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RESUMO

Pereira DP. Avaliacdo de painel multigenes em mulheres brasileiras com cancer de

mama. [Tese]. Sdo Paulo; Fundagdo Ant6énio Prudente; 2020.

Introdugdo: Apenas 5-10% dos casos de ciancer de mama estdo relacionados a variantes
genéticas herdadas e mutagdes nos genes BRCAL1 e BRCAZ2, relacionadas a Sindrome do
cancer de mama e ovario hereditdrio (SMOH), sdo identificadas na maioria desses casos.
Além dos genes BRCA1 e BRCAZ2, outros genes também estdo associadas a um risco elevado
e moderado para o cancer de mama, como TP53, STK11, CDH1, PTEN, ATM, CHEK2 ¢
PALB2 e fazem parte do grupo de genes acionaveis com estratégias de manejo clinico e
prevencao bem estabelecidos. A implementagdo do Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS)
vem permitindo a analise simultanea de multiplos genes através dos painéis multigenes com
maior rapidez na andlise e menor custo quando comparada ao sequenciamento de um gene
unico e, atualmente, vem sendo amplamente utilizado em Oncologia para identificacdo das
sindromes de predisposi¢ao hereditaria ao cancer. Objetivo: O objetivo desse estudo ¢ avaliar
a contribuicdo do painel multigenes na detec¢do de mutagdes germinativas em outros genes,
além de BRCAl e BRCAZ2, em pacientes com critérios clinicos para cancer de mama
hereditario. Pacientes e Métodos: Um painel NGS de 94 genes foi realizado em 321
pacientes com diagnostico atual ou prévio de cancer de mama que apresentavam critérios
clinicos para SMOH, e que realizaram o teste genético para os genes BRCAL1 e BRCA2 no
Laboratorio de Diagnostico Genomico do A.C.Camargo Cancer Center, entre agosto de 2016
e maio de 2018. Resultados: A analise dos dados do painel das 321 pacientes resultou em um
total de 84 variantes patogé€nicas/provavelmente patogénicas (VP/PP) que foram identificadas
em 81 pacientes e a positividade do teste genético foi de 25,2% (n=81/321). Trés pacientes
(n=3/81 — 3,7%) apresentaram duas VP/PP em genes distintos e foram diagnosticadas com
Sindrome da Neoplasia Hereditaria Multialélica (MINAS). Do total de VP/PP, 42,9%
(n=36/84) foram identificadas em genes de alta penetrancia para cancer de mama (BRCAL,
BRCA2 ¢ TP53) e 21,4% (n=18/84) em genes de penetrancia moderada (ATM, PALB2 ¢
CHEK?2). O restante, correspondente a 35,7% (n=30/84) das VP/PP, foram identificadas em
genes de baixa penetrancia para cancer de mama e foram considerados como achados

incidentais, uma vez que ndo apresentaram correlacdo gendtipo-fendtipo. Em relagdo ao



subtipo molecular do cancer de mama, o subtipo triplo negativo apresentou frequéncia de
VP/PP de 31,6% (n=25/79), com predominio de muta¢des no gene BRCALl (12,6% -
n=10/79). Entre o subtipo luminal, 18,7% (n=29/155) apresentavam VP/PP e destes, mutagdes
em genes nd0-BRCA1/2 predominaram com frequéncia de 12,2% (n=19/155). Para o subtipo
Luminal B HER2, 40% (n=16/40) apresentaram uma VP/PP, com predominio do gene ATM
(12,5% - n=5/40). Finalmente, o subtipo hiperexpressor de HER2 apresentou frequéncia de
VP/PP de 30,8% (n=4/13), sem predominancia de genes especificos. Variantes de significado
incerto foram identificadas em 77,6% (n=249/321) das pacientes e dessas, 24,5% (n=61/249)
apresentaram também ao menos uma VP/PP. Conclusdo: O painel 94 genes contribuiu para
identificar VP/PP em outros genes além de BRCA1/2, aumentando a positividade do teste
genético de 9,9% (BRCAL/2) para 25,2%. Considerando-se apenas os genes acionaveis, o
aumento na positividade do teste em nossa coorte foi de 6,9%. Esses resultados indicam que
mulheres com critérios clinicos para SMOH podem se beneficiar da realizacdo de um painel
multigenes, pois o mesmo permite identificar variantes patogénicas em outros genes de
predisposi¢cdo ao cancer de mama, incluindo os genes acionaveis, que impactam diretamente
no acompanhamento desses pacientes e familiares, uma vez que sdo genes com estimativas de

risco para cancer estabelecidas e estratégias de rastreamento e prevencao bem definidas.

Descritores: Neoplasias da Mama. Sindrome de Cancer de Mama e Ovario Hereditario.

Sequenciamento de Nucleotideos em Larga Escala



ABSTRACT

Pereira DP. [Evaluation of a multigene panel in Brazilian women with breast cancer].

[Tese]. Sao Paulo; Fundagdo Antonio Prudente; 2020.

Introduction: Only 5-10% of breast cancer are related to inherited genetic variants and
BRCA1 and BRCA2 mutations, associated to the Hereditary Breast and Ovarian Cancer
Syndrome (HBOC), are responsible for the majority of cases. In addition to BRCALl and
BRCAZ2, other genes are also associated with a high and moderate risk for breast cancer, such
as TP53, STK11, CDH1, PTEN, ATM, CHEKZ2 and PALBZ2, considered actionable genes, once
they have well-established guidelines for clinical management and prevention. The
implementation of Next Generation Sequencing (NGS) has allowed to sequence multiple
genes simultaneously, faster and lower-cost when compared to the sequencing of a single
gene and, currently, it has been widely used in Oncology for identification of hereditary
cancer predisposition syndromes. Objective: The aim of this study is to evaluate the
contribution of the multigene panel in detection of germline mutations in other genes besides
BRCAL/2 in patients with clinical criteria for hereditary breast cancer. Patients and Methods:
A NGS panel of 94 cancer predisposition genes was performed on 321 patients with current or
previous diagnosis of breast cancer and clinical criteria for HBOC, who were referred for
BRCA1/2 testing between August 2016 and May 2018. Results: Panel analysis of 321 patients
resulted in a total of 84 pathogenic/likely pathogenic (P/LP) variants were identified in 81
patients and the positivity rate of the genetic test was 25.2% (n=81/321). Three patients
(n=3/81 - 3.7%) had two P/LP variants in different genes and were diagnosed with the
multilocus inherited neoplasia alleles syndrome (MINAS). Of the total deleterious mutations,
42.9% (n=36/84) were identified in high-risk breast cancer genes (BRCA1/2 and TP53) and
21.4% (n= 8/84) in moderate-penetrance genes (ATM, PALB2 and CHEK?2). The remainder of
the mutations, corresponding to 35.7% (n=30/84), were identified in low-risk genes and were
considered unexpected findings, since they did not demonstrate a genotype-phenotype
correlation. Regarding the molecular subtype of breast cancer, triple negative breast cancer
had a mutation frequency of 31.6% (n=25/79), with a predominance in BRCAl (12.6% -
n=10/79). Among the luminal subtype, 18.7% (n=29/155) had deleterious mutations and of
these, mutations in non-BRCA1/2 genes predominated with a frequency of 12.2% (n=19/155).



For Luminal B HER2-positive subtype, 40% (n=16/40) had a P/LP variants, with a
predominance of ATM gene (12.5% - n=5/40). Finally, HER2-enriched subtype presented a
mutation frequency of 30.8% (n=4/13). Variants of uncertain significance were identified in
77.6% (n = 249/321) of the patients and of these, 24.5% (n=61/249) also had at least one P/LP
variant. Conclusion: The NGS panel contributed to identify P/LP variants in genes other than
BRCAL/2, increasing the positivity of the genetic test from 9.9% (BRCA1/2) to 25.2%.
Considering only the actionable genes, the increase in positivity in our cohort was 6.9%.
These results indicate that women with clinical criteria for HBOC may benefit from a
multigene panel testing, as it allows to identify P/LP variants in other breast cancer
susceptibility genes, including actionable genes, that directly impact the clinical management
of these patients and family members, since they are genes with established risk assessment

and well-defined screening and prevention strategies.

Keywords: Breast Neoplasms. Hereditary Breast and Ovarian Cancer Syndrome. High-

Throughput Nucleotide Sequencing.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE MAMA NO MUNDO E NO BRASIL

A incidéncia de cancer no mundo cresce a cada ano. De acordo com as ultimas
estimativas mundiais, no ano de 2018 foram diagnosticados 18 milhdes de casos novos de
cancer em todo o mundo, acarretando no total de 9,6 milhdes de mortes por cancer no mesmo
ano (Bray et al. 2018). Dos casos novos de cancer, 53% ocorrem em homens e 47% em
mulheres. O cancer de pulmdo permanece como o mais incidente no mundo (2,1 milhdes)
seguido pelo cancer de mama (2,1 milhdes), colon e reto (1,8 milhdo) e prostata (1,3 milhdo)
(Bray et al. 2018).

No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer Jos¢ Alencar Gomes da Silva (INCA) estima
para o triénio de 2020-2022 aproximadamente 625 mil novos casos de cancer para cada ano, e
destes, cerca de 66 mil novos casos de cancer de mama. Excetuando-se os tumores de pele do
tipo ndo melanoma, o cancer de mama é o mais frequente em mulheres no pais, além de ser a
primeira causa de morte por cancer em mulheres brasileiras (Ministério da Saude 2019).

Frente a esses dados, considera-se o cancer de mama como um importante problema
de satide publica da mulher no Brasil e no mundo. Desta forma, ¢ fundamental a adog¢ao de
medidas objetivando a prevencdo primdria (prevengdo da ocorréncia) e secundaria (deteccao

precoce) da doencga.
1.2 CANCER DE MAMA HEREDITARIO

Estima-se que cerca de 5-10% dos casos de cancer de mama sejam hereditarios, ou
seja, causados por mutagdes genéticas herdadas (Claus et al. 1996). Mutacdes germinativas
em genes de alta e moderada penetrancia estdo associadas as sindromes de predisposi¢ao
hereditaria ao cancer (SPHC). Algumas SPHC apresentam um alto risco para
desenvolvimento de cancer de mama, como a Sindrome do Cancer de Mama e Ovario
Hereditario (SMOH), Sindrome de Cowden, Sindrome de Li-Fraumeni (LFS), Sindrome de
Peutz-Jeghers e Sindrome do Cancer Gastrico Difuso Hereditario (Tucker e Friedman 2002;

Garber e Offit 2005, Euhus e Robinson 2013).



A maioria das SPHC apresenta heranga autossomica dominante e predispde os
individuos portadores a um maior risco de desenvolvimento de tumores em idade jovem em
relagdo a populagdo geral. As SPHC tem como caracteristica a ocorréncia de multiplos
tumores primarios no mesmo individuo, tumores primarios bilaterais, multifocais ou de
etiologia rara, presenga de familiares em primeiro grau com tumores no mesmo sitio e
ocorréncia de muitos casos de cancer afetando varias geragdes de uma mesma familia (Lindor
et al. 2008).

Com o avango da Genética Molecular, os testes para a detec¢do de mutacdes
germinativas causadoras das SPHC estdo cada vez mais integrados a pratica clinica,
possibilitando a identificacdo de individuos portadores sintomaticos e assintomaticos em
risco. O aconselhamento genético € o acompanhamento multidisciplinar sdo fundamentais
para esses pacientes e seus familiares, objetivando a adogdo de estratégias de rastreamento

para deteccdo precoce de cancer e medidas redutoras de risco.

1.3 GENES DE ALTA PENETRANCIA RELACIONADOS AO CANCER DE
MAMA

Mutagdes germinativas em genes de alta penetrancia caracterizam a maioria das SPHC
e estdo associados a um elevado risco para desenvolvimento de cancer (Turnbull e Rahman
2008).

Podem ser classificados como genes de alta penetrancia para cancer de mama aqueles
relacionados a um risco relativo > 5 (Slavin et al. 2015). Nesse grupo, estao incluidos os
genes BRCA1 e BRCAZ2, relacionados SMOH, além dos genes TP53, PTEN, STK11 e CDH1,
associados a Sindrome de Li-Fraumeni, Sindrome de Cowden, Sindrome de Peutz-Jeghers e
Sindrome do Cancer Gastrico Difuso Hereditario, respectivamente. Essas sindromes
apresentam risco de cancer conhecido e medidas de prevengdo e reducdo de risco

estabelecidas (Tabela 5).

1.3.1 Genes BRCA1 e BRCA2
Os genes BRCAL (OMIM *113705), localizado no cromossomo 17q12-23 ¢ BRCA2
(OMIM *600185), localizado no cromossomo 13ql12-13 sdo supressores tumorais, cuja

presenca de mutagdes germinativas esta relacionada a SMOH (Miki et al. 1994; Wooster et al.

1994).



Ambos s3o genes de alta penetrincia e apresentam centenas de mutacdes ja
identificadas. A prevaléncia global de mutagdes patogénicas nos genes de BRCA1/2 na
populagdo ¢ de cerca de 1:400 (Anglian Breast Cancer Study Group 2000; Whittemore et al.
2004b). Em judeus Ashkenazi, a frequéncia ¢ de 1:40 devido a presenca de trés mutagdes
fundadoras nessa populagdo: c.187delAG e ¢.5385insC em BRCAL; e ¢.6174delT em BRCA2
(Metcalfe et al. 2010).

Portadores de mutagdes germinativas em BRCAL ou BRCAZ2 possuem alto risco para o
desenvolvimento de cancer de mama e de ovario. Estima-se um risco ao longo da vida de 41%
a 90% para cancer de mama e de 13% a 58% para cancer de ovario, dependendo da populagao
estudada e do tipo de mutagdo apresentada (Cass et al. 2003; Antoniou et al. 2006; Risch et al.
2006; Euhus e Robinson 2013; Chen et al. 2020). Outras neoplasias malignas também sao
mais frequentes na SMOH, incluindo cancer de tuba uterina, peritonio, prostata, pancreas,
melanoma, cancer de mama masculino, tumores de vias biliares, bexiga, es6fago, estobmago,
sistema hematopoiético, cavidade oral e faringe (Couch et al. 1996; Offit 1998; Breast Cancer
Linkage Consortium 1999; Risch et al. 2001; Thompson e Easton 2002; Liede et al. 2004;
Hodgson et al. 2007). O cancer de mama masculino estd associado a SMOH. Estima-se que
homens com mutacdo em BRCA2 apresentam um risco ao longo da vida de 7% a 8% para
cancer de mama, ¢ com muta¢do em BRCAL de cerca de 1,2% (Tai et al. 2007).

Tumores de mama com imunofenotipo triplo negativo, caracterizados pela auséncia de
expressdo  dos  receptores de  estrogénio, progesterona e  auséncia  de
superexpressao/amplificacdo do receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano
(HER2), sdo frequentemente associados @ SMOH. Alguns estudos apontam que de 8.5% a
28% das pacientes com cancer de mama triplo negativo apresentam mutagdo em BRCA1L e de
3% a 17% em BRCAZ2 (Young et al. 2009; Evans et al. 2011; Couch et al. 2015).

No Brasil, vérios estudos ja foram realizados para andlise dos genes BRCAL e BRCA2
em pacientes com cancer de mama e ovario. Carraro et al. (2013) avaliou a presenca de
mutacoes germinativas nos genes BRCALl, BRCA2, CHEK2 (c.1100delC) e TP53 em 54
pacientes com cancer de mama abaixo dos 35 anos, sendo detectada mutacdes patogénicas em
BRCA1 ¢ BRCA2 em 20,5% das pacientes (13% - BRCAL e 7% - BRCA2) e 50% das
pacientes com tumor de mama com imunofendtipo triplo negativo apresentaram mutagdo em
BRCAL. Em um outro estudo com 131 pacientes brasileiras com cancer de mama triplo
negativo testadas também para os genes BRCAL e BRCAZ2, mutagdes patogénicas foram
detectadas em 13%, sendo a maioria (88,2%) no gene BRCAL (Brianese et al. 2017). Em

relacdo ao cancer de ovario, Maistro et al. (2016) avaliou a presenga de mutagdes



germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2 em 100 pacientes brasileiras diagnosticadas com
cancer epitelial de ovario e 19% apresentaram mutacdes patogénicas nos genes avaliados,
sendo a maioria em BRCAL.

A suspeita diagnostica da SMOH ¢ feita através de critérios clinicos. Nos Estados
Unidos, a National Comprehensive Cancer Network (NCCN) publica anualmente critérios
clinicos para o diagndstico da sindrome. Segundo as recomendagdes da NCCN, pacientes com
diagnostico de cancer de mama e pelo menos um dos critérios clinicos propostos tem
indicacdo de realizar o teste genético para a sindrome. Os critérios clinicos estdo descritos no

Tabela 1.

Tabela 1 - Critérios Clinicos da NCCN para realizacdo de pesquisa de mutagdes nos genes
BRCA1 e BRCAZ2.

1) Paciente com diagnoéstico de cincer de mama e 1 ou mais dos seguintes critérios:

- Diagnostico < 45 anos, independente da historia familiar;

- Diagnostico entre 46-50 anos com historia familiar desconhecida ou limitada; ou diagndstico de um
segundo cancer de mama em qualquer idade; ou > 1 familiares com cancer de mama, ovario,
pancreas, ou prostata em qualquer idade;

- Diagnostico de cancer de mama triplo-negativo < 60 anos;

- Diagnostico em qualquer idade com > 1 familiares com cancer de mama < 50 anos ou ovario,
pancreas, prostata metastatico em qualquer idade;

- Diagnostico em qualquer idade com ascendéncia judaica Ashkenazi;

- Um total de 3 casos de cancer de mama na paciente e/ou familiares em qualquer idade

- Diagnostico de cancer de mama masculino, em qualquer idade

2) Paciente com diagnéstico de carcinoma do ovario, em qualquer idade.
3) Paciente com diagnéstico de cincer de préstata metastatico em qualquer idade.
4) Paciente com diagnéstico de cancer de pancreas exécrino em qualquer idade.
5) Presenca de mutacio patogénica em BRCAL ou BRCA2 na familia.

Fonte: NCCN (2021)

Um estudo recente realizado no sul do Brasil, analisou os critérios clinicos da NCCN
para a indicagdo de teste genético para a SMOH buscando identificar os critérios mais
informativos para a populacdo brasileira. Foram avaliadas 418 pacientes com critérios clinicos
para teste, sendo destas, 79% com cancer de mama, 8,8% com cancer de ovario e 13% sem
diagnéstico de cancer. Oitenta e trés variantes patogénicas nos genes BRCAL e/ou BRCA2
foram identificados em 19,1% das pacientes. Os dados do estudo sugerem que a idade no
diagnoéstico (especialmente para cancer de mama), cancer de mama bilateral e/ou triplo-
negativo e diagnostico de cancer de ovario sdo os achados com o maior valor preditivo para

um resultado de teste positivo para SMOH (Alemar et al. 2017).



O rastreamento preconizado para portadoras de mutagdes patogénicas/provavelmente
patogénicas nos genes BRCA1/2 baseia-se no alto risco para cancer de mama e ovario em
idade jovem. Para rastreamento do cancer de mama, a NCCN recomenda o auto-exame
mensal das mamas a partir dos 18 anos e exame clinico semestral/anual a partir dos 25 anos.
Entre 25 e 29 anos, indica-se a realizagdo anual de ressonancia magnética das mamas ou
mamografia/tomossintese (caso a ressonancia ndo esteja disponivel). A idade ideal para se
iniciar o rastreamento pode ser individualizada de acordo com a histéria familiar de cancer,
principalmente se houver familiar com diagndstico antes dos 30 anos. Entre as idades de 30 e
75 anos, deve-se alternar mamografia/tomossintese e ressonancia de mama a cada seis meses
e, apos 75 anos, o rastreamento deve ser individualizado. Pacientes com diagndstico prévio de
cancer de mama devem manter o rastreamento apds o tratamento com
mamografia/tomossintese e ressonidncia magnética das mamas para o tecido mamario
remanescente (NCCN 2021).

Segundo a NCCN (2021), a mastectomia total bilateral pode ser considerada nas
mulheres com a SMOH para redugdo de risco. Alguns estudos mostram que a mastectomia
bilateral reduz em 90% o risco de desenvolver cancer da mama em portadoras de mutagdes
em BRCA1/2, proporcionando um alto grau de protecdo (Hartmann et al. 1999; Hartmann et
al. 2001).

