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RESUMO

Introducdo: O céancer de ovario epitelial, apresenta a mais alta taxa de mortalidade entre as
neoplasias ginecoldgicas no mundo. O mais importante fator de risco associado ao
desenvolvimento de CO, e também ao seu surgimento em idade precoce é a historia familiar
positiva. Para as mulheres portadoras de mutacdes germinativas BRCAL e BRCA2 o risco
cumulativo vital de desenvolvimento de CO é de 40-60% e de 11-27%, respectivamente. A
identificacdo destas mulheres representa uma oportunidade para reducdo da ocorréncia do CO
em até 80%. Objetivo: Caracterizar, do ponto vista clinico e molecular, pacientes
diagnosticadas com cancer de ovario epitelial, cadncer primario de peritbnio e cancer de
trompas de falopio atendidas no Hospital de Clinicas de Porto Alegre e outros centros de
atendimento assistencial publicos e privados do Rio Grande do Sul. Métodos: Mulheres
diagnosticadas com CO, independentemente da idade ao diagndstico ou da histéria familiar
foram convidadas a participar neste estudo. Os dados demogréaficos, clinicos, cirdrgicos e a
historia familiar foram obtidos através de questionarios desenvolvido par ao estudo. Os genes
BRCAL e BRCA2 foram analisados por NGS e MLPA. Resultados: Das 60 mulheres
incluidas no estudo 17 (28.3%) tiveram resultados positivos com achados de variantes
patogénicas, 8 mutacfes em BRCAL e 9 em BRCA2. Das 17 variantes patogénicas, 13 eram
mutacdes diferentes entre si; 1 delas foi encontrada 3 vezes, e 2 delas foram encontradas 2
vezes neste grupo de mulheres. Dezesseis (94.1%) mulheres com mutagdo patogénica tinham
histéria familiar positiva de tumores pertencentes ao espectro HBOC versos 58.1% das nédo
portadoras. Em relacdo ao tipo histologico, 6 das 17 mulheres com mutacdo patogénica
tinham sido diagnosticadas com CO do tipo ndo-seroso. Conclusdes: No presente estudo
foram identificadas variantes germinativas patogénicas nos genes BRCA em

aproximadamente um terco das pacientes diagnosticadas com céancer de ovario epitelial,



cancer primario de periténio e cancer de trompas de falépio. A prevaléncia das mutacdes,
aumentada quando em comparagdo com publicacdes prévias, deve-se provavelmente a alta
frequéncia de histdria familiar positiva observada nessa coorte. A ocorréncia de mutacdes
patogénicas ndo se limitou as pacientes com diagnostico de adenocarcinoma do tipo seroso. A
oportunidade de identificacdo de pacientes e familias em risco para desenvolvimento de CO &
de grande importancia para oportunizar o oferecimento de aconselhamento e testagem

genética, permitindo a adocdo de medidas eficazes redutoras de risco.

Palavras-chave: Cancer de ovario, BRCA1/BRCA2, Sindrome Hereditaria de Predisposicao

ao Cancer de Mama e Ovario, HBOC



ABSTRACT

Introduction: Epithelial ovarian cancer, primary peritoneal and fallopian tube cancer (OC) is
associated with de most elevated mortality rates of gynecological cancers worldwide. A
positive family history is the major risk factor for developing ovarian cancer. Women that are
diagnosed with a germline pathogenic variant in BRCA1 and BRCA2 have a lifetime risk of
developing OC of about 40-60% and 11-27%, respectively. The identification of these women
presents an opportunity to reduce the occurrence of OC in about 80%. Aims: To clinically
characterize and to evaluate the prevalence of germline BRCA1 and BRCA2 pathogenic
variants in Brazilian women diagnosed with OC. Material and Methods: Women diagnosed
with OC, unselected for age or family history were invited to participate in the study. Clinical,
surgical and family history data were obtained using a questionnaire. BRCA1 and BRCA2
genes were analyzed by NGS and MLPA. Results: Sixty women were included and 17
(28.3%) were found to carry a germline pathogenic variant, 8 in BRCAL and 9 in BRCA2. Of
these 17 pathogenic variants there were 13 different mutations; one of these was found three
times, and the other two were observed two times each in this group of women. Sixteen
(94.1%) women carrying a pathogenic variant had a positive family history of tumors of the
HBOC spectrum versus 58.1% of the non-carriers. Of the 17 mutation carriers, 6 (35.3%) had
non-serous OC. Conclusion: In this series we identified a germline BRCA mutation in about
one-third of unselected patients diagnosed with ovarian, peritoneal or fallopian tube cancers.
This prevalence, increased in comparison to what has been reported previously is likely due to
the high frequency of a positive family history of cancer observed in the cohort. Occurrence
of germline mutations was not restricted to patients diagnosed with serous adenocarcinoma
OC. It is of great importance to be able to identify woman and families at risk of developing

OC, to offer genic counselling and testing.



Keywords: Ovarian cancer, BRCA1/BRCA2, HBOC, Hereditary Breast and Ovarian Cancer

Syndromes.
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1 INTRODUCAO

O céncer de ovario compreende diversas classificacdes histopatolégicas sendo o
subtipo epitelial o responséavel por aproximadamente 90% das neoplasias malignas de ovario
(PRAT, 2012). O céncer de ovario epitelial, trompas de faldpio e peritoneal primario,
referidos aqui em conjunto como céncer de ovério (CO), apresentam a mais alta taxa de
mortalidade entre as neoplasias ginecoldgicas em todo o mundo e sdo a sétima neoplasia mais
diagnosticada entre as mulheres (ATASEVEN et al., 2016). Em 2012 aproximadamente 240
mil casos novos foram documentados no mundo sendo o CO responsavel por 152 mil mortes
notificadas (WHO, 2014). No Brasil, estima-se que no ano de 2018, 6.150 novos casos de CO
serdo diagnosticados com uma incidéncia estimada de 5,95 casos a cada 100 mil mulheres,
sendo que na regido Sul este risco € de 6,76 a cada 100 mil mulheres (INCA, 2015). Em 2013,
o0 cancer de ovario foi responsavel por 3,283 mortes no pais (INCA, 2014).

Na populacéo geral, a incidéncia do cancer de ovario tende a um aumento com a idade,
sendo mais prevalente na sexta e sétima década de vida com uma idade média ao diagndstico
de 63 anos (SIEGEL et al., 2017). Por n&o existir rastreamento efetivo para o CO e pela
auséncia de sintomas mais especificos, em 70% dos casos a neoplasia ja se apresenta em
estadio avancado ao diagnostico e a média de sobrevida para paciente em estagio IV varia de
15 a 29 meses, com uma sobrevida em 5 anos de 20%. Atualmente, estima-se que menos de
40% das mulheres diagnosticadas e tratadas serdo curadas (ATASEVEN et al., 2016;
RANDALL; ARMSTRONG, 2016).

Entre os fatores de risco para desenvolvimento de CO na populacdo geral entdo a
nuliparidade, idade avancada na primeira gestacdo (idade maior que 35 anos), nunca ter feito
uso de métodos contraceptivos orais, nunca ter amamentado, menarca precoce e menopausa

tardia (PURDIE et al., 2003; WENTZENSEN et al., 2016). A terapia hormonal oral em
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mulheres em p6s menopausa também foi identificada como um fator associado ao aumento de
risco para desenvolvimento de CO de histologia serosa e endometridide (MORCH et al.,
2012).

Os mais importantes fatores de risco associados ao desenvolvimento de CO, e também
ao seu surgimento em idade precoce, séo a historia familiar positiva e a presenca de mutacoes
patogénicas nos genes BRCAL1 e BRCA2 (PAL et al.,, 2005). Esta bem estabelecido, por
estudos observacionais em familias com um ou mais casos de CO, que o diagndstico desse
tumor em familiares, especialmente quando em idade jovem, aumenta significativamente o
seu risco de ocorréncia. (FIRTH; HURST, 2017). Estima-se que de 13% a 18% dos casos de
CO sdo devidos a presenca de mutacGes germinativas patogénicas nos genes BRCAL e/ou
BRCA2 (NORQUIST et al., 2016).

Para as pacientes portadoras de mutacdes patogénicas germinativas em BRCAL e/ou
BRCA2 existem medidas eficazes para reducdo do risco de ocorréncia de CO, linhas de
tratamento diferenciadas, assim como a possibilidade de identificar familiares em risco muito
aumentado para cancer (VAN DRIEL et al., 2015).

