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RESUMO

Brianese RC. Avaliagao da prevaléncia de mutagao no gene BRCA1 em
tumores triplo-negativos de mama: associagdo da mutagdo com
caracteristicas clinicas e de resposta terapéutica. Sado Paulo; 2015.

[Dissertacao de Mestrado-Fundagao Antonio Prudente].

O céncer de mama ¢ o tipo de cancer mais incidente em mulheres em todo o
mundo, excluindo os casos de cancer de pele ndo-melanoma. A estimativa
de incidéncia para o biénio de 2014-2015 no Brasil € de mais de 57 mil
novos casos por ano. O cancer de mama € uma doencga heterogénea,
podendo ser dividida em subtipos de acordo com o perfil imunofenotipico e
de expressao génica desses tumores. Em relagcéo ao perfil imunofenotipico,
o tumor de mama triplo-negativo (TN) é caracterizado pela auséncia dos
receptores hormonais de estrogénio (ER) e de progesterona (PR) além de
nao apresentar super-expressdo/amplificacdo do receptor 2 do fator de
crescimento epidérmico humano (HER2). Essa condi¢cao é importante, pois
as terapias hormonais e moleculares efetivas em outros subtipos, ndo tém
efeito nesses tumores, sendo o tratamento feito com base em quimioterapia
sistémica. Somado a isso, o tumor TN demonstra maior agressividade e
padroes metastaticos distintos dos outros tumores, o que resulta em pior
prognostico e sobrevida para as pacientes portadoras desses tumores.
Vérios trabalhos, incluindo do nosso grupo de pesquisa, tém relatado alta
prevaléncia de mutagdes germinativas patogénicas no gene BRCA71 em
mulheres jovens portadoras de tumores TN de mama. Esse gene esta
envolvido principalmente com mecanismos de reparo de DNA por
recombinacdo homodloga, atuando como um supressor tumoral. Dessa
forma, mutagdes germinativas que ocasionem perda de funcao da respectiva
proteina podem favorecer o desenvolvimento de cancer, principalmente na
mama e no ovario de mulheres portadoras. No entanto, ndo esta bem
estabelecido o percentual de mutagao patogénica em tumores triplo negativo
em mulheres brasileiras ndo selecionadas por idade ao diagnostico ou por
histérico familiar, e nem a origem dessa mutacdo, se é somatica ou



germinativa. Sendo assim, a avaliacao da prevaléncia dessas mutagdes em
tumores TN de mulheres em diferentes idades ao diagnostico, a
caracterizagao de sua origem somatica ou germinativa e o estabelecimento
da associagao da presenca de mutacdo com as caracteristicas clinicas e
demograficas dessas pacientes € de grande relevancia. Assim, neste
estudo, avaliamos a prevaléncia de mutagdes patogénicas somaticas e
germinativas em tumores de mama do subtipo triplo negativo através de
estratégias de sequenciamento paralelo de multiplos alvos (Target
sequencing) com sequenciamento em paralelo nas plataformas lon PGM
Torrent e 454 GS Junior e associamos esta informacdo com caracteristicas
clinicas e de resposta a terapéutica. Foram avaliadas amostras tumorais de
131 pacientes atendidas no A.C.Camargo Cancer Center, das quais 15
(11,45% - 15/131) apresentaram mutagcdo patogénica no gene BRCA1, 4
(3,05% - 4/131) apresentaram uma Variante de Significado Incerto e 112
(85,5% - 112/131) foram classificadas como selvagens. Mutagoes
germinativas representaram 85,7% das mutagdes patogénicas observadas.
Tumores BRCA7-mutados foram mais propensos a se desenvolver em
pacientes que apresentaram historico de cancer de mama na familia
(p=0,0008) e em idade mais jovem que os tumores BRCA17-selvagens [8/15
(53,3%) <40 anos vs 24/88 (21,4%) <40anos, respectivamente, p=0,0101].
Demais variaveis clinico-patolégicas ndo apresentaram associagdes com a
presenca da mutagdo patogénica. Houve uma tendéncia de melhor
sobrevida global e sobrevida livre de doenga para pacientes portadoras de
mutacdo patogénica, entretanto ndo estatisticamente significante. A maior
parte das pacientes recebeu tratamento quimioterapico baseado em
antraciclinas combinado ou n&o ao uso de taxanos. Nossos resultados
mostram que mutacdo de perda de fungdo em BRCA71 é um evento
recorrente em tumores de mama triplo-negativos que acometem mulheres
brasileiras jovens e confirma que mulheres diagnosticadas com tumores
triplo-negativo em idade jovem estdo em risco de apresentarem mutagdes
germinativas patogénicas neste gene e devem, portanto, ser referenciadas
para teste genético.



SUMMARY

Brianese RC. [Evaluation of BRCA1 gene mutation prevalence in triple
negative breast cancer: Association of mutation with clinical features
and treatment response]. Sdo Paulo; 2015. [Dissertacdo de Mestrado-

Fundacdo Anténio Prudente].

Breast cancer is the most frequent type of cancer in women worldwide, with
exception of non-melanoma skin cancer. The incidence estimate for 2014-
2015 biennium in Brazil is more than 57 thousand new cases per year.
Breast cancer is a heterogeneous disease that is divided according to
immunophenotypic and gene expression profiles of the tumors. Regarding
the immunophenotypic profile, the triple-negative breast cancer (TNBC) is
characterized by the lack of hormonal receptors for estrogen and
progesterone (ER and PR) and also the absence of super-
expression/amplification of the Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
(HER2). This condition is important because hormonal and molecular
therapies have no effect on these tumors. Therefore systemic chemotherapy
is the mainstay treatment. Moreover, TNBC displays higher aggressiveness
and distinct metastatic pattern compared to other breast tumors, resulting in
worse prognosis and survival for TNBC patients. Several researchers,
including our research group, have reported high prevalence of germline
pathogenic mutations in the BRCA1 gene among young women diagnosed
with TNBC. This gene is involved primarily in the mechanism of DNA repair
by homologous recombination and acts as a tumor suppressor gene. Thus,
germline mutation that leads to loss of function of its respective protein may
favor cancer development, mostly in the breast and ovarian of carriers.
However, it is not well stablished the proportion of pathogenic mutation in
TNBC patients unselected for age at diagnosis and for family history in Brazil
nor the mutation origin, whether somatic or germline. Thereby, it is important

to evaluate the prevalence of these mutations in TNBC patients in different



age at diagnosis; to characterize the somatic or germline origin of the
mutation and to establish an association between the mutation presence and
clinic and demographic features of TNBC patients. Thus, in this study, we
evaluated the prevalence of somatic and germline pathogenic mutations in
TNBC using a multiple-target massive parallel sequencing (Target
sequencing) strategy in the lon PGM Torrent and 454 GS Junior platforms
and associated the information with clinical features and treatment response.
Tumor samples from 131 TNBC patients attending A.C.Camargo Cancer
Center were evaluated: fifteen (11,45% - 15/131) harbored BRCA1
pathogenic mutations; four (3,05% - 4/131) showed a Variant of Uncertain
Significance (VUS) and 112 (85,5% - 112/131) were classified as wild type.
Germline mutations accounted for 85,7% of the pathogenic mutations
detected. BRCA7-mutated tumors were more prone to be developed by
patient who had family history of breast cancer (p=0,0008) and in younger
women than BRCA7-wild type tumors [8/15 (53,3%) <40 years vs 24/88
(21,4%) <40 years, respectively, p=0,0101]. Other clinopathological variables
slightly varied with no statistical significance. There was a trend to better
overall and disease-free survival in TNBC BRCA 1-mutated patients although
not statistically significant. Most of patients were treated with chemotherapy
in an anthracyclines-based regimen combined or not with taxanes. Lastly,
our findings showed that loss of function mutations in BRCA71 gene is a
recurrent event in TNBC that affects young Brazilian women and confirm that
women diagnosed with TNBC at early age are in risk of carrying BRCA1

germline pathogenic mutation and thus should be referred to genetic testing.
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1 INTRODUGAO

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o cancer de mama é
0 segundo tipo de cancer mais comum no mundo e o mais frequente entre
mulheres, excluindo-se os casos de cancer de pele ndo-melanoma. Dados
para o biénio de 2014-2015 estimaram uma incidéncia de cerca de 57.120
novos casos anuais no Brasil com mais de 13 mil mortes por essa neoplasia
(Ministério da Saude 2014). O principal fator de risco para esse tipo de
neoplasia maligna é a idade e sabe-se que o risco aumenta com o passar do
tempo. O estilo de vida também demonstra ser de grande relevancia para o
risco de desenvolvimento de cancer de mama. Obesidade, consumo de
alcool e tabaco aumentam o risco do surgimento dessa neoplasia
(MCPHERSON et al. 2000).

Fatores de risco englobam ainda a regido geografica, exposicdo a
radiagcdo, desenvolvimento prévio de doenca benigna de mama, uso de
contraceptivos orais e terapia de reposi¢gao hormonal, além do histérico
familiar. Estima-se que 10% dos canceres de mama sao causados por
alteragdes genéticas nas linhagens germinativas, transmitidas na familia
(PHAROAH et al. 2002), ou seja, atribuidos as sindromes hereditarias. A
sindrome hereditaria mais importante em cancer de mama € a sindrome de
Cancer de Mama e Ovario Hereditario (HBOC, do inglés, Hereditary Breast
and Ovarian Cancer) que apresenta heranga autossdbmica dominante com

alta penetrancia. No entanto, uma pessoa pode portar e transmitir um gene



anormal sem desenvolver a doenga. Os genes mais importantes associados
com esta sindrome sdao BRCA1 e BRCA2, que conferem um risco de 10-30
vezes maior de desenvolver cancer de mama para mulheres com alteragdes
de perda de fungdo nesses genes em relagcdo a populagcdo em geral
(ANTONIOU et al. 2003). Outros genes com menor prevaléncia de mutagao
patogénica, mas que conferem um risco aumentado ao cancer de mama,
também foram identificados, como os genes TP53, PTEN associados com
as sindromes de Li-Fraumeni e Cowden, respectivamente (NELEN et al.
1997; OLIVIER et al. 2003; PILARSKI 2009), além de genes como CDH1,
STK1, BRIP1, ATM, CHEKZ2 e PALBZ2 entre outros (BELL et al. 1999; LIM et
al. 2004; PHAROAH et al. 2001; SEAL et al. 2006; XIA et al. 2006; ZHANG
et al. 2011). Um estudo recente, realizado por ANTONIOU et al. (2014),
sugere que, ao lado de BRCA1 e BRCA2, o gene PALB2 é um dos genes
mais importantes na susceptibilidade ao desenvolvimento de cancer de
mama, com penetrancia equivalente aos dois principais genes, conferindo
35% de chance de surgimento de cancer até os 70 anos nas mulheres com
mutacao de perda de fungédo nesse gene.

Os genes BRCA1 (Breast cancer 1, early onset) e BRCA2 (Breast
cancer 2, early onset) sao genes supressores tumorais e a ocorréncia de
mutacbes patogénicas germinativas em suas sequéncias € o fator mais
fortemente relacionado ao risco aumentado de céncer de mama familial.
Individuos com mutagdes em um desses genes apresentam 40-80% de
probabilidade de desenvolvimento de cancer e mama (FACKENTHAL e

OLOPADE 2007). Mutagdes nesses genes também estdo associadas ao



maior risco de outros tipos de cancer, como o de ovario, préstata, pancreas,
estbmago e vias biliares (FORD et al. 1994; Breast Cancer Linkage
Consortium 1999).

Cancer de mama é uma doenga heterogénea em termos de biologia
tumoral, progressao e resposta as terapias. Os tumores de mama tém sido
classificados com base em seu perfil imunofenotipico e de expressao génica.
Estudos conduzidos com base na analise de perfis de expressao génica
possibilitaram a classificacdo dos canceres de mama em 5 padroes
principais: luminal A e B, HER2 positivo, normal-like e basal-like (PEROU et
al. 2000; SORLIE et al. 2001). Os trés ultimos subtipos sé&o caracterizados
pela baixa ou nenhuma expressao de receptores hormonais de estrogénio
(ER) e progesterona (PR) bem como de fatores de transcricdo
caracteristicos do tecido luminal. O subtipo basal-like é caracterizado pela
alta expressao de citoceratinas basais de alto peso molecular (5, 6 e 17),
caracteristicas das células basais/mioepiteliais, enquanto que o subtipo
HER2(+) é marcado pela expressao elevada do gene ERBB2 (HER?2). Ja o
subtipo normal-like é caracterizado pela expressao elevada de genes
normalmente expressos em tecido adiposo e de outros tipos celulares nao
epiteliais, além de genes do epitélio basal, com pouca expressao de genes
do epitélio luminal. Como o nome sugere, os subtipos luminais tém maior
expressdo de genes caracteristicos do tecido luminal, além de serem
positivos para os receptores hormonais (ER e PR). O grupo luminal A é o
que mostra maior expressao de ER, entre outros genes. Ja o subtipo luminal

B apresenta uma expressao moderada dos genes luminais, bem como de



ER, além de evidenciar niveis mais elevados dos marcadores Ki-67 e/ou
HER-2 do que o subtipo luminal A, conferindo um pior prognéstico a essas
pacientes (SORLIE et al. 2001).

Essa classificacdo proposta foi reproduzida em diferentes coortes
(SORLIE et al. 2003), mantendo a mesma associagdo com desfecho clinico
e com implicagdes na pratica clinica, uma vez que distingue subgrupos que
se beneficiariam de hormonioterapia ou inibidores de HERZ2, como
trastuzumabe, daqueles para os quais ndo ha beneficio. Dessa forma, o
Consenso Internacional de Especialistas de Saint Gallen propbés a
classificagdo baseada em marcadores de imuno-histoquimica (receptores de
estroégeno, progesterona, HER2, ki-67) acrescida da analise genémica de
amplificagcdo do gene HER2, em substituicdo a classificacdo por perfil de
expressao génica. Dessa forma, os tumores de mama sao categorizados em
luminal A/B, hiperexpressdo de HER2 e triplo-negativo (GOLDHIRSCH et al.
2013). Essa classificagdo vem sendo adotada pela comunidade cientifica na
categorizagao dos tumores de mama.

Em 2012, um estudo sugeriu uma nova subclassificacdo em 10
subtipos de cancer de mama, com base em novos dados genbmicos. Os
pesquisadores analisaram alteracbes de numero de copias génicas e niveis
de expressao e conseguiram estratificar em 10 subgrupos associados com
sobrevida em amostras provenientes de quase 2000 amostras de pacientes
diagnosticadas com cancer de mama. Entretanto, ainda existe pouca

aplicagao clinica para essa nova divisdo (CURTIS et al. 2012).



Ainda, outro subtipo de mama denominado claudin-low foi proposto
por HERSCHKOWITZ et al. (2007) como sendo uma subdivisdo dos tumores
triplo-negativos, com baixa expressdo de proteinas de adesdo celular,
denominadas claudinas (3, 4 e 7) entre outros marcadores envolvidos na
transicao epitélio-mesénquima, além de apresentar caracteristicas de
células-tronco. Contudo, o significado bioldgico e clinico dessa classificagao
ainda precisa ser elucidado.

A maior parte dos tumores TN é do subtipo basal-like (cerca de 80%),
assim como a maioria dos tumores basal-like sdo TN. (BERTUCCI et al.
2008; BERNARD et al. 2009; DE RONDE et al. 2010). Contudo, € importante
ressaltar que aproximadamente 20% dos tumores basal-like ndo séo TN, o
que significa que os essas definicbes ndo sédo sinénimas (BERTUCCI et al.

2008; FOULKES et al. 2010).

1.1 TUMOR DE MAMA TRIPLO-NEGATIVO

1.1.1 Aspectos clinicos

O tumor de mama triplo-negativo (TN) ¢é responsavel por
aproximadamente 15% de todos os casos de cancer de mama e acomete
principalmente mulheres jovens (<40 anos) e de ascendéncia africana, entre
as mulheres norte-americanas. Ele é caracterizado pela auséncia de
receptores de estrogénio progesterona, além da ndo expressdo e/ou
amplificagdo do gene para o receptor 2 do fator de crescimento epitelial

humano (HERZ2 - do inglés, Human Epithelial growth factor Receptor 2)



(CAREY et al. 2006; BAUER et al. 2007; RAKHA et al. 2007). Essas
caracteristicas fazem com que nado haja uma terapia especifica, uma vez
que as terapias hormonal e molecular, efetivas em outros subtipos, ndo séo
eficazes para o subtipo TN. Sendo assim, o tratamento é feito através de
quimioterapia sistémica. Além disso, esses tumores tendem a ser maiores
que os de outros subtipos e frequentemente sao carcinomas invasivos de
alto grau (CAREY et al. 2006). O tumor TN demonstra grande agressividade,
um padrdao metastatico com predilecdo por érgéos sélidos (principalmente
pulm&o e cérebro) e recorréncia do tumor em intervalos menores, embora
seja menos frequente o acometimento de linfonodos (RODRIGUEZ-PINILLA
et al. 2006; DENT et al. 2009). Assim, pacientes com tumor TN de mama
apresentam um pior prognéstico, com uma sobrevida menor que as demais
pacientes diagnosticadas com cancer de mama (LIEDTKE et al. 2008).