Em relacao ao cancer de ovario (incluindo-se carcinoma de tuba uterina e peritonio), o
risco para mulheres com SMOH ¢ menor do que o risco de cancer de mama. Porém, frente a
dificuldade de diagndstico precoce pela inexisténcia de exames eficazes de rastreamento e o
prognostico reservado da doenca diagnosticada em estadio clinico avangado, recomenda-se a
realizagdo de salpingooforectomia bilateral redutora de risco nessas pacientes apds a
constitui¢do da prole. O cancer de ovario ¢ mais prevalente em portadoras de mutagdo em
BRCA1 e a maior taxa de incidéncia ocorre entre 50 a 59 anos, enquanto que para BRCA2
ocorre entre 60 a 69 anos. Assim, recomenda-se que a salpingooforectomia bilateral redutora
de risco seja realizada entre 35 e 40 anos para mulheres com mutagdo em BRCAL e entre 40 e
45 anos para BRCAZ2 (Finch et al. 2014; NCCN 2021).

Virios estudos tém demonstrado que a salpingooforectomia bilateral reduz a
incidéncia de cancer de ovario (incluindo tuba uterina e peritonio) em portadores de mutagao
em BRCAL/2 entre 80% a 85%, além de aumentar a sobrevida (Kauff et al. 2008; Rebbeck et
al. 2009). A salpingooforectomia bilateral também est4 associada a reduc¢do do risco de cancer
de mama em cerca de 50% nessas pacientes (Rebbeck et al. 2009).

Em pacientes ndo elegiveis a salpingooforectomia redutora de risco, pode-se



considerar o rastreamento com ultrassonografia pélvica transvaginal ¢ dosagem sérica do
marcador tumoral CA125 a partir de 30 a 35 anos de idade, apesar da falta de evidéncias em
relagdo ao beneficio (NCCN 2021).

Mulheres portadoras de mutagdo patogénica/provavelmente patogénica nos genes
BRCA1/2 devem receber aconselhamento genético em relagdo as cirurgias redutoras de risco,
com orientagdes sobre risco de cancer, riscos associados as cirurgias, opgdes de reconstrucao,
impacto na reproducdo, sintomas e riscos relacionados a menopausa precoce (doenca
cardiovascular, osteoporose, alteracdes sexuais), assim como discussdo sobre aspectos

psicossociais e de qualidade de vida.

1.3.2 Gene TP33

O TP53 (OMIM *191170) é um gene supressor tumoral, localizado no brago curto do
cromossomo 17 (17p13.1) que produz a proteina p5S3 que participa de varios processos
celulares importantes (proliferagdo celular, apoptose e estabilidade do genoma) (Malkin et al.
1990; Levine et al. 1991).

Mutagdes germinativas em TP53 estdo relacionadas a Sindrome de Li-Fraumeni (LFS;
OMIM #151623), uma SPHC de heranga autossomica dominante, caracterizada pela alta
penetrancia com expressividade variavel e alto risco de desenvolvimento de multiplos
tumores, sendo os tumores mais frequentemente associados os sarcomas de partes moles e
osteossarcomas, carcinoma adrenocortical (ADR), cancer de mama em mulheres na pré-
menopausa, tumores cerebrais ¢ leucemia (Li e Fraumeni 1969a e b; Malkin et al. 1990;
Srivastava et al. 1990, Li et al. 1988; Malkin et al. 1990).

O risco estimado para o desenvolvimento de cancer ¢ de 90% até os 60 anos de idade
(Birch et al. 2001). Estima-se que a prevaléncia no mundo de mutagdes germinativas no gene
TP53 seja de 1:5.000 a 1:20.000 (Lalloo et al. 2003; Gonzalez et al. 2009). No Brasil, hd uma
incidéncia maior devido a ocorréncia da mutagdo fundadora p.R337H no gene TP53 na
populacdo do Sul e Sudeste do pais, com uma prevaléncia da LFS de 0,3% na populagao
dessas regides (Palmero et al. 2008; Custodio et al. 2013).

Em adultos, os tumores predominantes sdo cancer de mama e sarcomas de partes
moles. Um estudo recente detectou a presenca de mutagdes germinativas no gene TP53 em
6% de pacientes com diagnostico de cancer de mama antes dos 31 anos, sem critérios clinicos
para a LFS (Bougeard et al. 2015). Um outro estudo apontou uma probabilidade de 5% a 8%
de identificar uma mutagdo germinativa em TP53 em mulheres diagnosticadas com cancer de

mama em idade jovem sem historia familiar de cancer (Mccuaig et al. 2012).



No Brasil, Giacomazzi et al. (2014) investigaram a prevaléncia da mutacdo R337H em
mulheres diagnosticadas com cancer de mama sem histéria familiar de cancer, encontrando
uma frequéncia de mutacdo de 8,6%. O estudo de Silva et al. (2014), avaliou 120 mulheres
brasileiras com cancer de mama com critérios clinicos para a SMOH, sendo detectadas
mutagdes patogé€nicas em 31 pacientes (26%), incluindo 20 para BRCA1 (64,5%), sete para
BRCA2 (22,5%), trés para TP53 R337H (10%) e um para CHEK2 ¢.1100delC (3%). Esses
resultados sugerem que pacientes com cancer de mama com critérios clinicos para SHOH e
com resultados negativos para os genes BRCA1/2 devem ser testadas para a variante TP53
R337H (Silva et al. 2014).

Assim, mutagdes germinativas no gene TP53, principalmente a mutagdo R337H,
podem desempenhar um papel importante na incidéncia de cancer de mama no Brasil.

O diagnostico da LFS ¢ inicialmente clinico. Os critérios classicos da sindrome estdo

descritos no Tabela 2 (Li et al. 1988).

Tabela 2 - Critérios Classicos da LFS.

CRITERIOS CLASSICOS DA LFS

Presenca de todos os critérios abaixo:

- Probando com sarcoma diagnosticado < 45 anos

- Um familiar em primeiro grau com qualquer cancer < 45 anos

- Um familiar em primeiro ou segundo grau com qualquer cancer < 45 anos ou um sarcoma em

qualquer idade.

O critério proposto por Chompret et al. (2001), revisado por TINAT et al. (2009) ¢
mais recentemente atualizado por Bougeard et al. (2015) denominado critério de Chompret

modificado, ¢ atualmente o mais utilizado para diagnostico da sindrome (Tabela 3).



Tabela 3 - Critérios de Chompret versao 2015.

CRITERIOS DE CHOMPRET VERSAO 2015

Probando com tumor pertencente ao espectro de tumores da LFS (sarcoma de

partes moles, osteossarcoma, tumor cerebral, cdncer de mama pré-menopausa,

Apresentagdo Familiar ADR) antes dos 46 anos e pelo menos um familiar em primeiro ou segundo

grau com um tumor da LFS (exceto cancer de mama se o probando tem céncer

de mama) antes dos 56 anos ou com multiplos tumores

Probando com multiplos tumores (exceto tumores multiplos de mama), dois

Multiplos tumores primarios  dos quais pertencentes ao espectro LFS e o primeiro diagnosticado antes dos
46 anos

Probando diagnosticado com ADR, tumor de plexo cordide ou

Tumores raros rabdomiossarcoma embriondrio subtipo anaplasico, independente da histéria
familiar

Céancer de mama em idade

) Cancer de mama diagnosticado antes dos 31 anos
jovem

O rastreamento para cancer de mama nas pacientes portadoras da LFS recomendado
pela NCCN ¢é semelhante ao recomendado para as portadoras de mutagoes em BRCAL/2.
Indica-se a realizagdo anual de ressondncia magnética das mamas entre os 20 e 29 anos,
acrescentando a mamografia/tomossintese anualmente a partir dos 30 anos até os 75 anos de
idade. A mastectomia total bilateral redutora de risco também pode ser considerada para essas
pacientes como medida redutora de risco (NCCN 2021). O rastreamento para a LFS inclui
ainda um protocolo extenso com varios outros exames para rastreamento de outros tipos de
cancer, incluindo a ressonancia magnética de corpo inteiro e cranio anualmente, exames
laboratoriais, colonoscopia e endoscopia digestiva alta a cada 2-3 anos, entre outros (Villani et
al. 2011; Paixao et al. 2018).

Portadores da LFS apresentam um risco aumentado de desenvolvimento de neoplasias
primarias radioinduzidas, como observado em alguns estudos. Assim, recomenda-se evitar o
uso de radiagdo ionizante sempre que possivel nos exames de imagens para rastreamento € no
tratamento de cancer de mama nesses pacientes (Limacher et al. 2001; Strong 2003; Masciari
et al. 2008; Bougeard et al. 2015).

1.3.3 Gene PTEN

O PTEN (OMIM +601728) é também um gene supressor tumoral, localizado no

cromossomo 10g23.3 (Steck et al. 1997).



Mutagdes germinativas em PTEN estdo relacionadas a Sindrome de Cowden (OMIM
#158350) que possui heranga autossomica dominante e alta penetrancia (Orloff ¢ Eng 2008).
Esta associada a multiplas lesdes hamartomatosas, mucocutaneas benignas (triquilemomas,
papilomas orais, neuromas mucocutaneos, queratose palmoplantar, lipomas, anomalias
vasculares e fibromas) e risco aumentado para desenvolvimento de cancer, como mama,
tiredide e endométrio (Starink et al. 1986).

O diagnéstico clinico da sindrome € baseado em critérios principais € menores, sendo
necessario a presenga no probando de trés ou mais critérios principais (incluindo
macrocefalia, doenca de Lhermitte-Duclos, ou hamartomas gastrointestinais) ou a presenca de

dois critérios principais e trés menores (Pilarski et al. 2013) (Tabela 4).

Tabela 4 — Critérios clinicos da Sindrome de Cowden.

CRITERIOS PRINCIPAIS

- Cancer de mama

- Cancer de endométrio (epitelial)

- Céancer de tire6ide (folicular)

- > 3 Hamartomas gastrointestinais (incluindo ganglioneuromas, exceto polipos hiperplasicos)
- Doenga de Lhermitte-Duclos (adulto)

- Macrocefalia (= 97 percentil)

- Pigmentag@o macular da glande do pénis

- Multiplas lesdes mucocutaneas: > 3 trichilemmomas, ceratoses acrais, > 3 pits palmoplantares e/ou
papulas acrais hiperqueratoticas, > 3 neuromas mucocutaneos, > 3 papilomas orais
CRITERIOS MENORES

- Transtorno do espectro autista

- Cancer de célon

- Acantose glicogénica esofagica (> 3 lesdes)

- >3 Lipomas (lipomatose subcutanea)

- Deficiéncia intelectual

- Carcinoma de células renais

- Lipomatose testicular

- Cancer de tiredide (papilifero e papilifero variante folicular)

- Lesdes estruturais da tiredide (adenoma, bocio multinodular)

- Anomalias vasculares
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O risco ao longo da vida para cancer de mama em mulheres com Sindrome de Cowden
foi estimado em até 85%, com uma penetrancia de 50% aos 50 anos. Para o cancer de
tiredide, o risco ao longo da vida estimado ¢ de 35% para portadores, sendo os tumores de
histologia folicular e papilifero predominantes (Tan et al. 2012). Lesdes benignas também
sdo comumente encontradas, como bocio multinodular, nédulos adenomatosos e adenomas
foliculares, ocorrendo em até 75% dos individuos com a sindrome (Harach et al. 1999). O
risco para o cancer de endométrio ¢ estimado em 28%, principalmente em idade jovem (Tan
et al. 2012). A sindrome também est4 relacionada com neoplasias gastrointestinais, sendo o
risco para cancer colorretal estimado em 9%, com inicio aproximadamente aos 30 anos, e
cerca de 90% dos portadores de mutagdes germinativas no gene PTEN apresentam poélipos
ganglioneuromatosos, hamartomatosos, juvenis ou adenomatosos (Tan et al. 2012). Dentre
outras neoplasias associadas estdo o cancer renal e melanoma cutineo, com risco cumulativo
estimado em 34% e 6%, respectivamente (Tan et al. 2012).

Para o rastreamento do cancer de mama nas pacientes portadoras da Sindrome de
Cowden, a NCCN recomenda o exame clinico a partir dos 25 anos ou 5-10 anos antes do
primeiro cancer da mama ocorrido na familia. Recomenda-se iniciar o rastreamento com
mamografia/tomossintese e ressonancia magnética das mamas anualmente a partir dos 30-35
anos ou 5-10 anos antes do caso mais jovem de cancer da mama ocorrido na familia. Ap6s os

75 anos, o rastreamento deve ser individualizado (NCCN 2021).

1.3.4 Gene STK11

O gene STK11 (OMIM * 602216) também chamado de LKB1, é um supressor tumoral
localizado no cromossomo 19p13.3 (Jenne et al. 1998).

Mutagdes germinativas no gene STK11 relacionam-se com a Sindrome de Peutz-
Jeghers (OMIM #175200), uma SPHC de heranga autossdmica dominante caracterizada por
polipos gastrointestinais, pigmentacdo mucocutdnea ¢ risco aumentado para canceres
gastrointestinais, cancer de mama e ovario (nao epitelial) (Peutz 1921; Bruwer et al. 1954;
Jeghers et al. 1949; Hemmink et al. 1998).

O diagnéstico clinico da sindrome baseia-se na presenca de um dos seguintes critérios:
(1) presenga de dois ou mais polipos hamartomatosos confirmados histologicamente; (2)
presenca de qualquer nimero de polipos hamartomatosos em individuo com histéria familiar
da sindrome; (3) hiperpigmentagdo mucocutanea da boca, labios, nariz, olhos, genitdlia ou
dedos em individuo com histdria familiar da sindrome e (4) presenca de qualquer nimero de

polipos em individuo com hiperpigmentacdo mucocutinea caracteristica (Beggs et al. 2010).
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O risco ao longo da vida para cancer de mama em mulheres portadoras da sindrome ¢
de 8% aos 40 anos, 13% aos 50 anos, 31% aos 60 anos e 45% aos 70 anos (Hearle et al.
2006).

As recomendagdes da NCCN para o rastreamento do cancer de mama nas pacientes
portadoras da sindrome incluem o exame clinico semestral e a realizagdo de ressonancia

magnética das mamas e mamografia anualmente a partir dos 20 anos (NCCN 2021).

1.3.5 Gene CDH1

O gene CDH1 (OMIM *192090), mapeado no brago longo do cromossomo 16, na
posicdo 16q22.1, é responsavel pela producdo da proteina E-Caderina, que tem como
principais funcdes a adesdo celular e supressao tumoral (Chen et al. 1991; Takeichi 1991;
Berx et al. 1995; Chritofori e Semb 1999).

A Sindrome do Cancer Gastrico Difuso Hereditario (OMIM #137215) ¢ causada por
mutagdes germinativas no gene CDH1 (Guilford et al. 1998). Apresenta uma heranga
autossomica dominante e se caracteriza pelo alto risco de desenvolvimento de cancer gastrico
difuso, também referido com carcinoma géstrico com células em anel de sinete, em idade
jovem, com idade média de inicio de cerca de 38 anos.

Os critérios clinicos para suspeita da sindrome incluem um dos seguintes: (1) dois
casos de cancer gastrico na familia, sendo um individuo com céancer gastrico difuso
confirmado antes dos 50 anos; (2) trés familiares em primeiro ou segundo grau com cancer
gastrico difuso confirmado em qualquer idade; (3) diagnostico de cancer gastrico difuso antes
dos 40 anos independente da histéria familiar (4) histéria pessoal ou familiar de cancer
gastrico difuso e cancer de mama do tipo lobular, sendo um deles diagnosticado antes dos 50
anos (Fitzgerald et al. 2010).

O risco cumulativo estimado para cancer gastrico ¢ de 80% para portadores da
sindrome. Mulheres portadoras apresentam ainda um risco de 39% a 52% para cancer de
mama do tipo histolégico lobular (Pharoah et al. 2001; Kaurah et al. 2007).

A NCCN sugere realizar mamografia/tomossintese anualmente e considerar
ressonancia magnética das mamas a partir dos 30 anos de idade, para portadoras da sindrome.
A mastectomia redutora de risco pode ser considerada nessas pacientes de acordo com a

histéria familiar (NCCN 2021).
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14 GENES DE PENETRANCIA MODERADA RELACIONADOS AO
CANCER DE MAMA

Genes de penetrancia moderada para cancer de mama estdo associados a um risco
moderado de desenvolvimento de cancer. Podem ser classificados como genes de moderada
penetrancia para cancer de mama aqueles relacionados a um risco relativo > 2 e <5 (Slavin et
al. 2015). Nesse grupo, destacam-se os genes CHEK2, ATM e PALB2.

Existem evidéncias suficientes para indicagdo de rastreamento para portadores de
mutacao patogénica, mesmo na auséncia de historia familiar de cancer (Tabela 5).

O gene CHEK2 (OMIM +604373) ¢ um gene supressor tumoral localizado na regido
cromossomica 22q12.1 (Pommier et al. 2005). Estima-se um risco de 20% ao longo da vida
para cancer de mama para portadoras de mutagdes em CHEK2. Para portadoras que tenham
um familiar em segundo grau com cancer de mama o risco estimado ¢ de 28%, sendo 34%
para portadoras com um familiar em primeiro grau com cancer de mama e 44% com um
familiar em primeiro e segundo grau afetados (Cybulski et al. 2011). Alguns estudos tem
apontado que o CHEK2 ¢ o gene mais comumente mutado em mulheres com cancer de mama,
depois de BRCAL e BRCA2 (Couch et al. 2017). A mutagdo c.1100delC em heterozigose no
éxon 10 do gene CHEK?2 tem uma frequéncia de cerca de 0,7% nas popula¢des do Norte e
Oeste Europeu, e portadores apresentam um risco cumulativo de cancer de mama de 37% até
os 70 anos (Weischer et al. 2008). Alguns estudos relataram um aumento do risco para outros
tipos de tumores associados com mutagdes germinativas em CHEK2, como cancer colorretal,
tiredide, prostata e cincer renal (Cybulski et al. 2004; Isinger et al. 2006).

O gene ATM (OMIM *607585) esta localizado na regido 11q22.3 e consiste em 66
éxons (Savitsky et al. 1995). Mutagdes germinativas em homozigose no gene ATM estio
associadas a Ataxia-Telangiectasia (OMIM 208900) de heranga autossOmica recessiva,
caracterizada por ataxia cerebelar progressiva, apraxia oculomotora, coreoatetose,
telangiectasias na conjuntiva, imunodeficiéncia, sensibilidade a radiacdo ionizante e aumento
do risco de neoplasias (Chun e Gatti 2004). Mutacdes germinativas em heterozigose no gene
ATM estao associadas ao risco moderado para cancer de mama (Couch et al. 2017). Estima-se
um risco relativo para portadores de 2,78 (95% IC= 2,22-3.62) em compara¢do com a
populacdo geral e um risco relativo de 4,9 (95% IC=1,90-12,9) em mulheres com idade

inferior a 50 anos (Thompson et al. 2005b; Couch et al. 2017).
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O gene PALB2 (OMIM *610355) é um gene supressor tumoral localizado no brago
curto do cromossomo 16 na posi¢cdo 12.2, e sua proteina co-localiza-se com a proteina do
gene BRCAZ2, interagindo com BRCAL e BRCAZ2 na via de reparo do DNA (Xia et al. 2006).
Mutacdes germinativas bialélicas em PALB2 estdo associadas a Anemia de Fanconi, de
heranga autossomica recessiva, caracterizada por anormalidades fisicas (baixa estatura,
pigmentacdo anormal da pele, malformagdes esqueléticas, microcefalia e anomalias
geniturindrias e oftalmologicas), insuficiéncia da medula 6ssea e aumento do risco de
neoplasias (leucemia mieldide aguda e tumores so6lidos) (Reid et al. 2007). Portadores de
mutacgdes germinativas monoalélicas em PALB2 apresentam um risco relativo de 2,3 (95%
IC=1,4-3,9; P=0,0025) para desenvolver cancer de mama (Rahman et al. 2007). Sugere-se
ainda que as neoplasias malignas da mama associados a PALB2 apresentam um fendtipo
tumoral mais agressivo, incluindo o imunofenétipo triplo-negativo (Heikkinen et al. 2009).
Recentemente, mutacdes germinativas em PALB2 foram associadas com a ocorréncia de
cancer de mama bilateral (Couch et al 2017).

O gene PALB2 vem sendo, recentemente, relacionado a alta penetrancia para cancer
de mama (Yang et al. 2020). No entanto, em nosso estudo foi considerado pertencente ao
grupo de penetrancia moderada para cancer de mama.

Variantes patogénicas/provavelmente patogénicas em outros genes também vém sendo
associadas ao risco moderado para cancer de mama, como BRIP1, BARD1, RAD51D, NBN e
NF1 (Seal et al. 2006; Madanikia et al. 2012; Couch et al. 2017).