No Brasil existem ainda poucos estudos a respeito da prevaléncia e do tipo de
mutacdes encontradas nos genes BRCA em mulheres com CO. Este estudo se prople a
realizar analise molecular completa dos genes BRCA1 e BRCA2 em uma série de pacientes
com CO e descrever achados demograficos, clinicos e cirargicos correlacionando-os com

status mutacional.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PATOLOGIA DO CANCER DE OVARIO

Os tumores ovarianos originam-se basicamente de trés diferentes estruturas
anatdmicas: epitélio da superficie ovariana (estdo incluidos aqui epitélio das trompas de
faldpio e tecido peritoneal), estroma do corddo sexual e das células germinativas (HOFFMAN
et al., 2014). Até 95% dos canceres malignos de ovario s&o originarios do tecido epitelial. Os
carcinomas epiteliais por sua vez podem ser divididos em categorias distintas a partir de
alteracbes histologicas e moleculares, comportando-se como doencas essencialmente
diferentes. O grau histolégico tumoral também pode ser um fator importante para
determinacdo prognostica da doenca, comumente o CO é classificado em alto ou baixo grau

(MORGAN, 2016).

2.1.1 Tumores Epiteliais de Ovario, Trompas de Fal6pio e Peritdnio Primario

Os tumores epiteliais malignos (carcinomas) sdo 0s tumores ovarianos mais comuns e
também os mais letais. De forma majoritaria, os tumores associados a mutacdes em BRCAL e
BRCA2 sé&o de origem epitelial (LONG; KAUFF, 2011). A partir de classificagoes
histopatoldgicas, de imunohistoquimica e analise genética tumoral ao menos cinco tipos de
carcinomas ovarianos podem ser identificados: carcinoma seroso de alto grau, carcinoma
endometridide, carcinoma de células claras, carcinoma mucinoso e carcinoma seroso de baixo
grau. A cada um desses tipos de cancer estdo associadas caracteristicas clinicas, genéticas e

prognosticas distintas (Tabela 1) (PRAT, 2012).
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a) Carcinoma Seroso de Alto Grau: compreende aproximadamente 70% dos CO do tipo
epiteliais. Evidéncias histologicas, moleculares e clinicas mostram que 40%—60% dos
tumores previamente classificados como carcinomas serosos de alto grau do ovario ou
peritbnio tém na verdade origem nas fimbrias e nas tubas uterinas. A recomendacdo é que
tumores de ovarios, tubas e peritdnio primario sejam abordados coletivamente com termos
amplos como ““carcinoma seroso” (BEREK et al., 2015). O carcinoma intraepitelial tubario é
considerado leséo precursora dos carcinomas serosos de ovario sendo detectado em 5 a 10%
das pacientes portadoras de mutacfes germinativas em BRCA1/BRCA2 que foram submetidas
a salpingooforectomia redutora de risco (SORR) (MEDEIROS et al., 2006). Ao diagndstico,
até 80% das pacientes ja se encontram em estdgio avancado da doenca e raramente a
neoplasia ainda esta restrita aos ovarios. A maioria das analises imunohistoquimicas (IHQ)
dos carcinomas serosos apresentam positividade para p53, BRCAL, WT1 e pl6 (PRAT,
2012).

O CO seroso é o tipo histolégico que apresenta maior associacdo com a presenca de
mutacdes germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2 as quais séo encontradas em 16 a 21% das

mulheres diagnosticadas com esse subtipo (LONG; KAUFF 2011).

b) Carcinoma Seroso de Baixo Grau: poucos frequente, contabiliza menos de 5% dos casos
de CO. Tem curso indolente e melhor progndéstico em relacdo aos tumores serosos de alto
grau, e pode advir da progressdo de tumor ovariano borderline. Alteracbes em BRAF ou
KRAS sdo frequentes nesse tipo de tumor. Ao contrario dos tumores serosos de alto grau, a
associacdo de carcinomas serosos de baixo grau com mutagdes germinativas em

BRCA1/BRCA2 é menos relatada (PRAT et al., 2012).
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c¢) Carcinoma Mucinoso: constituil0-15% dos CO e em torno de 80% destes tumores sdo
considerados benignos ou borderline. O perfil genético deste tipo de tumor inclui a presenca
de mutacbes em KRAS. Seu prognostico clinico € bom e ndo ha descricdo de mutagédo

germinativa associada (PRAT et al., 2012).

d) Carcinoma Endometrioide: € um tumor histologicamente semelhante ao tumor de
endométrio e até 20% dos casos podem ser diagnosticados simultaneamente com um
carcinoma de endométrio ou associado com endometriose. Compreendem 10% dos CO, sdo
geralmente de baixo grau e a maioria é diagnosticada em estagio inicial, (IRVING et al.,
2005). O carcinoma endometridide é o tipo de CO observado nas pacientes portadoras de
Sindrome de Lynch (SL). Em concordancia com essa associacdo, a frequéncia de
instabilidade de microssatélites observada no CO endometridide € mais elevada, variando de

12.4% a 19% (MORENO-BUENO et al., 2001)

e) Carcinoma de Células Claras: tipicamente diagnosticados em estégios clinicos (EC) I ou
I1, pode estar associando a endometriose, assim como o carcinoma endometridide de ovario
(PRAT et al., 2012). Metade dos CO de células claras apresentam mutacGes em ARID1A

(WIEGAND et al., 2010).



16

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e moleculares dos CO mais comuns

CSAG CSBG CM CE CCcC
Fatores de BRCA1/2 ? ? Genes MMR ?
Risco
Lesoes Carcinoma Tumor Cistadenomas Endometriose =~ Endometriose
Precursoras tubario Seroso Atipica Atipica
intraepitelial borderline
AlteracOes BRCA, BRAF, KRAS, PTEN, HNF1,
Moleculares TP53 KRAS HER2 ARID1A ARIDIA
Tumorais
Progndstico Ruim Intermediario Bom Bom Intermediéario

CSAG, carcinoma seroso de alto grau; CSBG, carcinoma seroso de baixo grau; CM,
carcinoma mucinoso; CE, carcinoma endometrioide; CCC, carcinoma de células claras

Fonte: Adaptada de Prat et al. (2012)

2.1.2 Tumores Germinativos e de Cordao Sexual
Os tumores germinativos e de corddo sexual representam até 10% dos tumores
ovarianos, e apresentam caracteristicas epidemiologicas, clinicas e moleculares que 0s

diferenciam grandemente dos tumores epiteliais (HOFFMAN et al., 2014).

a) Tumores Germinativos: O teratoma cistico maduro é o representante mais comum deste
grupo, correspondendo a 95% dos tumores germinativos, e € clinicamente benigno. Os
tumores germinativos malignos geralmente sdo distintos dos tumores epiteliais malignos por
desenvolverem-se em idade mais jovem (adolescéncia até segunda década), se apresentar
como doenca em estadio | ao diagnostico e ter progndstico muito favoravel (HOFFMAN et
al., 2014).

b) Tumores de Cordao Sexual: Representam aproximadamente 8% dos tumores malignos
de ovario sendo o subtipo mais comum o tumor de células da granulosa (90%). A sua
ocorréncia associada a sindromes de predisposi¢do hereditéria ja € bem documentada e pode

ocorrer em pacientes portadoras de mutagbes germinativas em STK11, DICER1 e IDH,
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respectivamente relacionadas a Sindrome de Peutz-Jeghers, Sindrome DICER1 e Sindromes
de Ollier e Maffucci. Estudos genémicos tumorais, especialmente em tumores de células da
granulosa, identificaram alteracbes cromossémicas recorrentes como mMmonossomias e

trissomias nestes tumores (FULLER et al., 2017).

2.2 FATORES DE RISCO PARA O CANCER DE OVARIO

Um dos mais importantes fatores de risco associados ao desenvolvimento de CO, e
também ao seu surgimento em idade precoce, é a histéria familiar positiva. Ja estd bem
estabelecido através de estudos observacionais em familias com um ou mais casos de CO que
o diagnostico desse tumor em familiares, especialmente quando em idade jovem, aumenta
significativamente a chance de ocorréncia desta neoplasia em mulheres da familia (Tabela 2).
Além da historia familiar de cancer, séo considerados fatores de risco
estabelecidos para cancer de ovario: nuliparidade, idade maior que 35 anos na primeira
gestacdo, menarca precoce e menopausa tardia, nunca ter feito uso de ACO, nunca ter
amamentado, idade avancada e terapia hormonal oral p6s menopausa (PURDIE et al., 2003;

WENTZENSEN et al., 2016; MORCH et al., 2012).

Tabela 2 - Risco empirico para desenvolvimento de CO ao longo da vida conforme
namero e idade de familiares afetados.

Idade média ao diagnostico de CO Risco estimado
Um familiar de 1° grau
<50 anos lem 15
50-60 anos lem20alem25
>60 anos 1lem 35
Dois familiares de 1° grau
<60 anos lem5
>60 anos 1em10

Fonte: Adaptada de Oxford Desk Reference: Clinical Genetics and Genomics (2017).
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2.3 PRINCIPAIS SINDROMES HEREDITARIAS COM RISCO AUMENTADO PARA O
DESENVOLVIMENTO DE CANCER DE OVARIO

Os maiores riscos cumulativos vitais para o desenvolvimento de CO sdo encontrados em
mulheres com mutacdes germinativas de alta penetrancia em genes de predisposicdo ao
cancer. As pacientes com CO hereditario representam conjuntamente em torno de 18% das
mulheres diagnosticadas com esta neoplasia. A grande maioria dessas mulheres, em torno de
80-85%, apresenta variantes patogénicas germinativas nos genes BRCAl1 e BRCA2
(NORQUIST et al. 2016).

