cancer, muitas
provavelmente ndo tinham idéia desse risco, ou talvez ndo quisessem explorar este
problema (Smith et al., 2006). Estes sdo motivos adicionais para enfatizar a importancia da
avaliacdo aqui proposta em um contexto de pesquisa, com oportunidade para tantas
consultas quantas forem necessarias e seguindo a recomendacdo da realizagdo de
aconselhamento genético em todos os casos e submetendo todos os pacientes,
especialmente aqueles contemplando a realizagdo de teste genético, a aplicagdo de
consentimento livre e esclarecido antes da participagao no estudo.

Utilizamos diversas estratégias de recrutamento para a ARGC, sendo algumas
passivas (como por exemplo a divulgacdo junto aos postos de satde da importancia da
historia familiar de cancer e da possibilidade de realizacdo de acompanhamento gratuito
com equipe especializada junto ao NMPOA para familias consideradas de risco) e outras
ativas: a) realizacdo de “mutirdes”, onde os diferentes profissionais de saude iam até a
regido de residéncia de parte da populacdo e realizavam o preenchimento do questionario
e/ou a primeira consulta de ARGC na unidade do PSF; b) visitas dos agentes comunitarios
de saude convidando a populagdo a participar do estudo; ¢) envio de cartas e realizacao de
telefonemas para refor¢ar o encaminhamento ao programa de ARGC (para as pacientes ja
identificadas como tendo uma historia familiar de cancer pelo questiondrio). Conforme
Hughes et al. (2004), independente da estratégia de recrutamento utilizada no estudo, esta
deve ser planejada de forma a contemplar e ser efetiva entre os diferentes setores
populacionais da amostra envolvida. Ainda, conforme os pesquisadores, em termos de
estratégias de recrutamento, os métodos de recrutamento ativos sdo mais freqiientemente
utilizados e mostram-se mais eficazes, principalmente em populacdes mais vulneraveis.
Estas geralmente apresentam menor grau de alfabetizacdo, por este motivo sdo menos
sensibilizadas por estratégias de recrutamento passivo (devido a falta de conhecimento ou

de preocupagdo sobre o tema em questdo). Além disso, métodos de recrutamento ativos
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personalizados possibilitam a populagdo-alvo uma maior compreensao acerca do estudo e
dao aos seus membros oportunidade de questionar os procedimentos envolvidos no estudo.

Sendo assim, um total de 902 mulheres (72.3% da amostra inicialmente referida
para ARGC) foram efetivamente avaliadas. O indice de aderéncia obtido confirma o ja
citado na literatura em diversos estudos envolvendo recrutamento para consultas de
avaliacdo do risco genético. Estudo feito por Chin et al. (2005) em um grupo de 438
mulheres provenientes de Singapura avaliadas quanto ao risco genético de cancer,
apresentou uma adesdo de 70.0%. Dois estudos adicionais similares realizados em uma
mesma populacdo exemplificam a importancia do tipo de estratégia utilizada para o
sucesso do recrutamento. Utilizando a mesma populagdo-alvo e estratégias de
recrutamento ativo e critérios de inclusdo similares, Lipkus et al. (1999) e Thompson &
Easton (2002) apontam uma eficiéncia de recrutamento de 86.0% e 53.0%,
respectivamente em seus estudos. A diferenca principal entre os estudos de Lipkus e
Thompson reside no teor e complexidade da investigacdo em cada estudo: o primeiro
envolvia participacdo em um programa educacional sobre fatores de risco para cincer de
mama e realizacdo de mamografias, enquanto o segundo incluia avaliagdes psicologicas e
participagdo em sessdes de ARGC e posterior teste genético. Um comparativo pode ser
tragado com duas etapas de nosso estudo, a ARGC e o encaminhamento e decisdao da
realizacdo do teste genético. A eficiéncia no recrutamento das mulheres com histéria
familiar de cancer e seu encaminhamento para ARGC atingiu mais de 70.0%, enquanto
que a adesdo ao teste genético, por parte de mulheres com risco genético maior
pertencentes a esse mesmo grupo, foi bem menor, em torno de 30.0%.

A ARGC foi realizada, ap6s preenchimento de termo de consentimento de
participagdo no estudo (Anexo 12.1.11), em duas a quatro consultas em média, com
preenchimento de termo de consentimento inicial (inclusdo no estudo), questionario de
conhecimento sobre cancer de mama em geral e sobre aspectos relacionados ao cancer de
mama hereditario (Anexo 12.1.2), questionario sobre percep¢do do risco de cancer (Anexo
12.1.3), seguidos da avaliacdo genética propriamente dita com a constru¢do do
heredograma, estimativas de risco de desenvolver cancer de mama ao longo da vida e
estimativa da probabilidade de mutagao em genes BRCA. Além disso, as pacientes com
critérios para teste genético e voluntariedade para tal, preenchiam um questionario de

motivagdo para o teste e TCLE especifico para realiza¢do do teste (Anexo 12.1.12). No
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decorrer das consultas foram explicados as pacientes o objetivo da avaliagdo, a importancia
da informacao sobre a histéria familiar para definir o risco de cancer de mama e como esta
estimativa de risco poderia modificar (ou ndo) o acompanhamento prospectivo e a inclusao
em programas mais rigorosos de preven¢do. Também foram revisadas com as pacientes as
respostas ao questionario de conhecimento utilizando o momento da consulta de ARGC
como oportunidade de educagao no tema. Conforme Barcenas et al. (2006), a realizagdo de
AG pré-teste de alta qualidade, que inclua estimativas de RCV além de calculos de
probabilidade de mutacdo sdo exigéncias em estudos considerando a realizagdo de teste
genético para genes BRCA.

O processo de ARGC foi realizado em, no minimo, 2 consultas para criar um
melhor vinculo com as pacientes, otimizar o entendimento das questdes principais da
ARGC e suas conseqiiéncias, e criar maior oportunidade para o esclarecimento de duvidas
e reflexdo acerca da melhor decisdo a ser tomada. Além disso, esse nimero minimo de
consultas foi estabelecido para permitir que se buscasse a0 maximo a comprovagao de
dados da histéria familiar de cancer. Um grande esfor¢o foi realizado para buscar a
comprovagdo do maior nimero possivel de diagndsticos de cancer por laudos anitomo-
patoldgicos, atestados de obito e laudos médicos. Mesmo assim, somente 11.0% das 902
mulheres avaliadas trouxeram laudos de pelo menos um familiar afetado por cancer. Esta
dificuldade em angariar a informacdo em nossa amostra pode ter diferentes explicagdes.
Primeiro, as pacientes sdo provenientes de uma amostra populacional e ndo de uma clinica
de oncologia ou de alto risco genético; em sua maioria ndo sdo afetadas por cancer e nao
buscaram atendimento por uma preocupacdo com o risco de desenvolver cancer (como
ocorre em servicos de oncogenética). Segundo, hd uma dificuldade real em localizar e
retirar laudos médicos em nosso meio. Para diagnosticos realizados hd mais de dez anos,
muitas institui¢des nao guardam registros e/ou material bioldgico (como blocos de parafina
que poderiam ser utilizados para teste genético). Muitas instituicdes tém restrigoes
importantes a liberagdo de laudos e material bioldgico a pessoas diferentes do paciente em
si (mesmo que familiares de um individuo ja falecido) e outras foram acometidas por
catastrofes para o registro de dados (como é o caso de um grande grupo de hospitais
publicos de Porto Alegre - o Grupo Hospitalar Concei¢ao - onde todos os registros de

exames anatomo-patologicos e blocos de parafina de um periodo de quinze anos foram
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perdidos em um incéndio). Terceiro, em muitas familias houve uma dificuldade social de
contato com familiares afetados, muitos ndo mais localizaveis pelo caso-indice.

Nas familias de alto risco, com heredogramas sugestivos de uma sindrome de
predisposi¢do hereditaria ao cancer de mama, a taxa de comprovacao dos diagnosticos de
cancer foi bem maior. Em 45 das 50 familias (90.0%) houve confirmacdo de pelo menos
um caso de cancer por atestado de 6bito (AO), laudo anatomo-patoléogico (LAP) ou laudo
médico (LM), embora em muitas o numero de confirmacdes por familia ndo tenha sido
suficiente para confirmar com absoluta certeza o diagnodstico clinico (historia relatada) de
uma sindrome de predisposi¢do ao cancer. Essa diferenca pode se dever a uma
preocupacao maior (e anterior 8 ARGC) com o cancer nessas familias que teriam guardado
melhor os seus registros; pode se dever a uma maior motivacdo de busca da informacao
por parte dos casos-indice e seus familiares; ou pode se dever a uma maior motivagao e
esforco de nossa equipe em confirmar os diagnosticos nessas familias.

Apesar do indice de comprovagao da historia familiar de cancer por laudos ter sido
inferior ao esperado, estudo paralelo de nosso grupo constatou grande acuricia da histéria
familiar relatada de cancer em familiares de primeiro grau. Este estudo (ainda em
andamento) estd sendo desenvolvido em diversas etapas. Em uma primeira etapa, foi
determinada a prevaléncia da historia relatada de cancer (todos os tipos) em familiares de
primeiro grau. Das 9234 mulheres incluidas na coorte, 2268 (24.6%) relataram ter pelo
menos um familiar de primeiro grau com algum tipo de cancer. Uma amostra aleatoria de
710 mulheres deste grupo (31.0%) foi selecionada e contactada por telefone para confirmar
esse relato. Em 88.0% dos casos a historia familiar relatada na entrevista telefonica era
exatamente igual a descrita no questionario de inclusdo na coorte. Em 4.0% a historia de
cancer em familiar de primeiro grau ndo se confirmou e em 8.0% dos casos a presenga da
historia familiar de primeiro grau de cancer foi confirmada, porém nao houve consisténcia
quanto ao familiar afetado ou ao tipo de cancer presente. No grupo de pacientes com
historia familiar de cancer encaminhadas para ARGC o heredograma realizado por médico
geneticista confirmou a historia relatada de cancer em familiar de primeiro grau em 91.1%
dos casos (Roth, FL).

Em relagdo ao questiondrio de conhecimento sobre cancer de mama e cancer de
mama hereditario (adaptado de Lerman et al. 1994; 1995; 1996), respondido por todas as

pacientes imediatamente antes da ARGC, dados preliminares da analise de cerca de 500
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pacientes indicam média de 41.0% de acertos nas questdes de conhecimentos sobre cancer
de mama em geral (SD= 1,4) e 44.0% nas questOes relacionadas ao cancer de mama
hereditario (SD= 1,7). A aplicacdo deste questionario foi importante por diversos motivos.
Nos permitiu ter uma idéia da compreensdo dos temas “cancer de mama” e “cancer de
mama hereditario” nesta populagdo e nos forneceu um roteiro para transmitir informagoes
e disseminar conhecimento acerca dos temas durante a ARGC. A discussao destas questdes
com as pacientes e o esclarecimento de diividas acerca desses temas durante o ARGC pode
ter contribuido para estreitar o vinculo aconselhador/paciente e para favorecer a discussao
de duvidas.

Além do questiondrio de conhecimento, as pacientes também preencheram um
formulério referente a sua percepg¢ao pessoal do risco de cancer ao longo da vida (adaptado
de Van Dijk et al., 2003). A andlise desses dados ainda ndo foi realizada mas sua posterior
comparagdo com os dados de RCV estimados a partir dos modelos disponiveis na literatura
e aplicados as pacientes (Gail, Claus e Tyrer-Cuzick) poderdo nos auxiliar no
entendimento do perfil da amostra frente as diferentes categorias de risco e aos desfechos
da ARGC e realizagdo do teste genético. Diversos estudos na literatura destacam a
importancia que a percepcao pessoal do risco de cancer pode desempenhar na adesdo a
programas de rastreamento e redugao do risco dessa doenca (Leventhal & Leventhal, 1999;
Van Dijk et al., 2003; Palmero EI, “no prelo”).

Considerando a importancia do RCV de desenvolver cancer de mama na avaliagdo
clinica e seguimento das pacientes do programa, nos baseamos em trés modelos
amplamente utilizados em outros paises para estas estimativas. A opcao de utilizar mais de
um modelo de estimativa do RCV foi baseada nas limitagdes existentes para cada um dos
modelos individualmente e na nossa intengdo de avaliar as pacientes dentro de uma faixa
de risco e ndo a partir de um risco numérico isolado. Verificamos, que nas pacientes
consideradas de alto risco, (aquelas com critérios clinicos para uma sindrome de
predisposicdo hereditaria ao cancer), o RCV estimado era menor que o de pacientes
consideradas de risco moderado pela historia familiar, confirmando relatos prévios de
subestimativa do risco com uso desses modelos em familias com cancer de mama
hereditario (Nelson ef al., 2005). Um exemplo classico ¢ dado pelo modelo de Gail (Gail et
al., 1989) que apesar de considerar diversos fatores de risco ambientais para cancer de

mama nao leva em conta a histéria familiar de cancer de ovario, cancer de mama em
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familiares de segundo grau e/ou paternos e a idade ao diagnostico dos tumores na familia.
Mesmo o modelo de Claus (Claus ef al. 1994), centrado na historia familiar de cancer,
apresenta importantes limitagdes: ignora dados referentes a histéria reprodutiva e
patologias mamadrias prévias, bem como historia familiar além de segundo grau. O modelo
de Tyrer-Cuzick, mais recentemente desenvolvido (Tyrer et al., 2004), supre parte dessas
necessidades ja que avalia dados referentes a histéria familiar de cancer da paciente sem
desconsiderar outros fatores de risco, tais como uma menarca precoce, idade tardia ao
nascimento do primeiro filho, dentre outros. Além disso, o modelo de Tyrer-Cuzick
engloba dados referentes a medidas antropométricas nos fatores de risco para o cancer de
mama. Ao considerarmos os diferentes modelos disponiveis, nossa primeira impressao ¢ de
que o modelo de Tyrer-Cuzick seja o mais adequado para estimar o risco de cancer de
mama em nossa amostra, ja que permite incluir além dos dados hormonais, reprodutivos e
familiares, informagdes referentes ao sobrepeso, o qual foi evidenciado em grande nimero
das pacientes investigadas, e ndo ¢ contemplado em nenhum dos outros modelos.

Uma grande limitagdo da utilizagdo de todos estes modelos em nosso meio ¢ que
eles foram criados e validados em mulheres européias e/ou norte-americanas. A falta de
estudos nacionais sobre estes modelos nos motivou a conduzir um estudo local (estudo
paralelo em realizagdo) com as pacientes de 40-69 anos do NMPOA sem diagnostico
prévio de cancer de mama e submetidas a rastreamento mamografico. Nesse estudo esta
sendo realizada uma analise comparativa dos modelos de Gail e Tyrer-Cuzick, com uma
descri¢ao da prevaléncia dos fatores de risco incluidos em cada modelo; estimativas
médias do risco de desenvolver cancer de mama ¢ uma avalia¢ao da contribui¢ao de cada
uma das variaveis utilizadas pelos modelos para a construcdo do risco estimado nessa
amostra.

Quanto a estimativa da probabilidade de mutagdo em genes BRCA, os modelos
correntes, quando avaliados isoladamente, também apresentam uma série de limitagdes
(Nelson et al., 2005). Por exemplo, as tabelas de prevaléncia de mutagcdo (Frank et al.,
2002) ndo consideram a presencga de cancer de mama bilateral e nem a presenca de cancer
de prostata e pancreas, previamente associados na literatura a mutagdes em genes BRCA
(The Breast Cancer Linkage Consortium, 1999). Essas informagdes por outro lado, sdao
incorporadas no célculo de probabilidade do modelo de Couch modificado (Penn II)

(Domchek et al., 2003; 2004). Portanto, também no caso da estimativa de probabilidade de
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mutacdo em gene BRCA usamos mais de um modelo para otimizar a identificagdo de
pacientes em mais alto risco. Uma ressalva importante a ser considerada ¢ que também nao
ha nenhum estudo de validagcdo destes modelos em mulheres brasileiras. Para que estes
modelos sejam realmente considerados aplicaveis a nossa populacao estudos maiores, com
avaliacdo clinica e molecular completa de familias HBOC terdo que ser conduzidos. A
analise comparativa das probabilidades de mutacdo obtidas para estas familias e dos
resultados da avaliagdo molecular definirdo a eficacia destes modelos na populacdo local.
Em nosso estudo, apesar de que analises complementares precisam ser realizadas para
definir com certeza a patogenicidade de algumas das variantes de seqiiéncia encontradas
nos genes BRCA, a auséncia de mutacdes deletérias conhecidas em uma amostra de 17
familias com probabilidade média de mutagdo de cerca de 25.0% pode ser um indicativo
de que estes modelos talvez ndo sejam bons preditores de mutagdo em mulheres de nosso
meio."

Uma dificuldade adicional na estimativa da probabilidade de mutacao ¢ a estrutura
familiar limitada de muitos de nossos pacientes, com muitos familiares ja falecidos ha
varios anos, numero reduzido de mulheres em algumas geracdes, além da baixa
penetrancia das alteragdes em genes BRCA em homens. Estudo realizado por Weitzel ef al.
(2007) definiu como tendo estrutura limitada aquelas familias com menos de duas
mulheres aparentadas em primeiro ou segundo graus com idade superior a 45 anos em
ambas linhagens, materna e paterna de um caso indice. O estudo relatado por Weitzel e
colaboradores incluiu analise dos genes BRCA em 261 mulheres com cancer de mama
antes dos 50 anos de idade e sem historia familiar (primeiro e segundo graus) de cancer.
Destas, 50.0% pertenciam a familias com estrutura limitada. Alteragdes germinativas em
BRCAI ou BRCA?2 foram detectadas em 13.7% das pacientes provenientes de familias com
estrutura limitada e em 5.2% daquelas com estrutura adequada. Apds comparagdo da
probabilidade de mutacdo obtida a partir de diferentes modelos (incluindo as tabelas de
prevaléncia de mutagdes da Myriad) com a taxa de mutacdes detectada pelo
seqiienciamento dos genes, os autores verificaram a insensibilidade dos diferentes modelos
a presenca de uma estrutura familiar limitada. Assim, evidencia-se mais uma vez a

importancia de que esses modelos sejam considerados ferramentas acessorias na ARGC,

' Apesar de 18 familias terem sido testadas para mutagdes em genes BRCA, em uma delas a historia de
cancer posteriormente confirmada ndo sustentou o critério para HBOC estabelecido previamente.
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mas que seus resultados sejam interpretados com cautela, por um profissional com ampla
experiéncia em aconselhamento genético do cancer. Também por esse motivo ¢ importante
que na ARGC a avaliacdo dos heredogramas seja realizada por mais de um examinador
quanto a presenca de critérios para uma sindrome de predisposi¢do hereditaria ao cancer,
como foi realizado aqui.

A avaliagdo de risco ¢ um processo complexo que envolve diferentes aspectos da
historia médica pessoal e familiar de cada paciente e requer andlise criteriosa do
heredograma. Por esse motivo também, ¢ dificil acreditar que um tnico modelo seja capaz
de estimar acuradamente o risco de desenvolver cancer e a probabilidade de mutacgao,
sendo possivelmente a utilizagdo de multiplos modelos mais adequada. Mais do que tentar
definir um risco exato que possa ser transmitido a paciente, o objetivo dessa avaliacdo ¢ de
determinar uma faixa de risco dentro da qual a paciente se encontra e que auxiliard a
equipe de saude a definir a melhor estratégia de acompanhamento clinico da paciente e
seus familiares em risco. Apesar dos modelos aqui utilizados nao estarem validados para
uso no Brasil, eles sdo os unicos disponiveis e, em conjunto com a avaliagdo clinica,
permitiram classificar a amostra em categorias de risco. Estudos mais amplos a nivel
nacional, padronizados quanto aos critérios para indicacdo do teste genético, modelos de
avaliacdo de risco utilizados e envolvendo grande nimero de individuos serdo necessarios
para validar os diferentes modelos e recomendar qual a melhor estratégia de ARGC em

nosso meio.

8.2 Investigacdes moleculares nas pacientes de alto risco para cincer de mama

hereditario

Do total das 902 mulheres submetidas a avaliagdo do risco genético para cancer,
214 (23.7%) provenientes de 183 familias preenchiam critérios de inclusdo para alguma
sindrome de predisposicdo hereditaria ao cancer de mama no momento da inclusdo no
estudo. Apo6s aconselhamento genético, das 183 familias com critérios, 50 (27.3%)
optaram pela realizagdo de teste para pesquisa de mutagdes germinativas em genes de
predisposicdo. Os principais motivos para nao-realizacdo do teste genético foram:
dificuldade de contactar familiares afetados por cancer (candidatos ao teste), inexisténcia

de familiares afetados vivos para a participacdo no estudo, ndo-voluntariedade dos
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familiares ou ainda da propria paciente, impossibilidade de confirmagdo da historia
familiar de cancer (e, portanto a existéncia de critérios para HBOC) e, desisténcia do
estudo por parte do paciente durante o processo de AG. Além desses fatores, um
importante aspecto a ser lembrado ¢ a potencial falta de motivagdo e/ou preparagdo por
parte da populacdo para o estudo, pois diferente da situacdo da maioria dos estudos
relatados sobre ARGC e teste genético, nos quais a populagdo-alvo ¢ recrutada em servigos
especializados de genética e cancer, e vém as consultas buscando a avaliagcdo de risco, em
nosso estudo muitas pacientes iniciaram o processo sem saber ao certo o que esperar da
ARGC e o que viria a seguir.

A indicagdo para o teste genético de mutagdes em genes BRCA foi feita para as
familias HBOC de mais alto risco, ou seja, aquelas que pela histéria preenchiam os
critérios preconizados pela ASCO ou que tinham uma probabilidade de mutacdo igual ou
superior a 30.0% conforme estimado pelas tabelas de prevaléncia de mutacdo de Myriad ou
pelo modelo Penn II (Frank ef al., 2002; Domchek et al., 2003; 2004). Dentre as 183
familias que preechiam critérios para alguma sindrome de predisposi¢do hereditaria ao
cancer, 56 preenchiam os critérios estabelecidos pela ASCO, sendo o mais freqliente o que
se refere a presenga de pares de irmas ou pares mae/filha com cancer de mama antes dos
50 anos de idade. Vinte e quatro e 16 familias apresentavam probabilidade de mutagao
superior a 30.0%, de acordo com as tabelas de prevaléncia de mutacdo disponibilizadas
pelos laboratérios Myriad e conforme o modelo Penn II, respectivamente (varias familias
preenchiam mais de um critério).

Usando novamente como referéncia o trabalho recentemente publicado por Weitzel
et al. (2007) acerca da estrutura familiar limitada, surge o questionamento acerca da
necessidade da ampliagdo da presente amostra e de futuramente incluir um nimero maior
de familias com critérios menos estritos ou probabilidade de mutacdo < 30.0%. Como
citado anteriormente, estudos envolvendo um tamanho amostral maior, com critérios de
inclusdo padronizados e de preferéncia incluindo pacientes de multiplos estados brasileiros
sera necessario para validar esses modelos de probabilidade de mutagdo em nosso meio.

Nas 50 familias testadas para alguma das 3 sindromes em questdo, (considerando
apenas o lado parental para o qual a historia familiar preenchia critérios de uma sindrome),
verificamos um total de 342 tumores (em 321 individuos), sendo que o numero de tumores

nas familias variou de 2 a 17 (média de 6.8). Um fato interessante ¢ o tamanho das familias
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analisadas, onde o nimero de familiares de primeiro grau varia de 4 a 22 (média de 7.0
familiares de primeiro grau por familia). Apenas 28 individuos com mais de um tumor
primdrio foram identificados, sendo 17 associagdes de cancer de mama com tumor
ginecologico. Além disso, 11 casos de cancer de mama bilateral foram verificados. Como
esperado, a média de idade ao diagnostico do cancer de mama nesse grupo foi de 47.2 anos,
significativamente inferior & média de idade ao diagnostico para a populagdo em geral
(entre 55 e 65 anos de idade) (Koliren et al., 2005;
http://seer.cancer.gov/statfacts/html/breast.html; http://www.health.nsw.gov.au/public-
health/chorep97/can_brstage.htm).

Das 65 familias com critérios clinicos para HBOC, 18 (27.7%) optaram pela
realizacdo do teste genético. Identificamos 117 tumores na amostra testada e, destes, 58
eram tumores de mama (49.6% do total), dos quais 7 (12.0%) eram bilaterais. Como
esperado, o segundo tumor mais freqiiente nas familias HBOC testadas foi ovario (10
casos), seguido de endométrio e colo de utero (8 e 3 casos, respectivamente), CCR (7
casos), gastrico (6 casos), pulmonar (5 casos), além de casos de cancer de pancreas,
prostata, garganta, esdfago, sistema nervoso central (SNC), leucemia, rim, tumores 6sseos
e melanoma. Verificou-se ainda um total de 4 casos de cancer com origem indeterminada.
Os tumores detectados através da construcao e analise do heredograma estao conforme a
descri¢do tedrica prevista na literatura, que aponta os tumores de mama e ovario como 0s
mais freqiientemente relacionados a BRCA1/2, além de uma maior freqiiéncia de cancer de
prostata e pancreas (The Breast Cancer Linkage Consortium, 1999; Cass et al., 2003).
Existem ainda diversos estudos que associam uma freqiiéncia aumentada de CCR e
mutagdes no gene BRCAI (Lux et al., 2006). Nao identificamos em nossa amostra nenhum
caso de cancer de mama masculino.

Apods preenchimento do TCLE, foi realizado o rastreamento de mutagdes
germinativas em BRCAI e BRCA2 em 19 individuos provenientes de 18 familias. A familia
62 teve 2 individuos testados porque a paciente inicialmente disponivel para coleta era
afetada com cancer de endométrio. Este tumor € menos caracteristico na sindrome, e,
portanto, a probabilidade desta probanda carrear a muta¢do foi considerada menor e
optamos por testar também um segundo individuo da familia com histéria pessoal prévia
de cancer de mama. Em trés das 18 familias, devido a indisponibilidade de afetados vivos

e/ou com voluntariedade para teste, o probando era ndo-afetado por cancer (familias 101,
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186 e 736). Obteve-se comprovacdo dos tumores com laudos em 61.0% das familias
HBOC testadas. Embora sejam dificuldades reais do dia-a-dia da ARGC em praticamente
todos os centros, a investigacdo de individuos nao-afetados por cancer e a comprovagdo de
diagnodsticos de cancer em apenas 2/3 dos casos apenas, podem ter contribuido para uma
menor prevaléncia de mutacdes na amostra estudada.

A metodologia utilizada no teste genético incluiu um primeiro rastreamento da
seqiiéncia codificante de ambos genes (BRCAI/2) bem como parte dos introns
flanqueadores, seguida de seqiienciamento confirmatério das variantes encontradas. O
rastreamento inicial foi realizado por DHPLC, metodologia que foi estabelecida no
laboratério com este trabalho. Esta metodologia podera ser utilizada futuramente para
rastreamento de mutacdes em diferentes genes de predisposi¢cdo. Para aumentar a
confiabilidade dos resultados, os genes foram divididos em diversos amplicons, que
variaram em tamanho de 206 a 633 pb. Assim, no total, para a analise de um unico
paciente, 76 regides de BRCAI ¢ BRCA2 foram amplificadas por PCR. Os amplicons
foram analisados em mais de uma temperatura no DHPLC para aumentar a confiabilidade
do resultado. Pudemos, através das analises realizadas, corroborar os dados de outros
pesquisadores que relatam a alta sensibilidade, reprodutibilidade e confiabilidade dos
resultados provenientes do DHPLC (p.ex. Sivakumaran, et al., 2003). Gerhardus et al.,
(2007) através de revisdo da literatura, compararam doze diferentes métodos de
rastreamento de mutagdes nos genes BRCAI/2 e os resultados indicaram ser esse o0 método
de melhor relacdo custo-beneficio, por apresentar-se menos laborioso e caro que o
seqlienciamento direto de ambos genes, além de apresentar alta sensibilidade e
especificidade. No entanto, cabe ressaltar que o estabelecimento da técnica ¢ um processo
trabalhoso, que exige a padronizacdo das condi¢des de separacdo de todos os amplicons,
com a verificagdo das diferentes temperaturas de analise ideais a cada caso, de forma a
contemplar os diferentes dominios de desnaturagcdo do fragmento de DNA.

Apds comparagdo de dados do DHPLC com os resultados do seqiienciamento
verificamos que além de alta confiabilidade e sensibilidade o método € reprodutivel pois
varios amplicons foram analisados em mais de um equipamento de DHPLC e o padrdo dos
picos foi praticamente idéntico. Pelo fato de ser uma técnica em padroniza¢ao no nosso
laboratério optamos por seqiienciar, além dos fragmentos variantes, pelo menos um

fragmento “normal” para cada amplicon. Em todos os fragmentos identificados como nao-
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variantes pelo DHPLC nao encontramos nenhuma alteragao de seqiiéncia. Apds a analise
dos 1444 cromatogramas e dos 461 seqiienciamentos, detectamos em nossa amostra um
total de 34 variantes, sendo 12 em BRCAI e 22 em BRCA2 (a maioria delas verificada em
mais de uma familia).

As variantes encontradas foram comparadas com dados depositados no banco de
dados BIC (Breast Cancer Information Core), um banco de dados online e de acesso
gratuito, com dados relacionados a mutagdes, polimorfismos e demais variantes nos genes
BRCAI/2. Além da relacdo das variantes ja detectadas mundialmente, o banco
disponibiliza também resultados de estudos funcionais, os quais possibilitam a
classificagdo das variantes como sendo mutagdes deletérias, variantes de significado
clinico desconhecido e variantes sem significancia clinica (Szabo et al., 2000). Até o
presente momento, mais de 3400 variantes foram depositadas no BIC e, cerca de 50.0%

3

destas ainda sdo classificadas como “variantes de significado desconhecido”, o que em
muito dificulta o processo de AG posterior ao teste (Ahn et al., 2007). O que se preconiza ¢
que maximo empenho seja feito para definir a patogenicidade das variantes através de
estudos de associagdo, alinhamentos multiplos, estudos funcionais, no intuito de direcionar
as estratégias de prevengao e rastreamento a serem adotadas pelo paciente e seus familiares.

Em nossa amostra, dentre as 34 variantes de seqiiéncia detectadas, a metade foram
mutagdes de ponto do tipo troca de sentido ndo-sinonimas, (17/34; 50.0%), 26.5% eram
intronicas (9/34), 7 (20.6%) foram classificadas como sinénimas e uma (2.9%) ocorreu na
regido 5’ ndo codificante (regido 5’UTR) do gene BRCAZ2. Ao contrario dos dados
disponiveis no BIC para BRCAI, onde alteracoes que alteram a matriz de leitura
(frameshift) sao as mais freqiientemente relatadas, ndo detectamos em nossa amostra
nenhuma variacdo que alterasse a matriz de leitura dos genes analisados. Também nao
encontramos na presente analise nenhuma das mutacdes comumente presentes na
populagdo judaica Ashkenazi, as quais foram verificadas com uma freqiiéncia
relativamente alta em estudo realizado por Gomes et al. (2007) e Lourenco et al. (2004)
em mulheres com cancer de mama provenientes do Rio de Janeiro.

Das alteragoes detectadas no gene BRCAI, 4 encontram-se entre as 20 mais
freqiientemente depositadas junto ao banco de dados (4427T/C; 2430T/C; 2201C/T;
Q356R). Nove das 12 alteragdes verificadas em BRCA ja haviam sido descritas por outros

pesquisadores e previamente classificadas como ndo tendo significado clinico. Uma das
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alteragdes detectadas (Q356R) ja havia sido descrita, porém seu significado clinico ¢
desconhecido. Além disso, encontramos em 13 das 18 familias investigadas a alteracao
K1208T e, a alteragdo IVS17+44A/T estava presente em 5 das 18 familias, sendo que
ambas variagdes ndo estavam previamente descritas no BIC.

Em relagdo ao gene BRCA2, das 22 variantes detectadas, 6 encontram-se entre as
20 mais comumente depositadas no BIC (7470A/G; E2856A; 3624A/G; R2108H; 2457T/C,;
K2950N). Das alteragdes verificadas, 8 ja haviam sido descritas e classificadas como nao
deletérias. Cinco alteracdes ja haviam sido descritas e seu significado clinico permanece
desconhecido. Nove variantes novas foram identificadas no gene BRCA2, estando 5 delas
localizadas em introns e as demais foram classificadas como alteracdes de ponto do tipo
troca de sentido de significado clinico incerto.

Dados provenientes de estudo realizado por Dufloth et al. (2005), no qual foram
avaliadas 31 mulheres de Sao Paulo, apontam para uma freqiiéncia de mutag¢des de 13.0%,
sendo que das 3 mutacgdes detectadas em 4 familias, uma ocorreu em BRCAI (alteracdo da
matriz de leitura) e 2 em BRCA2 (uma delas estava presente em duas familias e a outra,
variante de significado clinico desconhecido, em uma familia).

Simon et al. (2003) analisando 64 individuos com historia familiar de cancer de
mama e/ou ovario, provenientes de Sao Paulo, Brasil e incluindo individuos de origem
judaica Ashkenazi e ndo-judeus, encontraram 37 individuos apresentando 17 diferentes
alteragdes nos genes BRCAI/2, sendo que as alteragdes normalmente associadas a
populacdo judaica (185delAG, 5382insC e 6174delT) foram detectadas entre individuos de
origem judaica Ashkenazi e entre ndo-judeus. Além disso, das 17 altera¢des encontradas,
duas ndo haviam sido previamente descritas na literatura. Outro estudo envolvendo
amostras brasileiras foi realizado por Lourengo et al. em 2004. Os autores analisaram 47
pacientes selecionados devido ao preenchimento de critérios de inclusdo para HBOC.
Alteragdes germinativas nos genes BRCAI/2 foram encontradas em 7 dos 47 pacientes
analisados, sendo 5 delas alteracdes na matriz de leitura do gene (frameshift), uma
envolvendo sitios de processamento do gene e uma alteracdo de perda de sentido
(nonsense).

O alto nimero de variagdes intronicas detectadas em nosso estudo (26.5% do total)
deve-se, provavelmente, a localizagdo dos oligonucleotideos utilizados na amplificacdo de

ambos genes, que em sua maioria, estavam situados pelo menos 40 bases a montante e a
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jusante dos exons. Das 9 variacdes intronicas, 6 encontram-se mais de 30 pares de bases
distantes do inicio ou término do exon, e provavelmente nao afetam o sitio de
processamento intron/exon. A alteragdo IVS16-14T/C encontra-se a 14 pb do exon, porém
ja foi previamente descrita e classificada como nao-deletéria. Duas das variagdes
encontram-se relativamente proximas ao inicio (IVS1-7T/A) ou término de exons
(IVS14+3delA) e necessitam ser estudadas em maior detalhe. Para isso, serdo feitos, num
primeiro momento, estudos de associacdo envolvendo demais familiares (afetados ou nao
por cancer) das 2 familias em questdo (familias 736 para a variante IVS1-7T/A e a familia
638 para a variante IVS14+3delA) para verificar a segregacdo da variante de seqiiéncia
com a doenca. Adicionalmente, estudos do produto de RNAm destes genes serdo
conduzidos para verificar se hé alteracdo no processamento dos introns.

Quanto as 5 variantes novas encontradas (mutagdes de ponto de sentido trocado) e
as 6 variantes ja relatadas no BIC mas para as quais ndo se sabe o impacto funcional e seu
papel na predisposi¢ao ao cancer, estudos de segregacdo também serdo realizados com as
familias em questdo em uma primeira etapa.

Por fim, uma simulagdo do impacto destas variantes foi realizada com auxilio do
programa “Polyphen” (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) que prediz a patogenicidade
de uma determinada alteragdo ou a classifica como provavelmente benigna com base em
estudos funcionais, predi¢do e anotacdo de seqiiéncias, e em alinhamentos multiplos de
seqiiéncias provenientes de diferentes niveis da escala evolutiva (Sunyaev et al., 2001). As
duas variantes de BRCAI analisadas com auxilio do software, K1208T e Q356R, foram
classificadas como provavelmente deletérias, com base em estudos de alinhamento
multiplo. Estas variantes ocorreram em 13 e 3 familias de nossa amostra, respectivamente,
0 que em um primeiro momento, pela prevaléncia nos faria pensar em polimorfismos e nao
em mutacdes deletérias. As variagdes intronicas ndo sdo analisadas pelo referido programa.

Em relacdo ao gene BRCA2, 9 variantes foram analisadas com o programa
“Polyphen”, o qual classificou trés das variantes (R2108H, K2950N e V2527L) como
possivelmente benignas, com base em estudos estruturais e de alinhamentos multiplos de
seqiiéncias. Quatro variantes foram classificadas como “possivelmente deletérias”, sendo
elas D129N, Q1181P, D1699G ¢ T1915M. Essas variagoes foram verificadas em 10, 2, 1 ¢
1 familias de nossa amostra, respectivamente. Duas variantes foram consideradas

“provavelmente deletérias”, por estudos de alinhamento multiplo. As variantes em questdo
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sao N289Y e G2724V, cada uma delas verificada em 6 familias de nossa amostra (anexo
12.2.10).

Apesar da analise preliminar com programas de predicdo de patogenicidade ser ttil,
esta ¢ uma ferramenta acessoria que ndo pode substituir andlises funcionais e por esse
motivo estudos de segregacdo serdo propostos a todas as familias nesta situagdo (Goldgar
et al.,2004).

Ainda em relacdo a analise das pacientes com critérios clinicos para HBOC, nao
detectamos em nossa amostra a presenga de rearranjos génicos no gene BRCAI, em uma
analise preliminar utilizando estratégia de PCR longo. Nao existem, ao nosso
conhecimento, outros estudos envolvendo pesquisa por rearranjos em BRCA I na populacao
brasileira. Dessa forma, dada a contradigdo existente na literatura (estudos com mulheres
alemas verificando que em torno de 36.0% das variagdes em BRCAI devem-se a rearranjos,
a estudos realizados em mulheres finlandesas os quais ndo detectam a presenga de
rearranjos génicos de BRCAI em nenhuma das mulheres analisadas), e considerando a
restricdo imposta pelo nosso numero amostral, ndo podemos inferir a freqiiéncia de
rearranjos génicos no gene BRCAI na populacdo brasileira. Estudos adicionais destas
familias utilizando a técnica de MLPA (multiple-ligand probe analysis) para detecgdo de
rearranjos estdo em andamento.

Diferentes estratégias foram e continuam sendo empregadas na investigacao
molecular de familias com a sindrome HBOC, porém cabe destacar o mencionado por
Palomba et al. (2005), os quais afirmam que a propor¢ao de mutagdes recorrentes € Unicas
varia em diferentes populagdes e subpopulagdes refletindo dessa forma, as influéncias
historicas de migragcdes que contribuiram para a formacao da atual estrutura populacional.
Assim, dados verificados para a populacdo brasileira como um todo, ndo necessariamente
serdo corroborados por dados oriundos da regido Sul do pais, dada a alta heterogeneidade
genética presente.

Em relagdo as demais sindromes de predisposicao ao cancer de mama consideradas
no presente estudo, identificamos inicialmente 22 familias com os critérios de inclusao
para HBCC (modificados a partir de Meijers-Heijboer et al., 2003). As familias foram
incluidas por terem respondido afirmativamente a uma das questdes do instrumento de
inclusdo, referindo historia familiar positiva de cancer de mama e/ou colo-retal. Das 22

familias com os critérios clinicos 7 (31.8%) optaram pela realizagdo do teste genético.
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Além de casos de cancer de mama e colo-retal, as 7 familias HBCC apresentavam ainda
tumores hematologicos, cancer de pulmao, ovario, SNC, utero, prostata, pancreas, esofago,
estomago e pele.

Em uma das familias (familia 439) mais de um individuo afetado foi testado para a
presenga de CHEK?2 1100delC. Em todos os casos, o individuo testado apresentava historia
pessoal prévia de cancer. Em 57.0% dos casos (4 de 7 familias), houve comprovacdo dos
casos de cancer através de laudos andtomo-patologicos ou atestados de o6bito. Em uma das
familias (14.3%) dados adicionais sobre os diagnésticos de cancer refutaram a hipotese
inicial de HBCC e, portanto, apesar desta familia inicialmente preencher critérios para a
sindrome, estes ndo foram confirmados.

A mutagdo CHEK2 1100delC foi detectada em uma das 7 familias investigadas
(14.3%). A familia 681 foi incluida por apresentar 2 casos de CCR e 2 casos de cancer de
mama. Inicialmente a familia foi também analisada quanto a presenga de alteragdes
germinativas em BRCAI/2 ja que apresentava uma probabilidade de mutagdo, conforme
tabelas de prevaléncia de mutagdes, superior a 30.0%. A andlise quanto a presenca de
alteragdes nos genes BRCA mostrou-se negativa, confirmando estudos que relatam a
presenga de CHEK2 1100delC apenas em familias negativas para alteragdes nos genes
BRCA1/2 (The CHEK2 Breast Cancer Consortium, 2002; Vahteristo et al., 2002).
Posteriormente, dados adicionais da historia familiar excluiram a existéncia de critérios
clinicos para HBOC nesta familia. O fato de termos detectado a alteragdo em uma de 6
familias com critérios para HBCC (16.6%) ¢ um dado interessante, ja que conforme
Cybulski et al. (2004), o gene CHEK? ¢ tipico de uma categoria de genes que conferem um
aumento modesto no risco de cancer e, mutagdes nesses genes sdo raras € associadas com
penetrancia moderada. Os pesquisadores afirmam ainda que ¢ dificil estudar esses genes,
porque amostras muito grandes sdo necessarias para identificar riscos relativos
significativos. Sendo assim, estudos com tamanho amostral maior estdo sendo conduzidos
para verificar a freqiiéncia da variante CHEK2 1100delC em familias com critérios para
HBCC de diferentes estados brasileiros (Abud J., dados nao apresentados).

Além de familias com critérios para sindrome de predisposi¢do hereditaria ao
cancer de mama e ovario (HBOC) e ao cancer de mama e colo-retal (HBCC),
identificamos, através de uma andlise criteriosa dos heredogramas, cento e vinte e duas

familias com critérios clinicos para a Sindrome de Li-Fraumeni /like (66.7% da amostra
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com critérios para alguma sindrome de predisposi¢ao hereditaria ao cancer de mama), fato
considerado surpreendente por diversos motivos: a) o estudo foi delineado para identificar
primariamente familias HBOC e embora haja sobreposi¢do de fenotipos, com céancer de
mama sendo o tumor mais freqiiente em ambas sindromes, ele ¢ apenas um dos tumores do
amplo espectro da sindrome LFL; b) SLF/LFL sdo consideradas sindromes muito raras,
com em torno de 370 familias identificadas em todo o mundo (http://www-
p53.iarc.fr/Germline.html).

Considerando o fato de o nosso instrumento de inclusdo ndo ter sido inicialmente
proposto para deteccdo de familias com SLF/LFL, optamos por utilizar critérios amplos,
porém bem delimitados, visando a inclusdo do maior nimero de familias com o perfil
SLF/LFL. Entre as familias selecionadas para este estudo, nenhuma preencheu os critérios
inicialmente propostos por Li e Fraumeni (Li & Fraumeni, 1969), o que era esperado por
serem estes os critérios mais estritos. A maioria das familias (97.5%) preenchia os critérios
mais abrangentes propostos por Eeles (1995). Treze familias (10.6%) preenchiam os
critérios propostos por Birch et al. (1994). Os critérios de Birch sdo intermediarios e €
comum que familias que preencham os critérios propostos por esses autores preencham
também os critérios menos estritos de Eeles, o que foi também observado em nossa
amostra. O nimero expressivo de familias com critérios para a sindrome LFL em nossa
amostra, ¢ corroborado de certa forma pelos achados de Achatz et al. (2007), nos quais, de
45 familias recrutadas em 3 diferentes centros brasileiros de referencia em oncogenética
com critérios LFS/LFL, 75.6% eram LFL.

Observamos, em alguns casos, que familias encaminhadas erroneamente como
tendo historia familiar de cancer de mama e ovario, foram num segundo momento
classificadas como apresentando critérios clinicos para LFL. Apesar de haver consisténcia
em 89.2% dos casos, entre a historia familiar relatada no momento da inclusao no estudo e
a historia familiar relatada durante a ARGC, ocorreram, em alguns casos, inconsisténcias,
na sua maioria relacionadas ao tipo tumoral relatado (Roth FL dados ndo relatados no
presente estudo). Os casos de cancer de ovario freqiientemente ndo se confirmaram e as
familias foram re-classificadas, sendo que algumas passaram a ser consideradas como LFL,
devido ao espectro de tumores, como € o caso das familias 62, 681 ¢ R729. Conforme
Frank et al. (2002), uma histéria familiar de cancer de mama ¢é, tipicamente, mais acurada

que a histdria de cancer de ovario, ocorrendo com freqiiéncia super-estimativas no nimero
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de casos de cancer de ovario relatados pelos pacientes. Apesar dessas limitagdes, quando
confirmada, a historia familiar de cancer de ovéario ¢ associada a uma maior prevaléncia de
alteragdes germinativas nos genes BRCA1/2 que uma historia que apresente apenas casos
de cancer de mama.

Das 122 familias com critérios clinicos para pesquisa de mutagdes germinativas em
TP53, 40 (32.8%) optaram pela sua realizagdo. Do total de familias testadas, 11
preenchiam os critérios propostos por Birch et al. (1994), e, as demais foram incluidas
através dos critérios clinicos propostos por Eeles (1995), sendo importante ressaltar que
varias familias preenchiam mais de um critério de inclusao.

O espectro tumoral verificado nas familias analisadas foi bastante amplo. De um
total de 275 casos de cancer nestas familias, encontramos, em freqiiéncia decrescente,
cancer de mama (71 casos, sendo 8 bilaterais), prostata (23 casos), CCR (22 casos), SNC
(21 casos), leucemia (17 casos), endométrio e colo de utero (11 e 3 casos, respectivamente).
Nao verificamos em nossa amostra casos de cancer adrenocortical (segundo tumor mais
freqiiente na sindrome, de acordo com os dados depositados junto ao IARC) (IARC TP53
Database v. R11). Quatro casos de sarcoma foram detectados na amostra, sendo que trés
foram comprovados com laudos anatomo-patoldgicos. Além disso, havia na amostra casos
de cancer de pulmao, estobmago, esdfago, ovario, pancreas, pele, linfoma, bexiga, rim,
melanoma, cancer 0sseo, tumor de Wilms, meduloblastoma, testiculo € 16 tumores de
diagnostico histopatologico ou topografico desconhecido. Foram relatados 2 casos de
“cancer na perna” em idades jovens, possivelmente sarcomas, mas por falta de
comprovagdo anatomo-patoldgica, nao foram classificados como tal. A maioria das
familias analisadas apresentava uma combina¢do de tumores de mama e prostata (7 casos,
17.0%), mama e leucemia (6 casos, 14.6%), e, mama ¢ SNC (6 casos, 14.6%). As demais
familias apresentavam uma combinacdo diferente de tumores, porém tumores mamarios
estavam presentes em 83.0% das familias analisadas. O fato de termos verificado uma
ampla gama de tumores além dos ja associados a LFL ja foi relatado por outros
pesquisadores. Nichols et al. (2001) verificaram que 23.0% dos 738 tumores analisados
nao encontravam-se descritos como compondo o espectro tumoral classico de SLF/LFL.

O fato de o cancer de mama ser o mais freqiientemente relatado pelas familias com
critérios clinicos para LFL estd de acordo com os dados armazenados junto ao IARC

(http://www-p53.iarc.fr/Germline.html). No entanto, observa-se um aumento de freqiiéncia
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de CCR, a qual ¢ a terceira neoplasia mais freqiiente em nossa amostra ¢ décima em
freqiiéncia no banco de dados de mutagdes germinativas de 7P53, com apenas 16 casos
relatados (banco de dados de 7P53 do IARC, versdo R11). Dados publicados por Achatz et
al. (2007) também apontam para uma alta freqiiéncia de casos de cancer colo-retal. Em
estudo analisando 45 familias brasileiras com critérios clinicos para SLF/LFL, os
pesquisadores verificaram a presenca de CCR em 15/45 (33.3%) das familias, sendo que
em 10 dessas familias ndo foi detectada nenhuma mutacao em 7P53. Além disso, recente
estudo realizado por Wong ef al. (2006) relatou uma alta prevaléncia de casos de CCR em
397 pacientes de varios paises analisados para a presenga de mutacdes em 7P53. Uma
analise combinada dos casos de CCR em familias brasileiras (incluindo algumas pacientes
deste estudo) foi submetida para publicagdo (Achatz, MIW, anexo 12.2.12). A exemplo
dos dados depositados junto ao banco de dados de 7P53, a incidéncia de cancer de prostata
e de tumores hematoldgicos foi consideravelmente alta na presente amostra. Uma hipotese
a ser explorada ¢ que o fenotipo LFL associado a CCR possa estar associado a mutagdes
fora da regido codificante de 7P53 e/ou em outros genes relacionados ao 7P53. Esta
hipotese poderia explicar parcialmente a observagdo de Achatz ef al. e a auséncia de
mutagdes germinativas na grande maioria dos pacientes de nosso estudo.

Em 10 das 40 familias analisadas o probando era nao-afetado, ou seja, nao
apresentava histdria pessoal prévia de cancer. Em 4 das 10 familias nas quais individuos
assintomaticos foram testados, ndo havia familiar afetado vivo para teste e ndo
conseguimos obter os blocos dos tumores mesmo apds diversas tentativas. Em 3 familias
havia algum afetado vivo, porém nao havia qualquer forma de contato entre nosso paciente
e seu familiar. Em uma familia (303) havia familiares vivos e proximos a paciente, porém
0s mesmos recusaram-se a participar do estudo e, considerando o fato de a mae da paciente
e seu filho apresentarem historia pessoal de cancer, a paciente foi considerada portadora
obrigatoria caso uma mutacao deletéria existisse na familia. Na familia 678 a situagdo foi
similar, praticamente todos os familiares afetados estavam falecidos, exceto o filho da
paciente, sendo este menor de 15 anos. Assim, optou-se por testar a paciente mesmo
assintomatica, ja que caso uma mutagdo em 7P53 fosse a explicacdo para os casos de
cancer da familia, a paciente em questdo seria uma portadora obrigatéria da alteracdo.

Ainda, na familia 440, a coleta ocorreu apds a paciente apresentar laudo médico atestando
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presenca de sarcoma, porém laudo anatomo-patologico obtido posteriormente a coleta
contrariou laudo médico, afirmando tratar-se de um cisto 6sseo € ndo um sarcoma.

Laudos anatomo-patologicos e/ou atestados de dbito foram obtidos para 65.8% das
familias com historia indicativa de LFL, o que representa um percentual alto, dadas as
dificuldades tanto na mobilizagdo de outros membros da familia para a obtengdo de
comprovantes de Obitos que muitas vezes ocorreram ha mais de 20 anos, quanto pelas
dificuldades relacionadas a obtencdo dos comprovantes junto aos hospitais e laboratorios.

Dentre as 40 familias testadas, mutacdo germinativa deletéria foi detectada em
apenas uma delas (2.5%). Trata-se de uma mutag¢ao germinativa de ponto do tipo troca de
sentido no codon 273 do gene TP53 e que leva a substituicdo de uma arginina por uma
cisteina (R273C). Essa alteragao ja havia sido verificada em varios individuos provenientes
de 8 familias procedentes da Franga, Reino Unido e Estados Unidos. A alteragdo esta
localizada no dominio central do gene TP53, regido responsavel pela ligacao seqiiéncia-
especifica ao DNA. A familia na qual a mutagdo foi detectada (R729) foi inicialmente
incluida no presente estudo por apresentar dois casos de cancer de ovario. Porém, durante
as sessoes de ARGC, verificamos que tratavam-se, na verdade, de um mioma uterino em
uma paciente e de um cancer de colo de utero na outra. No entanto, a familia paterna do
caso indice apresentava critérios para LFL, com pai diagnosticado com tumor de SNC aos
61 anos, tio paterno com cancer de prostata em idade incerta e, 0 avdé com tumor de SNC
também em idade incerta. Com a presenca de pelo menos dois tumores do espectro LFL na
familia foi indicado o teste (critérios de Eeles 1). Ressalta-se porém, que esta familia nao
apresenta nenhum caso de cancer de mama e que os diagnosticos de cancer ocorreram em
idade tardia. Familias como esta poderiam ndo ser consideradas como de alto risco
genético em muitos servigos clinicos e atestam o pouco conhecimento acerca do fenotipo
associado a mutagdes germinativas em 7P353 no nosso meio. Para a realizacdo do teste
genético, DNA gendmico foi extraido do tecido normal adjacente ao tumor de SNC
emblocado em parafina do pai da paciente.

Apesar dos critérios de selecao para familias LFL serem amplos, de em alguns
casos nao ser possivel a confirmag¢do dos tumores ¢ de que em boa parte das familias
(25.0% da amostra) o probando era ndo-afetado, o baixo niimero de mutagdes germinativas
detectado nos surpreendeu, dado o alto risco e o amplo espectro tumoral apresentado por

algumas familias, como, por exemplo, a familia 290, a qual apresenta um individuo com
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sarcoma diagnosticados antes dos 20 anos de idade (comprovado com laudo anatomo-
patologicos), além de casos de cancer do SNC, CCR, prostata e mama todos previamente
vinculados a SLF/LFL (Birch et al., 1994; Eeles, 1995). Na literatura corrente a
prevaléncia de mutacdes germinativas de 7P53 em familias LFL varia de 22.0% a 61.5%
das familias com os critérios de Birch e de 8.0% a 30.8% das familias com os critérios de
Eeles (Varley et al. 1997b; Achatz et al., 2007).

O baixo nimero de mutacdes encontradas motivou a realizacdo de investigacdes
adicionais, atualmente em planejamento ou ja iniciadas, incluindo andlise de rearranjos no
gene TP53, seqlienciamento das regides intronicas de todo o gene, procura por alteragdes
em outros genes funcionalmente relacionados a 7P53, como MDM?2, além de uma analise
detalhada da possivel influéncia que polimorfismos nesse gene podem exercer no risco de
diversos tipos de cancer.

Ainda, dada a sobreposicdo de fenotipos entre as diferentes sindromes de
predisposicdo ao cancer consideradas no presente estudo, diversas familias foram
analisadas quanto a presenca de alteracdes germinativas em mais de um gene de
predisposi¢do. Tivemos, assim 8 familias (6, 101, 186, 442, 520, 554, 590 e 736)
analisadas para a presenca de alteracdes nos genes BRCA1/BRCA2 e TP53; 2 familias (439
e 681) analisadas quanto a presenca de mutacdes em BRCAI/BRCA2 e CHEK?2; 3 familias
(25, 103 e 284) investigadas para os genes 7P53 e CHEK?2 e uma familia (552) investigada
para mutagdes nos quatro genes de predisposicao. A probanda da familia 681, conforme ja
descrito apresenta a alteragdo 1100delC no gene CHEK?2. Alem disso, foi testada para
alteragdes nos genes BRCA, dado que inicialmente apresentava probabilidade estimada de
mutacdo em genes BRCA superior a 30.0%. Posteriormente a historia sugestiva de HBOC
ndo se confirmou. As demais familias analisadas quanto a presenca de alteragdes
germinativas em mais de um gene de predisposi¢ao foram consideradas “normais”, isto €
ndo apresentam mutagdes germinativas deletérias nos genes em questdo, apenas
polimorfismos no gene 7P53 e alteracdes possivelmente e/ou provavelmente deletérias nos
genes BRCAI/2, mas que necessitam de investigagcdes adicionais para comprovagdo da
patogenicidade.

Ao longo do processo de ARGC e durante a realizacdo do teste genético, as
familias em risco continuaram sendo acompanhadas pela equipe de genética. Com isso,

tivemos a oportunidade de revisar a historia familiar de muitas das 50 familias e
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observamos que houveram varios casos novos de cancer, reiterando a suspeita clinica de
uma determinada sindrome de predisposi¢do. Por outro lado, também tivemos acesso a
laudos an4dtomo-patologicos, copias de prontudrios médicos e atestados de dbito adicionais
em varias familias e alguns casos relatados de cancer ndo foram comprovados. O exemplo
mais marcante ¢ de uma paciente jovem (familia 440), que havia trazido copia de relatorio
manuscrito de um médico e descrigdo de tratamento quimioterdpico para um
osteossarcoma e que posteriormente nos trouxe diversos laudos anatomo-patoldgicos de
cirurgias e bidpsias da regido que ndo evidenciaram malignidade, apenas um cisto 6sseo
aneurismatico.

Sendo assim, em 4 familias o fenotipo para indicacdo do teste de um determinado
gene de predisposi¢cdo deixou de existir, incluindo uma familia que deixou de ter critérios
para HBOC; uma familia que deixou de ter critério para HBCC e 2 familias que deixaram
de ter critérios para LFL. Sendo assim a prevaléncia de mutagdes reconhecidamente
deletérias em nossa amostra foi de 1/38 familias LFL (2.6%) (uma familia positiva para a
alteracdo R273C) e 1/6 familias HBCC (16.7%). Como j& mencionado anteriormente,
nenhuma mutacdo sabidamente deletéria foi encontrada nos genes BRCA em 17 familias
que preenchem critérios HBOC pela histéria relatada, em alguns casos com confirmagao
dos diagndsticos de cancer na familia, sendo necessarios estudos adicionais para definir
qual ¢ a prevaléncia de muta¢des germinativas nesse grupo.

No artigo cientifico, portanto sdo apresentadas as analises moleculares realizadas de
todas as pacientes, incluindo estas que posteriormente apresentaram uma modificagdo na
sua historia familiar, porém nas conclusdes da tese, para fins de determinacdo da
prevaléncia de mutagdes germinativas nos grupos com os diferentes fenotipos
consideramos o numero atual de familias com critérios fenotipicos para cada uma das
sindromes de acordo com a historia relatada e/ou confirmacao de diagndsticos de cancer
obtidos até o momento.

Como resultado das observagdes relatadas acima, fica evidente que a historia
familiar de cancer ¢ dindmica e com a situacdo real que enfrentamos em nossos
atendimentos didrios, apesar de todas as dificuldades, um grande esfor¢o deve ser feito
para obter o maximo de confirmacao dos diagndsticos de cancer em dada familia antes da
realizagdio do teste genético. E fundamental que se estimule o acompanhamento

prospectivo das familias de maior risco para poder identificar estas mudangas e ¢ preciso
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transmitir aos pacientes e a seus “cuidadores” a importancia de conhecer a propria historia
e guardar bons registros acerca das patologias que acometem a familia.

Mesmo considerando o baixo indice de mutacdes germinativas detectadas,
consideramos a abordagem multipla e ampla aqui realizada como sendo fundamental na
avaliacdo de familias em risco para cancer de mama hereditario (Walsh et al., 2006).
Apesar da complexidade de tal avaliagdo (a qual foi muito além dos objetivos inicialmente
propostos para o presente trabalho, os quais envolviam apenas a andlise dos genes BRCA 1
e CHEK?), essa abordagem serd necessaria até que tenhamos uma idéia mais clara da
prevaléncia, penetrancia e efeito fenotipico de mutacdes em genes de predisposicdo em
nosso meio. Assim, nossa estratégia ¢ de investigar, de forma detalhada, o maximo niimero
de possibilidades que estdo ao nosso alcance no momento, antes de considerar uma familia
como sendo realmente negativa para alteragdes em genes de predisposicdo ao cancer de
mama. Novas hipodteses que expliquem esta significativa ocorréncia de historias familiares
de alto risco e ndo correlacionadas a mutagdes em genes de predisposicdo comumente
analisados devem ser buscadas, inclusive para verificar a aplicabilidade dos critérios
conhecidos para diagnostico clinico das sindromes de predisposi¢do hereditdria ao cancer

de mama.

8.3 Estudos adicionais: prevaléncia da mutacdo 7P53 R337H em mulheres

assintomaticas participantes em programa de rastreamento mamografico

Em 2001, estudo realizado em Curitiba, Parana, pelos pesquisadores Ribeiro et al.,
avaliou 36 criangas com historia pessoal de carcinoma adrenocortical (CADC). Os autores
investigaram essas criangas quanto a presenca de mutacdes no gene 7P353, ja que alteragdes
nesse gene levam a um aumento no risco de desenvolvimento de uma gama de tumores
incluindo CADC, muitos deles ainda na infancia e, detectaram, em 35 das 36 criangas uma
muta¢do no cddon 337 do gene 7P53, no dominio de oligomerizacdo da proteina p53. A
auséncia de outros tumores nas familias e estudos funcionais posteriores levaram os
autores a concluir que tratava-se de uma mutacdo tecido-especifica, ou seja que a
substituicdo de uma arginina (CGC) por uma histidina (CAC) no cédon 337, exon 10 do

gene TP53 (R337H), levava exclusivamente ao desenvolvimento de carcinoma adreno-
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cortical por mecanismo patogénico relacionado ao pH tecidual (DiGiammarino et al.,
2002).

Estudos posteriores realizados por Achatz et al. (2007) revelaram a presenga da
mesma alteragdo (R337H) em 6 de 45 familias brasileiras com LFL. Ao contrario do
proposto por Ribeiro ef al., a mutacdo R337H estava associada & um amplo espectro de
tumores .

Considerando a importancia dos dados até entdo encontrados, o grande nimero de
familias LFL em nossa amostra e, pelo fato de aparentemente haver algum efeito fundador
associado a essa variante no Sul do Brasil, decidimos investigar sua freqiiéncia em um
grupo de 750 mulheres assintomaticas, ndo selecionadas para historia familiar de cancer,
com 40 a 69 anos de idade e participantes do programa de rastreamento mamografico junto
ao NMPOA. As pacientes foram analisadas exclusivamente quanto a presenca da alteragao
R337H no exon 10 de TP53. Das 750 mulheres analisadas, duas eram heterozigotas para
R337H em DNA genomico obtido de sangue periférico. Analise do heredograma das
pacientes revelou que pertenciam a mesma familia. Investigacdes em outros familiares
demonstraram a presenca da mesma alteragdo na mae de uma das pacientes e em sua irma,
previamente diagnosticada com cancer de mama aos 36 anos. A familia em questdo ndo
apresenta critérios para a SLF/LFL, e, além disso, ndo ha também quaisquer indicios ou
informacdes sobre a presenga de carcinoma adrenocortical na familia, o que contradiz
novamente a hipotese de Ribeiro ef al., de que esta ¢ uma mutacdo de efeito tecido-
especifico. Os casos de cancer relatados nessa familia incluem: dois tumores de cabega e
pescogo (um posterior aos 50 anos de idade e um em idade inferior a 30 anos), dois casos
de carcinoma gastrico, um caso de cancer de pulmdo e um caso de cancer de pancreas em
idade avancada, diagnosticado posteriormente a coleta de sangue e liberagdo do resultado
(anexo 12.1.4). A presenca da mutagcdo germinativa em varios familiares ndo-afetados por
cancer (tendo uma delas 80 anos de idade), a auséncia de uma historia familiar compativel
com SLF/LFL e a auséncia de tumores adrenocorticais sugerem ser esta uma variante
comum de baixa penetrancia. Nao € possivel descartar a hipotese de que R337H esteja em
desequilibrio de ligagdo com algum outro alelo e, talvez, a combinagdo de alelos
variantes/normais seja responsavel pelas diferengas observadas na expressdo fenotipica
associada. A familia na qual detectamos a alteracdo foi avaliada devido a historia familiar

de cancer de mama abaixo dos 50 anos sendo considerada uma familia de baixo risco por
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ndo apresentar critérios para nenhuma sindrome de predisposi¢do hereditaria ao cancer.
Atualmente a familia estd recebendo acompanhamento multidisciplinar e foi incluida em
programas de rastreamento de diversos tumores. O teste foi disponibilizado a outros
familiares em risco.