Em termos de sobrevida, estudos demonstram uma queda acentuada
na porcentagem de pacientes que sobrevivem nos primeiros 3-5 anos,
entretanto apds esse periodo o risco de recorréncia a distancia é baixo, ao
ponto que, apos 10 anos, € mais comum tumores ER(+) recorrerem que os
tumores ER(-) (TISCHKOWITZ et al. 2007; LIEDTKE et al. 2008).

Tendo em vista que a terapia enddcrina e o trastuzumabe n&o trazem
beneficios as pacientes diagnosticadas com tumor TN, o padrdo de
tratamento para essas pacientes consiste em quimioterapia sistémica.
Pacientes com tumor TN apresentam melhor resposta a quimioterapia que
as pacientes positivas pra ER (LIEDTKE et al. 2008; COLLEONI et al. 2010).

LIEDTKE et al. (2008) observaram uma excelente evolugdo para as



pacientes TN que foram tratados com quimioterapia neoadjuvante e
atingiram resposta patologica completa. Entretanto, aquelas que apresentam
doencga residual tém uma evolugdo ruim. Isso sugere que existe um
subgrupo de mulheres cujos tumores sao extremamente sensiveis a
quimioterapia, enquanto que para a maior parte delas o beneficio € incerto.
Nao existe um padrao universal para o tratamento dos tumores TN, contudo
ha evidéncias que a adicdo de taxanos (docetaxel, paclitaxel) a
quimioterapia adjuvante baseada em antraciclinas (doxorrubicina,
epirrubicina) confere um maior beneficio as pacientes TN quando
comparadas as pacientes ER(+)/HER2(+) (HAYES et al. 2007).

Pesquisas tém sido realizadas no sentido de estabelecer terapias
especificas para o tumor TN. Beneficios no tratamento de tumores TN com
cisplatina e carboplatina estdo sendo avaliados, baseado no racional de que
eles compartiham com os tumores relacionados a BRCA1, defeitos no
reparo do DNA, o que sensibiliza as células a esses agentes. Dados iniciais
sugerem que o tratamento neoadjuvante incluindo cisplatina proporciona
altos indices de resposta patolégica completa nas pacientes portadoras de
mutacdo em BRCA71 (BYRSKI et al. 2009) e talvez em pacientes TN
(SILVER et al. 2010). Um estudo clinico conduzido por MINCKWITZ et al.
(2014) mostrou um aumento de 16% na taxa de resposta patologica
completa para as pacientes TN, quando tratadas com a adicdo de
carboplatina ao esquema quimioterapico baseada em doxorrubicina e
taxanos. Outro estudo recente testou o beneficio do tratamento com

carboplatina em adicdo a doxorrubicina, ciclofosfamida e paclitaxel e



observou uma melhora de 13% na taxa de resposta patoldégica completa
para esse grupo teste (SIKOV et al. 2014). Entretanto, ALBA et al. (2012)
nao observaram beneficio na adicdo de carboplatina a quimioterapia
baseada epirrubicina e taxano no tratamento de tumores TN. Além disso,
nesses estudos, a adicao de sais de platina foi associada a maior toxicidade,
0 que tem gerado debate sobre risco-beneficio desse tratamento entre
alguns oncologistas. Estudos avaliando especificamente as pacientes TN
portadoras ou ndo de mutacdo em BRCA171 sao necessarios para melhor
categorizagao do grupo com maior potencial para esse tipo de tratamento.
Existem ainda estudos que investigam a via do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR - do inglés, epidermal growth factor
receptor) no tumor de mama TN, pelo fato dessa molécula recorrentemente
ser encontrada mais expressa em tumores basal-like, e, portanto, em
tumores TN. Entretanto, os resultados mostraram melhora apenas discreta
entre as pacientes que receberam inibidores de EGFR (CAREY et al. 2012).
Angiogénese € um processo critico na progressao tumoral e o fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF — do inglés, vascular endothelial
growth factor), o qual € um mediador chave desse processo, tem sido
encontrado em niveis elevados em tumores de prognéstico ruim, como o TN
(MILLER et al. 2007). Anticorpos monoclonais foram testados mostrando
melhora em pacientes diagnosticadas com tumor TN (MILLER et al. 2007;
GRIFFITHS e OLIN 2012). Entretanto, um estudo randomizado de fase Il

que recrutou 1290 pacientes TN ndo mostrou beneficio da adigcao de



bevacizumabe, um inibidor de VEGF, a quimioterapia baseada em
antraciclinas e taxanos (CAMERON et al. 2013).

Uma linha de pesquisa particularmente interessante propde o
tratamento de pacientes diagnosticadas com tumor TN metastatico e
portadoras de mutagdo patogénica em BRCA7 com quimioterapia
combinada a iniparibe, um agente inibidor da polimerase poli ADP-ribose
[PARP — do inglés, poly (adenosine diphosphate—ribose) polymerase],
proteina essa que também esta envolvida na regulagdo de mecanismos de
reparo do DNA. Dessa forma o tratamento com inibidor de PARP induziria
uma letalidade sintética nas células mutadas em BRCA1. Foi observada uma
sobrevida global de 52% dos pacientes tratados com a terapia combinada
contra uma taxa de 32% para as que receberam tratamento padrao,
sugerindo que os inibidores da PARP podem trazer beneficios clinicos
significativos no tratamento do tumor de mama TN (O’'SHAUGHNESSY et al.
2011), a depender do status da mutagado do gene BRCA1 nessas pacientes.
No entanto, ainda ha controvérsias sobre a utilizacdo do iniparibe como
inibidor de PARP, uma vez que um estudo de fase lll falhou em demonstrar
superioridade desse tratamento, provavelmente pelo fato deste farmaco ser
um inibidor fraco de PARP, e atuar mais como um modificador ndo seletivo
de inumeras proteinas envolvidas em processos como apoptose, estresse
oxidativo, ciclo celular e reparo do DNA, o que por sua vez, sensibilizaria a
célula aos demais agentes citotoxicos (LIU et al. 2012; MATEO et al. 2013;
SHAUGHNESSY et al. 2014). Existem ainda outros inibidores de PARP

sendo testados em pacientes portadoras de mutagcdo em BRCA1/2 e cancer



10

de mama, entre eles olaparibe, o qual tem demonstrado beneficio no
tratamento em estudos iniciais (41% de taxa objetiva de resposta) (TUTT et
al. 2010). Resultados mais definitivos sobre os beneficios de inibidores da
PARP no tratamento das pacientes portadoras de mutacdo em BRCAT1 — e

em tumores TN - s&o promissores e ansiosamente aguardados.

1.1.2 Aspectos moleculares

Apesar da maioria dos tumores TN serem carcinomas ductais
invasivos, uma parcela importante deles apresenta tipos histolégicos menos
comuns, como o medular, metaplasico e o adenoide cistico. Isso reflete a
heterogeneidade molecular dos tumores TN que também é observada no
desfecho das pacientes (LIVASY et al. 2006; BERTUCCI et al. 2008). Tendo
em mente essa heterogeneidade, Lehmann et al. (2011) analisaram os perfis
de expressdo génica de 587 tumores TN e identificaram 6 grupos
biologicamente diferentes: basal-like 1 e 2, imuno-modulador, mesenchymal-
like, mesenchymal stem-like, e luminal receptor de andrégeno.

Os subtipos basal-like 1 e 2 foram caracterizados com expressao
aumentada de genes relacionados a ciclo e proliferagéo celular e resposta
de dano ao DNA. Enquanto o basal-like 1 mostrou maior envolvimento de
vias de resposta a dano de DNA (BRCA1), o subtipo basal-like 2 apresentou
grande expressao de genes relacionados a sinalizacdo de fatores de
crescimento (EGFR, Wnt/B-catenina). Além disso, ambos os subtipos

demonstraram acentuada proliferagao celular, o que foi corroborado pela
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boa resposta a agentes anti-mitéticos (taxanos), apresentada pelas
pacientes desses grupos (LEHMANN et al. 2011).

O subgrupo imuno-modulador (IM) exibiu genes relacionados com
processos de resposta imune celular, como sinalizacdo, citocinas,
processamento e apresentagcado de antigeno e transducgéo de sinal, além de
estar associado a tumores medulares. Boa parte das amostras que foram
classificadas como IM foram micro-dissecadas, o0 que sugere que o padrao
de expressdo génica observado deve-se de fato as células neoplasicas e
nao a presenca de infiltrado inflamatério no tumor (LEHMANN et al. 2011).

Ja os subtipos mesenchymal-like (ML) e mesenchymal stem-like
(MSL) apresentaram em comum enriquecimento de genes envolvidos em
processos de motilidade e diferenciagdo celular. Contudo, alguns
componentes da sinalizacdo de fatores de crescimento foram
especificamente associados ao subtipo MSL (incluindo EGFR, PDGF, TGF-
B), além de marcadores de transigcéo epitélio-mesénquima e de angiogénese
(VEGF, entre outros). Ainda, o subtipo MSL demonstrou baixos niveis de
expressao de genes de proliferacdo celular acompanhando de aumento de
expressdo de genes associados a células-tronco. Curiosamente, tanto os
tumores ML quanto MSL mostraram associacdo com carcinoma metaplasico,
de histologia pouco diferenciada. Além disso, o MSL apresentou padrao de
expressdo génica semelhantes aos tumores claudin-low, que tem baixa
expressao de claudinas e citoceratinas, além de enriquecimento de
componentes associados a transi¢ao epitélio-mesénquima (LEHMANN et al.

2011).
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Por fim, o subtipo luminal receptor de andrégeno (LRA) é
caracterizado pelo enriquecimento de vias de sintese de esteroides,
metabolismo de porfirina e metabolismo de andrégeno/estrogeno, mesmo
sendo composto de tumores ER(-). Provavelmente, esse padrdo de
expressdo génica se deve ao aumento de expressao do receptor de
androgeno, que foi encontrado 9 vezes mais expresso no LRA que nos
outros subtipos. Além disso, o subtipo LRA apresenta enriquecimento de
genes de padrao luminal, como FOXA1, KRT18 e XBP1 (LEHMANN et al.
2011).

Estudos de andlise de expressdo génica, embora informativos, tém
um alto custo, o que limita sua aplicagdo na clinica. Sendo assim,
marcadores de imuno-histoquimica vém sendo propostos como substitutos
as classificacbes de expressao génica. A classificacdo mais usada para
definir os tumores basal-like, por exemplo, inclui a negatividade para
receptores de estrégeno, progesterona e HER2, positividade para
citoceratinas basais (5/6, 14 e 17), EGFR e KIT (NIELSEN et al. 2004,
RAKHA et al. 2009). Entretanto, ndo existe um consenso de um painel de
marcadores de imuno-histoquimica para classificar os tumores TN, o que
atesta a complexidade molecular desses tumores e a dificuldade de
associagao dessas caracteristicas com desfecho das pacientes (FULFORD

et al. 2007; JUMPPANEN et al. 2007).
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1.1.3 Aspectos genéticos

Dados do projeto Atlas do Genoma do Cancer (TCGA — The Cancer
Genome Atlas) integrando diversas abordagens que incluem detecgao de
variagbes de numero de coépias de DNA gendmico, metilagcdo do DNA,
sequenciamento de exoma, arranjos de RNA mensageiro, sequenciamento
de micro-RNA e arranjos de proteina de fase-reversa tém contribuido para o
entendimento das bases moleculares dos tumores TN. A maior parte dos
eventos de perda de fungdo estd associada a genes envolvidos na
maquinaria de reparo de DNA. Por outro lado, eventos de ganho de fungao
mostraram associagdo com genes envolvidos na via de sinalizagdo de
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) (The Cancer Genome Atlas Network et al.
2012). A ativagao aberrante dessa ultima, acontece principalmente por perda
de reguladores negativos, como PTEN (phosphatase and tensin homolog),
ou mutagdes ativadoras na subunidade a de PI3K (PISKCA), entre outros
genes da via PIBK/AKT/mTOR (SAAL et al. 2005). J4& as alteragdes na
maquinaria de reparo de DNA envolvem perda de fungcdo em TP53, RB1 e
BRCA1 (ANDRE et al. 2009; The Cancer Genome Atlas Network et al.
2012).

Estudos tém mostrado que no tumor de mama TN a mutagao
germinativa do gene BRCA1 é a mais frequente, seguido de genes como
BRCA2, PALB2, TP53, PTEN, CHECK2 entre outros (FOULKES et al. 2003;
SORLIE et al. 2003; LAKHANI et al. 2005; ATCHLEY et al. 2008;
GONZALEZ-ANGULO et al. 2011; LIPS et al. 2013; COUCH et al. 2014).

Estima-se que 70% das mulheres portadoras de mutagdo germinativa em
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BRCA1 desenvolvem tumor TN e que, dentre as mulheres portadoras de
tumor TN (ndo selecionadas por idade ou historico familiar) de 10-20%
tenham mutagao germinativa em BRCA1 (GONZALEZ-ANGULO et al. 2011;
MAVADDAT et al. 2012; RUMMEL et al. 2013). Evidéncias mostram,
também, que tumores TN apresentam outras altera¢gdes genéticas, como
alteragdes em numero de coépias génicas e perda de heterozigosidade, de
maneira similar aos tumores relacionados a mutagdo em BRCA1 (HA et al.
2012; SHAH et al. 2012).

Um estudo do nosso grupo avaliou por sequenciamento os genes
BRCA1, BRCA2 e TP53 em 54 pacientes com menos de 35 anos e
portadoras de cancer de mama. Metade daquelas que foram diagnosticadas
com tumor TN eram portadoras de mutagcdo germinativa no gene BRCAT.
Quando, associado ao diagndstico de tumor TN, havia historia familial de
cancer de mama hereditario houve um aumento na taxa de deteccao de
mutacdo para 80% (CARRARO et al. 2013). Os autores sugerem que as
mulheres jovens portadoras de tumores TN estdo em risco de serem
portadoras de mutagdo germinativa em BRCA1, ou seja, diagndstico de
tumor TN em mulheres brasileiras jovens parece ser fator de risco para

mutacédo no gene BRCAT.

1.2 O GENE BRCA1

O gene BRCA1 encontra-se localizado no brago longo do

cromossomo 17 e é composto por 24 éxons, sendo que 22 deles sao
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responsaveis por codificar uma proteina de 1863 aminoacidos (MIKI et al.
1994). A proteina BRCA1 esta envolvida em diversas fungdes celulares,
participando da manutencdo da integridade cromossdémica, regulagéo
transcricional de genes envolvidos no reparo do DNA, controle do ciclo
celular e apoptose (YOSHIDA e MIKI 2004). Uma das fungbes mais
importantes de BRCA1 no sistema de reparo do DNA, é o processo de
recombinagdo homodloga. Basicamente, a recombinacdo homdloga é o
principal e mais eficiente recurso utilizado pelas células para reparo de
quebra de dupla fita (QDF) do DNA, que € uma lesdo muito ameagadora ao
material genético célula, pois ambas as fitas do DNA estdo comprometidas
ao mesmo tempo, podendo ocasionar rearranjos e instabilidade genémica
(CAESTECKER e VAN DE WALLE 2013). Esse processo envolve cinco
etapas principais. A primeira € reconhecimento da QDF do DNA, mediado
pelas quinases ATM e ATR, que fosforilam e recrutam as proteinas
downstream da via (CHEK2, TP53, BRCA1, H2AX, entre outras). Ha o
recrutamento de BRCA1, a qual, por sua vez, é auxiliada por BARD1 e
BRIP1 na formagcdo de uma plataforma de ancoramento (scaffold) que
organiza a montagem das outras proteinas envolvidas no reparo. Na
segunda etapa, o complexo MRN (formado por Mre11, RAD50 e NBS1) faz a
resseccdo das extremidades da QDF. Na terceira etapa, ocorre o
carregamento das fitas ressecadas de DNA (agora simples fita) com RADS51.
A proteina RPA se liga as extremidades 3’ overhang da fita simples,
revestindo-a. Em seguida, BRCA2, com auxilio de PALB2, recruta RAD51 e

faz o carregamento de RAD51 na extremidade revestida, com a participagao
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de RAD51B, RAD51C e RAD51D. A quarta etapa é a invasao da fita
homologa de DNA, mediada por RAD51, fazendo o pareamento da regiao
danificada com a regiao complementar integra da cromatide-irma, que serve
como molde na quinta e ultima etapa, que é a sintese e reparo do DNA
(WALSH 2015). A Figura 1 representa essa etapas. Dessa forma, BRCA1,
através de interagdes com varias proteinas, orquestra o processo de

recombinagao homdéloga.