O risco para desenvolvimento de CO esta mais comumente associado a Sindrome de
Predisposicdo Hereditaria ao Céancer de Mama e Ovario (mutagdes germinativas em
BRCAL/BRCA2), a Sindrome de Lynch (mutacdes germinativas em PMS2, MSH6, MLH1 e
MSH2) (RILEY et al.,2012) e a outras sindromes genéticas menos frequentes como Peutz-
Jeghers, DICER1 e Maffucci (mutagbes germinativas em STK11, DICER1 e IDH). Outros
genes também foram associados ao desenvolvimento de CO hereditario como BRIPL,

RAD51C, RAD51D, PALB2 e BARD1 (NORQUIST et al. 2016) (Tabela 3).

2.3.1 Sindrome de Predisposi¢cdo ao Cancer de Mama e Ovario Hereditario

A sindrome de predisposicdo ao cancer de mama e ovéario (HBOC) é causada por
variantes germinativas patogénicas nos genes BRCALl e BRCA2 e é herdada de forma
autossdomica dominante. Os genes BRCAL e BRCA2 (breast cancer 1/ breast cancer 2 early-
onset) codificam proteinas envolvidas na supressdo tumoral. BRCA1 esta envolvido em
processos de reparo de DNA e na preservacao da estabilidade genémica, enquanto BRCA2
estd mais diretamente envolvido no mecanismo de reparo de quebras de fita dupla de DNA.
Os produtos de ambos genes s@o essenciais na integridade da via de reparo do DNA por

recombinacdo homdéloga (NCCN, 2017; YUN; HIOM, 2009; CIPAK et al., 2006).
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A prevaléncia de mutacdes em BRCA1 e BRCA2 na populacgédo geral é estimada em 1
em 300 e 1 em 800, respectivamente. Um numero grande de mutac6es Unicas ja foi observado
em diferentes populacgdes, no entanto existem mutagdes fundadoras muito bem documentadas
como € o caso das mutacdes 187deAG e 5385insC em BRCAL e 617delT em BRCA2 que na
populacéo de origem judia Ashkenazi alcanca uma prevaléncia de até 1 em 40 (NCCN, 2017).

Mutacgbes germinativas em BRCA1/2 sdo altamente penetrantes e cursam com grande
variabilidade clinica entre diferentes familias e também dentro de uma mesma familia. Se
caracterizam por um risco elevado em relacdo a populacdo geral para desenvolvimento de
diversos tumores, incluindo cancer de mama, segundo tumor primario de mama, cancer de
ovario, prostata, melanoma e pancreas. Os riscos cumulativos vitais reportados variam entre
41% a 90% para cancer de mama e de 8% a 62% para desenvolvimento de CO, comparados
com riscos ao longo da vida de aproximadamente 13% e 1.5%, respectivamente na populacao
geral. (NCCN, 2017; ANTONIOU et al., 2003; VAN DEN BROEK et al., 2016). Ainda ndo
esta claro se os riscos apresentados por portadores de mutagdes em BRCA1/2 sdo devidos
apenas a mutacdo especifica identificada ou se fatores genéticos adicionais e ambientais
afetam a expressao da doenca nos portadores (NCCN, 2017).

De acordo com os guidelines do NCCN, além do diagnéstico de cancer de ovario
epitelial, peritdnio e trompas de faldpio, as indicagdes para a realizacdo de analise molecular
de BRCA1 e BRCA2 incluem: cancer de mama diagnosticado até 45 anos de idade; cancer de
mama diagnosticado até os 50 anos de idade desde que acompanhado por histéria familiar do
espectro HBCO ou um céncer de mama primério adicional; cancer de mama triplo negativo
diagnosticado até os 60 anos. Cancer de mama masculino e cancer de prostata metastatico
também sdo indicacdes para teste. Individuos com descendéncia judia Ashkenazi com CO,
cancer de mama ou pancreas em qualquer idade devem ser testados. Existem também critérios

para a indicacdo de testes para pacientes com cancer de mama mais tardio, cancer de prostata
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com score de Gleason >7 e cancer de pancreas desde que associados a historia familiar
positiva.

O estudo de Norquist et. al, publicado em 2016, realizou analise molecular de 1915
pacientes americanas diagnosticadas com CO e encontrou 9.5% de mutacGes em BRCAL e
5.1% em BRCA2. A frequéncia de mutacfes em BRCA reportada em mulheres australianas
com CO por Aslop et al. Foi de 14.%. Em um estudo colombiano (RODRIGUEZ et al., 2012)
a frequéncia encontrada foi de 15,6%.

S80 poucos os estudos de caracterizacdo molecular germinativa de mulheres
brasileiras com CO. Um estudo publicado recentemente por Maistro et al. (2016) realizou
analise molecular de BRCAL1 e BRCA2 em 100 pacientes diagnosticas com cancer de ovario
epitelial, encontrando uma prevaléncia de 19% de variantes patogénicas, sendo 17% em
BRCAL e 2% em BRCA2. Aproximadamente ¥ das mutacdes encontradas neste estudo foram
observadas apenas uma vez. O estudo enfatiza a importancia de realizar analise molecular
completa dos genes BRCA1 e BRCA2 através da técnica de sequenciamento e de Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) e ndo somente pesquisa de mutacdes
relatadas como mais frequentes na populacdo brasileira. Além deste ndo existem outros
estudos brasileiros analisando mutacdes em BRCAL e BRCA2 exclusivamente em pacientes
com CO.

Diversos estudos internacionais observaram maior sobrevida e uma melhor
responsividade ao tratamento quimioterapico baseado em platina nas mulheres portadoras de
mutacdes germinativas em BRCA1/2 diagnosticadas com CO quando comparadas a mulheres
néo portadoras de mutacGes (ALSOP et al., 2012; DONG et al., 2016).

As drogas conhecidas por inibidores da PARP (Poly ADP-ribose polimerase) atuam na
inibicdo das proteinas (PARP) envolvidas em processos de replicacdo e reparo de DNA

através do reparo de rupturas de fita simples do DNA. Com a PARP inibida, as quebras de
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fitas simples convertem-se em quebras de fitas duplas durante a replicacio de DNA. O
mecanismo de reparo de quebras de fitas duplas se da pelo processo chamado de
recombinacdo homologa o qual é controlado em parte pelos genes BRCA. Em mulheres
portadoras de mutacao, este mecanismo de reparo esta deficiente no tumor, levando a morte
celular tumoral e consequentemente a uma resposta quimioterapica efetiva porque a célula
tumoral ndo consegue reparar quebras bifilamentares (STAPLES e GOODMAN, 2013). Esse
mecanismo de inducdo de morte tumoral tem sido chamado “letalidade sintética”. Ha4,
portanto, atualmente indicacdo de analise do status BRCA para pacientes com CO tendo
como um dos importantes objetivos o planejamento de opg¢des terapéuticas. A indicacdo de
teste deve ser baseada no subtipo histolégico e independente da presenca ou ndo de histéria
familiar de CO ou outro tumor (GEORGE et al., 2017).

E consenso que as portadoras de mutages germinativas em genes BRCA apresentam
riscos elevados para desenvolvimento de cancer e requerem um protocolo de seguimento e
estratégias de prevencdo diferentes das preconizadas para populagdo geral. Ndo existe, no
entanto, protocolo de rastreio preconizado para diagndéstico precoce de CO nessas mulheres.
Estudos sugerem que um screening composto por ecografia transvaginal anual e medidas de
CA — 125 seriadas poderiam detectar CO em um estadiamento clinico mais precoce, mas estes
mesmos estudos, porém ndo identificaram impacto do rastreamento na sobrevida nas
pacientes (JACOBS et al., 2016; SKATES et al., 2017).

Finch et al. (2014) observou 5.783 mulheres com mutagdo em BRCAL ou BRCA2 e
concluiu que a salpingooforectomia redutora de risco (SORR) foi associada com redugédo do
risco de desenvolvimento de CO de 80% e uma reducdo de 77% na mortalidade por todas as
causas. A recomendacéo atual € que, com consideracdo aos planos reprodutivos, as mulheres
portadoras de mutacOes sejam submetidas a SORR em idade apropriada. Rebbeck et al.