1.5 GENES DE BAIXA PENETRANCIA RELACIONADOS AO CANCER
DE MAMA

Viarios outros genes podem ser classificados como de baixa penetrancia para cancer de
mama, relacionados a um risco relativo > 1 e < 2 (Slavin et al. 2015). Sao genes que
apresentam penetrancia baixa ou incerta e as recomendagdes de rastreamento € manejo nao
estdo bem estabelecidas, sendo baseadas em avaliagdes empiricas de risco e revisdo de
literatura, caso a caso.

Destacam-se como genes de baixa penetrancia para cancer de mama, os seguintes
genes: BRIP1, BAP1, RAD51C, MUTYH, XRCC2, CDK4, CDKNZ2A, entre outros.

Mutagdes patogénicas nos genes de reparo de DNA MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e

EPCAM estdo associadas a Sindrome de Lynch, que se caracteriza pelo alto risco para cancer
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colorretal ao longo da vida, além de cincer de endométrio, ovario, estobmago, intestino
delgado, trato hepatobiliar, trato urinario e tumores cerebrais (Lynch et al. 2006). Apesar
disso, alguns estudos associaram esses genes a uma baixa penetrancia para cancer de mama e
um estudo realizado no Brasil em familias com a Sindrome de Lynch, demonstrou que o
cancer de mama foi o cancer extracolonico mais frequente em mulheres portadoras da

Sindrome (da Silva et al. 2010; Win et al. 2012).

Tabela 5 — Genes de alta e moderada penetrancia para cdncer de mama com risco relativo
estimado e diretrizes de manejo.

Risco Relativo ] o
Outros cinceres ou sindromes  Rastreamento recomendado pelos guidelines

Gene para cincer
associadas (NCCN)

de mama

Sd Ataxia Telangiectasia em
ATM 2-3 MMG anual e RM de mamas a partir de 40 anos
HZ; célon e pancreas
MMG e RM de mamas, recomendada SOB redutora
BRCAL 10 Ovério pancreas, prostata ) o
de risco e discutir MBRR

Ovario, pancreas, prostata, RM de mamas, recomendada SOB redutora de risco

BRCA2 10
melanoma e discutir MBRR
RM de mamas, discutir MBRR, recomendada
CDH1 5 Gastrico ]
gastrectomia
CHEK2 2-3 Colon, tiredide, pulmio MMG anual e RM de mamas a partir dos 40 anos
Sd de Quebra de Nijmegen em o .
NBN 2-3 Rastreamento de acordo com historia familiar

HZ; Ovario
Sistema nervoso central, bainha
NF1 2-3 o MMG anual e RM de mamas a partir dos 30 anos
do nervo periférico

MMG anual e RM de mamas a partir dos 30 anos,

PALB2 3-5 Pancreas, ovario
discutir MBRR
MMG anual e RM de mamas a partir dos 30 anos,
PTEN >5 Tiredide, endométrio
discutir MBRR
Pancreas, tumores ovarianos
STK11 >5 estromais e dos corddes sexuais, MMG e RM de mamas a partir dos 30 anos

colon

) RM de mamas a partir dos 20 anos, discutir MBRR;
Sarcoma, leucemia,
TP53 >10 RM de corpo inteiro e cranio, colonoscopia,
adrenocortical, cerebral
hemograma completo e outros exames

Fonte: Adaptado de Kurian et al. (2016).

Legenda: Sd: Sindrome; HZ: homozigose; NCCN: National Comprehensive Cancer Network; MMG:
mamografia; RM: ressonidncia magnética; MBRR: mastectomia bilateral redutora de risco; SOB:
salpingooforectomia bilateral.
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1.6 PAINEL DE SEQUENCIAMENTO DE MULTIPLOS GENES

A implementacdo de novas tecnologias para a andlise de DNA como o
Sequenciamento de Nova Geragdo (Next-Generation Sequencing — NGS), vem permitindo a
analise simultdnea de multiplos genes através dos painéis para diversas doengas genéticas. A
técnica apresenta muitos beneficios, incluindo maior rapidez, eficiéncia, versatilidade e menor
custo quando comparada ao sequenciamento de um unico gene (Walsh et al. 2010; Pritchard
et al. 2012; LaDuca et al. 2014).

Atualmente, esses painéis tém sido amplamente utilizados em Oncologia para analise
de grupos de genes relacionados as SPCH. Existem diversos tipos de painéis multigenes,
desde os fenotipos especificos para cancer familiar, como os relacionados ao cancer de mama,
até painéis de amplo espectro abrangendo multiplos fen6tipos. Além de incluir genes de alta
penetrancia com utilidade clinica estabelecida, estes painéis podem englobar também genes
de moderada e baixa penetrancia, com dados limitados de significancia clinica e risco para
cancer, além de auséncia de diretrizes de manejo estabelecidas (Hall et al. 2014; Rainville et
al. 2014).

Nao ha critérios estabelecidos em relagdo as indicagdes clinicas dos painéis
multigenes. Questdes importantes como quantos € quais genes sequenciar, indicacao clinica,
beneficios e como realizar o aconselhamento genético, vem sendo amplamente discutidas
(Kurian et al. 2014). Em geral, os painéis multigenes sdo indicados quando mais de um gene
pode estar relacionado ao fen6tipo, pois nesses casos o painel pode ser mais eficiente tanto em
diagnostico quando em custo (Hall et al. 2014). Enquanto alguns fenotipos estao associados a
um unico gene, muitos estdo associados a mais de um gene.

A indicagdo dos painéis também pode ser considerada para pacientes com teste
negativo para uma determinada sindrome, cuja historia pessoal e familiar ¢ sugestiva de
cancer hereditario (Hall et al. 2014; LaDuca et al. 2014).

Atualmente, foi descrita na literatura a Sindrome da Neoplasia Hereditaria Multialélica
(MINAS; do inglés, multilocus inherited neoplasia alleles syndrome), que caracteriza-se pela
presenca de duas ou mais variantes patogénicas/provavelmente patog€nicas em genes
relacionados a predisposicdo ao cancer herdadas no mesmo individuo, cujo diagndstico
tornou-se possivel gracas a tecnologia NSG, uma vez que permite a analise simultanea de
multiplos genes (Whitworth et al. 2016).

Sao muitos os desafios e implicagdes da indicagdo desses painéis na pratica clinica. Os

resultados encontrados podem ser por vezes complexos e de dificil interpretagdo. A alta
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frequéncia de variantes de significado incerto encontradas; resultados incidentais (quando
uma mutagdo patogénica ¢ encontrada em um gene nao relacionado ao fendtipo) e mutagdes
patogénicas em genes de baixa e moderada penetrancia dificultam o aconselhamento genético
e o seguimento clinico do paciente e seus familiares (Hall et al. 2014; Rainville et al. 2014;
Slavin et al. 2015).

A realizacdo de estudos baseados em painel multigenes para cancer hereditario pode
contribuir com informagdes para delineamento da relacdo genotipo-fendtipo, definigao de
risco absoluto e relativo de cancer, para classificacdo das variantes de significado incerto, uso
mais efetivo dessa tecnologia e uma melhor indica¢do clinica, além de fornecer melhor
compreensdo sobre a contribuicdo dos genes de baixa, moderada e alta penetrancia no cancer

de mama hereditario.

1.7 VARIANTES DE SIGNIFICADO INCERTO

De acordo com a American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), as
variantes genéticas identificadas em doencas mendelianas sdo classificadas em cinco
categorias, numeradas de 1 a 5, que sdo: (5) patogénica; (4) provavelmente patogénica; (3)
significado clinico incerto; (2) provavelmente benigna e (1) benigna. Variantes que nao se
enquadram nos critérios correspondentes as categorias patogénica ou benigna; ou apresentam
evidéncias conflitantes, sdo classificadas como de significado clinico incerto (Richards et al.
2015).

As variantes de significado incerto (VUS - Variant of uncertain significance) sdo
alteracdes na sequéncia de nucleotideos sem dados suficientes sobre seu impacto na fun¢do da
proteina e, consequentemente, sem defini¢do de sua importancia clinica e cuja associagdo com
o risco de doenca ¢ desconhecida.

Estudos realizados mostraram que uma grande propor¢do de painel multigenes para
cancer hereditario, aproximadamente um terco, identifica uma VUS em um ou mais genes
(Kurian et al. 2014; Tung et al. 2015).

Quanto maior o nimero de genes analisados, maior ¢ a probabilidade de se encontrar
variantes de significado desconhecido. Um estudo realizado com 2.158 pacientes com cancer
de mama que realizaram um painel com 25 genes, apontou que VUS foram encontradas em
40% dos individuos; outro estudo semelhante realizado com 198 mulheres submetidas a um
painel de 42 genes mostrou que VUS foram identificadas em 88% das participantes (Kurian et

al. 2014; Tung et al. 2015).
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A maioria dessas variantes sera posteriormente reclassificada, como benigna ou
patogénica. Varios métodos sdo utilizados para classificar uma VUS quanto a sua
patogenicidade. O tipo de mutagdo (nonsense, missense, frameshift, dele¢des ou duplicagdes),
a funcdo principal do gene (supressor tumoral, oncogenes), a frequéncia populacional da
variante, descricdo na literatura médica e a presenga de estudos funcionais devem ser
considerados na analise de uma VUS (Goldgar et al. 2008; Li et al. 2017).

Estudos de analise da associagdo direta da VUS com o fen6tipo podem ser usados para
determinar uma razao de verossimilhanca de associacdo da variante com a doenga, sendo os
mais comuns os estudos do tipo co-segregagdo; comparacao da frequéncia do alelo entre casos
e controles; associacdo de frequéncia de alelos com histérico pessoal ou familiar da doenca; e
co-ocorréncia da doenga com outras variantes genéticas (Goldgar et al. 2008).

A andlise de co-segregacdo de uma variante genética com um determinado fenotipo
em uma familia ¢ um dado importante para se avaliar a patogenicidade dessa variante, uma
vez que trata-se de evidéncia de ligagao do locus a doenga em questdo. Por outro lado, a ndo-
segregacao dessa variante com o fendtipo ¢ considerada forte indicio contra sua
patogenicidade (Richards et al. 2015; Jarvik et al. 2016).

A avaliagdo do mecanismo de perda de heterozigose (LOH) na amostra tumoral
também pode ser 1til na classificagdo de variantes raras, uma vez que a perda somatica do
alelo selvagem ¢ um mecanismo comum de inativagao em tumores de pacientes portadores de
uma mutagdo patogénica na linhagem germinativa (Knudson 1971; Osorio et al. 2002).

Varias ferramentas in silico também podem auxiliar na interpretagcdo dessas variantes
através da utilizagdo de algoritmos, capazes de predizer, por exemplo, se uma variante
missense prejudica a fungdo ou estrutura da proteina ou se ha uma alteragdo do tipo splicing.
Porém, ndo ¢ recomendavel que essas ferramentas sejam utilizadas como a tnica evidéncia do
significado clinico de uma VUS. Em geral, estudos funcionais s3o necessarios para avaliar a
perda da fungdo proteica (Li et al. 2017).

Um estudo realizado com mais de um milhdo de individuos que realizaram teste
genético para cancer hereditario, demonstrou que 7,7% das VUS identificadas foram
reclassificadas e, destas, 91,2% foram rebaixadas para variantes benignas ou provavelmente
benignas (tempo médio para reclassificagdo de 1,17 anos) e 8,7% foram reclassificadas para
variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas (tempo médio de 1,86 anos) (Mersch et
al. 2018).

As VUS ndo devem ser utilizadas na tomada de decisdes clinicas e devem ser

acompanhadas até sua reclassificacdo (Robson et al. 2015). Nesse contexto, o aconselhamento
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genético pré e pos-teste faz-se fundamental para esses pacientes e seus familiares.

1.8 ACONSELHAMENTO GENETICO

O aconselhamento genético em Oncologia ¢ o processo de identificar e aconselhar
individuos em risco para o cancer hereditario. Tem como finalidade orientar os individuos em
relacdo aos fatores genéticos, bioldgicos e ambientais associados ao cancer e/ou risco de
doenga, além de orientar sobre testes genéticos, cancer hereditario, rastreamento e prevengao
do cancer (Trepanier et al. 2004).

Individuos com antecedentes pessoais ou familiares sugestivos de cancer hereditario
devem ser encaminhados para aconselhamento genético. Na avaliagdo do paciente com
suspeita de cancer hereditario, deve-se inicialmente realizar o levantamento da historia
pessoal e familiar detalhada através do heredograma com pelo menos trés geracdes, tanto do
lado materno quanto paterno. Dados como etnia, ancestralidade, sitio primadrio, tipo
histologico de cancer e idade de diagnostico devem ser coletados, assim como comprovacao
dos tumores dos familiares através de exames anatomopatologicos, relatorio médico e
atestado de obito. Quanto maior o nimero de familiares afetados e quanto menor a idade no
momento do diagndstico de cancer, maior ¢ a probabilidade de que um componente genético
de predisposicdo a cancer esteja presente na familia (Trepanier et al. 2004).

Apds a avaliagdo inicial, pacientes que apresentarem critérios clinicos para alguma
sindrome tem indicagdo de realizar o teste genético para detec¢do de mutagdes germinativas
em genes relacionados. De acordo com a Sociedade Americana de Oncologia Clinica
(American Society of Clinical Oncology - ASCO), os testes genéticos sdo recomendados
quando héd uma historia pessoal ou familiar sugestiva de cancer hereditario, o teste pode ser
adequadamente interpretado e os resultados auxiliam no diagndstico ou influenciam o manejo
clinico do paciente ou de seus familiares (American Society of Clinical Oncology 2003). Os
pacientes candidatos ao exame molecular para diagnostico devem receber o aconselhamento
genético pré- e pos-teste.

O aconselhamento pré-teste ¢ fundamental para esses pacientes e deve sempre incluir
informagdes sobre o teste genético indicado, beneficios, limitagdes, resultados implicados,
importancia de um resultado positivo para o paciente e seus familiares, padrdes de heranca
genética, riscos e tipos de cancer envolvidos, aspectos psicossociais, consideragdes
econdmicas, opgdes de rastreamento e preven¢do do cancer (Trepanier et al. 2004).

Uma vez realizado o teste genético, o paciente deve receber o aconselhamento pos-



19

teste. Neste, serdo discutidos o resultado do exame, seu significado, limitagdes e implicagdes
para o paciente e sua familia. Caso ocorra a identificacdo de uma mutacdo patogénica, o
paciente deve ser orientado sobre os riscos de cancer associado a sindrome, o rastreamento
indicado e medidas de preven¢do. Os familiares devem ser convocados para orientagdes e
realizacdo do teste genético (Trepanier et al. 2004).

Com a implementacdo dos testes genéticos com avaliagdo simultdnea de multiplos
genes relacionados a cancer hereditdrio na pratica clinica, novas abordagens no
aconselhamento genético serdo necessarias. O resultado do teste pode ser verdadeiro-positivo
(presenga de uma mutagdo patogénica) verdadeiro-negativo (auséncia de mutacao patogénica
em gene previamente identificado na familia), indeterminado ou ndo-informativo (auséncia de
mutacdo patogénica, porém nao se sabe o resultado dos familiares) e inconclusivo (presenga
de VUS) (NCCN 2021).

Frente a complexidade na interpretagdo dos resultados dos painéis multigenes devido a
elevada frequéncia de variantes de significado incerto encontradas e a presenga de mutagdes
patogénicas em genes de moderada e baixa penetrancia, ¢ recomendado que o aconselhamento
genético pos-teste seja realizado em centros especializados, uma vez que esses individuos

necessitam de acompanhamento multidisciplinar em longo prazo.
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando-se que cerca de 10% dos casos de cancer de mama s3o hereditarios, ou
seja, estdo relacionados a mutagdes germinativas em genes de predisposicao hereditaria ao
cancer, e¢ frente a alta incidéncia de cancer de mama no Brasil, faz-se necessaria a
identificacdo dos individuos portadores das SPHC, visando a prevengdo do cancer nestes
individuos e seus familiares.

Os painéis NGS que avaliam simultaneamente multiplos genes associados a um maior
risco para cancer de mama, dentre outros, estdo sendo cada vez mais utilizados na pratica
clinica para pacientes com suspeita de cancer de mama hereditario. No entanto, apesar da
utilizagdo desses painéis colaborar na identificacdo de uma susceptibilidade hereditaria ao
cancer para algumas familias, existem desafios significativos na interpretacao dos resultados e
no aconselhamento genético, pois para muitos genes ainda ndo estdo estabelecidas estimativas
de risco para cancer e nem estratégias de manejo e redugdo de risco. Para que sejam
estabelecidos evidéncias sobre os riscos € consensos no manejo desses pacientes, mais estudos
sd0 necessarios.

Assim, o presente estudo pretende avaliar o impacto da utilizacdo de um painel de
multiplos genes em uma amostra de pacientes com risco para cancer de mama hereditario,
visando compreender o impacto dessa abordagem na pratica clinica e contribuir com dados da
populacdo brasileira, j4 que poucos estudos sobre o assunto realizado no Brasil foram
publicados até o momento.

Ademais, a pesquisa de mutagdes patogénicas em outros genes associados com risco
de cancer de mama, além de BRCA1 e BRCAZ2, pode trazer informagdes sobre a genética da

populacido brasileira e contribuir para a mais adequada indicacdo de teste genético.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

O objetivo principal do estudo ¢ avaliar a contribuicdo do painel multigenes na

detec¢dao de mutagdes germinativas em pacientes com critérios clinicos para cancer de mama

hereditario.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar andlise através de um painel 94 genes da Plataforma Illumina para todas as
pacientes incluidas no estudo, painel este que inclui além dos genes BRCA1 e BRCA2,
outros 92 genes associados a cancer hereditario;

Descrever e correlacionar as diferentes variantes patogénicas/provavelmente
patogénicas detectadas nos genes analisados com o subtipo de cancer de mama,
fenotipo e historia familiar de cancer das pacientes incluidas no estudo;

Avaliar a  correlagdo  genotipo-fenotipo  dos  genes com  variantes
patogénicas/provavelmente patogénicas identificadas;

Correlacionar a presenca de variantes patogénicas/provavelmente patogénicas com o

subtipo molecular de cancer de mama.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 SELECAO DE PACIENTES

Foi realizado um estudo retrospectivo e prospectivo no qual foram incluidas 321
pacientes nao aparentadas atendidas no Departamento de Oncogenética do A.C.Camargo
Cancer Center, no periodo de agosto de 2016 a maio de 2018, elegiveis pelos critérios de
inclusdo descritos abaixo:

1. Mulheres com diagndstico atual ou prévio de carcinoma de mama, de qualquer tipo
histologico (incluindo cancer de mama bilateral), com diagnoéstico em qualquer idade
que tiveram indicacdo de realizar teste genético para cancer de mama hereditario em
uma consulta no Departamento de Oncogenética e receberam aconselhamento
genético pré-teste.

2. Pacientes cujo teste genético foi realizado no Laboratorio de Diagndstico Gendmico
(LDG) / Anatomia Patologica do A.C.Camargo Cancer Center, entre agosto de 2016 ¢
maio de 2018, e que consentirem em participar da pesquisa com assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Este projeto foi submetido a apreciagio do Comité de Etica em Pesquisa - CEP da
Fundagdo Antonio Prudente - A.C.Camargo Cancer Cencer (Projeto de Pesquisa no. 2483/18),

sendo aprovado em 30 de janeiro de 2018 (Anexo 1).

42 METODOLOGIA

Foram selecionadas 321 pacientes ndo aparentadas com diagnostico de cancer de
mama que, apds avaliagdo no Departamento de Oncogenética do A.C.Camargo Cancer
Center, apresentaram indicagdo de realizar teste genético para cancer de mama hereditario,
sendo a maioria dessas pacientes com critérios clinicos da NCCN (Tabela 1) para SMOH,
relacionada aos genes BRCA1 e BRCAZ2. Todas as pacientes realizaram teste genético no
Laboratério de Diagnéstico Gendmico (LDG) - Departamento de Anatomia Patologica do
A.C.Camargo Cancer Center no periodo de Agosto de 2016 a Maio de 2018.

O LDG, nesse periodo, utilizava a metodologia de painel de 94 genes para todos os

testes genéticos realizados, analisando-se somente os genes de interesse para cada paciente,
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conforme solicitagdo do médico assistente. O painel de 94 genes ¢ um painel comercial da
empresa Illumina - TruSight Cancer Target Genes — que contem genes de alta, moderada e
baixa penetrancia ndo so para cancer de mama, como para outros tipos de cancer hereditario.

Os dados clinicos, demograficos, anatomopatologicos e historia familiar de todas as
pacientes do estudo foram obtidos através de revisdo de prontudrios e heredogramas. Foram
coletadas informacdes sobre a idade atual e ao diagnéstico de todos os canceres,
ancestralidade, patologia tumoral, subtipo molecular do cancer de mama, histéria familiar de
cancer com tipo de cancer e idade no diagnostico dos familiares.