1) Quebra de dupla-fita do DNA — reconhecimento e montagem das proteinas de reparo
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L— -}
5) Sintese e reparo do DNA

Fonte: Adaptado de WALSH (2015)

Figura 1 - Representacdo do reparo de quebra de dupla fita de DNA por
recombinagao homdéloga.
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Sendo assim, alteragcbes na sequéncia do gene BRCA171 podem
conduzir a uma perturbacdo das fungdes normais da proteina, favorecendo
instabilidade genémica e mutagdes em geral, as quais, uma vez
acumuladas, podem levar a um quadro patolégico, como o cancer. Mutagoes
no gene BRCA1 tém sido amplamente estudadas visando estabelecer
correlagcdes entre essas alteracbes e cancer de mama e outros tipos
(CHENEVIX-TRENCH et al. 2006).

Mutagbes patogénicas germinativas em BRCA1 sao responsaveis por
uma parcela significante de casos de cancer de mama familial e de 5-10%
dos canceres de mama como um todo (FORD et al. 1998) e séao
identificadas ao longo de toda regido codificadora do gene. As mutagdes
patogénicas compreendem, em sua maior parte, mutagdes pontuais (de uma
ou poucas bases), sendo que a maioria dessas leva a formacao de cédon de
parada prematuro, e, portanto, a uma proteina truncada. Entretanto, uma
parcela significante das mutagdes pontuais observadas sao alteragées que
ocasionam a troca de um unico aminoacido (mutacbes missense) e que
podem ou ndo apresentar carater patogénico, diferentemente das mutagdes
nonsense ou pequenas insercoes e delecdes que mudam a matriz de leitura,
as quais, em ultima analise, culminam na geragéo de uma proteina truncada,
e, portanto, sdo sempre classificadas como patogénicas. A classificagdo de
patogenicidade das alteragdes missense é mais desafiadora e baseia-se em
modelos computacionais de predicdo bem como em ensaios bioquimicos e

biolégicos para determinacdo do impacto dessas mutagbes na proteina
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(CHENEVIX-TRENCH et al. 2006; MILLOT et al. 2012; CARVALHO et al.
2014).

Alteracdo em numero de cépias do gene BRCA1 também é um evento
gendmico que pode levar a uma perda de fungédo da proteina, o que por sua
vez, predispbe ao surgimento de cancer de mama (MAZOYER 2005).
Embora seja um evento mais raramente observado, diversos pesquisadores
tém relatado grandes rearranjos gendmicos que levam a variagbes na
dosagem génica de BRCA1 em mulheres portadoras de cancer de mama
(LIM et al. 2007; PYLKAS et al. 2008; FACHAL et al. 2014; RUDNICKA et al.
2014; SEONG et al. 2014; VILLARREAL-GARZA et al. 2015).

Embora na maior parte das populagdes as mutagdes patogénicas
sejam encontradas ao longo do gene, mutagbes especificas foram
reportadas com incidéncia elevada em certos grupos étnicos e/ou
geograficos, denominadas mutagdes fundadoras, e que conferem um risco
elevado de desenvolvimento de cancer nos portadores. Um exemplo sdo as
mutagdes ¢.3450delCAAG e ¢.5382insC, associadas com a populacdo de
judeus Ashkenazi e também observadas em mulheres brasileiras
diagnosticadas com cancer de mama (LOURENCO et al. 2004; DA COSTA
et al. 2008; EWALD et al. 2011; DILLENBURG et al. 2012; ASHTON-
PROLLA e VARGAS 2014; SILVA et al. 2014).

No Brasil, o numero de estudos sobre cancer de mama hereditario
que estudaram mutacdo germinativa em BRCA71 nao é grande e as
frequéncias de mutagdo patogénica observadas diferem significativamente.

Essa divergéncia reside principalmente pelos diferentes critérios de incluséo
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e pela metodologia utilizados em cada estudo. DUFLOCH et al. (2005)
estudaram uma coorte brasileira de 31 pacientes diagnosticados com cancer
de mama e com historico familiar positivo utilizando o ensaio de
conformagao de polimorfismo em filamento unico (SSCP, do inglés, Single-
strand conformation polymorphism) seguido de sequenciamento Sanger nas
amostras alteradas e observaram que 13% dos pacientes eram portadores
de mutagao germinativa em BRCA1 (éxons 2, 3, 5, 11 e 20).

Outro estudo brasileiro realizou o rastreamento de mutagdes
germinativas em BRCA1 em mais de 600 pacientes referidos como de médio
e alto risco para o desenvolvimento de cancer de mama e ovario, entretanto
empregando uma combinagdo do Teste de Proteina Truncada (PTT) e
sequenciamento Sanger para avaliar toda a regido codificante do gene. Os
pesquisadores encontraram uma prevaléncia de mutagdo germinativa em
BRCA1 de apenas 2,9% nesses pacientes (ESTEVES et al. 2009). GOMES
et al. (2007) analisaram através de uma mistura de técnicas (Rapid multiplex
PCR para mutagdes fundadoras, PTT para exon 11 e sequenciamento
completo Sanger para pacientes com forte histérico familiar e negativos para
mutacdes nas técnicas anteriores) outra coorte brasileira de 402 pacientes
diagnosticados com cancer de mama, porém nao selecionados por historico
familiar ou risco, e verificou que apenas 1,5% dos pacientes tinha mutacao
germinativa em BRCA1. O PTT, usado nos dois estudos anteriores, ndo tem
sensibilidade para detectar mutacbes patogénicas missenses, podendo

somente identificar mutacdes que induzem a formagao de codon de parada
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prematuro, sendo esta, provavelmente uma das razbes para a baixa
frequéncia de mutagao patogénica detectada nas duas analises.

Um recente estudo do grupo, um dos mais informativos em termos da
sensibilidade das abordagens usadas, também rastreou mutacdes
germinativas nesse gene em mulheres brasileiras que preenchiam critério
para a Sindrome de Cancer de Mama e Ovario Hereditario (HBOC). O
sequenciamento das regides codificadoras do gene e dos limites éxon e
intron detectou mutagdo patogénica em BRCAT1 em 16,5% (20/120) das
pacientes. Ainda neste estudo, SILVA et al. (2014) avaliaram a dosagem
génica em BRCA1 e reportaram a ocorréncia de variagdo em numero de
copias em 2 (1,6% - 2/120) casos de mulheres que preenchiam critérios para
HBOC: uma delecéo envolvendo exon 16 e 17 e outra amplificagédo do exon
24. Dessa forma, esse dados sugerem que mulheres com critérios clinicos
que demonstram risco de terem mutacdao em BRCAT devem ser testadas
para mutacdo pontual e também para rearranjos nesse gene. Outro estudo
do grupo, o unico que levou em consideragdo o imunofenétipo dos tumores
desenvolvidos por pacientes brasileiras ou a prevaléncia de mutagdes
somaticas, foi realizado em pacientes diagnosticadas com cancer de mama
em idade inferior a 35 anos. Nesse estudo foi usado somente
sequenciamento passivel de identificar mutagdes pontuais e encontrou-se
uma prevaléncia de 13% (7/54) de mutacdo germinativa em BRCA1
(CARRARO et al. 2013) e quando analisadas somente as pacientes
imunofendtipo TN essa taxa foi de 50% (5/10). Para uma melhor

caracterizagdo da ocorréncia de mutacdo em BRCA1, seja ela de ordem
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germinativa ou somatica, na populagdo brasileira sdo necessarios mais
estudos nos diferentes subtipos de tumores de mama.

Além disso, silenciamento do gene BRCA1 através da metilagdo da
regido promotora esta presente em 13-25% dos casos de céanceres de
mama esporadicos como um todo (ESTELLER et al. 2000; XU et al. 2013) e
de 21-37% nos tumores TN ou basal-like ( MATROS et al. 2005; LIPS et al.
2013; XU et al. 2013).

Dada a grande associagao entre mutagcdo em BRCA1 e tumores do
subtipo triplo-negativo, grande interesse tem sido demonstrado por varios
grupos na melhor caracterizagao desta associacdo (FOULKES et al. 2003;
GONZALEZ-ANGULO et al. 2011; HARTMAN et al. 2012; GREENUP et al.
2013). Recentemente, LIPS et al. (2013) avaliaram uma coorte de 377
pacientes holandesas diagnosticadas com tumores de mama triplo-negativo
e constataram que 24% das pacientes portavam mutagdo germinativa no
gene BRCA1. Ainda, este estudo constatou que os tumores com outras
alteragdes genéticas e epigenéticas nesse gene - como alteragdo de numero
de copias e metilagdo de regido promotora — se assemelhavam aos tumores
relacionados a mutagdo germinativa no gene BRCA1, apresentando
caracteristicas clinico-patolégicas semelhantes, como menor idade ao
diagndstico e grau histolégico 3. Dessa forma, este estudo ressalta a
importancia de avaliarmos a prevaléncia de mutacdo em BRCA1 em tumores
de mama TN em diferentes idades na populagao brasileira, além de verificar
possiveis associagdes com caracteristicas demograficas e clinicas das

pacientes na nossa populacéao.



22

2 OBJETIVOS

2.2 OBJETIVO GERAL

Investigar a prevaléncia de mutagdes somatica e germinativa no gene
BRCA1 em mulheres portadoras de tumores TN e associar a presenca de
mutagdo com caracteristicas demogréficas, clinicas e de resposta as

terapias.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a prevaléncia de mutacdo no gene BRCA7 em amostras de
DNA de tumores TN, utilizando sequenciamento paralelo massivo por
Target sequencing, comparando as plataformas lon PGM Torrent e
454 GS Junior.

2. Avaliar a prevaléncia de mutagdes germinativas em amostras de DNA
extraido de leucocitos ou do tecido normal adjacente, nos casos
positivos para mutagao no tecido tumoral.

3. Associar mutagdes em BRCA71 com informagdes demograficas,

clinicas e de resposta terapéutica das pacientes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LEVANTAMENTO DE AMOSTRAS

Esse projeto teve a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do
A.C.Camargo Cancer Center (N°1746/13B — Anexo 9) e esta vinculado ao
projeto tematico aprovado pela FAPESP processo n°2013/23277-8. As
amostras foram levantadas a partir de busca no portal Biobank, disponivel
na intranet do A.C.Camargo Cancer Center. Para a triagem inicial utilizou-se
os critérios “amostra de DNA”, “tecido congelado”, “neoplasia maligna de
mama (CID10, C50)”, “tumor primario”, diagnosticadas entre os anos 2000-
2014. Apos essa etapa, as amostras foram checadas individualmente em
prontudrio eletrdnico, disponivel nas ferramentas MV2000 e H?TC da
instituicdo, para confirmagcdo do subtipo tumoral nos laudos
anatomopatologicos das respectivas pacientes. Foram excluidos casos de
cancer de mama masculino, casos em que a informacédo do imunofendtipo
nao estava disponivel e aquelas pacientes para as quais nao havia amostras
ou DNA de tecido tumoral congelado disponivel no banco de tumores. Foram
incluidas no estudo amostras para as quais os laudos indicavam
negatividade completa (0%) de marcagdo das células neoplasicas por
imuno-histoquimica tanto para os receptores hormonais (HR) - receptor de
estrogenos (ER) como progesterona (PR) - e com score 0+/1+ para HER2.

Para as HR(-) e HERZ2 score 2+ foram incluidas somente aquelas com razéo
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de amplificacdo do gene HERZ2 por FISH <2,2. Assim, somente as amostras
negativas para os trés marcadores foram incluidas. A identificagdo de todas
as pacientes levantadas foi encaminhada para um patologista da area (Dr.
Victor Piana de Andrade) para que fosse feita uma revisdo dos casos. Dados
clinicos foram coletados a partir dos prontuarios eletrbnicos e serao
apresentados adiante nesse trabalho. As amostras de DNA foram extraidas
do tecido tumoral/ndo-neoplasico congelado pelo banco de macromoléculas
do A.C.Camargo Cancer Center.

Em um primeiro momento foram analisadas as amostras de DNA de
tecido tumoral em busca de mutacdes. Confirmada a mutacédo no tumor, esta
foi validada por sequenciamento capilar e avaliada na amostra de DNA
purificada do tecido mamario ndo neoplasico ou de leucdcitos, visando

categoriza-la como mutagao germinativa ou somatica.
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O fluxograma abaixo apresenta as etapas do projeto com detalhes.

Pacientes diagnosticedas com fumor de
mamea friplo-negativo atendidas no A.C.C.C.C
|

W v
[ Extragdio de DNA a partir de ] [ Coleta de dados clinicos a partir ]

tecido tumoral congelado dos prontuérios eletrénicos

Sequenciamento das regides
codificantes e transigdes
exon-infron do gene BRCAT
]
Alinhamento das sequéncias & referéncia (U14680-
cDNA e gendmica) e classificagéio das alteragles
L seguindo os critérios descljtos em Carraro et al., 2013
1

W W

( Auséncia de mutagao ) Presenca de mutagéo
L patogénica no tumor patogénica ou VSI no tumor
|

Validagéo e classificacéo
da origem da mutagio

[ DNA néio-neoplésico {leucéeito ] [ DNA n8io-neoplésico {leucéeito ]

ou normal adjacente) indisponivel ou normal adjacente) disponivel

W

Origem da mutac&o Exiragéio de DNA de amostras
indeterminada néo-neoplésicas

¥

Sequenciamento e avalia¢io da mutagéo
especifica presente no tecido tumoral

7 I
Mutag&o Mutacéo
Somatica Germinativa

Associagéo da mutagéio comdados
clinicos e de resposta a terapia

Figura 2 - Delineamento do estudo. A.C.C.C.C= A.C. Camargo Cancer Center; VSI=
Variante de Significado Incerto.
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3.2 AMPLIFICAGAO DAS REGIOES ALVO E CONSTRUGAO DE

BIBLIOTECA PARA SEQUENCIAMENTO EM LARGA ESCALA

Nesse projeto avaliamos algumas estratégias de sequenciamento
paralelo de multiplos alvos (Target sequencing) disponiveis comercialmente.
A captura das sequéncias alvo pode ser feita através de amplificacdo por
multiplex (Ampliseq™ da Life Technologies® ou GeneRead™ da Qiagen®)
ou captura por sonda (Haloplex™ da Agilent®). Esses métodos foram
avaliados comparativamente a fim de estabelecer qual o mais adequado
para ser utilizado como metodologia padrao do projeto. A comparagdo dos
meétodos considerou aspectos como porcentagem de cobertura dos alvos e o
tempo e praticidade no preparo das amostras.

Os sistemas Ampliseq™ e GeneRead™ baseiam se em PCR
multiplex, na qual ha um pool de primers que possibilitam a amplificacdo de
sequéncias alvo multiplas a partir da amostra de DNA. Em seguida, é
necessaria a insercdo de moléculas adaptadoras e de barcodes que
identificam as sequéncias que serdo analisadas no sequenciamento, etapa
denominada de confeccdo de biblioteca de amplicons. Os experimentos
foram feitos seguindo as recomendagbes dos fabricantes (lon AmpliSeq™
Library Preparation User Guide, Publication Part Number MANO0006735,
Revision 4.0 para o kit Ampliseq; e GeneRead DNAseq Gene Panel
Handbook 11/2012, com adaptacbes descritas em “Anexo 1” para o kit

GeneRead)
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Ja no sistema HaloPlex™ ocorre a fragmentacdo do DNA da amostra
com enzimas de restricdo e subsequente desnaturacdo. Em seguida, sao
adicionadas  sondas previamente  desenhadas que  hibridizam
especificamente nas sequéncias alvo, formando estruturas circulares de
DNA. As sondas sao biotiniladas e os fragmentos alvo podem ser
recuperados através de beads de estreptavidina magnéticas que separam
somente as sequéncias circulares, as quais contém a regidao alvo. A seguir,
ocorre a reagao de ligacdo, especifica para sequéncias perfeitamente
hibridizadas. Por fim, ocorre a amplificacdo das sequéncias alvo circulares,
fornecendo produtos de amplificacdo enriquecidos e marcados por barcodes
prontos para o sequenciamento. Todas essas etapas foram feitas conforme
o manual do fabricante (HaloPlex Target Enrichment System-ION, versao
D.4, maio 2013)

Apos o preparo da biblioteca pelos diferentes kits apresentados
acima, foi realizada a PCR em emulsdo. Nessa etapa, beads microscopicas
contendo fragmentos de fita simples complementares aos adaptadores
inseridos no preparo de biblioteca sdo adicionadas a uma solucao oleosa,
formando uma emulsao, que também contém os demais reagentes da PCR.
Nessa solugdo, ocorre a formagdo de microgoticulas contendo cada uma
delas idealmente apenas uma bead ligada a uma unica sequéncia de DNA.
Essas goticulas formam o micro-reator onde ocorre a reagao de
amplificagdo, gerando uma bead com centenas de sequéncias fixadas a ela
ao final do processo (Figura 3). Com a finalidade de evitar que mais de um

fragmento de DNA seja inserido em uma mesma bead - gerando beads
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policlonais — € utilizada uma quantidade de beads muito superior a
quantidade de DNA. Assim, grande parte das beads permanece “vazia”
durante a PCR e, portanto, € necessario realizar o enriquecimento das
amostras para selecionar apenas as beads que contém DNA ligado, deste

modo aperfeicoando o desempenho da reagao de sequenciamento.