(2002) analisou um total de 551 mulheres com mutacées em BRCA1 ou BRCA2 e encontrou
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uma idade média ao diagnostico de CO de 50.8 anos. A maior incidéncia de CO para
mulheres com mutacdo em BRCAL foi observada entre a idade de 50 e 59 anos, enquanto que
a maior incidéncia observada nas mulheres com mutacdo em BRCAZ2 foi entre 60 e 69 anos,
fornecendo evidéncias para a indicacdo da SORR em idades diferentes para portadoras de
variantes patogénicas em BRCAL (entre 35 e 40 anos) e BRCA2 (entre 40 e 45 anos) (NCCN,
2017; FINCH et al., 2014). Uma analise de 966 procedimentos de SORR em pacientes
mutadas assintomaticas identificou 4.6% de CO em portadoras de mutacdo BRCA1 e 3.5% de
CO em portadoras de mutacdo BRCA2 (SHERMAN et al., 2014).

Alguns estudos sugeriram que a realizacdo de SORR pode também reduzir a
incidéncia de cancer de mama nas mulheres mutadas, especialmente se a SORR for realizada
aos 40 anos ou menos (EISEN et al., 2005). Estes resultados sdo, no entanto, controversos
sendo gue estudo recente ndo observou nenhuma evidéncia significativa de efeito protetivo da
SORR para incidéncia de cancer de mama em mulheres com mutacdo em BRCAL ou BRCA2
(HEEMSKERK-GERRITSEN et al., 2015).

Recentemente Rebbeck et al. (2015) publicou estudo concluindo que o risco para uma
paciente com mutacdo desenvolver cancer de mama ou CO pode variar conforme tipo e
localizagdo de mutacdo em BRCA1/2. O estudo localizou, por exemplo, regides de cluster de
mutacdes de alto risco para desenvolvimento de CO no éxon 11 do gene BRCAL. Da mesma
forma, identificou associacdo de mutacfes do tipo nonsense, tanto em BRCA1 como em
BRCA2, com maior risco de desenvolvimento de cancer de mama e CO em idade ainda mais
jovem que em portadoras de mutacdes de outros tipos. O estudo conclui que, com a validagao
apropriada, as condutas de prevencdo e medidas profilaticas poderiam se basear futuramente

no tipo e na localizacdo da mutacdo especifica apresentada por cada paciente.
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Para mulheres que optaram por ndo realizar a SORR, o rastreio com CA — 125 e
ecografia transvaginal pode ser oferecido a critério clinico, embora sua eficacia seja
questionavel (NCCN, 2017).

A todos os familiares de pacientes diagnosticadas com variantes germinativas
patogénicas em BRCA1 e BRCA2, que possuem risco de terem herdado a mesma variante,
deve ser oferecido aconselhamento genético e pesquisa da mutacdo familiar (RILEY et al.,
2012). Estudos de custo- efetividade realizados no Reino Unido e Australia reportam que a
implementacdo de analise de BRCA em todas as pacientes com CO e especialmente em seus
familiares em risco, seria custo efetivo e a consequente reducdo de casos de CO nas familiares
portadoras de mutacdo reduziria os altos custos de tratamento e diminuiria a taxa de

mortalidade (ECCLESTON et al., 2017; TUFFAHA et al., 2018)

2.3.2 Sindrome de Lynch

A sindrome de Lynch (SL) é uma sindrome de predisposi¢do ao desenvolvimento de
cancer colorretal, gastrico, de endométrio, de ovario, de vias urinarias entre outros. E
responsavel por até 4% de todos os casos de cancer colorretal (LYNCH ; DE LA
CHAPELLE, 2003) e € causada por mutacdes germinativas nos genes de reparo de
malpareamento do DNA, MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 (BOLAND e GOEL, 2010). Estima-
se que 70 a 90% dos pacientes apresentam mutacOes patogénicas em MLH1 e MSH2, os
outros 10-30% dos pacientes apresentariam mutacbes em MSH6 e PMS2 (COHEN;
LEININGER, 2014). Cerca de 90% dos individuos com SL, quando realizada analise
imunohistoquimica do tecido tumoral, apresentam perda de expressdo das uma ou mais

proteinas de reparo do DNA (DE LA CHAPELLE, 2005).
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O risco para o desenvolvimento de cancer de ovario em pacientes com diagnostico de
SL é de 4 a 20% variando conforme o gene afetado, sendo a maior frequéncia reportada para
portadoras de mutacfes no gene MSH2 com média de idade ao diagndstico entre 43 e 45 anos
(WATSON et al.; BARROW et al., 2009). O carcinoma endometridide de ovario é o tipo
histolégico mais comumente observado nas pacientes portadoras de SL (MORENO-BUENO
et al., 2001). A SORR deve ser considerada para mulheres com SL e a decisdo quanto ao
melhor momento para a realizacdo do procedimento deve ser baseada em diversos fatores
como idade e paridade, planos reprodutivos, status menopdausico, historia familiar e
magnitude de risco estimado de desenvolver cancer de ovario associado ao gene mutado

(ACOG, 2014; STOFFEL et al., 2015).

2.3.3 Outras Sindromes com Predisposicdo ao Cancer de Ovario

Outras sindromes genéticas de predisposicdo ao cancer sdo bem reconhecidas como
causadoras de risco aumentado para cancer de ovario do tipo ndo epitelial. A sindrome de
Peutz-Jeghers, causada por mutacdes patogénicas no gene STK11, predispde a polipose
gastrointestinal, risco aumentado para cancer gastrointestinal, cancer de mama e cancer de
ovario originario de corddo sexual e de células de Sertoli-Leydig (AYADI-KADDOUR et al.,
2004; CLEMENTS et al., 2009).

Mutagbes patogénicas no gene DICER1 causam sindrome que predispde blastoma
pleuropulmonar, pineoblastoma, tumor de Wilms entre outros, incluindo cancer de células de
Sertoli-Leydig e de corddo sexual ovariano mesmo durante a infancia (SCHULTZ et al.,

2018).
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2.3.4 Diagnostico de mutacdes relacionadas a CO hereditario: Uso de Painéis
Multigénicos

Embora os genes BRCA sejam os mais frequentemente mutados no CO hereditario, ha
outros genes envolvidos e por este motivo tem se tornado cada vez mais frequente a analise
diagnostica utilizando painel de genes relacionados ao CO. Um estudo alemdo encontrou uma
prevaléncia de mutacGes germinativas em genes de predisposicdo de 41.9% em familias que
apresentavam no minimo dois casos de CO. Este resultado destaca o fato de que
aproximadamente metade das familias com mdltiplos casos de CO ndo apresentaram
mutacdes em BRCAL ou BRCA2 levando a alta probabilidade de que essas familias portassem
variantes patogénicas em outros genes de predisposicdo ao CO (KAST et al., 2016).
Atualmente, a disponibilidade de testes genéticos na forma de painéis contendo diversos
genes de risco alto e intermediario para o desenvolvimento de CO tem revelado novos dados
sobre possiveis causas de CO hereditario e com isso mudando a nossa abordagem clinica.
(Tabela 3). Para pacientes cujo fendtipo pode ser explicado por mais de uma sindrome de
predisposicdo hereditaria a abordagem de teste através de painel é recomendada e sempre que
ndo forem encontradas mutacBes nos genes BRCA havendo forte suspeita clinica (NCCN,
2017). Ha autores que sugerem que a abordagem diagnéstica inicial do CO, independente da
historia familiar, j& deveria incluir analise com painel de genes. Variantes patogénicas
germinativas nos genes BRIP1, RAD51C, RAD51D, PALB2 e BARD1 também tem sido
descritas como causadoras de predisposi¢do aumentada ao CO (NORQUIST et al., 2016).

Apesar do claro beneficio de uma analise molecular mais abrangente, em
consequéncia direta do aumento na utilizacdo dos painéis genéticos ha um aumento do achado
das chamadas variantes de significado incerto (VUS). Esses resultados inconclusivos
requerem interpretacdo da histdria pessoal e familiar da paciente, assim como conhecimento

do processo de classificacdo das variantes, bem como ampla discussdo com a paciente,
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reforcando a importancia de um aconselhamento genético pré- e pds-teste. Um estudo recente
realizou nova testagem, através de painel de genes amplo, de 48 mulheres com CO
previamente testadas somente para os genes BRCAL e BRCA2 e com resultados negativos,
encontrando 10% de variantes patogénicas em outros genes, mas com achados de VUS em

37% da amostra (STAFFORD et al., 2017)

Tabela 3 - Genes associados ao desenvolvimento de CO hereditario, riscos cumulativos
vitais e tumores associados.

Gene Localizacéo Risco Cumulativo Outros Tumores
Cromossémica Vital Estimado de Associados
Cco (mulheres)
BRCA1 17921 50% Mama
BRCA2 13g12.3 20% Mama, Melanoma,
Pancreas
BRIP1 17922.2 8% Mama
EPCAM
MLH1 3p21.3 12% Colorretal, Gastrico,
Endométrio
MSH2 2p21 12% Colorretal, Géstrico
Endométrio
MSH6 2pl6 12% Colorretal, Gastrico
Endométrio
PMS2 7p22.2 12% Colorretal,
Endométrio,
RAD51C 17qg22 10% -
RAD51D 17q11 10% -
STK11 19p13.3 21% (para CO Colorretal, Gastrico,
originado de cordao Mama, Cérvix,
sexual) Pancreas
DICER1 14932.13 ? Blastoma

Pleuropulmonar
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3 JUSTIFICATIVA

A alta taxa de mortalidade e a inexisténcia de um rastreamento eficaz para o CO
reforcam a necessidade da identificacdo precoce das pacientes com alto risco para
desenvolvimento desta neoplasia, sendo as pacientes portadoras de variantes germinativas
patogénicas em BRCAL e BRCA2 as pacientes que apresentam o maior risco cumulativo vital
de desenvolvimento de CO ao longo da vida.