Para a coleta dos dados dos resultados de BRCAL/2 e analise dos demais genes do
painel, as pacientes selecionadas foram convidadas através de e-mail, telegrama ou contato
telefonico para participagao no estudo e assinatura do TCLE (Apéndice 1). Foram obtidos 182
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido em trés rodadas de convocagao. Para utilizagao
dos dados das 139 pacientes das quais nao foi possivel obtengdo do TCLE, foi submetida uma
emenda ao projeto solicitando a dispensa de aplicagdo de TCLE, aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa da institui¢do em 22 de junho de 2020.

Os procedimentos técnicos realizados nos testes genéticos do LDG foram realizados
de acordo com procedimentos operacionais padrdo estabelecidos no laboratério e estdo
descritos brevemente a seguir. O DNA gendmico purificado foi obtido através de amostras de
sangue periférico ou saliva coletadas para a realizacao do teste, sendo submetido a captura dos
¢éxons dos genes alvo através de hibridizagdo utilizando os kits comerciais TruSight Cancer
Sequencing Panel e TruSight Rapid Capture (Illumina), seguindo as recomendagdes do
fabricante. Este painel avalia as regides codificadoras e regides intronicas que estdao
adjacentes aos éxons, correspondentes aos sitios de splicing, nos 94 genes avaliados. As
bibliotecas de DNA alvo de cada paciente sdo identificadas com barcodes especificos
(sequéncias Unicas que permitem a identificagdo das amostras apds sequenciamento),
possibilitando o sequenciamento paralelo de varias amostras.

O sequenciamento de nova geracdo (NGS) foi realizado no equipamento NextSeq 500
System (Illumina). As sequéncias correspondentes aos genes solicitados no pedido médico de
cada paciente foram comparadas com as respectivas sequéncias referéncia para a chamada de
variantes utilizando ferramentas de bioinformatica recomendadas pelo fabricante (Isaac
Enrichment v3.0 e I[llumina VariantStudio 2.2) e confirmadas visualmente por avaliacdo no
programa CLC Genomics Workbench.

Para a andlise dos demais genes, os arquivos VCFs (variant call format) gerados pelo

programa Enrichment foram importados para o software VarSeq (Golden Helix) para
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anotagdes de fungdo, classificagdo e frequéncia em banco de dados publicos. As variantes
identificadas foram inicialmente filtradas seguindo os seguintes critérios: qualidade >30; base
variante presente em pelo menos 25% das leituras; auséncia em bancos de dados
populacionais (gnomAD, dbSNP, 1000genomes e Abraom [banco de dados de variantes de
exomas da populagdo brasileira: http://abraom.ib.usp.br/]) ou frequéncia do alelo mais raro
(minor allele frequency - MAF) <0,01.

A avaliacdo do painel incluiu a detectacdo de variantes pontuais de base unica e
pequenas delegdes ou inser¢des nas regides codificadoras e nos sitios de splicing (dois pares
de bases das regides intrOnicas que estdo adjacentes aos éxons) nos 94 genes. Nao foram
avaliadas alteracdes no nimero de copias (CNV), exceto para os genes BRCAL e BRCA2, para
os quais a analise de grandes dele¢des e duplicacdes foi realizada através da técnica MLPA
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification).

As variantes detectadas em cada gene foram comparadas com a sequéncia referéncia
GRCh37/Hgl9. Em seguida, as variantes foram anotadas quanto seu efeito na proteina:
alteragdes de perda de fungdo (LOF - loss-of-function), como variantes de perda de sentido,
indels com mudanga na matriz de leitura e muta¢des em sitios candnicos de splice; variantes
indels sem mudan¢a na matriz de leitura; variantes de troca de aminoacido (missense) e
sindnimas. As variantes missense foram anotadas de acordo com a predigdo de patogenicidade
por programas de predi¢do in silico (SIFT, PolyPhen, MutationTaster, FATHMM). A
descri¢do das variantes foi realizada com base na nomenclatura preconizada pelas diretrizes
da Human Genome Variation Society (HGVS).

As variantes identificadas foram consultadas quanto a sua classificagdo em bancos de
dados de variantes germinativas, entre setembro de 2019 a maio de 2020 (ClinVar, Varsome,
IARC, INSIGHT, LOVD).

A classificagdo e interpretacdo final das variantes detectadas foram realizadas com
base nas recomendagdes do ACMG (Richards et al. 2015). Esta recomendacdo prevé a
classificagdo das variantes germinativas relacionadas a doengas mendelianas em cinco classes,
de acordo com uma série de critérios, que sdo: patog€nica, provavelmente patogénica,
significado incerto, provavelmente benigna e benigna. O ACMG disponibiliza dois grupos de
critérios para essa classificagdo: 1) um grupo para variantes patogénicas ou provavelmente
patogénicas, categorizados como muito forte (PVS1), forte (PS1-4), moderado (PM1-6) ou
de suporte (PP1-5); e 2) outro para variantes benignas ou provavelmente benignas,
categorizados como independente (BA1), forte (BS1-4) ou de suporte (BP1-6) (Richards et
al. 2015).



25

43 ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas clinicas, anatomopatoldgicas e familiares de todos os pacientes do
estudo foram descritas utilizando-se estatisticas descritivas, incluindo medianas, médias e
desvios-padrao para dados continuos, com o intuito de evidenciar algum padrdo no espectro
de tumores ou outras caracteristicas clinicas, anatomopatologicas ou familiares que divergem
das identificadas nos pacientes BRCAL e BRCA2 mutadas. Para dados categoricos, foram
utilizadas as propor¢des com intervalo de confianca (IC) de 95% calculadas pelo método de
Clopper-Pearson. As caracteristicas demograficas, clinicas e patologicas foram comparadas
pelo teste T para amostras independentes. Para comparacao de duas variaveis categoéricas,
foram utilizados o teste Qui-Quadrado ou de Fisher. O nivel de significAncia adotado foi de
5% (P<0,05). As andlises estatisticas foram realizadas por meio do Software SPSS versao 25.

Para os resultados do painel 94 genes, foi considerado como resultado positivo a
presenca de uma ou mais variantes patogénicas/provavelmente patogénicas e resultado
negativo a auséncia de variantes patogénicas/provavelmente patogénicas nos genes

analisados.
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5 RESULTADOS

51 POPULACAO ESTUDADA

A idade média ao diagnodstico do cancer de mama das 321 pacientes incluidas foi de
45,21 anos (variando entre 26 a 85 anos). A maioria das pacientes apresentou diagnostico em
idade menor ou igual a 45 anos (57%), 33% entre 46 ¢ 60 anos e 10% acima dos 60 anos
(Tabela 6). Apenas 1,2% da populacao do estudo tinha etnia Judia Ashkenazi.

O tipo histologico predominante foi o carcinoma ductal, encontrado em 82,6% das
pacientes, seguido pelo carcinoma lobular (8,4%) (Tabela 6).

Em relacdo ao subtipo molecular, de acordo com a imunoexpressdo dos receptores
hormonais (estrégeno, progesterona) e do HER2, 48,3% das pacientes apresentaram tumor de
mama com positividade para receptores hormonais associado a auséncia de expressdo da
proteina HER2 (luminal) e 24,6% das pacientes apresentaram imunofenétipo triplo negativo
(Tabela 6).

Além disso, observamos que 11,8% (n=38/321) das pacientes tiveram diagnostico de
um segundo tumor primario de mama, sendo que 9% apresentaram cancer de mama bilateral.

Quanto ao diagnostico de outras neoplasias, excluindo-se cancer de mama, 12,1%
(n=39/321) das mulheres incluidas no estudo tiveram diagnéstico de um outro cancer, e
destas, 23% (n=9/39) tiveram diagnoéstico de cancer de ovario.

Em relacdo a histéria familiar de cancer, 65,1% (n=209/321) das pacientes relataram
apresentar um familiar em primeiro, segundo, ou terceiro grau com cancer de mama ou ovario
e 76% delas (n=244/321) relataram familiares diagnosticados com qualquer tipo de cancer
(exceto mama e ovario). Do total, apenas 6 pacientes (1,9%) ndo souberam relatar

informacoes sobre a historia familiar de cancer (Tabela 6).
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Tabela 6 - Caracteristicas Clinicas ¢ Tumorais na populagdo de estudo (n=321).

Caracteristicas do Estudo (N=321) No. %
Idade de diagnéstico, anos
Média + DP 4521 £11,22
Mediana 44
Intervalo 26-85
<45 183 57,0
46-60 106 33,0
>60 32 10,0
Etnia Judia Ashkenazi
Sim 4 1,2
Nao 317 98,8
Subtipos de cincer de mama, status do receptor
TNBC 79 24,6
RH positivo/HER2 negativo (Luminal) 155 48,3
RH negativo/HER2 positivo (Hiperexpressor HER2) 13 4,0
RH positivo/HER2 positivo (Luminal B HER2) 40 12,5
RH positivo/HER2 ndo avaliado 22 6,8
Desconhecido 12 3,7
Histologia
Ductal (invasivo e in situ) 265 82,6
Lobular 27 8,4
Misto (ductal e lobular) 2 0,6
Outro 20 6,2
Desconhecido 7 2,2
Diagnostico de 2° cAncer de mama
Sim 38 11,8
Nao 283 88,2
Cancer de mama Bilateral
Sim 29 9,0
Nao 292 91,0
Diagnoéstico de outra neoplasia maligna (exceto cAncer de mama)
Sim 39 12,1
Nao 282 87,9
Familiar de 1°, 2° ou 3° grau com cincer de mama ou ovario
Sim 209 65,1
Nio 106 33,0
Desconhecido 6 1,9

Familiar de 1°, 2° ou 3° grau com qualquer tipo de cancer (exceto cancer de
mama e ovario)

Sim 244 76,0
Nao 71 22,1
Desconhecido 6 1,9

Legenda: TNBC: Cancer de mama triplo negativo; RH: receptor hormonal; HER2: receptor do fator de
crescimento epidérmico humano tipo 2.
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5.2 FREQUENCIA DE MUTACOES PATOGENICAS ENCONTRADAS

Entre as 321 pacientes diagnosticadas com cancer de mama incluidas no estudo, 81
pacientes (25,2%) apresentaram variantes patogé€nicas ou provavelmente patogénicas (VP/PP)
em um ou mais dos 94 genes analisados. Variantes de significado incerto (VUS) foram

identificadas em 77,6% (n=249/321) das pacientes (Figura 1).

Resultados Encontrados - N=321

6% (20)

m Presenga de variante
patogénica/provavelmente
patogénica

mVUS

16% (52)

19% (61)

Presenga de variante
patogénica/provavelmente
patogénica +VUS

m Auséncia de variante
patogénica/provavelmente
patogénica ou VUS

Figura 1 - Distribui¢ao de resultados do painel de 94 genes nas 321 pacientes participantes do

estudo.

Foram identificadas um total de 84 VP/PP em 24 genes do painel, distribuidas entre 81
pacientes. Das 81 pacientes com resultado positivo, 32 (n=32/81 - 39,5%) apresentaram
VP/PP nos genes BRCA1/2, sendo 17 em BRCAL e 15 em BRCA2 (Figura 2) (Tabelas 7 ¢ 8).
A idade média ao diagnostico do cancer de mama nas pacientes portadoras de mutagdo nos
genes BRCAL e BRCAZ2 foi de 43,46 anos (44,17 anos para BRCAL e 42,66 anos para BRCA2,
respectivamente).

As 49 pacientes restantes (n=49/81 - 60,5%) apresentaram VP/PP em 22 outros genes
do painel, sendo eles: ATM, BLM, BRIP1, CHEK2, FANCA, FANCD2, FANCE, FANCI,
FANCL, FANCM, FH, HNF1A, MUTYH, PALB2, PHOX2B, PMS2, PRF1, RADS51C,
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RECQL4, SBDS, SLX4 e TP53. Trés pacientes (n=3/81 — 3,7%) apresentara duas VP/PP cada:
uma com mutagdes nos gene BRCA2 e ATM; outra com mutagdes em BRCA2 e CHEK2 ¢ a
terceira com mutacdes nos genes BRCA2 e TP53. Essas pacientes foram diagnosticadas com
MINAS.

Quanto ao tipo de mutacdo identificada, a maioria era do tipo frameshift
correspondendo a 39,3% do total (n=33/84), seguida pelas variantes nonsense e missense,
com percentual de 21,4% (n=18/84) cada.

Do total de mutacdes detectadas, 42,9% (n=36/84) foram identificadas em genes de
alta penetrdncia para cancer de mama (BRCAL, BRCA2 e TPS53). Nao foram detectadas
mutacgdes nos genes CDH1, STK11 e PTEN, também considerados de alta penetrancia para
cancer de mama.

Além disso, foram identificadas 18 variantes patogénicas/provavelmente patogénicas
(n=18/84 - 21,4%) em genes de moderada penetrancia relacionados ao cancer de mama, sendo
ATM (n=8/84 - 9,5%), PALB2 (n=4/84 - 4,8%) ¢ CHEK2 (n=6/84 - 7,1%). O restante das 30
mutagdes patogénicas/provavelmente patogénicas (n=30/84 - 35,7%) foram identificadas em
genes considerados de baixa penetrincia para cancer de mama e foram considerados como
achados incidentais uma vez que ndo apresentaram correlagdo genotipo-fendtipo (Tabelas 7 e
8).

A analise do painel 94 genes contribuiu para identificar VP/PP em outros genes além
de BRCA1/2 em 52 pacientes, aumentando a positividade do teste genético de 9,9%
(n=32/321) para 25,2% (n=81/321), um aumento absoluto de 15,3%.
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Distribuigdao das variantes patogénicas/provavelmente patogénicas
detectadas - N=84

sLx4 |8
RAD51C |f
pms2 |
PHOX2B

Figura 2 - Distribui¢do das 84 mutagdes germinativas de acordo com o gene, encontradas em

81 das 321 pacientes que realizaram o painel de 94 genes.
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Tabela 7 - Mutagdes germinativas patogénicas/provavelmente patogénicas identificadas nos 94
genes do painel realizado nas 321 pacientes incluidas no estudo.

Gene No. % IC 95%
Pacientes sem VP/PP 240 74,8
Pacientes com VP/PP 81 25,2
Total de mutacdes germinativas 84
Genes de alto risco para cincer de mama 36 42,9
BRCA1 17 20,2 12,3 -30,4
BRCA2 15 17,9 10,4 - 27,7
TP53 4 4,8 1,3-11,7
Genes de risco moderado para cincer de mama 18 21,4
ATM 8 9,5 42-179
PALB2 4 4,8 1,3-11,7
CHEK2 6 7,1 2,7-14,9
Genes de baixo risco para cancer de mama 30 35,7
MUTYH (monoalélica) 7 8,3 34-16,4
SBDS 3 3,6 0,7 - 10,1
FANCI 2 2,4 0,3-83
HNF1A 2 2,4 0,3-83
PRF1 2 2,4 0,3-83
RECQLA4 2 2,4 0,3-83
BLM 1 1,2 0,00 - 6,5
FANCA 1 1,2 0,00 - 6,5
FANCD?2 1 1,2 0,00 - 6,5
FANCE 1 1,2 0,00 - 6,5
FANCL 1 1,2 0,00 - 6,5
FANCM 1 1,2 0,00 - 6,5
FH 1 1,2 0,00 - 6,5
PHOX2B 1 1,2 0,00 - 6,5
PMS2 1 1,2 0,00 - 6,5
RAD51C 1 1,2 0,00 - 6,5
SLX4 1 1,2 0,00 - 6,5
BRIP1 1 1,2 0,00 - 6,5

Legenda: VP/PP: variante patogénica/provavelmente patogénica.



Tabela 8 — Descri¢cdo das 84 variantes patogénicas/provavelmente patogé€nicas encontradas em 81 das pacientes incluidas no estudo.

Nomenclatura HGVS

Classificaciao

P017
P047
P062

P087
P134
P233
P185

P211

P044
P009

P012

P018
P065
P082
P123
P131
P132
P145
P154
P157
P200
P248

P228

P229

P289
P314

P002

ATM
ATM
ATM

ATM
ATM
ATM
ATM

ATM

BLM
BRCA1

BRCA1

BRCA1
BRCA1
BRCA1
BRCA1
BRCA1
BRCA1
BRCA1
BRCA1
BRCA1
BRCA1
BRCA1

BRCA1

BRCA1

BRCA1
BRCA1

BRCA2

11:108196153
11: 108196143
11: 108138057

11: 108155009
11: 108203613
11: 108203613
11: 108175549

11:108192104

15: 91310153
17: 41251790
17: 41244068 -
41244071
17: 41256984
17: 41219623
17: 41246532
17: 41199683
17: 41219623
17: 41209082
17: 41215889
17: 41243513
17: 41209082
17: 41209082
17: 41209082

17: 41203112

17: 41203112

17: 41245861

17: 41246251

13: 32912236 -
32912239

Frameshift
Missense
Nonsense

Frameshift
Nonsense
Nonsense
Nonsense

Nonsense

Frameshift
Splice Donor

Frameshift

Intrénica
Splice Donor
Frameshift
Nonsense
Splice Donor
Frameshift
Splice Donor
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift

Frameshift

Frameshift

Nonsense
Frameshift

Frameshift

c.6691 6692insCTTTT, (p.Leu2231Serfs*6)
c.6679C>T, (p.Arg2227Cys)
¢.2626C>T, (p.GIn876Ter)

¢.3802delG,(p.Val1268Terfs)
c.7913G>A, (p.Trp2638Ter)
c.7913G>A, (p.Trp2638Ter)
¢.5644C>T, (p.Argl1882Ter)

¢.6529C>T, (p.GIn2177Ter)

¢.2207_2212delinsSTAGATTC, (p.Tyr736f5)
C.547TH2T>A

¢.3477_3480delAAAG, (p.Ilel1159Metfs)

c.213-11T>G, IVS5-11T>G
¢.5074+2T>C, IVS17+2T>C
c.1016dupA (p.Val340Glyfs*6)
¢.5444G>A, p.(Trp1815Ter)
¢.5074+2T>C, IVS17+2T>C
¢.5266dupC, (p.GIn1756Profs*74)
c.5152+2T>C
c.4035delA, (p.Glul346Lysfs*20)
¢.5266dupC, (p.Glnl756Profs*74)
¢.5266dupC, (p.GIn1756Profs*74)
¢.5266dupC, (p.Glnl756Profs*74)

¢.5300delG, p.(Cys1767Phefs*26)

¢.5300delG, p.(Cys1767Phefs*26)

¢.1687C>T (p.GIn563Ter)
¢.1297delG, (p.Ala433Profs)

¢.3744_3747delTGAG, (p.Ser]1248Argfs*10)

ND
1s564652222
ND

1s587779834
1s377349459
1s377349459
15786204433

15766706861

rs113993962
rs80358047

rs80357781

rs80358061
rs80358089
rs80357569
rs80356962
rs80358089
rs80357906
1s886040914
rs80357711
rs80357906
rs80357906
rs80357906