As investigacdes em relacdo a essa alteragdo germinativa continuam (projeto
paralelo em desenvolvimento) e apontam para novas e interessantes descobertas, com a
comprovagdo de efeito fundador associado a mutacdo R337H, além da descoberta de outra
familia (em Portugal) com a mesma alteragdo (Hainaut P dados ndo apresentados no

presente estudo) e com presenga de multiplos tumores na familia.

8.4 Estudos adicionais: polimorfismos no gene 7P53

Identificamos em nossa amostra diversos polimorfismos no gene 7P53. O
polimorfismo 11827 (troca de G>C), no intron 2 (Pleasants & Hansen, 1994) foi verificado
em 10 das 22 familias estudadas. Dezenove familias foram analisadas a partir do exon 4
apenas, por material insuficiente ou falha na amplificagdo por PCR (no caso de blocos de
parafina). Porém acreditamos que esse fato ndo apresente grande relevancia no nimero de
alteracOes polimorficas detectadas, ja que a literatura aponta que em torno de 90.0 a 95.0%
das alteragdes encontram-se distribuidas ao longo do dominio central do gene (exons 4 a 9),
sitios considerados “hot spots” do gene TP53 (Bougeard et al., 2003). Além disso,
analisamos todas as paciente at¢é o exon 11, e ndo apenas até o exon 9. Outros
polimorfismos encontrados foram uma inser¢cdio de 16 pb no intron 3
( ACCTGGAGGGCTGGGG?), na posicao 11951 (Lazar et al., 1993), presente em 8 das
21 familias estudadas; uma substituicao de arginina (CGC) por prolina (CCC) no cédon 72
do exon 4 (verificada em 15 das 40 familias analisadas) (Cheng & Gartler, 1994); uma
transi¢ao de G>A, que leva a uma substitui¢ao “sindnima” prolina/prolina no cdédon 36,
também no exon 4 (em 2 pacientes) (Felix et al., 1994); uma substituicdo intronica T>G,
intron 7, posicao 14201 (Berggren et al., 2001), em 3 das 40 pacientes analisadas e, ainda
uma substituicio de T>C no intron 9 (nucleotideo 14766) verificado em 1 paciente
investigada (Graziani et al., 1999). Todos os polimorfismos detectados em nossa amostra
j& haviam sido descritos previamente e estavam depositados junto ao banco de dados de

TP53 (http://www-p53.iarc.fr/PolymorphismsView.asp).
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Apesar de haver contradigdes na literatura, diversos estudos indicam um risco
aumentado de cancer para portadores do polimorfismo Arg-Pro no cédon 72 do exon 4
(PEX4), estando o alelo Pro72 associado a um risco aumentado de cancer de pulmao (Wu
et al., 2002). Além do PEX4, o polimorfismo no intron 3 (ins 16pb — PIN3) foi associado
por alguns pesquisadores a um aumento no risco de cancer de mama, ovario e pulmao
(Runnenbaum et al., 1995; Wang-Gohrke et al., 2002; Wu et al., 2002).

Estudos realizados por Marcel (Marcel V) apontam para uma nova e interessante
hipotese envolvendo os polimorfismos no intron 2 (PIN2), intron 3 (PIN3) e o
polimorfismo no codon 72 do exon 4 (PEX4). Segundo essa hipotese, uma das isoformas
do gene TP53, ANp53, ndo apresenta a regido N-terminal, sendo assim desprovida da sua
regido de transativacdo e, dessa forma, ndo seria ativada pela presenca de algum estresse
genotdxico (como ocorre com a isoforma “normal” de 7P53). Essa isoforma surge a partir
da retencdo do intron 2 no transcrito final, e pela conseqiiente iniciacdo da transcri¢do
junto ao cdédon 40 (devido ao fato de o intron 2 apresentar varios cddons de parada)
(Courtois et al., 2002; Yin et al., 2002; Ghosh et al., 2004). Considerando que os
polimorfismos PIN2, PIN3 e PEX4 de TP53 estdo situados em uma regido de 500 pb que
se estende do intron 2 ao final do exon 4 e que contém o sitio alternativo de iniciagao, no
codon 40, Marcel realizou diversas analises moleculares e funcionais no intuito de verificar
se 0 aumento no risco de varias neoplasias, muitas vezes associado ao polimorfismo no
codon 72, ndo seria causado pelo polimorfismo no intron 2, o que levaria a sua retengdao no
transcrito final e a conseqiiente formagao de ANp53. Os resultados de Marcel indicam que
as combinacdes dos gendtipos GG NN AA, CC DD PP e GC ND AP (representando cada
uma em torno de 25.0% das combinacdes de genotipos) sdo produtos da associagdo dos
alelos GNA e CDP, as demais combinagdes aparecem em uma freqii€ncia inferior a 10.0%,
sendo devidas aos alelos GDA ou CNP (extremamente raros). Em todos os casos
observados, ocorre uma associag@o entre uma guanina (G) no intron 2 e uma Arginina no
exon 4, ou uma citosina (C) no intron 2 ¢ uma Prolina no exon 4, demonstrando um forte
desequilibro de ligacdo entre os polimorfismos PIN2 e PEX4. O PIN3 parece ser
independente dos outros dois e seu papel no risco aumentado de cancer sugerido por alguns
pesquisadores parece estar relacionado as conseqiliéncias funcionais que sua presenca
acarreta na estrutura da proteina p53, onde a presenca da duplicacdo de 16 pb parece

influenciar na estabilidade da estrutura conformacional da proteina.
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Motivados pelos estudos de Marcel e pelo baixo nimero de mutagdes detectadas
em nossa amostra, decidimos verificar a freqiiéncia com que os diferentes genotipos e
haplotipos aparecem em nossa populagdo, verificar também se os mesmo apresentam
desequilibrio de ligacdo e posteriormente realizar estudos de segregacdo entre a presenca
desses polimorfismos e historia familiar de cancer (projeto paralelo, estudo em andamento).
Além das 40 familias com critérios para LFL, optamos por testar também (apos
preenchimento de TCLE) um grupo de 300 mulheres de 40 a 69 anos de idade, nao-
selecionadas pela historia familiar. Resultados preliminares confirmam uma maior
freqliéncia dos haplotipos GNA/CDP (Palmero EI). Porém, verificamos em nosso grupo
amostral a presenca de novas ‘“combinagdes alélicas” nao-relatadas previamente e nao
detectadas no grupo de 122 pacientes investigadas por Marcel, apresentando esses alelos
uma combinacdo entre a presen¢a de uma guanina no intron 2 e uma Prolina no exon 4 e,
uma citosina no intron 2 ¢ uma arginina no exon 4. A relevancia desse achado para a
suscetibilidade aumentada ao cancer ainda ¢ desconhecida. Porém acreditamos que a
investigacdo aprofundada desses resultados e da freqiiéncia desses polimorfismos em nossa
populacdo podera auxiliar na compreensdo do risco aumentado de cancer nas familias
analisadas e da auséncia de mutagdes em sua grande maioria. A presenca de combinagdes
alélicas nao descritas previamente pode ser mais um indicativo de que o genotipo
associado a um determinado fendtipo de predisposicdo hereditaria ao cincer pode ser

populacao-especifico.
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9. CONCLUSOES

1) A prevaléncia de historia familiar positiva de cancer de mama, ovario e/ou CCR em uma
amostra de mulheres atendidas em unidades do Programa Satde da Familia de Porto

Alegre foi de 13.9% (1286/9234).

2) Entre as mulheres com histéria familiar positiva de cancer de mama, ovario e/ou CCR,
houve um bom indice de aceitagdo dos encaminhamentos para ARGC: das 1247 mulheres
com idade igual ou superior a 18 anos encaminhadas, 902 (72.3%) compareceram

efetivamente as sessdes de ARGC;

3) Das 902 pacientes atendidas para ARGC, 214 (23.7%) provenientes de 183 familias
preenchiam critérios clinicos para inclusdo em sindromes de predisposicao hereditaria ao

cancer de mama, conforme a historia pessoal e familiar relatada de cancer.

4) As familias com critérios para predisposicdo hereditdria ao cancer de mama se
distribuiram da seguinte forma: 65 familias (35.5%) com critérios para HBOC, 122
familias (66.7%) com critérios para LFL e 22 familias (12.0%) com os critérios para

HBCC.

5) A propor¢ao de familias com critérios para LFL entre todas as familias do grupo foi
surpreendente, considerando a utilizagdo de um instrumento de inclusdo no estudo ndo

delineado especificamente para detec¢do deste fendtipo.

6) Um numero significativo de familias com critérios para predisposicao hereditaria ao

cancer de mama apresentou mais de um critério: 25/183 familias (13.7%).

7) Utilizando um questionario para identificagdo de mulheres em risco para cancer de
mama hereditdrio ao nivel da comunidade, a maioria das pacientes avaliadas, apos
entrevista com geneticista clinico, ndo preenchia os critérios de inclusdo para as sindromes
de predisposi¢do hereditaria ao cancer mais comuns (688/902, 76.3%) e, 633 (92.0%)

apresentavam um risco cumulativo vital de desenvolver cancer de mama baixo (< 20.0%).
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8) Com a metodologia utilizada, um nimero consideravel de mulheres (risco moderado, n=
55 e alto risco, n = 214 [total 269/902; 29.8%]) com alguma histéria familiar de cancer foi
encaminhada para programas de rastreamento mais intensivos para deteccdo do cancer de

mama e/ou outros tumores.

9) A probabilidade média de mutacdo em genes BRCA, entre as 65 familias com critérios
para a sindrome de predisposi¢do hereditdria ao cancer de mama e ovario (HBOC)
utilizando dois modelos distintos (tabelas de prevaléncia de mutacdo e modelo Couch

modificado) foi de 21.9% (SD 13.9%) e 25.7% (SD 14.8%), respectivamente.

10) O indice de aceitagdo do teste genético nas familias com indicagdo para o teste foi de
27.3% (50/183 familias), bem menor que a aceitagdo do processo de ARGC (aderéncia ao
encaminhamento 72.3%). Os principais motivos de ndo-aderéncia a indicagdo do teste
genético foram: a) dificuldade de contato com familiares afetados — ainda aguardando
contato (36.5%); inexisténcia de familiares vivos afetados e disponiveis para teste (12.2%);
impossibilidade de contato com familiares vivos afetados (5.3%); recusa do familiar
afetado em participar (20.3%); desisténcia no decorrer do processo de ARGC (18.9%);

opcao pela ndo-realizagao do teste (0.7%).

11) Alteracdo germinativa deletéria em 7P53 foi identificada em somente 1 de 38 familias
com critérios para a sindrome Li-Fraumeni-like. Esta alteracao, (R273C) ja foi descrita em

9 familias com o fenotipo SLF/LFL.

12) A analise de 17 familias com critérios para a sindrome HBOC, quanto a presenca de
mutagdes germinativas ao longo de toda a seqiiéncia codificante do gene BRCAI nao
evidenciou nenhuma alteracdo deletéria conhecida. Foram identificadas 12 alteragdes,
sendo 3 delas intronicas e as demais exdnicas do tipo mutagdo de ponto de sentido trocado.
Nove ndo estdo associadas a fendtipo de doenca possiveis efeitos clinicos; uma alteracao
(Q365R) ja foi descrita, mas tem significado clinico desconhecido e duas alteragdes ndo

foram descritas previamente estando seu significado clinico a definir.
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13) A analise da regido codificante do gene BRCA2 nas 17 familias com critérios clinicos
para HBOC revelou a presenga de 21 alteragdes, sendo que 9 delas nao haviam sido
descritas previamente na literatura. Das 13 variantes ja descritas, 9 foram consideradas sem
significado clinico e, 3 previamente classificadas como variantes de significado

desconhecido.

14) Nao foram encontrados grandes rearranjos génicos em BRCAI nas 17 familias HBOC

estudadas pela técnica de PCR longo.

15) A andlise de 6 familias com critérios clinicos para HBCC quanto a presenca da
muta¢do germinativa CHEK2 1100delC demonstrou presenca da mutacdo em uma das

familias (16.7%).

16) Limitacdes importantes identificadas no estudo de caracterizagdo de uma amostra
populacional de alta vulnerabilidade social quanto ao risco para cancer de mama
hereditario incluem: a) potenciais barreiras sociais, culturais, educacionais e econdmicas
dos integrantes da amostra quanto a aceitacdo e aderéncia as medidas preconizadas; b)
dificuldade em estabelecer com certeza os diagndsticos nos familiares afetados por cancer

e, ¢) limitado tamanho amostral para realizagdo dos estudos moleculares.

17) Apesar dos critérios relativamente estritos utilizados para inclusdo no teste genético e
da ampla metodologia utilizada na analise molecular de genes de predisposi¢ao, o alto
risco de cancer atribuido a maioria das familias em decorréncia da historia familiar relatada
de cancer permanece inexplicado. Mesmo considerando as diversas limitagdes citadas
anteriomente, o presente estudo origina diversos questionamentos sobre a importancia dos
fatores genéticos na determinagdo das altas taxas de incidéncia e mortalidade por cancer de
mama verificadas no Sul do Brasil. Estudos adicionais devem ser realizados no intuito de
investigar a prevaléncia de fatores de risco genéticos e ndo-genéticos que possam explicar
a alta incidéncia de cancer de mama e o alto risco de cancer de determinadas familias desta

comunidade.
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18) Estudos mais amplos a nivel nacional, padronizados quanto aos critérios para indicacao
do teste genético, modelos de avaliagao de risco utilizados e envolvendo grande nimero de
individuos serdo necessarios para validar os diferentes modelos, verificar a aplicabilidade,
sensibilidade e especificidade dos critérios de diagnoéstico clinico/indicagdo do teste
genético para as principais sindromes de predisposi¢ao hereditaria ao cancer de mama em
nosso meio e recomendar, dessa forma, a melhor estratégia de ARGC. Estudos moleculares
adicionais tais como métodos alternativos para estudo de rearranjos em BRCAI e TP53,
analise mais detalhada das regides intronicas do gene 7P53, bem como de outros genes
envolvidos na mesma rota molecular, ¢ andlise de segregacdo genétipo/fenétipo nas
familias HBOC com variantes de significado incerto e/ou desconhecido devem ser

conduzidos.

19) Em uma amostra de 750 mulheres sem cancer de mama e nao-selecionadas para
historia familiar com idades entre 40-69 anos foi verificada uma prevaléncia de 0.3% para
a mutacdo germinativa R337H em 7P53, em duas mulheres de uma mesma familia com
multiplos tumores mas, inicialmente, sem critérios clinicos para o diagndstico de LFS/LFL.
A presenga desta alteragdo em mulheres submetidas a rastreamento mamografico e nao-
selecionadas para historia familiar, indica que seja bem mais prevalente nessa comunidade
do que o esperado para outras muta¢des germinativas em 7P53. Além disso, a presenga da
mutagdo em uma familia com multiplos tumores e sem carcinoma adrenocortical reforca
que esta ¢ uma mutacdo associada a um amplo espectro tumoral. Por fim, a presenga da
mutacdo em individuos ndo-afetados por cancer ja em idade avangada nessa familia
corrobora indicativos anteriores de que seja uma mutacdo associada a penetrancia

incompleta do fendtipo LFL.

20) A avaliagao de risco ¢ um processo complexo que envolve diferentes aspectos da
historia médica pessoal e familiar de cada paciente e requer andlise criteriosa do
heredograma. Por esse motivo, a utilizagdo de multiplos modelos de estimativa de risco
deve ser preconizada para determinar uma faixa de risco dentro da qual a paciente se
encontra e que auxiliara a equipe de saude a definir a melhor estratégia de

acompanhamento clinico da paciente e seus familiares em risco. Apesar dos modelos aqui
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utilizados nao estarem validados para uso no Brasil, eles sdo os unicos disponiveis e, em

conjunto com a avaliacao clinica, permitiram classificar a amostra em categorias de risco.
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10. CONSIDERACOES GERAIS E PERSPECTIVAS

O presente estudo abrange, além de um enfoque cientifico, na tentativa de
identificar novas alteragdes em genes de predisposicdo e aumentar a compreensao dos
mecanismos envolvidos no desenvolvimento do cancer, também um enfoque social, ao
possibilitar que uma populagdo de baixa escolaridade e que vive em condi¢des de extrema
pobreza tenha acesso, ndo somente a medidas de prevencdo de doengas (propiciadas pela
coorte NMPOA) como também ao conhecimento de si propria, da sua historia familiar, das
conseqliéncias que essa historia pode trazer para a sua vida, sua satde e a de seus filhos.
Tivemos como meta, em todas as etapas da presente investigacdo, respeitar o livre arbitrio
das pacientes em optar, apos receber informagdo o mais completa possivel acerca do risco.
As informagoes transmitidas incluiram explicacdes quanto ao que ¢ o cancer de mama e o
cancer de mama hereditario, qual o risco estimado de desenvolver cdncer de mama ao
longo da vida, como realizar o auto-exame das mamas (em oficinas de auto-exame da
mama realizadas durante os mutirdes de recrutamento) e qual a importancia de realizar
mamografias anuais a partir dos 40 anos de idade. A opgao realizada pela paciente e por
seus familiares, seja esta de participar ou nao das sessdes de ARGC e do teste genético foi
em todo momento considerada prioridade, estando estes cientes das opcdes disponiveis
caso decidissem prosseguir ou ndo com as investigagoes.

Procuramos, em todos os momentos respeitar as peculiaridades sociais e culturais
da nossa amostra, seja adaptando a linguagem cientifica, de forma a torna-la mais
“corriqueira”, seja fornecendo vale-transportes para que as pessoas interessadas, porém
sem recursos financeiros para tal, pudessem deslocar-se de suas casas at¢ 0o NMPOA, local
onde as avaliagdes genéticas foram realizadas.

Além disso, buscamos uma interacdo entre diferentes setores da comunidade,
realizando nossa pesquisa juntamente com a equipe da saude da mama, com grupos
voluntarios (como o Instituto da Mama) e, principalmente, com o auxilio dos agentes
comunitarios de satide que sao membros da propria comunidade e, como tal, conhecedores
da realidade das pacientes, dos seus anseios e limitagcdes. Para auxilia-los na tarefa de
recrutamento das pacientes, bem como envolvé-los no estudo, realizamos os diversos
treinamentos, ndo somente na estrutura fisica do NMPOA como também junto aos postos

de satde em que atuam. Conforme Smith et al. (2006), o elemento central para o
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diagnostico acurado e a deteccdo de pacientes em risco para o cancer de mama reside no
conhecimento e preocupagdo com a saude da mama por parte da populacdo e dos
profissionais que estdo realmente envolvidos no cuidado primario a satde. Portanto, a
educagdao em relacdo a saide da mama ¢ um elemento chave de intervengdo e deve ser
oferecido a todos os niveis envolvidos nessa atividade.

Nos deparamos, ao longo do estudo, com diversas barreiras e limitagdes, tais como
falta de motivagdo das pacientes para o estudo. Considerando as condi¢des socio-
econdmicas da maioria da populagdo envolvida, as prioridades residem em satisfazer as
necessidades basicas de sua familia (alimentag¢do, moradia, garantir o trabalho de cada dia),
0 que muitas vezes culminou num alto indice de desisténcias e ndo-comparecimento as
consultas; dificuldades de deslocamento até 0 NMPOA; trocas constantes dos profissionais
de saude dos postos, além de outras barreiras, principalmente culturais, como religido,
crengas e misticismos pessoais, a fatalidade a que ¢ associada a palavra “cancer”, o fato de
nao poder ir as consultas sem a permissao do conjuge, dentre outras.

Entre os beneficios do estudo, destacamos a importincia de um maior
conhecimento da comunidade em geral sobre os diferentes aspectos envolvidos na
prevencao do cancer, a possibilidade de delineamento de medidas preventivas especificas
para a populacdo, baseadas nao somente em dados da literatura, mas, principalmente em
dados oriundos de seus proprios membros. Cabe destacar ainda que todas as familias
consideradas em risco, estdo recebendo acompanhamento médico periddico (no minimo
semestral) com equipe especializada, recurso esse dificilmente disponibilizado a populagdo
de regides consideradas de baixo desenvolvimento econdmico.

Em relagdo ao aspecto molecular da presente investigacdo, cabe ressaltar a
importancia da detec¢do e investigagdo de familias em risco para uma sindrome hereditaria
de predisposi¢do ao cancer, considerando as variadas opc¢des que podem ser oferecidas a
maioria das pacientes € o beneficio que estas medidas podem trazer na redu¢ao da morbi-
mortalidade causada pelo cancer de mama. Além disso, conforme enfatizado por Couzin
(2003), embora nao possamos ainda oferecer aos pacientes estimativas precisas do risco
conferido pelas diferentes mutacdes, sabemos, a priori, que o RCV conferido pelas
mutagdes em genes BRCA, por exemplo, varia de 40.0% a 65.0% para cancer de mama e

15.0% a 40.0% para cancer de ovario, o que ¢ extremamente elevado se comparado ao
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risco populacional, que ¢ de 10.0% para o cancer de mama e 1.0% a 2.0% para o cancer de
ovario.

Como ocorre na maioria dos estudos cientificos, um nimero grande de questdes
foram levantadas com este estudo. Estas incluem, entre muitas outras, questdes acerca da
aplicabilidade dos critérios atualmente aceitos internacionalmente para sindromes de
predisposicdo ao cancer em nossa amostra, acerca da penetrancia e prevaléncia de
mutagdes germinativas em genes de predisposicdo e acerca das estratégias possiveis para
melhorar os indices de confirmacdo dos diagnosticos de cancer nas familias estudadas. Nao
ha duavida que deve haver continuidade para este estudo, com recrutamento de um niimero
maior de familias em risco, envolvendo um niimero maior de regides além dos 18 postos
de saude ja cadastrados e, ampliando o instrumento de inclusdo, de forma a contemplar
tumores caracteristicos da SLF/LFL, tais como sarcomas, tumores hematologicos e de
SNC e tumores diagnosticados na infincia. Estudos moleculares adicionais tais como
métodos alternativos para estudo de rearranjos em BRCAI e TP53, andlise mais detalhada
das regides intronicas do gene 7P53, bem como de outros genes envolvidos na mesma rota
bioquimica, e andlise de segregacdo genotipo/fenotipo nas familias HBOC com variantes

de significado incerto e/ou desconhecido.

Diante disso as seguintes estratégias de continuidade estdo sendo planejadas e/ou foram
implementadas:

a) Em andamento:

e Estudos de associagdo e segregagdao gendtipo/fendtipo nas familias HBOC com
variantes de significado incerto e/ou desconhecido detectadas nos genes BRCA1/2;

e Analise do maior numero possivel de familiares dos dois pacientes para os quais
foram detectadas alteragcdes germinativas (no gene 7P53 ¢ CHEK?);

e Analise de rearranjos no gene BRCAI através da técnica MLPA, para
complementacdo dos resultados obtidos com o PCR longo;

e Seqiienciamento das regides intronicas do gene 7P53, inicialmente nas familias
consideradas de mais alto risco e, numa segunda etapa, nas 39 familias negativas

para mutagdes nas regides codificadoras do gene 7P53;
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Investigacao detalhada da familia positiva para R337H, no intuito de identificar a
“origem” dessa alteracdo cujo efeito fundador ja foi comprovado;

Além disso, diversos projetos paralelos estdo sendo desenvolvidos por outros
membros do nosso grupo de pesquisa e foram brevemente descritos e/ou

mencionados no decorrer do presente trabalho.

b) Em fase de planejamento:

Andlise de rearranjos no gene 7P53, com a técnica MLPA, visando verificar sua
freqliéncia na nossa amostra;

Andlise de outros genes envolvidos na rota bioquimica de 7P53 (como por exemplo
MDM?2) e investigagdo quanto a alteracdes em outros genes que possam estar
atuando como modeladores de TP53;

Andlise do equilibrio de Hardy-Weinberg para verificar presenga de desequilibrio
de ligacdo entre os diferentes haplotipos detectados para o gene 7P53;

Estudos de correlagdo entre os diferentes hapldtipos encontrados para TP53 e
historia familiar de cancer, historia reprodutiva, exposicdo ambiental, dieta, dentre
outros;

Busca de fomento para expansdo do presente estudo a outras regides da cidade de
Porto Alegre e, ampliagdo do questiondrio de inclusdo, com a adi¢do de aspectos

que permitam detectar familias com critérios clinicos para SLF/LFL.
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12. ANEXOS
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12.1 ANEXOS REFERENTES AO CAPITULO 1
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12.1.1 Questionario de inclusao no estudo
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12.1.2 Questionario de conhecimento
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12.1.3 Questionario de percepg¢ao do risco

QUESTIONARIO DE PERCEPCAQO DE RISCO — NfJ(;LEO MAMA PORTO ALEGRE
(PACIENTES ASSINTOMATICOS)

1. Vocé acha que tem um risco aumentado de ter cancer? ( ) 1. Sim ( )2.Nao ( )9.Nao Sei
Se a resposta foi “ndo” va diretamente para a pergunta 3.

2. Vocé acha que seu risco de ter cincer é: ( ) 1.muito alto ( ) 2.alto ( ) 3.médio ( )4.baixo ( ) 5.ndo sabe
3. Imagine que o desenho abaixo ¢ de uma régua com notas de 0 a 10. “0” indica certeza que vocé nio vai ter

cancer e “10” indica certeza que vocé vai ter cancer ao longo da vida. Marque nessa régua onde vocé acha que fica
a sua chance de ter o cancer ao longo da vida.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |
T T
Estou certo de Estou certo de
que NAO VOU que VOU TER
TER cancer cancer

4. Imagine que o desenho abaixo é de uma régua com notas de 0 a 10. “0” indica certeza que vocé nio vai ter
cancer e “10” indica certeza que vocé vai ter cancer ao longo da vida. Marque nessa régua onde vocé acha que fica
a chance de outras pessoas da sua familia de ter o cincer ao longo da vida.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |
T T
Estou certo de Estou certo de
que NAO VOU que VOU TER
TER cancer cancer

5. O quanto vocé se preocupa com a chance de ter cincer? “0” indica que vocé nunca se preocupa e “10” indica
que vocé sempre se preocupa. Marque como vocé se sente na maior parte do tempo.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |
T T
Nunca me preocupo Estou sempre me preocupando

6. A sua preocupacio com a chance de ter cancer interfere no seu dia-a-dia? “0” indica que nunca interfere e “10”
indica que sempre interfere. Marque como vocé se sente na maior parte do tempo.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |
T 1}
Nunca Sempre

7. Comparado com qualquer outra mulher da sua idade vocé acha que seu risco de ter cincer é:
() linexistente ( )2.menor ( )3.igual ( )4.maior ( )5.muito maior

8. Vocé acha que pessoas com cancer tém uma chance de cura? ( ) 1.sim ( )2.ndo ( ) 3.ndo sei
Se a resposta foi sim, a chance de cura é: ( ) 1.muito alta ( ) 2.alta ( ) 3.média ( ) 4.baixa ( ) 9.ndo sei

9.Na sua Opinifio, por que algumas familias tém casos de cincer?
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12.1.4 Critérios clinicos

CRITERIOS PARA INCLUSAO EM
SINDROMES DE PREDISPOSICAO AO CANCER DE MAMA:

1. HBCC - SINDROME DE PREDISPOSICAO AO CANCER DE MAMA E CANCER
COLORRETAL:

3 casos de CCR e 1 de ca de mama (qquer idade);

3 casos de ca de mama e 1 de CCR (qquer idade);

2 casos de ca de mama (1 < 60 anos) e 1 caso de ca de mama + CCR;
2 casos de ca de mama e 1 caso de CCR (< 50 anos);

2 casos de ca de mama e 2 casos de CCR em qquer idade.

Nk W=

2. HBOC - SINDROME DE PREDISPOSICAO AO CANCER DE MAMA E OVARIO
CRITERIOS DA ASCO:

3 ou + casos de ca de mama e 1 ou + de ca de ovario em qquer idade;
Mais de 3 casos de ca de mama com dx antes dos 50 anos;
3 casos de ca de mama com dx antes dos 50 anos;
Pares de irmas (ou mae-filha) com 2 dos seguintes antes dos 50 anos:
4A) 2 casos de cincer de mama
4B) 2 casos de caAncer de ovario
4C) 1 caso de cancer mama e 1 caso de cincer de ovario

bl ol .

3. SINDROME DE LI-FRAUMENI
e Sarcoma na infincia ou em idade jovem (antes dos 45 anos) E
e Parente de 1° grau com qquer ca em idade jovem (antes dos 45 anos) E
e Parente de 1° ou 2° graus que tenha o dx de ca em idade jovem (antes dos 45
anos) ou sarcoma em qquer idade.

4. SINDROME DE LI-FRAUMENI like

¢ (Ca na infancia (qquer tipo) OU tumor de SNC ou adreno-cortical antes dos
45 anos E

e Familiar de 1° ou 2° graus com ca tipico de SLF (sarcoma, ca de mama,
SNC, adreno-cortical, leucemia, melanoma, de células germinativas,
gastrico, de pancreas, pulmao, laringe, proéstata, linfoma, CCR, Wilms) em
qquer idade E

e Familiar de 1° ou 2° graus com qquer ca antes dos 60 anos de idade.

5. SINDROME DE LI-FRAUMENI - CRITERIOS DE EELES

2 familiares de 1° ou 2° graus com cas tipicos de SLF em qquer idade.

o Eeles 1 — 2 tumores diferentes incluindo sarcoma, ca mama, tumor de SNC,
adrenocortical, melanoma, ca proéstata, pancreas, leucemia em familiares de
1° ou 2° grau em qualquer idade.

e Eeles 2 — Sarcoma em qualquer idade no probando mais 2 tumores podendo
ser de ca mama < 50, tumor SNC, leucemia, adrenocortical, melanoma,
prostata, pincreas ou sarcoma em qualquer idade.
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7. SINDROME DE COWDEN

Critérios Patognomonicos : Doenca de Lhermitte-Duclos disease (gangliocitoma
cerebelar displasicos); Lesdes mucocutaneas: triquilemomas (faciais), queratoses
acrais, lesdes papilomatosas e lesdes de mucosa

Critérios Maiores: Cancer de mama; Cancer de tiredide ndo-medular, geralmente
folicular; Macrocefalia (PC > p97); Cancer de endométrio.

Critérios menores: Outras lesdes de tiredide; Deficiéncia mental (QI =75);
Polipos hamartomatosos intestinais; Doenca fibrocistica da mama; Lipomas;
Fibromas, fibroides uterinos; Tumores do trato GU ou malformagdes do trato GU

e O diagnostico de Sindrome de Cowden é feito se:

I') Considerando somente os critérios patognomdonicos o paciente tiver:
Seis ou + papulas faciais, das quais 3 ou + sdo triquilemomas ou
Papulas faciais cutaneas e papilomatose mucosa oral ou

Papilomatose da mucosa oral e ceratoses acrais ou
Seis ou + ceratoses palmo-plantares

O O O O

IT) Dois ou mais critérios maiores
III) Um critério maior e pelo menos trés critérios menores

IV) Pelo menos 4 critérios menores
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12.1.5 Questionario de motivagdo para teste genético
MOTIVACAO PARA TESTE GENETICO

Atualmente, é possivel usar um teste de sangue para determinar quais pessoas de uma
familia com vérios casos de ciancer de mama, t€ém uma alteracdo genética que dard maior
risco de ter cancer. Uma mulher que herdar essa alteracdo genética tera um alto risco de ter
cancer de mama ao longo da vida. Uma mulher que ndo herdar essa alteragdo genética tera
um risco de ter cancer de mama ao longo da vida igual ao de qualquer outra mulher de sua
idade. Se esse teste de sangue estivesse a disposi¢do e pudesse lhe dizer se vocé herdou ou
ndo uma alteracdo genética desse tipo, vocé faria o teste?

( )sim ( )nao () nao sei

RAZOES PARA QUERER FAZER UM TESTE QUE PODERA
LHE DIZER O RISCO DE TER CANCER DE MAMA:

Concorda Nao
concorda

Planejar o futuro () ()
Tomar decisdes sobre casamento () ()
Tomar decisdes sobre ter ou nao filhos () ()
Saber se os filhos estdo em risco () ()
Tomar mais cuidados consigo mesma () ()
Fazer exames de preven¢do do cancer com maior () ()

freqliéncia

RAZOES PARA NAO QUERER FAZER UM TESTE QUE PODERA
LHE DIZER O RISCO DE TER CANCER DE MAMA:
Concorda Nao

concorda
Preocupacdo com reagdes emocionais () ()
Preocupacgao com reagdes do companheiro ()
Preocupacdo com reagdes da familia ()
Saber se os filhos estdo em risco ()
Preocupacao com reagdes do sistema de saude ()
Incertezas sobre a capacidade do teste realmente ()
determinar o resultado correto

NN AN AN AN
N N N N N
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IMPACTO ANTECIPADO DE UM RESULTADO POSITIVO
Se vocé decidir fazer o teste e ele mostrar que vocé tem uma alteragdo genética relacionada
ao cancer de mama, como vocé reagiria durante o primeiro ano apods o teste?

Nao é muito E provavel E muito
provavel provavel

Eu ficaria muito deprimida () () ()
Eu ficaria muito ansiosa () () ()
Eu me sentiria mais em controle () () ()
Teria efeito negativo no meu () () ()
casamento
Teria efeito negativo na minha () () ()
qualidade de vida

IMPACTO ANTECIPADO DE UM RESULTADO NEGATIVO
Se vocé decidir fazer o teste e ele mostrar que vocé NAO tem uma alteracdo genética
relacionada ao cancer de mama, como vocé reagiria durante o primeiro ano apods o teste?

Nao ¢ muito E provavel E muito
provavel provavel

Eu ficaria menos deprimida () () ()
Eu ficaria menos ansiosa () () ()
Eu continuaria preocupada () () ()
Teria feito negativo no meu () () ()
casamento
Teria efeito negativo na minha () () ()
qualidade de vida
Eu me sentiria culpada se mais () () ()

alguém na familia tivesse essa alteracao
Vocé acha que a chance de encontrar uma alteraciao genética que da maior risco de

cancer em sua familia é:

( ) muito pequena ( )pequena ( )moderada ( )alta ( ) muito alta
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12.1.6 Laudo para paciente alto risco | (pacientes de 15 a 39 anos)

Relatério de Avaliagdo Genética Realizada no Nucleo Mama Porto Alegre
Projeto de Pesquisa: “ldentificacao e Caracterizagido de Pacientes em Risco para Cancer de

Mama Hereditario no Sul do Brasil”

Porto Alegre, xx de xxxxxxx de 2007.

Prezada Sra.
Endereco:
Posto:

Estamos escrevendo esse relatério para que a Sra. tenha um resumo por
escrito da avaliagdo genética que realizou no Nucleo Mama Porto Alegre
(NMPOA). A senhora foi encaminhada para participar deste projeto de pesquisa
porque faz parte dos postos participantes do Programa Saude da Mama e porque
informou que ha casos de cancer em sua familia. O objetivo deste projeto é
identificar pessoas e familias com risco aumentado para as formas genéticas de
cancer de mama e assim tentar auxiliar na identificagcao precoce e prevencao do
cancer de mama.

Quando a senhora consultou conosco em XX/XX/XXXX (GXXX), estava
com XX anos e conversamos sobre a sua histéria médica e sobre a sua historia
familiar. Com a histéria que a Sra. relatou verificamos que ha varios casos de
cancer em sua familia com caracteristicas sugestivas para uma tendéncia
genética ao desenvolvimento de tumores. Pela histéria que a Sra. relatou
verificamos uma suspeita de que sua familia possa ter uma predisposicdo a
sindrome  XXXXXXXXXXXXXXXXXXX. Conversamos sobre o significado deste
diagndstico, se fosse confirmado por um teste de DNA e apds aconselhamento a
Sra. e/ou seus familiares decidiram prosseguir e realizar esse teste genético para
tentar confirmar ou n&o se ha uma tendéncia genética ao cancer em sua familia.
Explicamos que esse teste genético é feito dentro de um projeto de pesquisa e
que ndo ha prazo exato para que tenhamos um resultado. Além disso, é possivel
que o teste ndo identifique uma alteragdo genética ou que pode significar que sua
familia ndo tem essa tendéncia ou que o teste realizado n&o conseguiu com 100%
de certeza “achar” uma alteracdo genética que explique os casos de cancer em
sua familia. Quando o resultado do teste estiver disponivel faremos contato
telefbnico ou por carta, chamando-a para nova consulta na qual sera transmitido o
resultado.

Enquanto aguardamos o resultado do teste genético recomendamos que
vocé faga acompanhamento com mastologista no NMPOA a cada 6 meses. Essa
consulta deve ser preferencialmente marcada pelo seu posto de saude, ou a Sra.
pode ligar diretamente para o NMPOA para marcagdo da sua consulta. Havendo
qualquer mudanga na histéria de sua familia (por exemplo, aparecimento de um
novo caso de cancer), esta deve ser comunicada a equipe.

Como qualquer mulher, a senhora deve continuar realizando as medidas
para detecgao precoce do cancer: auto-exame das mamas a cada més (logo apés
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o periodo menstrual) e exame preventivo do cancer de colo de utero (no posto de
saude) a cada ano. E importante também que a Sra. tente introduzir e manter em
sua rotina o exercicio fisico (pelo menos 4h por semana) e uma dieta rica em
fibras com baixas quantidades de gordura animal pois esses s&o fatores
reconhecidamente protetores para a ocorréncia de cancer de mama. Além disso,
€ importante que evite exposi¢cdao desnecessaria a horménios, o que pode
aumentar o risco para cancer de mama. A partir dos 40 anos de idade (ou antes,
se indicado pelo mastologista), deve realizar uma mamografia anualmente.

Agradecemos a partipagao da Sra. em nossa pesquisa e nos colocamos a
disposicdo para eventuais esclarecimentos pelo telefone (51) 3315-8641.
Cordialmente,

- \ | "

Dra. Patricia Ashton-Prolla Dra. Maira Caleffi
Coordenadora da Pesquisa em Genética Coordenadora do Nucleo
Mama Porto Alegre
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12.1.7 Laudo para paciente alto risco Il (pacientes de 40 a 69 anos)

Relatério de Avaliagdo Genética Realizada no Nucleo Mama Porto Alegre
Projeto de Pesquisa: “ldentificacao e Caracterizagido de Pacientes em Risco para Cancer de

Mama Hereditario no Sul do Brasil”

Porto Alegre, xx de xxxxxxx de 2007.

Prezada Sra.
Endereco:
Posto:

Estamos escrevendo esse relatério para que a Sra. tenha um resumo por
escrito da avaliagdo genética que realizou no Nucleo Mama Porto Alegre
(NMPOA). A senhora foi encaminhada para participar deste projeto de pesquisa
porque faz parte dos postos participantes do Programa Saude da Mama e porque
informou que ha casos de cancer em sua familia. O objetivo deste projeto é
identificar pessoas e familias com risco aumentado para as formas genéticas de
cancer de mama e assim tentar auxiliar na identificagao precoce e prevencgao do
cancer de mama.

Quando a senhora consultou conosco em XX/XX/XXXX (GXXX), estava
com XX anos e conversamos sobre a sua histéria médica e sobre a sua histoéria
familiar. Com a histéria que a Sra. relatou verificamos que ha varios casos de
cancer em sua familia com caracteristicas sugestivas para uma tendéncia
genética ao desenvolvimento de tumores. Pela histéria que a Sra. relatou
verificamos uma suspeita de que sua familia possa ter uma predisposicdo a
sindrome  XXXXXXXXXXXXXXXXXXX. Conversamos sobre o significado deste
diagndstico, se fosse confirmado por um teste de DNA e apds aconselhamento a
Sra. e/ou seus familiares decidiram prosseguir e realizar esse teste genético para
tentar confirmar ou n&o se ha uma tendéncia genética ao cancer em sua familia.
Explicamos que esse teste genético é feito dentro de um projeto de pesquisa e
que ndo ha prazo exato para que tenhamos um resultado. Além disso, é possivel
que o teste nado identifique uma alteragdo genética ou que pode significar que sua
familia ndo tem essa tendéncia ou que o teste realizado n&o conseguiu com 100%
de certeza “achar” uma alteracdo genética que explique os casos de cancer em
sua familia. Quando o resultado do teste estiver disponivel faremos contato
telefbnico ou por carta, chamando-a para nova consulta na qual sera transmitido o
resultado.

Enquanto aguardamos o resultado do teste genético recomendamos que
vocé faga acompanhamento com mastologista no NMPOA a cada 6 meses. Essa
consulta deve ser preferencialmente marcada pelo seu posto de saude, ou a Sra.
pode ligar diretamente para o NMPOA para marcagdo da sua consulta. Havendo
qualquer mudanga na histéria de sua familia (por exemplo, aparecimento de um
novo caso de cancer), esta deve ser comunicada a equipe.

Como qualquer mulher entre os 40 e 69 anos de idade, a senhora deve
continuar realizando as medidas para a detecgao precoce do cancer: auto-exame
das mamas a cada més, exame preventivo do cancer de colo de utero e
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mamografia (esta ultima no NMPOA) a cada ano. E importante também que a Sra.
tente introduzir e manter em sua rotina o exercicio fisico (pelo menos 4h por
semana) e uma dieta rica em fibras com baixas quantidades de gordura animal
pois esses sao fatores reconhecidamente protetores para a ocorréncia de cancer
de mama. Além disso, € importante que evite exposicdo desnecessaria a
hormdnios, o que pode aumentar o risco para cancer de mama.

Agradecemos a partipagado da Sra. em nossa pesquisa e nos colocamos a
disposicdo para eventuais esclarecimentos pelo telefone (51) 3315-8641.
Cordialmente,

( N " { 1
v fat N v 3 |

P ! \ VoA 4 | of )

4 ) \ AN L LA O

Dra. Patricia Ashton-Prolla Dra. Maira Caleffi
Coordenadora da Pesquisa em Genética Coordenadora do Nucleo
Mama Porto Alegre

Lembre-se que todos os anos:

Vocé deve marcar uma consulta de revisao no NMPOA para os meses
e . Sua mamografia deve ser realizada no més de
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12.1.8 Laudo para paciente risco moderado

Relatdrio de Avaliagcao Genética Realizada no Niicleo Mama Porto Alegre
Projeto de Pesquisa: “Identificagao e Caracterizagao de Pacientes em Risco para

Cancer de Mama Hereditario no Sul do Brasil”

Porto Alegre, xx de xxxxxxx de 2007.

Prezada Sra.
Endereco:
Posto:

Estamos escrevendo esse relatério para que a Sra. tenha um resumo por
escrito da avaliagdo genética que realizou no Nucleo Mama Porto Alegre
(NMPOA). A senhora foi encaminhada para participar deste projeto de pesquisa
porque faz parte dos postos participantes do Programa Saude da Mama e porque
informou que ha casos de cancer em sua familia. O objetivo deste projeto é
identificar pessoas e familias com risco aumentado para as formas genéticas de
cancer de mama e assim tentar auxiliar na identificagao precoce e prevencgao do
cancer de mama.

Quando a senhora consultou conosco em XX/XX/XXXX (GXXX), estava
com XX anos e conversamos sobre a sua histéria médica e sobre a sua historia
familiar. Com a histéria que a Sra. relatou ndo ha indicativos de uma
predisposi¢cdo hereditaria ao cancer de mama em sua familia (considerando as
sindromes comuns de predisposicdo, chamadas: “cancer de mamal/ovario
hereditario”, “cancer de mamalintestino hereditario”, “sindrome de Li-Fraumeni/Li-
Fraumeni-like” e “sindrome de Cowden”). Isso significa que no momento, as
informacdes confirmadas sobre o numero de casos de cancer, os tipos de cancer
e as idades ao aparecimento dos tumores em sua familia ndo sdo suficientes
para dizer que a senhora ou sua familia tenham maior risco para as formas
genéticas de cancer. Sendo assim, ndo ha, nesse momento, motivo para realizar
uma investigacao genética adicional. Qualquer mudancga na historia de sua familia
(por exemplo, aparecimento de um novo caso de cancer) pode mudar essa
avaliagao e deve ser comunicada a equipe do NMPOA.

Por outro lado, a avaliagao de outros fatores de risco para cancer de mama
além da histéria da sua familia, indicou que a sua chance de desenvolver cancer
de mama ao longo da vida € um pouco maior que a chance média das mulheres
de sua idade. Por este motivo, recomendamos que a Sra. consulte a cada seis
meses com a equipe do NMPOA para uma avaliagdo das mamas e para
realizacdo de exames se necessario. Essa consulta deve ser preferencialmente
marcada pelo seu posto de saude, ou a Sra. pode ligar diretamente para o
NMPOA para marcagéo da sua consulta.

Como qualquer mulher entre os 40 e 69 anos de idade, a senhora deve
continuar realizando as medidas para a deteccao precoce do cancer: auto-exame
das mamas a cada més, exame preventivo do cancer de colo de utero e
mamografia (esta ultima no NMPOA) a cada ano.
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E importante também que a Sra. tente introduzir e manter em sua rotina o
exercicio fisico (pelo menos 4h por semana) e uma dieta rica em fibras com
baixas quantidades de gordura animal pois esses sao fatores reconhecidamente
protetores para a ocorréncia de cancer de mama. Além disso, é importante que
evite exposi¢cao desnecessaria a hormdnios, o que pode aumentar o risco para
cancer de mama.

Agradecemos a partipagao da Sra. em nossa pesquisa e nos colocamos a
disposicdo para eventuais esclarecimentos pelo telefone (51) 3315-8641.
Cordialmente,

. i~ ‘ l M V3 14 £ |
% . 3 ) II:- i = ‘I ‘ =
— \ | ~

Dra. Patricia Ashton-Prolla Dra. Maira Caleffi
Coordenadora da Pesquisa em Genética Coordenadora do Nucleo
Mama Porto Alegre

Lembre-se que todos os anos:

Vocé deve marcar uma consulta de revisdao no NMPOA para os meses
e . Sua mamografia deve ser realizada no més de
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12.1.9 Laudo para paciente baixo risco

Relatdrio de Avaliagcao Genética Realizada no Niicleo Mama Porto Alegre
Projeto de Pesquisa: “Identificagao e Caracterizagao de Pacientes em Risco para

Cancer de Mama Hereditario no Sul do Brasil”

Porto Alegre, xx de xxxxxxx de 2007.

Prezada Sra.
Endereco:
Posto:

Estamos escrevendo esse relatério para que a Sra. tenha um resumo por
escrito da avaliagdo genética que realizou no Nucleo Mama Porto Alegre
(NMPOA). A senhora foi encaminhada para participar deste projeto de pesquisa
porque faz parte dos postos participantes do Programa Saude da Mama e porque
informou que ha casos de cancer em sua familia. O objetivo deste projeto &
identificar pessoas e familias com risco aumentado para as formas genéticas de
cancer de mama e assim tentar auxiliar na identificagcao precoce e prevencao do
cancer de mama.

Quando a senhora consultou conosco em XX/XX/XXXX (GXXX), estava
com XX anos e conversamos sobre a sua histéria médica e sobre a sua historia
familiar. Com a histéria que a Sra. relatou ndo ha indicativos de uma
predisposicdo hereditaria ao cancer de mama em sua familia (considerando as
sindromes comuns de predisposi¢cdao, chamadas: “cdncer de mama/ovario
hereditario”, “cancer de mamalintestino hereditario”, “sindrome de Li-Fraumeni/Li-
Fraumeni-like” e “sindrome de Cowden”). Isso significa que no momento, as
informagdes confirmadas sobre o numero de casos de céncer, os tipos de cancer
e as idades ao aparecimento dos tumores em sua familia ndo sdo suficientes
para dizer que a senhora ou sua familia tenham maior risco para as formas
genéticas de cancer. Sendo assim, ndo ha, nesse momento, motivo para realizar
uma investigacao genética adicional. Qualquer mudancga na historia de sua familia
(por exemplo, aparecimento de um novo caso de cancer) pode mudar essa
avaliagao e deve ser comunicada a equipe do NMPOA.

Além disso, a avaliagdo de outros fatores de risco além do genético indicou
que o seu risco de ter cancer de mama ao longo da vida ndo é significativamente
diferente do risco médio de mulheres de sua idade. Qualquer mudanga na histéria
de sua familia (por exemplo, aparecimento de um novo caso de céancer) pode
mudar essa avaliagdo e deve ser comunicada a equipe do NMPOA.

Entre os 40 e 69 anos, como qualquer mulher nessa faixa de idade, a
senhora deve continuar realizando as medidas para a deteccdo precoce do
cancer: auto-exame das mamas a cada més, exame preventivo do cancer de colo
de utero e mamografia (esta ultima no NMPOA) a cada ano.
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E importante também que a Sra. tente introduzir e manter em sua rotina o
exercicio fisico (pelo menos 4h por semana) e uma dieta rica em fibras com
baixas quantidades de gordura animal pois esses sao fatores reconhecidamente
protetores para a ocorréncia de cancer de mama. Além disso, € importante que
evite exposi¢cao desnecessaria a horménios, o que pode aumentar o risco para
cancer de mama.

Agradecemos a partipagao da Sra. em nossa pesquisa e nos colocamos a
disposicdo para eventuais esclarecimentos pelo telefone (51) 3315-8641.
Cordialmente,

&Q'\}\__ Vo Cowe | [ ]

Dra. Patricia Ashton-Prolla Dra. Maira Caleffi
Coordenadora da Pesquisa em Genética Coordenadora do Nucleo
Mama Porto Alegre

Lembre-se que todos 0s anos:
Vocé deve marcar uma consulta de revisao no NMPOA para o més de

Sua mamografia deve ser realizada no més de
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12.1.10 Folder educativo

Vocé sabia que...

» Cerca de uma em cada dez mulheres, no Rio
Grande do Sul, poderd desenvolver cincer de
mama a0 longo da vida;

« O ciineer de mama tem cura. Descobrir o cineer
em seus estigios inicials aumenta em muiio a

# O clincer de mama ¢ o tumor mais freqliente em
mulheres de todas as idades ¢ é primeira causa de
cincer Iheres entre 30 ¢ 49 anos;

0 auto-exame das mamas ¢ uma das
ferramentas mais importantes para
cedo a existéncia do cincer de mama em uma
mulher;

» O cancer de mama pode acontecer em gualquer
idade, mas ¢ mais frequiente depois dos 50 anos de

idade;

* Apartir dos 18 anos de idade tods a mulher deve
fuzer i das mamas. De
prefert logo apé: icl i

* Além do auto-exame das mamas, ¢ importante que
cada mulher, todos os anos, faga o exame
preventivo do colo do ttero. A partir dos 40 anos o
exame de mamografia deve ser feito por todas as
mulheres, anualmente;

Sabemos que algumas medidas podem reduzic a
chance de una mulher ter cancer de mana:

o Amamentar os fithos ao seio;

o Fazerexercicios regularmente;

o Manter dieta balanceada evitando a
abesidade.

A chance de ter ciincer de mama
¢é igual para todos?

A maioria dos tumores de mama
0COrTe em pessoas que nio tém
familiares com a doenga;

Entretanto, um pequeno grupo de
mulheres tem uma tendéncia
hereditiria ao cincer de mama;

Estas mulheres devem ser
acompanhadas
de maneira especial.

Por que as mulheres que tém uma
tendéncia hereditiria ao cincer de
mama devem ser acompanhadas de
forma especial?

Porque algumas medidas podem ser
tomadas para diminuir a chance do
ciincer se desenvolver nessas mulheres.

Grupo de Genética
Nucleo Mama Porto Alegre

2y The Susan
f ‘)j G, Ko
i Breast wer
st Foundation

CLINICAS

UNIVERSSOADE FEDERAL
DO RIC GRANDE B0 $4UL

Projeto Saude da Mama
Porto Alegre

HOSPITAL er

MOINHOS DE VENTO

yo INSTITUTO DA

D60 880 GRARDH O

Quando se suspeita que uma pessoa
possa ter tendéncia hereditiria ao
ciancer de mama?

Quando ela tem familiares que tiveram
cincer de mama antes dos 50 anos;

Quando ela tem familiares que tiveram
cancer nas duas mamas;

Quando ela tem um familiar do sexo
masculino com cincer de mama;

Quando ela tem familiares com cincer
de mama, ovirio e/ou intestino;

Quando ela tem varios familiares
jovens com cincer, em mais de uma
geragio da familia.

SE VOCE TEM HISTORIA
DE CANCER NA FAMILIA,
CONVERSE COM SEU
MEDICO A RESPEITO!

HA MUITAS MANEIRAS
DE PREVENIR O CANCER,
MESMO NAS PESSOAS
DE MAIOR RISCO!

Grupo de Genética
Nucleo Mama Porto Alegre

Caonhecer a histdria de sua familia
pode ser importante
para a salude da mama

importante para a saide da mama.

TELEFONES UTEIS
NMPOA

Niscleo Mama Porto Alegre

(51) 3315-8136
IMAMA

Institute da Mama do Rio Grande do Sul

(51) 3264-3000

Disque Saude Mulher

Secretaria Especial de Politicas par as mulheres
Presidéncia da Repiblica ¢ Ministério da Saide
0800-644-0803

ANOTE SEUS EXAMES
Exame Data

/
e b

o
1
!
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12.1.11 - TERMO DE CONSENTIMENTO PARA AVALIACAO DE RISCO GENETICO

O Nucleo Mama Porto Alegre, em colaboragdo com a Secretaria Municial da Satde e o
Departamento de Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, estdo realizando um
estudo sobre fatores genéticos no cancer de mama. Em uma fase inicial, estamos tentando
identificar qual a freqiiéncia de fatores de risco genético para o cancer de mama em um grupo de
mulheres de Porto Alegre.

Vocé esta sendo convidado a participar deste estudo que envolve participar de uma
consulta para descrever a historia de sua familia e responder a questionarios de conhecimento sobre
cancer de mama e sobre sua percepcao do risco de cancer de mama. Se for confirmado um risco
maior para cancer de mama hereditario, vocé€ e possivelmente seus familiares serdo convidados
para realizar uma avaliacdo genética no Nucleo Mama Porto Alegre.

Vocé pode escolher se quer ou ndo participar do estudo. Se vocé decidir que ndo quer
participar, isso nao vai afetar de maneira nenhuma o seu atendimento. Se vocé quiser participar,
uma pessoa da equipe de saude estara a sua disposi¢do para esclarecer davidas. O resultado desse
estudo sera importante para que possamos entender melhor se nesse grupo de mulheres de Porto
Alegre hd um risco maior para cancer de mama hereditario. Essa informacdo podera nos ajudar a
acompanhar e tratar melhor as mulheres em risco.

Se vocé quer participar do estudo, por favor assine este documento. As informagdes dessa
pesquisa serdo utilizadas somente pela equipe de satide. Em caso de publicacdo, os dados desse
estudo serdo utilizados de forma anénima.

Muito obrigada por sua atengdo

Nome e assinatura do paciente

Nome e assinatura do entrevistador

Local e Data: Porto Alegre, / /

Pesquisadores responsaveis:
Dra. Patricia Ashton-Prolla Dra. Lavinia Schuler-Faccini
Dra. Maira Caleffi Dr. Roberto Giugliani

Telefone para contato: (51) 3315-8641

TCLE PARA TESTE GENETICO
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12.1.12 TCLE para teste genético

IDENTIFICAGAO E ANALISE DE MUTACOES NOS GENES BRCA1 E BRCA?2
E OUTROS GENES DE PREDISPOSIGAO HEREDITARIA AO
CANCER DE MAMA E/OU CANCER DE OVARIO POR DHPLC/MLPA

INVESTIGADORES:
Patricia Ashton-Prolla, Lavinia Schiler-Faccini, Luciane Kalakun,
Edenir Inéz Palmero, Maira Caleffi, Roberto Giugliani.

CONSENTIMENTO INFORMADO — CASOS-IiNDICE

OBJETIVO:

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um projeto de pesquisa envolvendo pacientes
com cancer de mama. O objetivo deste estudo é analisar a contribuigdo de uma causa
genética (alteragées nos genes BRCA1, BRCA2 e outros genes de predisposi¢ao) para a
ocorréncia de cancer de mama e ovario na nossa populagdo. Mulheres que herdam uma
mutagado em gene de predisposicdo em um destes genes tém risco aumentado de desenvolver
cancer de mama e ovario ao longo da vida e também podem ter risco maior para outros tumores.
Homens afetados em uma familia com mais casos de cancer de mama e ovario podem ter risco
maior de certos tipos de cancer.

PROCEDIMENTO DA INVESTIGAGAO:

Esse é um estudo observacional e sua participacdo nao vai influenciar ou modificar seu acesso a
tratamento médico agora ou no futuro. A sua participagdo nesse estudo é voluntaria. Vocé tem o
direito a se recusar a participar do estudo e vocé pode desistir da participagdo em qualquer
momento do estudo, sem que isso influencie o0 seu acesso a tratamento médico. Vocé também
tem a opgéo de participar desse estudo anonimamente, situacdo em que seu DNA sera estudado
para alteragdes em genes de predisposi¢do ao cancer de mama e ovario, mas nao lhe sera dito o
resultado. Nesse caso vocé recebera recomendagdes sobre condutas de prevencao de cancer de
acordo com seu risco.

O estudo envolve participar de pelo menos duas sessbes de aconselhamento genético antes da
coleta de sangue. Nessas consultas, vocé tera a oportunidade de discutir os possiveis beneficios,
limitacOes e riscos da analise genética dos genes de predisposicao hereditaria ao cancer de mama
e ovario em seu caso. Vao lhe explicar que este teste ndo tem uma precisdo de 100% e que ha
limitagcGes sobre o que o teste pode Ihe revelar. O teste pode lhe proporcionar uma estimativa mais
precisa do risco de desenvolver um segundo cancer de mama e/ou ovario e outros canceres ao
longo de sua vida. Este teste também permite determinar se vocé tem uma alteracdo nesses
genes que pode ser transmitida para seus filhos. Este teste ndo vai Ihe trazer informagdes sobre o
seu atual estado de saude.

Para participar do estudo vocé tera que fornecer informagdes detalhadas sobre sua histéria
familiar, inclusive informagdes sobre parentes que tiveram cancer de mama e/ou ovario, bem
como outros tumores. Sera sugerido que vocé fornega informagdes sobre esta avaliagdo que vem
realizando e o teste genético a outros familiares que precisem ser contactados. Quando vocé
receber o resultado de seu teste, podera ter que transmitir esse resultado a outros familiares. Isso
ndo significa que vocé estd dando consentimento para que outros membros da sua familia
participem deste teste genético. Nenhum familiar seu sera contactado pela equipe médica antes
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de receber, de vocé, informagdes sobre esse projeto. Se outros familiares decidirem participar,
eles serdo atendidos pela equipe para conhecer melhor o estudo e entdo assinar formulario de
consentimento. Nenhuma informacdo médica a seu respeito sera fornecida a outros familiares
durante o processo de entrevistas sem o seu consentimento.

Quando a analise estiver concluida, vocé sera contactado(a) e convidado(a) a marcar uma
consulta para receber o resultado do exame pessoalmente. Nenhuma informacao sera fornecida
por telefone ou carta, independente do resultado. Vocé também sera contactada no futuro por
membros desta equipe para obter informagdes sobre sua saude ou sobre a saude de outros
familiares.

Este projeto de pesquisa é possibilitado por uma colaboracdo entre varias Institui¢des, incluindo
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Nucleo Mama Porto Alegre, Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, Secretaria Municipal de Saude. Todas etapas da investigacdo seréo realizadas em
Porto Alegre: as consultas e a avaliacdo genética no Nucleo Mama Porto Alegre e parte da
investigacao laboratorial no Departamento de Genética da UFRGS e no Servico de Genética
Médica do HCPA. Em raras situagdes é necessario coletar mais de uma amostra de sangue para
realizar teste genético. Caso a primeira amostra nao seja suficiente ou adequada, vocé sera
chamado(a) para realizar nova coleta.

Como esse é um projeto de pesquisa e o exame nao sera realizado em um laboratério comercial,
nao ha prazo exato para liberagao do resultado e este sera liberado varios meses apds a coleta
(em geral 48 a 36 meses ). Além disso, em alguns casos, a informacao obtida com o teste podera
ser inconclusiva.

PROCEDIMENTO DA COLETA DO SANGUE:

O teste genético normalmente requer 10 ml de sangue. Antes de seu sangue ser coletado,
certifique-se que seu nome esta corretamente escrito em todos tubos de sangue vazios e depois
da coleta vocé vai assinar um formulario indicando que confirmou a identificagdo de todos tubos.
Vocé tem a opgdo de nao querer receber ou querer retardar o recebimento dos resultados da
analise genética durante qualquer momento do processo de testagem.

RESULTADOS:

1) Quando o resultado do teste laboratorial estiver disponivel, vocé podera adiar ou recusar o
recebimento destes resultados. Se vocé quiser saber qual é o resultado, este sera fornecido
durante uma sesséo pessoal de aconselhamento genético no Nucleo Mama Porto Alegre. A
principio, esse aconselhamento é realizado individualmente mas vocé podera trazer um
familiar ou outra pessoa para acompanhar a consulta. O resultado jamais sera fornecido por
telefone, fax ou carta. Excepcionalmente, o resultado podera ser fornecido a um de seus
familiares, se autorizado previamente por vocé e se esta pessoa estiver acompanhando a

investigacédo e também tiver realizado aconselhamento genético prévio.
Durante o aconselhamento, vao Ihe explicar que ha trés possiveis resultados para o teste genético:

2) Vocé pode ter herdado um gene de predisposicdo ao cancer de mama e ovario alterado
(mutado). Mulheres com uma alteragdo destas podem ter um risco muito aumentado de
desenvolver cancer de mama e/ou ovario e outros tumores. Vocé podera descobrir que tem
um risco aumentado de ter um segundo cancer, do mesmo tipo ou de um tipo diferente do que
ja teve. Homens com uma alteragéo destas também podem ter risco maior para certos tipos de
cancer.

3) Vocé pode nao ter herdado um gene de predisposi¢ado alterado. Com isso, podemos chegar a

conclusdo que uma alteragdo nos genes até agora associados ao cancer de mama e ovario
nao explica sua histéria pessoal e familiar de cancer. Ainda assim, é possivel que vocé tenha
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herdado um outro gene de predisposi¢do ao cancer de mama para o qual ainda ndo ha testes
disponiveis.

4) Pode ser impossivel de determinar se vocé herdou ou ndo um gene de predisposic¢ao alterado
(teste inconclusivo). Se o teste laboratorial for inconclusivo, vocé tera a opcéo de repetir o
teste em outra data. Nesta hipotese, vocé poderia ter herdado uma alteragdo em outro gene
de susceptibilidade ao cancer, para o qual nao foi testado(a).

Em caso de um teste inconclusivo, o laboratério continuara estudando sua amostra de sangue
(DNA) a procura de outros genes alterados que possam estar contribuindo para a ocorréncia de
cancer. Porém, se esse fér o caso, ndo ha prazo ou promessa de um resultado conclusivo para
essa segunda investigagao.

RISCOS E DESCONFORTO:

Normalmente ha riscos minimos e infreqlientes envolvidos na coleta de uma amostra de sangue.
Estes riscos incluem: dor no local da coleta, sangramento, hematoma (uma marca roxa na pele) e
infecgao.

Os riscos desse estudo sao primariamente de origem psicoldgica para aqueles participantes que
desejarem ser informados do resultado. Saber que vocé tem um gene de predisposigdo ao cancer
alterado, poderia causar depressao, ansiedade, raiva e medo do futuro. Este resultado poderia
afetar as suas relagdes com familiares e entes queridos. Se vocé descobrir que tem um gene de
predisposi¢ao alterado, poderia haver algum tipo de discriminagdo por companhias de seguro
médico, empregadores e até mesmo familiares. Algumas pessoas podem ter um sentimento de
culpa muito forte ou outras formas de ansiedade ao descobrirem que nao herdaram um gene de
predisposi¢éo alterado, enquanto que outros membros da familia herdaram o gene alterado. O
aconselhamento genético tem o objetivo de ajuda-lo(a) a ajustar e lidar com a informagao recebida.
Além disso, avaliagao psicoldgica estara disponivel no Nucleo Mama Porto Alegre como parte do
projeto para pacientes de alto risco genético que estejam em processo de aconselhamento
genético e que assim o desejarem. Este acompanhamento sera realizado ao longo do projeto.

Pode acontecer do resultado ser inconclusivo (o laboratério ndo consegue determinar se vocé tem
um gene de predisposicéo alterado ou ndo). Nesse caso, vocé teria passado por todo processo da
analise sem obter nenhuma informagao nova sobre seu risco pessoal de desenvolver cancer ou
transmitir essa suscetibilidade.

BENEFICIOS DA INFORMAGAO:

Este teste pode fornecer uma informagédo que torna possivel calcular com maior precisdo se vocé
ou seus parentes, inclusive seus filhos, tm um risco alto de desenvolver certos tipos de cancer.
Se este for o caso, vocés serdo aconselhados quanto as opgdes de prevencdo do cancer e
seguimento a longo prazo existentes e quais dessas medidas sdo comprovadamente eficazes.

Uma informacdo mais precisa sobre seu risco de desenvolver cancer podera lhe ajudar a tomar
decisbes quanto a sua saude e sobre a prevencdo do cancer. Se vocé tiver um gene de
predisposicao alterado, esta informagcdo pode Ihe ajudar a tomar decises sobre métodos de
detecgdo precoce ou cirurgias preventivas para cancer, o que pode diminuir o seu risco de ter
cancer e/ou morrer de cancer. Atualmente, no entanto, vocé vera que ha pouca informagéo
disponivel sobre a eficacia de métodos de deteccdo precoce para quem herdou uma alteragdo em
gene de predisposicado. Se vocé descobrir que nao herdou um gene alterado, vocé podera evitar
testes de deteccao precoce ou cirurgias preventivas desnecessarias. Se vocé descobrir que nao
herdou um gene alterado, vocé ndo vai transmitir essa alteragdo para os seus filhos. O fato de
descobrir que vocé ndo tem uma predisposigdo maior ao cancer de mama e/ou ovario podera lhe
trazer uma grande sensacao de alivio ao descobrir o resultado do teste.
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USO DA AMOSTRA DE SANGUE:

Qualquer amostra de sangue obtida com a finalidade de realizar este estudo ficara armazenada
nas Instituicdes participantes. Estas instituicdes poderao utilizar futuramente estas amostras para
pesquisas de alteragdes genéticas associadas ao cancer de mama e ovario e outros tumores
associados. Porém, o uso destas amostras para outros fins que ndo o desta pesquisa somente
podera ser feito com consentimento informado, expresso e por escrito de sua parte, apos projeto
especifico ter sido submetido a apreciacdo por comité(s) de ética em pesquisa da(s)
instituicdo(des) participantes.

ALTERNATIVA A PARTICIPAGAO:

A sua participacdo neste projeto e na realizacdo destes testes é completamente voluntaria e ndo
afetara seu acesso a tratamento médico agora ou no futuro. Vocé pode optar em nao fazer o teste
ou fazé-lo de forma anénima. Nesse caso vocé ndo ira descobrir se tem um gene de predisposi¢ao
alterado ou ndo. Esta decisao é perfeitamente aceitavel.

CONFIDENCIALIDADE:

A informagédo médica que vira com o resultado deste teste torna-se parte de seu prontuario médico.
O resultado final do teste genético serd mantido unicamente em arquivos da equipe de pesquisa.
Somente sera registrada no prontuario a sua participacdo no estudo de pesquisa e realizagédo do
teste, mas nao o resultado. O resultado somente podera ser fornecido a qualquer outra pessoa,
instituicdo, empresa, seguro de saude, etc com sua autorizagéo por escrito. Os dados usados para
pesquisa ou publicacdes cientificas ndo terdo informacéo identificando os participantes.

Por meio dos testes de DNA realizados nesse estudo é possivel identificar ndo-paternidade (ou
seja, que seus pais, ou um deles, podem nao ser realmente seus pais biolégicos). Se a analise
genética revelar que vocé nao é biologicamente filho(a) de um ou ambos de seus pais, esta
informacgao n&o sera revelada a vocé ou qualquer outra pessoa fora da equipe de estudo.

PEDIDO DE MAIS INFORMACOES:

Vocé pode fazer mais perguntas sobre o andamento do estudo a qualquer momento para qualquer
pessoa da equipe de pesquisa. Nossos telefones de contato sdo 3315-8641 (Nucleo Mama Porto
Alegre) e 2101-8011 (Servigo de Genética Médica/HCPA).

ACOMPANHAMENTO MEDICO

Vocé e seus familiares em risco para cancer de mama serao acompanhados periodicamente pela
equipe de aconselhamento genético durante duracdo do projeto de pesquisa, se assim o
desejarem. Apos término do projeto, vocé podera continuar sendo acompanhada pela equipe de
aconselhamento genético se assim o desejar. Esclarecemos também que toda mulher em
atendimento no Nucleo Mama Porto Alegre que for diagnosticada com cancer de mama recebera
todo o tratamento necessario, incluindo cirurgia, quimioterapia, acompanhamento clinico em
relacdo a este diagndstico. Familiares de pacientes de alto risco que forem identificados por este
estudo serdo encaminhados para acompanhamento em ambulatérios de risco de hospitais
publicos de Porto Alegre.
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DOCUMENTAGAO DE CONSENTIMENTO:

Eu receberei uma copia deste formulario de consentimento para manter comigo. Uma
outra copia deste consentimento sera mantida pela equipe desta pesquisa e uma terceira
copia deste consentimento sera mantida no laboratério.

1. Eu gostaria de saber os resultados de meu teste genético, os quais poderao me dar
informacgdes sobre o risco de ter um gene alterado que aumenta o risco de cancer de
mama/ovario e outros tipos de cancer.

Marque com um X:

Sim Nao

2. Eu dou permisséo para que minha amostra seja estocada para futuras pesquisas na
area de genética e cancer. Porém, esta amostra n&o podera ser utilizada sem meu
consentimento prévio para o fim especifico.

Marque com um X:

Sim Nao

3. No caso de novas informagdes sobre o risco de mama/ovario e outros tipos de cancer,
ou de novas pesquisas nessa area das quais eu poderia participar, gostaria que a
equipe de pesquisa entrasse em contato comigo.
Marque com um X:

Sim Nao

4. Em caso de impossibilidade de receber o resultado do teste genético, autorizo a
seguinte pessoa a recebé-lo por mim (pessoalmente):

5. Consentimento:

Eu expliquei a 0s objetivos e procedimentos
necessarios para este teste genético e os possiveis riscos e beneficios na minha melhor
capacidade.

Assinatura Nome por extenso Data

Eu li e recebi uma cépia deste formulario de consentimento. Eu concordo em realizar a
analise genética e aceito os riscos. Eu entendo a informagao fornecida por este
documento e eu tive a oportunidade de fazer perguntas e esclarecer duvidas que eu tinha
sobre o teste, o procedimento, os riscos associados e as alternativas.

Participante Data Data de Nascimento

Testemunha Data
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12.2 ANEXOS REFERENTES AO CAPITULO 2
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12.2.1 Protocolo PCR BRCA1/2

Reagentes Volumes Programa
H20 Variavel | Variavel 94°C 3 min 1X
10x buffer 3ulL SuL 94°C 1 min 45 seg
dNTP(B) 1,2 ul 1 uL Segundo tabela (1 min) | 35X
Primer F (25uM) 0,3 uL 1 uL 72°C 1 min
Primer R (25uM) 0,3 uL 1pL 72°C 10 min 1X
Taq Amersham 0,2 uL 10°C HOLD 1X
Discoverase 0,25 uL
DNA Variavel | Varidvel
Total 30 pL 50 uL
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12.2.2 Primers BRCA1/2 e temperaturas DHPLC

Amplicon Tamanho Primer forward Primer reverse PCR DHPLC 1 DHPLC 2 DHPLC 3 DHPLC 4
(pb) (temperatura
de
anelamento)
BRCA1 BRCA1EX2 425 gtt ctt tgg ttt gta tta ttc t aga ggc aga gtg gat gga 52°C 52°C 55°C 56°C
BRCA1EX3 339 tcc tga cac agc aga cat tta ttg gat ttt cgt tct cac tta 55°C 56°C 58°C
BRCA1EX5 333 ctc tta agg gca gtt gtg ag gat gaa tgg ttt tat agg aac gc 55°C 54°C 55°C 56°C
BRCA1EX6 206 ctt att tta gtg tcc tta aaa gg ttt cat gga cag cac ttg agt t 52°C 57°C 58°C
BRCA1EX7 228 cac aac aaa gag cat aca tag gg tcg ggt tca ctc tgt aga ag 55°C 56°C 58°C
BRCA1EX8 409 att ttt tcc agg cat cat aca t gga act gcg tct tit aca ftt t 55°C 55°C 58°C 58°C
BRCA1EX9 211 cca cag tag atg ctc agt aaa ta tag gaa aat acc agc ttc ata ga 55°C 55°C 56°C
BRCA1EX10 241 tgg tca gct ttc tgt aat cg gta tct acc cac tct ctt ttc ag 55°C 57°C 58°C
BRCA1EX11A 394 tag cca gtt ggt tga ttt cc ccc atc tgt tat gtt ggc tc 55°C 56°C 57°C 59°C
BRCA1EX11B 399 cca tgt ggc aca aat act ca tga ttc aga ctc ccc atc at 52°C 57°C 57°C 58°C
BRCA1EX11C 437 gaa act gcc atg ctc aga ga att tat ttg tga ggg gac gc 52°C 56°C 57°C
BRCA1EX11D 437 tce cca act taa gec atg ta aga aga ctt cct cct cag cc 55°C 55°C 57°C
BRCA1EX11E 445 ttc aaa acg aaa gct gaa cc ttg gaa ggc tag gat tga ca 52°C 55°C 57°C 58°C
BRCA1EX11F 416 ggt aaa gaa cct gca act gg tca aat gct gca cac tga ct 52°C 57°C
BRCA1EX11G 381 gaa agg gtt ttg caa act ga ttc ctc ttc tgc att tce tg 55°C 56°C 57°C
BRCA1EX11H 345 tga act tga tgc tca gta ttt gc agt cca gtt tcg ttg cct ct 55°C 56°C 57°C 58°C
BRCA1EX11l 430 taa gcc agt tga taa tgc ca ttt tgg ccc tct gtt tct ac 52°C 56°C
BRCA1EX11J 309 act aat gaa gtg ggc tcc ag cag gtc atc agg tgt ctc ag 55°C 55°C 56°C
BRCA1EX11K 313 ttc ctg gaa gta att gta agc a taa ccc tga gcc aaa tgt gta t 58°C 55°C 57°C 58°C
BRCA1EX11L 329 gac att aag gaa agt tct gct g ttt gcc aat att acc tgg tta ¢ 55°C 58°C 59°C
BRCA1EX11M 438 acc gtt gct acc gag tgt ct gtg ctc ccc aaa agc ata aa 55°C 56°C 57°C 58°C
BRCA1EX12 265 gtc ctg cca atg aga aga aa tgt cag caa acc taa gaa tgt 55°C 58°C 60°C
BRCA1EX13 320 aat gga aag ctt ctc aaa gta atg ttg gag cta ggt cct tac 55°C 58°C 59°C
BRCA1EX14 312 cta acc tga att atc act atc a gtg tat aaa tgc ctg tat gca 55°C 55°C 56°C 58°C
BRCA1EX15 229 ctt cca ttt atc ttt cta gg aca gca gat gaa ata tta cc 50°C 57°C 59°C 60°C
BRCA1EX16 450 aat tct taa cag aga cca gaa c aaa act ctt tcc aga atg ttg t 55°C 58°C 59°C
BRCA1EX17 263 gtg tag aac gtg cag gat tg tcg cct cat gtg gtt tta 55°C 57°C
BRCA1EX18 352 ggc tct tta gct tct tag gac gag acc cat ttt ccc agc atc 55°C 56°C 57°C
BRCA1EX19 249 ctg tca ttc ttc ctg tgc tc cat tgt taa gga aag tgg tgc 58°C 56°C 57°C 59°C
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BRCA2

BRCA1EX20
BRCA1EX21
BRCA1EX22
BRCA1EX23
BRCA1EX24
BR2EX2
BR2EX3
BR2EX4
BR2EX5/6
BR2EX7
BR2EX8
BR2EX9
BR2EX10A
BR2EX10B
BR2EX10C
BR2EX11A
BR2EX11B
BR2EX11C
BR2EX11D
BR2EX11E
BR2EX11F
BR2EX11G
BR2EX11H
BR2EX11l
BR2EX11J
BR2EX11K
BR2EX11L
BR2EX11M
BR2EX11N
BRCA12
BRCA13
BRCA14
BRCA15
BRCA16

401
298
297
264
280
311
423
249
453
214
406
262
374
490
503
446
405
422
432
500
492
532
497
498
492
479
507
500
480
391
310
633
314
395

ata tga cgt gtc tgc tcc ac
aag ctc ttc ctt ttt gaa agt ¢
tcc cat tga gag gtc ttg ct
atg atg aag tga cag ttc cag
atg aat tga cac taa tct ctg c
cca gga gat ggg act gaa tta g
gat ctt taa ctg ttc tgg gtc aca
aga atg caa att tat aat cca gag ta
tgt gtt ggc att tta aac atc a
cct taa tga tca ggg cat ttc
gcc ata tct tac cac ctt gtg a
cag ata act gaa atc acc aaa agt g
tat aaa ata tta atg tgc ttc tgt t
gca aac gct gat gaa tgt g
agc agc atc ttg aat ctc at
aag cag tct tce tge ctc ag
ccc cag aag ctg att ctc tgt
tcc cat gga aaa gaa tca ag
cga acc cat ttt caa gaa ct
gga aat caa gct ctc tga aca
aag tgc ctg aaa acc aga tg
gtc atg att ctg tcg ttt ca
tgc tac taa aac gga gca aa
gga atc ttt gga caa agt ga
tca gtc ccc tta ttc agt ca
ctt gga ttc tgg tat tga gc
aac gaa aat tat ggc agg ttg tta ¢
att cag acc agc tca caa ga
tgt tga agg tgg ttc ttc ag
agt ggt gtt tta aag tgg tca aaa
gca tcc gtt aca ttc act gaa a
acc atg tag caa atg agg gtc t
ggc cag ggg ttg tgc tit tt
ttt ggt aaa ttc agt ttt ggt ttg

ggg aat cca aat tac aca gc
gta gag aaa tag aat agc ctc t
gag aag act tct gag gct ac
gac att tta gcc att cat tca ac
gta gcc agg aca gta gaa gga
ctg tga cgt act ggg ttt tta gc
ccc agc atg aca caa tta atg a
aat cag att cat ctt tat aga aca aa
cag ggc aaa ggt ata acg ct
caacctcatctgctctttcttg
agg ttt aga gac ttt ctc aaa ggc
aca aca aca aaa aaa cct gta gtt ¢
aaa ggg ctt ctg att tgc tac
gaa atg aag aag cca ctg ga
ggt acc tga atc agc att tg
gca gcc aag acc tct tct ttt
ttt cag gtg gca aca gct ¢
cct ctg caa gaa cat aaa cca
ggc ttg ctc agt ttc ttt tg
att gct tgc tgc tgt cta cc
caa caa aag tgc cag tag tca
gac tct ttg gcg aca cta at
ggt ctt tac agg cct ctc tg
ggt tga cca tca aat att cc
tgc agg tgt aag agc tag t
cac tct gaa tgt cag caa aa
gct ttc cac ttg ctg tac taa atc ¢
agg tga agc ctg ttc ttt tc
act tta aaa ata gtg att ggc aac
gga tcc acc tga ggt cag aat a
acg gga agt gtt aac ttc tta acg
ggg ctt taa aat tac cac cac c
agg ata cta gtt aat gaa ata
agc caa ctt ttt agt tcg aga g

60°C
55°C
55°C
55°C
60°C
52°C
55°C
50°C
52°C
55°C
62°C
55°C
55°C
55°C
55°C
55°C
55°C
52°C
52°C
58°C
55°C
55°C
55°C
52°C
55°C
52°C
65°C
55°C
556°C
60°C
58°C
58°C
50°C
52°C

58°C
60°C
58°C
59°C
61°C
55°C
55°C
55°C
53°C
55°C
54°C
55°C
53°C
54°C
54°C
55°C
55°C
53°C
55°C
54°C
55°C
53°C
54°C
55°C
54°C
55°C
55°C
55°C
55°C
53°C
53°C
55°C
53°C
55°C

59°C
61°C
60°C
61°C
62°C
57°C
56°C
57°C
54°C
59°C

57°C
55°C
56°C
55°C
55°C
56°C
55°C
56°C
55°C
57°C
54°C
57°C
55°C
55°C

56°C
56°C
56°C
54°C
54°C
56°C
56°C
56°C

59°C

57°C
56°C

57°C

56°C
57°C
55°C
57°C
57°C

56°C

60°C
57°C

57°C

57°C
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BRCA17
BRCA18A
BRCA18B

BRCA19

BRCA20

BRCA21

BRCA22

BRCA23

BRCA24

BRCA25

BRCA26
BRCA27A
BRCA27B

306
457
384
389
451
304
455
290
365
426
378
495
432

cag aga ata gtt gta gtt gtt gaa
gat cca cta ttt ggg gat tgc
gca gat acc caa aaa gtg gc
ctt att tac tgt ctt act aat ctt cct
ggt gat cca cta atc tca gcc tc
ggg tat ttt atg ctt ggt tct
aac cac acc ctt aag atg agc
act tct tee att gea tet tte tea
gca gcg aca aaa aaa act ca
gct ttc gcc aaa ttc age ta
gtc cca aac ttt tca ttt ctg ¢
ctg tgt gta ata ttt gcg tgc t
acc cat aaa gaa aaa aga ac

aga aac ctt aac cca tac tgc
gat cta act ggg cct taa cag ¢
tct gga cct ccc aaa aac tg
gac cga aac tcc atc tca aac
gtc cct tgt tgc tat tct ttg tct
cat ttc aac ata ttc ctt cct g
ggg cat tag tag tgg att ttg c
aaa aca aaa caa aaa ttc aac ata
att tgc caa ctg tga gct cc
tac caa aat gtg tgg tga tgc
gga gcc aga taa caa cca ca
gca agt tct tcg tca get att g
ctc att tgt caa cat aag ta

55°C
55°C
55°C
55°C
60°C
50°C
60°C
52°C
55°C
52°C
55°C
60°C
52°C

55°C
55°C
54°C
52°C
53°C
54°C
53°C
56°C
55°C
53°C
53°C
54°C
53°C

57°C
56°C
55°C
54°C
54°C
57°C
54°C

57°C
56°C
54°C
55°C
54°C

58°C
56°C
56°C
59°C
56°C

58°C
56°C
56°C
57°C
56°C

59°C
58°C
58°C

57°C

58°C
58°C
58°C
58°C

Nota: As temperaturas do DHPLC referem-se as temperaturas de corrida.
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12.2.3 Amplicons BRCA1I (baseado no Gen Bank Entry U14680)

AMPLICON 1: EXON 2
gltcttiggtttgtattatictaaaaccttccaaatcttaaatttactttattttaaaatgataaaatgaagttgtcattttataaaccttttaaaaagatatatatatatgtttttc
taatgtgttaaagTTCATTGGAACAGAAAGAAATGGATTTATCTGCTCTTCGCGTTGAAGAAGTACA
AAATGTCATTAATGCTATGCAGAAAATCTTAGAGTGTCCCATCTGgtaagtcagcacaagagtgtattaattt
gggattcctatgattatctcctatgcaaatgaacagaattgaccttacatactagggaagaaaagacatgtctagtaagattaggetattgtaattgctgattteetta
actgaagaactttaaaaatatagaaaatgattccttgtictccatccactctgectct

AMPLICON 2: EXON 3
tcctgacacageagacatitaataaatattgaacgaacttgaggecttatgttgactcagtcataacagetcaaagttgaacttattcactaagaatagcetttattttt
aaataaattattgagcctcatttattttctttttctccccccctacectgetagTCTGGAGTTGATCAAGGAACCTGTCTCCACAA
AGTGTGACCACATATTTTGCAAgtaagtttgaatgtgttatgtggctccattattagettttgtttttgtecttcataacccaggaaacaccta
actttatagaagctttactttcttcaatfaagigagaacgaaaaatccaa

AMPLICON 3: EXON 5
cicttaagggcagttgtgagattatcttttcatggetatttgecttttgagtattctttctacaaaaggaagtaaattaaattgttctttctttctttataatttatagATT
TTGCATGCTGAAACTTCTCAACCAGAAGAAAGGGCCTTCACAGTGTCCTTTATGTAAGAAT
GATATAACCAAAAGgtatataatttggtaatgatgctaggttggaagcaaccacagtaggaaaaagtagaaattatttaataacatagegttcctat
aaaaccattcatc

AMPLICON 4: EXON 6
cttattttagtgtccttaaaaggttgataatcacttgetgagtgtgtttctcaaacaatttaatttcagGAGCCTACAAGAAAGTACGAGAT
TTAGTCAACTTGTTGAAGAGCTATTGAAAATCATTTGTGCTTTTCAGCTTGACACAGGTTT
GGAGTgtaagtgttgaatatcccaagaatgcaactcaagtgctgtccatgaaa

AMPLICON 5: EXON 7
cacaacaaagagcatacatagggtttctettggtttctttgattataattcatacatttttctctaactgcaaacataatgttttcecttgtattttacagATGCAA
ACAGCTATAATTTTGCAAAAAAGGAAAATAACTCTCCTGAACATCTAAAAGATGAAGTTTC
TATCATCCAAAGTATGGGCTACAGAAACCGTGCCAAAAGActtctacagagtgaacccga

AMPLICON 6: EXON 8
attitttccaggcatcatacatgttagetgactgatgatggtcaatttattttgtccatggtgtcaagtttctcttcaggaggaaaagcacagaactggcecaataattg
cttgactgttctttaccatactgtttagCAGGAAACCAGTCTCAGTGTCCAACTCTCTAACCTTGGAACTGTGA
GAACTCTGAGGACAAAGCAGCGGATACAACCTCAAAAGACGTCTGTCTACATTGAATTGG
gtaagggtctcaggttttttaagtatttaataataattgctggattccttatcttatagttttgecaaaaatcttggtcataatttgtatttgtggtaggcagcetttgggaag
tgaattttatgagccctatggtgagttataaaaaatgtaaaagacgcagticc

AMPLICON 7: EXON 9
ccacagtagatgctcagtaaatatttctagttgaatatctgtttttcaacaagtacatttttttaacccttttaattaagaaaacttttattgatttattttttgggggoaaat
tttttagGATCTGATTCTTCTGAAGATACCGTTAATAAGGCAACTTATTGCAGgtgagtcaaagagaaccttt
glctatgaagcrggtattitccta

AMPLICON 8: EXON 10
tggtcagcttictgtaatcgaaagagctaaaatgtttgatcttggteatttgacagttctgeatacatgtaactagtgtttcttattaggactctgtcttttccctatagT
GTGGGAGATCAAGAATTGTTACAAATCACCCCTCAAGGAACCAGGGATGAAATCAGTTTG
GATTCTGCAAAAAAGGgtaatggcaaagtttgccaacttaacaggcactgaaaagagagtgggtagatac

AMPLICON 9: EXON 11A
tagccagttggtigatttccacctccaaggtgtatgaagtatgtatttttttaatgacaattcagtttttgagtaccttgttatttttgtatattttcagCTGCTTGT
GAATTTTCTGAGACGGATGTAACAAATACTGAACATCATCAACCCAGTAATAATGATTTGA
ACACCACTGAGAAGCGTGCAGCTGAGAGGCATCCAGAAAAGTATCAGGGTAGTTCTGTTT
CAAACTTGCATGTGGAGCCATGTGGCACAAATACTCATGCCAGCTCATTACAGCATGAGAAC
AGCAGTTTATTACTCACTAAAGACAGAATGAATGTAGAAAAGGCTGAATTCTGTAATAAAA
GCAAACAGCCTGGCTTAGCAAGGAGCCAACATAACAGATGGG
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AMPLICON 10: EXON 11B
CCATGTGGCACAAATACTCATGCCAGCTCATTACAGCATGAGAACAGCAGTTTATTACTCACT
AAAGACAGAATGAATGTAGAAAAGGCTGAATTCTGTAATAAAAGCAAACAGCCTGGCTTA
GCAAGGAGCCAACATAACAGATGGGCTGGAAGTAAGGAAACATGTAATGATAGGCGGACTC
CCAGCACAGAAAAAAAGGTAGATCTGAATGCTGATCCCCTGTGTGAGAGAAAAGAATGGA
ATAAGCAGAAACTGCCATGCTCAGAGAATCCTAGAGATACTGAAGATGTTCCTTGGATAACA
CTAAATAGCAGCATTCAGAAAGTTAATGAGTGGTTTTCCAGAAGTGATGAACTGTTAGGTT
CTGATGACTCACATGATGGGGAGTCTGAATCA

AMPLICON 11: EXON 11C
GAAACTGCCATGCTCAGAGAATCCTAGAGATACTGAAGATGTTCCTTGGATAACACTAAATAG
CAGCATTCAGAAAGTTAATGAGTGGTTTTCCAGAAGTGATGAACTGTTAGGTTCTGATGAC
TCACATGATGGGGAGTCTGAATCAAATGCCAAAGTAGCTGATGTATTGGACGTTCTAAATGA
GGTAGATGAATATTCTGGTTCTTCAGAGAAAATAGACTTACTGGCCAGTGATCCTCATGAG
GCTTTAATATGTAAAAGTGAAAGAGTTCACTCCAAATCAGTAGAGAGTAATATTGAAGACA
AAATATTTGGGAAAACCTATCGGAAGAAGGCAAGCCTCCCCAACTTAAGCCATGTAACTGAA
AATCTAATTATAGGAGCATTTGTTACTGAGCCACAGATAATACAAGAGCGTCCCCTCACAAAT
AAAT

AMPLICON 12: EXON 11D
TCCCCAACTTAAGCCATGTAACTGAAAATCTAATTATAGGAGCATTTGTTACTGAGCCACAGA
TAATACAAGAGCGTCCCCTCACAAATAAATTAAAGCGTAAAAGGAGACCTACATCAGGCCTT
CATCCTGAGGATTTTATCAAGAAAGCAGATTTGGCAGTTCAAAAGACTCCTGAAATGATAA
ATCAGGGAACTAACCAAACGGAGCAGAATGGTCAAGTGATGAATATTACTAATAGTGGTC
ATGAGAATAAAACAAAAGGTGATTCTATTCAGAATGAGAAAAATCCTAACCCAATAGAATC
ACTCGAAAAAGAATCTGCTTTCAAAACGAAAGCTGAACCTATAAGCAGCAGTATAAGCAATA
TGGAACTCGAATTAAATATCCACAATTCAAAAGCACCTAAAAAGAATAGGCTGAGGAGGAAG
ICTTCT

AMPLICON 13: EXON 11E
TTCAAAACGAAAGCTGAACCTATAAGCAGCAGTATAAGCAATATGGAACTCGAATTAAATATC
CACAATTCAAAAGCACCTAAAAAGAATAGGCTGAGGAGGAAGTCTTCTACCAGGCATATTCA
TGCGCTTGAACTAGTAGTCAGTAGAAATCTAAGCCCACCTAATTGTACTGAATTGCAAATT
GATAGTTGTTCTAGCAGTGAAGAGATAAAGAAAAAAAAGTACAACCAAATGCCAGTCAGG
CACAGCAGAAACCTACAACTCATGGAAGGTAAAGAACCTGCAACTGGAGCCAAGAAGAGTA
ACAAGCCAAATGAACAGACAAGTAAAAGACATGACAGCGATACTTTCCCAGAGCTGAAGT
TAACAAATGCACCTGGTTCTTTTACTAAGTGTTCAAATACCAGTGAACTTAAAGAATTIGTC
AATCCTAGCCTTCCAA

AMPLICON 14: EXON 11F
GGTAAAGAACCTGCAACTGGAGCCAAGAAGAGTAACAAGCCAAATGAACAGACAAGTAAAAG
ACATGACAGCGATACTTTCCCAGAGCTGAAGTTAACAAATGCACCTGGTTCTTTTACTAAG
TGTTCAAATACCAGTGAACTTAAAGAATTTGTCAATCCTAGCCTTCCAAGAGAAGAAAAAGA
AGAGAAACTAGAAACAGTTAAAGTGTCTAATAATGCTGAAGACCCCAAAGATCTCATGTTA
AGTGGAGAAAGGGTTTTGCAAACTGAAAGATCTGTAGAGAGTAGCAGTATTTCATTGGTACC
TGGTACTGATTATGGCACTCAGGAAAGTATCTCGTTACTGGAAGTTAGCACTCTAGGGAA
GGCAAAAACAGAACCAAATAAATGTGTGAGTCAGTGTGCAGCATTTGA

AMPLICON 15: EXON 11G
GAAAGGGTTTTGCAAACTGAAAGATCTGTAGAGAGTAGCAGTATTTCATTGGTACCTGGTACT
GATTATGGCACTCAGGAAAGTATCTCGTTACTGGAAGTTAGCACTCTAGGGAAGGCAAAA
ACAGAACCAAATAAATGTGTGAGTCAGTGTGCAGCATTTGAAAACCCCAAGGGACTAATTCA
TGGTTGTTCCAAAGATAATAGAAATGACACAGAAGGCTTTAAGTATCCATTGGGACATGA
AGTTAACCACAGTCGGGAAACAAGCATAGAAATGGAAGAAAGTGAACTTGATGCTCAGTATT
TGCAGAATACATTCAAGGTTTCAAAGCGCCAGTCATTTGCTCCGTTTTCAAATCCAGGAAAT
GCAGAAGAGGAA
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AMPLICON 16: EXON 11H
TGAACTTGATGCTCAGTATTTGCAGAATACATTCAAGGTTTCAAAGCGCCAGTCATTTGCTCCG
TTTTCAAATCCAGGAAATGCAGAAGAGGAATGTGCAACATTCTCTGCCCACTCTGGGTCCTT
AAAGAAACAAAGTCCAAAAGTCACTTTTGAATGTGAACAAAAGGAAGAAAATCAAGGAAA
GAATGAGTCTAATATCAAGCCTGTACAGACAGTTAATATCACTGCAGGCTTTCCTGTGGTT
GGTCAGAAAGATAAGCCAGTTGATAATGCCAAATGTAGTATCAAAGGAGGCTCTAGGTTTTG
TCTATCATCTCAGTTCAGAGGCAACGAAACTGGACT

AMPLICON 17: EXON 111
TAAGCCAGTTGATAATGCCAAATGTAGTATCAAAGGAGGCTCTAGGTTTTGTCTATCATCTCA
GTTCAGAGGCAACGAAACTGGACTCATTACTCCAAATAAACATGGACTTTTACAAAACCCAT
ATCGTATACCACCACTTTTTCCCATCAAGTCATTTGTTAAAACTAAATGTAAGAAAAATCT
GCTAGAGGAAAACTTTGAGGAACATTCAATGTCACCTGAAAGAGAAATGGGAAATGAGAA
CATTCCAAGTACAGTGAGCACAATTAGCCGTAATAACATTAGAGAAAATGTTTTTAAAGAA
GCCAGCTCAAGCAATATTAATGAAGTAGGTTCCAGTACTAATGAAGTGGGCTCCAGTATTAA
TGAAATAGGTTCCAGTGATGAAAACATTCAAGCAGAACTAGGTAGAAACAGAGGGCCAAAA