A possibilidade de rastreamento precoce e intensivo, diferenciado da populacéo geral, e
possibilidade de realizacdo do procedimento de salpingooforcetomia redutora de risco para
pacientes e familiares com mutacbes patogénicas, pode propiciar alternativas quanto a
decisbes que levam a modificacdo da historia natural da doenca, impactando na prevencao de
outras neoplasias e influenciando em suas escolhas reprodutivas. Por fim, o desenvolvimento
recente de um conjunto de drogas de alvo molecular para o tratamento do cancer de ovario
metastatico em mulheres com mutaces nos genes BRCA torna ainda mais importante a

precisa identificacdo e caracterizacao deste grupo especifico de pacientes.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo se prop6s a estimar a prevaléncia de mutaces em BRCA1 e BRCAZ2, e
caracterizar, do ponto vista clinico e molecular, uma série de pacientes diagnosticadas com
cancer de ovario epitelial, cancer priméario de peritbnio e cancer de trompas de falopio
atendidas no Hospital de Clinicas de Porto Alegre e outros centros de atendimento assistencial

no Rio Grande do Sul.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Descrever os fatores de risco, caracteristicas demogréficas e clinicas e a histéria
familiar das pacientes recrutadas com diagnostico de CO na série;

b) Determinar a prevaléncia de mutacfes patogénicas germinativas nos genes BRCA1
e BRCA2 encontradas;

c) Correlacionar as caracteristicas clinicas com as caracteristicas genotipicas das
pacientes com respeito aos genes BRCA1 e BRCAZ?;

d) Identificar, especificamente em pacientes com auséncia de mutacfes patogénicas
em BRCAL ou BRCA2, pelo perfil de histéria pessoal e familiar de céncer, as pacientes

candidatas a analise genética com painel de genes.
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5 METODOLOGIA

5.1 DELINEAMENTO E RECRUTAMENTO DE PACIENTES

Trata-se de estudo transversal descritivo de pacientes diagnosticadas com céncer de
ovario epitelial, cancer de peritbnio ou céncer de trompas de falopio atendidas em
ambulatérios e internacdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre bem como em outras
instituicdes de satide da cidade de Porto Alegre. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
institucional. O periodo de recrutamento foi de 01 de novembro de 2016 a 31 de outubro de
2017, tendo sido feita divulgacdo da pesquisa a oncologistas e cirurgides pélvicos/oncolégicos
e busca ativa nos ambulatérios da instituicdo coordenadora. As pacientes convidadas a
participar do estudo e recrutadas mediante assinatura do consentimento informado (TCLE).
Foram considerados critérios de exclusdo: ndo assinatura do TCLE; incapacidade para
responder questionrio; idade inferior a 18 anos e ndo voluntariedade para o estudo. N&o
foram incluidas no estudo pacientes com céncer de ovéario do tipo ndo epitelial. Ndo foi
realizada calculo do tamanho amostral por tratar-se de uma amostra de conveniéncia. A todas

as pacientes foi oferecido aconselhamento genético.

5.2 COLETA DE DADOS

A coleta de dados foi realizada através de questionario desenvolvido especificamente
para este estudo e incluia dados sobre caracteristicas demogréficas, clinicas, cirurgicas e
histoldgicas das pacientes recrutadas. Em todos casos foi colhida a historia familiar e
realizado registro em heredograma, constando no minimo trés geragdes das familias materna e

paterna (BENNETT et al., 2008).
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5.3 COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS, EXTRACAO E ANALISE DE DNA

DNA gendmico foi obtido a partir de sangue periférico utilizando o kit Flexigene
(QIAgen). O sequenciamento dos genes BRCA1 e BRCA2 foi realizado na plataforma
lon Torrent — PGM (Thermo Fischer Scientific, servidor verséo 4.0) utilizando o
kit lon Ampliseq BRCA1 and BRCA2 (Community Panel), com interpretagdo pelo
software lon Reporter versdo 5.0 e cobertura minima de 150x em todas as bases. Regides que
ndo atingiram esta cobertura minima foram sequenciadas pelo método Sanger. Cada variante
patogénica foi validada por Sanger. A anélise de rearranjos em ambos genes foi realizada por
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) utilizando os kits SALSA MLPA
P002-D1 e SALSA MLPA P045-B3 (MRC-Holland, Amsterdan, The Netherlands)e o

analisador genético Applied Biosystem 3500 Genetic Analyser (Life Technologies).

5.4 ANALISE DE CLASSIFICACAO DAS VARIANTES E ANALISES ESTATISTICAS

Todas as variantes identificadas por NGS foram pesquisadas nas seguintes bases de
dados: HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ clinvar/) e BRCA Share (http://www.umd.be/BRCAL/).
MutacOes do tipo splice site foram analizadas usando o software BDGP (Berkeley
Drosohphila Genome Project) (http://www.fruitfly.org/). Classificacdo e interpretacdo das
variantes foi baseada nos guidelines da ACMG (American College of Medical Genetics).
(RICHARDS et al., 2015). Analise estatistica descritiva foi utilizada para descricdo dos

resultados.
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RESUMO

Introducdo: O cancer de ovério epitelial, apresenta a mais alta taxa de mortalidade entre as
neoplasias ginecologicas no mundo. O mais importante fator de risco para o desenvolvimento
de CO é a historia familiar positiva. Para as mulheres portadoras de mutacGes germinativas
BRCAL e BRCA2 o risco cumulativo vital de desenvolvimento de CO é de 40-60% e de 11-
27%, respectivamente. A identificacdo destas mulheres representa uma oportunidade para
reducdo da ocorréncia do CO em até 80%.

Objetivo: Estimar a prevaléncia de mutacGes em BRCAL e BRCA2, caracterizar, do ponto
vista clinico e molecular, pacientes diagnosticadas com CO atendidas no Hospital de Clinicas
de Porto Alegre e outras institui¢ces de satde da cidade de Porto Alegre.

Meétodos: Mulheres diagnosticadas com CO, independentemente da idade ou historia familiar
foram convidadas a participar. Os dados demogréaficos, clinicos, cirargicos e a historia
familiar foram obtidos através de questionarios desenvolvido par ao estudo. Os genes BRCAL
e BRCA2 foram analisados por NGS e MLPA.

Resultados: Das 60 pacientes, 17 (28.3%) tiveram achados de variantes patogénicas, 8 em
BRCAL e 9 em BRCA2. Dezesseis (94.1%) mulheres com mutacdo patogénica tinham historia
familiar positiva de tumores do espectro HBOC versos 58.1% das ndo portadoras.
Conclusdes: Foram identificadas mutagcbes em aproximadamente um ter¢o das pacientes. A
ocorréncia de mutacdes patogénicas ndo se limitou as pacientes com adenocarcinoma seroso.
A oportunidade de identificacdo de pacientes e familias em risco para desenvolvimento de CO
¢ oportuniza o oferecimento de aconselhamento e testagem genética, permitindo a adogéo de

medidas redutoras de risco.
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INTRODUCAO

O cancer de ovario epitelial, trompas de falopio e peritoneal primario, referidos aqui em
conjunto como CO, apresentam a mais alta taxa de mortalidade entre as neoplasias
ginecoldgicas em todo o mundo e sdo a sétima neoplasia mais diagnosticada entre as
mulheres’. Os mais importantes fatores de risco associados ao desenvolvimento de CO, e
também ao seu surgimento em idade precoce, sdo a historia familiar positiva e a presenca de
mutacdes patogénicas nos genes BRCAL e BRCA2?, estima-se que aproximadamente 15% dos
casos de CO séo devidos a presenca de mutaces patogénicas nos genes BRCA1 e/ou BRCA2®,
Mutacdes germinativas em BRCAL e BRCA2 séo altamente penetrantes e cursam com grande
variabilidade clinica entre diferentes familias assim como dentro de uma mesma familia
portadora da mesma mutacdo. Estas variantes patogénicas se caracterizam por um risco
elevado em relagdo a populacdo geral para desenvolvimento de cancer de mama, segundo
tumor priméario de mama, ovario, prostata, melanoma e pancreas®. O tipo histolégico de
cancer de ovario descrito com maior frequéncia em associacdo coma achados de mutacdes
germinativas nos genes BRCA ¢ o do tipo epitelial seroso, sendo outros subtipos histoldgicos
associados com mutacBes tanto germinativas como somaticas em genes diversos® descritos
com mais detalhes na Tabela 1.