ND

ND

rs80356898
1s80357794

rs80359403

ND

ND
0.000017
0.000017

ND

0.0000039

0.00017
ND

ND

0.000011
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

ND

0.00004
ND

ND

ND
Patogénica
ND

Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica

ND

Patogénica
Patogénica

Patogénica

Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica

ND

ND

Patogénica
Patogénica

Patogénica

ACMG
Provavelmente
patogénica

Provavelmente
patogénica

Provavelmente
patogénica

Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica

32



Cont/Tabela 8

: Classificacao
ID Gene Chr:Pos Nomenclatura HGVS ACMG
P0I3  BRCA2  1332914109- b it ¢.5617_5621deIGTAAT, p.(Val1873%) ND ND ND LG
32914113 patogénica
P052 BRCA2 13: 32914942 Frameshift ¢.6450dupA, (p.Val2151Serfs*25) rs80359595 ND Patogénica
P09 BRCA2 3 335?1 ;3(3)0 " Frameshift ¢.2808_2811del, (p.Ala938Profs*21) 1s80359351 0.00002 Patogénica
P109  BRCA2 13:32953937 Missense ¢.9004G>A, (p.Glu3002Lys) rs80359152 ND Patogénica
P130  BRCA2 Delegio il G 1 G2 ND ND ND LSO Al
patogenica
P136  BRCA2 13: 32890599 Missense ¢.2T>G, (p.Metl Arg) rs80358547 0.00001 Patogénica
P160  BRCA2 13:32907421 Frameshift c.1813dupA, (p.Ile605Asnfs*11) rs80359306 ND Patogénica
13: 32893302 - - . w
P211 BRCA2 32893303 RNA splicing c.156_157insAlu ND ND Patogénica
13: 32911300 - . .
P238 BRCA2 32911303 Frameshift ¢.2808 2811del, (p.Ala938Profs) rs80359351 0.00002 Patogénica
P245  BRCA2 13: 32900635 Aicpé::teo ; ¢.517-1G>A, IVS6-1G>A rs81002849 ND Patogénica
P250 BRCA2 13: 32929114 Nonsense ¢.7124T>G, (p.Leu2375Ter) rs886040687 ND Patogénica
P275  BRCA2 13: 32915148 Nonsense ¢.6656C>G, (p.Ser2219Ter) rs80358893 ND Patogénica
P309 BRCA2 13: 32972521 Frameshift ¢.9871delT, (p.Ser3291Leufs) rs886040854 ND Patogénica
P319  BRCA2 13: 32914174 Nonsense ¢.5682C>G, (p.Tyr1894Ter) rs41293497 ND Patogénica
P107 BRIP1 17: 59793412 Nonsense ¢.2392C>T, (p.Arg798Ter) 15137852986 0.00015 Conflitante Patogénica
P003 CHEK?2 22:29091857 Frameshift ¢.1100delC, (p.Thr367Metfs) 15555607708 0.00182 Conflitante Patogénica
P004 CHEK?2 22:29121326 Missense c.349A>G, (p.Argl17Gly) 1s28909982 0.00011 Patogénica
P033  CHEK2 22:29121326 Missense ¢.349A>G, (p.Argl17Gly) 1528909982 0.00011 Patogénica
P048  CHEK2 22:29121058 Missense ¢.499G>A, (p.Gly167Arg) 1s72552322 0.000023 Conflitante Pr;:zgélﬁg:te
P105 CHEK?2 22:29091857 Frameshift ¢.1100delC, (p.Thr367Metfs) 1s555607708 0.00182 Conflitante Patogénica
P013  CHEK2 22:29121087 Missense .470T>C, (p.Ile157Thr) 1517879961 0.0049 Conflitante Pr;;’;v;gﬁzgte
P261  FANCA 16:89862330 Frameshift ¢.983_986TCAC, (p.His330Alafs*4) 15772359099 0.000042 Patogénica
P076 FANCD2 3:10133904 Nonsense ¢.3817C>T, (p.Argl273Ter) 15745930696 0.000015 ND Pr;;’;gggte
P208  FANCE 6:35423630 Nonsense ¢.355C>T, (p.Gln119Ter) 15121434505 0.000011 ND P";;’;gélzi‘z:te
P096 FANCI 15: 89849381 Frameshift ¢.3493delG, (p.Aspl165Thrfs) 11060501884 ND Patogénica
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Cont/Tabela 8

: Classificaciao Classificaciao
ID Gene Chr:Pos Nomenclatura HGVS . ACMG
P264  FANCI 15:89828432 Nonsense c.1804C>T, (p.Arg602Ter) 151432325198 0.000010 ND Pr;:t‘zgﬁs:te
P030  FANCL 2:58388668 Inframe ¢.1007_1009delTAT, (p.1le336_Cys337delinsSer)  rs747253294 ND Conflitante Pr;:;gﬁ::te
14:45618145 - . ¢.865 881delCTTATTGTTCCGCTTGG, Provavelmente
P043 FANCM 45618161 Frameshift (p.Leu289%) ND ND ND e ——
P042 FH 1:241661228 Inframe c.1431_1433dupAAA, (p.Lys477dup) 1367543046 0.0010 Conflitante Pr;:;gﬁ::te
P080 HNF1A 12:121432118 Frameshift ¢.872dupC, (p.Gly292Argfs*25) rs587776825 ND Patogénica
P296  HNFIA 12:121432118 Frameshift ¢.872dupC, (p.Gly292Argfs*25) 1s587776825 ND Patogénica
P071 MUTYH 1: 45798475 Missense ¢.536A>G, (p.Tyr179Cys) 1534612342 0.0015 Patogénica
P192  MUTYH 1: 45798475 Missense ¢.536A>G, (p.Tyr179Cys) rs34612342 0.0015 Patogénica
P155 MUTYH 1: 45797228 Missense c.1187G>A, (p.Gly396Asp) 1536053993 0.003 Patogénica
P203  MUTYH 1: 45797228 Missense c.1187G>A, (p.Gly396Asp) rs36053993 0.003 Patogénica
P285 MUTYH 1: 45797228 Missense c.1187G>A, (p.Gly396Asp) 1536053993 0.003 Patogénica
POS8  MUTYH  1:45797760 Splice c.934-2A>G 177542170 0.0011 Conflitante Provavelmente
Acceptor patogénica
P147  MUTYH 1:45797760 sfiltes €.934-2A>G 1577542170 0.0011 Conflitante AT
Acceptor patogénica
P023  PALB2 16: 23641218 Nonsense ¢.2257C>T, (p.Arg753Ter) rs180177110 0.000023 Patogénica
P254 PALB2 16: 23649427 Frameshift ¢.72delG, (p.Arg26Glyfs) rs180177142 ND Patogénica
P266  PALB2 16: 23637594 Nonsense c2711G>A, (p.Trp904Ter) 11060502726 ND Patogénica
P304  PALB2 16: 23646627 Nonsense ¢.1240C>T, (p.Argd14Ter) rs180177100 0.0000079 Patogénica
P036 PHOX2B  4:41748030 Frameshift ¢.739delG, (p.Ala247Profs*62) ND ND ND Pr;:;?;ﬁ::te
P284  PMS2 7:6045549 Missense c.137G>T, (p.Serd6lle) 15121434629 0.00017 Pr;:z)vgeélﬁ::te
P001  PRF1 10:72358804 Missense ¢.673C>T; (p.Arg225Trp) 1528933973 0.000012 Patogénica
P166  PRF1 10:72358189 Frameshift ¢.1288dupG, (p.Asp430Glyfs*28) 11226526104 ND ND Pr;:z)vg‘ggs;‘te
P081 RAD51C 17:56798156 Frameshift ¢.890_899del, (p.Leu297Hisfs*2) 151555602141 ND Patogénica
P056 RECQL4  8:145741776 Nonsense ¢.727C>T, (p.GIn243Ter) 11345625725 0.000031 ND Pr;:;‘gl‘:i‘j:te
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Cont/Tabela 8

MAF Classificacao Classificaciao
ID Gene Chr:Pos Nomenclatura HGVS
(gnomAD) (Clinvar) ACMG
P313 RECQL4 8:145738437 Frameshift ¢.2547 2548delGT, (p.Phe850Profs*33) 1s778141083 0.000010 Patogénica
P069 SBDS 7:66459197 Splice Donor c.258+2T>C rs113993993 0.0038 Patogénica
P112 SBDS 7:66459197 Splice Donor c.258+2T>C rs113993993 0.0038 Patogénica
P283 SBDS 7:66459197 Splice Donor ¢.258+2T>C 15113993993 0.0038 Patogénica
) Provavelmente
P230 SLX4 16:3633330 Frameshift ¢.4921dupG, (p.Vall641Glyfs*15) 15770425994 0.000027 ND )
patogénica
P097 TP53 17: 7574017 Missense c.1010G>A, (p.Arg337His) 15121912664 0.00001 Patogénica
P160 TP53 17: 7574017 Missense c.1010G>A, (p.Arg337His) 1121912664 0.00001 Patogénica
P277 TP53 17: 7574017 Missense c.1010G>A, (p.Arg337His) rs121912664 0.00001 Patogénica
P256 TP53 17:7577121 Missense c.817C>T, (p.Arg273Cys) rs121913343 0.00001 Patogénica

Legenda: Chr:Pos: Posi¢do cromossémica; HGVS: Human Genome Variation Society; dbSNP: Single Nucleotide Polymorphism database; MAF: Minor allele frequency;
ExAC: Exome Aggregation Consortium; ND: ndo descrita; ACMG: American College of Medical Genetics and Genomics.
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5.3 PREDITORES DE MUTACOES PATOGENICAS

Foram analisados alguns preditores clinicos, anatomopatoldgicos e familiares quanto a
significancia em relagdo a presenga de mutagdes patogé€nicas/provavelmente patogénicas nos
24 genes identificados. Os preditores avaliados foram: idade, etnia, histologia do tumor de
mama, Status do receptor hormonal, cancer de mama bilateral, historico pessoal de outras

neoplasias malignas e historia familiar de cancer (Tabela 9).

5.3.1 Idade

Para a andlise, as pacientes foram divididas em trés grupos conforme idade ao
diagnoéstico do cancer de mama, sendo < 45 anos, entre 46-60 e acima de 60 anos. Foram
avaliadas também a média e mediana.

Foram encontradas as frequéncias de 58%, 38,3% ¢ 3,7% para mulheres com
mutacoes e diagnostico de cancer de mama aos < 45 anos, 46-60 e acima de 60 anos,
respectivamente. No teste do Qui-quadrado de Person foi encontrado um valor de P=0,07,
proximo a significancia estatistica entre menor idade de diagnéstico do cancer de mama e
presenga de mutacdo patogénica. Na Tabela 9 se observa uma maior frequéncia de mutagdes

patogénicas em mulheres diagnosticadas com cancer de mama antes dos 45 anos.

5.3.2 Etnia

Foi avaliada a relagdo entre etnia Judia Ashkenazi e presen¢a de mutacdo nos genes
avaliados. Apesar da frequéncia de pacientes com etnia Judia ter sido baixa na populagdo
estudada, foi possivel observar diferenga significativa entre os dois grupos avaliados, com
75% (3/4) contra 25% (78/239) de mulheres portadoras de muta¢do que declararam ou nao
etnia Judia Ashkenazi, respectivamente (Tabela 9). Nas trés pacientes com etnia Judia
Ashkenazi, foram identificadas um total de trés VP/PP nos seguintes genes: BLM, BRCA1
(mutagdo fundadora ¢.5266dupC ou ¢.5385insC) e CHEK?2.

5.3.3 Histologia

O tipo histologico predominante nos grupos de pacientes com e sem mutagdo foi o
ductal, com frequéncia encontrada de 82,7% e 82,5% respectivamente. As frequéncias
encontradas dos outros tipos histologicos (Lobular, Ductal + Lobular e outros) foi semelhante
nos dois grupos. Nao houve significancia estatistica entre o tipo histologico e presenga de

mutacao patogénica/provavelmente patogénica na populacao estudada (Tabela 9).
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5.3.4 Status do receptor hormonal

No grupo das pacientes sem mutacgao, o status do receptor hormonal predominante foi
o luminal (positividade para expressao de estrogénio, progesterona e auséncia de amplificagdao
do HER2), com frequéncia encontrada de 52,5%, e no grupo das pacientes mutadas a
frequéncia de 35,8%, maior que o percentual de 25% detectado na coorte completa. O valor
de P encontrado foi 0,064, que, embora ndo tenha demonstrado significancia estatistica entre
o receptor hormonal e a presenga de mutagao patogénica/provavelmente patogénica, pode haver

uma associagao (Tabela 9).

5.3.5 Cancer de mama bilateral

Também nao foi encontrada significancia estatistica entre diagnostico de cancer de
mama bilateral e presenga de mutacdo patogénica (P=0,15), sendo que 13,6% das pacientes
com mutag¢do tiveram diagnostico de cancer de mama bilateral, contra 7,5% das pacientes sem

mutacao.

5.3.6 Diagndstico de outra neoplasia maligna
A frequéncia de pacientes em ambos os grupos com diagnostico de outra neoplasia
maligna (exceto outro cancer de mama) foi bem proxima, sendo encontrado valor de P=0,15;

demonstrando que nao houve significancia estatistica deste preditor analisado.

5.3.7 Historia familiar de cincer

Nao foi observada significancia estatistica entre historia familiar positiva para cancer e
presenca de mutacdo patogénica. Foi analisada a presenga de familiar em 1°, 2° ou 3° grau
com cancer de mama ou ovario e com outros tipos de neoplasia. Os valores de P encontrados

foram 0,5 e 0,9; respectivamente (Tabela 9).
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Tabela 9 - Preditores clinicos, anatomopatoldgicos e familiares analisados quanto &
significancia em relagdo a presenca de variante patogénica/provavelmente patogénica.

Varivel Sem VP/PP Com VP/PP v alor
No. % No. %

Idade ao diagnéstico (anos)
<45 136 56,7% 47 58,0%
46-60 75 31,3% 31 38,3% 0,07
>60 29 12,1% 3 3,7%
Etnia Judia Ashkenazi
Sim 1 0,4% 3 3,7% 0.05
Nao 239 99,6% 78 96,3% ’
Subtipos de cincer de mama, status do receptor
TNBC 54 22,5% 25 30,9%
RH positivo/HER2 negativo (Luminal) 126 52,5% 29 35,8%
RH negativo/HER2 positivo 9 3.8% 4 4.9%
(Hiperexpressor Her2) 0.06
RH positivo/HER2 positivo (Luminal o 0 ’
B HER?) 24 10,0% 16 19,8%
RH positivo/HER2 ndo avaliado 18 7,5% 4 4,9%
Desconhecido 9 3,8% 3 3, 7%
Histologia
Ductal 198 82,5% 67 82,7%
Lobular 19 7,9% 8 9,9%
Ductal e lobular 1 0,4% 1 1,2% 0,75
Outro 16 6,7% 4 4,9%
Desconhecido 6 2,5% 1 1,2%
Cancer de mama Bilateral
Sim 18 7,5% 11 13,6% 0.15
Nao 222 92,5% 70 86,4% g
Diagnéstico de outra neoplasia maligna (exceto cincer de mama)
Sim 25 10,4% 14 17,3% 0.15
Nao 215 89,6% 67 82,7% ’
Familiar de 1°, 2° ou 3° grau com cincer de mama ou ovario
Sim 155 64,6% 54 66,7%
Nao 79 32,9% 27 33,3% 0,5
Desconhecido 6 2,5% 0 0%
Familiar de 1°, 2° ou 3° grau com qualquer tipo de cincer (exceto cincer de mama e ovario)
Sim 183 76,3% 61 75,3%
Nao 52 21,7% 19 23,5% 0,9
Desconhecido 5 2.1% 1 1,20%

Legenda: VP/PP: variante patogénica/provavelmente patogénica; TNBC: Cancer de mama triplo negativo; RH:
receptor hormonal; HER2: receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2.
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54 PREDITORES DE MUTACOES PATOGENICAS, EXCLUINDO-SE OS
GENES BRCA1 E BRCA2

Foram analisados os mesmos preditores clinicos, anatomopatoldgicos e familiares
quanto a significancia em relagdo a presenca de mutacdo patogénica nos demais genes,
excluindo-se BRCAL e BRCA2, levando-se em consideragdo os 22 outros genes do painel em
que foram identificadas VP/PP, sendo eles: ATM, BLM, BRIP1, CHEK2, FANCA, FANCD?2,
FANCE, FANCI, FANCL, FANCM, FH, HNF1A, MUTYH, PALB2, PHOX2B, PMS2, PRF1,
RADS51C, RECQL4, SBDS, SLX4 e TP53.

Os preditores avaliados foram: idade, etnia, histologia do tumor de mama, status do
receptor hormonal, cancer de mama bilateral, histérico pessoal de outras neoplasias malignas
e historia familiar de cancer. Para essa analise foram consideradas as trés pacientes portadoras
de uma segunda mutacdo patogénica em outro gene do painel, além dos genes BRCAL e
BRCA2.

Nao houve significancia estatistica para nenhum preditor analisado, no entanto, a etnia
Judia Ashkenazi apresentou um valor proximo a significancia estatistica (P=0,08) (Tabela

10).



40

Tabela 10 - Preditores clinicos, anatomopatoldgicos e familiares analisados quanto a
significancia em relagdo a presenca de variante patogénica/provavelmente patogénica,
excluindo-se os genes BRCAL e BRCA2

Variavel Sem VP/PP Com VP/PP Val‘;r ik

No. % No. %
Idade ao diagnéstico (anos)
<45 136 56,7% 29 55,8%
46-60 75 31,3% 20 38,5% 0,32
>60 29 12,1% 3 5,8%
Etnia Judia Ashkenazi
Sim 1 0,4% 2 3,8% 0.08
Nao 239 99,6% 50 96,2% ’
Subtipos de cincer de mama, status do receptor
TNBC 54 22,5% 13 25,0%
RH pgs1t1vo/HER2 negativo 126 52.5% 20 38.5%
(Luminal)
RH negativo/HER2 positivo o o
(Hiperexpressor HER2) 2 S . S 0,1
RH positivo/HER2 positivo o o,
(Luminal B HER?) 24 10,0% 13 25,0%
RH positivo/HER2 ndo avaliado 18 7,5% 2 3,8%
Desconhecido 9 3,8% 1 1,9%
Histologia
Ductal 198 82,5% 43 82,7%
Lobular 19 7,9% 7 13,5%
Ductal e lobular 1 0,4% 1 1,9% 0,2
Outro 16 6,7% 1 1,9%
Desconhecido 6 2,5% 0 0,0%
Cancer de mama Bilateral
Sim 18 7,5% 4 7,7% 1.0
Nao 222 92,5% 48 92,3% ’
Diagnéstico de outra neoplasia maligna (exceto cincer de mama)
Sim 25 10,4% 7 13,5% 0.69
Nao 215 89,6% 45 86,5% >
Familiar de 1°, 2° ou 3° grau com cincer de mama ou ovario
Sim 155 64,6% 34 65,4%
Nao 79 32,9% 18 34,6% 0,76
Desconhecido 6 2,5% 0 0%
Familiar de 1°, 2° ou 3° grau com qualquer tipo de cincer (exceto cincer de mama e ovario)
Sim 183 76,3% 42 80,8%
Nao 52 21,7% 9 17,3% 0,82
Desconhecido 5 2,1% 1 1,92%

Legenda: VP/PP: variante patogénica/provavelmente patogénica; TNBC: Cancer de mama triplo negativo; RH:
receptor hormonal; HER2: receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2.
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55 CORRELACAO GENOTIPO-FENOTIPO

A maioria das pacientes incluidas no estudo tinha critérios clinicos para SMOH,
relacionada aos genes BRCA1 e BRCA2. No entanto, como foram detectados mutagdes
patogénicas em outros genes do painel realizado, foram avaliadas as caracteristicas clinicas ¢
histéria familiar das pacientes portadoras de VP/PP com intuito de correlacionar os gendtipos
encontrados com o fendtipo de cancer nessas pacientes e seus familiares. Apenas uma das
pacientes com resultado positivo (n=1/81 — 1,2%) ndo soube referir informagdes sobre a
historia familiar.

Nessa correlacdao, foram avaliadas apenas pacientes com uma VP/PP detectada. As

pacientes com mais de duas VP/PP detectadas, foram descritas separadamente.

5.5.1 Gene ATM

O gene ATM esta associado a Ataxia-Telangiectasia de heranga autossdmica recessiva
(OMIM: 208900) e a predisposi¢@o hereditaria ao cancer de mama, de heranga autossomica
dominante (OMIM: 114480). Foram detectadas variantes VP/PP no gene ATM em
heterozigose em 7 pacientes. A idade média ao diagnostico do cancer de mama foi de 38,14
anos (35-43 anos). O tipo histologico predominante foi o carcinoma ductal, encontrado em 6
pacientes (85,7%) e 5 pacientes (71,4%) apresentaram tumor de mama do tipo luminal B
HER2. Nenhuma dessas pacientes apresentou cancer de mama bilateral ou diagndstico de
outro tumor primario. Em relagdo a historia familiar de cancer, seis pacientes referiram casos

de cancer de mama e/ou ovario em familiares de 1°, 2° e 3° grau.

5.5.2 Gene BLM

O gene BLM esté associado a Sindrome de Bloom, de heranga autossomica recessiva
(OMIM: 210900).

Foi detectada apenas uma variante patogénica em heterozigose no gene BLM em uma
paciente de etnia Judia Ashkenazi, com diagnostico de carcinoma ductal de mama aos 49
anos, imunofendtipo triplo negativo e um segundo carcinoma ductal priméario de mama do
tipo luminal (positivo para receptores hormonais e auséncia de amplificagdo de HER2) aos 51
anos. A paciente teve ainda diagnostico de melanoma cutaneo aos 51 anos e ndo apresentava
historia familiar de cancer de mama e/ou ovario.

A variante detectada nessa paciente trata-se da variante frameshift

¢.2207 _2212delinsTAGATTC, (p.Tyr736fs), frequente na populagdo Judia Ashkenazi.
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5.5.3 Gene BRCAl

O gene BRCAL esta associado a SMOH de heranga autossdmica dominante (OMIM:
604370) e a Anemia de Fanconi (grupo de complementacdo S) de heranga autossdmica
recessiva (OMIM: 617883).