[PCR em emulsdo
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Anelamento do DNA Emulsificagdo das Amplificagdo clonal Quebra da emulsdo

simples fita a um beads e reagentes dentro dos e enriguecimento
excesso de beads de de PCR nos microreatores das beads
captura microreatores carregadas com
DNA

Fonte: Adaptado de MARDIS (2008)
Figura 3 - Representagao da PCR em emulséo.

3.3 SEQUENCIAMENTO

Para o sequenciamento, utilizamos na fase inicial uma estratégia
combinada entre as plataformas lon PGM Torrent™ da Life Technologies® e
454-GS Junior™ da Roche®. Essa abordagem em paralelo entre as duas
plataformas permite uma validagcdo adjacente das informag¢des encontradas,
bem como uma andlise do desempenho das duas plataformas. Na
plataforma lon PGM Torrent é possivel realizar um sequenciamento com
menor custo, entretanto erros na deteccdo, principalmente de delegdes e

insercdes, sado passiveis de ocorrer. O sequenciamento na plataforma 454-
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GS Junior, embora seja um processo mais oneroso, garante uma maior
confiabilidade na sequéncia gerada. Dessa forma, mutagdes putativas nas
sequéncias detectadas em ambas as plataformas podem ser confirmadas

com grande acuidade.

3.3.1 Sequenciamento de Alto Desempenho na Plataforma lon PGM
Torrent™ (Life Technologies®)

Para o sequenciamento na plataforma lon PGM Torrent™ utilizamos o
lon Sequencing 200 Kit (Life Technologies), de acordo com as
recomendagdes do fabricante, que permite o sequenciamento de fragmentos
de aproximadamente 200 pares de bases. A reacdo de sequenciamento é
feita em chips, lon 314™ |on 316™ e lon 318™ Chips, capazes de gerar
uma quantidade de dados de até 100 Mb, 1GB e 2GB de sequéncias
respectivamente. O sequenciador baseia-se na deteccdo de alteragdes no
pH da solugao para realizar o sequenciamento, uma vez que quando ha a
incorporagdo de uma base, uma molécula de hidrogénio € liberada,

alterando assim, o pH da solucéo.

3.3.2 Sequenciamento de Alto Desempenho na plataforma GS Junior™
(Roche®)

Com a finalidade de evitar custos elevados ao estudo desenvolvemos
um método para adaptar a biblioteca desenhada para o sequenciamento na
plataforma lon PGM Torrent permitindo que ela seja sequenciada na

plataforma 454 GS Junior, evitando assim a necessidade de preparar 2
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bibliotecas para a mesma amostra. A técnica consiste em inserir a sequéncia
dos adaptadores do 454 nas sequéncias contendo adaptadores especificos
do lon PGM Torrent por meio de uma PCR, utilizando-se primers especificos
fusionados: o primer 454A-P1tr contém a sequéncia do adaptador 454-A
seguida de sequéncia complementar ao adaptador lon-P1 e o primer 454B-A
contétm a sequéncia do adaptador 454-B seguida de sequéncia
complementar ao adaptador lon-A (Quadro 1). Apos 8 ciclos de PCR, os
fragmentos preparados inicialmente para sequenciamento na plataforma lon
PGM Torrent podem ser encaminhados para a PCR em emulsdo e serem
sequenciados na plataforma GS Junior (Figura 4).

Quadro 1 - Sequéncia dos primers fusionados adaptados para a plataforma
454 GS Junior

Primer Sequéncia

lon A 5’-ccatctcatccctgegtgtctccgactcag 3’

lon P1 5’-cctctctatgggcagtcggtgat 3’

454 A-P1tr 5’ cgtatcgcecteecctecgegecatcagectetetatgggecagteggtgat 3
454B-A 5’ ctatgcgccttgecageccegctcagecatctcatccctgegtgtectccgactcag 3™

* Os nucleotideos em negrito correspondem a regido de complementariedade dos primers
454 aos adaptadores lon. Os nucleotideos em italico correspondem a sequéncia dos
adaptadores 454 que sao inseridos a biblioteca.

Adaptadores 454 Biblioteca lon Torrent
[E5#A [ionPi]  Sequbnoia o imeresse

Biblioteca 454

- lon-P1 | Seqguéncia de interesse Barcode
Figura 4 - Construcéo de biblioteca para 454 GS Junior adaptada a partir da

+ o+

biblioteca lon Torrent.
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Esse processo permite a reamplificacao dos fragmentos gerados
pelos kits de preparo de biblioteca para o lon com inser¢cdo do adaptador do
454 para posterior sequenciamento e validagcdo de alteragdes constatadas
entre as plataformas. Dessa forma, artefatos das reacbes de
sequenciamento podem ser descartados garantindo boa acuidade dos
dados. Sequenciamos bibliotecas adaptadas de 8 pacientes em uma unica
corrida obtendo uma cobertura média de 180x por paciente, com a
possibilidade de ampliar para 10 pacientes por corrida com profundidade de

cobertura satisfatoria (superior a 100x).

3.3.3 Validagao das alteragoes pontuais

Mutacbes pontuais detectadas em amostras tumorais nos
sequenciadores de nova geracdo foram validadas por sequenciamento
automatico por eletroforese capilar no equipamento ABI 3130 Genetic
Analyser (Applied Biosystems), utilizando-se o método didesoxi com o kit
BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems). Fragmentos correspondentes
as regides com a variante foram amplificados por PCR e aqueles verificados
em banda unica por eletroforese em gel de agarose 1% seguiram para as
reacgdes de purificagdo (Exo-Sap) e sequenciamento (para maiores detalhes
dessa metodologia, ver “Anexos 2-4”). Uma vez confirmada a mutagao no
tecido tumoral, o préoximo passo foi 0o sequenciamento da mesma regiao
empregando-se essa metodologia em amostras de DNA provenientes de
tecido nao neoplasico (leucécitos ou tecido normal adjacente) para

determinagao da origem da mutagéo, somatica ou germinativa.
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3.4 ANALISE DAS SEQUENCIAS

As andlises das sequéncias geradas foram realizadas através do
programa CLC Genomics Workbench 6.5 (CLCBio), que permite analisar
sequéncias provenientes dos equipamentos GS Junior e lon PGM Torrent,
possibilitando analises comparativas das duas plataformas, além da
comparagao com as sequéncias referéncias do gene BRCA1 (U14680). Num
primeiro momento as leituras produzidas pelo sequenciamento sao
carregadas no programa que faz a remocgao das sequéncias (trimagem) dos
adaptadores especificos do lon Torrent e a identificacdo das amostras de
acordo com o barcode presente. Para as bibliotecas adaptadas do lon
Torrent para o 454 GS Junior é necessaria uma etapa extra de remog¢ao dos
adaptadores especificos do 454 antes desse processo. A proxima etapa € o
alinhamento entre as sequéncias obtidas da amostra do paciente e a
sequéncia gendémica disponivel no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), etapa essa que é
chamada mapeamento ou alinhamento (Referéncias U14680 e
NG_005905.2, sequéncias do cDNA e gene completo respectivamente). Em
seguida é feita a busca de alteragbes, sendo as principais variagoes
esperadas as alteragdes de base, promovendo alteracdo de aminoacido, e
insercdes ou delecgdes, que alteram o quadro de leitura. Para a chamada de
variantes foram utilizadas regides do gene representadas por pelos menos

20 leituras, sendo que a variante deveria corresponder a pelo menos 5% das
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leituras para aquela posi¢céo, bem como estar representadas em leituras das
2 direcoes.

Recentemente, a Life Technologies® langou o software lon Reporter
4.2™ o qual inclui algoritmos para chamada de variantes otimizados para
sequéncias produzidas a partir da tecnologia lon Torrent. Uma das
vantagens seria o aperfeicoamento das analises para fins diagnésticos,
diminuindo a dificuldade de interpretacido dos dados, principalmente para
laboratoérios de que executam testes genéticos. Com a finalidade de testar a
confiabilidade desse software comparamos as analises feitas no CLC
Genomics Workbench com as geradas no lon Reporter, analisando a
concordancia entre as chamadas de variantes executadas para o gene
BRCA1 e levando em consideragao aspectos como rapidez, sensibilidade e

especificidade, além de uma interface amigavel.

3.5 ANALISE DE CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E

CLINICAS

Os dados referentes ao status mutacional das pacientes foram
correlacionados com as caracteristicas clinico-patolégicas das pacientes e
seus tumores segundo os seguintes critérios: idade, historia familiar,
tamanho do tumor, numero de linfonodos axilares acometidos, invasao
vascular, linfatica e perineural, grau nuclear, grau histolégico de Scarff-
Bloom-Richardson (SBR), TNM (Tumor-No6dulo-Metastase), além das

citoceratinas 5, 6 e 14, expressao de EGFR, e status de p53 e p63.
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As pacientes também foram avaliadas quanto a presenca de recidiva
e metastase, realizando-se a analise de sobrevida global (intervalo entre o
diagndstico patolégico e a ocorréncia de o6bito por qualquer causa - as
pacientes vivas foram censoradas no ultimo seguimento) e sobrevida livre de
recorréncia (intervalo entre diagndstico patoldgico e ocorréncia de recidiva
locorregional ou a distancia - as pacientes que faleceram sem recorréncia
foram censoradas no ultimo seguimento), sendo que as pacientes com
metastase ao diagnéstico foram analisadas separadamente, avaliando-se
sobrevida livre de progressdo em substituicdo a sobrevida livre de
recorréncia (intervalo entre o diagndstico da metastase e a ocorréncia de
morte por qualquer causa ou progressao de doenga - as pacientes vivas e
sem progressao de doenga foram censoradas no ultimo seguimento). Com a
colaboracédo do Dr. Vladmir Claudio Cordeiro de Lima, do departamento de
Oncologia Clinica, analisamos, ainda, o tipo de terapia adotada, como
quimioterapia adjuvante ou neoadjuvante e radioterapia.

Para o teste de associagao entre variaveis categéricas foi utilizado o
método estatistico X? ou teste exato de Fischer. As curvas de sobrevida
foram calculadas conforme método de Kaplan-Meier, utilizando o teste de
Log-rank para avaliagdo do impacto das varidveis analisadas nas
sobrevidas. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos

quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

41 SELEGAO DE AMOSTRAS

Na etapa de busca de amostras tumorais identificamos 131 tumores
de mama do subtipo triplo-negativo dentre as 1620 amostras de tumores de
mama do A.C.Camargo Cancer Center pesquisadas, sendo portanto
considerado um estudo com amostras de conveniéncia de uma unica
instituicdo. As amostra sao referentes as pacientes diagnosticadas entre os
anos de 2000-2014. Amostras cujas pacientes foram inicialmente
diagnosticadas em outros servigcos oncologicos, suas biopsias foram
analisadas em relacdo a morfologia e classificagdo imunofenotipica no
departamento de Anatomia Patolégica no A.C.Camargo Cancer Center,
como parte da rotina da instituicdo. Sendo assim, vieses relacionados a
diferencas de protocolos e analise dos ensaios de imuno-histoquimica foram
minimizados, pois todos os casos foram analisados conforme o padrdo do
departamento. A figura 5 ilustra a selegdo das amostras que foram incluidas

nesse estudo.
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[ Biobanco —A.C.Camargo Cancer Center ]

Busca por “cid10-c30° (neoplasia
malignada mamay), “*tumor primaric”,
“DNA" e “tecido congelado®

Amostras identificadas

(n= 1620)
- Checagem dos
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umvzooo e H1C) j | (n=1489) i
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-HER - [HQ 0+/1+ ou 2+; FISH<2,2

Figura 5 - Selecédo das amostras incluidas no estudo. Foram incluidas amostras

cujos laudos anatomopatolégicos indicavam 0% de marcagéo das células neoplasicas para
receptores de estrogeno (ER) e progesterona (PR) e marcacdo para HER2 indicada como
score 0+ ou 1+. Casos com score 2+ foram incluidos quando o teste por FISH mostrou uma

razdo <2,2. Todos os casos foram encaminhados para revisao por patologista da area.

A Tabela 1 representa a caracterizagdo da casuistica de acordo com

as variaveis clinicas e demograficas das pacientes incluidas nesse estudo.

Tabela 1 - Caracterizagao clinico-demografica das pacientes com tumor
imunofendtipo triplo-negativo

Variavel N %

Tipo Histoloégico

CDI 101 77,1%
CLI 4 3,1%
Medular 14 10,7%
Metaplasico 6 4,6%
Outro 6 4,6%
Idade

<40 anos 32 24,4%
>40 e <50 39 29,8%

> 50 anos 60 45,8%




Cont/Tabela 1

Variavel N %
Histérico Familiar

Positivo 33 34,4%
Negativo 63 65,6%
NA 35

Cor

branca 70 82,4%
ndo-branca 15 17,6%
NA 46

Grau SBR

3 109 86,5%
<3 17 13,5%
NA 5

Grau Nuclear

3 122 95,3%
<3 6 4,7%
NA 3

Tamanho do tumor

<2cm 33 26,2%
>2e<5cm 74 58,7%
>5cm 19 15,1%
NA 5
Acometimento linfonodal

Negativo 56 44,8%
Positivo 69 55,2%
NA 6

Invasdo vascular sanguinea

Presente 6 4,7%
Ausente 123 95,3%
NA 2

Invasao vascular linfatica

Presente 37 28,7%
Ausente 92 71,3%
NA 2

Invasao perineural

Presente 19 14,8%
Ausente 109 85,2%
NA 3

Necrose

Presente 93 73,8%
Ausente 33 26,2%
NA 5
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Cont/Tabela 1

Variavel N %
Infiltrado Inflamatério

Ausente ou discreto 50 38,8%
Moderado 51 39,5%
Intenso 28 21,7%
NA 2
Desmoplasia

Ausente ou discreta 30 23,6%
Moderada 66 52,0%
Intensa 31 24,4%
NA 4

IHQ p53

Positivo 78 71,6%
Negativo 31 28,4%
NA 22

IHQ ki-67

<15 5 6,2%
215 76 93,8%
NA 50

IHQ EGFR

Positivo 39 56,5%
Negativo 30 43,5%
NA 62

IHQ ck5

Positivo 70 70,7%
Negativo 29 29,3%
NA 32

IHQ ck14

Positivo 40 48,2%
Negativo 43 51,8%
NA 48

IHQ p63

Positivo 23 28,4%
Negativo 58 71,6%
NA 50
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4.2 METODOS DE TARGET SEQUENCING

Inicialmente foi realizada uma avaliagdo da acuidade do
sequenciamento paralelo, usando as plataformas lon PGM Torrent (Life
Technologies) e 454-GS Junior (Roche) usando amostras previamente
testadas para BRCA1 pelo método de eletroforese capilar em outro estudo
do grupo (MIC 146 e MJ 2021), além de novas amostras. Construiu-se a
biblioteca para 8 amostras (incluindo as 2 previamente testadas) usando o
kit Ampliseq para sequenciamento no lon PGM Torrent e com posterior
insercdo de adaptadores do 454 nessa biblioteca, conforme ja citado
anteriormente, para sequenciamento no 454 GS Junior. Os dados
encontram-se esquematizados na Tabela 2. Em ambas as plataformas a
cobertura da regido alvo foi de 100% para todas as amostras com uma
profundidade média de 180x no 454 e 1380x no PGM. Todas as alteracdes
identificadas nas amostras rastreadas por sequenciamento capilar foram
também reportadas por ambas plataformas de sequenciamento massivo
paralelo. As variantes detectadas em amostras sequenciadas pela primeira
vez também foram detectadas pelos dois sequenciadores. A plataforma 454
GS Junior apresentou menos erros de sequenciamento, porém com menor
cobertura comparada ao lon PGM Torrent. (Figura 6). Visto que a
capacidade de geragao de sequéncias no 454 GS Junior € menor com um
custo maior por corrida optou-se por utilizar nesse trabalho a plataforma lon
PGM Torrent, que produz uma maior quantidade de dados a precos

menores, e, mesmo sendo mais propensa a pequenos erros de
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sequenciamento, principalmente insercbes e delegbes, com o0s
aprimoramentos que foram realizados nos algoritmos de chamada de

variantes, as versdes atuais geram resultados com excelente qualidade.

Tabela 2 - Comparacao entre as plataformas de sequenciamento massivo
paralelo 454 GS Junior e lon PGM Torrent

454 GS Junior lon PGM Torrent

Concordéncia
Cobertura  N° de variantes Cobertura N° de variantes L

Amostra entre técnicas®

média obtida identificadas média obtida identificadas

MIC 146 157x 8 1541x 8 100%
MJ 2021 190x 10 1513x 10 100%
MIC 175 190x 7 1551x 7 100%
MIC177 213x 9 1684x 9 100%
MIC 180 183x 7 1205x 7 100%
MIC 183 178x 7 1249x 7 100%
MIC 189 129x 7 835x 7 100%
MIC 224 196x 9 1470x 9 100%
TOTAL 179,5x 64 1381x 64 100%

* Concordancia entre as variantes identificadas utilizando as plataformas de sequenciamento 454
GS Junior e lon PGM Torrent. Para as amostras MIC 146 e MJ 2021 a concordancia levou em
conta também a identificacdo de variantes por sequenciamento capilar.
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TCAC-AGGGTCC -TTTATG-" C--A-G-|8G-T-CC-T-TT-4
TCAC-AGGGTCC-TTTATG-" +C--A-G-BG-T-CC-T-TT-4
TCAC-AGGGTCC-TTTATG-" .C--A-G-MG-T-CC-T-TT-£
TCAC-AGGGTCC -TTTATG-" .C--A-G-BG-T-CC-T-TT-£
TCAC-AGGGTCC-TTTATG -~ .C--A-G-GG-T-CC-T-TT-£
TCAC-AGGGTCC-TTTATG-" .C--A-G-GBG-T-CC-T-TT-£

A B

Figura 6 - Representacdo do alinhamento das sequencias referentes a
amostra MJ 2021 ressaltando a regidao da mutagcédo deletéria c.300T>G;

p.C61G. (A) Sequéncias geradas pelo sequenciador 454 GS Junior. Variante foi reportada
em 46,8% das reads. (B) Sequéncias geradas pelo sequenciador lon PGM Torrent. Variante
reportada em 49,9% das reads.

Assim os resultados mostraram que as duas plataformas geraram
resultados confiaveis e poderiam ser utilizadas para rastreamento de
BRCAT1.

O segundo passo foi a analise das diferentes abordagens de Target
sequencing a partir dos 3 kits disponiveis comercialmente (Ampliseq,
GeneRead e Haloplex). Para isso, analisamos aspectos como porcentagem
de cobertura das regides alvo e dificuldade no preparo da biblioteca, levando
em consideragao a rapidez e quantidade de etapas do protocolo. Foram
preparadas bibliotecas de 8 pacientes com o kit Ampliseq; 12 com o
Generead e 11 com o kit Haloplex, para essa analise preliminar. As
amostras foram sequenciadas até uma profundidade média de 1000x. O kit

Ampliseq da Life Technologies demonstrou ser o mais adequado as
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necessidades do projeto, mostrando uma boa cobertura de toda a regidao
codificante do gene BRCA1, com um bom custo-beneficio e, portanto, foi
escolhido como o método de preparo de biblioteca utilizado para o restante
das amostras. A Tabela 3 mostra a comparagao entre as diferentes
estratégias. Vale notar que o painel Haloplex foi desenhado de forma a
cobrir 17 genes relacionados a Sindrome de Cancer de Mama e Ovario
Hereditario (ATM, BRCA1, BRCA2, CDKN2A, CHEK2, CTNNB1, CDH1,
BRIP1, MLH1, MSH2, MSH6, NBN, PALB2, PTEN, RAD50, RAD51, TP53).
A maior quantidade de DNA inicial necessaria para esse kit se deve ao maior
numero de alvos contemplados em comparagao ao outros (Ampliseq e
Generead), os quais foram desenhados apenas para os genes BRCAT e

BRCA2.

Tabela 3 - Comparacgao das abordagens de Target Sequencing

Quantidade Rapidez e

. Cobertura Cobertura L Custo por
Principio da inicial de menor
Método oo esperadada  obtida da . amostra
técnica . . DNA por quantidade de
regido alvo  regiao alvo (US$)*
amostra etapas
Ampliseq PCR Multiplex 100% 100% 30ng > 103,38
Generead PCR Multiplex 95,33% 95,33% 80ng ** 132,18
Captura por
Haloplex 100% 100% 225ng * 220,52
sondas

* Valores na cotados na época da compra os kits (2012/2013). Maiores informac¢des em
Anexos
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4.3 CLASSIFICAGAO E PREVALENCIA DE MUTAGAO EM

BRCA1l

As sequéncias obtidas foram avaliadas nos softwares CLCBio
Genomics Workbench 6.5 e lonReporter 4.0 e 4.2. As amostras que néao
apresentaram variagdes na sequéncia de nucleotideos em comparagao com
a sequéncia referéncia ou apresentaram variagdes sem substituicado de
aminoacidos foram classificadas como selvagem. As variagbes do tipo
missense, que levam a substituicido de aminoacidos, foram submetidas ao
banco de dados do Breast  Information Core (BIC -
http://research.nhgri.nih.gov/bic) e classificadas como selvagens (aquelas
classificadas como “sem importancia clinica”) ou como patogénicas (aquelas
classificadas como “clinicamente importante”). As variantes n&do descritas
e/ou de significancia clinica desconhecida no BIC foram submetidas ao
banco de dados LOVD-IARC para a classificagdo segundo este banco.
Variantes nivel 1 e 2 foram classificadas como selvagens e as indicadas
como niveis 4 e 5 nesse banco classificadas como mutagdes patogénicas.
As alteracdes de nucleotideos do tipo missense nao descritas no LOVD-
IARC ou aquelas classificadas como nivel 3 foram categorizadas como
Variantes de Significancia Incerta (VSI). Alteragdes do tipo insergéo, delegcao
ou substituicdo de nucleotideo que resultaram em cédon de terminacao
prematuro antes do aminoacido 1853 foram classificadas como patogénicas.
Alteracbes em sitios de splice também foram consideradas patogénicas. Os

critérios utilizados para classificar as alteracbes observadas foram os
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mesmos descritos em outros trabalhos do grupo (CARRARO et al. 2013).
A Tabela 4 relaciona o status do gene BRCA1 nas amostras testadas

(ver tabela em “Anexo 5” para maiores detalhes).

Tabela 4 - Status de mutagao de pacientes portadoras de tumores de mama
imunofendtipo triplo-negativo

L Idade ao . Cobertura média obtida
Identificagdo . L. Status/origem
diagndstico (lon PGM Torrent)

4956 66 Selvagem 407
5228 56 Selvagem 453
17755 54 Selvagem 737
17791 51 VSI (2641G>A; p.R841Q) - Germinativa 1532
18030 87 Selvagem 813
19064 58 Selvagem 439
19088 42 Selvagem 481

M7 40 Selvagem 1810
M15 46 Selvagem 625

M32 34 Selvagem 639
M255 73 Selvagem 1287
M256 37 Mutada (c.120A>G; p.M1V) - Germinativa 1091
M257 60 Selvagem 886
M259 54 Selvagem 1549
M260 57 Selvagem 976
M261 69 Selvagem 1037
M262 81 Selvagem 1131
M263 65 Selvagem 1460
M264 57 Selvagem 791
M265 44 Selvagem 1114
M266 54 Selvagem 1554
M267 63 Selvagem 772
M268 59 VSI (c.3475C>G; p.T1119S) - Germinativa 1402
M269 29 Selvagem 1519
M274 35 Selvagem 1351
M275 36 Selvagem 683
M276 40 Mutado (c.300T>G; p.C61G) - Germinativa 1009
M277 45 Selvagem 849
M278 41 Selvagem 696

Mutado (c.1242delC; p.Leu375fs/

M280 36 882

1243T>A; p.Leu375GIn) - Germinativa
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Cont/ Tabela 4

Identificagio Idade ao Status/origem Cobertura média obtida
diagnédstico (lon PGM Torrent)
M281 32 Selvagem 811
M282 38 Mutado (c.2524d.eIT(.3; p. V801fs) - 924
Germinativa
M283 42 Selvagem 428
M284 44 Selvagem 968
M285 36 Mutado (c.56220>T; p.Arg1835*) - 605
Somatica
M286 39 Selvagem 630
M287 44 Mutado (4302C?T; P'G|”1395*) - 1681
Germinativa
M288 35 Selvagem 3523
M290 31 Selvagem 1488
M291 50 Selvagem 1293
M292 34 Mutado (c..421 5+1 G>A; sp'lice donor 448
variant) - Germinativa
M293 47 Selvagem 463
M298 38 Selvagem 1147
M299 38 Selvagem 1135
M300 41 Selvagem 1013
M302 61 Selvagem 1058
M303 41 Mutado (c.46036>.T; p.Arg1495Met) - 1057
Germinativa
M304 70 Selvagem 1243
M305 42 Mutado (c.330A>Q; p.Arg71Gly) - 1221
Somatica
M308 59 Selvagem 1066
M309 64 Selvagem 504
M310 46 Selvagem 2368
M311 51 Selvagem 572
M312 48 Selvagem 1076
M313 30 Selvagem 1038
M314 87 Selvagem 952
M315 58 Mutado (c.808del/—\.GA.C; p.Glu230fs) - 690
Germinativa
M316 62 Selvagem 1181
M319 48 Selvagem 616
M320 65 Selvagem 1587
M321 78 Selvagem 419
M322 83 Selvagem 3136
M323 77 Selvagem 2626
M324 52 Selvagem 2670
M325 32 Selvagem 1367

M326 30 Selvagem 1454
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Cont/ Tabela 4

. . Idade ao . Cobertura média obtida
Identificagao . Lo Status/origem
diagnéstico (lon PGM Torrent)
M340T 75 Selvagem 1280
M341T 76 Selvagem 1379
M343T 39 Selvagem 1534
M344T 65 Selvagem 1618
M345T 67 Selvagem 1220
M346T 79 Selvagem 1474
M347T 44 Selvagem 1435
M348T 46 Selvagem 1242
M349T 35 Selvagem 935,9
M350T 44 Selvagem 1004
M351T 47 Selvagem 1459
M352T 52 Selvagem 1020
Mutado (c.300T>G; p.Cys61Gly) -
M355T 43 - 756,7
Germinativa
M356T 48 Selvagem 1231
M357T 36 Selvagem 1587
M358T 47 Selvagem 1198
M360T 70 Selvagem 1870
M361T 73 Selvagem 2141
M362T 42 Selvagem 2382
M363T 77 Selvagem 2579
M364T 50 Selvagem 2334
M365T 50 Selvagem 336,8
M366T 34 Selvagem 1983
M367T 56 Selvagem 2391
M368T 79 Selvagem 2550
M369T 50 Mutado (c.5382insC; p.Ser1755fs) b 3203
VSI (c.5227A>G; p.Tyr1703Cys) -
M370T 48 o 2868
Germinativa
M371T 70 Selvagem 2424
M372T 54 Selvagem 919,3
M373T 44 Selvagem 2505
M374T 56 Selvagem 2959
M376T 70 Selvagem 2357
M377T 46 Selvagem 1185
M378T 65 Selvagem 1176
M379T 32 Selvagem 1062
M380T 51 Selvagem 1178
M381T 83 Selvagem 1096
M382T 39 Selvagem 1026
M384T 51 Selvagem 1202
M385T 33 Selvagem 1159

M386T 49 Selvagem 1085
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Cont/ Tabela 4
. . Idade ao . Cobertura média obtida
Identificagao . Lo Status/origem
diagnéstico (lon PGM Torrent)
MIC20 50 Selvagem 570
MIC21 43 Selvagem 534
MIC25 54 Selvagem 645
MIC68 47 Selvagem 661
MIC82 51 Selvagem 4358
MIC134 37 Selvagem 439
MIC137T 44 Selvagem 1152
MIC141T 61 Selvagem 1225
MIC142 58 Selvagem 616
VSI (c.3942A>G; p.lle1275Val) -
MIC144T 64 o 1182
Germinativa
MIC146 2 18 Selvagem 1541
MIC175 41 Selvagem 1551
MIC177 43 Selvagem 1684
MIC180 64 Selvagem 1205
MIC183 40 Selvagem 1249
MIC185 52 Selvagem 1279
MIC189 53 Selvagem 835
MIC191 48 Selvagem 473
MIC218 71 Selvagem 1099
MIC224 47 Selvagem 1470
MIC228 64 Selvagem 649
MIC234 56 Mutado (c.307T>A; p.L63*) - Germinativa 1132
MJ2021 @ 27 Mutado (c.300T>G; p.C61G) - Germinativa 1513
Mutado (c.4406C>A; p.T1429%) -
SM95 40 o 2887
Germinativa

@ pacientes avaliadas previamente em outro estudo por sequenciamento capilar e utilizadas
como controle de detecgao de variantes por métodos de Target Sequencing nesse trabalho.
® paciente sem amostra de DNA de tecido ndo-neoplasico disponivel, portanto ndo sendo
possivel determinar origem da mutagéo.

A Figura 7 ilustra o status dos tumores nas pacientes segundo a
classificagao proposta. Grande parte dos tumores testados para mutacdes
em BRCA1 (85,5% - 112/131) foi classificada como selvagem, enquanto que
15 pacientes (11,45% - 15/131) eram portadoras de tumores com mutag¢des

patogénicas e em apenas 4 (3,05% - 4/131) foi constatada uma Variante de

Significado Incerto (VSI). A analise de origem da mutacdo mostrou que,
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entre as 15 amostras TN mutadas, doze (85,7% - 12/14) dessas pacientes
eram também portadoras de mutacdo germinativa em BRCA1, duas delas
(14,3% - 2/14) portadoras de mutagdo somatica e para apenas 1 a origem da
mutacdo nao pode ser determinada, por ndo existir amostra de DNA nao
neoplasico ou mesmo tecido e/ou sangue no biobanco do ACCCC. Além
disso, todas as VSI (4/4) foram também classificadas como germinativas.

A média de idade ao diagnédstico das pacientes portadoras de
tumores TN BRCA7-mutados foi de 41 anos, enquanto que para aquelas
diagnosticadas com tumores TN BRCA7-selvagem essa média foi de 53
anos. Para as pacientes cujos tumores apresentaram uma VS| a média de

idade ao diagnostico foi de 56 anos.

Prevaléncia de Mutacéo no gene BRCA1
em tumores triplo-negativos de mama

100,00%
90,00%
80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -

ig,ggz;o . 11,45% 3,05%
) 0 7

0,00% - kggg] _——,

Selvagem BRCA1-mutado VSI

85,50%

Figura 7 - Prevaléncia de mutacdo no gene BRCA71 em tumores
imunofendtipo triplo-negativo.
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A Figura 8 relaciona a localizagcdo das mutagdes patogénicas em
relagdo aos dominios da proteina BRCA1. Os pontos verdes representam
mutagbes patogénicas missense, que alteram um Unico aminoacido.
Mutagbes que determinam uma proteina truncada (insercbes e deleg¢des
com alteracdo da matriz de leitura ou troca de nucleotideo com geragao de
cédon de parada prematuro) estdo representadas pelos pontos vermelhos e
o0 ponto cinza ilustra uma alteracdo do tipo splice-site. A mutacdo mais
frequentemente encontrada foi a ¢.300T>G; p.C61G, detectada em 3 (20% -

3/15) pacientes. As demais mutacdes foram reportadas apenas uma vez.

BRCA1 o816

# Mutations

0 400 800 1200 1600 1863 aa

Figura 8 - Representacdo esquematica da proteina BRCA1 e das alteragdes

patogénicas encontradas nesse estudo. O retangulo verde representa o dominio
amino-terminal RING (Zn-finger); em vermelho, o dominio rico em serina associado a BRCT;
o dominio Ethylene Insensitive 3, representado em azul e os dois dominios BRCT c-terminal
esquematizados em amarelo. Ponto verde = mutagédo patogénica do tipo missense; Ponto
vermelho = mutagcédo patogénica que determina uma proteina truncada (insergéo, delecao
ou alteracdo missense com inser¢ao de cédon de parada prematuro); Ponto cinza =
mutacao patogénica do tipo splice-site. (http://www.cbioportal.org/public-

portal/mutation_mapper.jsp)
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4.4 VARIAVEIS CLINICAS E DEMOGRAFICAS

Para os 131 casos de tumores TN inclusos nesse estudo a idade ao
diagnostico variou de 18 a 87 anos com uma média de 51 anos, dado que é
similar aos achados do METABRIC (Molecular Taxonomy of Breast Cancer
International Consortium) para pacientes TN, que foi de 52,7 anos
(p=0,2477), e menor do que a idade média de 54,2 anos (p=0,027),
reportados pelo TCGA (The Cancer Genome Atlas Network), ambos,
projetos colaborativos internacionais com grande casuistica de tumores de
mama (STEPHENS et al. 2012; The Cancer Genome Atlas Network et al.
2012). Quando analisada a distribuicdo da idade em relagdo ao status de
mutacdo em BRCA1, observou-se que os tumores mutados em BRCAT1
foram diagnosticados em idade mais jovem (41 anos) quando comparados
aqueles classificados como selvagem (53 anos) (teste de Mann-Whitney
p=0,0028), com uma maior propor¢ao deles diagnosticados abaixo dos 40
anos (53,3% mutados vs 21,4% selvagens - teste qui-quadrado, p=0,0101).
A Figura 9 ilustra a distribuicdo da idade ao diagnostico das portadoras de
tumor TN com relagdo ao status de mutacdo em BRCA1 nessas amostras.
Além disso, se analisarmos somente os tumores TN diagnosticados até os
40 anos observamos uma propor¢do de 25% (8/32) deles como sendo
BRCA1-mutados. Por outro lado, entre os diagnosticados apds os 40 anos
apenas 7,4% (7/95) apresentaram mutagcdo nesse gene, indicando
fortemente que diagnostico de tumor TN em idade jovem € um fator de risco

para presenca de mutacéo patogénica germinativa em BRCA1.
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Figura 9 - Distribuicdo da idade ao diagndstico das portadoras de tumor TN.
A) Distribuicéo de idade ao diagnodstico entre as pacientes TN BRCA7-mutados e BRCA1-
selvagens. (Teste de Mann-Whitney, p=0,0022); B) Propor¢do de tumores TN
diagnosticados em cada faixa etaria de acordo com o status de mutagdo em BRCAT (Teste
qui-quadrado p<0,0001); C) Taxa de mutagcdo em BRCA1 em tumores TN em diferentes
faixas etarias.

Ainda, para os tumores BRCA1-mutados foi mais frequente a historia
de casos de cancer de mama na familia (p=0.0008) nessas pacientes que
em relagcdo aos selvagens. Se, entdo, analisadas as pacientes
diagnosticadas antes dos 40 anos e que reportaram algum caso de cancer
de mama na familia tem-se que 60% (6/10) delas apresentaram tumores
BRCA1-mutados. Por outro lado, essa taxa € bem menor (21,7% — 5/23) se

avaliadas as pacientes com mais de 40 anos e caso de cancer de mama na

familia, como mostra a figura 10.
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Idade e historia familiar
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Figura 10 - Taxa de tumores com mutacdo em BRCA71 em mulheres
diagnosticadas com 40 anos ou menos e com historico familiar de cancer de
mama.

As demais variaveis apresentaram variagdes sem significancia
estatistica quando comparada ao status de mutacédo em BRCA17. A Tabela 5

apresenta a associacao entre status de mutacdo em BRCA1 nos tumores TN

e as caracteristicas clinicas e demograficas.

Tabela 5 - Caracteristicas clinicas e demograficas de pacientes com tumores
de imunofendtipo triplo-negativo de acordo com a presenga de mutagdo no
gene BRCAT1.

valor (X%
Varidvel BRCA1-mutadas BRCA1-Selvagens pFischér)
N 1% —% N % —%
Tipo Histolégico
CDI 12 (80%)  (12%) 85 (76%) (88%) (p = 1,000)
Outro 3 (20%) (10%) 27 (24%) (90%)
Histoérico Familiar
Positivo 11 (73%)  (34%) 21 (26%) (66%) (p = 0,0008)*
Negativo 4 (27%) (6%) 61 (74%) (94%)
NA 30
Idade
< 40 anos 8 (53%) (25%) 24 (21%) (75%) (p=0,0101)*

> 40 anos 7 (47%) (%) 88 (79%) (93%)
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. . p valor (X3
Variavel BRCA1-mutadas BRCA1-Selvagens Fischer)
Grau SBR
<3 0 (0%) (0%) 17 (16%) (100%) (p=0,2139)
3 14 (100%) (13%) 91 (84%) (87%)
NA 1 2
Grau Nuclear
<3 0 (0%) (0%) 7 (6%) (1%) (p =0,5971)
3 15 (100%) (13%) 103 (94%) (87%)
NA 4
Tamanho do tumor
<2cm 4 (27%) (12%) 30 (28%) (88%) (p=0,6115)
>2e<5cm 10 (67%) (14%) 61 (56%) (86%)
>5cm 1 (6%) (6%) 17 (16%) (94%)
NA 4
Acometimento linfonodal
Negativo 5 (33%) (9%) 49 46% (91%) (p = 0,4140)
Positivo 10 (67%) (15%) 57 54% (85%)
NA 6
Invasao vascular
sanguinea
Presente 1 (7%) (0,2%) 4 (4%) (0,8%) (p =0,4781)
Ausente 14 (93%) (12%) 106 (96%) (88%)
NA 2
Invasao vascular
linfatica
Presente 2 (13%) (6%) 32 29% (94%) (p = 0,3523)
Ausente 13 (87%) (14%) 78 71% (86%)
NA 2
Invasao perineural
Presente 3 (20%) (17%) 15 (14%) (83%) (p = 0,4562)
Ausente 12 (80%) (11%) 94 (86%) (89%)
NA 3
Necrose
Presente 12 (80%) (13%) 78 (73%) (87%) (p =0,7570)
Ausente 3 (20%) (9%) 29 (27%) (91%)
NA 5
Infiltrado Inflamatorio
Discreto ou moderado 12 (80%) (12%) 85 (77%) (88%) (p = 1,000)
Intenso 3 (20%) (11%) 25 23%) (89%)
NA 2
Desmoplasia
Discreta ou moderada 12 (80%) (13%) 83 (76%) (87%) (p = 1,000)
Intensa 3 (20%) (10%) 26 (24%) (90%)
NA 3
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5 BRCA1-mutadas BRCA1-Selvagens p valor (X
Variavel Fischer)
IHQ p53
Positivo 8 (57%) (11%) 67 (73%) (89%) (p =0,3431)
Negativo 6 (43%) (19%) 25 (27%) (81%)

NA 1 20

IHQ ki-67

<15 0 (0%)  (0%) 5 (7%) (100%) (p = 1,000)
>15 11 (100%) (15%) 63 (93%) (85%)

NA 4 44

IHQ EGFR

Positivo 5 (46%) (14%) 32 (57%) (86%) (p = 0,5226)
Negativo 6 (54%) (20%) 24 (43%) (80%)

NA 4 56

IHQ ck5

Positivo 10 (83%) (14%) 60 (72%) (86%) (p = 0,5079)
Negativo 2 (17%)  (8%) 23 (28%) (92%)

NA 3 29

IHQ ck14

Positivo 6 (54%) (15%) 34 (49%) (85%) (p = 1,000)
Negativo 5 (46%) (13%) 35 (51%) (87%)

NA 4 43

IHQ p63

Positivo 4 (40,0%) (17%) 19 (27%) (83%) (p = 0,4655)
Negativo 6 (60,0%) (11%) 50 (73%) (89%)

NA 5 43

CDI= Carcinoma ductal invasivo; NA= ndo avaliado; Grau SBR= grau histolégico de Scarff-

Bloom-Richardson;

variante de significado incerto foram excluidas dessas analises.

4.4.1 Analise de sobrevida

IHQ= imuno-histoquimica. Pacientes cujos tumores apresentaram

Foi observada uma tendéncia de melhor sobrevida global em 5 anos

para as pacientes cujos tumores apresentavam mutagdo em BRCAT,

independente da origem germinativa ou somatica, quando comparadas com

pacientes com tumores TN sem mutacdo em BRCAT7, entretanto essa

diferenca nao foi estatisticamente significativa (p=0,4017) (Figura 11).
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Figura 11- Sobrevida global em 5 anos (60 meses). Comparagéo entre pacientes

portadoras de tumor imunofendtipo triplo-negativo mutados em BRCAT e selvagens (log-
rank; p=0,4017).

Da mesma forma observou-se uma tendéncia de melhor sobrevida
livre de recorréncia em 5 anos para as pacientes com tumores BRCA1-
mutados quando comparadas com BRCA7-selvagens, porém sem

significancia estatistica (p=0,4250) (Figura 12).
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Figura 12 - Sobrevida livre de recorréncia em 5 anos (60 meses). Comparagéo
entre pacientes portadoras de tumor imunofenétipo triplo-negativo com mutagao em BRCA1

e selvagens (log-rank; p=0,4250).
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Observou-se que o tratamento baseado em antraciclinas (com ou sem
adicao de taxanos), constituiu a principal linha de tratamento tanto para as
pacientes portadoras de tumores BRCA17-mutados (100%) quanto para os
selvagens (90,7%). Entre as 15 pacientes portadoras de tumores com
mutacdo em BRCA1, seis (40%) receberam tratamento quimioterapico pré-
operatério e as 9 restantes (60%) receberam quimioterapia adjuvante. Ja
para as 100 portadoras de tumores selvagens para as quais havia
informacgao sobre esquema de tratamento, vinte e sete (27%) foram tratadas
com quimioterapia neoadjuvante e 73 (73%) com quimioterapia adjuvante.
Nao houve diferengca na indicacdo de quimioterapia adjuvante versus
neoadjuvante entre as pacientes portadoras de tumores BRCA7-mutados e
BRCA1-selvagens (teste exato de Fischer, p=0.3656).

Comparou-se, entdo, a sobrevida global e a sobrevida livre de
recorréncia para as pacientes com tumores BRCA7-mutados e selvagens
tratadas pré- ou pds-cirurgia e ndo foi constatada diferenga na sobrevida
entre os dois grupos de pacientes (Figuras 13 e 14).

Demais tratamentos diferentes do esquema baseado em antraciclinas
em combinagdo ou nao com taxanos nao foram analisados devido ao
numero limitado de pacientes com tratamento diferente desses esquemas, o
que inviabiliza o tratamento estatistico. Da mesma forma, nao foram
consideradas pacientes metastaticas ao diagndstico para as analises de

sobrevida.



57

Sobrevida Global em 5 anos

© 1+ BRCA1-Mutado (QT adjuvante)
AN bosesbecsckbicbesdst L BRCAI1-Sehagens (QT adjuvante)
£
H
A s %

£
)
£ 80 p=0,3180
(-]
(L)
2

70 T T T

0 20 40 60
Meses
Sobrevida Global em 5 anos

m

o

= 100

E + 4+ BRCA1-mutado QT neoadjuvante

o 754 H —— BRCA1-selvagem QT neoadjuvante

B @ tedaslonansndasid

=

E 504

1]

=]

1

S 259 p=0.2676

2

[=]

o 0 T T

0 20 40 60
Meses

Figura 13 - Curva de sobrevida global em cinco anos em pacientes
portadoras de tumor TN. A) Curva de sobrevida comparando pacientes com tumores
BRCA1-mutados vs BRCA7-selvagem tratadas com quimioterapia adjuvante (log-rank;
p=0,3189). B) Curva de sobrevida comparando pacientes com tumores BRCA1-mutados vs
BRCA1-selvagens tratadas com quimioterapia neoadjuvante (log-rank; p=0,2676)
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Figura 14 - Curva de sobrevida livre de recorréncia em cinco anos em

pacientes portadoras de tumor TN. A) Curva de sobrevida comparando pacientes

com tumores BRCA1-mutados vs BRCA17-selvagem tratadas com quimioterapia adjuvante
(log-rank; p=0,5221). B) Curva de sobrevida comparando pacientes com tumores BRCA1-
mutados vs BRCAT7-selvagens tratadas com quimioterapia neoadjuvante (log-rank;
p=0,3701).

E interessante reforcar que, ainda que nenhuma das comparacdes de
sobrevida em grupos TN mutados e ndo mutados em BRCA7 tenha
apresentado diferenca significante, uma tendéncia de maior sobrevida nas
pacientes com TN BRCA 7-mutado foi observada.

A indicagado do tratamento neoadjuvante mostrou associagdo com as

variaveis clinicas idade, dimensdo do tumor e estadio clinico. Pacientes
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diagnosticadas em idade jovem, portadoras de tumores de tamanho
aumentado e aquelas em estadio clinico avangado (lll/IV) foram mais
propensas a receber tratamento neoadjuvante (p=0,0236; p=0,0081;
p<0,0001; respectivamente). Nado houve associagdo entre prescricdo de
tratamento pré-cirurgia e comprometimento de linfonodo e presenca de

mutagcdo em BRCA1 (p=0,1503 e p=0,3656; respectivamente).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a prevaléncia de
mutacdo em BRCA1 nos tumores triplo-negativos (TN) da mama, que séo
caracterizados pela auséncia de expressédo dos receptores de estrogeno e
progesterona e pela nao amplificacdo/super-expressao do fator de
crescimento HER-2 e correspondem a cerca de 15% de todos os tumores de
mama (CAREY et al. 2006). Grande parte desses tumores (cerca de 80%) é
classificada como basal-like, ou seja, apresentam padrdao de expressao de
marcadores semelhante as células basais/mioepiteliais, como, por exemplo,
positividade por imuno-histoquimica para citoceratinas 5, 6, 14 e 17, EGFR,
KIT e p63 (PEROU et al. 2000; NIELSEN et al. 2004; RAKHA et al. 2006).
Nossos dados corroboram com achados de outros autores quanto as
caracteristicas anatomopatoldgicas: os tumores TN sdo em sua maioria
carcinomas ductais invasivos (77%) com alto grau histolégico (86,5% grau 3
SBR), e basaldides (83,5% com positividade para ck5/6, 14, EGFR ou p63),
com altos niveis de expressdao do marcador de proliferacdo celular ki-67
(94% com marcagdo em mais de 15% das células neoplasicas)
(KORSCHING et al. 2002; NIELSEN et al. 2004; RAKHA et al. 2006).

Estudos tém mostrado que entre 60-80% dos tumores que surgem em
mulheres portadoras de mutagao germinativa em BRCA1 sao tumores TN ou
basal-like (BERTUCCI et al. 2008; CURTIS et al. 2012; MAVADDAT et al.

2012; COUCH et al. 2014). Além disso, baixos niveis de expressdo de
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BRCA1 — seja por hipermetilagdo do promotor do gene ou por regulagéo
negativa - estdo associados com o desenvolvimento de tumores basal-like
(TURNER et al. 2007; WEN et al. 2012). Ainda, existem evidéncias de que
os tumores basal-like apresentam padrao de variagcdo em numero de copias
génicas semelhante a tumores BRCA7-mutados (JOOSSE et al. 2011).
Esses dados sugerem uma associagao entre alteragdes de perda de fungéo
em BRCA1 e desenvolvimento de tumores TN. De fato, LIPS et al. (2013)
observaram a associagao entre tumores TN e tumores BRCA7-mutados e
constaram que aproximadamente 20% das pacientes TN eram portadoras de
mutacgdes germinativas em BRCA1; quase 70% apresentaram um padrao de
variagbes em numero de copias génicas semelhante aos tumores
relacionados a BRCA1 e em cerca de 30% deles a hipermetilagao da regiao
promotora de BRCA1 estava presente. Essas informacdes reforcam a ideia
de que existe um comprometimento da via de BRCA1 nos tumores TN.

Um estudo prévio do nosso grupo analisou um pequeno numero de
pacientes diagnosticadas com cancer de mama em idade jovem e constatou
que entre as pacientes TN com histéria familiar positiva para cancer de
mama havia uma alta prevaléncia de mutagdo em BRCA1 (4/6). Para as
pacientes TN sem historia familiar positiva essa taxa foi de 5 em 10
(CARRARO et al. 2013). Nés, entdo, objetivamos analisar o status de
mutacdo em BRCA71 em uma coorte maior de pacientes TN nao
selecionadas por idade ou histérico familiar e detectamos uma prevaléncia
de mutacdo de 11,45% (15/131). Embora esse dado seja menor que o

reportado inicialmente, estudos recentes indicam que 8-30% nos tumores TN
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apresentam mutagcdo em BRCA1, a depender da metodologia de detecgao
de mutacgao e dos critérios usados como margem de corte para positividade
dos marcadores de imuno-histoquimica ( EVANS et al. 2011; FOSTIRA et al.
2012; PERN et al. 2012; ROBERTSON et al. 2012; GREENUP et al. 2013;
LIPS et al. 2013; RUMMEL et al. 2013; COUCH et al. 2014; LI et al. 2014;
PALOMBA et al. 2014; VILLARREAL-GARZA et al. 2015). Além disso,
quando avaliadas as pacientes TN jovens (<40 anos), ha um aumento
significativo na prevaléncia de mutagdo nesse gene (25% - 8/32). Dessa
forma, nossos dados corroboram com os achados recentes de outros
autores quanto a prevaléncia de mutacdo em BRCA1 nos tumores TN.

Mutagdes adquiridas em BRCA1 parece ser um evento pouco comum
nas pacientes diagnosticadas com tumor TN (GONZALEZ-ANGULO et al.
2011). Nesse estudo identificamos 12 pacientes portadoras de mutagao
germinativa (85,7%), duas portadoras de mutacdo somatica (14,3%) e
apenas uma de origem indeterminada, devido a falta de material nao
neoplasico disponivel para a determinagao da origem.

O tratamento padrao para os tumores TN é baseado em quimioterapia
sistémica, visto que esses tumores sdo mais quimiosensiveis que o0s
tumores ER(+), embora ndo se beneficiem do tratamento endécrino ou anti-
HER2 (BERRY et al. 2006). Os principais esquemas de tratamento para os
tumores TN sao baseados em antraciclinas ou antraciclinas-taxanos, pois
tem mostrado maior beneficio para essas pacientes (ROUZIER et al. 2005;
CAREY et al. 2007). Nesse estudo, observamos que 90% (82/91) delas foi

submetida a essas linhas de tratamento, com 31% tendo recebido o
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tratamento neoadjuvante e 69%, adjuvante. Contudo, nao foi observado
impacto da presenga de mutagdo nas curvas de sobrevida global e livre de
recorréncia nesses dois grupos.

Nosso estudo tem algumas limitagbes para analise do desfecho
clinico e sobrevida de pacientes portadoras de tumores TN. Por exemplo,
existem evidéncias de que pacientes com tumor TN que atingem resposta
patolégica completa (RPC) apds quimioterapia neoadjuvante apresentam
uma o6tima sobrevida, enquanto que aquelas com doenca residual evoluem
mal (LIEDTKE et al. 2008). Além disso, tumores BRCA71-mutados tendem a
responder melhor a agentes alquilantes e sais de platina (BYRSKI et al.
2009; SILVER et al. 2010). Nossa analise concentrou-se em amostras
tumorais provenientes de pecgas cirurgicas e dessa forma as pacientes que
obtiveram RPC foram excluidas do rastreamento de mutacao, devido ao fato
de ndo haver neoplasia para ser analisada. Além disso, para a maioria das
pacientes com RPC ndo havia disponibilidade de amostra proveniente de
bidpsia, o que inviabiliza o estudo. Sendo assim, isso pode ter influenciado a
prevaléncia de mutacdo em BRCA1 detectada bem como o fato ndo termos
constatado diferenga em sobrevida quando comparadas pacientes mutadas
versus selvagens. Por outro lado, viés de representatividade do tumor foi
minimizado, pois ndo foram utilizadas amostras provenientes de bidpsias e
sim areas da pecga cirurgica selecionadas por patologista como sendo de
maior representatividade da neoplasia.

Nossos dados, em conjunto com observagbes feitas por outros

pesquisadores (ROBERTSON et al. 2012; CARRARO et al. 2013), indicam
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que mulheres diagnosticadas com tumor TN apresentam um risco
aumentado de serem portadoras de mutagcdes em BRCA1T e por esse motivo
devem ser rastreadas para mutagdes, especialmente se existe historico
familiar de cancer de mama associado. Dessa forma, essa informacao
podera auxiliar ao direcionamento de uma terapia mais personalizada,
propiciando um melhor cuidado para as pacientes portadoras de tumores

TN.
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6 CONCLUSAO

A prevaléncia de mutagao patogénica no gene BRCA1 nos tumores
da mama imunofendtipo triplo-negativo (TN) neste estudo foi de 11,45%,
conforme avaliado por sequenciamento paralelo massivo da regido
codificadora e transicdo entre éxon e intron desse gene. Dentre as mutacdes
patogénicas detectadas, 85,7% eram mutagbes presentes na linhagem
germinativa e os 14,3% restantes, mutagées somaticas ou adquiridas.

Mulheres que desenvolvem tumores TN com mutagao patogénica em
BRCA1 sao diagnosticadas com a doenca em idade mais jovem (média de
41 anos) do que aquelas cujos tumores nao apresentam mutagdo neste
gene (média de 53 anos). Além disso, 25% da pacientes diagnosticadas com
tumor TN antes dos 40 anos tinham tumor BRCA1-mutado, contra apenas
7,4% com esses tumores nas diagnosticadas acima dos 40 anos. Ainda,
mulheres com tumores TN BRCA7-mutados apresentam com mais
frequéncia casos de cancer de mama na familia.

Essas mulheres também tendem a ter uma melhor sobrevida que as
pacientes TN BRCA7-selvagens, porém essa diferenca nao foi
estatisticamente significante neste estudo. Da mesma forma, a presenga de
mutacdo nao foi associada com uma melhora ou piora na resposta ao
tratamento quimioterapico mais comum (antraciclinas e taxanos) para

tumores TN da mama.
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Anexo 1 - Adaptacao para preparo de biblioteca usando o kit GeneRead
Mix-n-Match

O preparo de biblioteca utilizando o kit GeneRead foi feito conforme
indicado no manual do fabricante (GeneRead DNAseq Gene Panel
Handbook 11/2012) até a etapa de purificagdo, que sucede a PCR multiplex
de enriquecimento das regides-alvo, indicada na pagina 18 do manual. Na
sequéncia, o reparo das extremidades foi feito conforme indicado nas
paginas 24-28 do kit lon Xpress™ Plus Fragment Library Preparation User
Guide corrigindo a propor¢ao dos reagentes para 25uL (ao invés de 79uL
indicado no protocolo). A purificagédo foi feita mantendo a proporcao de 1,8x
de Ampure beads, conforme indica o protocolo. Apds essa etapa, seguiu-se
a ligacado dos adaptadores e barcodes com nova purificagdo, quando entao,
voltamos a seguir as orientagdes do protocolo GeneRead na pagina 22 para
selegdo dos tamanhos dos amplicoms da biblioteca e purificagdo, sem a
necessidade de fazer a ligacdo de adaptadores, referenciada nas paginas 23

e 24 desse manual.



Anexo 2 - Condicbes de PCR para validagdo por sequenciamento por
eletroforese capilar de mutacdes detectadas por sequenciamento massivo

paralelo
Ciclagem
Reagente Volume (ulL) )
temperatura tempo n° ciclos

DNA (~50ng) 2,0 94°C 2 min 1
Taq Platinum HF Buffer 10x 2,0 94°C 45 seg 35
MgS0O4 50mM 0,8 Anelamento* 45 seg 35
dNTP 10mM 0,4 68°C 1 min 45s 35
Primer forward 0,4 68°C 10 min 1
Primer reverse 0,4 4°C infinito
Taq Platinum HF 0,1
H20 13,9
volume final 20,0

* Temperaturas de anelamento variam de acordo com o par de primers usado (53°-58°C)
OBS: Volumes de 5ulL de produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de

agarose 1%

Anexo 3 - Purificacdo dos fragmentos de PCR

Ciclagem
Reagente Volume (uL) -
temperatura tempo n°ciclos
SAP buffer 0,3 37°C 30 min 1
Exonuclease | 0,3 80°C 15 min 1
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) 1,0 4°C infinito
H20 1,4
Produto de PCR 15
Anexo 4 - Reagao de sequenciamento por terminagao de cadeia
Ciclagem
Reagente Volume (ulL) :
temperatura tempo n°ciclos
BigDye Terminator 1 95°C 2 min 1
BigDye Buffer 5x 1,5 95°C 18 seg 40
Primer 0,5 52°C 18 seg 40
Produto de PCR purificado 3 60°C 4 min 40
H20 4 4°C infinito




Os fragmentos de DNA apdés a reagcao de sequenciamento
passaram por um processo de precipitacdo e lavagem. Incubou-se a
temperatura ambiente o volume total da reacdo de sequenciamento com
25uL de alcool absoluto, seguido de centrifugagcao por 30min a 4000 rpm € a
4°C. Descarta-se o sobrenadante e adiciona-se 35uL de etanol 70%
resfriado -20°C e é feita nova centrifugacao a 4000 rpm por 20min a 4°C. Foi
descartado novamente o sobrenadante e as amostras passaram por
secagem a 95°C por 15min, quando entdo adicionou-se Formamida HD,
denaturou-se os fragmentos a 95°C por 3 min e transferiu-se imediatamente
para gelo por 2 min adicionais. Por fim, as amostras foram levadas ao

equipamento para a eletroforese capilar.



Anexo 5 - Variantes detectadas no gene BRCA1 em amostras provenientes de pacientes portadoras de tumor imunofendtipo

triplo-negativo e suas classificagbes

Identificagao RGH dlig;(::'):t?c Alteragfo em BREA1 Classificagao da alteragao Classific_:agéo da
o (anos) Tecido Tumoral Tec. Ndo-neoplasico Paciente
4956 7010443 66 sem alteragoes NA -) Selvagem
5228 19089 56 sem alteragdes NA (-) Selvagem
17755 33863 54 c.2201C>T; p.S694S NA Sem relevancia clinica
€.2430T>C; p.L771L NA Sem relevancia clinica
c.2731C>T; p.P871L NA Sem relevancia clinica
c.3232A>G; p.E1038G NA Sem relevancia clinica Selvagem
¢.3667A>G; p.K1183R NA Sem relevancia clinica
c.4427T>C; p.S1436S NA Sem relevancia clinica
c.4956A>G; p.S1613G NA Sem relevancia clinica
17791 7109640 51 c.1186A>G; Q356R NA Sem relevancia clinica
c.2641G>A;p.R841Q ausente Variante de Significado Incerto VS
ausente €.2430T>C; p.L771L Sem relevancia clinica
ausente c.2731C>T; p.P871L Sem relevancia clinica
18030 7036670 87 €.2201C>T; S694S NA Sem relevancia clinica
c.2430T>C; L771L NA Sem relevancia clinica
c.2731C>T; P871L NA Sem relevancia clinica
c.3232A>G; E1038G NA Sem relevancia clinica Selvagem
c.3667A>G; K1183R NA Sem relevancia clinica
c.4427T7>C; S1436S NA Sem relevancia clinica
c.4956A>G; S1613G NA Sem relevancia clinica
19064 6031846 58 c.2731C>T; P871L NA Sem relevancia clinica Selvagem
19088 6036449 42 c.2731C>T; P871L NA Sem relevancia clinica Selvagem




M7

M15

M32

M255
M256

M257

9211070

10228110

8311720

9108000
7028990

10325630

40

46

34

73
37

60

€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
€.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
c.2731C>T; P871L
¢.3537A>G; p.S1140G
c.1186A>G; Q356R
sem alteragdes
c.120A>G; p.M1V
€.2196G>A; p.D693N
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; p.L771L
c.2731C>T; p.P871L
¢.3232A>G; p.E1038G
c.3667A>G; p.K1183R
c.4427T>C; p.S1436S
c.4956A>G; p.S1613G
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; p.L771L
c.2731C>T; p.P871L
¢.3232A>G; p.E1038G
¢.3667A>G; p.K1183R
c.4427T>C; p.S1436S
c.4956A>G; p.S1613G

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
c.120A>G;
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

p.M1V

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
()
Clinicamente relevante
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Selvagem

Selvagem

Selvagem
Selvagem

Mutada (germinativa)

Selvagem




M259

M260

M261

M262

10070640

10423150

97004472

93019866

54

57

69

81

c.2196G>A; p.D693N
¢.2201C>T; S694S
c.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
C.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
¢.2201C>T; S694S
¢.2430T>C; p.L771L
c.2731C>T; p.P871L
¢.3232A>G; p.E1038G
c.3667A>G; p.K1183R
C.4427T>C; p.S1436S
c.4956A>G; p.S1613G
c.1186A>G: Q356R
c.4158A>G; p.R1347G
c.2196G>A; p.D693N
¢.2201C>T; S694S
C.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
C.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Selvagem

Selvagem

Selvagem

Selvagem




M263

M264

M265

10905500

10908960

11135410

65

57

44

c.2196G>A; p.D693N
¢.2201C>T; S694S
c.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
C.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
¢.2201C>T; S694S
¢.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
c.2196G>A; p.D693N
¢.2201C>T; S694S
¢.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
C.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Selvagem

Selvagem

Selvagem




M266

M267
M268

M269

M274

11216100

85048569
11670830

10418070

7197510

54

63
59

29

35

€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
c.2731C>T; P871L
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
¢.3475C>G;p.T1119S
¢.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
€.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
sem alteragdes

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
€.3232A>G; E1038G
€.3475C>G;p.T1119S
¢.3667A>G; K1183R

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Variante de Significado Incerto

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

)

Selvagem

VS|

Selvagem

Selvagem




M275

M276

M277

M278

M280
M281

10173900

7044320

9314150

9336740

10059450
10088190

36

40

45

41

36
32

c.2196G>A; p.D693N
¢.2201C>T; S694S
c.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
C.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
¢.300T>G; p.C61G
c.1186A>G; Q356R
C.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
¢.2201C>T; S694S
¢.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
¢.2201C>T; S694S
¢.2430T>C; L771L
¢.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G; K1183R
C.4427T>C; S1436S

c.4956A>G; S1613G

c.1242delC; p.L375fs/
c.1243T>A; p.L375Q

sem alteragdes

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

c.1242delC; p.L375fs/
c1243T>A; p.Leu375Q

NA

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Clinicamente relevante
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Clinicamente relevante

()

Selvagem

Mutada

Selvagem

Selvagem

Mutada (germinativa)

Selvagem




M282
M283
M284

M285

M286

5051100
10166650
10219410

10291230

10236610

38
42
44

36

39

€.2524delTG; p. V801fs
sem alteragdes
c.2201C>T; S694S
c.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
¢.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
c.710C>T; p.C196C
c.2196G>A; p.D693N
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
€.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
c.5622C>T; p.R1835*
€.2196G>A; p.D693N
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G

€.2524delTG; p. V801fs
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
ausente
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Clinicamente relevante
()
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Clinicamente relevante
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Mutada (germinativa)
Selvagem

Selvagem

Mutada (Somatica)

Selvagem




M287

M288
M290
M291
M292

M293

7002378

6028373
10384620
7145470
10219750

10456250

44

35
31
50
34

47

¢.1186A>G; Q356R
4302C>T; p.Q1395*
sem alteragdes
c.1186A>G; Q356R
sem alteragbes
c.1186A>G; Q356R
€.2201C>T; S694S
c.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
¢.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R

€.4215+1G>A,; splice donor

variant
c.4427T>C; S1436S

€.4654G>T,; S1512|
c.4956A>G; S1613G
¢.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
€.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
€.4654G>T,; S1512|
c.4956A>G; S1613G

NA
4302C>T,; p.Q1395*
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

€.4215+1G>A; splice donor
variant

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Sem relevancia clinica
Clinicamente relevante
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Clinicamente relevante

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Mutada (germinativa)

Selvagem
Selvagem
Selvagem

Mutada (germinativa)

Selvagem




M298

M299

M300

M302

10137950

10303960

8114360

99027860

38

38

41

61

€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
€.2731C>T; P871L
¢.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
€.2196G>A; p.D693N
c.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
¢.2731C>T; P871L
¢.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
€.2731C>T; P871L
€.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
¢.2731C>T; P871L
¢.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Selvagem

Selvagem

Selvagem

Selvagem




M303 10717760 41 ¢.4603G>T; p.R1495M €.4603G>T; p.R1495M Clinicamente relevante Mutada
M304 10814530 70 c.2731C>T; P871L NA Sem relevancia clinica Selvagem
M305 10924290 42 ¢.330A>G p.R71G ausente Clinicamente relevante
c.2196G>A; p.D693N NA Sem relevancia clinica
c.2201C>T; S694S NA Sem relevancia clinica
€.2430T>C; L771L NA Sem relevancia clinica
c.2731C>T; P871L NA Sem relevancia clinica Mutada (Somatica)
c.3232A>G; E1038G NA Sem relevancia clinica
c.3667A>G; K1183R NA Sem relevancia clinica
c.4427T>C; S1436S NA Sem relevancia clinica
c.4956A>G; S1613G NA Sem relevancia clinica
M308 8395990 59 sem alteragbes NA (-) Selvagem
M309 9020070 64 c.3537A>G p.S1140G NA Sem relevancia clinica Selvagem
c.2731C>T; P871L NA Sem relevancia clinica
M310 9107470 46 c.2201C>T; S694S NA Sem relevancia clinica
€.2430T>C; L771L NA Sem relevancia clinica
c.2731C>T; P871L NA Sem relevancia clinica
c.3232A>G; E1038G NA Sem relevancia clinica Selvagem
c.3667A>G; K1183R NA Sem relevancia clinica
c.4427T>C; S1436S NA Sem relevancia clinica
c.4956A>G; S1613G NA Sem relevancia clinica
M311 10005270 51 sem alteragbes NA (-) Selvagem
M312 10016360 48 sem alteragoes NA -) Selvagem
M313 10038180 30 c.2201C>T; S694S NA Sem relevancia clinica
€.2430T>C; L771L NA Sem relevancia clinica
c.2731C>T; P871L NA Sem relevancia clinica
c.3232A>G; E1038G NA Sem relevancia clinica Selvagem
c.3667A>G; K1183R NA Sem relevancia clinica
c.4427T7>C; S1436S NA Sem relevancia clinica
c.4956A>G; S1613G NA Sem relevancia clinica




M314

M315

M316

M319

9083700

10157750

10204730

10303120

87

58

62

48

(9]

€.2201C>T; S694S

€.2430T>C; L771L

c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
€.4956A>G; S1613G

.808delAGAC; p.E230fs

€.2201C>T; S694S
.2430T>C: L771L
.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
C.4427T>C; S1436S
C.4956A>G; S1613G
¢.2090A>G; p.Q656Q
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G: K1183R
C.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
¢.2201C>T; S694S
¢.2430T>C; L771L
¢.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
C.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

€.808delAGAC; p.E230fs

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Clinicamente relevante
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Selvagem

Mutada (germinativa)

Selvagem

Selvagem




M320
M321
M322

M323

M324

M325

10299060
10217840
9343130

10115830

8234320

11891810

65
78
83

77

52

32

¢.1186A>G; Q356R
sem alteragdes
c.2201C>T; S694S
c.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
¢.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
€.2196G>A; p.D693N
€.2201C>T; S694S
c.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
¢.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
c.1186A>G; Q356R
c.4654G>T; p. S15121
c.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
¢.2731C>T; P871L
¢.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Sem relevancia clinica
()
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Selvagem
Selvagem

Selvagem

Selvagem

Selvagem

Selvagem




M326

M340T
M341T
M343T

M344T

M345T

11977050

3020177
4024370
1043293

3032973

3041719

30

75
76
39

65

67

€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
€.2731C>T; P871L
¢.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
€.4956A>G; S1613G
c.2731C>T; P871L
c.2731C>T; P871L
c.1186A>G; Q356R
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
€.2731C>T; P871L
€.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
€.4956A>G; S1613G
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
¢.2731C>T; P871L
€.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
€.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
€.4956A>G; S1613G

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Selvagem

Selvagem
Selvagem

Selvagem

Selvagem

Selvagem




M346T 4003624 79 ¢.2201C>T; S694S NA Sem relevancia clinica

€.2430T>C; L771L NA Sem relevancia clinica
c.2731C>T,; P871L NA Sem relevancia clinica
c.3232A>G; E1038G NA Sem relevancia clinica Selvagem
c.3667A>G; K1183R NA Sem relevancia clinica
c.4427T>C; S1436S NA Sem relevancia clinica
c.4956A>G; S1613G NA Sem relevancia clinica
M347T 4047460 44 c.2201C>T; S694S NA Sem relevancia clinica
€.2430T>C; L771L NA Sem relevancia clinica
c.2731C>T; P871L NA Sem relevancia clinica
c.3232A>G; E1038G NA Sem relevancia clinica
A g Selvagem
c.3667A>G; K1183R NA Sem relevancia clinica
c.4427T>C; S1436S NA Sem relevancia clinica
c.4956A>G; S1613G NA Sem relevancia clinica
¢.5075G>A; p.M1652| NA Sem relevancia clinica
M348T 5012775 46 c.2201C>T; S694S NA Sem relevancia clinica
€.2430T>C; L771L NA Sem relevancia clinica
c.2731C>T; P871L NA Sem relevancia clinica
c.3232A>G; E1038G NA Sem relevancia clinica Selvagem
c.3667A>G; K1183R NA Sem relevancia clinica
c.4427T7>C; S1436S NA Sem relevancia clinica
c.4956A>G; S1613G NA Sem relevancia clinica
M349T 10272300 35 c.2201C>T; S694S NA Sem relevancia clinica
c.2430T>C; L771L NA Sem relevancia clinica
c.2731C>T; P871L NA Sem relevancia clinica
c.3232A>G; E1038G NA Sem relevancia clinica Selvagem
c.3667A>G; K1183R NA Sem relevancia clinica
c.4427T7>C; S1436S NA Sem relevancia clinica

c.4956A>G; S1613G NA Sem relevancia clinica




M350T

M351T
M352T

M355T

M356T

M357T

5028132

6003745
6020380

7167270

7186460

10385110

44

47
52

43

48

36

c.647G>A; p.T175T
€.2201C>T; S694S
€.2228A>G; p.T702T
c.2731C>T; P871L
c.3667A>G; K1183R
c.4956A>G; S1613G
sem alteragdes
€.2196G>A; p.D693N
€.2201C>T; S694S
c.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
¢.300T>G; p.C61G
¢.1186A>G; Q356R
€.2196G>A; p.D693N
€.2201C>T; S694S
c.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
Indisponivel
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
()
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Clinicamente relevante
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Selvagem

Selvagem

Selvagem

Mutada

Selvagem

Selvagem




M358T
M360T

M361T

M362T

M363T

10429360
10530470

10460200

10501230

10513290

47
70

73

42

77

¢.1186A>G; Q356R
c.1186A>G; Q356R
€.2201C>T; S694S
c.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
c.2731C>T; P871L
c3537A>G; p.S1140G
€.2201C>T; S694S
c.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
¢.5075G>A; p.M1673I

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Selvagem

Selvagem

Selvagem

Selvagem

Selvagem




M364T

M365T
M366T

M367T
M368T

10367820

10499620
10455980

10557240
10554540

50

50
34

56
79

¢.1186A>G; Q356R
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
sem alteragbes
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
€.233G>A; p.K37K
c.2196G>A; p.D693N
€.2201C>T; S694S
c.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
€.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
()
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Selvagem

Selvagem

Selvagem

Selvagem

Selvagem




M369T 10619020 50 ¢.2196G>A; p.D693N
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L

¢.3117G>C;. p.E1000Q

¢.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
¢.5382insC; p.S1755fs
€.2196G>A; p.D693N
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T,; P871L
€.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
¢.5227A>G;Y1703C
c.2731C>T; P871L
sem alteragdes
€.3232A>G; E1038G
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G

M370T 10587170 48

M371T 10653910 70
M372T 10643530 54
M373T 10702100 44

M374T 10689180 56

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
Indisponivel
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
¢.5227A>G;Y1703C
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Clinicamente relevante
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Variante de Significado Incerto
Sem relevancia clinica
()
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Mutada

VSl

Selvagem
Selvagem

Selvagem

Selvagem




M376T
M377T

M378T

M379T

M380T
M381T

M382T
M384T

10815440
6016766

9140070

10816040

10731390
11638090

11910170
12048960

70
46

65

32

51
83

39
51

sem alteragbes
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
¢.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
¢.3232A>G; E1038G
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
€.2640C>T; p.R841W
€.3238G>A; p.S1040N
¢.5236G>C; p.G1706A
sem alteragbes
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
¢.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
sem alteragdes
¢.1186A>G; Q356R
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
€.4654G>T; p.S1512I
c.4956A>G; S1613G

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

()
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

)
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

)
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Selvagem

Selvagem

Selvagem

Selvagem

Selvagem

Selvagem

Selvagem

Selvagem




M385T

M386T
MIC20
MiC21

MIC25
MIC68

MIC82
MIC134

12190280

12189090

1023772
1044621

1053191
4000137

5006732
6029809

33

49
50
43

54
47

51
37

€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
¢.2731C>T; P871L
¢.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
¢.1186A>G; Q356R
c.2731C>T; P871L
€.2201C>T; p.S694S
€.2430T>C; p.L771L
c.2731C>T; p.P871L
¢.3232A>G; p.E1038G
¢.3667A>G; p.K1183R
c.4427T>C; p.S1436S
c.4956A>G; p.S1613G
sem alteragbes
€.2196G>A; p.D693N
€.2201C>T; S694S
c.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
c.2731C>T; P871L
€.2731C>T; p.P871L

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
()
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Selvagem

Selvagem
Selvagem

Selvagem

Selvagem

Selvagem

Selvagem
Selvagem




MIC137T

MIC141T
MIC142

MIC144T

MIC146a

6038123

6053840
7015020

7121810

8014120

44

61
58

64

18

€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
c.3232A>G; E1038G
¢.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
sem alteragdes
C.676C>A; p.S186Y
€.2196G>A; p.D693N
€.2201C>T; S694S
c.2430T>C; L771L
c.2731C>T; P871L
¢.3232A>G; E1038G
c.3667A>G; K1183R
c.4427T>C; S1436S
c.4956A>G; S1613G
c.1186A>G; Q356R
c.3942A>G; p.11275V
€.2201C>T; p.S694S
€.2430T>C; p.L771L
c.2731C>T; p.P871L
c.3232A>G; p.E1038G
¢.3667A>G; p.K1183R
c.4158A>G; p.R1347G
c.4427T>C; p.S1436S
c.4956A>G; p.S1613G

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
¢.2201C/T; p.S694S
€.2430T/C; p.L771L
c.2731C>T; p.P871L
€.3232A>G; p.E1038G
€.3667A>G; p.K1183R
c.4158A>G; p.R1347G
c.4427T>C; p.S1436S
c.4956A>G; p.S1613G

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
()
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Variante de Significado Incerto

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Selvagem

Selvagem

Selvagem

VSl

Selvagem




MIC175

MIC177

MIC180

MIC183

5013755

6049419

7012659

7131330

41

43

64

40

c.2201C>T; S694S
€.2430T>C; p.L771L
c.2731C>T; p.P871L
c.3232A>G; p.E1038G
c.3667A>G; p.K1183R
c.4427T>C; p.S1436S
C.4956A>G; p.S1613G
c.1186A>G; p.Q356R
c.2201C>T; S694S
€.2430T>C; p.L771L
c.2731C>T; p.P871L
¢.3232A>G; p.E1038G
c.3667A>G; p.K1183R
c.4427T>C; p.S1436S
c.4654G>T; p.S1512I
c.4956A>G; p.S1613G
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; p.L771L
c.2731C>T; p.P871L
c.3232A>G; p.E1038G
c.3667A>G; p.K1183R
c.4427T>C; p.S1436S
c.4956A>G; p.S1613G
c.2201C>T, S694S
€.2430T>C; p.L771L
c.2731C>T; p.P871L
c.3232A>G; p.E1038G
c.3667A>G; p.K1183R
c.4427T>C; p.S1436S
c.4956A>G; p.S1613G

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Selvagem

Selvagem

Selvagem

Selvagem




MIC185
MIC189

MIC191
MIC218
MIC224

MIC228

7147710
8074870

8107410
9040450
9130860

9234410

52
53

48
71
47

64

sem alteragdes
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; p.L771L
c.2731C>T; p.P871L
¢.3232A>G; p.E1038G
c.3667A>G; p.K1183R
c.4427T>C; p.S1436S
c.4956A>G; p.S1613G
c.2731C>T; p.P871L
sem alteragdes
c.1186A>G; p.Q356R
€.2196G>A; p.D693N
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; p.L771L
c.2731C>T; p.P871L
c.3232A>G; p.E1038G
c.3667A>G; p.K1183R
c.4427T>C; p.S1436S
c.4956A>G; p.S1613G
c.2201C>T; S694S
€.2430T>C; p.L771L
c.2731C>T; p.P871L
c.3232A>G; p.E1038G
c.3667A>G; p.K1183R
c.4427T>C; p.S1436S
C.4956A>G; p.S1613G

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

()
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
()
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica

Selvagem

Selvagem

Selvagem
Selvagem

Selvagem

Selvagem




c.307T>A; p.L63*
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; p.L771L
c.2731C>T; p.P871L
¢.3232A>G; p.E1038G
¢.3667A>G; p.K1183R
c.4427T>C; p.S1436S
c.4956A>G; p.S1613G
¢.300T>G; p.C61G
c.1186A>G; p.Q356R
€.2196G>A; p.D693N
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; p.L771L
c.2731C>T; p.P871L
¢.3232A>G; p.E1038G
c.3667A>G; p.K1183R
c.4427T>C; p.S1436S
C.4956A>G; p.S1613G
€.2201C>T; S694S
€.2430T>C; p.L771L
c.2731C>T; p.P871L
c.3232A>G; p.E1038G
¢.3667A>G; p.K1183R
c.4406C>A; p.T1429*
c.4427T>C; p.S1436S
¢.4956A>G; p.S1613G

c.307T>A; p.L63*
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
¢.300T>G; p.C61G
c.1186A>G; p.Q356R
€.2196G>A; p.D693N
c.2201C>T; S694S
€.2430T>C; p.L771L
c.2731C>T; p.P871L
¢.3232A>G; p.E1038G
c.3667A>G; p.K1183R
c.4427T>C; p.S1436S
C.4956A>G; p.S1613G
NA
NA
NA
NA
NA
c.4406C>A; p.T1429*
c.4427T>C; p.S1436S
NA

Clinicamente relevante
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Clinicamente relevante
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Sem relevancia clinica
Clinicamente relevante
Sem relevancia clinica

Sem relevancia clinica

Mutada (germinativa)

Mutada (germinativa)

Mutada (germinativa)




Anexo 6 - Custo de reagente de preparo de biblioteca usando lon Ampliseq
BRCA1/2 Panel

Valor total (USS) Valor por amostra (USS)
Ampliseq Panel 2.322,90 3,09
Library Kit 19.722,24 98,96
lonXpress Barcode 1.728,00 1,32
Total 21.450,24 103,38

Anexo 7 - Custo de reagente de preparo de biblioteca usando lon Generead
BRCA1/2 Panel

Valor total (USS) Valor por amostra (USS)
GeneRead Panel 2.022,09 84,25
Library Kit 19.722,24 98,96
lonXpress Barcode 1.728,00 1,32
Total 21.450,24 184,54

* Foi feita uma adaptagdo no protocolo do fabricante que sugeria um kit que se encontrava
indisponivel, mas que era baseado no mesmo principio do kit de preparo de biblioteca do Ampliseq.
Em resumo, o enriquecimento da regido alvo se deu conforme recomendacdo do Qiagen com
posterior ligagdo de adaptadores e barcodes conforme o protocolo Ampliseq.

Anexo 8 - Custo de reagente de preparo de biblioteca usando Haloplex Target
Enrichment Kit Custom

Valor total (USS) Valor por amostra (USS)
Library Kit and Panel 10.585,05 220,52




Anexo 9 - Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa-CEP

A.C.Camargo Comité de Etica eﬁ
Pesquisa - CEP
Cancer Center |

Sdo Paulo, 24 de abril de 2013.

A
Dra. Dirce Maria Carraro.

Aluno: Rafael Canfield Brianese (Mestradd).

Ref.: Pr:ojeto de Pesquisa n°. 1746/13B .
“Avaliacdo da prevaléncia de mutacio np gene BRCA1 em tumores triplo negativos de
mama: Associacio da mutagfio com caracteristicas clinicas e de resposta terapéutica”.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio
Antonio Prudente — Hospital do Céancer - A.C. Camargo/SP, em sua ultima reuniio de
23/04/2013, tomaram conhecimento e aprovaram o seguinte documento:

7 Solicitagdo de dispensa de andlise €tica e apresentagdio do projeto acima mencionado

" (datado de abril de 2013, do aluno de Mestrado Rafael Canfield Brianese), por se tratar
de um projeto afiliado ao tematico “Aspectos moleculares envolvidos no
desenvolvimento e progressdo do carcinoma ductal de mama: Investigagdo da
progressdo do carcinoma in situ e do papel da mutagio em BRCA1 no tumor triplo
negativo”, aprovado pelo CEP sob n° 1746/13.

Atenciosamente,

1° Vice-Coordenadér do Comifé de’Etica em Pesquisa

m