Os riscos cumulativos vitais reportados variam entre 41% a 90% para cancer de mama e de
8% a 62% para desenvolvimento de CO, comparados com riscos ao longo da vida de
aproximadamente 13% e 1.5%, respectivamente na populacdo geral®®. Para as pacientes
portadoras e mutagdes patogénicas germinativas em BRCAL e/ou BRCA2 existem medidas
eficazes para reducdo de risco de ocorréncia do CO, linhas de tratamento diferenciadas, assim
como a possibilidade de identificar seus familiares em risco elevado de desenvolvimento de
CO, cancer de mama entre outros®.

Este estudo se propds estimar a prevaléncia de mutacbes em BRCA1l e BRCA2 e a
caracterizar, do ponto vista clinico e molecular, pacientes diagnosticadas com cancer de
ovario epitelial, cancer primario de peritbnio e cancer de trompas de faldpio atendidas no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre e outros centros de atendimento assistencial publicos e
privados do Rio Grande do Sul.
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METODOLOGIA

Delineamento e Recrutamento de Pacientes

Trata-se de estudo transversal descritivo de pacientes diagnosticadas com cancer de ovario
epitelial, cancer de peritdnio ou céncer de trompas de falépio atendidas em ambulatérios e
internacdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre bem como em outras instituicdes de satde
da cidade de Porto Alegre. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica institucional. O
periodo de recrutamento foi de 01 de novembro de 2016 a 31 de outubro de 2017, tendo sido
feita divulgacdo da pesquisa a oncologistas e cirurgifes pélvicos/oncoldgicos e busca ativa
nos ambulatorios da instituicdo coordenadora. As pacientes convidadas a participar do estudo
e recrutadas mediante assinatura do consentimento informado (TCLE). Foram considerados
critérios de exclusdo: ndo assinatura do TCLE; incapacidade para responder questionario;
idade inferior a 18 anos e ndo voluntariedade para o estudo. N&o foram incluidas no estudo
pacientes com cancer de ovério do tipo ndo epitelial. Nao foi realizada calculo do tamanho
amostral por tratar-se de uma amostra de conveniéncia. A todas as pacientes foi oferecido

aconselhamento genético.

Coleta de Dados

A coleta de dados foi realizada atraves de questionario desenvolvido especificamente para
este estudo e incluia dados sobre caracteristicas demogréaficas, clinicas, cirurgicas e
histoldgicas das pacientes recrutadas. Em todos casos foi colhida a historia familiar e
realizado registro em heredograma, constando no minimo trés geracdes das familias materna e

paterna, conforme descrito previamente®®.

Coleta de amostras biologicas, extracdo e analise de DNA

DNA gen6mico foi obtido a partir de sangue periférico utilizando o kit Flexigene (QIAgen).
O sequenciamento dos genes BRCAL e BRCA2 foi realizado na plataforma lon Torrent —
PGM (Thermo Fischer Scientific, servidor versao 4.0) utilizando o kit lon Ampliseq BRCA1
and BRCA2 (Community Panel), com interpretacdo pelo software lon Reporter versdo 5.0 e
cobertura minima de 150x em todas as bases. Regides que ndo atingiram esta cobertura
minima foram sequenciadas pelo método Sanger. Cada variante patogénica foi validade por
Sanger. A analise de rearranjos em ambos genes foi realizada por MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification) utilizando os kits SALSA MLPA P002-D1 e SALSA MLPA
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P045-B3 (MRC-Holland, Amsterdan, The Netherlands) e o analisador genético Applied
Biosystem 3500 Genetic Analyser (Life Technologies).

Analise de classificacdo das variantes e analises estatisticas

Todas as variantes identificadas por NGS foram pesquisadas nas seguintes bases de dados:
HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) e BRCA Share (http://www.umd.be/BRCAL/).
MutacOes do tipo splice site foram analizadas usando o software BDGP (Berkeley
Drosohphila Genome Project) (http://www.fruitfly.org/). Classificacdo e interpretacdo das
variantes foi baseada nos guidelines da American College of Medical Genetics**. Analise

estatistica descritiva foi utilizada para descri¢do dos resultados.

RESULTADOS

Foram incluidas no estudo 60 mulheres diagnosticadas com CO, independentemente da idade
ao diagndstico ou historia familiar. Em 17 (28.3%) destas foram encontradas variantes
germinativas patogénicas nos genes BRCAL ou BRCA2. Dentre as 43 mulheres sem mutagdes
patogénicas, ndo se observou nenhuma variante de significado incerto (VUS.

A média de idade ao diagndstico do CO na totalidade da amostra foi de 55.9 anos (22-78
anos) sendo a média de idade ao diagnostico em mulheres portadoras e ndo portadoras de
mutacdo 56.4 (43-64) e 55.6 anos (22-78), respectivamente (diferenca entre grupos néo
significativa). Analisando somente as mulheres com variantes patogénicas em BRCAL e em
BRCA2, as idades médias ao diagndstico de CO foram 54,1 anos (43-63) e de 58,5 anos (52-
64), respectivamente.

Setenta por cento das mulheres apresentavam diagnostico de CO com histologia epitelial
serosa. O grau histoldgico foi classificado como alto em 39 (65%) mulheres, no entanto, um
total de 9 (15%) pacientes diagnosticadas em diferentes instituicbes ndo possuiam descricao
de grau histolégico nos seus laudos anatomopatologicos; 13 (76.5%) das portadoras e 26
(60.4%) das nédo portadoras apresentavam CO de alto grau.

Aproximadamente metade das mulheres incluidas no estudo (45%), apresentaram
estadiamento clinico Il (ECIII). Entre as portadoras de muta¢des germinativas o nimero de
pacientes com ECIII foi de 11(64.7%) e entre as ndo portadoras 16 (37.2%) tinham ECIII ao
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diagndstico. Somente 1 (5.9%) das mulheres com variantes patogénicas apresentava ECI ao
diagnostico.

Foi relatada a ocorréncia de outras neoplasias metacronicas ou sincrdnicas em 12 (20%)
mulheres participantes do estudo, sendo 9 dessas neoplasias dentro do espectro HBOC. Entre
as mulheres portadoras de mutagfes, 4 (23.5%) apresentaram outras neoplasias, sendo 2
correspondentes ao espectro HBOC. Ja entre as mulheres ndo portadoras de mutacGes, 8
(18.6%) relataram a ocorréncia de outras neoplasias, sendo 7 (16.2%) dentro do espectro
HBOC.

Historia familiar positiva para neoplasias do espectro HBOC foi relatada pela grande maioria
das portadoras de mutacdo, sendo que 16/17 (94.1%) relatavam familiares de primeiro,
segundo ou terceiro grau com neoplasias do espectro HBOC. Entre as ndo-portadoras, 25/43
(58.1%) tinham histdria familiar de tumores do espectro HBOC.

As caracteristicas demogréficas, clinicas, cirrgicas e de historia familiar estdo resumidas na
Tabela 1.

Em relacdo as variantes patogénicas encontradas, 9 ocorreram em BRCA2 e 8 em BRCAL.
Trés variantes patogénicas foram recorrentes, sendo identificadas em mais de um probando. A
variante ¢.5266dupC (5382insC) no gene BRCA1 foi encontrada em 3 pacientes (17,6 % da
amostra de pacientes com mutacgdo), a variante ¢.1138delA em BRCA2 foi encontrada em 2
probandas e a variante c.8488-1G>A em BRCA2 foi identificada em 2 pacientes. E importante
salientar que 6 pacientes com mutacGes patogénicas haviam sido diagnosticadas com CO
epitelial ndo seroso, incluindo duas pacientes com histologia endometridide e quatro com
adenocarcinoma sem diferenciagdo especifica. A maioria das mutaces patogénicas
identificadas foi do tipo frameshift. (Tabela 2).

DISCUSSAO

O Brasil € um pais de dimensfes continentais, no qual sdo estimados cerca de 6000 novos
casos de cancer de ovario, peritonio e trompa de Fal6pio por ano. Sdo ainda poucos o0s estudos
que descrevem a prevaléncia e tipo de mutagdes germinativas nos genes BRCA em individuos
com tumores da sindrome HBOC e é menor ainda 0 nosso conhecimento acerca da
epidemiologia molecular do cancer de ovério hereditario. Em nosso estudo, que avaliou uma
série de 60 mulheres com céncer de ovario epitelial, a prevaléncia de mutacbes patogénicas
nos genes BRCA foi proxima de 30%, maior do que a média descrita na literatura

3;13-14

internacional que relata uma frequéncia em torno de 15% e também maior do que a
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encontrada em outro estudo muito semelhante realizado com mulheres brasileiras em 2016 *°.
Embora ndo houvesse uma selecéo especifica em favor de mulheres com histéria familiar de
cancer sugestiva da sindrome HBOC, esta estava presente em 68% da amostra e em 94% das
mulheres portadoras de mutacdo, o que provavelmente afetou a penetrancia encontrada. Esta
observacdo também indica uma situacdo que precisa ser mais bem trabalhada entre
profissionais de saude e as proprias pacientes que é o diagnostico molecular tardio, apesar de
historia pessoal e familiar de cancer prévias. Nao ha dados acerca do percentual de mulheres
diagnosticadas com tumores epiteliais de ovario que recebem a indicacdo de teste genético e
daquelas que efetivamente realizam o teste. NO entanto, nos Estados Unidos da América mais
de 80% das pacientes diagnosticadas com CO nunca discutiram a indicacdo de anélise
molecular com seus médicos assistentes e apenas 10.5% das mulheres com CO realizaram
analise molecular™.