Foram detectadas um total de 17 VP/PP no gene BRCALl em nossa coorte. A idade
média ao diagndstico de cancer de mama foi de 44,1 anos (28-60 anos). O tipo histolégico
predominante foi o carcinoma ductal, encontrado em 15 pacientes (88%) e subtipo triplo
negativo (59%). Trés pacientes (17,6%) tiveram diagnostico de cancer de mama bilateral
(dois tumores primarios), com idade média de diagnostico do segundo tumor de 48,3 anos.
Seis pacientes (35,3%) apresentaram diagndstico de outro tumor primario (excetuando-se
cancer de mama) e destas, o cancer de ovario foi o tumor predominante (83% - n=5/6). A

maioria das pacientes apresentou histdria familiar para cancer de mama e/ou ovario (70%).

5.5.4 Gene BRCA2

O gene BRCA2 esta associado a SMOH de heranga autossémica dominante (OMIM:
612555) e a Anemia de Fanconi (grupo de complementagdo D1) de heranca autossdmica
recessiva (OMIM: 605724).

Foram detectadas um total de 15 VP/PP no gene BRCA2 em nossa coorte. A idade
média ao diagnostico de cancer de mama foi de 42,6 anos (27-56 anos). O tipo histologico
predominante foi o carcinoma ductal, encontrado em 12 pacientes (80%) e de subtipo luminal
(40%). Quatro pacientes (26,6%) tiveram diagnéstico de cancer de mama bilateral (dois
tumores primarios), com idade média de diagnostico do segundo tumor de 51,2 anos. Apenas
duas pacientes (13,3%) apresentaram diagnostico de outro tumor primario (excetuando-se
cancer de mama), sendo cincer de ovario em ambos os casos. A maioria das pacientes

apresentou historia familiar para cancer de mama e/ou ovario (73,3%).

5.5.5 Gene BRIP1

O gene BRIP1 est4 associado a Anemia de Fanconi (grupo de complementagao J) de
heranca autossdmica recessiva (OMIM: 609054) e a predisposi¢ao hereditaria ao cancer de
ovario.

Foi detectada apenas uma variante patogénica em heterozigose no gene BRIP1 em
uma paciente, com diagndstico de carcinoma ductal de mama aos 57 anos, do tipo luminal. A

paciente teve diagndstico um segundo tumor primario, sendo um cancer colorretal aos 56 anos
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e apresentou historia familiar positiva para cancer de mama, mas negativa para cancer de

ovario.

5.5.6 Gene CHEK?2

O gene CHEK2 estd associado a predisposicdo ao cancer de mama, de heranga
autossdmica dominante (OMIM: 114480), cancer colorretal e cancer de prostata de heranga
autossomica dominante (OMIM: 176807). Foram detectadas VP/PP no gene CHEKZ2 em
heterozigose em 5 pacientes. A idade média ao diagnostico do cancer de mama foi de 45,4
anos (33-53 anos). O tipo histologico predominante foi o carcinoma ductal, encontrado em 4
pacientes (80%), subtipo luminal em duas pacientes (40%), luminal B HER2 em uma paciente
(20%) e outra com imunofenotipo desconhecido. A quinta paciente teve diagnostico de
carcinoma lobular triplo negativo (1/5 —20%).

Uma paciente (20%) apresentou diagnostico de um segundo tumor primario de mama
trés anos apOs o primeiro, na mama contra-lateral. O primeiro tumor apresentado foi um
carcinoma ductal (imunofenotipo desconhecido) aos 42 anos e o segundo tumor foi um
carcinoma ductal luminal aos 45 anos.

Apenas duas pacientes de nossa amostra apresentaram a variante patogénica mais
comum no gene CHEK2 c.1100delC.

Todas as pacientes apresentaram historia familiar para cancer de mama e/ou ovario e

nenhuma delas apresentou historia familiar de cancer colorretal.

5.5.7 Gene FANCA

O gene FANCA esta associado a Anemia de Fanconi (grupo de complementacao A),
de heranca autossomica recessiva (OMIM: 227650).

Foi detectada apenas uma variante patogénica em heterozigose no gene FANCA em
uma paciente, com diagndstico de carcinoma ductal de mama aos 38 anos, do tipo luminal. A
paciente nao teve diagnodstico de outros tumores primarios € também nao apresentou historia

familiar positiva para cancer de mama e/ou ovario.

5.5.8 Gene FANCD?2

O gene FANCD?2 esta associado a Anemia de Fanconi do grupo de complementacdo
D2, de heranga autossdmica recessiva (OMIM: 227646).

Foi detectada apenas uma variante provavelmente patogénica em heterozigose no gene

FANCD2 em uma paciente, com diagndstico de carcinoma ductal de mama aos 52 anos,
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imunofendtipo triplo negativo. A paciente nao teve diagndstico de outros tumores primarios e

também ndo apresentou histdria familiar positiva para cancer de mama e/ou ovario.

5.5.9 Gene FANCE

O gene FANCE esta associado a Anemia de Fanconi (grupo de complementacao E), de
heranca autossomica recessiva (OMIM: 600901).

Foi detectada apenas uma variante provavelmente patogénica em heterozigose no gene
FANCE em uma paciente, com diagnostico de carcinoma ductal de mama aos 33 anos, do tipo
Luminal B HER2. A paciente nao teve diagnostico de outros tumores primarios ¢ também nao

apresentou historia familiar positiva para cancer de mama e/ou ovario.

5.5.10 Gene FANCI

O gene FANCI esté associado a Anemia de Fanconi (grupo de complementagdo I), de
heranca autossomica recessiva (OMIM: 609053).

Foram detectadas variantes patogénicas em heterozigose no gene FANCI em duas
pacientes, com idade média ao diagndstico de cincer de mama de 50 anos. Ambas
apresentaram um carcinoma lobular, um com imunofenoétipo triplo negativo e o outro luminal.
As pacientes ndo tiveram diagnostico de outros tumores primarios € apenas uma apresentou

histéria familiar positiva para cancer de mama e/ou ovario.

5.5.11 Gene FANCL

O gene FANCL esté associado a Anemia de Fanconi (grupo_de complementacdo L), de
heranga autossdmica recessiva (OMIM: 614083).

Foi detectada apenas uma variante provavelmente patogénica em heterozigose no gene
FANCL em uma paciente, com diagndstico de dois tumores primdrios de mama sincronicos
aos 55 anos, um do tipo lobular e o outro ductal, ambos com positividade para receptores
hormonais. A paciente ndo teve diagnostico de outros tumores primdrios e relatou historia

familiar positiva para cancer de mama e/ou ovario.

5.5.12 Gene FANCM

O gene FANCM esta associado a Anemia de Fanconi (grupo de complementacao M)
de heranca autossdmica recessiva; a Faléncia ovariana precoce 15 de heranca autossdmica
recessiva (OMIM: 618096) e a Faléncia Espermatogénica 28 de heranca autossdmica

recessiva (OMIM: 618086).
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Foi detectada apenas uma variante provavelmente patogénica em heterozigose no gene
FANCM em uma paciente, com diagnostico de carcinoma ductal de mama aos 36 anos,
imunofendtipo luminal. A paciente nao teve diagndstico de outros tumores primarios e

apresentou historia familiar positiva para cancer de mama e/ou ovario.

5.5.13 Gene FH

O gene FH esta associado a associado a Deficiéncia da Fumarato Hidratase de heranca
autossomica recessiva (OMIM: 606812) e a Leiomiomatose Hereditdria e Carcinoma de
Células Renais de heranga autossémica dominante (OMIM: 150800).

Foi detectada uma variante provavelmente patogénica em heterozigose no gene FH em
uma paciente, com diagndstico de carcinoma ductal de mama aos 40 anos, do tipo
hiperexpressor de HER2. A paciente ndo teve diagndstico de outros tumores primarios e

apresentou histéria familiar positiva para cancer de mama e/ou ovario.

5.5.14 Gene HNF1A

O gene HNF1A, est4 associado ao Diabetes MODY tipo III, de heranga autossomica
dominante (OMIM: 600496) e predisposicdo a Diabetes Mellitus, de heranga autossdémica
dominante (OMIM: 125853) e recessiva (OMIM: 222100).

Foram detectadas variantes patogénicas em heterozigose no gene HNF1A em duas
pacientes, com idade média ao diagndstico de cincer de mama de 43 anos. Ambas
apresentaram um carcinoma ductal cada, com imunofendtipo triplo negativo e luminal. As
pacientes nao tiveram diagnostico de outros tumores primarios ¢ apenas uma delas referiu

historia familiar de cancer de mama e/ou ovario.

5.5.15 Gene MUTYH

O gene MUTYH estd associado a Polipose Adenomatosa familiar associada ao
MUTYH (MAP), de heranca autossomica recessiva (OMIM:608456).

Foram detectadas variantes VP/PP no gene MUTYH em heterozigose em 7 pacientes.
A idade média ao diagnoéstico do cancer de mama foi de 52,7 anos (37-78 anos). O tipo
histologico predominante foi o carcinoma ductal, encontrado em 5 pacientes (71,4%) com os
seguintes imunofenotipos: 2 luminais, 2 luminais B HER2 e um triplo negativo.

Uma paciente (14,3%) apresentou diagnostico sincronico de um segundo tumor
primario de mama contra-lateral. Um dos tumores era do tipo lobular triplo negativo e o outro

tumor do tipo ductal hiperexpressor de HER2.
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As demais pacientes ndo tiveram diagnéstico de outros tumores primdrios. Quanto a
historia familiar de cancer, 6 das 7 pacientes referiram historia familiar positiva para cancer e
destas, 4 para cancer de mama e/ou ovario. Apenas uma das pacientes relatou histéria familiar

de cancer colorretal.

5.5.16 Gene PALB2

O gene PALB2 esta associado a predisposi¢do ao cancer de mama, de heranca
autossomica dominante (OMIM:114480); predisposi¢do ao cancer de pancreas (OMIM:
613348); e a Anemia de Fanconi (grupo N) de heranca autossomica recessiva (OMIM:
610832).

Foram detectadas variantes patogé€nicas no gene PALB2 em heterozigose em 4
pacientes. A idade média ao diagnostico do cancer de mama foi de 40,25 anos (27-46 anos). O
tipo histologico predominante foi o carcinoma ductal, encontrado em 3 pacientes (75%) e 2
pacientes (50%) apresentaram tumor de mama com imunofenotipo triplo negativo.

As pacientes nao tiveram diagnostico de outros tumores primarios. Em relagcdo &
historia familiar de cincer, todas apresentaram histdria positiva para cancer de mama e/ou

ovario e apenas uma apresentou histéria familiar para cancer de pancreas.

5.5.17 Gene PHOX2B

O gene PHOX2B esté associado a suscetibilidade ao neuroblastoma, (OMIM: 613013)
e também a sindrome da hipoventilagdo central congénita, com ou sem doenca de
Hirschsprung, de heranga autossomica dominante (OMIM: 209880).

Foi detectada uma variante provavelmente patogénica em heterozigose no gene
PHOX2B em uma paciente, com diagnostico de carcinoma lobular de mama aos 47 anos,
hiperexpressor de HER2. A paciente ndo teve diagnostico de outros tumores primarios e

referiu historia familiar de cincer de mama e/ou ovario.

5.5.18 Gene PMS2
O gene PMS2 esta associado a Sindrome de Lynch, de heranga autossémica dominante
(OMIM: 614337) e a sindrome de cancer hereditario por defeito na reparagdo de erros de
replicacdo de DNA (mismatch repair), de heranga autossémica recessiva (OMIM: 276300).
Foi detectada a variante provavelmente patogénica c.137G>T em heterozigose no

éxon 2 do gene PMS2 (regido sem homologia com o pseudogene PMS2CL) em uma paciente,
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com diagnostico de carcinoma ductal de mama aos 49 anos, do tipo luminal. A paciente nao
teve diagnostico de outros tumores primarios.
A paciente referiu historia familiar de cancer incluindo osteossarcoma, cancer gastrico

€ mama, porém sem critérios clinicos para a Sindrome de Lynch.

5.5.19 Gene PRF1

O gene PRF1 esta associado a Linfohistiocitose hemofagocitica familiar, de heranca
autossomica recessiva (OMIM: 603553); a Anemia Aplasica (OMIM: 609135) e ao linfoma
ndo-Hodgkin (OMIM:605027).

Foram detectadas VP/PP em heterozigose no gene PRF1 em duas pacientes, com
idade média ao diagnostico de cancer de mama de 40,5 anos. Ambas apresentaram um
carcinoma ductal do tipo luminal. As pacientes ndo tiveram diagnostico de outros tumores

primarios e uma delas apresentou historia familiar positiva para cancer de mama e/ou ovario.

5.5.20 Gene RAD51C

O gene RADS1C esta associado a Anemia de Fanconi (grupo de complementagdo O)
de heranga autossomica recessiva (OMIM: 613390) e a predisposicao ao cancer de ovario.

Foi detectada uma variante patogénica em heterozigose no gene RAD51C em uma
paciente, com diagnostico de carcinoma ductal de mama aos 30 anos, com imunofenotipo
triplo negativo. A paciente teve diagnostico prévio de leucemia linféide aguda aos 14 anos e

apresentou historia familiar negativa para cancer de mama e/ou ovario.

5.5.21 Gene RECQL4

O gene RECQLA4 esté associado as sindromes de Rothmund-Thomson tipo 2 (OMIM:
268400), a RAPADILINO (OMIM: 266280) e de Baller-Gerold (OMIM: 218600), todas de
heranga autossdmica recessiva.

Foram detectadas VP/PP em heterozigose no gene RECQL4 em duas pacientes, com
idade média ao diagnostico de cancer de mama de 38,5 anos, do tipo histoldgico ductal, sendo
um deles luminal e o outro hiperexpressor de HER2. As pacientes ndo tiveram diagnostico de
outros tumores primdrios e uma delas relatou historia familial positiva para cancer de mama

e/ou ovario.
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5.5.22 Gene SBDS

O gene SBDS esta associado a Sindrome Shwachman-Diamond, de heranca
autossomica recessiva (OMIM: 260400).

Foram detectadas variantes patogénicas no gene SBDS em heterozigose em 3
pacientes, todas portadoras da mesma variante (c.258+2T>C) e pertencentes a familias ndo
aparentadas.

A idade média ao diagnostico do cancer de mama foi de 49,3 anos (35-66 anos). Duas
pacientes (75%) apresentaram um carcinoma ductal cada, sendo um com imunofendtipo triplo
negativo e o outro luminal. A terceira paciente apresentou um carcinoma lobular do tipo
luminal.

Todas as pacientes apresentaram diagnostico de um segundo tumor primario,
metacronico, sendo um cancer de tireoide, um de pancreas e outro de mama. Apenas uma

delas apresentou historia familiar positiva para cancer de mama e/ou ovario.

5.5.23 Gene SLX4

O gene SLX4, estd associado a Anemia de Fanconi, grupo de complementacdo P, de
heranga autossomica recessiva (OMIM:613951).

Foi detectada apenas uma variante provavelmente patogénica em heterozigose no gene
SLX4 em uma paciente, com diagndstico de carcinoma ductal de mama aos 43 anos, do tipo
luminal. A paciente ndo teve diagndstico de outros tumores primarios e também ndo

apresentou histéria familiar de cancer de mama e/ou ovario.

5.5.24 Gene TP53

O gene TP53 estd associado a Sindrome de Li-Fraumeni, de heranga autossomica
dominante (OMIM: 151623).

Foram detectadas variantes patogénicas no gene TP53 em heterozigose em 3 pacientes
(2 delas portadoras da variante fundadora brasileira R337H). A idade média ao diagnostico do
cancer de mama foi de 48,6 anos (33-62 anos). O tipo histologico predominante foi o
carcinoma ductal, encontrado nas trés pacientes. Cada paciente apresentou um imunofenotipo
diferente, sendo triplo negativo, luminal e hiperexpressor de HER2.

Duas pacientes apresentaram diagnostico de um outros tumores primarios: uma
paciente com diagnostico de carcinoma ductal de mama imunofendtipo triplo negativo aos 51

anos, apresentou um tumor Phyllodes na mama contra-lateral, sincronico. A outra paciente
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apresentou diagnostico de cancer de mama bilateral aos 62 anos e cancer gastrico do tipo
difuso sincronico.

De acordo com a histéria familiar relatada, apenas uma das pacientes com diagnostico
de cancer de mama aos 33 anos (sem casos de cancer na familia), apresentou critérios clinicos
para realizar a testagem para o gene TP53. As outras duas pacientes portadoras da variante

R337H nio apresentaram critérios clinicos para a Sindrome de Li-Fraumeni.

56 CORRELACAO GENOTIPO-FENOTIPO DAS PACIENTES COM
MINAS

Das 81 pacientes com resultado positivo, trés (n=3/81 — 3,7%) apresentaram duas
VP/PP em genes distintos cada e foram diagnosticadas com MINAS.

A primeira paciente (P013) foi diagnosticada com carcinoma ductal de mama aos 49
anos, do tipo luminal B HER2. Na historia familiar, a irma da paciente foi diagnosticada com
cancer de mama aos 36 anos, pai com cancer de prdstata aos 77 anos, tio paterno com cancer
de colon aos 72 anos, tia paterna com cancer gastrico aos 45 anos e prima paterna com cancer
de mama aos 35 anos. Foram detectadas a variante patogénica ¢.5617 5621delGTAAT em
heterozigose no gene BRCA2 e a variante provavelmente patogénica c.470T>C em
heterozigose no gene CHEK2. Mutacdes nos dois genes podem estar relacionadas ao cancer
de mama, sendo o risco maior associado ao gene BRCAZ2, que também causa aumento de risco
para cancer de prostata. J4 o gene CHEK2, também est4 associado ao aumento de risco para
cancer colorretal (Figura 3).

A segunda paciente (P160) foi diagnosticada com carcinoma ductal de mama aos 41
anos, do tipo luminal. De acordo com a historia familiar, a irma da paciente foi diagnosticada
com astrocitoma aos 14 anos, mae com cancer de mama bilateral aos 38 anos, prima materna
com cancer de mama aos 31 anos, avd materno com cancer renal aos 70 anos e tia avo
materna com cancer de mama aos 48 anos. Foram detectadas a variante patogénica
c.1813dupA em heterozigose no gene BRCA2 e a variante patogénica R337H (c.1010G>A)
em heterozigose no gene TP53. Nesse caso, o fenotipo € compativel com mutagdes em ambos
os genes, considerados de alta penetrancia para cancer de mama. O gene TP53, associado a
sindrome de Li-Fraumeni, aumenta o risco para outros tumores como os de SNC e renal,

descritos na familia (Figura 4).
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A terceira paciente (P211) foi diagnosticada com carcinoma ductal de mama aos 31
anos, do tipo luminal B HER2. Na histéria familiar, foi referida apenas tia materna com
cancer de mama aos 50 anos. O heredograma dessa paciente nao estava disponivel. Foram
detectadas a variante patogénica c.156 157insAlu em heterozigose no gene BRCAZ e a
variante provavelmente patogénica c¢.6529C>T em heterozigose no gene ATM. Da mesma
forma, mutagdes nos dois genes podem estar relacionadas ao cancer de mama, sendo o risco

maior associado ao gene BRCAZ2.
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Figura 3 - Heredograma da paciente PO13, portadora de duas variantes patogénicas/provavelmente patogénicas nos genes BRCA2 ¢ CHEK2.
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5.7 PACIENTES COM DIAGNOSTICO DE OUTRAS NEOPLASIAS

Em relagdo ao diagnostico de outras neoplasias, excluindo-se cancer de mama, 12%
(n=39/321) das mulheres incluidas no estudo tiveram diagndstico de um outro cancer
primario, sendo um total de 45 tumores distintos diagnosticados. O cancer ovariano foi o mais
frequente nesse grupo de pacientes, seguido pelo cancer de tiredide e cancer colorretal
(Tabela 11).

Dos 45 tumores apresentados pelas pacientes, a maioria (n=22/45 - 48,9%) foi
diagnosticado ap6s o cancer de mama, 33,3% foi diagnosticado antes do cancer de mama

(n=15/45) e 17,8% (n=8/45) tiveram diagndstico sincronico ao cancer de mama.

Tabela 11 - Descricdo de outras neoplasias diagnosticadas previamente nas pacientes
incluidas no estudo e a distribuicdo conforme presenca ou nao de variante
patogénica/provavelmente patogénica nos genes avaliados.

Pacientes com historia de outros . . ., .
Pacientes com historia de outros tumores primarios

(exceto cancer de mama) x Presenca de VP/PP

tumores primarios (exceto cincer de

mama)
N° % N° %

Nio 282 88,0 Nio 25 64,0
Sim 39 12,0 Sim 14 36,0
Total 321 100,0 Total 39 100,0
Tipo de Céancer N° % Tipo de Céancer N° % Gene mutado
Ovario 9 20 Ovario 6 43,1 BRCA1/BRCA2
Tireoide 7 15,5 Tireoide 2 14,3 FANCL/SBDS
Colorretal 7 15,5 Melanoma 1 7,1 BLM
Melanoma 4 8,8 Sarcoma 1 7,1 BRCA1
Pulmao 3 6,6 Gastrico 1 7,1 TP53
GIST 3 6,6 Leucemia 1 7,1 RAD51C
Sarcoma 2 4.4 Colorretal 1 7,1 BRIP1
Pancreas 2 4.4 Pancreas 1 7,1 SBDS
Gaéstrico 2 4.4
Vesicula Biliar 1 2.3
Rim 1 2,3
Linfoma Hodgkin 1 2,3
Leucemia 1 2.3
Endométrio 1 23
Colo uterino 1 2,3
Total 45 100,0 Total 14 100,0

Legenda: VP/PP: variante patogénica/provavelmente patogénica; GIST: tumor estromal gastrointestinal.
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58 ANALISE DE VARIANTES PATOGENICAS/PROVAVELMENTE
PATOGENICAS DE ACORDO COM O SUBTIPO MOLECULAR DO
CANCER DE MAMA

A presenca de VP/PP foi analisada de acordo com os subtipos moleculares de cancer
de mama (Tabela 12; Figura 5). Com o intuito de entender a contribui¢do dos diferentes genes
contidos no painel utilizado nesse estudo em relagdo ao total de mutagdes detectadas, a analise
foi realizada considerando-se trés grupos:

1) os genes BRCAL/2, uma vez que sdo considerados os genes mais
importantes relacionados a predisposicao hereditaria ao cancer de mama;

2) 14 genes acionaveis (excluindo-se BRCAL1/2) incluidos no painel para
cancer hereditario preconizado pela Agéncia Nacional de Saude Suplementar (ANS), para os
quais os riscos de cancer e o manejo clinico estd bem estabelecido nos guidelines atuais
(ATM, BRIP1, CDH1, CHEK2, MLH1, MSH2, MSH6, PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C,
RAD51D , STK11 e TP53);

3) os outros 78 genes do painel.

Entre as 79 pacientes com cancer de mama triplo negativo, 31,6% (n=25/79) tiveram
uma mutagdo patogénica/provavelmente patogénica identificada. Os genes BRCA1 e BRCA2
correspondem a quase metade das VP/PP identificadas (n=12/25), sendo que o gene BRCA1
contribuiu com o maior nimero de VP/PP (n=10/25), ¢ somados, tem-se um percentual de
15,2% (n=12/79). Excluindo-se os genes BRCAL1/2, genes acionaveis incluidos no painel de
14 genes foram identificados em 6 pacientes (com VP/PP em ATM, CHEKZ2, PALB2Z,
RAD51C e TPS53) correspondendo a 7,6% (n=6/79) e os demais genes do painel foram
identificados em 7 pacientes, correspondendo a 8,8% (n=7/79). Assim, observamos que a
utilizacao do painel de 94 genes contribuiu com um aumento total da positividade do teste em
16,4% nesse subtipo de tumor de mama.

O cancer de mama luminal foi encontrado em 155 pacientes, sendo que, destas, 18,7%
(n=29/155) apresentavam mutagdes patogénicas/provavelmente patogénicas € 0s genes
BRCA2 e BRCAL contribuiram com 6,5% (n=10/155) das VP/PP detectadas nesse grupo
(3,9% (n=6/155) e 2,6% (n=4/155) em BRCA2 e BRCAI, respectivamente). Excluindo-se os
genes BRCA1/2, o percentual de deteccdo de VP/PP em genes de alta e média penetrancia
incluidos no painel de 14 genes acionaveis foi de 4,5% (n=7/155), com VP/PP identificadas

nos genes ATM, BRIP1, CHEK2, PALB2, PMS2 e TP53. Para os demais genes do painel o
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percentual de deteccdo de VP/PP foi de 7,7% (n=12/155). Assim, para o subtipo luminal, o
painel contribuiu com um aumento no percentual de deteccio de VP/PP em 12,2%,
demonstrando uma contribuicdo significativa em relacdo ao total de 18,7% de VP/PP
detectadas.

O subtipo luminal B HER2 foi encontrado em 40 pacientes, e destes, 40% (n=16/40)
apresentavam VP/PP, com énfase para o gene ATM com o maior nimero de mutagdes
identificadas (12,5% - n=5/40), seguido pelo gene BRCA2 (10% - n=4/40). Para esse subtipo,
analisando-se apenas os genes BRCA1/2, o percentual de detec¢ao de mutagdes foi de 12,5%
(n=5/40). Considerando-se o painel de 14 genes acionaveis, o percentual de VP/PP foi de
17,5% (n=7/40) (VP/PP identificadas nos genes ATM, CHEK2 e PALB2) e o percentual de
VP/PP dos demais genes do painel foi de 10% (n=4/40). Para o subtipo luminal B HER2, o
painel contribuiu com um aumento no percentual de detec¢do de VP/PP em 27,5%,
demonstrando uma contribuigdo significativa em relacdo ao total de 40% de VP/PP
detectadas.

Finalmente, o subtipo com hiperexpressao de HER2 foi encontrado em apenas 13
pacientes e, destes, 30,8% (n=4/13) apresentaram uma VP/PP em um dos 94 genes do painel.
O percentual de mutagdo em BRCAL/2 foi somente de 7,7% (n=1/13), com mutagdo detectada
em BRCAZ2. Considerando-se o painel de 14 genes acionaveis, o percentual de VP/PP também
foi de 7,7% (n=1/13) (VP identificada no gene TP53) e o percentual de VP/PP dos demais
genes do painel foi de 15,4% (n=2/13). Para esse subtipo, o painel contribuiu com um
aumento total no percentual de deteccdo de VP/PP em 23,1%, demonstrando também uma

contribui¢do significativa em relag@o ao total de 30,8% de VP/PP detectadas.
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Tabela 12 - Frequéncia das variantes patogénicas/provavelmente patogénicas de acordo com
o subtipo molecular do cancer de mama

MS(‘)‘l'e’z‘upl‘;r Total Sem VP/PP Com VP/PP Cenes
No. % No. % No. % Gene No. %
TNBC 79 100% 54 68,3% 25 31,7% BRCAl 10 12,6%
BRCA2 2 2,5%
MUTYH 2 2,5%
PALB2 2 2,5%
ATM 1 1,3%
BLM 1 1,3%
CHEK2 1 1,3%
FANCD2 1 1,3%
FANCI 1 1,3%
HNF1A 1 1,3%
RAD51C 1 1,3%
SBDS 1 1,3%
TP53 1 1,3%
Luminal 155 100% 126 81,3% 29 18,7% BRCAZ2 6 3,9%
BRCA1 4 2,6%
CHEK2 2 1,4%
MUTYH 2 1,4%
PRF1 2 1,4%
SBDS 2 1,4%
ATM 1 0,6%
BRIP1 1 0,6%
FANCA 1 0,6%
FANCI 1 0,6%
FANCM 1 0,6%
HNF1A 1 0,6%
PALB2 1 0,6%
PMS2 1 0,6%
RECQL4 1 0,6%
SLX4 1 0,6%
TP53 1 0,6%
Luminal B 7 n n 7
HER2 40 100% 24 60% 16  40% ATM 5 12,5%
BRCA2 4 10,0%
MUTYH 2 5,0%
BRCA1 1 2,5%
CHEK2 1 2,5%
FANCE 1 2,5%
PALB2 1 2,5%
PHOX2B 1 2,5%
. LELHYS 13 100% 9 69,2% 4 30,8% BRCA2 1 7,7%
Hiperexpressor
FH 1 7,7%
RECQL4 1 7,7%
TP53 1 7,7%

Legenda: VP/PP: variante patogénica/provavelmente patogénica; TNBC: cancer de mama triplo negativo;
HER2: receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2.
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Figura 5 - Espectro das variantes patogénicas/provavelmente patogénicas detectadas de acordo com o subtipo molecular do cancer de mama.
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5.9 FREQUENCIA DE VARIANTES DE SIGNIFICADO INCERTO
ENCONTRADAS

Pelo menos uma variante de significado incerto (VUS) foi identificada em 249
pacientes (n=249/321 - 77,5%), totalizando 470 variantes encontradas em 81 dos 94 genes do
painel.

A maioria das VUS foram identificadas no gene FANCM, sendo encontradas em 22
pacientes (n=22/249 - 8,8%). Em seguida, temos os genes ATM e RECQL4, com variantes
identificadas em 20 pacientes cada (n=20/249 — 8%), o gene MSH6 com variantes
identificadas em 18 pacientes (n=18/249 — 7,2%), o gene SLX4, em 17 pacientes (n=17/249 —
6,8%) e BRCA2 em 16 pacientes (n=16/249 — 6,4%) (Figura 6). Lembrando que algumas
pacientes apresentaram mais de uma VUS no mesmo gene.

Do total de pacientes com VUS identificadas, 24,5% (n=61/249) apresentaram

também ao menos uma VP/PP.
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Figura 6 — Distribui¢do das VUS pelo ntimero de pacientes, de acordo com o gene identificado.
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6 DISCUSSAO

Os painéis multigenes para cancer de mama hereditario estdo sendo cada vez mais
usados na pratica clinica. Além de incluir genes de alta penetrancia com utilidade clinica
estabelecida, esses painéis contém genes cuja significancia clinica e associagdo com cancer
ainda ¢ incerta. Assim, apesar da utilizacao desses painéis contribuir no diagnostico das SPHC
em algumas familias, hd desafios significativos na interpretacdo de seus resultados e no
aconselhamento genético, uma vez que as estimativas de risco de cancer e estratégias de
manejo ainda ndo foram estabelecidas para muitos genes.

Enquanto o impacto das mutagdes em muitos genes de moderada e baixa penetrancia
para cancer de mama ainda vem sendo estudado, o beneficio em se identificar mutagdes nos
genes BRCAL/2 ja estd bem estabelecido. Além das estratégias de rastreamento visando a
detecgdo precoce do cancer e medidas redutoras de risco, alguns tumores associados a
mutagdes nos genes BRCAL/2 respondem melhor a terapia alvo, como os inibidores de PARP
(poli [adenosina difosfato-ribose] polimerase) do que os canceres esporadicos, impactando
também no tratamento em alguns casos.

No Brasil, o acesso ao teste genético para cancer de mama hereditario ainda é um
desafio para os pacientes de maior risco, uma vez que esse procedimento nao ¢ coberto pelo
Sistema Unico de Satide (SUS) e s6 foi incorporado a maioria dos planos de saude privados a
partir de 2014. De 2014 a 2018, as resolucdes para cobertura de testes genéticos no sistema
privado, regulamentadas pela Agéncia Nacional de Satde Suplementar (ANS), preconizavam
a realizagdo de testes individualizados e sequenciais para os genes BRCAL e BRCA2. Somente
em 2018, a nova resolucdo da ANS incorporou o painel multigenes para investigacdo de
cancer hereditario em individuos com critérios clinicos pré-determinados, estabelecendo um
painel de 16 genes acionaveis (ATM, BRCAL, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, MLH1,
MSH2, MSH6, PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D , STK11 e TP53), cujas estimativas
de risco para cancer e manejo clinico estdo bem estabelecidos pelos guidelines atuais.

O painel preconizado pela ANS foi adotado como referéncia nesse estudo pois, mesmo
ndo incluindo apenas genes relacionados ao cancer de mama, ¢ indicado atualmente para
investigacdo de mulheres com diagndstico atual ou prévio de cancer de mama que apresentam
critérios clinicos para cancer de mama hereditdrio e que tenham resultado "'negativo’” na
analise de mutagdes germinativas nos genes BRCAL e BRCA2.

No entanto, como apenas uma pequena parte da populagdo brasileira tem acesso ao

sistema privado de satde e o teste genético ainda apresenta alto custo, a maioria das mulheres
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brasileiras com risco para cancer de mama hereditario atualmente ndo tem acesso ao
diagnostico genético.

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a contribui¢cdo da realizacdo
de um painel multigenes em uma amostra de pacientes com risco para cancer de mama
hereditério, visando compreender o impacto dessa abordagem na pratica clinica e obtengao de
dados da populacdo brasileira, ja que poucos estudos sobre o assunto foram realizados no
Brasil até o momento.

Em nosso estudo, a frequéncia de VP/PP nos genes BRCAL e BRCAZ foi de 9,9% e em
outros genes de predisposi¢do de cancer (excluindo-se BRCA1/2) foi de 15,3%, entre 321
mulheres ndo aparentadas com cancer de mama. A analise do painel de 94 genes contribuiu
para identificar VP/PP em genes ndo BRCA1/2 em 49 pacientes, aumentando em 15,3% a
frequéncia de variantes VP/PP encontradas no teste genético, ou seja, o uso do painel de 94
genes contribuiu com a identificacdo de cerca de 60% das VP/PP detectadas nessa coorte.
Esse achado ¢ semelhante a alguns estudos prévios sobre paineis multigenes em cancer de
mama (Susswein et al. 2016; Thompson et al. 2016; Tung et al. 2016; Couch et al. 2017).

Considerando-se apenas o painel de 16 genes acionaveis preconizados pela ANS para
analise de cancer hereditario, a taxa de detec¢do de VP/PP em nossa coorte foi de 16,8%
(54/321), identificando-se 6,9% a mais de mulheres em risco do que se apenas os genes
BRCAL/2 fossem avaliados. Esses resultados destacam a importancia da realiza¢do de testes
com painel multigenes em nossa populacdo, pois impactam diretamente no acompanhamento
desses pacientes e familiares, uma vez que sdo genes com estimativas de risco para cancer
estabelecidas e estratégias de rastreamento e prevengao bem definidas.

Nossos resultados demonstraram uma maior prevaléncia de VP/PP em genes de alta
penetrancia para cancer de mama (BRCA1, BRCA2 e TP53), como esperado. Curiosamente,
nenhuma variante patogénica foi identificada nos outros genes de alta penetrancia, isto &,
PTEN, CDH1 e STK11 na populagdo estudada. Mutagdes patogénicas no gene TP53 foram
identificadas em quatro pacientes e destas, trés eram portadoras da mutagao R337H, com alta
prevaléncia no Brasil, devido a um efeito fundador (Garritano et al. 2010). Um estudo recente
identificou a variante ¢.400G>T (p.Glul34Ter/E134*) no gene XAF1 em um subconjunto de
portadores da mutagdo TP53-R337H, propondo que a co-segregacdo das mutacdes XAF1-
E134* e TP53-R337H leva a um fen6tipo de cancer mais agressivo do que a R337H apenas
(Pinto et al. 2020). Em nossa coorte, esta variante ainda ndo foi pesquisada nas pacientes
portadoras da mutagcao TP53-R337H.

Similarmente, um outro estudo brasileiro que avaliou 157 individuos (132 com cancer

de mama e 25 ndo afetados) usando trés tipos diferentes de painel multigenes (de Souza
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Timoteo et al. 2018). Mutacdes germinativas foram identificadas em vinte e sete individuos
(17,2%), 24 com cancer de mama e trés assintomaticos, ¢ a maioria delas nos genes BRCA1/2
(75%) (de Souza Timoteo et al. 2018).

Em rela¢do aos genes de moderada penetrancia para o cancer de mama, VP/PP em
ATM, PALB2 ¢ CHEK?2 foram encontradas em 5,6% de nossa coorte, correspondendo a 21,4%
das VP/PP encontradas, achado consistente com outros estudos recentes (Susswein et al.
2016; Thompson et al. 2016; Tung et al. 2016; Couch et al. 2017; Rosenthal et al. 2017). Para
Tung et al. (2017), mutacdes germinativas em genes moderada penetrancia ao cancer de
mama sdo identificadas em aproximadamente 2% a 5% dos individuos que realizam painel
multigenes.

E importante notar que, excluindo-se os genes BRCA1/2, o gene ATM foi o gene com
maior nimero de VP/PP identificadas em nosso estudo. Em contraste, o gene CHEK2 destaca-
se como o mais comum (excluindo BRCA1/2) na maioria dos estudos que avaliaram painéis
multigenes em cancer de mama (Susswein et al. 2016; Thompson et al. 2016; Tung et al.
2016; Couch et al. 2017; Rosenthal et al. 2017). De Souza Timoteo et al. (2018) relataram que
mutagdes germinativas em genes de penetrdncia moderada e baixa para cancer de mama
foram detectadas em 3,8% dos individuos, incluindo os genes ATM, ATR, MLH1 e MSH6.

De acordo com as diretrizes da NCCN, o rastreamento recomendado para pacientes
com mutagdes germinativas em genes de risco moderado para cancer de mama (como ATM,
PALB2 e CHEK?) inclui a realizagdo de mamografia anualmente e considerar a realiza¢dao da
ressonancia magnética das mamas. Ndo ha evidéncias suficientes para indicagdo de
mastectomia redutora de risco e, a mesma pode ser considerada de acordo com a historia
familiar (NCCN 2021). Em nossa coorte, apenas uma das pacientes com mutacdo em CHEK2
teve diagndstico de cancer de mama contralateral e nenhuma das pacientes com mutagdes nos
genes de penetrincia moderada para cancer de mama apresentou outro cancer primario
(excluindo cancer de mama). O cancer de mama bilateral ndo foi significativamente associado
a mutagdes nos genes de predisposicao do cancer de mama na populagdo estudada.

Nao se evidenciou significincia estatistica na andlise de preditores clinicos,
anatomopatologicos e familiares quanto a correlagdo com a presenga de VP/PP nos 24 genes
identificados, possivelmente por tratar-se de uma populagdo pré-selecionada por critérios
clinicos estabelecidos.

Em rela¢do ao subtipo molecular do cancer de mama, observamos que o cancer de
mama com imunofendtipo triplo-negativo foi encontrado em 24,6% do total das pacientes
incluidas e destas, VP/PP no gene BRCA1l foram detectadas em 12,6%, semelhante ao

relatado anteriormente em outros estudos, incluindo nosso estudo prévio com 131 mulheres
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brasileiras com cancer de mama triplo-negativo (Young et al. 2009; Evans et al. 2011; Couch
et al. 2015; Brianese et al. 2017). Foi observado para esse subtipo, que a realizacdo do painel
contribuiu com um aumento consideravel no percentual de deteccdo de VP/PP (16,4%) ou
seja, um aumento relativo de 52% em comparagdo com a analise de BRCA1/2 apenas (15,2%).
Se considerarmos apenas o painel de genes acionaveis, o aumento também foi importante
(7,6%).

Para o subtipo luminal detectamos 23,2% de VP/PP, sendo que mutacdes nos genes
BRCAL/2 foram encontradas em 6,5%, enquanto mutagdes nos outros 92 genes correspondem
a 16,7%, destes, 4,5% em genes acionaveis, destacando-se que a contribui¢do do painel
multigenes na detecgdo de mutagdes em outros genes ndo-BRCAL/2 em tumores luminais foi
importante (73% de aumento relativo).

Além disso, observamos que a propor¢do de mutagcdes no gene ATM ¢
significativamente maior em tumores luminais B HER2, conforme relatado anteriormente na
literatura (Renault et al. 2018). Para esse subtipo, destacamos a expressiva contribuicdo do
painel na deteccdo de mutagdes em genes aciondveis, aumentando significativamente esse
percentual (17,5%). No geral, o painel contribuiu com um aumento no percentual de detecgdo
de VP/PP para todos os subtipos moleculares de cancer de mama avaliados, quando
comparados com analise isolada de BRCAL/2, com destaque para os subtipos luminal B HER2
(27,5%) e hiperexpressor de HER2 (23,1%)).

Quanto a idade ao diagnostico do cancer de mama, a média de idade ao diagnoéstico foi
menor nas pacientes com mutagdes nos genes ATM e PALB2, em comparacdo com os genes
de alta penetrancia como BRCA1/2 e TP53 e observamos idade média ao diagnostico do gene
BRCAZ2 inferior ao gene BRCAL. Espera-se que a frequéncia das mutacdes diminua com o
aumento da idade do diagnoéstico de cancer de mama. Em nossa coorte, o maior percentual de
pacientes com mutagdes identificadas, se encontrava na faixa etdria abaixo de 45 anos.

Foram detectadas 30 VP/PP em genes de baixa penetrancia para cancer de mama, sem
correlagdo clinica com o fenotipo e esses dados foram considerados como achados
incidentais. Anélise de co-segregacdo e estudos de perda de heterozigose tumoral ndo foram
realizados. Dentre esses, identificamos sete pacientes com VP/PP em heterozigose no gene
MUTYH, cuja associagdo com o risco de cancer de mama ¢ controversa. Alguns estudos
relataram um risco aumentado de cancer de mama em portadores de mutagdes monoalélicas
no gene MUTYH (Rennert et al. 2012; Win et al. 2016). No entanto, outros estudos nao
encontraram evidéncias estatisticas para o risco aumentado de cancer de mama (Beiner et al.
2009; Out et al. 212).
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Além disso, identificamos uma variante patogénica no gene BLM associado a
Sindrome de Bloom, condi¢do de heranga autossomica recessiva caracterizada por baixa
estatura pré e pos-natal, eritema telangiectasico na face, fotossensibilidade, microcefalia, entre
outros achados. A sindrome ¢ mais comum em na popula¢do Judia Ashkenazi devido a
mutacdo fundadora ¢.2207 2212delinsTAGATTC, (p.Tyr736fs) conhecida como (BLMAST)
(LI et al. 1998). Variantes patogénicas bialélicas no gene BLM, responsavel pela codificagao
de uma das helicases RecQ, causam instabilidade cromossémica importante, levando ao
aumento de risco para o desenvolvimento de vérios tipos de cancer. Mutagdes
patogénicas/provavelmente patogénicas em heterozigose no gene BLM tém sido associadas a
um risco aumentado de cancer de mama e cancer colorretal, porém ainda sem evidéncias
robustas (Baris et al. 2007; Thompson et al. 2012).

Ainda em relacdo aos genes de baixa penetrancia, identificamos uma variante
patogénica no em BRIP1, associado ao aumento de risco para cancer de ovario. Apesar de
alguns estudos sugerirem aumento de risco para cancer de mama, ainda ndo ha evidéncias
robustas (Easton et al. 2016; Weber-Lassalle et al. 2018). A paciente de nossa coorte
portadora da variante em BRIP1, ndo tinha histéria pessoal ou familiar de cancer de ovario.

Da mesma forma, identificamos uma variante patogénica no gene RAD51C, associado
ao aumento de risco para cancer de ovario, em uma paciente sem historia pessoal ou familiar
de cancer de ovario.

Tivemos também 7 VP/PP em heterozigose identificadas em genes associados a
Anemia de Fanconi, de heranca autossomica recessiva, sendo FANCA, FANCD2, FANCE,
FANCI, FANCL e FANCM, cuja associacdo de VP/PP em heterozigose com cancer
hereditario ainda nao ¢ bem compreendida. Alguns estudos sugerem que variantes patogé€nicas
de perda de funcdo em heterozigose no gene FANCM, estdo associadas a aumento de risco
para cancer de mama (Neidhardt et al. 2017).

Dentre os demais genes de baixa penetrancia identificados em nosso estudo temos o
gene FH associado a Leiomiomatose Hereditaria e Carcinoma de Células Renais de heranca
autossdmica dominante identificado em paciente sem fendtipo associado, o gene PHOX2B
possivelmente associado ao risco aumentado para o desenvolvimento de neuroblastoma ao
longo da vida (Mosse et al 2004, Trochet et al. 2004); o gene SBDS, cuja presenca de
variantes patogénicas bialélicas estdo associadas a sindrome de Shwachman-Diamond,
caracterizada por disfun¢do pancreatica exdcrina, alteracdes hematoldgicas (citopenias e
susceptibidade a sindrome mielodisplasica e leucemia mieldide aguda) e alteragdes dsseas
(Shwachman et al. 1964); o gene PMS2, associado a Sindrome de Lynch, identificado em

paciente sem critérios Amsterdam e os genes HNF1A, PRF1, RECQL4, e SLX4 ainda sem
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evidéncias robustas de associagdo com cancer hereditario. Resultados incidentais em painéis
multigenes para cancer hereditario sdo um desafio para o aconselhamento genético, incluindo
genes aciondveis com condutas clinicas definidas e genes cujo risco de cancer nao ¢ bem
estabelecido.

Recentemente, foi descrita a Sindrome da Neoplasia Hereditaria Multialélica
(MINAS), sindrome caracterizada pela presenga de duas ou mais VP/PP em genes
relacionados a predisposicdo ao cancer, herdadas no mesmo individuo (Whitworth et al.
2016). Sao poucos os relatos dessa sindrome na literatura. Nos encontramos uma frequéncia
de 3,7% entre as pacientes com presenga de mutagdes patogénica/provavelmente patogénica,
com as combina¢des BRCA2/ATM, BRCA2/CHEK2 e BRCA2/TP53 (incluindo a mutagdo
fundadora brasileira). Um aspecto interessante dos pacientes com MINAS ¢ observar se
mutagdes combinadas estdo associadas a um fendtipo mais grave (por exemplo, diagndstico
mais precoce de cancer ou varios tipos de cancer no mesmo individuo relacionado aos dois
genotipos). Na literatura, ja foram relatados pacientes com a combinagdo BRCA2/TP53
(Manoukian et al. 2007; Monnerat et al. 2007). Uma sobreposicao de fenotipos associados a
ambos os genes foi observada em todos os nossos casos. Nas nossas pacientes, as
combinagdes encontradas envolviam gene de alta e moderada penetrancia para cancer de
mama. Os fendtipos associados @ MINAS podem ser mais faceis de interpretar quando os dois
genes envolvidos estdo associados a um espectro tumoral diferente. Em geral, ndo se
demonstraram evidéncias claras de um efeito sinérgico desses tipos de mutacdes na gravidade
do fendtipo (Whitworth et al. 2016).

Uma das pacientes com fendtipo MINAS, apresentou a variante patogénica
c.156 157insAlu em heterozigose no gene BRCA2, uma mutacdo fundadora de origem
portuguesa, cujos estudos prévios apontam uma frequéncia de 0,65% na populagdo brasileira
(Felicio et. al. 2018). Em nossa coorte, encontramos uma frequéncia de 0,31% dessa variante.

De acordo com estudos prévios, cerca de um terco dos painéis multigenes identifica
pelo menos uma variante de significado incerto (VUS) em um ou mais genes (Kurian et al.
2009; Tung et al. 2015). Um estudo com 2.158 mulheres com cincer de mama encaminhadas
para teste genético usando um painel de 25 genes, mostrou que VUS foram encontradas em
40% dos individuos (Tung et al. 2015). Outro estudo semelhante com 198 mulheres
submetidas a realizagdo de um painel de 42 genes mostrou que VUS foram identificadas em
88% dos pacientes (Kurian et al. 2009).

Em nossa série utilizando um painel de 94 genes, encontramos pelo menos uma VUS
em 77,5% das pacientes, frequéncia maior que a encontrada na literatura. Espera-se que os

painéis contendo um maior nimero de genes resultem em um maior indice de pacientes com
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VUS. Além disso, como a maioria dos VUS representam variantes missense raras com baixas
frequéncias alélicas ou ndo descritas em bancos de dados populacionais, prevé-se que
populagdes menos caracterizadas geneticamente, como a brasileira, terdo mais VUS
identificadas. Nesse sentido, um estudo recente que avaliou mais de 100.000 testes genéticos
de multiplos genes em cancer hereditdrio revelou que, em comparacdo com europeus,
individuos asiaticos e do Oriente Médio tinham maior probabilidade de serem identificados
com uma VUS (Roberts et al. 2020).

Cabe salientar que o presente estudo apresenta algumas limitagdes. A analise de
grandes delecdes e duplicacdes através da técnica MLPA foi realizada apenas para os genes
BRCAL/2 e apenas uma delegdo envolvendo os éxons 1 e 2 do gene BRCA2 foi identificada.
O painel de 94 genes que utilizamos nao foi validado para anélise de variagdes em numero de
copias (CNV), ndo sendo possivel avaliar a frequéncia dessas variacdes em nossa coorte. De
acordo com a literatura, a prevaléncias de variagdes em numero de copias patogénicas em
genes relacionados a cancer hereditario € de cerca de 8,3% (Truty et al. 2019). Também nao
foi possivel estabelecer uma correlacdo gendtipo-fenotipo adequada para os genes de risco
moderado e baixo para o cincer de mama, devido ao pequeno numero de pacientes com
mutagdes patogénicas/provavelmente patogénicas nesses genes.

Além disso, as pacientes incluidas em nosso estudo apresentavam critérios clinicos
para SMOH, com historia pessoal ou familiar que sugeria maior risco de cancer hereditario.
Ao mesmo tempo, ¢ possivel que tenhamos excluido pacientes sem os critérios para SMOH e
que poderiam apresentar mutacdes patogénicas/provavelmente patogénicas nos outros genes
do painel. Estudos recentes tem recomendado que todas as pacientes com diagnéstico de
cancer de mama realizem investigagdo com teste genético (Beitsch et al. 2019, Samadder et
al. 2020). No estudo de Beitsch et al. (2019), das quase mil pacientes com cancer de mama
incluidas, 49,95% apresentavam critérios clinicos da NCCN para indicacdo de teste genético e
50,05% ndo. Observou-se que das pacientes com critérios da NCCN, 9,39% tinham uma
VP/PP contra 7,9% entre as pacientes sem critérios, indicando que quase metade das pacientes
com cancer de mama que apresentam uma VP/PP em genes relacionados, ndo sdo
identificadas pelas diretrizes atuais. No estudo realizado por Samadder et al. (2020) com
quase trés mil pacientes com diagnostico de cancer (tumores so6lidos) selecionados sem
critérios clinicos determinados e submetidos a um painel de 80 genes, demonstrou-se que
13,3% dos pacientes apresentaram uma VP/PP e destes, 6,4% ndo teriam sido detectados
considerando-se o histdrico pessoal e familiar de cancer.

Em conclusdo, nossos resultados indicam que, mulheres que preenchem os critérios

clinicos para SMOH podem se beneficiar da realizacdo de um painel multigenes, pois o
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mesmo permite identificar VP/PP em outros genes de predisposicdo ao cancer de mama,
incluindo os genes acionaveis, que impactam diretamente no manejo clinico e prevengao.
Mais estudos ainda sdo necessarios para melhor avaliagdo de desempenho do painel
multigenes em mulheres com diagnéstico de cancer de mama, incluindo aquelas que nao
preenchem os critérios clinicos para SMOH, visando correlacionar o genétipo-fendtipo de

genes de cancer de mama de risco moderado e baixo.
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CONCLUSOES

Nesse estudo observamos que a realizacdo do painel multigenes em pacientes com
critérios para cancer de mama contribuiu na identificagio VP/PP em genes ndo
BRCAL/2, aumentando em 15,3% a positividade do teste genético.

Levando-se em consideragdo apenas VP/PP nos 16 genes aciondveis preconizados
pela ANS para andlise de cancer hereditario, a taxa de deteccdo de VP/PP em nossa
coorte foi de 16,8% identificando-se 6,9% a mais de mulheres em risco do que se
apenas os genes BRCAL/2 fossem avaliados.

Destacamos também a contribui¢ao do painel multigenes na detec¢ao de mutagdes em
tumores luminais B HER2, uma vez que a maioria das mutagdes identificadas nesse
subtipo molecular de cancer de mama foram em genes acionaveis ndo-BRCAL/2,
aumentando consideravelmente o percentual de deteccao VP/PP nesses genes.

Nossos resultados destacam a importancia da realizacdo do painel multigenes em
nossa populagdo, cujos resultados impactam diretamente no acompanhamento desses
pacientes e familiares, uma vez que incluem outros genes acionaveis além de
BRCA1/2, com estimativas de risco para cancer estabelecidas e estratégias de

rastreamento e prevengao bem definidas.
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Apéndice 1 — 94 genes contidos no Painel realizado no Laboratorio de Diagnodstico Genomico

- Departamento de Anatomia Patologica do A.C.Camargo Cancer Center

1 AIP

2 ALK

3 APC

4 ATM

5 BAP1
6 BLM

7 BMPR1A
8 BRCAl1
9 BRCA2
10 BRIP1
11 BUB1B
12 CDC73
13 CDH1
14 CDK4
15 CDKN1C
16 CDKN2A
17 CEBPA
18 CEP57
19 CHEK?2
20 CYLD
21 DDB2
22 DICER1
23 DIS3L2
24 EGFR
25 EPCAM
26 ERCC2
27 ERCC3
28 ERCC4
29 ERCC5
30 EXT1
31 EXT2
32 EZH2
33 FANCA
34 FANCB
35 FANCC
36 FANCD2
37 FANCE
38 FANCF
39 FANCG
40 FANCI
41 FANCL
42 FANCM
43 FH

44 FLCN
45 GATA2
46 GPC3
47 HNF1A
48 HRAS
49 KIT

50 MAX
51 MEN1




52 MET

53 MLH1
54 MSH?2

55 MSH6
56 MUTYH
57 NBN

58 NF1

59 NF2

60 NSD1

61 PALB2
62 PHOX2B
63 PMS1

64 PMS2

65 PRF1

66 PRKAR1A
67 PTCH1
68 PTEN

69 RADS51C
70 RAD51D
71 RB1

72 RECQL4
73 RET

74 RHBDF2
75 RUNX1
76 SBDS

77 SDHAF2
78 SDHB
79 SDHC
80 SDHD
81 SLX4

82 SMAD4
83 SMARCBL1
84 STK11
85 SUFU
86 TMEM127
87 TP53

88 TSC1

89 TSC2

90 VHL

91 WRN

92 WT1

93 XPA

94 XPC




Apéndice 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para as pacientes

incluidas no projeto.

A.C.Camargo Cancer Center - Funda¢io Antonio Prudente
Rua Prof. Antonio Prudente, 211 - Liberdade - Sdo Paulo, SP. Fone: 2189-5172

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Obrigatorio para Pesquisa Clinica em Seres Humanos - Resolugdo do Conselho Nacional de Satde

(CNS) No 466, de 12 de dezembro de 2012, ¢ Res CNS 251/97 do Ministério da Saude.

I. DADOS DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PARTICIPANTE:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N ...c.oooiiiniiiiiineneneieeseseneee SEXO: M F DATA
NASCIMENTO: ................. v v

ENDERECO: ..ottt J\ R

BAIRRO ..ot CIDADE:.....cooiiiriiinienieeeceene
CEP:eece, TELEFONE: DDD (............ ) e

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador €1C.) . ..ccvrrreerreerrircrerreneeerenreeeenenes
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ...t SEXO:MF
DATA NASCIMENTO: ................. oo, oo

ENDEREGCO: ...ttt N e
BAIRRO: ..ot CIDADE:......coiieeeeeeeeeee
CEP:eeee TELEFONE: DDD (............ ) s
II. DADOS SOBRE O ESTUDO

O presente estudo, intitulado “AVALIACAO DE PAINEL MULTIGENES EM MULHERES
BRASILEIRAS COM CANCER DE MAMA”, ¢ um projeto de pesquisas do Centro Internacional de
Pesquisas ¢ do Nucleo de Oncogenética do AC Camargo Cancer Center, sob responsabilidade da Dra. Dirce
Maria Carraro ¢ da Dra. Maria Nirvana da Cruz Formiga.



1. Explicacdes do pesquisador ao participante ou seu representante legal

O Departamento de Oncogenética convida vocé a participar deste estudo porque vocé realizou um teste genético
para cancer de mama (genes BRCA1 e BRCA2) no Laboratdrio de Diagndstico Gendmico deste hospital a pedido
de seu médico. Neste estudo, sera analisado o resultado do seu teste genético e se o resultado do teste foi
negativo para mutacdes reconhecidamente patogénicas nos genes analisados, nos oferecemos a possibilidade de
vocé ser submetida a um teste genético mais ampliado que avalia outros 92 genes associados também a um risco
aumentando de desenvolvimento de cancer, chamado painel multigenes. Como vocé ja realizou um teste em
nosso laboratorio, nds utilizaremos dados do seu exame anterior ¢ o seu material genético (DNA) que esta
disponivel no laboratorio, ¢ ndo sera preciso nova coleta de sangue. Como se trata de uma pesquisa que podera
gerar resultados de seu interesse, nds precisamos que vocé assine este termo de consentimento para que vocé
possa participar e receber o resultado da pesquisa.

2. Objetivos da pesquisa

O objetivo deste estudo ¢ identificar mutagdes patogénicas (ou seja, que aumentam o risco para cancer) em
outros 92 genes (diferentes dos genes BRCAL1 e BRCA2), alguns associados com cancer de mama e outros
associados a outros tipos de cancer. Esses outros genes estdo contidos num exame chamado painel multigenes,
que ¢ usado para avaliagdo de mutagdo patogé€nica em varios genes relacionados a um maior risco de
desenvolver cancer. E um exame relativamente novo e estd sujeito a mudangas frequentes para melhorias. E
importante esclarecer que estes testes sdo complexos ¢ que para algumas alteragdes encontradas, ndo ha estudos
e nem evidéncias cientificas suficientes para garantir que a alteragcdo encontrada esteja aumentando o risco de
desenvolvimento de cancer na sua familia.

A tecnologia que empregamos no seu teste ¢ considerada uma das mais avangadas no momento, no entanto, nao
¢ isenta da possibilidade de ocorréncia de falhas na obten¢ao dos resultados.

Como se trata de uma area em constante aprimoramento, a utilizacdo de dados resultantes deste teste ou
reandlises dos dados gerados poderdo ser uteis para publicagdes com finalidades cientificas, que s&o
fundamentais para contribuir com o conhecimento na area de cancer e, consequentemente, na ajuda ao combate e
enfrentamento desta doenga. Os dados sé serdo publicados de forma totalmente andnima preservando sua
identidade.

3. Procedimentos que serao utilizados e propoésitos

Caso vocé concorde em participar, vocé€ passara pelo aconselhamento genético pré-teste realizado pela Dra.
Daniele Paixdo ou pela Dra. Maria Nirvana Formiga do Departamento de Oncogenética do AC Camargo Cancer
Center, para entender as implica¢cdes dos resultados. Quando o resultado do teste for liberado, vocé sera
convidado a receber o resultado juntamente com uma consulta de aconselhamento genético pds-teste.

Se concordar em participar, vocé devera preencher e assinar esse documento (Termo de Consentimento)
apresentado pelo médico no momento da consulta, em 2 vias. Uma ficara em seu poder e a outra sera arquivada
pelo pesquisador.

Esclarecemos ainda que vocé tem toda a liberdade de participar ou ndo do estudo, e sua decisdo, seja ela qual for,
ndo afetara de nenhum modo o seu tratamento. Caso vocé concorde, esta sera uma colaboragdo voluntéria, nao
havendo nenhuma forma de remuneracgdo por isto. A qualquer momento, mesmo que vocé ja tenha concordado
em participar ¢ fornecido a sua assinatura, vocé tem toda a liberdade de desistir e solicitar o descarte das
amostras, sem que isso ocasione qualquer prejuizo a vocé ou ao seu familiar.

4. Complicagdes e riscos esperados

O resultado do teste genético pode causar angustias e ansiedade, porém nenhum dano fisico imediato ou tardio,
que comprometa a sua saude, podera ser decorrente deste estudo.



5. Beneficios que poderao ser obtidos

Caso seja encontrada alguma mutacdo patogénica em algum gene de risco para cancer, isso pode ajudar a seu
médico a fazer um rastreamento mais adaptado para seu risco hereditdrio e oferecer essa informagdo para
identificar os familiares que podem ter a mesma heranca para risco aumentado de cancer. Podem também ser
encontrados resultados de significado incerto, o que ndo mudara seu acompanhamento, mas permitird um melhor
entendimento dos fatores que podem causar o aparecimento ¢ a evolucdo do cancer hereditario, desta forma,
pode ajudar no desenvolvimento de métodos de diagndstico e tratamento mais eficazes no futuro.

6. Salvaguarda de confidencialidade, sigilo e privacidade

A eventual inclusdo dos resultados em publicagdo cientifica serd feita de modo a manter seu anonimato. Os
dados obtidos pela analise do seu material genético sdo confidenciais, ndo sendo divulgada a identificagdo de
nenhum participante ainda que informagdes dos resultados obtidos sejam utilizadas para publicag@o.

III. CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Declaro que, apds ter sido convenientemente esclarecido dos riscos e beneficios deste estudo, conforme
definidos acima, consinto em participar do Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliacdo de painel multigenes em
mulheres brasileiras com cincer de mama”.

Sdo Paulo, de de 201 .

Assinatura do participante ou responsavel legal

Assinatura do Pesquisador

Em caso de duvidas, por favor entre em contato com a Dra. Dirce Maria Carraro no Laboratorio de
Genomica e Biologia Molecular do A.C.Camargo Cancer Center pelo telefone: (11) 2198-5023.

Se a pesquisadora responsavel ndo fornecer as informagoes/esclarecimentos suficientes, por favor
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo Antonio
Prudente — Hospital do Cancer — A. C. Camargo/SP pelo telefone (11) 2189-5000, ramais 2069 ou
5020. De segunda-feira a quinta-feira das 7 horas as 18 horas e sexta-feira das 7 horas as 16 horas.