AMPLICON 18: EXON 11J]
ACTAATGAAGTGGGCTCCAGTATTAATGAAATAGGTTCCAGTGATGAAAACATTCAAGCAGAA
CTAGGTAGAAACAGAGGGCCAAAATTGAATGCTATGCTTAGATTAGGGGTTTTGCAACCTGA
GGTCTATAAACAAAGTCTTCCTGGAAGTAATTGTAAGCATCCTGAAATAAAAAAGCAAGAAT
ATGAAGAAGTAGTTCAGACTGTTAATACAGATTTCTCTCCATATCTGATTTCAGATAACTT
AGAACAGCCTATGGGAAGTAGTCATGCATCTCAGGTTTGTTCTGAGACACCTGATGACCTG

AMPLICON 19: EXON 11K
TTCCTGGAAGTAATTIGTAAGCATCCTGAAATAAAAAAGCAAGAATATGAAGAAGTAGTTCAGA
CTGTTAATACAGATTTCTCTCCATATCTGATTTCAGATAACTTAGAACAGCCTATGGGAAG
TAGTCATGCATCTCAGGTTTGTTCTGAGACACCTGATGACCTGTTAGATGATGGTGAAATAA
AGGAAGATACTAGTTTTGCTGAAAATGACATTAAGGAAAGTTCTGCTGTTTTTAGCAAAAGC
GTCCAGAAAGGAGAGCTTAGCAGGAGTCCTAGCCCTTTCACCCATACACATTTGGCTCAGGGT
T4

AMPLICON 20: EXON 11L
GACATTAAGGAAAGTTCTGCTGTTTTTAGCAAAAGCGTCCAGAAAGGAGAGCTTAGCAGGAGT
CCTAGCCCTTTCACCCATACACATTTGGCTCAGGGTTACCGAAGAGGGGCCAAGAAATTAGA
GTCCTCAGAAGAGAACTTATCTAGTGAGGATGAAGAGCTTCCCTGCTTCCAACACTTGTTA
TTTGGTAAAGTAAACAATATACCTTCTCAGTCTACTAGGCATAGCACCGTTGCTACCGAGTG
TCTGTCTAAGAACACAGAGGAGAATTTATTATCATTGAAGAATAGCTTAAATGACTGCAGT
AACCAGGTAATATTGGCAAA

AMPLICON 21: EXON 11M
ACCGTTGCTACCGAGTGTCTGTCTAAGAACACAGAGGAGAATTTATTATCATTGAAGAATAGC
TTAAATGACTGCAGTAACCAGGTAATATTGGCAAAGGCATCTCAGGAACATCACCTTAGTGA
GGAAACAAAATGTTCTGCTAGCTTGTTTTCTTCACAGTGCAGTGAATTGGAAGACTTGACT
GCAAATACAAACACCCAGGATCCTTTCTTGATTGGTTCTTCCAAACAAATGAGGCATCAGT
CTGAAAGCCAGGGAGTTGGTCTGAGTGACAAGGAATTGGTTTCAGATGATGAAGAAAGAG
GAACGGGCTTGGAAGAAAATAATCAAGAAGAGCAAAGCATGGATTCAAACTTAGgtattggaacc

aggtttttgtgtttgccccagtctatttatagaagtgagcetaaatgtrrargettttggggageac

AMPLICON 22: EXON 12

gtcctgecaatgagaagaaaaagacacageaagttgcagegtttatagtetgcettttacatctgaacctetgtttttgttatttaagGTGAAGCAGCA
TCTGGGTGTGAGAGTGAAACAAGCGTCTCTGAAGACTGCTCAGGGCTATCCTCTCAGAGT
GACATTTTAACCACTCAGgtaaaaagcgtgtgtgtgtgtgcacatgegtgtgtgtegtatectttgcattcagtagtatgtatceceacatictta

ggitigctgaca
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AMPLICON 23: EXON 13

aatggaaagctictcaaagtatttcattttettggtgccatttatcgtttttgaagc AGAGGGATACCATGCAACATAACCTGATA
AAGCTCCAGCAGGAAATGGCTGAACTAGAAGCTGTGTTAGAACAGCATGGGAGCCAGCCT
TCTAACAGCTACCCTTCCATCATAAGTGACTCTTCTGCCCTTGAGGACCTGCGAAATCCAG
AACAAAGCACATCAGAAAAAGGtgtgtattgttggccaaacactgatatcttaagcaaaattctttccttcecctttatctecttctgaagagt
aaggacctagciccaacat

AMPLICON 24: EXON 14

ctaacctgaattatcactatcagaacaaagcagtaaagtagatttgttttctcattccatttaaagc AGTATTAACTTCACAGAAAAGTA
GTGAATACCCTATAAGCCAGAATCCAGAAGGCCTTTCTGCTGACAAGTTTGAGGTGTCTG
CAGATAGTTCTACCAGTAAAAATAAAGAACCAGGAGTGGAAAGGtaagaaacatcaatgtaaagatgetgtg
gtatctgacatctttatttatattgaactctgattgttaatttttttcaccatactttctccagtttttigcatacaggceatttatacac

AMPLICON 25: EXON 15
cttecatttatctttctaggTCATCCCCTTCTAAATGCCCATCATTAGATGATAGGTGGTACATGCACAG
TTGCTCTGGGAGTCTTCAGAATAGAAACTACCCATCTCAAGAGGAGCTCATTAAGGTTGTIT
GATGTGGAGGAGCAACAGCTGGAAGAGTCTGGGCCACACGATTTGACGGAAACATCTTAC
TTGCCAAGGCAAGATCTAGGtaatatttcatctgetgt

AMPLICON 26: EXON 16
aattcttaacagagaccagaactttgtaattcaacattcatcgttgtgtaaattaaacttcteccattectttcagaGGGAACCCCTTACCTGGA
ATCTGGAATCAGCCTCTTCTCTGATGACCCTGAATCTGATCCTTCTGAAGACAGAGCCCCA
GAGTCAGCTCGTGTTGGCAACATACCATCTTCAACCTCTGCATTGAAAGTTCCCCAATTGA
AAGTTGCAGAATCTGCCCAGAGTCCAGCTGCTGCTCATACTACTGATACTGCTGGGTATA
ATGCAATGGAAGAAAGTGTGAGCAGGGAGAAGCCAGAATTGACAGCTTCAACAGAAAGG
GTCAACAAAAGAATGTCCATGGTGGTGTCTGGCCTGACCCCAGAAGAATTTGtgagtgtatccatat
gtatctccctaatgactaagacttaacaacatictggaaagagtitt

AMPLICON 27: EXON 17

gtgtagaacgtgcaggattgctacataggtaaacatatgecatggtggaataactagtattctgagetgtgtectagaggtaactcatgataatggaatatttgatt
taatttcagaTGCTCGTGTACAAGTTTGCCAGAAAACACCACATCACTTTAACTAATCTAATTACT
GAAGAGACTACTCATGTTGTTATGAAAACAGGtataccaagaacctttacagaataccttgcatctgetgeataaaaccaca

tgaggcga

AMPLICON 28: EXON 18
ggctctttagcettcttaggacagcacttectgattttgttttcaacttctaatectttgagtgtttttcattctgcagaTGCTGAGTTTGTGTGTGAA
CGGACACTGAAATATTTTCTAGGAATTGCGGGAGGAAAATGGGTAGTTAGCTATTTCTGtaa
gtataatactatttctccecteetecctttaacacctcagaattgceatttttacacctaacgtttaacacctaaggtttttgetgatgetgagtctgagttaccaaaaggt
ctttaattgtaatactaaactacttttatctttaatatcactttgttcagataagetggtgargcigggaaaatgggictc

AMPLICON 29: EXON 19
ctgtcattcttcctgtgetcttttgtgaatcgetgacctetetatctcegtgaaaagageacgttettctgetgtatgtaacctgtcttttctatgatctctttageGGT
GACCCAGTCTATTAAAGAAAGAAAAATGCTGAATGAGGtaagtacttgatgttacaaactaaccagagatattcattca
gtcatatagttaaaaatgtatttgcttccttccatcaatgcaccactttccttaacaatg

AMPLICON 30: EXON 20

atatgacgtgtctgctecacttccattgaaggaagcettetetttetettatcetgatgggttgtgtttootttctttcagc ATGATTTTGAAGTCAGA
GGAGATGTGGTCAATGGAAGAAACCACCAAGGTCCAAAGCGAGCAAGAGAATCCCAGGA
CAGAAAGGtaaagctccctcecctcaagttgacaaaaatctcaccceaccactetgtattceactceectttgecagagatgggecgcetteattttgtaagac
ttattacatacatacacagtgctagatactttcacacaggttcttttttcactcttccatcccaaccacataaataagtattgtctctactttatgaatgataaaactaaga
gatttagagaggctgigtaattiggaticcc

AMPLICON 31: EXON 21
aagcicttcctttttgaaagictgttttttgaataaaagccaatattcttttataactagattttecttctctecattcceetgteectetetettectetettettccagaTC
TTCAGGGGGCTAGAAATCTGTTGCTATGGGCCCTTCACCAACATGCCCACAGGtaagagcctggg
agaaccccagagttccagcaccagcctttgtcttacatagtggagtattataagcaagatcccacgatgggggttcctcagattgetgaaatgtictagaggcta
tictatttcictac
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AMPLICON 32: EXON 22
tfcccattgagaggictigetataagecttcatccggagagtgtagggtagagggcctgggttaagtatgcagattactgecagtgattttacatctaaatgtecatttt
agaTCAACTGGAATGGATGGTACAGCTGTGTGGTGCTTCTGTGGTGAAGGAGCTTTCATCA
TTCACCCTTGGCACAGtaagtattgggtgccctgtcagagagggaggacacaatattctctcctgtgageaagactggeacctgtecagtceect
atggatgcccctactglagcectcagaagictictc

AMPLICON 33: EXON 23
atgatgaagtgacagttccagtagtcctactttgacactttgaatgcetetttecttectggggatccaggGTGTCCACCCAATTGTGGTTG
TGCAGCCAGATGCCTGGACAGAGGACAATGGCTTCCATGGtaaggtgcctgcatgtacctgtgetatatggggte
cttttgcatgggtttggtttatcactcattacctggtgcttgagtagcacagttcttggcacattttaaatatttgtigaargaatggctaaaatgic

AMPLICON 34: EXON 24

atgaattgacactaatctctgettgtgttctetgtctccagc AATTGGGCAGATGTGTGAGGCACCTGTGGTGACCCGA
GAGTGGGTGTTGGACAGTGTAGCACTCTACCAGTGCCAGGAGCTGGACACCTACCTGATA
CCCCAGATCCCCCACAGCCACTACTGACTGCAGCCAGCCACAGGTACAGAGCCACAGGAC
CCCAAGAATGAGCTTACAAAGTGGCCTTTCCAGGCCCTGGGAGCTCCTCTCACTCTTCAGT
CCTTCTACTGTCCTGGCTAC
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12.2.4 Amplicons BRCA2 (baseado no Gen Bank (Entry NM 000059))

AMPLICOM 1 EXON 2:
ccaggagatgggactgaattagaattcaaacaaattttccagegcettctgagttttacctcagtcacataataaggaatgcatcectgtgtaagtgeattttggtctt
ctgttttgcagACTTATTTACCAAGCATTGGAGGAATATCGTAGGTAAAAATGCCTATTGGATCCA
AAGAGAGGCCAACATTTTTTGAAATTTTTAAGACACGCTGCAACAAAGCAGgtattgacaaattttatat
aactttataaattacaccgagaaagtgttttctaaaaaatgcttgctaaaaacccagtacgtcacag

AMPLICOM 2 EXON 3:
gatctttaactgtictgggtcacaaatttgtetgtcactggttaaaactaaggtgggattttttttttaaatagATTTAGGACCAATAAGTCTTA
ATTGGTTTGAAGAACTTTCTTCAGAAGCTCCACCCTATAATTCTGAACCTGCAGAAGAATC
TGAACATAAAAACAACAATTACGAACCAAACCTATTTAAAACTCCACAAAGGAAACCATCT
TATAATCAGCTGGCTTCAACTCCAATAATATTCAAAGAGCAAGGGCTGACTCTGCCGCTGT
ACCAATCTCCTGTAAAAGAATTAGATAAATTCAAATTAGACTTAGgtaagtaatgcaatatggtagactgggg
agaactacaaactaggaatttaggcaaacctgtgttaaaatcttagctcattcattaattgtgtcatgctggg

AMPLICOM 3 EXON 4:

agaatgcaaatttataatccagagtatatacattctcactgaattattgtactgtttcagGAAGGAATGTTCCCAATAGTAGACATA
AAAGTCTTCGCACAGTGAAAACTAAAATGGATCAAGCAGATGATGTTTCCTGTCCACTTCT
AAATTCTTGTCTTAGTGAAAGgtatgatgaagctattatattaaaatatttaaatgaaacattttcctacatatastsgtictataaagatgaat

ctgatt

AMPLICOM 4 EXONS 5/6:
Tgtgttggcattttaaacatcacttgatgattatttaatgcttcatgagagatttactttttaaaatgtaatataaaatatctaaaagtagtattccaacaatttatatgaa
tgagaatcttcttttaaaaataagataaactagtttttgccagttttttaaaataacctaagggatttgctttgttttattttagsTCCTGTTGTTCTACAA
TGTACACATGTAACACCACAAAGAGATAAGTCAGgtatgattaaaaacaatgctttttattcttagaatactagaaatgttaa
taaaaataaaacttaacaattttcccctttttttacccccagTGGTATGTGGGAGTTTGTTTCATACACCAAAGTTTGTG
AAGgtaaatattctacctggtttatttttatgacttagtaattgagaatttgacaatagcgttatacctttgecctg

AMPLICOM 5 EXON 7:
ccttaatgatcagggceatttctataaaaaataaactattttctttcctcccagGGTCGTCAGACACCAAAACATATTTCTGAAA
GTCTAGGAGCTGAGGTGGATCCTGATATGTCTTGGTCAAGTTCTTTAGCTACACCACCCA
CCCTTAGTTCTACTGTGCTCATAGgtaataatagcaaatgtgtatttacaagaaagagcagatgaggttg

AMPLICOM 6 EXON 8:
gecatatcttaccaccttgtgagtagtactaaggaagtaagtatagtttattcactgtgttgattgacctttctaattactatacttaagtacttgaatcaattcattttgt
ttcaaatgtgtcatgtaatcaaatagtagatgtgctttttgatgtctgacaaaaaataagtttitgcattctagtgataatatacaatacacataaatttttatcttacagT
CAGAAATGAAGAAGCATCTGAAACTGTATTTCCTCATGATACTACTGCTgtaagtaaatatgacattgat
tagactgttgaaattgctaacaattttggaatgccttgttaaattatttatcttacatttttaatttcctaatctgtaatttatctaagectttgagaaagictctaaacct

AMPLICOM 7 EXON 9:
cagataactgaaatcaccaaaagtgaaaccatggataaggggggactactactatatgtgeattgagagtttttatactagtgattttaaactataatttttgecag
AATGTGAAAAGCTATTTTTCCAATCATGATGAAAGTCTGAAGAAAAATGATAGATTTATCG
CTTCTGTGACAGACAGTGAAAACACAAATCAAAGAGAAGCTGCAAGTCATGgtaagtcctetgtttag
ttgaactacaggtttittigirgirgt

AMPLICOM 8 EXON 10 A:
tataaaatattaatgtgcticigtrttatactttaacagGATTTGGAAAAACATCAGGGAATTCATTTAAAGTAAATA
GCTGCAAAGACCACATTGGAAAGTCAATGCCAAATGTCCTAGAAGATGAAGTATATGAAA
CAGTTGTAGATACCTCTGAAGAAGATAGTTTTTCATTATGTTTTTCTAAATGTAGAACAAA
AAATCTACAAAAAGTAAGAACTAGCAAGACTAGGAAAAAAATTTTCCATGAAGCAAACGCT
GATGAATGTGAAAAATCTAAAAACCAAGTGAAAGAAAAATACTCATTTGTATCTGAAGTG
GAACCAAATGATACTGATCCATTAGATTCAAATGTAGCAAATCAGAAGCCCTTT
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AMPLICOM 9 EXON 10 B:
GCAAACGCTGATGAATGTGAAAAATCTAAAAACCAAGTGAAAGAAAAATACTCATTTGTATC
TGAAGTGGAACCAAATGATACTGATCCATTAGATTCAAATGTAGCAAATCAGAAGCCCTT
TGAGAGTGGAAGTGACAAAATCTCCAAGGAAGTTGTACCGTCTTTGGCCTGTGAATGGTC
TCAACTAACCCTTTCAGGTCTAAATGGAGCCCAGATGGAGAAAATACCCCTATTGCATAT
TTCTTCATGTGACCAAAATATTTCAGAAAAAGACCTATTAGACACAGAGAACAAAAGAAA
GAAAGATTTTCTTACTTCAGAGAATTCTTTGCCACGTATTTCTAGCCTACCAAAATCAGAG
AAGCCATTAAATGAGGAAACAGTGGTAAATAAGAGAGATGAAGAGCAGCATCTTGAATCT
CATACAGACTGCATTCTTGCAGTAAAGCAGGCAATATCTGGAACTTCTCCAGTGGCTTICTTIC
ATTTC

AMPLICOM 10 EXON 10 C:
AGCAGCATCTTGAATCTCATACAGACTGCATTCTTGCAGTAAAGCAGGCAATATCTGGAACT
TCTCCAGTGGCTTCTTCATTTCAGGGTATCAAAAAGTCTATATTCAGAATAAGAGAATCAC
CTAAAGAGACTTTCAATGCAAGTTTTTCAGGTCATATGACTGATCCAAACTTTAAAAAAGA
AACTGAAGCCTCTGAAAGTGGACTGGAAATACATACTGTTTGCTCACAGAAGGAGGACTCC
TTATGTCCAAATTTAATTGATAATGGAAGCTGGCCAGCCACCACCACACAGAATTCTGTAG
CTTTGAAGAATGCAGGTTTAATATCCACTTTGAAAAAGAAAACAAATAAGTTTATTTATGC
TATACATGATGAAACATCTTATAAAGGAAAAAAAATACCGAAAGACCAAAAATCAGAACT
AATTAACTGTTCAGCCCAGTTTGAAGCAAATGCTTTTGAAGCACCACTTACATTTGCAA4AT
GCTGATTCAGgtacc

AMPLICOM 11 EXON 11 A:
aagcagicttcctgectcagectcccaaaagtgetgagattacaggeatgageceactgtgeecaaacactaccetttttaacttagtgaaaaatatttagtgaatgt
gattgatggtactttaattttgtcactttgtetttttatgtttagGTTTATTGCATTCTTCTGTGAAAAGAAGCTGTTCACAG
AATGATTCTGAAGAACCAACTTTGTCCTTAACTAGCTCTTTTGGGACAATTCTGAGGAAAT
GTTCTAGAAATGAAACATGTTCTAATAATACAGTAATCTCTCAGGATCTTGATTATAAAGA
AGCAAAATGTAATAAGGAAAAACTACAGTTATTTATTACCCCAGAAGCTGATTCTCTGTCAT
GCCTGCAGGAAGGACAGTGTGRAAATGATCCAAAAAGCAAAAAAGTTTCAGATATAAAAG
AAGAGGTICTTGGCTGC

AMPLICOM 12 EXON 11 B:
CCCCAGAAGCTGATTCTCTGTCATGCCTGCAGGAAGGACAGTGTGRAAATGATCCAAAAAG
CAAAAAAGTTTCAGATATAAAAGAAGAGGTCTTGGCTGCAGCATGTCACCCAGTACAACATT
CAAAAGTGGAATACAGTGATACTGACTTTCAATCCCAGAAAAATCTTTTATATGATCATGA
AAATGCCAGCACTCTTATTTTAACTCCTACTTCCAAGGATGTTCTGTCAAACCTAGTCATG
ATTTCTAGAGGCAAAGAATCATACAAAATGTCAGACAAGCTCAAAGGTAACAATTATGAA
TCTGATGTTGAATTAACCAAAAATATTCCCATGGAAAAGAATCAAGATGTATGTGCTTTAAA
TGAAAATTATAAAAACGTTGAGCTGTTGCCACCTGAAA

AMPLICOM 13 EXON 11 C:
TCCCATGGAAAAGAATCAAGATGTATGTGCTTTAAATGAAAATTATAAAAACGTTGAGCTGTT
GCCACCTGAAAAATACATGAGAGTAGCATCACCTTCAAGAAAGGTACAATTCAACCAAAAC
ACAAATCTAAGAGTAATCCAAAAAAATCAAGAAGAAACTACTTCAATTTCAAAAATAACTG
TCAATCCAGACTCTGAAGAACTTTTCTCAGACAATGAGAATAATTTTGTCTTCCAAGTAGC
TAATGAAAGGAATAATCTTGCTTTAGGAAATACTAAGGAACTTCATGAAACAGACTTGAC
TTGTGTAAACGAACCCATTTTCAAGAACTCTACCATGGTTTTATATGGAGACACAGGTGATA
AACAAGCAACCCAAGTGTCAATTAAAAAAGATTIGGTTTATGTTCTTGCAGAGG

AMPLICOM 14 EXON 11 D:
CGAACCCATTTTCAAGAACTCTACCATGGTTTTATATGGAGACACAGGTGATAAACAAGCAA
CCCAAGTGTCAATTAAAAAAGATTTGGTTTATGTTCTTGCAGAGGAGAACAAAAATAGTGTA
AAGCAGCATATAAAAATGACTCTAGGTCAAGATTTAAAATCGGACATCTCCTTGAATATA
GATAAAATACCAGAAAAAAATAATGATTACATGAACAAATGGGCAGGACTCTTAGGTCCA
ATTTCAAATCACAGTTTTGGAGGTAGCTTCAGAACAGCTTCAAATAAGGAAATCAAGCTCTC
TGAACATAACATTAAGAAGAGCAAAATGTTCTTCAAAGATATTGAAGAACAATATCCTACT
AGTTTAGCTTGTGTTGAAATTGTAAATACCTTGGCATTAGATAATCAAAAGAAACTGAGCAA
GCC
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AMPLICOM 15 EXON 11 E:
GGAAATCAAGCTCTCTGAACATAACATTAAGAAGAGCAAAATGTTCTTCAAAGATATTGAAG
AACAATATCCTACTAGTTTAGCTTGTGTTGAAATTGTAAATACCTTGGCATTAGATAATCA
AAAGAAACTGAGCAAGCCTCAGTCAATTAATACTGTATCTGCACATTTACAGAGTAGTGTAG
TTGTTTCTGATTGTAAAAATAGTCATATAACCCCTCAGATGTTATTTTCCAAGCAGGATTT
TAATTCAAACCATAATTTAACACCTAGCCAAAAGGCAGAAATTACAGAACTTTCTACTATA
TTAGAAGAATCAGGAAGTCAGTTTGAATTTACTCAGTTTAGAAAACCAAGCTACATATTGC
AGAAGAGTACATTTGAAGTGCCTGAAAACCAGATGACTATCTTAAAGACCACTTCTGAGGAA
TGCAGAGATGCTGATCTTCATGTCATAATGAATGCCCCATCGATTGGTCAGGTAGACAGCA
GCAAGCAAT

AMPLICOM 16 EXON 11 F:
AAGTGCCTGAAAACCAGATGACTATCTTAAAGACCACTTCTGAGGAATGCAGAGATGCTGAT
CTTCATGTCATAATGAATGCCCCATCGATTGGTCAGGTAGACAGCAGCAAGCAATTTGAAGG
TACAGTTGAAATTAAACGGAAGTTTGCTGGCCTGTTGAAAAATGACTGTAACAAAAGTGC
TTCTGGTTATTTAACAGATGAAAATGAAGTGGGGTTTAGGGGCTTTTATTCTGCTCATGG
CACAAAACTGAATGTTTCTACTGAAGCTCTGCAAAAAGCTGTGAAACTGTTTAGTGATATT
GAGAATATTAGTGAGGAAACTTCTGCAGAGGTACATCCAATAAGTTTATCTTCAAGTAAA
TGTCATGATTCTGTCGTTTCAATGTTTAAGATAGAAAATCATAATGATAAAACTGTAAGTGA
AAAAAATAATAAATGCCAACTGATATTACAAAATAATATTGAAATGACTACTGGCACTTTTG
e

AMPLICOM 17 EXON 11 G:
GTCATGATTCTGTCGTTTCAATGTTTAAGATAGAAAATCATAATGATAAAACTGTAAGTGAA
AAAAATAATAAATGCCAACTGATATTACAAAATAATATTGAAATGACTACTGGCACTTTTGTT
GAAGAAATTACTGAAAATTACAAGAGAAATACTGAAAATGAAGATAACAAATATACTGCT
GCCAGTAGAAATTCTCATAACTTAGAATTTGATGGCAGTGATTCAAGTAAAAATGATACT
GTTTGTATTCATAAAGATGAAACGGACTTGCTATTTACTGATCAGCACAACATATGTCTTA
AATTATCTGGCCAGTTTATGAAGGAGGGAAACACTCAGATTAAAGAAGATTTGTCAGATT
TAACTTTTTTGGAAGTTGCGAAAGCTCAAGAAGCATGTCATGGTAATACTTCAAATAAAG
AACAGTTAACTGCTACTAAAACGGAGCAAAATATAAAAGATTTTGAGACTTCTGATACATTT
TTTCAGACTGCAAGTGGGAAAAATATTAGTGTCGCCAAAGAGTC

AMPLICOM 18 EXON 11 H:
TGCTACTAAAACGGAGCAAAATATAAAAGATTTTGAGACTTCTGATACATTTTTTCAGACTG
CAAGTGGGAAAAATATTAGTGTCGCCAAAGAGTCATTTAATAAAATTGTAAATTTCTTTGAT
CAGAAACCAGAAGAATTGCATAACTTTTCCTTAAATTCTGAATTACATTCTGACATAAGAA
AGAACAAAATGGACATTCTAAGTTATGAGGAAACAGACATAGTTAAACACAAAATACTGA
AAGAAAGTGTCCCAGTTGGTACTGGAAATCAACTAGTGACCTTCCAGGGACAACCCGAAC
GTGATGAAAAGATCAAAGAACCTACTCTGTTGGGTTTTCATACAGCTAGCGGGAAAAAAG
TTAAAATTGCAAAGGAATCTTTGGACAAAGTGAAAAACCTTTTTGATGAAAAAGAGCAAGGT
ACTAGTGAAATCACCAGTTTTAGCCATCAATGGGCAAAGACCCTAAAGTACAGAGAGGCCT
GTAAAGACC

AMPLICOM 19 EXON 11 I:
GGAATCTTTGGACAAAGTGAAAAACCTTTTTGATGAAAAAGAGCAAGGTACTAGTGAAATCA
CCAGTTTTAGCCATCAATGGGCAAAGACCCTAAAGTACAGAGAGGCCTGTAAAGACCTTGA
ATTAGCATGTGAGACCATTGAGATCACAGCTGCCCCAAAGTGTAAAGAAATGCAGAATTC
TCTCAATAATGATAAAAACCTTGTTTCTATTGAGACTGTGGTGCCACCTAAGCTCTTAAGT
GATAATTTATGTAGACAAACTGAAAATCTCAAAACATCAAAAAGTATCTTTTTGAAAGTTA
AAGTACATGAAAATGTAGAAAAAGAAACAGCAAAAAGTCCTGCAACTTGTTACACAAATC
AGTCCCCTTATTCAGTCATTGAAAATTCAGCCTTAGCTTTTTACACAAGTTGTAGTAGAAAA
ACTTCTGTGAGTCAGACTTCATTACTTGAAGCAAAAAAATGGCTTAGAGAAGGAATATTTG
ATGGTCAACC
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AMPLICOM 20 EXON 11 J:
TCAGTCCCCTTATTCAGTCATTGAAAATTCAGCCTTAGCTTTTTACACAAGTTGTAGTAGAAA
AACTTCTGTGAGTCAGACTTCATTACTTGAAGCAAAAAAATGGCTTAGAGAAGGAATATTT
GATGGTCAACCAGAAAGAATAAATACTGCAGATTATGTAGGAAATTATTTGTATGAAAATA
ATTCAAACAGTACTATAGCTGAAAATGACAAAAATCATCTCTCCGAAAAACAAGATACTTA
TTTAAGTAACAGTAGCATGTCTAACAGCTATTCCTACCATTCTGATGAGGTATATAATGAT
TCCAGGATACTCTCAAAAAATAACTTGGATTCTGGTATTGAGCCAGTATTGAAGAATGTTGA
AGATCAAAAAAACACTAGTTTTTCCAAAGTAATATCCAATGTAAAAGATGCAAATGCATAC
CCACAAACTGTAAATGAAGATATTTGCGTTGAGGAACTTGTGACTAGCTCTTCACCCTGCA

AMPLICOM 21 EXON 11 K:
CTTGGATTCTGGTATTGAGCCAGTATTGAAGAATGTTGAAGATCAAAAAAACACTAGTTTTT
CCAAAGTAATATCCAATGTAAAAGATGCAAATGCATACCCACAAACTGTAAATGAAGATA
TTTGCGTTGAGGAACTTGTGACTAGCTCTTCACCCTGCAAAAATAAAAATGCAGCCATTAAA
TTGTCCATATCTAATAGTAATAATTTTGAGGTAGGGCCACCTGCATTTAGGATAGCCAGT
GGTAAAATCGTTTGTGTTTCACATGAAACAATTAAAAAAGTGAAAGACATATTTACAGACA
GTTTCAGTAAAGTAATTAAGGAAAACAACGAGAATAAATCAAAAATTTGCCAAACGAAAAT
TATGGCAGGTTGTTACGAGGCATTGGATGATTCAGAGGATATTCTTCATAACTCTCTAGATA
ATGATGAATGTAGCACGCATTCACATAAGGTITITGCTGACATTCAGAGTG

AMPLICOM 22 EXON 11 L:
AACGAAAATTATGGCAGGTTGTTACGAGGCATTGGATGATTCAGAGGATATTCTTCATAACT
CTCTAGATAATGATGAATGTAGCACGCATTCACATAAGGTTTTTGCTGACATTCAGAGTGAA
GAAATTTTACAACATAACCAAAATATGTCTGGATTGGAGAAAGTTTCTAAAATATCACCTT
GTGATGTTAGTTTGGAAACTTCAGATATATGTAAATGTAGTATAGGGAAGCTTCATAAGT
CAGTCTCATCTGCAAATACTTGTGGGATTTTTAGCACAGCAAGTGGAAAATCTGTCCAGG
TATCAGATGCTTCATTACAAAACGCAAGACAAGTGTTTTCTGAAATAGAAGATAGTACCA
AGCAAGTCTTTTCCAAAGTATTGTTTAAAAGTAACGAACATTCAGACCAGCTCACAAGAGAA
GAAAATACTGCTATACGTACTCCAGAACATTTAATATCCCAAAAAGGCTTTTCATATAATG
TGGTAAATTCATCTGCTTTCTCTGGATTTAGTACAGCAAGTGGAAAGC

AMPLICOM 23 EXON 11 M:
ATTCAGACCAGCTCACAAGAGAAGAAAATACTGCTATACGTACTCCAGAACATTTAATATCC
CAAAAAGGCTTTTCATATAATGTGGTAAATTCATCTGCTTTCTCTGGATTTAGTACAGCAAG
TGGAAAGCAAGTTTCCATTTTAGAAAGTTCCTTACACAAAGTTAAGGGAGTGTTAGAGGAA
TTTGATTTAATCAGAACTGAGCATAGTCTTCACTATTCACCTACGTCTAGACAAAATGTAT
CAAAAATACTTCCTCGTGTTGATAAGAGAAACCCAGAGCACTGTGTAAACTCAGAAATGG
AAAAAACCTGCAGTAAAGAATTTAAATTATCAAATAACTTAAATGTTGAAGGTGGTTCTTCA
GAAAATAATCACTCTATTAAAGTTTCTCCATATCTCTCTCAATTTCAACAAGACAAACAAC
AGTTGGTATTAGGAACCAAAGTCTCACTTGTTGAGAACATTCATGTTTTGGGAAAAGAACA
GGCTTCACCT

AMPLICOM 24 EXON 11 N:
TGTTGAAGGTGGTTCTTCAGAAAATAATCACTCTATTAAAGTTTCTCCATATCTCTCTCAATT
TCAACAAGACAAACAACAGTTGGTATTAGGAACCAAAGTCTCACTTGTTGAGAACATTCA
TGTTTTGGGAAAAGAACAGGCTTCACCTAAAAACGTAAAAATGGAAATTGGTAAAACTGAAA
CTTTTTCTGATGTTCCTGTGAAAACAAATATAGAAGTTTGTTCTACTTACTCCAAAGATTC
AGAAAACTACTTTGAAACAGAAGCAGTAGAAATTGCTAAAGCTTTTATGGAAGATGATGA
ACTGACAGATTCTAAACTGCCAAGTCATGCCACACATTCTCTTTTTACATGTCCCGAAAAT
GAGGNAATGGTNTTGTCAAATTCAAGAATTGGAAAAAGAAGAGGAGAGCCCCTTATCTTA
GTGGgtaagtgttcatttttacctttegtgrigecaatcactatttttaaagt

AMPLICOM 25 EXON 12:
Agtggtgttttaaagtggtcaaaacagaacaaaaatgtaattgacattgaagactgactttactctttcaaacattaggtcactatttgttgtaagtatttttgtttaac
atttaaagagtcaatactttagctttaaaaaaatggtctatagacttttgagaaataaaactgatattatttgccttaaaaacatatatgaaatatttctttttagGAG
AACCCTCAATCAAAAGAAACTTATTAAATGAATTTGACAGGATAATAGAAAATCAAGAAA
AATCCTTAAAGGCTTCAAAAAGCACTCCAGATGgttaaaattagctttntatttntatctgttctceetctataggtnatgggta
tataatattctgacctcagGtggatcc
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AMPLICOM 26 EXON 13:
gcatccgttacattcactgaaaattgtaaagectataattgtctcaaattttttgtgtatttacagtaacatggatattctcttagattttaactaatatgtaatataaaat
aattgtttcctagGCACAATAAAAGATCGAAGATTGTTTATGCATCATGTTTCTTTAGAGCCGATTA
CCTGTGTACCCTTTCGgtaagacatgtttaaatttttctaaattctaatacagtatgagaaaagtctcgtttttataaatgaacatttctaaaaataat
gacactaacgttaagaagttaacacticccgt

AMPLICOM 27 EXON 14:
accatgtagcaaatgagggtctgcaacaaaggcatattcctaaatatttatatgtgtactagtcaataaacttatatattttctccccattgcagCACAACT
AAGGAACGTCAAGAGATACAGAATCCAAATTTTACCGCACCTGGTCAAGAATTTCTGTCT
AAATCTCATTTGTATGAACATCTGACTTTGGAAAAATCTTCAAGCAATTTAGCAGTTTCAG
GACATCCATTTTATCAAGTTTCTGCTACAAGAAATGAAAAAATGAGACACTTGATTACTAC
AGGCAGACCAACCAAAGTCTTTGTTCCACCTTTTAAAACTAAATCACATTTTCACAGAGTTG
AACAGTGTGTTAGGAATATTAACTTGGAGGAAAACAGACAAAAGCAAAACATTGATGGACATG
GCTCTGATGATAGTAAAAATAAGATTAATGACAATGAGATTCATCAGTTTAACAAAAACAA
CTCCAATCAAGCAGCAGCTGTAACTTTCACAAAGTGTGAAGAAGAACCTTTAGgtattgtatgaca
atttgtgtgatgaatttttgcctttcagttagAtatttccgttgttaaataatgtcctgatggttttceecctttggrggtggtaattttaaagecc

AMPLICOM 28 EXON 15:
ggccaggggttgtgctttttaaatttcaattttatttttgctaagtatttattctttgatagATTTAATTACAAGTCTTCAGAATGCCAG
AGATATACAGGATATGCGAATTAAGAAGAAACAAAGGCAACGCGTCTTTCCACAGCCAGG
CAGTCTGTATCTTGCAAAAACATCCACTCTGCCTCGAATCTCTCTGAAAGCAGCAGTAGG
AGGCCAAGTTCCCTCTGCgtgtccccataaacaggtatgtgtttgnctacaatactgatggcettttatgacagagtgtaatttratttcattaact

agtatcct

AMPLICOM 29 EXON 16:
ttggtaaattcagtittggtitgttataattgtttttattgtgtgatacatgtttactttaaattgtttttcttttttgtgtgtgtttattttgtgtagGTGTTCTCATA
AACAGCTGTATACGTATGGCGTTTCTAAACATTGCATAAAAATTAACAGCAAAAATGCAG
AGTCTTTTCAGTTTCACACTGAAGATTATTTTGGTAAGGAAAGTTTATGGACTGGAAAAG
GAATACAGTTGGCTGATGGTGGATGGCTCATACCCTCCAATGATGGAAAGGCTGGAAAAG
AAGAATTTTATAGgtactctatgcaaaaagattgtgtgttaacttttatgtattccctcatcCetcetttcttetcttaactgtetctcgaactaaaaagtt

gact

AMPLICOM 30 EXON 17:
cagagaatagtigtagtigttgaattcagtatcatcctatgtggtttttatgataatattctacttttatttgttcagGGCTCTGTGTGACACTCCA
GGTGTGGATCCAAAGCTTATTTCTAGAATTTGGGTTTATAATCACTATAGATGGATCATAT
GGAAACTGGCAGCTATGGAATGTGCCTTTCCTAAGGAATTTGCTAATAGATGCCTAAGCC
CAGAAAGGGTGCTTCTTCAACTAAAATACAGgcAagtttaaagcattacattacgtaatcatatacggeagratgggttaag

gittct

AMPLICOM 31 EXON 18 A:
gatccactattiggggattgctaataaageatttttgcattttattttttgetttttaaaaataattgatattttaacaatatgaaacaatatattcctagctacaaaattttta
attctcagtatttcttagataaattcagtttttattctcagttattcagtgacttgtttaaacagtggaattctagagtcacacttcctaaaatatgeatttttgttttcactttt
agATATGATACGGAAATTGATAGAAGCAGAAGATCGGCTATAAAAAAGATAATGGAAAGG
GATGACACAGCTGCAAAAACACTTGTTCTCTGTGTTTCTGACATAATTTCATTGAGCGCAA
ATATATCTGAAACTTCTAGCAATAAAACTAGTAGTGCAGATACCCAAAAAGTGGCCATTATT
GAACTTACAGATGGGTGGTATGCTGITAAGGCCCAGTTAGATC

AMPLICOM 32 EXON 18 B:
GCAGATACCCAAAAAGTGGCCATTATTGAACTTACAGATGGGTGGTATGCTGTTAAGGCCCAG
TTAGATCCTCCCCTCTTAGCTGTCTTAAAGAATGGCAGACTGACAGTTGGTCAGAAGATTA
TTCTTCATGGAGCAGAACTGGTGGGCTCTCCTGATGCCTGTACACCTCTTGAAGCCCCAG
AATCTCTTATGTTAAAGgtaaattaatttgcactcttggtaaaaatcagtcattgattcagttaaattctagaagttttacatttaaattttaaatgctt
actaaggatgctcaatttcttagatgtactgataattttagtataaaaagcatattcttcagacagttaaagtttttgtgcagretitgggaggtccaga
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AMPLICOM 33 EXON 19:
Cttatttactgtcttactaatcttcctaagactttttaaagigaatatititaaggeagtictagaagaatgaaaactcttatgatatctgtaatagaattgaatacatat
ttaactactaaatcaatatatttattaatttgtccagATTTCTGCTAACAGTACTCGGCCTGCTCGCTGGTATACCAA
ACTTGGATTCTTTCCTGACCCTAGACCTTTTCCTCTGCCCTTATCATCGCTTTTCAGTGAT
GGAGGAAATGTTGGTTGTGTTGATGTAATTATTCAAAGAGCATACCCTATACAGgtatgatgtatt
cttgaaacttaccatatatttctttcttttgatacaattaatttgtttgtttgtirgagarggagitticggtc

AMPLICOM 34 EXON 20:
ggtgatccactaatctcagectcccaaagtictgggattacagatgtgagecacigigectggectgatacaattaacttgaatgttatatatgtgacttttttggt
gtgtgtaacacattattacagTGGATGGAGAAGACATCATCTGGATTATACATATTTCGCAATGAAAGA
GAGGAAGAAAAGGAAGCAGCAAAATATGTGGAGGCCCAACAAAAGAGACTAGAAGCCTT
ATTCACTAAAATTCAGGAGGAATTTGAAGAACATGAAGgtaaaattagttatatggtacacattgttatttctaatatga
gaacaaagtcttagagactttgaatttaacatttttaatgagtaaattgtttttattttgagtagtaaattgactttattttttagtatctagggtattcttttttggtgttagac
aaagaatagcaacaagggac

AMPLICOM 35 EXON 21:
gggtgttttatgetiggtictttagttttagttgcttttgaatttacagtttagtgaattaataatccttttgttttcttagAAAACACAACAAAACCATA
TTTACCATCACGTGCACTAACAAGACAGCAAGTTCGTGCTTTGCAAGATGGTGCAGAGCT
TTATGAAGCAGTGAAGAATGCAGCAGACCCAGCTTACCTTGAGgtgagagagtaagaggacatataatgag
gcttgatgattattcaaggtgagaagctgtTttanactctctggeccatcacaggaaggaatatgtigaaatg

AMPLICOM 36 EXON 22:
aaccacacccttaagatgagcetctaattttgttgtatttgtectgtttaaagecatctagttacaatagatggaacttttttgttctgattgctttttattccaatatcttaa
atggtcacagGGTTATTTCAGTGAAGAGCAGTTAAGAGCCTTGAATAATCACAGGCAAATGTTG
AATGATAAGAAACAAGCTCAGATCCAGTTGGAAATTAGGAAGGCCATGGAATCTGCTGAA
CAAAAGGAACAAGGTTTATCAAGGGATGTCACAACCGTGTGGAAGTTGCGTATTGTAAGC
TATTCAAAAAAAGAAAAAGATTCAGgtaagtatgtaaatgctttgtttttatcagttttattaacttaaaaaatgaccttactaacaaaatg
attataaatccagataaagtataaagttagtttatatcagagaagcaaaatccactactaatgcecc

AMPLICOM 37 EXON 23:
acttcttccattgeatctticteatctttctccaaacag T TATACTGAGTATTTGGCGTCCATCATCAGATTTATATTC
TCTGTTAACAGAAGGAAAGAGATACAGAATTTATCATCTTGCAACTTCAAAATCTAAAAGT
AAATCTGAAAGAGCTAACATACAGTTAGCAGCGACAAAAAAAACTCAGTATCAACAACTACC
Ggtacaaacctttcattgtaatttttcagttttgataagtgcttgttagtttatggaatctccarargttgaatttttgtitrgtitt

AMPLICOM 38 EXON 24:
GCAGCGACAAAAAAAACTCAGTATCAACAACTACCGgtacaaacctttcattgtaatttttcagttttgataagtgettgtt
agtttatggaatctccarargtigaantgtetigtittctgtagGTTTCAGATGAAATTTTATTTCAGATTTACCAGCCA
CGGGAGCCCCTTCACTTCAGCAAATTTTTAGATCCAGACTTTCAGCCATCTTGTTCTGAGG
TGGACCTAATAGGATTTGTCGTTTCTGTTGTGAAAAAAACAGgtaatgcacaatatagttaattttttttattgattct
tttaaaaaaCattgtcttttaaaatctcttatgattagttggagetaccagttggcaaat

AMPLICOM 39 EXON 25:
getttcgecaaattcagctattttgatttgettttattattagcatataccaaaataaataggcatattagagtttectttcttgeatcttaaaattcatctaacacatctat
aataacattcttttcttttttttccattctagGACTTGCCCCTTTCGTCTATTTGTCAGACGAATGTTACAATTTAC
TGGCAATAAAGTTTTGGATAGACCTTAATGAGGACATTATTAAGCCTCATATGTTAATTGC
TGCAAGCAACCTCCAGTGGCGACCAGAATCCAAATCAGGCCTTCTTACTTTATTTGCTGG
AGATTTTTCTGTGTTTTCTGCTAGTCCAAAAGAGGGCCACTTTCAAGAGACATTCAACAAA
ATGAAAAATACTGTTGAGgtaaggttActtttcageatcaccacacattttggta

AMPLICOM 40 EXON 26:
gtcccaaacttttcatttetgcettttaaaggaaatacttttggaaacataaatatgtgggtttgcaatttataaagcagcttttccacttattttcttagAATATTG
ACATACTTTGCAATGAAGCAGAAAACAAGCTTATGCATATACTGCATGCAAATGATCCCA
AGTGGTCCACCCCAACTAAAGACTGTACTTCAGGGCCGTACACTGCTCAAATCATTCCTG
GTACAGGAAACAAGCTTCTGgtaagttaatgtaaactcaaggaatattataagaagtatatatggaggccatcgtatattctgttgtatacct
agtaaacatggtaaaatgtaattaaacttaattagaaaargrggirgttargtggcicc
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AMPLICOM 41 EXON 27 A:
ctgtgtgtaatatttgcgtgcttaaatattttcaatgaaaagttactttgatttagttttttatgttactacataattatgataggctacgttttcatttttttatcagATGT
CTTCTCCTAATTGTGAGATATATTATCAAAGTCCTTTATCACTTTGTATGGCCAAAAGGAA
GTCTGTTTCCACACCTGTCTCAGCCCAGATGACTTCAAAGTCTTGTAAAGGGGAGAAAGA
GATTGATGACCAAAAGAACTGCAAAAAGAGAAGAGCCTTGGATTTCTTGAGTAGACTGCC
TTTACCTCCACCTGTTAGTCCCATTTGTACATTTGTTTCTCCGGCTGCACAGAAGGCATTT
CAGCCACCAAGGAGTTGTGGCACCAAATACGAAACACCCATAAAGAAAAAAGAACTGAATT
CTCCTCAGATGACTCCATTTAAAAAATTCAATGAAATTTCTCTTTTGGAAAGTAATTCAATA
GCTGACGAAGAACTTGC

AMPLICOM 42 EXON 27 B:
ACCCATAAAGAAAAAAGAACTGAATTCTCCTCAGATGACTCCATTTAAAAAATTCAATGAAAT
TTCTCTTTTGGAAAGTAATTCAATAGCTGACGAAGAACTTGCATTGATAAATACCCAAGCTC
TTTTGTCTGGTTCAACAGGAGAAAAACAATTTATATCTGTCAGTGAATCCACTAGGACTGC
TCCCACCAGTTCAGAAGATTATCTCAGACTGAAACGACGTTGTACTACATCTCTGATCAAA
GAACAGGAGAGTTCCCAGGCCAGTACGGAAGAATGTGAGAAAAATAAGCAGGACACAAT
TACAACTAAAAAATATATCTAAGCATTTGCAAAGGCGACAATAAATTATTGACGCTTAACC
TTTCCAGTTTATAAGACTGGAATATAATTTCAAACCACACATTAGIACITATGTTGCACAATGA
G
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12.2.5 Protocolo PCR longo BRCA1

Kit Triple Master da Eppendorf para grandes fragmentos para BRCA1:

Mix 1

H,O: 2 uL
Primer F: 1 pLL
Primer R: 1 pLL

Mix 2

H,0: 16,8 uL
Buffer : 2,5 L
dNTP: 0,5 uL
Tagq triple: 0,2 pL
DNA: 1 uL

Volume final: 25pL

Programa do termociclador:

. 93°C/30 seg
.HOLD A 93°C

. 93°C/3 min

. 93°C/15 seg

. 65°C/30 seg

. 68°C/10 min
.GOTO 4 REP 10
. 95°C/15 seg

. 65°C/30 seg

10. 68°C/10 min
11.GO TO 8 REP 20
12. 72°C/5 min

13. HOLD 20°C

O 00 1 N N B W —

Produtos verificados em Gel Agarose 0.8%
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12.2.6 Primers PCR longo BRCA1

Par 1: 5 GCAATGCAAAGACCGTCCGCTG =3’
5 GTACTTCTTCAACGCGAAGAGCAGATAAATC 3
Par 2: 5 TTTGGACAATAGGTAGCGATTCTGACCTTC 3
5 AACTCCAGACTAGCAGGGTAGGGGGGG 3
Par 3: 5 TCCTGACACAGCAGACATTTAZ
5 CCCGTCTCTACAGAAAACAC 3
Par 4: 5 TGTGAAGACAGGAAAGGACCTGATACCAGTTTC 3
5 CACGGTTTCTGTAGCCCATACTTTGGATGATAG 3
Par 5: 5 GCTTTTCAGCTTGACACAGGTTTGG 3
5 CCCCAGCACTCCTAAGAACATTTAGTATAGG &
Par 6: 5 CAGGAAACCAGTCTCAGTGTCCAACTCTCTAACCTTG &
5 TGTCACTCAGACCAACTCCCTGGCTTTCAGAC &
Par 7: 5 CCATACACATTTGGCTCAGGGTTACCGAAGAGGG 3
5 TTCGCAGGTCCTCAAGGGCAGAAGAGTCAC &
Par 8: 5 GGTGTGAGAGTGAAACAAGCGTCTCTGAAGACTGC 3
5 GCCTGTCACCAATTTCTCCCATTCCACTTAGCTTC &
Par 9: 5 GGAGCCAGCCTTCTAACAGCTACCCTTCCATC 3’
5 GACTCCCAGAGCAACTGTGCATGTACCACCTATC &
Par 10: |5 TGATAGGTGGTACATGCACAGTTGCTCTGG3’
5 GCTAACTACCCATTTTCCTCCCGCAATTCC 3
Par11: |5 GTGTAGAACGTGCAGGATTG 3
5 CATTGTTAAGGAAAGTGGTGC 3
Par12: |5 TGCAGATGCTGAGTTTGTGTGTGAACGGAC 3
5 CCTGGGATTCTCTTGCTCGCTTTGGACC 3’
Par 13: | 5 TCCCAGTGAGGTGAAAAGCCGGATTGTTAAGTTC 3
5 CCCATAGCAACAGATTTCTAGCCCCCTGAGG 3
Par14: | 5 ATATGACGTGTCTGCTCCAC 3
5 ACTGTGCTACTCAAGCACCA 3
Par 15: | 5" AGCTGTGTGGTGCTTCTGTGGTGAAGG 3

5 AGAGCCAGCAAGATCAGATGGTCTACAGGAC &
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12.2.7 Protocolo PCR TP53 e temporaturas de DHPLC

Reagentes Exon 2-3 Exon 4 Exon 5-6 Exon 7 Exon 8-9 Exon 10 Exon 11
H20
10x buffer 2,5 uL 3,0 uL 3,0 uL 2,5 uL 2,5 uL 2,5 uL 2,5 uL
MgCI2 (50mM) 0,5 uL 0,9 uL 0,9 uL 0,75 uL 0,75 uL 0,75 uL 0,75 uL
Volumes dNTP(B) 1,0 uL 1,2 uL 1,2 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL
dos Primer F (25uM) 1,0 uL 1,2 uL 1,2 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL
reagentes | Primer R (25uM) 1,0 uL 1,2 uL 1,2 uL 1,0 L 1,0 L 1,0 L 1,0 uL
TaqPlat 0,2 uL 0,24 uL 0,24 uL 0,2 uL 0,2 uL 0,2 uL 0,2 uL
DNA
Total 25uL 30uL 30 uL 25uL 25uL 25uL 25uL
1 94°C 2 min 1 94°C 2 min Ver 1 95°C 15 min Ver 1 94°C 2 min Ver
2 94°C 45 seg 2 94°C  30seg Exon 4 2 94°C 30 seg Exon 4 2 94°C 30 seg Exon 4
3 61°C 45seg | S0X | 3 63,5°C 45seg | 3X 3 60°C 30seg 50X 3 58,5°C  45seg | 3X
4 72°C 45seg 4 72°C 1 min 4 72°C 30seg 4 72°C 1 min
5 72°C 10 min 5 94°C 30 seg 5 72°C 10 min 5 94°C 30 seg
6 10°C HOLD 6 63°C 45seg | 3X 6 10°C HOLD 6 58°C 45seg | 3X
7 72°C 1 min 7 72°C 1 min
8 94°C 30 seg 8 94°C 30 seg
9  62,5°C 45seg | 3X 9 57,5°C  45seg | 3X
10 72°C 1 min 10 72°C 1 min
11 94°C 30 seg 11 94°C 30 seg
12 62°C 45seg | 3X 12 57°C  45seg | 3X
13 72°C Im 13 72°C Im
Programas 14 94°C 30 seg 14 94°C 30 seg
15 61,5°C  45seg | 3X 15 56,5°C  45seg | 3X
16  72°C 1 min 16 72°C 1 min
17 94°C 30 seg 17 94°C 30 seg
18  61°C 45seg | 3X 18 56°C 45seg | 3X
19  72°C 1 min 19 72°C 1 min
20 94°C 30 seg 20 94°C 30 seg
21 60,5°C  45seg | 3X 21 55,5°C  45seg | 3X
22 72°C 1 min 22 72°C 1 min
23 94°C 30 seg 23 94°C 30 seg
30
24 60°C 45 seg X 24 55°C  45seg | 30X
25 72°C 1 min 25 72°C 1 min
26  72°C 10’ 26 72°C 10°
27 10°C~ HOLD 27 10°C~ HOLD
60,3°C ; 60,2°C ; 616°C - 57,9°C;
Tenperaturas DHPLC 62°C; 63,6°C; 6 4°C ’ 59,8°C;
65°C 66°C 62,4°C
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12.2.8 Primers TP53

Primer direto Primer reverso Fragmento (pb)
Exons 2-3  p558: 5°-ccaggtgacccagggttgga-3’  p228:5’-agcatcaaatcatccattge-3 428
Exon 4 p326:5°-tgaggacctggtcetetgac-3’ p327:5’-agaggaatcccaaagttcca-3’ 412
Exon 5-6 P236:5 -tgttcacttgtgecctgact-3 p256:5’-cggagggccactgacaacca-3’ 488
Exon 7 p333:5’-cttgccacaggtetecccaa-3’ p313:5’-aggggtcagcggcaagcaga-3’ 237
Exon 8-9 p314:5’-ttgggagtagatggagect-3’ p315:5’-acttgataagaggtcccaag-3’ 372
Exon 10 p10li:5’-caattgtaacttgaaccatc-3’ p563:5’-ctttccaacctaggaaggea-3’ 191
Exon 11 p564:5’-atctetectecctgettetg-3’ pEl1Ri:5’-aggctgtcagtggggaacaa-3’ 145
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12.2.9 Protocolo amplificacdo CHEK?2

Condicoes para PCR longo do gene CHEK?2

Primer F: 5° TTAAAGCCAGAGAATGTTTTACTGTCATCTCAAG 3°
Primer R: 5’ TCAACTAAAGAACCGATTATCAAGCAGAAGCACAAAG 3’

Reagentes

MIX 1

dNTP 0,875 uL
Primer F 0,375 nL
Primer R 0,375 uLL
H,O variavel
DNA variavel
Total 12,5 uL
MIX 2

TAMPAO A 1,0 uL
TAMPAO B 3,1 uL
MIX ENZIMA Elongase 0,83 uL
H,O variavel
Total 12,5 uL

Programa do termociclador

.94°C 2 min Adicionar MIX 1
. 80°C HOLD Adicionar MIX 2
.94°C 10 seg

. 64°C 30 seg

.68°C 10 min

.GOTO 3 REP 10

.94°C 10 seg

. 64°C 30 seg

.68°C 10 min 20 seg

10. GOTO 7 REP 20

11. 68°C 17 min

12.25°C 10 seg

O 00 1 N N B W —

Checar amplificacao em gel de agarose 0.5%

Condicoes para PCR Nested

Primer F: 5> ATAACAGGAAACAGCTATGACCAACTTGCAAAGACATGAATCTG 3’

Primer R: 5" GCAAGACACATTTGTGACTTC 3’
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Reagentes

Pré Mix

Tampao 10X 1 uL
MgCl, 0,9uL
dNTP 0,3 uL
Primer F 0,75 L
Primer R 0,75 pLL
DNA (prod. do PCR longo) 1 puL
LoTE 5,3l
Mix da polmerase

Buffer 0,5 uL
LoTE 4,0 uL
Taq Platinum 0,5 uL

LoTE= 300 pL TRIS + 40 uL EDTA + 99,7 mL de H,0

Programa do termociclador

.94°C 2 min Adicionar Pré Mix

. 80°C HOLD Adicionar Mix da polimerase
.94°C 30 seg

.64°C 1 min

.72°C 1 min

. GOTO 3 REP 35

. 72°C 5 min

.25°C 10 seg

03N DNk~ W~

Checar amplificacao em gel de agarose 2%
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12.2.10 Tabela com familias, critérios e alteracdes detectadas

Familia Critério Cancer no HF Alteracao verificada
probando
4 HBOC - ASCO Mama mama (F-43, F- BRCAI
3/4A; M>30% (F-37) <50);colo de utero | 2201C/T
(28); garganta (M- | P871L
41); labio (M-ND) | E1038G
K1183R
K1208T
S1613G
IVS18+66G/A
BRCA2
203G/A
DI129N
3624A/G
5 LFL - El Mama (F-39), meduloblastoma
utero (39) (F-44)
6 HBOC — ASCO 3; CCR (F-40) mama (F-38, F-47, BRCAI1
M>30%; F-bil39), K1183R
LFL - B/E1l SNC (F-38, M-50), BRCA2
pulméo (M-64) N289Y
IVS10-74T/C
IVS16-14T/C
25 HBCC -1 mama (F-60), CCR
LFL -El CCR (F-35, M-13), utero
(F-72) (50), prostata (ND,
ND), pancreas (M-
ND), esofago (M-
>70)
32 LFL - B/E1l Pulmio SNC (F-7, M-23),
(M-84) prostata (52, 87),
sarcoma (M-40),
esofago (F-77),
testiculo (58)
36 LFL - El NA esofago (M-60, F-
72), SNC (M-48),
mama (F-43),
prostata (81)
62 HBOC - ASCO Mama mama (F-30, F-58), BRCAI
4A/4C; M>30% (F-35) utero (ND, 30), colo | Q356R
de utero (53), 2201C/T
ovario (30), boca 2430T/C
(M-50) P871L
E1038G
K1183R
K1208T
4427T/C
S1613G
IVS18+66G/A
BRCA2
203G/A
DI129N
IVS4-89T/C
IVS6-49A/C
N289H
N289Y
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IVS10-74T/C

2457T/C
3624A/G
D1699G
7470A/G
V2527L
IVS16-14T/C
A2951T
85 LFL - B/El Linfoma nao mama (F-43, F-63),
Hodking (M- SNC (M-23),
46) CCR (F-64)
101 HBOC - ASCO NA Mat= mama (F-38, BRCAI
4A F-46), estdmago 2201C/T
LFL - El (M-70); 2430T/C
Pat=sarcoma (M- | P871L
15), leucemia (M- | E1038G
49), estomago (F- K1183R
ND) K1208T
S1613G
IVS18+66G/A
BRCA2
IVS4-89T/C
N289H
2457T/C
V2527L
IVS16-14T/C
103 HBCC -2 Mama mama (F-36, F-82),
LFL - El bilateral ginecoldgico (49),
(F-65) pulmao (F-ND),
leucemia (M-ND),
CCR(M-ND), ND
(M-ND)
110 LFL - El NA linfoma (M-10),
leucemia (F-40)
137 HBOC - ASCO Mama mama BRCA2
4A (F-61) (F-43, F-53,F-50), | 203G/A
pulmao (M-45) N289Y
3624A/G
IVS16-14T/C
163* LFL - El NA CCR (M-53, M-46),
mama bil (F-49),
leucemia (M-40)
186%* HBOC - ASCO NA mama (F-35, F-40, BRCAI1
3/4A; M>30% F-40), rim (M-5) 2201C/T
LFL - B 2430T/C
P871L
E1038G
K1183R
K1208T
4427T/C
IVS17+44A/T
BRCA2
DI129N
N289H
IVS16-14T/C
K2950N
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187 LFL - El Mama mama (F-60, F-70,
(F-58) F-bil47, F-ND, F-
ND), rim (F-79, M-
63), figado (M-ND,
M-ND, M-ND),
pulmao (M-72),
SNC (M-55), bexiga
(M-63)
284 H* HBCC -1 CCR breast (F-50), colon
LFL - B/E1 (F-71) (F>50), CNS
(M>70), gastric (M-
41)
290 LFL - E1/E2 CCR mama (F-43,
(F-42) F-<62),
pele (F-43, F-38),
carcin basocelular
(M-60), pulméo
(M-62, M-78),
prostata (69),
rabdomiosarcoma
(F-19)
303 LFL - B/El NA mama (F-35, F-bil
36), leucemia (M-
8), utero (40, ND)
311 HBCC -1 CCR CCR (M-52, F-
(F-54) <58), mama (F-66),
leucemia (F40, F-
<30)
407 LFL - El Mama ovario (65),
(F-59) leucemia (F-<50, M-
ND), pele (F-ND),
mama (F-73)
439 HBOC - ASCO mama (F-bil39, F- BRCAI
4A/4C 70), uterino (>30), | 2201C/T
HBCC -2 CCR (M-60), ovario | 2430T/C
(70) P871L
E1038G
K1183R
Mama K1208T
bilateral 4427T/C
(F<50) S1613G
IVS18+66G/A
BRCA2
N289Y
IVS10-74T/C
2457T/C
A2951T
440 LFL - B/El prostata (69), SNC
NA (M->50, M-37, F-
43), figado (F-ND),
bexiga (M-60), CCR
(F- 40), estomago
(M-ND)
442 HBOC - ASCO Estomago mama (F15, F40, BRCAI
1/3/4A; M>30%; (F-39)g F21, FND, FDN, 2201C/T
P>30% ovrio ( 4;2) FND, FND, FND, | P8§71L
LFL - El FND, FND), K1183R




estomago (FND),

S1613G

prostata (ND), IVS18+66G/A
leucemia (M48), BRCA2
rim (FND), 203G/A
ND (F64, MND) | D129N
IVS6-49A/C
IVS10-74T/C
Q1181P
V2527L
IVS16-14T/C
G2724V
520 HBOC - ASCO Mama (F49, F38, BRCAIl
3/4A; M>30% F<52, Fbil<55), 2201C/T
LFL-B ossos (M31), P871L
esofago (M50), E1038G
CCR (F>60), K1183R
leucemia (M8) K1208T
S1613G
Mama IVS17+44A/T
Bilateral BRCA2
(F-42) 203G/A
DI129N
IVS6-49A/C
IVS10-74T/C
3624A/G
7470A/G
IVS16-14T/C
G2724V
525 LFL - El Pancreas mama (F-55), CCR
(M-55) (M-70), ND (M-60)
529 LFL - El Tumor de leucemia (F-ND, F-
Wilms (F-4) <50, F-ND), mama
(F-20), colo de utero
31)
534 LFL - E1l Mama prostata (55),
(F-53), pulmao (F-ND, F-
ginecologico ND), leucemia (M-
(F-ND) ND), ND (M-ND)
552 HBOC - ASCO Mat= mama (F36, BRCA2
3/4A; M>30% F62, F25, FND), IVS10-74T/C
HBCC - 1/2/4/5 Mama CCR (M>50, M<48, | IVS16-14T/C
LFL - El (F-38) MND), ovario (ND), | G2724V
utero (ND)/
Pat= SNC (MND),
prostata (ND)
554 HBOC - ASCO ovario (63, 60) BRCAI
4B/4C 2201C/T
LFL - El 2430T/C
P871L
E1038G
gjﬁ;‘ K1183R
melanm;la 4K4122701§/E
(F-39) S1613G
IVS18+66G/A
BRCA2
203G/A
N289H
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3624A/G

7470A/G
IVS16-14T/C
570 HBOC - ASCO Mama mama (50), utero BRCAI
4A (F-40) (>50,ND) 2201C/T
2430T/C
P871L
E1038G
KI1183R
K1208T
4427T/C
IVS17+44A/T
IVS18+66G/A
BRCA2
203G/A
IVS6-49A/C
N289H
3624A/G
R2108H
7470A/G
IVS14+3delA
IVS16-14T/C
572 LFL - B/E1l Mama SNC (F-<18), mama
(F-60), (F-80)
pele (F-60)
573 LFL-B NA leucemia (F-
4meses, F-7meses),
ovario (44), pulmédo
(M-40), SNC (M-
40), perna (M-50, F-
ND)
581 LFL - El Mama mama (F-42),
(F-45) prostata (45)
590 HBOC - ASCO mama (F53), BRCAI
4A tireoide (F36), IVS7-34C/T
LFL - El ovario (28), 2201C/T
estdomago (F40), 2430T/C
garganta (M50), P871L
nariz (FND), E1038G
ND (FND) K1183R
K1208T
4427T/C
Mama IVS17+44A/T
(F-49) IVS18+66G/A
BRCA2
DI129N
N289H
IVS10-74T/C
2457T/C
3624A/G
7470A/G
V2527L
IVS16-14T/C
A2951T
592 LFL - E1l Mama SNC (M-8),
(F-49) esofago (F-63)
607 LFL - El Melanoma mama (F-50),
(F-45) pancreas (M-50)
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652 HBOC - ASCO Mama mama (F-47), ttero BRCA2
4A (F-33) (<50) IVS7-34C/T
BRCA2
DI29N
N289H
IVS10-74T/C
Q1181P
IVS16-14T/C
678 LFL - B/El NA SNC (F-6, M-44),
pele (F-58, M-48),
utero (60), CCR (F-
40), prostata (89, 70)
681 %*** HBOC — ASCO 4C pulmao (M62), CHEK?
HBCC -5 endometrio (64), delC 1100
utero (41, <50), BRCAI
mama (F<50), 2201C/T
CCR (M50, F68), | PS71L
garganta (M<50) | E1038G
KI1183R
K1208T
Mama S1613G
(F-52) IVS18+66G/A
BRCA2
DI129N
N289Y
T1915M
7470A/G
IVS16-14T/C
G2724V
E2856A
718 HBOC - ASCO Mama mama (F-45, F-60, BRCAI
4A (F-45) F-80), estomago (F- | Q356R
60) 2201C/T
2430T/C
P871L
E1038G
K1183R
4427T/C
IVS17+44A/T
IVS18+66G/A
BRCA2
DI29N
7470A/G
IVS16-14T/C
E2856A
728 LFL - El Bexiga leucemia (F-
(F-52) 9meses), mama (58),
estomago (F-60),
ND (M-60, M-60,
M-ND, F-ND)
R729 LFL - El SNC prostata (<78), SNC | TP53
(M-61) (<70), utero (23) R273C
732 LFL - E1l Mama CCR (F-27),
(F-46) prostata (65), rim
(M-53)
736 HBOC - ASCO pancreas (F25, BRCAI
4C; M>30% NA MS50), utero (32, 49), | 2201C/T
LFL - El ovario (32, 49, 36), | P871L
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CCR (F40), mama | E1038G
bil (F47), pulmdo | K1183R

(F60) K1208T
S1613G
IVS18+66G/A

BRCA2
203G/A
IVS1-7T/A
DI129N
IVS4-89T/C
N289H
3624A/G
7470A/G
G2724V

743 LFL - El Mama estomago (M-53),

(F-51) prostata (74, 80, 76,

68), pancreas (F-64,
M-69), mama (F-
>50), utero (>50),

ND (M-<86)
752 LFL - El SNC utero (<50), mama
M-71) bil (F->50)
779 LFL - El Mama CCR (F-58),
(F-43) leucemia (M-<33),
mama (F-60),
prostata (<60)
810 HBOC - ASCO Mama mama (F-bil30, F- BRCAl
4A (F-44) >70) Q356R
2201C/T
2430T/C
P871L
E1038G
K1183R
K1208T
4427T/C
S1613G
IVS18+66G/A
BRCA2
203G/A
IVS4-89T/C
N289Y
IVS10-74T/C
2457T/C
3624A/G
7470A/G
G2724V
907 LFL - E1l Mama CCR (F-84),
(F-37) prostata (70), utero
(ND), ND (M-ND)
R747 LFL - El Mama prostata (70, 70)
(F-53)

* Familia testada para mutagdes em 7P53, porem apos comprovagao da historia familiar, verificou-
se que a mesma ndo preenchia os critérios de inclusao para LFL;

** Familia testada para BRCAI1/2 ¢ TP53 (devido ao tumor na infancia), porém apds confirmagao
da HF, o grau de parentesco com o individuo afetado por tumor na infincia ndo se confirmou,
deixando assim de possuir critérios para LFL;
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*#% A referida familia apresentava, inicialmente critérios para HBOC e HBCC, porém apos
confirmagdo com laudos, um dos casos de CCR néo foi confirmado, passando a apresentar critérios
apenas para HBOC;

*#%** Familia apresentava inicialmente critérios para HBOC e HBCC, porem um dos casos de
cancer de ovario era, na verdade, um tumor de colo de utero, sendo assim a familia passou a ser
considerada como apresentando critérios de inclusdo apenas para HBCC;

Nota: Coluna 1=ntimero das familias, os heredogramas encontram-se no anexo 12.1.11;

Coluna 2= critérios de inclusdo para teste genético, anexo 12.1.4

Coluna 3= tipo de cancer presente no probando (individuo testado)

Coluna 4= Historia familiar de cancer das familias investigadas (considerado apenas o lado familiar
para o qual o critério de inclusdo na respectiva sindrome foi preenchido)

Coluna 5= mutagdes detectadas nos genes CHEK2 e TP53, além das alteragdes verificadas nos
genes BRCA1/2; Nao estdo incluidos os polimorfismos detectados no gene 7P53

Casos em negrito incluem aqueles com comprovagdo do diagnostico por laudo anatomo-patolégico,
laudo médico e/ou atestado de obito; HF= histéria familiar; F= feminino; M= masculino; Mat=
materno; Pat= paterno; bil= bilateral; CCR= cancer colo-retal; SNC= sistema nervoso central; ND=
ndo-determinado; NA= nao se aplica.
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12.2.11 Heredogramas das 50 familias analisadas

o soliiee

Mmama pele mamna mama
chx = 50 de =50 dx=50

M
o = 50

éﬁééo S om

G 183 62 mama 47 geryants
dx 43 olx 41
G004 colode 22 8

Utero
ox 25

L ]
: : Diagnostico confirmado

W= Individuo testado para mutagdogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = sim

. L »
B0 55 G464 m GG g = medulohlastoms :
amamae ¥ H dx 44

. Afetado

: Diagnostico confirmado

Individuo testado para mutagdogerminativa

N Caso Indice/Probando
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Data da consulta: 150504

. Affected? = sim

pristata? 35 mama
dx 60 bilateral
104 (50) dx 38
4 3 “ 7 I
G801 pulma 40 mama SNC m SN
0 di 64 e 47 dx38 W du sl
76 dbito 52 b cn "WEmw
& [] —] i g) ©
- ELELEY
G006 mama W GEnz
35 43 1 CCR w
a6 @ Gbodig dxdl W
| anuna®

. Afetado

L ]
: : Diagnostico confirmado

Individuo testado para mutagdogerminativa

N Caso Indice/Probando
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O . %] [

“Lg %45,

dtero W GBIE . CCR dx 35 mama GD3D CCR owdrio  cimose

dw 50 - CCR dx ?2' bita 401 dx 60 abita B0 dx B8 por cancel
% dx 40
' [ERERL]

. Afetado

: Diagnostico confirmado

Individuo testado para mutagdogerminativa

N Caso Indice/Probando

282



. Affected? = sim

figada cdlon

e

préstata
dx 67

AEEEEE,
- esofago -

= g7 w
Essusnm

-

oo

"LLELL]
préstata Utero  dsseo . G888 5
- = pulméa -
by =
S
;
osze0  cabega
o 35 ohe = 40
testiculo
ox 58
OO M 0O L
FLLLL
- pruslena: GES? figada
mox52ow . dx 55
TREpEw ——

.

- dx 23 ' H cisto mama

- e ovar\o
SHC

dx 7

G1 86 30 33 3589 GUSS

o m b mpd om o

» SEFCOMA = prostata

- o 40 - ox 87

. ohito 44 .

ssmmmEnm
pulméo e intestine  diero  (lero
cabeca o= 70
Ghito &1

. Afetado

N Caso Indice/Probando

: Diagnostico confirmado

Individuo testado para mutacaogerminativa




Affected? = sim

i)

e o omo b oo

CCR ShiC esifagn prostata
o 45 o 72 ox 51
[&10)] dhito 74 Ghito &1
esdifago ‘ G227 G041 mama
o B0 52 g3 dx 43

XY
b

Ghito 46

. Afetado

: Diagnostico confirmado

Individuo testado para mutacaogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = sim

boca

dx 50
YL pammar
mama dtero, - G833 I 28 dtero ' GEE2 u
dx 58 ovério, = colodz g L = mama .
mama - Utero I : dx 35 .
dx 30 53 g mumms

> & 4 TITTEY x

: Diagnostico confirmado

Individuo testado para mutacaogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = sim

L moen moe

prostata
(85)

matna, 43
(421

54

a B MR

prsssnms
" Gass "
. ..
u INfoma N&0 m
= Hodghkin :

e LS

Ny i

Ga7
mama, 35
(44

=

G098 16
24

0o

N Caso Indice/Probando

Individuo testado para mutacaogerminativa
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. Affected? = sim

mama
ox?
estdmacio estimago
ox? dx 70

prostata

leuicemia marma
o 49 ox 38
(82)
. — —
O
SErCOma
dx 15 ‘
G118
38

O Ure 0 O e

mama
oy 46

. Afetado

Diagnostico confirmado

W= Individuo testado para muta¢dogerminativa

N Caso Indice/Probando
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o

. Affected? = zim g
leucemia

- o & boop

"CELLLT]
47 mama = puméo = unknown CCR
s FEsmmnl
Ohito 84
pussmmmg A |
mama nama chx 36 = GIG0 = G121
tumar . mama . =1
ginecoldy u  histersl =
o 49 R -
"
(54) nampnns
a0 47 43 4

Individuo testado para mutagdogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = sim ' I s

pulméo cdlon
ox 250

o

estlmago

.

leucemia
o 40
Ghito 46

pulméo [ttt
dx 55 dx 60

h | AssEmnnnna
G129 =890 = linfoma irtestinal :
44 T dx10 a
= Ghitodn w

24

b 000 e HpELLn

N Caso Indice/Probando

Individuo testado para mutagdogerminativa
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. Affected? = sim

il il
CE N Ee e e el

PRI TS gEsEEEFr  gEEEEEF

pumfo = GEE1 = w mama g = mama : = mama

dxd45 5 mama § 1 oxd3m . Ox53 = 5 x50 =
Bl " m (56) a CIN T IR N
= L = Fasmans Fammins
= (B5) =

48 45 40 ‘G1B4 33 36 30
44
15 10 5

W= Individuo testado para muta¢dogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = sim /l: E ﬂ

102

Lo b 5% s

- —{ |

mama kilateral dxqs leucemia IJ;E
TR I

Hoo Doddnod oD

. Afetado

: Diagnostico confirmado

Individuo testado para mutagaogerminativa

N Caso Indice/Probando
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Data da consuita: 1001105 JZ;AQ/
. Affected? = sim

* nadulo em mama

marma, 40 matna, 35 matna, 51
(40) (&)
marma, 40
‘6222 60 55 53 1 40 38
43
1 18 renal, 5
(30

. Afetado

Diagnostico confirmado

Individuo testado para mutagaogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Attected? = sim

[ -

o o e [

= mama g mimama dx T0m mama mama figado pulméo CCR

hilaterale . rinsdx79 o 72 o = 60
wdx 47 g = Ghito79 m dibitn 72

Zihito 47a -

LT &)

: figaca figado SNC hexiga + rim 3223
: o 50 - B0 dx B3

. Afetado

L ]
: : Diagnostico confirmado

Individuo testado para mutagdogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = sim

il
Fe oL e es

1004
CCR
dx 71
(78)

CCR
dx B0

mC

estomago G326
o 41 (57)

SHC
ox 33

28

pele

TR
o = 50

.

pele

5 o%

estdmago
dx B0

.

SNC
Ghito 75

N Caso Indice/Probando

Individuo testado para mutagdogerminativa
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. Affected? = sim

pulméa
dhito 75
estbmano
dx 70 TLLLIT LIS
pulméo pele = mama = G3ES g
fbito 62 [ Ghito 38 1 Gbitn 52 §a pristata ®
semndy g "
LLLEEL
anEEEE
w G404 garganta figado pulméEo
:CCR oy 424 ox 46 o 38 o 73
w Ohito 78 pele puméo  puiméo
aEEEEEE pesmmmEn h |
= G335 : G400 = 33 " G334
L] L] -
u CACinOma = - pele dx 43 g
wbasocelular ® mmama cx 43m rabdomiosarcoma
= gve0 m ssmnmmnl 10
ahita 20

. Afetado

: : Diagnostico confirmado

W= Individuo testado para muta¢dogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Atfected? = sim

i )

(tero
o 40

o

maima

hilateral
dx 36

(tera ox?

_o_o$m

Afetado

Diagnostico confirmado

Individuo testado para mutagdogerminativa

Caso Indice/Probando
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. Affected? = sim

—@

esdfago ezdfago leucemia
o =50 ol =530
wananar
- mEma . leucemia
= ox GE = x40
faanmnan
I
‘.. G353 CCR CCR?
E cdlon = dx 52 dhita 55
= dx 547
CI

N Caso Indice/Probando

Individuo testado para mutagdogerminativa
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. Affected? = sim

JZT@ JZ%%

$

1)

b o

eslfago ovEro leucemis
e 53 ox B3 ix =50

Thbemhdd

) TIPS
G dE5
2 mama =

u 5T m
D

27 20

pele leucemia

B e e . em. e

[ ]

- Mama
H
573
= (89)
T

N Caso Indice/Probando

Individuo testado para mutagdogerminativa

298



. Atfected? = sim

Bod

ovria ou
tero
dx 70

ar 7 CCRe (tero

L estdmago | di = 30

dx 60 mama

dx 70
43 54 63 ‘ (499 52 46 45
g‘% E% s g |

mama

LR
3924
mama

hilatersl
ox =50

Individuo testado para mutagdogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affectedd? = sim /./__O

estimago

A

ShC SHC hexiga figada SHC prostata
ox 43 ox 37 ox B0 o = 50 o B3

CCR 3T 49 =40 a7 43 =50 49
dx 40 L
é é
‘ 500 26 19
cista
dssen
(29)

. Afetado

: Diagnostico confirmado

Individuo testado para mutacaogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = sim

a3

emocemm o

estdmago mama prostata mama mams leizetmis MmEmE mama
Gbito 48 dx 15 renal

e leoelles

unknawn mama mama matna mama matna
o 40 dx 21

— 1 54

@ ] O
L
b T
NS :
estimagoe
dx3g o
ovério B
dx42 =

SesEEmnEnan

25 2 mama

Individuo testado para mutagdogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = sim

il id
SO G D8

o

prostata
[LLLLES
TGl . EmE g
o = 60 .3
. .
m chita 72 §

¢ L &

MEma
.

(45) .

oy

-
=
=
=
=
=

il Yorture

leucemia
dx g

ImEma :
bilateral o
dxd2 =
.

dhito 45

mama
o 39

i

TCLEEN

pulméo e ® esifagom
Gsgen . dxs0 "
.

dx 3 " (50) m
(54) Tmapnm

O

59

IRy N

n

prastata

N Caso Indice/Probando

Individuo testado para mutagdogerminativa
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. Affected? = sim

prostata
4 _______ J% SHD MD
mama CCR(7)
ox 55 53 ?D
: ditn 52
Fessmmnnm
------
3592 1 G 570 a G 580 urknowen?
(bloco) 54 dx B0
mancreas
? x5 e

T 535052

. Afetado

Diagnostico confirmado

Individuo testado para mutagdogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = sim
leucemia

oy 7
dhito = 50
leucemis prastata IBuCEmis mamsa lBuiCEmis
o BS o 74 dx ? che 20 ohx?

5 00 o010 O
LD

08805 ‘ G 585
o] (23]
o 45

cdlo de 1 G4
utero wTumar de ¥
o 31 o wims a
@an = odx4 B
a (23] 0w

Famalmna®

Individuo testado para mutagdogerminativa

N Caso Indice/Probando
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Come mO W

unknowen pulmdo pristata leucemia pulmdo
o ? o 53

AL EELEE:

LLELLL
GEID § G458

tumor em ] mama
méo dx 53

dcdd = neo
.
» Gineocol? =

W= Individuo testado para mutagdogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = =im

(O

o em

mama CCR

prostata cabecs

" e o O o

mama CCR CCR Ao 45 colo de
ox 62 dx =50 dhito 48 dbito 45 (tero
(64)

o el

Mpuunan d 25
1UGE19 5 mama M 39
= Mmama = dx 36
= dx3 g
-
m [45) =
-

235

A

Afetado
Diagnostico confirmado

Individuo testado para mutagdogerminativa

Caso Indice/Probando
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. Affected? = sim

Jmom

prostata darganta = ovario 1 oo
Ghito £2 o = 40 = dxB3 = dx 60
Fussmmmn
I
'LLLLLLLT]
3725 T Gogd g 47

49 T mama ]

= dxd4d ®

. .

= melanomag

= odx39 ot

. 45 m

el

‘ el | 27
24 ] -

. Afetado

: : Diagnostico confirmado

W= Individuo testado para muta¢dogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = sim

colo de G4
Utero
o = 50

b O

o« o

mama
dx 49

.

‘.-----

5635 1
= Mama =
" x40 a
= 4E g

nadulo

henigno
13
[16)

W= Individuo testado para muta¢dogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = sim

Wy y ]

Sobe| bope

mama
o 80

A FOI
. 5882 - 640 SHC
= Mama = Ghito 13
pele
ox B0
(64)
ann
25 23
Afetado

Individuo testado para mutagdogerminativa

Caso Indice/Probando
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. Aftected? = aim

@ permia

A
I wie il moam

baca avério v pulmia ShC perna
o 46 dx 44 dx 40 o 40 o 50

5 T00

A |

G B4

T2

pevsnnn, prEsnas

" e
-

ucemiz = " Jeucemia w
=

adx4meses] o7 meses ]
Sasnnns  amssas

Individuo testado para mutacaogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = zim

mama g2
dx 42
(43)

y )

PCETTITI

: G405
" Mama
P odxds
HCL)
r

G 651
45

®  GhteT 25 % prostata = 44
Todeds -

. Afetado

Diagnostico confirmado

W= Individuo testado para mutagdogerminativa

N Caso Indice/Probando
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Aﬂe:terﬁ sim

<£i“m .

Unknaswn - UNkNowwn  Lnknown

tumor
nasal
mama prastata Ovario estémago garganta unknown
o = 50 dx 70 o 23 Ghito 40 dhito 50
dhito 52 Ghito 71
FLLLLT]
' G 302 '
. mama -
' dx 49 '
. [E)] -
-mwm l LR
Funnn,
GBED 57 SE 52 ' G0a8 :
54 - mama w
' o 55 :
. 64) w
TLLELTR
'camlnnma L]
ade tiredice §
m dx 36 -
-

b

. Afetado

: : Diagnostico confirmado

W= Individuo testado para mutagdogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = sim

ezdfago
dx 63

® O

R748
MAma
o 49
(0]

5BE2
45

SETEEEEEEEEEy
L LLL L LY

ShC 19 15
dx 8

Individuo testado para mutagaogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = sim

Dos mpos B e

pancress
ox 50

= melanoma g = (52
. .
w dxds w FTesEmmmsm L}

Individuo testado para mutacaogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = zim

il il
S boh me & 0 O

FITLLLL .
esifago T GT0E . ltero
dx 45 = mama § dx =50
dx 46 =
ERRE
Wemenasn
H G732 % 26 | 29
= mama
ox 33
(38
ER R R ILE N -
[ 3 4 g [ g =1

. Afetado

Diagnostico confirmado

Individuo testado para mutagdogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Atfected? = sim s
préstata

o= 70
pristata 48 SMC pele prastata B0 CCR
(70 o 44 dx 48 ox 89 ox 64
estdmago gargants (69) estomago (66 G?B1 Utera CCR Mama
obx 40 o 40 pele, 55 ox B0 o 40 chx 40
(40 (40 (61)
G893
(33)
SHC g
dx 6
(15

Individuo testado para mutagdogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = sim JZ;’
prisnnnr

. .
bR dnGow
P ochitoSE g
b

CELERENRNL]

le ® i

FYTLLY - FYTYTT
itern 7 mama g = endometrio] T puimdo
o 41 -dx<SD- 5 dxfd w s dxB2
0brt042 aafaan = 7 . o fbito 70
-... aam LT
FLLLLY ELLLLLT]
' CCR g _gargama- = colode
. .
. x50 = H dx =50 3 a ltero H
IIIIII l--l--! " odx=a0 g

30 14 33

Individuo testado para mutagaogerminativa

N Caso Indice/Probando
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. Affected? = sim

o]

mama
o 80

=h=

S e e

mama
o 60

estimaga

.

estémago pulméo pulméio

o B0 (tabagista) dx 60

dx 70
i
MYLYLET
7 mama H ‘ Ga0s GIET
w Ox45 w mama
7 dhito50 g o 45
L I-—|__-|- = (491
26 28 18

b

N Caso Indice/Probando

Individuo testado para mutagdogerminativa
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. Atfected? = sim

e e

unknown

unknowen unknowen unknown

estdmago unknowyn  unknown

dx G0

B0 60

‘ GTaT

bexiga 52
a4

ie

leucemia
Ameses

b bosnd

N

Individuo testado para mutacaogerminativa

Caso Indice/Probando
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. Affected
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12.2.12 Artigo Cientifico relacionado ao tema (Manuscrito submetido ao Familial Cancer)
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Abstract

Tumor patterns in families with Li-Fraumeni (LFS) or Li-Fraumeni-like (LFL) syndromes
remain unclear. We describe tumor patterns of 338 patients diagnosed among 45 Brazilian
families matching commonly accepted LFS/LFL definitions. The most common tumors
were breast carcinomas, soft tissue sarcomas and tumors of central nervous system,
followed by gastric and colorectal cancers. The latter cancers represented 6.7% and 5.9%
of all cases. Age at diagnosis for CRC was 32.4 in TP53 mutation carriers versus 51.6 in
non-carriers. Thus, CRC should be considered as part of the LFS/LFL cancer spectrum and

screening should be included in surveillance protocols.
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Li-Fraumeni syndrome (LFS; MIM# 151623) is an autosomal dominant disorder of
predisposition to multiple cancers. The underlying genetic defect is germline mutation in
the TP53 tumor suppressor (MIM# 191170). Classic LFS is defined by a proband with
sarcoma diagnosed before the age of 45, associated with a tumor before 45 years in a first-
degree relative, and another tumor before 45 years or a sarcoma at any age in a close
relative. Most frequent cancers in LFS are sarcomas, breast cancers, brain tumors and
adrenocortical carcinomas (ADR). Additional tumors described in some LFS families
include leukemia, melanoma, lung, gastric, colorectal, and prostate cancers as well as germ
cell tumors, choroid plexus papillomas, and Wilms’ tumors. [1] Some families present a
tumor pattern reminiscent of LFS without matching classical criteria and are termed Li-
Fraumeni like (LFL). Several definitions of LFL have been proposed (LFL-E1 and LFL-E2,
LFL-B). [2;3] However, the spectrum and frequency of tumors associated with germline
TP53 mutations are uncertain. In 2001, Birch et al. assessed the frequency of cancers in
TP53 mutation carriers and used cancer statistics from the United Kingdom (U.K.) to
assess the excess of cancer risk associated with inheritance of 7P53 mutation. [4] They
showed that although breast carcinomas, sarcomas and brain tumors were most frequent,
the greatest increase relative to general population rates were in rare tumors, ADR and
phyllodes tumors. Thus, 7P53 mutation does not simply increase general cancer risk but

exert some tissue specific effects.

In this study, we describe the tumor spectrum of 338 patients diagnosed with cancer among
45 families that match at least one of the accepted LFS or LFL definitions (LFL-E1, LFL-
E2 or LFL-B), recruited in a high-cancer risk clinic within a protocol approved by local
ethics committees (Fundacao Antonio Prudente, CONEP). Blood was obtained from
probands for 7P53 mutation analysis by sequencing as described previously. [5]
Information on cancer occurrence in the family was obtained by structured interview and
ascertained using hospital records. Table 1 shows the 119 tumors detected in patients from
families in which the proband had an identified germline mutations and the 219 tumors

from families without 7P53 mutations.
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Table 1: Spectrum and mean age at diagnosis of tumors in 45 Brazilian Li-Fraumeni

and Li-Fraumeni like families.

Tumors Cases with germline mutation Cases without germline
n (%) Age at diagnosis n (%) Age at diagnosis
Total (338) 119 (35.2%) 219 (64.8%)
Breast* 33 (27.7%) 43,5 39 (17.8%) 44,9
Central nervous system* 13 (10.9%) 19 13 (5.9%) 32
Soft tissue sarcoma* 10 (8.4%) 30,1 27 (12.3%) 31,8
Gastric* 8 (6.7%) 55,6 22 (10.0%) 51,6
Adrenocortical 8 (6.7%) 14,7 0 N/A
Colorectal* 7 (5.9%) 32,4 14 (6.4%) 51,6
Lung* 7 (5.9%) 55,9 8 (3.7%) 46,6
Prostate* 4 (3.4%) 64,5 12 (3,5%) 72
Renal 4 (3.4%) 20,7 0 N/A
Esophagus* 3 (2,5%) 53 6 (2,7%) 68,3
Head and neck* 3 (2,5%) 54,5 6 (2,7%) 48,8
Liver* 3 (2,5%) 39 4 (1.8%) 60,5
Ampulla of Vater 2 (1.7%) 49,5 0 N/A
Thyroid 2 (1.7%) 41,5 4 (1,8%) 58
Leukemia/ Lymphoma* 2 (1.7%) 45 19(8.6%) 33,2
Female genital tract* 2 (1.7%) 59,7 11 (3,2%) 54,2
Non-melanoma skin cancer* 1 (0.8%) 58 10 (2,9%) 48,7
Bone sarcoma* 1 (0.8%) N/A 8 (3.6%) 17,3
Melanoma 1 (0.8%) 80 6 (2,7%) 47
Pancreas* 1 (0.8%) 58 5(2.3%) 47,5
Bladder* 0 N/A 3 (1.4%) 54
Wilms’ 0 N/A 1(0.4%) 1
Bone 1 (0.8%) 21 0 N/A
Hidatyform mole 0 23 1 (0,4%) N/A
Unknown 3(2,5%) N/A 0 N/A

Key:; N/A: not applicable; * the exact age at diagnosis was unknown in one to three tumors in the group,
thus not included in the average.

Consistent with Birch et al. (2001), breast carcinomas, soft tissue sarcomas and brain
tumors were the three most common diagnoses. However, the prevalence of other cancers
showed important differences with the UK series. In the latter series, the 4™ and 5"

diagnoses were osteosarcomas and lung carcinomas, each representing 6.7% of the total,
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whereas gastric cancer was 6" (4.7%) and colon cancer, 14" (1.3%). In Brazilian families
with 7P53 mutations, the 4" and 6™ diagnoses were gastric and colorectal cancers,
representing respectively 6.7% and 5.9% of all diagnoses. These two cancers were also
common in families without germline mutations, corresponding to the 3 and 4™ diagnoses.
In contrast, osteosarcomas were rare, with only 0.8% of diagnoses in families with 7P53
mutations (3.6% in families without mutations). The strongest association with TP53
mutation was observed for ADR and renal cancers, which were diagnosed solely in TP53

germline mutation carriers, representing 6.7% and 3.4% of all diagnoses.

The low prevalence of bone sarcomas in the Brazilian series may be due to under diagnosis
due to late presentation, rapid progression, and reliance upon imaging techniques that were
not readily accessible in many centers in Brazil. The high proportion of gastric cancer is
correlated with the fact that this cancer is frequent in Brazil, with incidences (2006) of
16,3:100.000 in males and 8,7:100.000 in females (http://www.inca.gov.br). A total of 21
cases of CRC were diagnosed in 15 of the 45 families (33.3%), including 5/13 (38%)
families with and 10/32 (31%) families without detected 7P53 mutation. The age at
diagnosis in 7P53 mutation carriers was lower than in families without mutation (31 vs
51.6 years. This observation argues in favor of an association between inheritance of 7P53

mutation and early occurrence of CRC.

Further evidence for association between LFS/LFL and CRC comes from a survey of a
community-based, breast cancer- risk cohort in Porto-Alegre, Southern Brazil. Among
9233 recruited subjects, 74 families matching LFL criteria were identified, including 64
matching LFL-E1/E2 criteria and 10 LFL-B. CRC was diagnosed in at least one member
of 20 (27%) of the families, including all LFL-B and 10 LFL-E1/2. A total of 34 CRC
cases were identified, with average age at diagnosis of 55,9 years, including seven cases

diagnosed before the age of 45.

Analysis of the IARC TP53 database (http://www-p53.iarc.fr/germline) supports that CRC
is part of the LFS spectrum. Indeed, we showed that inherited 7P53 mutations are
associated with early-onset CRC. [1] Moreover, in subjects with germline mutations that

completely abrogate p53 transcriptional activity, CRC is diagnosed at 36.3 years on
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average, compared with 52 years in subjects with mutations that partially retain
transcriptional capacity. [6] Recently, Wong et al. (2006) reported a high prevalence of
early onset CRC in 397 patients from a US series with classical LFS, occurring several
decades earlier than in general population. [7] This observation led to suggest that LFS
should be considered as diagnosis when a young patient presents with CRC. Taken
together, our data and those of Wong et al. (2006) indicate that CRC is a common
diagnosis in LFS/LFL families.

Based on these observations we propose the following recommendations: (1) CRC should
considered among cancers characterizing the LFS/LFL spectrum; (2) screening for CRC
should be included in the follow-up of subjects belonging to LFS/LFL families, in
particular if there is a history of CRC. Screening should be offered from the age of 25, as
also proposed by Wong et al. (2006); (3) Given the the possibility of gene-environment
interactions enhancing the risk of gastric cancer in LFS/LFL subjects in Brazilian
population, screening should be performed from age 45 in individuals from this and other
high risk populations; (4) given the current low rate of osteosarcoma diagnosed in

Brazilian LFS/LFL families, efforts should focus assessing the impact of under diagnosis.
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12.3 ANEXOS REFERENTES AO CAPITULO 3

12.3.1 Artigo Cientifico relacionado ao tema
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12.3.2 PCR e RFLP para exon 10 do gene TP53

PCR do Exon 10 RFLP do Exon 10 (detecgdo de mutagdo R337H)
H20 Variavel H20 Variavel
10x buffer 2,5 uL Buffer 2 uL
MgCI12 (50mM) 0,75 uL BSA 2 uL
dNTP(B) 1,0 pL Hhal 2 uL
Primer F (25uM) 1,0 uL DNA Variavel
Primer R (25uM) 1,0 uL Volume total 20 uL
TaqPlat 0,2 uL
DNA Variavel
Total 25uL

Obs: Verificagdo do produto da clivagem em gel de agarose 1.5%

344