A variante ¢.5266dupC (5382insC) no gene BRCAL presente em alta frequéncia na
populacéo judaica Ashkenazi'’ foi encontrada em 3 pacientes das quais somente uma reportou
ancestralidade judaica Ashkenazi. Esta mesma variante também tem sido reportada como
achado comum em estudos brasileiros®*#*°. Outra mutagdo encontrada duas vezes foi a
variante ¢.8488-1G>A no gene BRCA2, ambas as pacientes apresentavam historia de cancer
renal na familia (irm&o e tio materno), a paciente com o irméo diagnosticado com cancer renal
foi a Unica paciente da amostra das portadoras de mutacdo sem historia familiar compativel
com o espectro HBOC.

Entre as 43 pacientes sem mutacGes patogénicas ndo houve nenhum achado de VUS.
A frequéncia média reportada internacionalmente para o achado de VUS nas analises de
BRCA tem sido reportada entre 10% e 20% “°. O nlimero de pacientes n&o td0 expressivo
incluidas neste estudo pode justificar a ndo ocorréncia de VUS.

Um ponto importante a ser enfatizado é que ndo apenas mulheres com tumores de
ovario serosos de alto grau devem ser testadas. Em nosso estudo, 35% das portadoras de
mutacdo haviam sido diagnosticadas com tumores ndo serosos, uma proporcao similar a de
outros estudos*?

Estudos de custo- efetividade realizados no Reino Unido e Australia reportam que a
implementacédo de analise de BRCA em todas as pacientes com CO e especialmente e em seus
familiares em risco, seria custo efetivo e a consequente reducdo de casos de CO nas familiares
portadoras de mutacdo reduziria os altos custos de tratamento e diminuiria a taxa de

mortalidade®?.
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CONCLUSAO

No presente estudo foram identificadas variantes germinativas patogénicas nos genes BRCA
em aproximadamente um terco das pacientes diagnosticadas com cancer de ovario epitelial,
cancer primario de periténio e cancer de trompas de falépio. A prevaléncia das mutacdes,
aumentada quando em comparacdo com publicacdes prévias, deve-se provavelmente a alta
frequéncia de historia familiar positiva observada nessa coorte. As mutacdes patogénicas
identificadas, em sua maioria estavam presentes em apenas um probando e se distribuiram em
diferentes regides do gene, reforcando a importancia da analise completa e ndo apenas de
regides especificas. A ocorréncia de mutagdes patogénicas ndo se limitou as pacientes com
diagnostico de adenocarcinoma do tipo seroso, sendo também observadas em pacientes com
cancer epitelial do tipo endometrioide e ndo diferenciado. A oportunidade de identificacao de
pacientes e familias em risco para desenvolvimento de CO é de grande importancia para
oportunizar o aconselhamento e testagem genética, permitindo a adogdo de medidas eficazes

redutoras de risco para a paciente e seus familiares.
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Tabela 1 — Caracteristicas Clinicas e Resultados da Analise Germinativa de BRCA1/BRCA2

Presenca de Variante Auséncia de Variante
Patogénica em Patogénica em
BRCA1/BRCA2 BRCA1/BRCA2

Total, n (%) 60 17 (28.3%) 43 (71.7%)
Idade ao 55.9 (22-78) 56.4 (43-64) 55.6 (22-78)
diagnostico em
anos, média®
(variacéo)
Histologia, n (%)
Seroso 42 (70.0%) 11 (64.7%) 31 (72.1%)
Outros 18 (30.0%) 6 (35.3%) 12 (27.9%)
Grau, n (%)
Alto 39 (65.0%) 13 (76.5%) 26 (60.4%)
Baixo 12 (20%.0) 1 (5.9%) 11 (25.6%)
Sem informacéo 9 (15%) 3 (17.6%) 6 (14.0%)
Estadiamento, n (%)
I 14 (23.3%) 1 (5.9%) 13 (30.2%)
I 8 (13.3%) 2 (11.7%) 6 (14.0%)
I 27 (45.0%) 11 (64.7%) 16 (37.2%)
v 9 (15.0%) 1 (5.9%) 8 (18.6%)
Sem informagéo 2 (3.3%) 2 (11.7%) zZero
Outras Neoplasias 12 (20.0%) 4 (23.5%) 8 (18.6%)
n (%)
Outras Neoplasias do 9 (15.0%) 2 (11.7%) 7 (16.2%)
espectro HBOC”
n (%)
Historia Familiar 41 (68.3%) 16 (94.1%) 25 (58.1%)

Positiva Espectro
HBOC (NCCN),
n (%)

% diferenca entre grupos ndo significativa
® 7 pacientes com neoplasia metacrdnica de mama, 1 com neoplasia sincronica de mama e 1
com melanoma cutaneo.



Tabela 2 — Variantes Germinativas Patogénicas e Descricao

Gene cDNA Proteina Tipode Probandos
mutacao
BRCAL  c.2477 2478delCA  p.(Thr826Argfs*4) FS 1
BRCA1 c.4065_4068del p.(Asn1355Lysfs*10)  FS 1
BRCA1 ¢.5062_5064delGTT p.Val1688del D 1
BRCA1 €.5251C>T p.(Argl751Ter) N 1
BRCA1 .5266dupC p.(GIn1756Profs*74) FS 3
BRCALl  ¢.5463 5464insT p.(His1822Serfs*8) FS 1
BRCA2  c.658 659delGT p.(Val220llefs*4) FS 1
BRCAZ2 c.1138delA p.(Ser380Valfs*19) FS 2
BRCA2 ¢.2808 2811delACAA  p.(Ala938Profs*21) FS 1
BRCA2 €.5864C>G p.Ser1955Ter N 1
BRCAZ2 €.7806-2 >G - SS 1
BRCAZ2 €.8488-1G>A - SS 2
BRCAZ2 €.8488-2A>G - SS 1

SS splice site, FS frame shift, N nonsense, D deletion
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O numero inicial total de pacientes selecionadas com critérios de inclusdo para o
estudo (cancer de ovério epitelial) foi de 104. Houve, no entanto, aproximadamente na metade
no periodo de andamento do projeto, mudanca quando aos critérios de testagem por meio do
financiador do estudo, com exigéncia que somente mulheres com céncer de ovario do tipo
epitelial seroso grau Il fossem encaminhadas para analise molecular; apds esta mudanga 17
pacientes foram excluidas do grupo. Entre as restantes, 7 ndo tiveram interesse em participar
da pesquisa, 5 ndo compareceram ap6s duas tentativas de agendamento, ndo conseguimos
contato com 16 pacientes e 8 tiveram oObito confirmado. O numero total de perdas foi de 56
pacientes, um total de 53.8% da amostra inicial.

Estima-se que nos Estados Unidos mais de 80% das pacientes diagnosticadas com CO
nunca discutiram a indicacdo de analise molecular com seus médicos assistentes e apenas
10.5% das mulheres com CO realizaram analise molecular. Conjuntamente como casos de
cancer de mama com indicacdo de analise molecular um nimero estimado de 1.3 milhdes de
mulheres deixou de receber a indicacdo de teste genético. (CHILDERS et al., 2017). N&o ha
dados concretos no Brasil para estimar a porcentagem de mulheres que com indicacdo que
deixam de receber indicacdo do teste, pelas dificuldades de acesso ao exame molecular no
sistema publico de salde podemos estimar que a porcentagem supere a descrita no estudo
americano.

Esforcos sdo requeridos para otimizar o encaminhamento dessas pacientes para

aconselhamento genético e para facilitar o acesso a analise molecular indicada.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
. Projeto de Pesquisa
CARACTERIZACAO CLINICA E MOLECULAR DE PACIENTES

DIAGNOSTICADAS COM CANCER DE QVARIO EPITELIAL, PERITONEAL
PRIMARIO E DE TROMPAS DE FALOPIO NO RIO GRANDE DO SUL

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre porque tem uma historia pessoal de cancer de ovério,
trompas ou periténio. Cerca de 10% das mulheres com esses tipos de tumores tem
uma predisposicdo genética ao cancer que pode ser identificada por um exame de
analise do seu material genético (DNA).

O objetivo desta pesquisa é avaliar como sédo 0s casos de cancer de ovario,
trompas ou peritbnio em mulheres atendidas em hospitais de Porto Alegre e verificar
quantas tem uma alteracdo genética de predisposicao. Se vocé quiser participar do
estudo sera convidada para uma consulta em que a pesquisa sera explicada e vocé
vai confirmar se quer ou ndo participar assinando um termo de consentimento. Ao
iniciar a pesquisa serdo feitas perguntas sobre seu historico de saude e de sua
familia, sera feita uma coleta de sangue na veia do braco e solicitada sua
autorizacdo para retirar um bloco de parafina que fica armazenado no laboratoério de
patologia e contém material da sua cirurgia de retirada do cancer, se houver sido
feita.

O teste com 0 seu DNA pode apresentar diferentes resultados:
e Resultado positivo, quando houver uma alteragdo genética
reconhecidamente causadora da doenca. Neste caso, o resultado pode:

o Contribuir para o diagnostico de uma condicdo genética se for
encontrada a alteracdo no sangue;

o Revelar ao paciente o seu status de portador se a alteracédo estiver no
sangue (neste caso had uma chance de 50% de que o portador
transmita a alteracdo para seus filhos);

o Revelar a predisposi¢cdo ou risco aumentado para o desenvolvimento
de uma doenca genética no futuro se a alteracao estiver no sangue;

o Ter implicagbes para outros membros da familia se a alteracdo estiver
no sangue;

o Ter implicacdes para o seu tratamento se a alteracéo estiver no sangue
e/ou no tumor.

e Resultado negativo, quando ndo houver uma alteragdo conhecida por
causar a doenca. Neste caso, o resultado pode:

o Reduzir, mas nédo eliminar, a possibilidade de que sua condi¢céo tenha
uma base genética,

o Reduzir, mas nao eliminar, a sua predisSposicdo ou risco para o
desenvolvimento de uma doencga genética no futuro;

o Nao ser informativo;
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o Significar que mais testes sdo necessarios.

Resultado de significado incerto, quando a alteracdo encontrada estiver
sendo identificada pela primeira vez ou quando néo houver informacdes sobre
a_alteracdo genética encontrada, ou seja, ndo se sabe se ela causa a
condig&o genética ou ndo. Neste caso, o resultado pode:

o Sugerir que testar outros membros da familia pode ser util para
entender o significado da alteracéo genética,

o Permanecer incerto;

o Mudar ao longo do tempo, ou seja, futuramente pode-se descobrir se
esta alteracdo € ou ndo causadora da doenca. Neste caso, sera
importante manter acompanhamento periédico com seu médico, e em
futuras consultas essa informacao podera ser revisada.

Riscos

o A coleta de sangue pode gerar desconforto, dor local, e hematomas no
local da coleta, em decorréncia da puncédo na pele. As coletas serao
realizadas por profissionais qualificados e complicacbes neste
procedimento sdo raras. A obtencdo do material de sua cirurgia nao
trard riscos diretos para vocé uma vez que somente sera realizado
material excedente j& obtido de procedimento de cirurgia prévia;

o A realizacdo de testes genéticos relacionados ao risco de
desenvolvimento de cancer pode provocar ansiedade e inseguranca
nos pacientes, em razado das informacdes que sdo geradas e suas
repercussdes sobre a sua saude pessoal e de outros membros da sua
familia. Os pesquisadores estdo disponiveis para esclarecer todas as
suas duavidas.

Beneficios

o Este estudo podera identificar uma alteracdo genética herdada, que
causa um risco aumentado para o desenvolvimento de certos tipos de
cancer ou uma alteracdo herdada ou no tumor que pode futuramente
direcionar para um tratamento especifico. Uma vez identificada uma
alteracdo (resultado positivo), diversas medidas podem ser tomadas,
como:

Realizac&o de aconselhamento genético da familia, esclarecendo duvidas;
Realizacdo do teste em familiares que n&o desenvolveram a doencga,
permitindo que se conheca o risco deste individuo de desenvolver a doenca,
facilitando seu acompanhamento médico;

Acompanhamento médico adequado de pacientes portadores da alteracédo
genética. Atualmente os portadores da alteracdo que ndo desenvolveram a
doenca tem diversas op¢des para evitar o desenvolvimento do cancer como,
por exemplo, a retirada preventiva de 6rgéos e a quimioterapia preventiva.
Nos casos de cancer de ovario, a presenca de uma alteragcdo genética no
sangue ou no tumor podera ter implicagdes futuras sobre o tratamento.

O material coletado (sangue periférico) e o bloco de parafina seréo



53

estocados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os dados pessoais e clinicos
constantes no prontuario dos participantes, bem como os resultados da pesquisa
serdo digitados em um banco de dados e mantidos sob sigilo acessivel somente aos
pesquisadores envolvidos ou, se necessario, ao comité de ética em pesquisa. Todas
as anadlises laboratoriais serédo realizadas sem identificacdo nominal das pessoas.
Se for encontrada uma alteracdo genética, estudos adicionais seréo realizados para
confirmar o resultado, e neste caso sera necessaria uma nova coleta de sangue. A
quantidade de sangue doado para estes estudos (aproximadamente 10 mL) nao ir4
prejudicar sua saude. Nao ha um prazo exato para conclusdo dos testes e entrega
do resultado, mas vocé sera informado assim que o resultado estiver disponivel.

Ao participar do estudo quaisquer perguntas que vocé tiver em relacdo as
coletas e aos resultados que serdo respondidas por membros da equipe de
pesquisa. A sua participacdo € voluntaria, ou seja, se vocé ndo desejar participar do
estudo, a sua decisdo ndo afetard seu acompanhamento médico no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Sua participacdo é totalmente voluntaria, e ndo havera
nenhum tipo de pagamento pela participacdo no estudo. Além disso, vocé nao tera
nenhum custo co respeito aos procedimentos e consultas realizadas.

Se vocé deseja participar, por favor, responda as perguntas a seguir:
1. Vocé concorda que as suas amostras obtidas neste estudo sejam armazenadas para
futuros estudos relacionados ao cancer de mama e ovario hereditarios ?

O sim O ndo

Se vocé respondeu “sim” a esta questao, sera contatado para conceder ou ndo sua autorizagado para
0 uso do material biolégico na realizagcado de novos estudos. Toda nova pesquisa a ser desenvolvida
com o material armazenado sera submetida para aprova¢édo do CEP - HCPA e, quando for o caso, da
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa.

2. Se por alguma razéo estiver impossibilitado de receber os resultados do presente estudo,
vocé deseja que estes sejam transmitidos a alguma pessoa proxima a vocé?

Csim (neste caso, indicar nome e telefone )

O nao

Os resultados ndo serdo transmitidos por telefone, e-mail, fax ou carta, somente em uma consulta
médica.

O armazenamento da amostra ndo implica em qualquer custo para vocé, mas se
vocé mudar de ideia sobre sua participacdo neste projeto, seu consentimento pode
ser retirado a qualguer momento e, neste caso, suas amostras serdo descartadas.
Em nenhuma hipo6tese havera quebra de sigilo quanto aos seus dados pessoais ou a
liberacdo de amostras identificadas ou resultados para terceiros sem a sua
autorizacdo por escrito. Se publicados em revistas cientificas, os resultados desse
estudo serdo apresentados sem identificagdo nominal dos participantes. Para que se
cumpram os efeitos legais, o presente documento composto de seis paginas foi
elaborado em duas vias de igual teor, ambas firmadas e rubricadas pelos envolvidos
(paciente e pesquisador) abaixo identificados.

Declaro que li e compreendi as informagbes acima, e recebi uma via assinada e
rubricada deste documento. Declaro ainda que tive minhas davidas esclarecidas por



Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Nome do paciente:

Assinatura do paciente:

Data de nascimento do paciente: /

Porto Alegre, de

de 2017
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FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS

Data da coleta: [/

Identificacdo:
Nome Tel:

Data de Nascimento /[
Naturalidade
Procedéncia

Origem dos avos Av0 mat Av0 pat
Av6 mat Av0 pat

Historia Gineco-Obstétrica:

Menarca (anos) Menopausa (anos)

NUmero de gestacGes Idade de 1° Gestacéo (anos)

Amamentacdo () sim ( ) ndo Tempo (meses)

Usode ACO ( )sim( )néo Tempo de uso(meses)

Reposicao Hormonal () sim () ndo Tempo de uso (meses)

Tumor

Data do diagnostico /[
Idade ao Diagndstico

Tumor Epitelial de Ovario () Peritoneal Priméario () Trompas de Falépio ( )
Tipo Histologico

Unilateral Bilateral

Grau

Estadiamento TNM

Estadiamento FIGO

Apresentacdo clinica (descrever):

Outras Neoplasias
( )sincroénicas () metacrbnicas ldade ao diagndstico:

Histéria familiar de outras Neoplasias ( ) sim materna/paterna () ndo

HEREDOGRAMA:




