UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

Sindromes de predisposi¢cao hereditaria ao cancer de mama e/ou ovario:

andlises genbmicas, epidemiologia molecular e caracterizagéo clinica

Barbara Alemar Beserra Temes

Tese de doutorado submetida ao
Programa de Pés-Graduacdo em
Genética e Biologia Molecular da
UFRGS como requisito parcial para a
obtencdo do grau de Doutor em
Ciéncias (Genética e Biologia

Molecular).

Orientadora: Prof? Dr? Patricia Ashton-Prolla

Porto Alegre, dezembro de 2017.



Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Medicina Genémica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, com apoio financeiro do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Rio Grande do Sul (FAPERGS), Coordenacéo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e Fundo de Incentivo a Pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (FIPE-HCPA); no Departamento de Ciéncias
Populacionais/Divisdo Clinica de Genémica do Cancer do City of Hope Medical
Center (Duarte, EUA), com financiamento do Breast Cancer Research
Foundation/Avon e do National Cancer Institute (NCI); e no Laboratério de
Patologia Molecular (Reis-Lab) do Memorial Sloan Kettering Cancer Center (Nova
York, EUA).



Dedicatéria

Aos pacientes, para 0sS quais
dedicamos todos nossos esforgos, e
sem 0s quais este trabalho ndo seria

possivel.



Agradecimentos

Meu primeiro agradecimento é para a Professora Patricia Ashton-Prolla,
pela confianca depositada em mim durante esses anos, pela oportunidade de
realizar este trabalho, e pelo crescimento pessoal e profissional que ela me
proporcionou. Obrigada por todo seu empenho em tornar este projeto possivel,
especialmente em um momento tao dificil para fazer Ciéncia em nosso pais. Vocé
€ uma inspiracao para todos nés.

Aos principais co-autores dos trabalhos apresentados aqui, agradeco pela
contribuicdo valiosa e pela luta incansavel em prol do acesso dos pacientes ao
teste genético: Dra Cristina Netto, Dra Camila Bittar e toda a equipe de
Oncogenética do Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre; Dr Osvaldo Artigalas e Dra Ida Schwartz.

Agradeco as agéncia de fomento que tornaram este trabalho possivel,
especiamentente ao CNPq, pela bolsa de estudos concedida; a CAPES, pela
bolsa de doutorado sanduiche; e ao Fundo de Incentivo a Pesquisa do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, por viabilizar nossos projetos em um momento tao
delicado.

A todos os colegas do Laboratério de Medicina Gendmica, obrigada pela
ajuda e pela forcal A Yasminne Costa, muito obrigada pela presteza e pela
dedicacdo aos nossos projetos. A Isabel Bandeira, muito obrigada pelos
desabafos, pela forca e empenho em ajudar a todos.

Um agradecimento especial aos grandes amigos que a vida académica me
deu, e cujo apoio foi essencial para tornar este trabalho possivel. Gabriel Macedo,
obrigada por compartilhar as risadas, sufocos e expectativas. E uma honra te ter
na minha vida. Cleandra Grego6rio, um presente que o LMG trouxe pra mim em
forma de aluna de IC, e com quem agora tenho o prazer de realizar tantos
projetos no doutorado. Mariana Fitarelli, que além de exemplo de conduta
profissional e ética, € um exemplo de carater. Fernanda Vianna, obrigada pela
inspiragéo e pela ajuda. A amizade e apoio de vocés foram fundamentais para

esta tese. Muito obrigada!



Aos colaboradores do City of Hope, Dr Jeffrey Weitzel e, especialmente,
Josef Herzog, meu conselheiro em assuntos de BRCA, pela ajuda em diversas
etapas deste trabalho. Obrigada pela dedicacao, e pela oportunidade.

Ao Dr Jorge Reis-Filho e a Dra Britta Weigelt, agradeco pela paciéncia e
pela oportunidade de colaboragdo. Aos colegas do Reis-Lab, Jonh Lozada, Fresia
Pareja, Alissa Brandes, Anqi Li, Felipe Geyer, Arnauld da Cruz, Rodrigo Gularte e
Charles Ashley, pela parceria, ensinamentos e oportunidades, e também pelas
risadas, que tornaram a pesada rotina do laboratdrio tdo mais agradavel. A Thais
Basilli, muito obrigada pela amizade e por me apoiar em uma fase tao dificil. E, é
claro, estendo os agradecimentos ao querido Diego Coutinho. Obrigada pelas
risadas, amizade e suporte!

A todos os integrantes do Pancreas Team, em especial ao Professor
Alessandro Osvaldt e a Simone Machado. Obrigada por entender minha auséncia
nestes Ultimos meses, pela perseveranca em manter de pé um projeto téo lindo, e
por toda a dedicacéo.

A todos do Programa de Pés-Graduacdo em Genética e Biologia Molecular
(UFRGS), pela exceléncia e profissionalismo. Um agradecimento especial ao
Elmo Cardodo, cuja dedicacdo ao PPG é incansavel, e sem o qual ndo seriamos
guem somos hoje.

Aos diversos colaboradores envolvidos neste projeto, em especial aos
membros da Rede Brasileira de Cancer Hereditario e a Dra Edenir Palmero, por
viabilizar o alcance deste projeto. E também aqueles que, mesmo de forma
indireta, contribuiram de forma tdo importante para este trabalho: Professora
Ursula Matte, Dra Patricia Koehler, Jefferson Beck e Everaldo Batista. Obrigada!
Uma tese de Doutorado é fruto de um trabalho coletivo, e muito suporte. Aqueles
que nao estéao listados aqui mas contribuiram de alguma forma para este trabalho
fica aqui registrado o meu muito obrigada!

Um agradecimento especial as minhas musas inspiradoras: a minha mae,
Sandra, que € minha referéncia em garra, dedicacdo e perseveranca, e que
mesmo de longe ndo mede esforcos para ajudar em todas as etapas deste
caminho. Minha avé Maria José, a mulher mais linda, forte e guerreira que eu ja

conheci, e que eu tenho a honra de conviver. Vocé me faz falta em cada minuto



do meu dia. Obrigada por me ensinar tanto, e sempre. E & minha madrinha, Marta
Célia, que tanto me insipira e que foi fundamental para que minha vida académica
florescesse. Eu sou o resultado do amor que recebi de vocés. Muito obrigada por
isso. E ao meu pai, exemplo de profissionalismo e carater, e que faz muita falta
nessa jornada. A toda minha familia e aos meus amigos, pelo apoio incondicional,
e por entender minha auséncia tantas vezes. Especialmente ao Luca Alemar,
Franz Wenzel, Yara Ely, Bruna Temes, Sergio llha e Isabelle Mazza. A Maya,
minha companheira de quatro patas, agradeco pelo amor, pelo carinho e pela
companhia nas longas noites de estudo.

Por fim, agradeco aquele que compartilhou comigo todas as risadas e
lagrimas deste caminho, e sem o qual este trabalho ndo seria possivel. Fernando
Temes, seu apoio e amor, incondicionais e constantes, foram fundamentais para
este trabalho, assim como sao fundamentais na minha vida. Obrigada por

entender e aceitar as minhas escolhas, e estar ao meu lado sempre!



Sumario

(=T o 114U ] o TN Il [} 4 o Yo [ ¥ o= To S 15
1.1 Epidemiologia do cancer de mama € OVArIO .........cccoevvriuviiiiieeeeaennnnnns 16
1.1.1 CANCEI U8 MAIMA ...eeeviiiiiiiee e e ettt e e e et s e e e e e e e e e eetbaa e e e e e e eeeeenes 16
1.1.2 CANCEI A€ OVANIO.....ccce e e e e 18
1.2 Predisposi¢@o hereditaria a0 CANCEN .........ccoviiiviiiiiiiie e 19

1.2.1 Sindrome de predisposicao hereditaria ao cancer de mama e ovario .. 20

1.2.1.1 Critérios de testagem e recomendacdes de manejo ..............c....... 21
1.2.1.2 O papel BRCAL € BRCAZ ...ttt 30
1.2.1.3 A contribuiGa0 de OULIOS GENES ......cccevviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 34
1.2.1.4 Aimportancia e as limitagdes dos painéis multigénicos ................. 36

1.2.2 Sindrome de Li-Fraumeni.........ccuuuiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 38
1.2.2.1 Caracterizagéo clinica e o papel de TP53 .......ccccccceieiiiiiiiiiiiieeenn. 38
1.2.2.2 Mutagdes germinativas em TP53 e cancer de mama..................... 41
1.2.2.3 O perfil somatico dos tumores de pacientes Li-Fraumeni............... 42
Capitulo 11 = JUSHIFICALIVA ....eeeiiiieii e 46
Capitulo 1 = ODJELIVOS ...ueiiiiiieiee et e e e 49
(0= To 11 U] Lo T AV AN o o o RSSO 51

Prevalence of Hispanic BRCA1 and BRCA2 mutations among hereditary breast
and ovarian cancer patients from Brazil reveals differences among Latin

American populations.

(0= To 11 0] Lo IV Al AN o o Lo 2RSSR 58
The germline mutational landscape of BRCAL1 and BRCAZ2 in Brazil.

Capitulo VI = Artigo 3 .. 63

Sreening and characterization of BRCA2 ¢.156_157insAlu in Brazil: results from
over 1000 individuals.



Capitulo VII = AFtigO 4 ...t 67

BRCA1 and BRCA2 mutational profile and prevalence in Hereditary Breast and
Ovarian Cancer (HBOC) probands from Southern Brazil: are international testing

criteria appropriate for this specific population?
Capitulo VI = ArtigO 5 ..o e e 94
Multigene panel testing for Hereditary Breast and Ovarian Cancer in Brazil
(0T o 11 U] Lo T b Qe AN o (o o T RS 97

Homologous recombination repair genes and inherited breast and ovarian

cancer predisposition.
CapPitulo X = ATtIgO 7 oottt a e e e 100
The genetic landscape of breast tumors related to the Li-Fraumeni syndrome.
Capitulo Xl = DISCUSSA0 .....ccciee e e e et 102

11.1. Perfil clinico e alteracdes moleculares de individuos que preenchem
critérios para a sindrome de predisposi¢ao hereditaria ao cancer de mama e

OVArIO NO Brasil .......ccoooiiiiiii 103

11.2. Caracterizacao do repertorio de alteracées somaticas dos tumores de

mama relacionado a sindrome de Li-Fraumeni..............cccccceeeeeeeeiieeeee. 109
Capitulo Xl — PersSPeCHIVAS......ciii i et e e e e eeaaens 111
Capitulo Xl — Referéncias Bibliograficas.........ccccccceceiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 114
Capitulo XIV = ANEXOS ...cooeeiiiiiiiei e eee et e e ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeeaaenns 130



ANS
ASBS

ASCO

ATM
BRCA1l
BRCAZ2
BRIP1
CAC
CDH1
CHEK2
CM

CO
DNA
HBOC

HR
INCa
LFL
NBN
NCCN

NF1
NGS
NHEJ

OMS
OR
PALB2

Lista de abreviaturas

Agéncia Nacional de Saude Suplementar

American Society of Breast Surgeons (Sociedade Americana de
Cirugides de Mama)

American Society of Clinical Oncology (Sociedade Americana de
Oncologia Clinica)

Gene ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated)

Gene BRCAL (Breast Cancer Type 1 Susceptibility Protein)
Gene BRCA2 (Breast Cancer Type 2 Susceptibility Protein)
Gene BRIP1 (BRCA1-Associated C-Terminal Helicase 1)
Carcinoma adrenocortical

Gene CDH1 (Cadherin 1)

Gene CHEK2 (Checkpoint Kinase 2)

Céancer de mama

Céancer de ovario

Deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucléico)

Hereditary breast and ovarian cancer syndrome (Sindrome de
predisposicao hereditaria ao cancer de mama e ovario)
Homologous recombination (Recombinacdo homologa)

Instituto Nacional de Cancer

Sindrome de Li-Fraumeni-Like

Gene NBN (Nijmegen Breakage Syndrome 1)

National Comprehensive Cancer Network (Rede Nacional de
Cancer)

Gene NF1 (Neurofibromatosis-Related Protein NF-1)

Next generation sequencing (Sequenciamento de nova geracao)
Non-homologous end-joining (Juncao de extremidades nao
homologas)

Organizacao Mundial da Saude

Odds-ratio (Razéo de chances)

Gene PALB2 (Partner and Localizer of BRCA2)



PTEN
RAD51C
RAD51D
RE

RNM
SEER

SLF
SSA
STK11
SUS
TPS3
VUS

Gene PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog)

Gene RAD51C (RAD51 Paralog C)

Gene RAD51D (RAD51 Paralog D)

Receptores de estrogénio

Ressonancia magnética

Surveillance, Epidemiology and End Results (Vigilancia,
Epidemiologia e Resultados Finais)

Sindrome de Li-Fraumeni

Single-strand annealing (Via de anelamento de fita simples)
Gene STK11 (Serine/Threonine Kinase 11)

Sistema Unico de Saude

Gene TP53 (Tumor Protein P53)

Variant of uncertain significance (Variante de significado incerto)

10



Resumo

Uma parcela significativa dos casos de cancer de mama e ovario é
consequéncia de variantes patogénicas germinativas em genes de alta e
moderada penetrancia, e o diagndstico molecular é fundamental para definir o
manejo adequado dos pacientes e suas familias. Variantes patogénicas nos
genes BRCA1 e BRCA2 (BRCA) sédo a causa mais comum da sindrome de
predisposicao hereditaria ao cancer de mama e ovario (HBOC), embora outros
genes também possam estar envolvidos neste fendétipo. No Brasil, 0 acesso ao
teste genético ainda é muito limitado, e o espectro mutacional de genes
relacionados & HBOC é pouco conhecido. Assim, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar o perfil clinico, as alteracbes moleculares e somaticas em individuos
com sindromes de predisposicdo hereditaria ao cancer de mama e/ou ovario no
Brasil.

Inicialmente, avaliamos a utilidade clinica de um painel de baixo custo para
genotipagem de variantes patogénicas hispanicas recorrentes em BRCA
(HISPANEL), visando superar uma das principais limitacdes de acesso ao teste: 0
custo. Embora seja eficaz em outras populacées da América Latina, o painel
avaliado apresentou uma baixa capacidade de deteccdo na nossa populacao.
Apesar de ndo ser efetivo em seu formato atual, o HISPANEL poderia ser
customizado com as variantes patogénicas mais frequentes no Brasil. Assim,
buscando identificar estas alteracdes e caracterizar o perfil mutacional de BRCA
no Brasil, realizamos uma compilacdo de 649 mutacOes reportadas em 11
estados brasileiros. No entanto, os resultados deste trabalho mostraram que sao
poucas as mutacdes recorrentes e/ou fundadoras presentes na nossa populacao.
Em um préximo passo, mostramos que a mutacédo fundadora portuguesa BRCA2
c.156_157insAlu est4 presente em 0,65% dos 1.380 probandos testados (com
critérios HBOC) néo sendo, portanto, tdo frequente no Brasil quanto em Portugal.
No entanto, ela € a terceira mutacdo mais frequente de BRCA2 na nossa
populacdo, e tem sido negligenciada no diagnéstico molecular de HBOC. Assim,
estes dados ressaltam a importancia de sua inclusdo nos testes de rotina para
este gene. Em um grupo de familias HBOC do Rio Grande do Sul, caracterizamos
o perfil e a prevaléncia de mutacdées em BRCA, e avaliamos a sensibilidade dos

11



critérios de testagem empregados atualmente. Ao todo, 19,1% de todos os 418
probandos com critérios HBOC apresentavam mutacdes em BRCA, enquanto
5,7% dos casos possuiam ao menos uma variante de significado incerto (VUS).
Além disso, este trabalho demonstrou a importancia do detalhamento da histéria
familiar e revelou um subgrupo de critérios com maior chance de identificar uma
mutacdo patogénica em BRCA. Em um contexto de recursos limitados, estes
critérios podem ser utilizados como uma ferramenta para priorizar a testagem de

individuos com maior risco.

Através da analise dos dados de painéis multigénicos testados por
sequenciamento de nova geracao, avaliamos a contribuicdo de outros genes no
fenotipo HBOC, além de BRCA. Entre os 358 probandos com critérios HBOC
testados, 18,2% apresentavam uma variante patogénica em genes de alto e
moderado risco, incluindo BRCA1, BRCA2, PALB2, TP53, ATM, CHEK2 e
MUTYH. Embora essa abordagem apresente algumas desvantagens, como o alto
namero de VUS (identificadas em 35,5% dos probandos), a utilizacdo de painéis
multigénicos permite a identificacdo de mutacdes em genes nao-BRCA,
beneficiando assim um numero maior de pacientes. O papel destes e outros
genes, envolvidos no fendtipo HBOC através de sua atuacdo no reparo de
guebras bifilamentares no DNA por recombinacdo homologa, foi detalhado em um

artigo de reviséao.

Finalmente, realizamos um estudo inédito com o objetivo de caracterizar o
perfil de alteracbes somaticas de tumores de mama diagnosticados em pacientes
com sindrome de Li-Fraumeni, isto é, portadores de mutacfes germinativas em
TP53. Este trabalho mostrou que estes tumores apresentam poucas mutacdes
recorrentes, e uma carga mutacional alta, em comparagdo com tumores de mama
esporadicos. Além disso, os tumores de mama relacionados a mutacdes
germinativas em TP53 possuem uma contribuicdo significativa da assinatura 3
(tipica de tumores relacionados a perda de funcdo em BRCA1 e BRCAZ2), além de
assinaturas mutacionais nunca descritas em tumores de mama esporadicos.
Juntos, esses resultados sugerem que tumores de mama de pacientes com
mutacOes germinativas em TP53 podem ser deficientes na via de recombinacgao

homologa.
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Abstract

An important fraction of all breast and ovarian cancers can be attributed to
germline mutations in high and moderate penetrance cancer genes, and the
identification of such mutations is essential to define the management and genetic
counseling of these patients and their families. Germline mutations in BRCA1 and
BRCA2 (BRCA) are the most common cause of hereditary breast and ovarian
cancer syndrome (HBOC), but mutations in other genes can also be associated
with this phenotype. In Brazil, there is very limited access to genetic testing, and
the mutational profile of HBOC-related genes is largely unknown. Thus, in this
work we aimed to characterize the clinical profile, the germline and somatic
mutations in individuals at-risk for hereditary breast and/or ovarian cancer

predisposition in Brazil.

We evaluate the clinical utility of a low-cost panel designed to genotype
BRCA1 and BRCAZ2 recurrent Hispanic mutations (HISPANEL). Although this is a
sensitive tool in other Latin-American populations, the HISPANEL had a low
mutation detection-rate among our cohort, precluding its use as a screening tool in
its current composition. This panel, however, could be customized to include
recurrent Brazilian mutations which would likely increase its sensitivity. Thus, we
next sought to identify recurrent and/or founder mutations, and characterized the
mutational landscape of BRCA variants in Brazil. We compiled data from 649
BRCA mutations reported in patients from 11 Brazilian States, and these results

showed a highly heterogeneous profile, and only few recurrent mutations.

Next, we screened 1,380 HBOC probands for the Portuguese founder
mutation BRCA2 ¢.156_157insAlu, and found a mutational prevalence of 0.65%,
far less than observed in Portugal. Despite its overall low frequency, this is the
third most frequent BRCA2 mutation in Brazil, and it has been neglected in the
molecular testing of HBOC, since a specific protocol is required for its detection.
This data highlights the importance of including specific testing for this mutation in

routine HBOC testing in Brazil.

The characterization of the BRCA molecular profile of probands from

Southern Brazil showed a prevalence of pathogenic mutations variants of
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uncertain significance (VUS) of 19.1% and 5.7% of 418 tested HBOC probands,
respectively. We also characterize the clinical profile of this cohort, and the
evaluation of international testing criteria revealed a set of high-sensitivity criteria,
which enables the prioritization of high-risk individuals as a first step towards

offering testing in a scenario of limited resources.

Aiming to access the contribution of germline mutations in cancer
predisposing genes to the HBOC phenotype, we evaluated multigene panel
sequencing results from 358 probands. Among them, 18.2% carried a pathogenic
germline mutation in high and moderate risk genes, including BRCAL1, BRCAZ2,
PALB2, TP53, ATM, CHEK2 and MUTYH. Although this approach has some
caveats, such as the high number of VUS (reported in 35.5% of all probands), the
use of multigene panels allows the identification of mutations in several non-BRCA
genes, and may benefit a large number of patients.

Finally, considering the paucity of information about breast cancers arising
in carriers of TP53 germline mutations (i.e. Li-Fraumeni syndrome patients), we
sought to define the repertoire of somatic genetic alterations and the mutational
signatures underpinning these tumors. The analyses revealed that these breast
tumors harbored only few recurrent mutations, and present an increased burden of
somatic mutations and copy number alterations. Interestingly, most tumors had a
significant contribution of Signature 3, and many had a high large-scale transitions
score. Breast cancers from germline TP53 mutation carriers might have an

impairment in the homologous recombination repair pathway.
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1. Introducéao

Em seu relatério mais recente, o World Cancer Report 2014, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) mostra que 14 milhdes de novos casos e oito milhdes
de mortes por cancer foram reportados em 2012, reforgando o impacto do cancer
como um problema de saude publica. Estima-se ainda que o nimero de novos
casos cresca nas proximas duas décadas, e em 2035 séo estimados 23 milhdes
de casos novos e 14 milhdes de obitos relacionados ao cancer no mundo, néo
considerando tumores de pele ndo-melanoma. Em 2012, os tipos mais comuns de
cancer em homens foram pulméo (16,7% do total de casos), prostata (15%),
colorretal (10%), estbmago (8,5%) e figado (7,5%). Entre as mulheres, os tumores
mais frequentes foram mama (25%), colorretal (9,2%), pulméo (8,7%), colo de
atero (7,9%) e estdbmago (4,8%) (SEER, 2017; Stewart & Wild, 2014).

Enquanto os paises mais desenvolvidos apresentam as maiores taxas de
incidéncia da doenca, bem como sistemas de salde mais organizados e que
facilitam a deteccao e o tratamento, mais de 60% dos tumores séo diagnosticados
na Africa, Asia e nas Américas Central e do Sul, que juntas respondem por 70%
de todos os 6bitos por cancer (SEER, 2017; Stewart & Wild, 2014).

1.1 Epidemiologia do cancer de mama e ovario

1.1.1 Cancer de mama

O céancer de mama (CM) é o tipo de cancer mais frequente entre as
mulheres em todo o mundo, em paises desenvolvidos ou nao. No ultimo
levantamento global estimou-se que cerca de 1,67 milhdo de casos novos dessa
neoplasia foram diagnosticados mundialmente. As taxas de incidéncia de cancer
de mama variam entre as diferentes regides do mundo, sendo as maiores taxas
na América do Norte (91.6/100 mil) e as menores taxas no Leste e Centro da Asia
(28.5/100 mil) (Stewart & Wild, 2014).

No ano de 2017, de acordo com os registros do Surveillance, Epidemiology

and End Results (SEER) nos Estados Unidos da América (EUA), estima-se que
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252.710 mulheres (30% de todos os novos casos de cancer entre mulheres) e
2.470 homens serdo diagnosticadas com cancer de mama, o que corresponde a
15% de todos os novos casos de cancer do pais. Entre todos estes casos, estima-
se que mais de 41 mil mortes serdo decorrentes da doenca. Embora a idade
média dos pacientes ao diagnostico nos EUA seja de 62 anos, 10,5% dos casos
de cancer de mama no pais sao diagnosticados em mulheres abaixo dos 45 anos
de idade (SEER, 2017; Siegel et al., 2017).

No Brasil, através dos dados gerados pelos Registros de Cancer de Base
Populacional, o Instituto Nacional de Cancer (INCa) estima que 57.960 novos
casos de cancer de mama foram diagnosticados em mulheres em 2016,
correspondendo a 28,1% de todos os casos de cancer entre mulheres. As taxas
de incidéncia variam entre as diversas regides do pais, sendo 68, 74, 56, 39 e 22
casos a cada 100 mil habitantes nas regides Sudeste, Sul, Centro-Oeste,
Nordeste e Norte, respectivamente. No Rio Grande do Sul, as estimativas de
cancer de mama sao alarmantes, e comparada as demais capitais, Porto Alegre
apresenta as maiores taxas de incidéncia da doenca, com aproximadamente 131
novos casos a cada 100 mil habitantes em 2016 (INCA, 2016).

Enquanto em paises desenvolvidos as taxas de mortalidade por cancer de
mama vem diminuindo ao longo dos anos (IARC, 2017), um estudo exploratorio
realizado por Rocha-Brischiliari e colaboradores que avaliou as taxas de
mortalidade por cancer de mama entre 1996 a 2013 e incluiu dados de mais de
130 mil mulheres de todas as regides do Brasil, revelou um aumento continuo nas
taxas de mortalidade. Algumas regifes apresentaram, no entanto, um declinio nas
taxas de mortalidade em anos especificos, e a regido Sudeste foi a Unica com
taxas de mortalidade estaveis nos anos analisados. Assim como a média
nacional, as demais regides apresentaram um aumento em suas taxas de
mortalidade, especialmente em mulheres jovens (diagnosticadas entre os 20-49
anos) (Rocha-Brischiliari et al., 2017). Achados similares foram publicados em
outros estudos, que revelaram uma estabilizagdo ou declinio nas taxas de
mortalidade por cancer de mama nos Estados da regido Sudeste, e um aumento
significativo nas taxas de mortalidade das demais regides, especialmente Norte e
Nordeste (Cecilio et al., 2015; Freitas-Junior et al., 2012).
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As variacbdes nas taxas de mortalidade, tanto entre paises quanto entre
regides, sdo um provavel reflexo da inequidade de acesso ao diagndstico e
tratamento. Sendo um pais de dimensdo continental, o Brasil apresenta
diferencas regionais e sociais importantes, que se refletem na eficacia do sistema
de saude (Paim et al., 2011). De fato, um estudo recente mostrou que os Estados
brasileiros com as maiores taxas de mortalidade por cancer de mama sao aqueles

com os mais baixos indices de Desenvolvimento Humano (Gonzaga et al., 2015).

1.1.2 Cancer de ovério

Estima-se que 238 mil mulheres foram diagnosticadas com céancer de ovario
em 2012, em todo o mundo, correspondendo a 3.6% de todas as neoplasias
diagnosticadas em mulheres. As mais altas taxas de incidéncia foram observadas
na Europa e na América do Norte (Stewart & Wild, 2014). Nos EUA, estima-se
que em 2017 serdo diagnosticados 22.440 novos casos de cancer de ovario,
correspondendo a 1.3% de todos 0s novos casos de céancer, entre 0os quais
14.080 devem ir a 6bito. A faixa etaria com maior incidéncia de novos casos é 55-
64 anos, que corresponde a 24,3% dos diagnésticos, sendo 63 anos a idade
meédia ao diagnéstico (SEER, 2017; Siegel et al., 2017). No Brasil, estima-se que
6.150 mulheres foram diagnosticadas com céancer de ovario em 2016,
correspondendo a uma incidéncia média estimada em 6 casos a cada 100 mil
habitantes. O cancer de ovario é o quinto mais incidente na regido Centro-Oeste
brasileira, com um risco estimado aproximado de 7/100 mil. Nas regibes Sul
(7/200 mil), Sudeste (7/100 mil) e Nordeste (5/100 mil), € o sétimo mais comum,
enguanto na regido Norte ocupa a oitava posicdo, com uma incidéncia estimada
de aproximadamente 3/100 mil (INCA, 2016). Nos ultimos anos, embora as taxas
de mortalidade por cancer de ovario tenham declinado nos EUA (SEER, 2017) e
em outros paises desenvolvidos (IARC, 2012), no Brasil os dados do Sistema de
Informacédo sobre Mortalidade do Instituto Nacional de Cancer (INCa) revelam um
aumento entre 1979 e 2014 (INCA, 2017).
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1.2 Predisposicao hereditaria ao cancer

O primeiro relato de uma familia com predisposicado hereditaria ao cancer
foi feito pelo médico francés Pierre Paul Broca, em 1866. Sua esposa
desenvolveu cancer de mama em idade jovem, e uma analise cuidadosa da sua
historia familiar revelou que diversos familiares haviam sido diagnosticados com
esta e outras neoplasias ao longo de quatro geracdes, levando Broca a postular a
possibilidade de uma forma hereditaria de cancer (Broca, 1866). Pouco tempo
depois, no Rio de Janeiro, o oftalmologista brasileiro Hilario de Gouvéa iniciou o
acompanhamento de uma familia com diagnéstico de multiplos retinoblastomas.
Tendo realizado a enucleacdo ocular do pai afetado em 1872, Gouvéa atende
posteriormente dois de seus filhos, diagnosticados com a mesma doenca e sendo
um deles com tumores bilaterais (Monteiro & Waizbort, 2007). O caso € reportado
em 1886 nos Boletins da Sociedade de Medicina e Cirurgia do Rio de Janeiro, e
s6 é publicado internacionalmente em 1910 (de Gouvea, 1886; de Gouvéa, 1910).
Nesta mesma época, outros relatos de retinoblastoma hereditario ja haviam sido
reportados (Marshall, 1897; Thompson & Knapp, 1874; von Graefe, 1868). Quase
um século mais tarde, o retinoblastoma se tornaria 0 modelo ideal para explicar a
inativacdo de genes supressores de tumor, servindo de base para a hipétese de
dois eventos descrita por Alfred Knudson em 1971. Segundo este modelo, a
predisposicao hereditaria ao cancer € dada por uma mutacdo germinativa em um
dos alelos de um gene supressor de tumor, enquanto a iniciagdo da tumorigénese
requer que o segundo alelo seja inativado por evento somético (Knudson, 1971).
Nesta mesma época, a observacdo da recorréncia de determinados tipos
tumorais, do diagndstico em idade precoce e o numero de geracfes afetadas por
cancer em algumas familias despertaram a atencdo da comunidade médica e
cientifica, fornecendo mais evidéncias sobre a existéncia de diversas sindromes
de predisposicao hereditaria aos mais diversos tipos de cancer (Li et al., 1988;
Lynch et al., 1966). As alteracdes genéticas que provocavam cada uma destas
sindromes, no entanto, sO foram descobertas anos mais tarde, nos anos 1980 e
1990 (Foulkes, 2008).
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Atualmente, sdo reconhecidas varias sindromes de predisposi¢do hereditaria
ao cancer que incluem alto risco para cancer de mama e/ou de ovario, como a
sindrome de predisposicdo hereditaria ao cancer de mama e ovario (OMIM
#604370 e #612555) e a sindrome de Li-Fraumeni (OMIM #151623). Em ambas,
mutacdes germinativas em genes de alta penetrancia sdo responsaveis por uma
parcela significativa dos casos, embora frequentemente ndo seja possivel
identificar uma alteracdo genética em familias que preenchem critérios clinicos
para a sindrome em questao (“missing heritability”) (Southey et al., 2013).

A identificacdo de individuos em risco para cancer hereditario € importante
para viabilizar uma conduta adequada de aconselhamento e testagem genética,
possibilitando o manejo adequado da familia em risco. Por ser uma sindrome
hereditaria, a identificacdo de um individuo portador de uma mutacédo patogénica
em um gene de predisposi¢cdo ao cancer leva a indicacao do teste genético para
seus familiares, para que seja possivel definir o risco individual de cada um.
Individuos portadores de mutacdes patogénicas apresentam um risco cumulativo
vital muito superior ao da populacdo geral para varios tipos de cancer, e devem
ser manejados através de condutas clinicas especificas, que envolvem medidas
de rastreamento intensivo e intervencdes preventivas eficazes na reducdo do
risco de cancer (Euhus & Robinson, 2013). Por outro lado, a identificacdo de um
individuo néo-portador da mutacdo em uma familia onde a mutacdo ja foi
detectada (casos verdadeiros negativos), indica um risco cumulativo vital igual ao
da populacdo geral, permitindo sua tranquilizacdo e eliminando o0s custos e

complicagbes envolvidas no rastreamento e intervengdes preventivas.

1.2.1 Sindrome de predisposicdo hereditaria ao cancer de mama e ovario

A OMS preconiza que ao menos 30% de todos os casos de cancer podem
ser evitados, uma vez que modificar ou evitar potenciais fatores de risco pode
reduzir significativamente o surgimento da doenca (IARC, 2012). Assim, a
identificacdo de fatores e grupos de risco é fundamental para possibilitar

intervencdes adequadas de prevencdo e rastreamento, além de otimizar o
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diagnostico precoce. Alguns fatores de risco para o desenvolvimento de cancer de
mama e ovario estdo bem descritos na literatura, como género, idade, etnia,
densidade do tecido mamario, determinadas condicdes benignas (lesGes
proliferativas com e sem atipia) e fatores relacionados ao estilo de vida
(nuliparidade, idade de menarca e menopausa, uso de hormoénios sintéticos,
amamentacao, alcoolismo, obesidade). No entanto, tanto para o cancer de mama
qguanto para o cancer de ovario, uma forte histéria familiar de cancer de um destes
(ou de ambos) tumores é o fator preditivo de risco mais relevante (Cannistra,
2004; McPherson et al., 2000). Estudos de risco empirico, considerando apenas
histéria familiar de 1° grau, mostram que mulheres que tenham familiares de 1°
grau diagnosticadas com cancer de mama antes dos 60 anos tem um risco
aproximadamente duas vezes maior de desenvolver a doenca, quando
comparadas a populagdo em geral. Ainda, ter dois familiares de 1° grau com a
doenca eleva o risco em trés vezes (CGHFBC, 2001).

A sindrome de predisposicdo hereditaria ao cancer de mama e ovario
(HBOC, do inglés hereditary breast and ovarian cancer syndrome) é uma das
mais bem conhecidas sindromes de predisposicdo hereditaria ao cancer, com um
padrao autossdOmico dominante e risco de recorréncia de 50%. Sua causa mais
comum € a presenca de mutacBes germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2
(coletivamente chamados de genes BRCA daqui em diante), mas alteracbes
germinativas em outros genes também ocorrem, embora sejam menos frequentes
(Lindor et al.,, 2008). Em pacientes com cancer de mama e ovario nao
selecionados pela historia familiar de cancer, mutacées nos genes BRCA séao
identificadas em até 10% (Cancer Genome Atlas, 2012; Nik-Zainal et al., 2016), e
8-15% dos casos, respectivamente (Pal et al., 2005; Risch et al., 2001; Rubin et
al., 1998).

1.2.1.1 Critérios de testagem e recomendagdes de manejo

A identificagdo de uma familia em risco para cancer hereditario se inicia a

partir de um caso indice (também chamado de probando), cujas caracteristicas

21



clinicas (histéria pessoal de determinado tumor e idade ao diagnostico) e histéria
familiar levam a suspeicdo de uma sindrome hereditaria de predisposicdo ao
cancer. Atualmente, existem diversos critérios clinicos de suspeicdo de HBOC,
que definem quais individuos devem ser testados para mutacdes patogénicas nos
genes BRCA. Estes critérios variam entre as instituicbes proponentes, sendo 0s
critérios mais aceitos os propostos pela Rede Nacional de Cancer dos Estados
Unidos (National Comprehensive Cancer Network, NCCN), que sdo atualizados
regularmente (NCCN, 2017). De acordo com sua versdao mais recente (2018.1),
individuos que preencham um ou mais dos critérios descritos no Quadro 1 devem

ser testados para mutacdes germinativas em BRCA1 e BRCA2.
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Quadro 1. Critérios de testagem de BRCAL e BRCA2, de acordo com as diretrizes

da NCCN, versao 2018.1.

e Individuo de uma familia com uma mutagédo patogénica conhecida em BRCAL ou
BRCA2.

e Histdria pessoal de cancer de mama, e um ou mais dos critérios abaixo:

= Diagndstico < 45 anos;

= Diagnostico < 50 anos e um ou mais dos critérios abaixo:
o E um cancer de mama adicional primario;
o 2 1 familiar préximo com cancer de mama em qualquer idade;
o 2 1 familiar proximo com cancer de pancreas;
o 2 1 familiar préximo com céncer de prostata (escore de Gleason = 7 ou

metastatico);

o Histéria familiar limitada ou desconhecida.

e Diagnéstico < 60 anos de cancer de mama triplo negativo.

e Diagnéstico em qualquer idade e um dos critérios abaixo:

= > 2 familiares préximos com cancer de mama, pancreas ou prostata (escore de
Gleason = 7 ou metastatico) em qualquer idade;

= > 1 familiar préximo diagnosticado com cancer de mama < 50 anos;

= 2 1 familiar proximo com carcinoma de ovario;

= Um familiar proximo com cancer de mama masculino;

= Etnia associada a uma alta frequéncia mutacional (Judeus Ashkenazi, por
exemplo);

e Histdria pessoal de carcinoma de ovario.
e Histdria pessoal de cancer de mama masculino.

e Historia pessoal de cancer de prostata (escore de Gleason = 7 ou metastatico) em
qualquer idade e = 1 familiar préximo com carcinoma de ovario em qualquer idade ou
cancer de mama < 50 anos ou dois familiares com cancer de mama, pancreas ou
prostata (escore de Gleason = 7 ou metastatico) em qualquer idade.

e Histdria pessoal de cancer de prostata metastatico (com evidéncia radioldgica ou
bidpsia).

e Historia pessoal de cancer de pancreas em qualquer idade e = 1 familiar proximo
com carcinoma de ovario em qualquer idade ou cancer de mama < 50, ou dois
familiares com cancer de mama, pancreas ou préstata (escore de Gleason = 7 ou
metastatico) em qualquer idade.

e Histdria pessoal de cancer de pancreas e ancestralidade Judaica Ashkenazi.

e Mutacdo somatica patogénica em BRCA1l ou BRCA2 (andlise do tumor), na
auséncia de analise da linhagem germinativa.

e Apenas historia familiar, e um dos critérios abaixo:
= Familiar de primeiro ou segundo grau preenchendo algum dos critérios acima;
= Familiar de terceiro grau diagnosticado com cancer de mama e/ou carcinoma de

ovario, e que tenha = 2 familiares proximos com cancer de mama (sendo ao menos
um diagnosticado 50 anos) e/ou carcinoma de ovario.
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Os conjuntos de critérios propostos por outras instituicdes, como aqueles
publicados pela Sociedade Americana de Oncologia Clinica (American Society of
Clinical Oncology, ASCO) (ASCO, 1996; Lu et al., 2014), pela Sociedade
Americana de Cirurgi6es de Mama (American Society of Breast Surgeons, ASBS)
(ASBS, 2012), e pelo Instituto de Pesquisa em Céancer do Reino Unido (The
Institute of Cancer Research, ICR/NHS Foundation Trust) (ICR, 2015), também
sdo amplamente aceitos e utilizados. De fato, a decisdo sobre qual conjunto de
critérios deve ser utilizado é uma decisdo do médico geneticista e/ou da
Instituicdo responséavel pelo atendimento ao paciente. A Sociedade Européia de
Oncologia Médica considera que os critérios clinicos amplamente aceitos para
indicar o teste genético incluem familias com a) trés ou mais casos de cancer de
mama e/ou ovario, sendo ao menos um caso diagnosticado antes dos 50 anos; b)
dois casos de cancer de mama antes dos 40 anos; ¢) cancer de mama masculino;
d) cancer de ovério; e) cancer de mama em idade jovem; f) ascendéncia
Ashkenazi e diagnostico de cancer de mama antes dos 60 anos; g) cancer de
mama bilateral em idade jovem; ou h) cancer de mama e ovario na mesma

paciente (Balmafa et al., 2011).

No Brasil, o Sistema Unico de Saude (SUS) ndo disponibiliza a testagem
genética de BRCAL1 e BRCA2 em sua lista de procedimentos e, portanto, ndo ha
uma definicdo de critérios de testagem. No ambito da saude suplementar, a
Agéncia Nacional de Saude Suplementar (ANS) determina que a realizacao de
testes genéticos para mutacdes germinativas em BRCA seja de cobertura
obrigatoria pelos planos de saude, respeitando os critérios especificos, que foram
estabelecidos com contribuicdo da Sociedade Brasileira de Genética Médica a
partir de pequenas modificacdes dos critérios propostos pela NCCN (ANS, 2016).

Os critériso vigentes da ANS em 2017 sdo mostrados no Quadro 2.
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Quadro 2. Critérios de testagem de BRCA1l e BRCA2, de acordo com as
diretrizes da ANS, versao 2016.

e Cobertura obrigatdria para mulheres com diagndstico atual ou prévio de cancer de
mama quando preenchido pelo menos um dos seguintes critérios:

= Diagnodstico de cancer de mama em idade < 35 anos;
= Diagnostico de cancer de mama em idade < 50 anos e mais um dos seguintes
critérios:
> Um segundo tumor primario da mama;
o 2 1 familiar com cancer de mama e/ou ovario;
= Diagnostico de cancer de mama em idade < 60 anos se cancer de mama triplo
negativo;
= Diagndstico de cancer de mama em qualquer idade e mais um dos seguintes:
o 2 1 familiar com cancer de mama feminino em idade < 50 anos;
> 2 1 familiar com cancer de mama masculino em qualquer idade;
o = 1 familiar com cancer de ovario em qualquer idade;
o 2 2 familiares do mesmo lado da familia com cancer de mama em qualquer
idade;
o 2 2 familiares do mesmo lado da familia com cancer de pancreas ou prostata
(escore de Gleason > 7) em qualquer idade.

e Cobertura obrigatdria para mulheres com diagnostico atual ou prévio de cancer de
ovario (tumor epitelial) em qualquer idade e independente da histoéria familiar.

e Cobertura obrigatéria para homens com diagndstico atual ou prévio de cancer de mama
em qualquer idade e independente da histéria familiar.

e Cobertura obrigatéria para pacientes com cancer de pancreas e = 2 familiares do
mesmo lado da familia com cancer de mama e/ou ovario e/ou pancreas ou prostata
(escore de Gleason 2 7) em qualquer idade.

e Cobertura obrigatéria para pacientes com cancer de prostata (escore de Gleason =2 7) e
= 2 familiares do mesmo lado da familia com cancer de mama e/ou ovario e/ou pancreas
ou prostata (escore de Gleason = 7) em qualquer idade.

e Cobertura obrigatéria para teste das 3 mutagbes fundadoras Ashkenazi nos genes
BRCAl1 e BRCA2 em pacientes de origem judaica Ashkenazi quando preenchido pelo
menos um dos seguintes critérios:

= Cancer de mama em qualquer idade e independente da historia familiar;

= Cancer de ovario em qualquer idade e independente da histéria familiar;

= Cancer de pancreas em qualquer idade com = 1 familiar com cancer de mama,
ovario, pancreas ou préstata (escore Gleason = 7).

e Cobertura obrigatéria para pacientes maiores de 18 anos, diagnosticados ou ndo com
cancer, independente do sexo, quando houver mutacao deletéria em BRCA1 ou BRCA2
em familiar de 1°, 2° e 3° graus.

e Cobertura obrigatédria para individuos com cancer de mama, mas com estrutura familiar
limitada auséncia de 2 familiares do sexo feminino em uma das linhagens — materna ou
paterna - que tenha vivido além dos 45 anos de idade).
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Além dos critérios clinicos, € possivel utilizar algoritmos que estimam a
probabilidade de portar uma mutacdo nos genes BRCA, a partir da historia
familiar e pessoal de cancer de um determinado individuo. Em geral, estes
algoritmos consideram, em cada familia, o niumero de individuos afetados por
cancer de mama ou ovario (podendo ainda considerar a historia familiar de outros
tumores, como cancer de prostata, pancreas e cancer de mama masculino), e as
idades ao diagnostico. Estima-se, por exemplo, que probandos diagnosticados
com cancer de mama aos 36 anos e sem histdria familiar de cancer ovario e/ou
cancer de mama masculino tenham uma probabilidade de portar uma mutacao
em BRCA de 10,1%, enquanto em familias com dois ou mais casos de cancer
ovario a probabilidade mutacional pode chegar a 45% (Meindl et al., 2011).

Os modelos mais utilizados atualmente sdo o Penn Il (Pennll, 2017),
desenvolvido pela Universidade da Pensilvania (EUA), o BRCAPro, criado pela
Universidade de Harvard (EUA), o Manchester Score (Evans et al., 2004) e o
BOADICEA, que além de estimar a probabilidade de portar uma mutacdo em um
dos genes BRCA calcula também os riscos de desenvolvimento de cancer de
mama e ovario, baseado na historia familiar reportada (Lee et al.,, 2014). As
tabelas publicadas pelo laboratério Myriad também podem auxiliar a estimar a
prevaléncia de mutacdes nos genes BRCA, de acordo com a histéria pessoal ou
familiar de cancer (Frank et al., 2002). A probabilidade minima para indicar o teste
genético para identificacdo de mutacdes nos genes BRCA varia entre diferentes
instituicbes e paises, e enquanto alguns consideram que individuos com
probabilidade de mutacéo igual ou superior a 10% devem ser testados (ASCO,
1996; Meindl et al., 2011), outros recomendam a testagem apenas para individuos
com ao menos 20% de probabilidade mutacional (NICE, 2013). Apesar de gerar
um custo mais elevado, a adocdo de critérios menos especificos (como
probabilidade mutacional de 10%, e ndo 20%, de acordo com algoritmos de
predicdo) pode possibilitar a deteccdo de mutagbes em individuos sem historia
familiar da doenca, ou com uma histéria familiar limitada. Além disso, embora
existam diversos conjuntos de critérios clinicos disponiveis, idealmente os
critérios de testagem devem ser elaborados considerando as caracteristicas

locais de cada populacdo, como por exemplo a prevaléncia de mutacdes. De fato,

26



a sensibilidade dos critérios de testagem mais amplamente utilizados varia de 45
a 90%, revelando que uma parcela importante dos portadores de mutacbes em
BRCA1 e BRCA2 nédo preenchem os critérios utilizados hoje na prética clinica
(Grindedal et al., 2017). Assim, é necessario que cada pais/regido avalie a
acuracia dos critérios utilizados para possibilitar uma otimizacao do rastreamento.

Além das recomendacBes sobre critérios clinicos de testagem, as
instituicbes também publicam diretrizes para o manejo clinico destes pacientes.
Mais uma vez, as diretrizes mais aceitas e aplicadas sdo aquelas propostas pela
NCCN, que propdem estratégias especificas de rastreamento e medidas para
reducado do risco de desenvolvimento da doenca em portadores de mutacdes nos
genes BRCA. O protocolo recomenda salpingo-ooforectomia redutora de risco
(SORR) entre os 35-40 ou 40-45 anos para mulheres portadoras de mutacdes em
BRCA1 e BRCA2, respectivamente, ou apods ter completado sua historia
reprodutiva (NCCN, 2017). A eficacia da reducao de risco de cancer de ovario
promovida pela SORR, que pode chegar a 80%, foi demonstrada em diversos
estudos (Domchek et al., 2006; Finch et al., 2006; Kauff et al., 2002; Rebbeck et
al., 2009; Rebbeck et al., 2002). Além de reduzir o risco para cancer de ovario, a
SORR também parece estar associada a uma reducao no risco de cancer mama,
pelo menos em portadoras de alguns tipos de mutacdo, além de reduzir a
mortalidade por céncer de mama e céancer de ovéario (Domchek et al., 2006;
Domchek et al., 2010). As mulheres que optarem por nao realizar SORR podem
ser acompanhadas com ecografia transvaginal combinada com afericdo de CA-
125, a partir dos 30-35 anos, embora ndo exista evidéncia de eficicia destas
medidas de rastreamento (NCCN, 2017).

Assumindo uma posicdo mais conservadora, a NCCN ndo recomenda
mastectomia redutora de risco, embora sugira que seus riscos e beneficios
devam ser discutidos com cada paciente (NCCN, 2017), e esta decisdo deve-se a
inexisténcia de evidéncias contundentes acerca da eficacia desta intervengdo em
reduzir mortalidade. Por outro lado, a Sociedade de Cirurgia Oncoldgica (nos
EUA) e o Instituto Nacional de Saude e Cuidados de Exceléncia (no Reino Unido),
recomendam o procedimento para mulheres com alto risco de desenvolver cancer

de mama (Giuliano et al.,, 2007; NICE, 2013). De fato, diversos estudos tem
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demonstrado que a mastectomia bilateral redutora de risco leva a uma redugéo
superior a 90% no risco de cancer de mama em mulheres portadoras de
mutacdes germinativas em BRCA1 ou BRCA2, quando comparadas a portadoras
gue néo realizaram a cirurgia (Domchek et al., 2010; Meijers-Heijboer et al., 2001;
Rebbeck et al., 2004).

As estratégias ndo-cirdrgicas disponiveis para manejo de portadoras de
mutacbes em BRCA visam identificar a doenca em um estégio inicial e ainda
curavel (Roukos & Briasoulis, 2007), e incluem, resumidamente: autoexame das
mamas a partir dos 18 anos; exames clinicos das mamas a cada 6-12 meses, a
partir dos 25 anos; ressonancia magnética (RNM) com contraste, anualmente,
entre os 25-29 anos (ou mamografia, preferencialmente com tomossintese, se a
RNM nédo estiver disponivel)); RNM com contraste e mamografia
(preferencialmente com tomossintese) anualmente entre os 30 e o 75 anos. A
partir desta idade, o manejo das portadoras deve ser individualizado (NCCN,
2017).

A quimioprevencdo através do uso de moduladores seletivos de receptores
de estrogénio (RE), como o tamoxifeno, tem mostrado resultados positivos na
reducdo do risco de desenvolvimento de tumores invasivos da mama, em
mulheres pds-menopausicas com alto risco para desenvolvimento de céncer de
mama (Cummings et al., 1999; Cuzick et al., 2013; Lippman et al., 2006; Vogel et
al., 2010). Entre mulheres com mutagdes em BRCA, no entanto, os dados s&o
limitados, e ndo ha uma indicacdo formal da NCCN, por exemplo, para esta
abordagem terapéutica. Estudos caso-controle com tamanho amostral modesto
mostraram que o0 uso de tamoxifeno tem um efeito protetor contra o
desenvolvimento de cancer de mama contralateral com um odds-ratio (OR) de
0,38 (intervalo de confianca 95% IC 95% 0,19-0,74) a 0,50 (IC 95% 0,30-0,85) em
portadoras de mutacdo de mutacdes em BRCAL, e 0,42 (IC 95% 0.17-1.02) a
0,63 (IC 95% 0,20 — 1,50) em portadoras de mutacdes em BRCA2 (Gronwald et
al., 2006; Narod et al., 2000).

Sendo supressores de tumor, a perda do alelo selvagem dos genes BRCA é
um evento crucial para o desenvolvimento de tumores em portadores de

mutacbes germinativas nestes genes, e este evento ocorre na maioria dos
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tumores de mama e ovario que acometem estes pacientes (Maxwell et al., 2017).
Como consequéncia da funcéo primordial dos genes BRCA no reparo de quebras
de fita dupla e de forquilhas de replicacdo em colapso por recombinacdo
homologa, células com perda bi-alélica destes genes ndo sdo competentes nesta
via (Prakash et al., 2015). Estudos in vitro publicados em 2005 mostraram que
este defeito pode ser explorado através do conceito de letalidade sintética, que &
um fenbmeno biologico onde a inibicdo simultanea de duas vias (ou genes) leva a
morte celular, enquanto a inibicdo de apenas uma delas ndo causa este efeito
(Lord & Ashworth, 2017). Mais especificamente, estes estudos demonstraram que
células deficientes nos genes BRCA sao incapazes de reparar quebras de fitas
duplas e forquilhas de replicacdo em colapso e, portanto, sdo sensiveis ao
tratamento com inibidores de enzimas da familia PARP (Bryant et al., 2005;
Farmer et al., 2005). Essas enzimas sdo responsaveis pelo reparo de quebras de
fita simples, e sua inibicdo leva a um acumulo destes defeitos e ao colapso de
forquilhas de replicacédo, que por fim resultardo em quebras de fita dupla. Como
células com perda bi-alélica de BRCA sé&o incapazes de reparar tais quebras
bifilamentares, o tratamento com inibidores de PARP leva a um acumulo de danos
incompativeis com a viabilidade celular. De fato, drogas explorando este conceito
se mostraram eficientes em pacientes com mutacées germinativas em BRCAL ou
BRCAZ2, especialmente no tratamento de tumores de ovario (Fong et al., 2009).
Em 2014, o inibidor de PARP olaparib foi aprovado nos Estados Unidos e na
Europa para o tratamento de tumores de ovario (com indicagBes diferentes nos
EUA e Europa), em pacientes portadores de mutacdes em BRCAL1 ou BRCA2
(EMA, 2014; Kim et al., 2015). No Brasil, esta droga foi aprovada no inicio de
2017, especificamente para o tratamento de manutencdo de pacientes com
carcinoma de ovario seroso de alto grau recidivado e sensivel a tratamentos com
platina, incluindo carcinomas das trompas uterinas e de peritdnio (ANVISA, 2017).
Além disso, um estudo clinico recente mostrou que este tratamento também é
eficaz em um subgrupo de pacientes com cancer de mama metastatico (Robson
et al.,, 2017). Finalmente, é importante notar que diversos estudos tem
demonstrado que a perda de funcdo de outros genes da via de reparo por
recombinacdo homologa (além de BRCA1 e BRCAZ2) levam a deficiéncia desta
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via, de forma que estes tumores sao potenciais candidatos aos tratamentos com
inibidores de PARP (Mutter et al., 2017; Riaz et al., 2017).

1.2.1.2 O papel BRCA1 e BRCA2

Embora a suspeita da existéncia de uma sindrome de predisposicao
hereditaria em familias com diversos casos de cancer de mama fosse uma ideia
antiga, a identificacdo dos genes envolvidos na sindrome € um evento recente.
Somente na década de 1990, estudos de ligacdo envolvendo dezenas de familias
com multiplos casos de cancer de mama em idade jovem (< 50 anos) levaram a
identificacdo dos dois principais genes responsaveis pelo fenétipo HBOC: BRCA1
e BRCA2 (Miki et al., 1994; Wooster et al., 1995).

BRCA1 é um gene supressor de tumor localizado no braco longo do
cromossomo 17 (17g21), contem 23 éxons mas apenas 22 sao codificantes. O
alelo selvagem produz um RNA mensageiro de 7,8 kb, que codifica a proteina
breast cancer type 1 susceptibility protein (BRCA1). A proteina BRCAl é
composta de 1.863 aminoacidos, organizados em diferentes dominios protéicos:
um RING-finger proximo a cadeia amino-terminal e com atividade E3 ubiquitina
ligase, dois dominios de localizacdo nuclear no éxon 11, um dominio coiled coll
onde se liga PALB2, e o dominio BRCT na porcao C-terminal (Narod & Foulkes,
2004; Roy et al., 2012). Através de seus varios dominios, BRCAL interage com
proteinas supressoras de tumor, proteinas de reparo de dano ao DNA e proteinas
reguladoras do ciclo celular. Estas interacdes sao fundamentais para sua
participacdo em varias vias de reparo ao DNA, como a recombinacao homdloga
(HR, do inglés, homologous recombination), a juncdo de extremidades nao
homélogas (NHEJ, do inglés, non-homologous end-joining) e a via de anelamento
de fita simples (SSA, do inglés, single-strand annealing) (Roy et al., 2012). Além
do prejuizo as vias de reparo, as células com perda de funcdo de BRCA1
apresentam defeitos de transcricdo, duplicacdo anormal do centrossomo, defeitos
de pontos de checagem de ciclo celular (G2/M), entre outros (Murphy &
Moynahan, 2010).
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O gene BRCA2 esta localizado no braco longo do cromossomo 13
(13g12.3), e foi relacionado ao cancer de mama em 1995 (Wooster et al., 1995).
O gene contém 27 éxons, sendo 26 codificantes. O alelo selvagem produz um
RNA mensageiro de 10,4 kb que codifica uma proteina de 3.418 aminoacidos, a
breast cancer type 2 susceptibility protein (BRCA2) (Tavtigian et al., 1996;
Wooster & Weber, 2003). BRCA2 é uma proteina supressora de tumor, mas ao
contrario de BRCAL, que exerce multiplas funcdes, o principal papel de BRCA2 é
na recombinacdo homologa. BRCA2 media o recrutamento da recombinase
RAD51 as quebras de fita dupla, uma etapa fundamental da recombinacao
homéloga onde o pareamento com a cromatide irma permite que esta seja usada
como um molde no reparo da fita danificada, assegurando a fidelidade do reparo
(Nielsen et al., 2016). BRCA2 e BRCAL1 interagem indiretamente atraves de sua
ligagdo com PALB2. A interagdo BRCA1-PALB2 ¢é fundamental para o
recrutamento de BRCA2 e RAD51 ao sitio danificado, sendo assim essencial para
o reparo de dano ao DNA por recombinacdo homologa e para o reparo de
quebras bifilamentares (Murphy & Moynahan, 2010). A Figura 1 mostra os
dominios funcionais de BRCA1 e BRCAZ2, ilustrando os sitios de interagdo com

diversas proteinas parceiras.
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Figura 1. Dominios funcionais de BRCA1 e BRCA2. A) A regido amino-terminal

de BRCAL1 contém um dominio RING, que interage com BARD1, e um dominio de
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localizag&o nuclear (NLS). A regido central da proteina contém um sitio de fosforilagéo de
CHK2, enquanto a regido carboxi-terminal contém um dominio coiled-coil (que se associa
a PALB2), sitios de fosforilagdo de ATM, e um dominio BRCT, que interagem com
diversas proteinas, como BRIP1, o complexo CtBP e Abraxas. B) A regido amino-terminal
de BRCAZ se liga a PALB2, enquanto oito dominios BRC sé&o o sitio de ligacdo a RAD51.
O dominio de ligacdo ao DNA contém trés dominios OB (oligonucleotide binding) e um
dominio tower (T). A regido carboxi-terminal contém um dominio NLS, e um sitio de

fosforilagéo, que também se liga a RAD51 (Adaptado de (Roy et al., 2012)).

MutagOes germinativas em BRCA1 e BRCA2 sao os principais fatores de
risco genético para o desenvolvimento de cancer de mama e ovario. O risco
cumulativo vital de cancer de mama para mulheres portadoras de mutacées em
BRCA1 e BRCA2 é de 57-65% e 45-55%, respectivamente, até os 70 anos de
idade, e 72% e 69% até os 80 anos. Além disso, o risco de desenvolvimento de
cancer de mama contralateral até 20 anos depois do primeiro diagnostico € de
40% e 26%, para mulheres portadoras de mutacbes em BRCA1l e BRCA2,
respectivamente. Para portadoras de mutagcbes em BRCAL1 e BRCAZ2, o risco de
cancer de ovario até os 70 anos é de 39-59% e 11-18%, respectivamente
(Antoniou et al., 2003; Chen & Parmigiani, 2007; Kuchenbaecker et al., 2017,
Mavaddat et al., 2013). Além disso, o risco para cancer de mama e ovario parece
estar associado a localizacdo da mutacdo nos genes BRCAL1 e BRCA2, uma vez
gue mutacdes em regides especificas dos genes conferem um risco maior para o
desenvolvimento destes tumores (Kuchenbaecker et al., 2017; Rebbeck et al.,
2015).

O risco cumulativo de cancer de mama também ¢é impactado
significativamente pela histéria familiar, uma vez que mulheres com dois ou mais
familiares (de primeiro ou segundo grau) diagnosticados com cancer de mama
apresentam um maior risco cumulativo até os 70 anos, quando comparadas a
mulheres sem historia familiar da doenca. Para portadoras de mutacdes em
BRCA1 e BRCA2 com histéria familiar de cancer de mama o risco cumulativo é
73% e 65%, respectivamente, enquanto o risco de portadoras sem histéria familiar

e de 53% e 39%, respectivamente. Por outro lado, o risco de cancer de ovario nédo
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parece ser impactado pela histéria familiar da doenca (Kuchenbaecker et al.,
2017).

Portadores de mutagbes em BRCA1 ou BRCA2 apresentam ainda um risco
maior para o desenvolvimento de outros tumores, como de prOstata, pancreas e
melanoma (Levy-Lahad & Friedman, 2007; Mersch et al., 2015; Moran et al.,
2012; van Asperen et al., 2005). Além disso, mutacdes germinativas em BRCA2
contribuem significativamente para um aumento no risco de desenvolvimento de
tumores de mama em homens, de até 8% ao longo da vida. Embora estes
tumores correspondam a menos de 1% dos casos de cancer de mama, uma
proporcédo significativa dos casos de cancer de mama masculino surge em um
contexto de histéria familiar de cancer de mama e ovério (Lynch et al., 1999).
Mutacdes em BRCA1 também estéo relacionadas ao cancer de mama masculino,
embora em um menor numero de casos (Tai et al., 2007).

Mutacbes em BRCAL e BRCAZ2 sao identificadas em aproximadamente 20%
das familias com critérios clinicos HBOC (Frank et al., 2002; Kast et al., 2016), de
forma que aproximadamente 80% das familias com suspeita da sindrome ou tem
mutacdes em outros genes ou permanece sem um diagndstico molecular. A maior
parte das mutacdes encontradas nestes genes sdo pequenas delecbes e
insercdes, mutacdes sem sentido e em sitios de splicing. A frequéncia das
mutacBes pode variar entre populacdes, de acordo com critérios utilizados na
selecdo dos individuos para testagem, e também como resultado de mutacdes
fundadoras. Na populacdo de Judeus Ashkenazi, por exemplo, trés mutacdes
(BRCAL1 c.68 69delAG e ¢.5266dupC; BRCA2 c.5946delT) correspondem a
aproximadamente 80% das mutacdes identificadas nestes genes (Frank et al.,
2002). Quando em homozigose, mutagcdes germinativas em BRCA2 causam
anemia de Fanconi, uma sindrome de instabilidade cromossémica que, entre
outros sintomas, predispde ao desenvolvimento de diversos tumores ao longo da
vida (Howlett et al., 2002). Mutagdes bi-alélicas em BRCAL s&o frequentemente
embrionarias letais, ja que ao menos um alelo selvagem de BRCAL parece ser
necessario durante a embriogénese. No entanto, recentemente dois relatos de

caso revelaram pacientes com mutagcées em homozigose, apresentando fenotipos
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graves, semelhantes a anemia de Fanconi (Domchek et al., 2013; Sawyer et al.,
2015).

No Brasil, poucos estudos avaliaram mutagcdes em BRCA1l e BRCA2
(Carraro et al., 2013; Dillenburg et al., 2012; Dufloth et al., 2005; Esteves et al.,
2009; Ewald et al., 2011; Felix et al., 2014; Fernandes et al., 2016; Gomes et al.,
2007; Lourenco et al., 2004; Silva et al., 2014), e um numero ainda menor de
estudos realizou sequenciamento completo destes genes (Carraro et al., 2013;
Felix et al., 2014; Fernandes et al., 2016; Silva et al., 2014), de modo que o perfil
de mutacdes em BRCAL1 e BRCA2 em pacientes brasileiros permanece pouco

conhecido.

1.2.1.3 A contribuicdo de outros genes

Além de BRCAL1 e BRCAZ2, diversos outros genes tem sido associados a
predisposicao hereditaria ao cancer de mama e/ou ovario, sendo classificados
como genes de risco alto (mais do que 4 vezes o risco da populacdo geral) ou
intermediario (2 a 4 vezes o risco da populagdo geral). Entre os mais importantes
estdo os genes ATM, BRIP1, CDH1, CHEK2, NBN, NF1, PALB2, PTEN, RAD51C
e RAD51D, STK11 e TP53 (Apostolou & Fostira, 2013). Alguns destes genes sao
associados a sindromes especificas, como Li-Fraumeni (TP53), Cowden (PTEN),
anemia de Fanconi (PALB2 e BRIP1) e Peutz-Jeughers (STK1l), e até
recentemente eram testados de maneira individual, mas pouco incorporados a
pratica clinica (Lindor et al., 2008; Mavaddat et al., 2010). Nos ultimos anos, o
avanco no desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento e a
implementacdo do sequenciamento de nova geracdo na rotina laboratorial
possibilitou a andlise simultdnea de diversos genes, permitindo que diferentes
genes com relevancia clinica possam ser testados simultaneamente, a um custo
razoavel (Tucker et al., 2009).

Estudos recentes, que investigam a contribuicdo destes outros genes (além
de BRCAl1 e BRCA2) no fenétipo das familias com critérios clinicos HBOC,
revelam que embora raras individualmente, coletivamente as alteragcbes em genes

de penetrancia alta e moderada correspondem a 25-50% de todas as mutacdes
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identificadas nestas familias (Buys et al., 2017; Eliade et al., 2017; Lin et al., 2016;
Rummel et al., 2017; Walsh et al., 2011). Em um dos primeiros estudos utilizando
sequenciamento de painéis multigénicos, Walsh e colaboradores identificaram
mutacgdes patogénicas em 10 outros genes, além de BRCA1 e BRCA2, entre 360
individuos com cancer de ovario (incluindo também carcinomas de trompas
uterinas e peritoneais), correspondendo a uma prevaléncia mutacional de 6,1%
(Walsh et al., 2011). Utilizando uma abordagem semelhante em uma coorte de
708 pacientes com critérios clinicos para HBOC, Castéra e colaboradores
identificaram 69 mutacfes germinativas em BRCA1 e BRCA2 (9,7%), além de 36
mutacbes em outros genes de risco alto e moderado (6,4%), sendo o maior
percentual de mutacbes (depois de BRCA1 e BRCA2) encontrado em PALB2
(1%), TP53 (0,8%), ATM (0,7%) e CHEK2 (0,7%) (Castéra et al., 2014). Outros
dois estudos reportaram uma prevaléncia de mutacdes em BRCAL e BRCA2 de
9%, enquanto outros genes respondiam por uma parcela menor, embora
significativa, dos casos investigados (Lincoln et al., 2015; Schroeder et al., 2015).
Mais recentemente, um estudo envolvendo mais de 35 mil mulheres
diagnosticadas com cancer de mama, das quais 93,2% preenchiam critérios
HBOC-NCCN, encontrou uma prevaléncia mutacional de 9,3%, considerando as
variantes patogénicas encontradas em todos os genes de um painel de 25 genes.
Ao todo, 51,5% das variantes patogénicas identificadas estavam em genes que
ndao BRCA1 e BRCA2 (Buys et al., 2017). A Figura 2 mostra a distribuicdo das
mutacdes identificadas neste estudo. Assim como em outros estudos, 0S genes
mais frequentemente mutados séo, além de BRCA1 e BRCA2, ATM, CHEK2 e
PALB2 (Buys et al., 2017; Lincoln et al., 2015; Schroeder et al., 2015).
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Figura 2. Contribuicdo de genes de predisposicdo ao cancer em um grupo de 35.409
mulheres diagnosticadas com cancer de mama, testadas com um painel de 25 genes

(Baseado nos dados de Buys et al., 2017).

1.2.1.4 A importancia e as limitacdes dos painéis multigénicos

O uso de painéis multigénicos na pratica clinica tem inimeros beneficios,
sendo particularmente interessante no contexto da sindrome de predisposicéo
hereditaria ao cancer de mama e ovario, uma vez que esta € uma condicado que
pode ser causada por multiplos genes (Easton et al.,, 2015). A identificacdo de
mutacdes nestes genes, por sua vez, pode levar a uma modificacdo na conduta
clinica, com recomendacdes especificas de rastreamento e prevencdo (NCCN,
2017), reforcando a importancia de um teste genético mais amplo, e ndo limitado
apenas a BRCAL e BRCAZ2. De fato, diversos estudos envolvendo pacientes sem
alteracbes em BRCAl1 e BRCA2 demonstram que a prevaléncia de variantes
patogénicas em outros genes varia entre 3 a 16% (Castéra et al., 2014; Crawford
et al., 2017; SY et al., 2016; Thompson et al., 2016). Aléem disso, ndo raramente

uma familia preenche critérios clinicos de mais de uma sindrome de
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predisposicdo ao cancer, e requer uma analise extensiva de seu perfil genético
para definir o manejo adequado. O uso de painéis pode, ainda, revelar a presenca
de uma sindrome para a qual sequer havia uma suspeita (Hall et al., 2014).

Por outro lado, a adocdo do sequenciamento de painéis multigénicos
apresenta limitacdes, e gera preocupacodes relevantes. Os avangos na tecnologia
de sequenciamento tem permitido que os laboratérios comerciais incluam um
namero cada vez maior de genes em seus painéis sem que iSSo represente um
impacto muito expressivo no preco do produto. No entanto, ndo ha diretrizes de
manejo para muitos dos genes atualmente incluidos nos painéis (Easton et al.,
2015). Em face da disponibilidade de testes mais amplos a um custo acessivel,
diversos estudos apontam para uma preferéncia dos médicos pela requisicao de
painéis maiores (Mauer et al., 2014; O'Leary et al., 2017). Embora esteja claro
que o sequenciamento de painéis multigénicos resulta em um aumento da taxa de
identificacdo de mutacOes patogénicas, a identificacdo de mutacbes em genes
para os quais ndo ha diretrizes de manejo especificas (especialmente genes de
baixa e moderada penetrancia) gera incertezas no paciente, e pode induzir a um
erro de manejo, especialmente se o meédico responsavel ndo estiver familiarizado
com genética médica (Hall et al., 2014).

Por fim, a utilizacdo de painéis maiores resulta em um numero maior de
variantes de significado incerto (VUS, do inglés variants of uncertain significance).
As VUS sdao variantes cuja patogenicidade é desconhecida, devido a auséncia de
informacdes genéticas e clinicas suficientes para determinar sua associagao
causal com a doenca. A maior parte das VUS sdo pequenas insergdes e dele¢cbes
que ndo alteram o quadro de leitura (in-frame), variantes de sentido trocado
(missense) ou silenciosas, ou ainda alteracdes em introns e regides regulatérias
(Carvalho et al., 2007; Millot et al., 2012). Estima-se que VUS sejam identificadas
em 15% dos testes de BRCA1 e BRCA2 (Radice et al., 2011). As VUS séao ainda
mais comuns em populacdes ndo-caucasianas, com frequéncias tédo altas quanto
46% em afro-americanos (nos Estados Unidos) (Nanda et al., 2005) e 22% entre
a populacdo hispanica (Weitzel et al., 2005). O sequenciamento de painéis
multigénicos aumenta significativamente a probabilidade de identificagdo de uma
VUS em outros genes além de BRCA1 e BRCA2, em parte porque grande parte
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dos genes incluidos nos painéis ainda ndo foi bem caracterizada. Em 2015,
Lincoln e colaboradores mostraram que, entre 1.062 pacientes que realizaram
sequenciamento de um painel de 29 genes, 41% apresentaram uma VUS em pelo
menos um dos genes do painel, sendo que 11,4% tinham duas ou mais VUS
(Lincoln et al., 2015). Este e outros trabalhos mostraram ainda que a frequéncia
das VUS € proporcional ao tamanho do painel sequenciado, o que representa
uma desvantagem importante dos painéis multigénicos (Lincoln et al., 2015;
O'Leary et al., 2017). A identificacdo de uma VUS é um problema significativo
tanto para o médico quanto para o paciente, uma vez que nao ha uma conduta de

vigilancia ou profilaxia bem estabelecida para portadores deste tipo de variante.

1.2.2 Sindrome de Li-Fraumeni

1.2.2.1 Caracterizacao clinica e o papel de TP53

Entre as sindromes de predisposicdo hereditaria ao cancer que incluem
alto risco para cancer de mama, a sindrome de Li-Fraumeni (SLF) se destaca por
sua agressividade e pela ocorréncia de tumores em idade muito jovem (Kamihara
et al.,, 2014). A SLF foi descrita em 1969 por Li e Fraumeni, que observaram
quatro familias com alta incidéncia de sarcoma de tecidos moles em criancas (Li
& Fraumeni, 1969). A SLF possui um padrdao de herangca autossémico dominante
e tem manifestacdes clinicas bastante heterogéneas. Preenchem os critérios da
definicdo classica da sindrome as familias com um individuo diagnosticado com
sarcoma antes dos 45 anos, que possua ao menos um familiar de primeiro grau
com um tumor de qualquer tipo e diagnosticado antes dos 45 anos, além de um
terceiro familiar (de primeiro ou segundo graus) diagnosticado com um tumor
antes dos 45 anos, ou um sarcoma em qualquer idade (Li et al., 1988). Alguns
anos apos definicdo destes critérios, estudos adicionais mostraram que eles eram
muitos restritos e excluiam um grande namero de familias com caracteristicas
muito sugestivas de SLF. O processo de atualizagéo dos critérios da SLF levou a
proposicao de diversos conjuntos de critérios clinicos, como os critérios de Birch
(Birch et al., 1994), Eeles (Eeles, 1995) e Chompret (Tinat et al., 2009), sendo
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este ultimo amplamente aceito e utlizado na pratica clinica atualmente. Os
critérios de Chompret definem um fenétipo chamado sindrome de Li-Fraumeni-
Like (LFL), que é caracterizado, de um modo geral, por conjunto de critérios
menos estritos.

Em ambas as sindromes (SLF e LFL) os individuos apresentam um risco
aumentado para o desenvolvimento de um amplo espectro de tumores, sendo
sarcomas de tecidos moles, osteossarcomas, cancer de mama pré-menopausa,
tumores de sistema nervoso central e carcinomas adrenocorticais 0s tumores
mais frequentes (Malkin, 2011). Em um elegante trabalho publicado
recentemente, Amadou e colaboradores demonstraram a existéncia de padrdes
temporais no acometimento de tumores relacionados a sindrome. A primeira fase
(0 a 15 anos) é caracterizada por quatro tipos tumorais (carcinoma adrenocortical,
carcinoma de plexo coroide, rabdomiossarcoma e meduloblastoma), que juntos
correspondem a 22% de todos os tumores. Na fase seguinte, entre os 16 e os 50
anos, sao diagnosticados 51% de todos os tumores relacionados a sindrome,
sendo o cancer de mama o tumor mais prevalente, diagnosticado em 26,4% dos
casos. Osteossarcomas, leucemias, astrocitomas, glioblastomas, cancer colorretal
e de pulmado, além de diferentes subtipos de sarcomas também sao
caracteristicos desta fase. A fase mais tardia, ap6s os 51 anos, apresenta um
amplo espectro tumoral, embora tumores de prostata e pancreas sejam 0s mais
frequentes (Amadou et al., 2017).

Em 1990, mutacdes germinativas no gene TP53 foram descritas como
causa da SLF/LFL (Malkin et al., 1990). Enquanto 70% dos pacientes com
critérios classicos da SLF portam mutacdes patogénicas neste gene, tais
mutacdes sao identificadas em apenas 29 a 35% dos pacientes com LFL (Varley,
2003). Portadores de uma mutacdo germinativa em TP53 apresentam, em média,
50% de chance de desenvolver cancer antes dos 40 anos de idade, comparado
com 1% da populagéo geral. Aléem disso, estima-se que 90% dos portadores de
mutacéo serdo diagnosticados com cancer até os 60 anos de idade (Birch et al.,
1998; Strong et al., 1992). A penetrancia total varia de acordo com 0 sexo, e
também de acordo com o tipo de mutagcdo (Amadou et al., 2017). TP53 esta

localizado no cromossomo 17 (17p13.1) e é um gene supressor tumoral
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conhecido como “O Guardido do Genoma” devido ao seu papel fundamental em
diversos processos celulares. Classicamente, a proteina p53, que € produto do
gene TP53, é ativada em situacBes de estresse celular, e esta envolvida no
controle de diversos processos celulares tais como replicacdo e reparo ao DNA,
parada no ciclo celular, apoptose, autofagia, senescéncia, diferenciacdo e
metabolismo oxidativo (Bieging et al., 2014; Sablina et al., 2005; Zilfou & Lowe,
2009). Aproximadamente 70% das mutagbes germinativas em TP53 séo de
sentido trocado, e aproximadamente 20% sdo mutacdes sem sentido ou em sitios
de splicing (Amadou et al., 2017).

Embora inicialmente tenham sido consideradas raras (1 a cada 5.000-
10.000 individuos, correspondendo a 0,02 — 0,01% dos individuos) (Lalloo et al.,
2006), um estudo recente mostrou que alteracbes germinativas em TP53 podem
ser mais comuns do que se pensava. De Andrade e colaboradores avaliaram trés
bancos de dados populacionais, totalizando quase 64 mil individuos né&o
relacionados e ndo selecionados pela historia familiar de cancer, e encontraram
uma prevaléncia de mutacdes patogénicas em TP53 de 0,2% (de Andrade et al.,
2017). Esta frequéncia é bem proxima a frequéncia da mutacdo fundadora
brasileira R337H (c.1010G>A,; p.Arg337His), presente em aproximadamente 0,3%
dos individuos do Sul e do Sudeste do pais, levando a uma estimativa de
aproximadamente 300.000 brasileiros com a sindrome (Custédio et al., 2013). As
mutacOes de TP53 estdo frequentemente localizadas na regido correspondente
ao dominio de ligacdo ao DNA, correspondendo aos éxons 5 ao 8 e chamadas de
mutacdes “classicas” (Lalloo et al., 2003). A mutacao fundadora R337H, por outro
lado, estd localizada no éxon 10, fora do dominio de ligacdo ao DNA e é
considerada uma mutacdo parcialmente funcional (Ribeiro et al., 2001;
Wasserman et al., 2015). De fato, andlises de heredogramas revelam diferencas
significativas entre portadores de mutacdes classicas e portadores de R337H
(Kratz et al., 2017). Enquanto a penetrancia estimada de cancer antes dos 30
anos é de 50% para os portadores de mutacdes classicas, portadores de R337H
apresentam uma penetrancia reduzida, de 15-20% (Garritano et al., 2010). Tendo
sido inicialmente descrita como tecido-especifica e relacionada apenas ao

desenvolvimento de carcinoma adrenocortical (CAC) (Figueiredo et al., 2006;
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Ribeiro et al., 2001), esta mutacdo foi posteriormente identificada em pacientes
com outros tumores relacionados a sindrome, como carcinoma de plexo coroide e
cancer de mama (Assumpcéao et al., 2008; Custodio et al.,, 2011; Gomes et al.,
2012; Latronico et al., 2001; Seidinger et al., 2011).

1.2.2.2 Mutagdes germinativas em TP53 e cancer de mama

MutagOes germinativas em TP53 sdo uma das principais causas de
predisposicdo hereditaria ao cancer de mama em idade jovem. Estudos mostram
que 5 a 8% das mulheres diagnosticadas com cancer de mama < 35 anos e sem
mutacbes em BRCAL1 e BRCA2 tem uma mutagdo patogénica em TP53, e estes
resultados sdo consistentes mesmo entre individuos ndo selecionados pela
histéria familiar (Lalloo et al., 2003; Lee et al., 2012; Ruijs et al., 2010; Tinat et al.,
2009). Enquanto em BRCAl1 e BRCA2 mutacdes de novo raramente s&o
reportadas, mutagdes germinativas de novo em TP53 correspondem a 7-20% dos
casos de pacientes com cancer de mama em idade jovem e portadoras de
mutacfes neste gene. Esse achado ressalta a importancia do teste de TP53 em
pacientes jovens diagnosticadas com cancer de mama, mesmo na auséncia de
histéria familiar de cancer (Gonzalez et al., 2009).

Em familias com a mutacdo germinativa R337H, tumores de mama
representam 30,4% de todos os tumores descritos (Achatz et al.,, 2007), e um
estudo recente mostrou uma alta prevaléncia desta mutagdo (12,1%) em
mulheres diagnosticadas com cancer de mama antes ou aos 45 anos de idade, e
ndo selecionadas pela historia familiar (Giacomazzi et al., 2014). Entre mulheres
diagnosticadas com cancer de mama e testadas através de painéis multigénicos,
a prevaléncia de mutacGes germinativas em TP53 € bastante baixa, nao
atingindo, na maior parte dos estudos, 1% dos casos. De fato, em um estudo
envolvendo mais de 35 mil mulheres com cancer de mama unilateral onde 93%
dos casos preenchiam critérios HBOC (de acordo com os critérios NCCN),
apenas 61 mutagdes em TP53 foram identificadas (0,17%) (Buys et al., 2017).

De acordo com os dados do National Cancer Institute — Li-Fraumeni

Syndrome Cohort, em mulheres com muta¢fes germinativas em TP53 o risco de
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cancer de mama aumenta significativamente apds a segunda década de vida, e a
penetrancia de cancer de mama é de 85% até ao 60 anos (Mai et al., 2016). Entre
portadoras, a idade média de diagnostico destes tumores € 33 anos (Amadou et
al., 2017). Por essas razdes, 0s protocolos de manejo recomendam que a
mastectomia redutora de risco seja discutida com portadoras de mutagbes em
TP53. Além disso, a diretriz da NCCN recomenda ressonancia magnética com
contraste anual entre os 20-29 anos, e ressonancia magnética e mamografia com
consideracdo de tomossintese entre os 30-75 anos. Aléem das medidas
especificas para 0 manejo do risco de cancer de mama, existem outras
recomendacdes relacionadas ao manejo do risco para o desenvolvimento de
outros tumores (NCCN, 2017).

Assim como os carcinomas de mama invasivos, a maioria dos carcinomas
ductais in situ de pacientes com mutacdes em TP53 é positivo para a expressao
de receptores de estrégeno, progesterona e superexpressao/amplificacdo de
HER2 (Masciari et al., 2012; Melhem-Bertrandt et al., 2012). Curiosamente, um
estudo recente mostrou que enquanto os tumores de mama de pacientes com
mutacdes germinativas ndo-R337H superexpressam HER2 em 75% dos casos,
apenas 22,7% dos tumores com a mutacdo R337H apresentavam a proteina
superexpressa (P<0,001) (Fitarelli-Kiehl et al., 2015), revelando diferencas

fenotipicas importantes entre 0s grupos.

1.2.2.3 O perfil somatico dos tumores de pacientes Li-Fraumeni

Enquanto as alteragbes germinativas em TP53 sdo raras, as alteracOes
somaticas sdo muito frequentes e ocorrem em mais de 50% de todos os tumores
invasivos. Sendo um supressor tumoral, a inativacdo de TP53 é um evento
comum na carcinogénese, chegando a mais de 90% dos casos em tumores de
ovario, pulméo, utero e glioma (Kandoth et al., 2013). Apesar de haver uma ampla
caracterizagcdo gendmica de tumores esporadicos, principalmente através da

publicacdo dos resultados do consorcio The Genome Cancer Atlas, muito pouco
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se sabe sobre o perfil mutacional somético de tumores hereditarios, como 0s que

acometem pacientes com mutacdes germinativas em TP53.
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Figura 3. Distribuicdo de mutagdes soméaticas em

TP53 entre 16 tipos tumorais.

Cada histograma mostra o niumero de mutac¢des encontradas em cada posi¢éo ao longo

da sequéncia codificante, equivalente aos dominios mostrados (TAD, dominio de

transaminacdo; DBD dominio de ligagdo ao DNA; OD, dominio de oligomerizac¢ado). A cor

de cada simbolo indica o tipo de mutagéo, incluindo missense (verde), sem sentido

(vermelha), indels sem alteragcdo no quadro de leitura
Adaptado de (Kastenhuber & Lowe, 2017).

(preto), ou mdltiplos tipos (roxo).

Em 2012, Rausch e colaboradores sequenciaram pela primeira vez o

genoma de um tumor de um paciente com uma mutacado germinativa em TP53. O

sequenciamento de DNA desta amostra Unica de meduloblastoma tipo SHH

revelou massivos e complexos rearranjos cromossoémicos, incluindo a formacgao

de estruturas extra-cromossémicas, chamadas de “double minutes”,

em um

evento raro conhecido como cromotripse. Ao ampliar a coorte com a inclusdo de

98 novos casos de meduloblastomas de diferentes subtipos, o grupo demonstrou

uma forte associacdo entre mutacées germinativas em TP53 e cromotripse em
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meduloblastomas tipo SHH. Enquanto todos os meduloblastomas deste subtipo
apresentaram cromotripse e mutacbes em TP53, 0s outros tumores raramente
apresentaram os rearranjos ou mutagdes germinativas em TP53 (Rausch et al.,
2012). A cromotripse é um evento raro e estima-se que sO ocorre em
aproximadamente 2-3% de todos os tumores, com excec¢ao dos tumores 0sseos,
onde ocorre em 25% dos casos (Stephens et al., 2011). Tradicionalmente, a
carcinogénese é pensada como um processo que progride através de uma série
de eventos genéticos (Fearon & Vogelstein, 1990) sendo, portanto, bem diferente
da cromotripse, onde o0s rearranjos massivos (também chamados de
“catastréficos”) sdo gerados em um unico evento (Stephens et al.,, 2011).
Provavelmente como decorréncia da alteracdo na funcdo de diversos genes
importantes, a cromotripse parece estar relacionada a um pior prognostico em
certos tipos tumorais, como mielomas (Magrangeas et al., 2011), melanomas
(Hirsch et al., 2013) e neuroblastomas (Molenaar et al., 2012). A identificacdo de
tumores com cromotripse é importante porque pode impactar no prognostico de
diversas maneiras, jA que terapias contra oncogenes presentes em tumores com
cromotripse podem ser uma opcao terapéutica para estes pacientes. Além disso,
a grande gquantidade de rearranjos presentes nestes tumores pode torna-los mais
suscetiveis a terapias imunes, como as bem-sucedidas terapias baseadas em
bloqueio imunoldogico dos pontos de checagem, utilizadas no tratamento de
tumores com um grande numero de alteracfes somaticas decorrentes de defeitos
no sistema de reparo de bases mal pareadas (Le et al., 2017). Uma vez
estabelecida a relacdo entre mutacdes germinativas em TP53 e cromotripse,
estes pacientes podem se beneficiar com o uso de tratamentos que ndao envolvam
dano ao DNA e/ou radioterapia, para reduzir o potencial de resisténcia as terapias
(Rode et al., 2016).

Utilizando sequenciamento de genoma ou exoma de amostras de
carcinoma adrenocortical pediatrico, um estudo recente mostrou perda de
heterozigosidade em todos os tumores provenientes de pacientes com mutacdes
germinativas ou somaticas de TP53. O estudo mostra ainda que ao perder o alelo
selvagem estes clones se tornam mais instaveis e mais propensos ao acumulo de

mutacdes, caracteristica que foi observada em todos os tumores com mutagdes
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germinativas em TP53. Além disso, outros achados revelaram diferencas
importantes entre tumores com e sem mutacdes germinativas em TP53, como as
mutacdes somaticas em CTNNB1 (B-catenina), identificadas apenas em tumores
sem mutagOes germinativas em TP53, sugerindo mecanismos de carcinogénese
distintos. Este estudo analisou também amostras de portadores da mutacao
fundadora brasileira, R337H, mas né&o revelou diferengas significativas entre os
tumores de portadores desta mutacdo ou de mutacbes classicas (Pinto et al.,
2015).

Embora esteja bem estabelecido que mutacdes germinativas em TP53
promovem a tumorigénese, 0s eventos somaticos envolvidos no desenvolvimento
destes tumores ndo sdo completamente compreendidos, e apenas o0s dois
estudos mencionados acima (Pinto et al., 2015; Rausch et al., 2012) investigaram
o perfil de molecular somético de tumores (carcinomas adrenocorticais e

meduloblastomas) de pacientes com mutacdes germinativas em TP53.
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Capitulo Il = Justificativa
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No contexto da sindrome de predisposi¢do hereditaria ao cancer de mama e
ovario, os beneficios da identificacdo de portadores de mutacbées em BRCAL e
BRCA2 sdo bem estabelecidos. Apesar da importancia do diagndstico molecular
de individuos em risco para a sindrome, 0 acesso a esses testes ainda é muito
limitado no Brasil, por varias razdes. A primeira delas e talvez a mais impactante é
o alto custo do teste genético, que faz com que o Sistema Unico de Salude ndo
disponibilize o0 mesmo, deixando aproximadamente 70% da populacédo brasileira
sem o atendimento adequado. Neste contexto, a utilizacdo de painéis de baixo
custo e capazes de genotipar dezenas de mutagbes surge como uma
oportunidade valiosa, uma vez que estes podem ser utilizados como teste de
rastreamento, em uma primeira abordagem das familias em risco. No entanto, a
eficacia na utilizacdo dos painéis depende da existéncia, na populacdo alvo, de
mutacdes fundadoras e/ou recorrentes, que sejam responsaveis por um
percentual significativo das mutacdes identificadas nesta populagdo. A
identificacdo de tais mutacbes, por sua vez, depende de um extenso
conhecimento acerca do perfil genético da populacdo. No Brasil, poucos estudos
avaliaram a prevaléncia de mutacbes em BRCAL1 e BRCA2 por sequenciamento
completo dos genes, de forma que o espectro mutacional na nossa populacao é
amplamente desconhecido.

Em um cenario de recursos financeiros limitados, uma outra abordagem
possivel € a disponibilizacdo da testagem apenas para individuos com risco mais
alto, ou seja, aqueles com maior chance de portar uma mutacdo. Embora néo
seja ideal, essa abordagem pode ser util em um primeiro momento, até que os
avancos tecnoldgicos tornem o teste genético ainda mais acessivel. Para tanto, é
necessario avaliar, em cada populacdo, quais sao os critérios clinicos associados
a uma maior probabilidade mutacional. Finalmente, embora BRCA1 e BRCA2
sejam responsaveis pela maior parte dos casos HBOC, diversos estudos
demonstram gque outros genes de penetrancia alta e moderada tem um papel
importante no desenvolvimento da sindrome. O conhecimento acerca da
contribuicdo individual de cada gene é essencial para auxiliar no desenvolvimento

de painéis multigénicos especificos para nossa populacéo.
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Atualmente, pacientes com cancer de mama e ovario e portadores de
mutacfes germinativas em BRCA1 ou BRCA2 podem se beneficiar de
tratamentos que exploram este defeito (como os inibibores de PARP), ilustrando a
unido bem sucedida entre a gendmica e a medicina personalizada. Por outro lado,
pacientes com tumores de mama relacionados a mutacdes germinativas em TP53
recebem o mesmo tratamento de pacientes que ndo possuem tais mutacdes, em
decorréncia da falta de conhecimento acerca dos eventos somaticos envolvidos
nos tumores de mama da sindrome de Li-Fraumeni. Nao é sabido, por exemplo,
se a perda do alelo selvagem é um evento necessario em todos os tumores de
mama da SLF, e quais s8o os eventos que se seguem a este. Estes eventos
podem estar relacionados a mutacées em genes essenciais para a progressao do
tumor e que podem, por sua vez, ser alvo de uma droga especifica. Assim, a
identificacdo destas alteracBes é uma oportunidade para o desenvolvimento de
tratamentos e condutas terapéuticas especificas, e pode, em dultima andlise,

impactar significativamente no progndéstico de um paciente.
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Capitulo Ill — Objetivos
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3.10bjetivo geral

Caracterizar o perfil clinico, alteracbes moleculares e somaticas em
individuos com sindromes de predisposicédo hereditaria ao cancer de mama e/ou

ovario no Brasil.

3.20bjetivos especificos

3.2.1. Avaliar a utilidade clinica de um painel de espectrometria de massa de
baixo custo no rastreamento de mutacdes especificas em BRCA1 e BRCA2;

3.2.2. Realizar uma caracterizacdo do espectro de variantes patogénicas
identificadas em BRCA1 e BRCA2 no Brasil, e avaliar a possivel presenca de
mutacdes fundadoras e/ou recorrentes;

3.2.3. Investigar a prevaléncia da mutacdo fundadora portuguesa BRCA2
€.156_157insAlu em uma larga coorte de individuos com critérios clinicos para a
sindrome HBOC e avaliar, nos casos positivos, se estes compartilham o mesmo
haplétipo ancestral portugués.

3.2.4. Descrever o perfil clinico e estimar a prevaléncia e o espectro de mutacfes
em BRCAl e BRCA2 em individuos que preenchem critérios para a sindrome
HBOC em uma amostra do Rio Grande do Sul;

3.2.5. Correlacionar estes achados moleculares com as caracteristicas clinicas e
histéria familiar dos pacientes, avaliando se o0s critérios clinicos internacionais
para HBOC séo adequados a populacao estudada;

3.2.6. Avaliar a contribuicio e o perfil mutacional de outros genes de
predisposicao hereditaria ao cancer de mama e ovario, além de BRCA1 e BRCAZ2,
através de painéis multigénicos incluindo principalmente genes de alta
penetrancia (CDH1, PALB2, PTEN, STK11 e TP53);

3.2.7. Revisar, através de dados publicados na lit

3.2.8. Investigar o repertdrio de eventos soméaticos envolvidos na carcinogénese
de tumores de mama relacionados a sindrome de Li-Fraumeni, e determinar as

assinaturas moleculares destes tumores.
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Capitulo IV — Artigo 1

Prevalence of Hispanic BRCA1 and BRCA2 mutations among hereditary
breast and ovarian cancer patients from Brazil reveals differences among

Latin American populations.
Artigo publicado na revista Cancer Genetics. 2016 Sep;209(9):417-422.
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Germline mutations in BRCA1 or BRCA2 (BRCA) are responsible for 5-15% of breast (BC) and
ovarian cancers (OC), predisposing to the development of early onset and often multiple primary
tumors. Since mutation carriers can benefit from risk-reducing interventions, the identification of
individuals with hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) syndrome has a significant clini-
cal impact. We assessed whether a panel assay for recurrent Hispanic BRCA mutations (HISPANEL)
has an adequate breadth of coverage to be suitable as a cost effective screening tool for HBOC
in a cohort of patients from Southern Brazil. A multiplex, PCR-based panel was used to geno-
type 232 unrelated patients for 114 germline BRCA mutations, finding deleterious mutations in
3.5% of them. This mutation prevalence is within the range detected by the HISPANEL among
BC patients unselected for family history in other Latin American settings. The HISPANEL would
have accounted for 27% of the BRCA mutations detected by complete sequencing in a compar-
ison cohort (n = 193). This prevalence may be region-specific since significant differences in
population structure exist in Brazil. Comprehensive analysis of BRCA in a larger set of HBOC
patients from different Brazilian regions is warranted, and the results could inform customization
of the HISPANEL as an affordable mutation screening tool.
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Background

Breast cancer is the most prevalent cancer type in women
worldwide (1). In the United States, 246,660 new female breast
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cancer cases and 22,280 new ovarian cancer cases were ex-
pected for 2016 (2). In Latin America, approximately 115,000
new breast cancer cases are diagnosed each year (3), and
Brazil is responsible for roughly 50% of these. The Brazilian
National Cancer Institute estimates that 57,960 and 6150 new
breast and ovarian cancers will be diagnosed in 2016, re-
spectively, corresponding to 19.2% and 2.05% of all
malignancies in women (4). Hereditary breast and ovarian
cancer (HBOC) is mainly associated with germline muta-
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tions in the BRCA1 and BRCAZ2 (BRCA) genes, although less
frequent disease-causing mutations have been described in
other genes (5). Approximately 5% of all breast and 15% of
all ovarian cancers, regardless of age at diagnosis and cancer
family history, are attributed to germline BRCA mutations (6).
The type and location of BRCA mutations have an influence
on cancer risk (7) but in general, female carriers have a life-
time risk of 50%—85% and 10%—40% of developing breast and
ovarian cancer, respectively. Increased risk for prostate and
pancreatic cancer has been described for BRCAZ carriers
(5,8,9).

The molecular diagnosis of HBOC in patients is impor-
tant with regard to the development of management strategies,
and also to allow genetic counseling for additional at-risk rela-
tives. Although BRCA mutations occur in all ethnic groups,
their prevalence varies among different populations. Common
recurring BRCA mutations have been observed in Latin
America, although the prevalence varies among different coun-
tries and also within the same country (10-13). Despite
evidence supporting the use and efficacy of genetic counsel-
ing and testing (14), there is very limited access in the majority
of Latin American countries. This is primarily due to the high
costs for genetic testing, insufficient training of health care
professionals and a paucity of clinical and laboratory person-
nel trained in cancer genetics. Coupled with clinical training
(15), the use of a rapid and affordable mutation screening
panel could be advantageous as it could be offered to a large
number of patients at a low cost, depending on the propor-
tion of mutations in a given population that are represented
in the panel.

In this study we used a previously developed BRCA mu-
tation screening panel for Latin American populations
(HISPANEL) to assess mutation prevalence and evaluate clin-
ical utility in a HBOC cohort from Southern Brazil.

Materials and methods

Unrelated patients fulfilling the clinical criteria for BRCAT and
BRCAZ testing established by the National Comprehensive
Cancer Network (NCCN, www.ncen.org) signed an informed
consent and were enrolled in an Institutional Ethics Committee-
approved protocol for BRCA testing. Information on family
history and clinical data (age, gender, tumor diagnosis) were
obtained from a review of medical records. In addition to the
NCCN criteria, probands were classified by the ASCO (16,17)
criteria and had their a priori mutation probabilities esti-
mated using the Myriad mutation prevalence tables (18,19)
and the Penn |l model (http:/www.afcri.upenn.edufitacc/pennz/).
While the ASCO criteria (1996) are more restrictive, the NCCN
guidelines are less stringent and include other tumors besides
breast and ovarian cancers. The ASCQ criteria consider for
genetic analysis only families with (1) >2 breast cancer cases
and one or more cases of ovarian cancer diagnosed at any
age; or (2) >3 breast cancer cases diagnosed before age 50;
or (3) sister pairs with two breast cancers, two ovarian cancers,
or a breast and ovarian cancer diagnosed before age 50 years.
NCCN (version 2.2014) criteria consider several aspects of
the patient’s personal and family history including other HBOC-
related tumors (i.e. prostate and pancreatic cancers) and
allowing testing of isolated cancer cases, given that certain
age/histology/ethnicity criteria are met.

B. Alemar et al.

Genomic DNA was obtained by standard methods from pe-
ripheral blood. All patients were screened for 114 BRCA
mutations at a cost of <$20 USD, with a panel estimated to
account for up to 75-80% of all Hispanic BRCA mutations
(HISPANEL) (20). Multiplex PCR fragments were genotyped
on a Sequenom MassARRAY platform using MALDI-TOF
(matrix-assisted laser desorption/ionization—time-of-flight) mass
spectrometry as previously described (11,20). The HISPANEL
is organized into 5 multiplex PCR reactions and detects 59
BRCA1 and 55 BRCAZ2 mutations, including 15 mutations
already described in Brazilian patients (21-26). Results of the
HISPANEL analyses were compared to data from an inde-
pendent cohort of 193 unrelated probands from the same region
who met the same inclusion criteria and had full BRCA testing
by either Sanger or next generation sequencing at commer-
cial diagnostic laboratories.

The Mann—-Whitney test was used to evaluate the differ-
ence between age at diagnosis in both cohorts. P-values of
<0.05 were considered significant. All analyses were per-
formed using Statistical Product and Service Solutions (SPSS)
software version 18.0 (IBM).

Results

In the group of 232 unrelated probands, 94% were cancer af-
fected individuals; 88.3% and 5.6% were affected by breast
and ovarian cancer, respectively. The mean ages at cancer
diagnosis were 43 years for breast cancer (range 23-74 years)
and 47 years for ovarian cancer (range 19-66 years). Thirty
four percent of all breast cancer patients were diagnosed at
age 40 years or younger, and 71% were diagnosed at or before
age 50 years. The clinical features of the patients are sum-
marized in Table 1.

Overall, BRCA mutations were detected in 8 of 232 pa-
tients (3.5%). Among breast and/or ovarian cancer affected
individuals, the mutation prevalence was 3.8% and all BRCA
mutation carriers identified in this study had been previously
diagnosed with either breast and/or ovarian cancer, including
one male breast cancer patient. All carriers except one (bi-
lateral triple negative breast cancer patient, diagnosed at 42
and 55 years) had a strong family history of breast and/or ovarian
cancer. BRCAT mutations were detected in six patients and
the majority harbored the BRCAT1 mutation designated
¢.5266dupC (5382insC). The specific BRCA mutations and
clinical characteristics of the carriers are described in Table 2.

The BRCA mutation prevalence obtained with the use of
HISPANEL was compared with full BRCA gene sequencing
data from an independent cohort of 193 unrelated probands
from the same geographic region (Rio Grande do Sul State,
Southern Brazil) who met the same inclusion criteria and were
tested either by Sanger or NGS sequencing at diagnostic labo-
ratories. There was no difference regarding age at diagnosis
between group, either comparing all cancer affected individu-
als (mean age 43 years; P = 0,959), only breast cancer
individuals (mean age 42.7 years; P = 0,774) or only ovarian
cancer affected patients (mean age 47 years; P = 0,787). Taken
together, these data suggest that the cohorts can be com-
pared. Overall mutation prevalence in the gene sequencing
cohort was 22.8% (44/193 probands), and the mutations found
are depicted in Table 3. Among all 33 different mutations found,
9 are in the HISPANEL (5 in BRCA1 and 4 in BRCAZ2). Thus,
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Table 1 Clinical characteristics of HBOC patients from South-
ern Brazil (N =232)

Feature N (%) Mean (range)
Gender
Female 224 (96.5)
Male 8 (3.5)
Proband status
Cancer affected 218 (94.0)
Unilateral BrCa only 140 (60.3)
Unilateral BrCa + other® 7 (3.0)
Bilateral BrCa only 43 (18.5)
Bilateral BrCa + other® 3(1.3)
Male BrCa 6 (2.6)
Unilateral OvCa only 4(1.7)
Unilateral OvCa + other® 2(0.8)
Bilateral OvCa 1(0.4)
BrCa and OvCa 6 (2.6)
Other primary tumors® 6 (2.6)
Age at diagnosis (years)
BrCa affected® 43 (23-74)
OvCa affected® 47 (19-66)
OthCa affected® 51 (32-63)
HBOC criteria®
ASCO 52 (22.4)
A priori mutation probability
Myriad > 10% 64 (27.6) (10-40)
Penn Il > 10% 181 (78.0) (10-81)
Penn Il = 20% 50 (21.5) (20-81)

@ Primary tumor other than breast and/or ovarian cancer.

b Patients in this group did not have breast and/or ovarian tumors.
Instead, they had colorectal cancer (N = 3), prostate cancer (N = 1),
bladder cancer (N = 1) and leukemia (N = 1).

¢ Age at diagnosis of breast, ovarian or other tumors. Only the first
diagnosis is considered for patients who had more than one tumor.

9 All patients fulfilled the NCCN criteria.
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the HISPANEL includes 27% of the specific mutations de-
tected in this comparison cohort and would have yielded
detection of 7.8% of the mutants in this comparison group.

Discussion

Using the HISPANEL assay for recurrent Hispanic BRCA mu-
tations, we identified a deleterious BRCA1 or BRCAZ2 mutation
in 3.5% of women from Southern Brazil fulfiling the NCCN
criteria for testing. Previous studies performed in Latin Amer-
ican populations described variable mutation prevalences using
the HISPANEL. Screening with the HISPANEL identified mu-
tations in: 5% of breast cancer patients from Lima, Peru (27);
0.8% of breast cancer patients from Medellin, Colombia (10);
15.6% of ovarian cancer patients from Bogoté, Colombia (11);
and 7.4% of breast and ovarian cancer patients from Mexico
(20). It is important to note that all these studies only in-
cluded cancer affected patients that were unselected for family
history, thus a lower prevalence is not surprising. Even when
comparing more comprehensive studies in which the whole
coding sequence and exon—intron boundaries of the BRCA
genes were analyzed, significant heterogeneity exists in the
mutation prevalence rates observed throughout Latin America.
In Mexico, BRCA mutation prevalence varies from 10.2% in
HBOC patients (28) to 21% (including large genomic rear-
rangements) in breast and ovarian cancer patients unselected
for family history (20). In Argentina, a prevalence of 28.3%
was reported in a series of breast or ovarian cancer patients
selected for age at diagnosis and positive cancer family history
(29), and a similar prevalence (24.5%) was found by Torres
et al. (30) in Colombian patients with breast and/or ovarian
cancer and a family history of cancer. Two different studies
conducted among Chilean patients revealed close preva-
lence rates: Gallardo et al. (31) reported a mutation prevalence
of 7.4% among HBOC patients, and Gonzalez-Hormazabal

Table 2 BRCAT1 and BRCA2 mutations identified by HISPANEL in Brazilian patients fulfilling the clinical criteria for hereditary breast

and ovarian cancer (HBOC) syndrome

Mutation Gender, tumor type and age at
Gene (BIC)® Mutation (HGVS)* diagnosis Family history
BRCA1 3450del4 ¢.3331_3334delCAAG Female; OvCa (47); TN BrCa (50); Maternal: BrCa (53); PrCa (54); BrCa
(p.GIn1111Asnfs) Renal cell carcinoma (52) (<20)
BRCA1 58382insC  ¢.5266dupC (p.GIn1756Profs) Male; BrCa (64) BrCa 34; BrCa < 50; BrCa 32"
BRCA1 5382insC ¢.5266dupC (p.GIn1756Profs) Female; Bilateral BrCa (23, 44) Maternal: BrCa (45); Bilateral BrCa
(48); BrCa (30); Bilateral BrCa (58);
BrCa
BRCA1 5382insC ¢.5266dupC (p.GIn1756Profs) Female; Bilateral TN BrCa (35, 45) Maternal: OvCa (58); OvCa (49);
BrCa (49), BrCa (90)
BRCA1 5382insC ¢.5266dupC (p.GIn1756Profs) Female; OvCa (52) Maternal: OvCa (77); BrCa (44);
OvCa (66)
BRCA1 5382insC  ¢.5266dupC (p.GIn1756Profs) Female; Bilateral BrCa (26) Paternal: BrCa (50); BrCa (28); BrCa
(30); PrCa (50)
BRCA2 3034del4 c.2806_2809delAAAC Female; BrCa (49) Paternal: BrCa (32); BrCa (44);
(p.Ala938Profs) Bilateral BrCa (40, 55)
BRCA2 3034del4 ¢.2806_2809delAAAC Female; Bilateral TN BrCa (42,55)  None
(p.Ala938Profs)

Abbreviations: BrCa, breast cancer; OvCa, ovarian cancer; PrCa, prostate cancer; TN, triple negative.

@ Mutation nomenclature according to the Breast Cancer Information Core (BIC, https://research.nhgri.nih.gov/projects/bic/Member/
index.shtml) database and Human Genome Variation Society (HGVS, http:/www.hgvs.org/) guidelines.

° Family side (maternal/paternal) undetermined.
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Table 3 BRCA7 and BRCA2 mutations identified by full sequencing (comparison cohort) in Brazilian patients fulfilling clinical crite-
ria for hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) Syndrome

BRCA1
HGVS name
Mutation Carriers c. p. BIC name
1 1 c.273_274delTG p.Ala92Phefs 392delTG
2 1 ©.791_794delGTTC p.Ser264Metfs 910del4
3 1 c.1612C>T p.GIn538Ter 1731C>T
4 2 c.1687C>T p.GIn563Ter 1806C>T
5 1 €.2727_2730delTCAA p.Asn909Lysfs 2844deld | 2846del4
6 1 c.3228_3229delAG p.Gly1077Alafs 3347delAG
7 1 €.3331_3334delCAAG p.GIn1111Asnfs 3448del4 | 3447del4 | 3450del4
8 1 ¢.3534delC — ND
9 1 €.3598C>T p.GIn1200Ter 3717C>T
10 1 c.4183C>T p.GIn1395Ter 4302C>T
1 1 c.4357+1G>A NA IVS13+1G>A | 4476+1G>A
12 1 c.4484G>C p.Arg1495Thr 4603G=C
13 1 c.4663delA p.Arg1555Glyfs ND
14 1 ¢.4736_4739delCTTC p.Pro1579fs ND
16 2 ¢.5062_5064delGT p.Val1688del 5181_5183delGTT
16 3 ¢.5177_5180delGAAA p.Arg1726Lysfs 5292del4 / 5296del4
17 2 ¢.5251C>T p.Arg1751Ter 5370C>T
18 4 c.5266dupC p.GIn1756Profs 5382insC | 5384insC | 5385insC | 5383insC
TOTAL 26
BRCA2
HGVS name
Mutation # Carriers c. p. BIC name
1 1 c.156_157insAluYa5 — 384insAlu
2 2 c.1138delA p.Ser380Valfs 1366delA
3 1 ¢.2505dupA p.Pro836fs ND
4 1 €.2805_2808delTAAA p.Ala938Profs 3033del4
5 3 €.2808_2811delACAA p.Ala938Profs 3036delACAA | 3034del4 | 3036deld
6 1 €.3975_3976dupTGCT p.Thr1325fs ND
7 1 c.4829_4830delTG p.Val1610Glyfs 5057delTG
8 1 c.5351dupA p.Asn1784Lysfs 5579insA
9 1 ¢.5946delT p.Ser1982Argfs 6174delT
10 1 c.6405_6409delCTTAA p.Asn2135Lysfs 6630del5 | 6633del5
1 1 c.6656C>G p.Ser2219Ter 6884C>G
12 1 ¢.7580_7583dupTAGG p.Gly2529Argfs*11 ND
13 1 €.7986delG p.Glu2665Lysfs ND
14 1 c.8878C>T p.GIn2960Ter 9106C>T
15 1 €.9282_9397del p.Asp3095Argfs ND
TOTAL 18

Abbreviations: ND, not described mutation; NA, not applicable.
Mutations in bold are also in the HISPANEL.

et al. (32) described, in a larger cohort of high-risk breast and/
or ovarian cancer families, a prevalence of 7.1%. Finally, in
Uruguay, 17% of 42 patients selected by family history carried
a pathogenic germline mutation in one of the BRCA genes
(33). Only two smaller studies (combined n = 174) have per-
formed comprehensive BRCA sequencing among Brazilian
patients fulfilling the NCCN criteria from the Brazilian State
of Sdo Paulo, wherein the HISPANEL detection rate would
have been 7-11%, which corresponds to more than one third
of the mutations detected by complete sequencing (detec-
tion rate 20-21%) (24,25).

The low mutation prevalence observed in this series, com-
pared to other previous studies with Latin American populations,
likely reflects specific population composition and geograph-
ic characteristics in the region studied that are different from
other regions in Latin America. Indeed, besides the fact that
Brazil is not a Hispanic country, the Rio Grande do Sul State
was colonized mainly by Italians and Germans.

The BRCAT1 c.5266dupC mutation (also known as
5382insC) was the most prevalent mutation identified in this
study. This Ashkenazi Jewish founder mutation (34,35) has
been described in Dutch, Russian, French and many other
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populations, and a recent study showed that 245 carriers from
14 different populations presented the same haplotype, sug-
gesting a single founder origin (36). Indeed, this is one of the
most common mutations identified in Brazilian patients to date
(22,24,25), and Gomes et al. (22) found 5382insC in 56% of
all BRCA mutation carriers, and a very similar frequency (57%)
was described by Lourenco et al. (37). A 2008 study dem-
onstrated that seven Brazilian 5382insC carriers all shared
the same haplotype (38). Interestingly, this mutation was not
observed in other Latin American HISPANEL studies
(10,11,20,27) and despite the significant difference in colo-
nization patterns in Latin America countries (Brazil was mainly
colonized by Portugal, while other Latin American countries
were mainly colonized by Spain), there is no description of
this mutation among Portuguese HBOC families, and only one
Spanish carrier was reported (39).

In addition, we identified the BRCAZ ¢.2806_2809delAAAC
(3034del4) mutation (which has also been reported as 3036del4
or ¢.2808 2811delACAA) in two patients. Although this mu-
tation is highly prevalent among Spanish HBOC families,
corresponding to 26% of all identified BRCAZ mutations (40),
it was reported in only two Peruvian patients (27) among four
previous HISPANEL studies. Haplotype analysis in 11 unre-
lated carriers from seven countries revealed a great difference
among all families (although not statistically significant), sug-
gesting different origins for this mutation (41). Finally, we and
others detected the BRCAT ¢.3331_3334delCAAG (3450del4)
mutation (23,24,26), which was previously described in Co-
lombian patients, where its prevalence ranged from 1.6% in
unselected breast cancer patients (30) to 73% of detected mu-
tations among unselected ovarian cancer patients (11). In Brazil,
this mutation has already been seen (23,24,26).

Six of the eight male patients included in this study were
diagnosed with breast cancer, and the other two had pros-
tate and bladder cancer. Considering these results, the
mutational prevalence found among men (1 in 6 male pa-
tients, 16%) is similar to that reported in other male breast
cancer studies (42). It is worth highlighting that the male patient
with BRCA mutation found in our study has it in BRCA1. Al-
though the association between male breast carcinoma and
deleterious germline mutations in BRCAT is not very clear (43),
the prevalence of BRCAZ mutations in this group ranges from
4% (44) to 40% (45) in different populations. To our knowl-
edge, there has been so far no published information on the
prevalence of BRCA1 or BRCAZ2 mutations in Brazilian male
breast cancer patients.

The limited data available from a comprehensive BRCA1
and BRCAZ2 mutational analysis in Brazilian HBOC patients
suggest that there is significant allelic heterogeneity, as ob-
served in other American countries and most of Europe.
Although there is no information regarding negative and pos-
itive predictive values of HISPANEL, the aim of this study was
to evaluate the usefulness of HISPANEL in a different cohort
from a Latin American country. Furthermore, even though some
of the Brazilian mutations are not in the current version of the
HISPANEL, it could be scaled up to include a broader mu-
tational spectrum. Taken together with other published studies,
the data from our comparison cohort will contribute to iden-
tify recurrent mutations in this population that could be included
in an adapted version of HISPANEL. In Brazil, the public health
care system currently does not cover genetic testing for HBOC
and private insurance, which covers 20-25% of the popula-
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tion, has only recently (2013) started to cover the expenses
of genetic testing.

While the yield of mutations was modest, HISPANEL screen-
ing for the 232 cases in this study cost approximately
$4600 USD, compared to the estimated $96,500 USD cost for
commercial sequencing for the comparison cohort. The de-
velopment of an affordable front line screening approach such
as the HISPANEL, which can be adapted to include the most
prevalent mutations based on population and geographic struc-
ture present in different Latin American countries, may
significantly impact clinical care of individuals and families at
risk for HBOC in this region.
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Abstract

The detection of germline mutations in BRCA1 and BRCAZ2 is essential to the
formulation of clinical management strategies, and in Brazil, there is limited access
to these services, mainly due to the costs/availability of genetic testing. Aiming at
the identification of recurrent mutations that could be included in a low-cost
mutation panel, used as a first screening approach, we compiled the testing
reports of 649 probands with pathogenic/likely pathogenic variants referred to 28
public and private health care centers distributed across 11 Brazilian States.
Overall, 126 and 103 distinct mutations were identified in BRCA1 and BRCAZ2,
respectively. Twenty-six novel variants were reported from both genes, and
BRCA2 showed higher mutational heterogeneity. Some recurrent mutations were
reported exclusively in certain geographic regions, suggesting a founder effect.
Our findings confirm that there is significant molecular heterogeneity in these
genes among Brazilian carriers, while also suggesting that this heterogeneity
precludes the use of screening protocols that include recurrent mutation testing
only. This is the first study to show that profiles of recurrent mutations may be
unique to different Brazilian regions. These data should be explored in larger
regional cohorts to determine if screening with a panel of recurrent mutations

would be effective.
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Abstract

Portuguese immigration to Brazil occurred in several waves and greatly
contributed to the genetic composition of current Brazilian population. In this study,
we evaluated the frequency of a Portuguese founder Alu insertion in BRCA2 exon
3 (€.156_157insAlu) among individuals fulfilling HBOC criteria in 1,380 unrelated
families originated from three distinct Brazilian States. We identified the
€.156_157insAlu BRCA2 mutation in nine (0.65%) families. In probands with the
BRCA2 rearrangement, the European ancestry proportion was the most frequent
(80%), followed by the African (10%). Although the haplotype was not informative
for three families, the remaining six presented a haplotype compatible with the
Portuguese ancestral haplotype. In conclusion, the present study reports a low
albeit relevant frequency of the Portuguese founder mutation in at-risk for HBOC
Brazilian population.
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Abstract

Background

Germline pathogenic variants in BRCA1 and BRCAZ (BRCA) are the main cause of Heredi-
tary Breast and Ovarian Cancer syndrome (HBOC).

Methods

In this study we evaluated the mutational profile and prevalence of BRCA pathogenic/likely
pathogenic variants among probands fulfilling the NCCN HBOC testing criteria. We charac-
terized the clinical profile of these individuals and explored the performance of international
testing criteria.

Results

A pathogenic/likely pathogenic variant was detected in 19.1% of 418 probands, including
seven novel frameshift variants. Variants of uncertain significance were found in 5.7% of
individuals. We evaluated 50 testing criteria and mutation probability algorithms. There was
a significant odds-ratio (OR) for mutation prediction (p < 0.05) for 25 criteria; 14 of these
had p < 0.001. Using a cutoff point of four criteria, the sensitivity is 83.8%, and the specificity
is 53.5% for being a carrier. The prevalence of pathogenic/likely pathogenic variants for
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each criterion ranged from 22.1% to 55.6%, and criteria with the highest ORs were those
related to triple-negative breast cancer or ovarian cancer.

Conclusions

This is the largest study of comprehensive BRCA testing among Brazilians to date, and the
first to analyze clinical criteria for genetic testing. Several criteria that are not included in the
NCCN achieved a higher predictive value. Identification of the most informative criteria for
each population will assist in the development of a rational approach to genetic testing, and
will enable the prioritization of high-risk individuals as a first step towards offering testing in
low-income countries.

Introduction

Breast cancer is the most prevalent cancer among women, with about 5-10% of all cases
caused by inherited germline pathogenic variants in cancer predisposition genes [1]. BRCA1
and BRCA2 (collectively named BRCA hereafter) are the main genes causing hereditary breast
and ovarian cancer syndrome (HBOC), and are also associated with an increased risk of pros-
tate and pancreatic cancers [2]. Pathogenic variants in the BRCA genes are the most powerful
predictors of developing breast and ovarian cancer, with a 40-80% lifetime risk of developing
breast cancer, and 11-50% of developing ovarian cancer, respectively [3]. HBOC patients may
benefit from risk-reducing surgery (mastectomy and salpingo-oophorectomy), chemopreven-
tion and enhanced surveillance approaches [4], therefore identification of carriers is crucial for
cancer prevention and control. Thus, genetic cancer risk assessment (GCRA) and genetic test-
ing should be an option for patients whose personal and/or family history is suggestive of
HBOC syndrome [5].

Brazilian individuals with suspected HBOC syndrome have limited access to GCRA and
genetic testing, which has only become available recently for patients with private health insur-
ance. The majority (about 70%) of the population relies on the public health care system,
wherein genetic counseling is only available in a few reference centers and genetic testing is
not offered [6]. In addition, only a few studies reported on comprehensive BRCA variant
screening [7-10]. Finally, while international criteria (i.e. NCCN-based), have been routinely
used to identify candidates for genetic testing in Brazil, there has been no assessment of the
performance of these criteria in this specific population.

Although there are similarities among BRCA testing criteria worldwide, there is no consen-
sus and it is reasonable to hypothesize that the prevalence of pathogenic variants will differ
according to the population being studied and the testing criteria used [11]. The purpose of
this study was to evaluate the prevalence of BRCA1 and BRCA2 pathogenic/likely pathogenic
variants and clinical profiles of individuals fulfilling the NCCN HBOC testing criteria in
Southern Brazil with the aim of assessing the performance of these and other widely used
international testing criteria in this specific population.

Materials and methods
Subjects and ethical aspects

Study subjects were recruited in the city of Porto Alegre, Southern Brazil, from cancer genetics
clinics in Hospital de Clinicas de Porto Alegre (a public general hospital) and private health
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care offices. All participants were unrelated and had to fulfill BRCA testing criteria according
to the National Comprehensive Cancer Network (NCCN) guidelines (version 2.2014) for
inclusion in the study. The fulfillment of NCCN HBOC criteria was assessed through indepen-
dent review of all pedigrees by at least two of the authors. This project was approved by the
Institutional Review Board from the Hospital de Clinicas de Porto Alegre and all individuals
provided written or verbal consent for BRCA testing and all participants received pre- and
post-test genetic counseling. Since our sequencing data contain sensitive patient information,
and patients did not consent to full disclosure of all sequencing information, we have some
ethical limitations regarding the raw data access. Specific data requests can, however, be ana-
lyzed in a case-by-case basis, and might be available upon request.

Clinical data and pedigrees

The family history of each participant was recorded, including first-, second- and third-degree
relatives on both the maternal and paternal sides of the family, and spanning at least three gen-
erations. Confirmation of the personal and family history of cancer was attempted in all cases,
through pathology and medical reports as well as death certificates. Clinical data (gender,
birthplace, age at cancer diagnosis, tumor type, immunohistochemistry and histology data)
were obtained from a review of medical records. For cases in which the age at diagnosis was
unavailable, it was conservatively estimated to be older than 60 years. Both lineages were
assessed and all pedigrees were evaluated in a single lineage (maternal or paternal), unless
there was explicit information on patient adoption. Otherwise, unless specified by the guide-
line, pedigrees were restricted to three generations. Fallopian tube and primary peritoneal can-
cers were included as ovarian cancers, and both invasive and in situ breast carcinomas were
included.

Geographic distribution of proband’s birthplaces were analyzed in R using the packages
maptools and maps, version 3.2.3 (https://www.R-project.org/) [12], along with geographic
coordinates obtained from Google Maps (google.com.br/maps).

Genetic testing

Whenever possible, the initial testing was carried out in a family member with breast or ovar-
ian cancer (affected individuals). However, in some families, only an unaffected individual (or
an individual with a diagnosis other than breast and/or ovarian cancer) was available for test-
ing. Sequencing analysis of the entire coding region of the BRCAI and BRCA2 genes and
intron-exon junctions was performed in all cases, either using next generation sequencing
(NGS) or Sanger sequencing. Probands tested at Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)
were sequenced either by Sanger dye terminator sequencing or NGS on the Ion Torrent Per-
sonal Genome Machine (PGM) platform. Sequencing on the PGM was carried out according
to the manufacturer’s instructions using the Ion AmpliSeq BRCA1 and BRCA2 Community
Panel and Ton AmpliSeq Library kit 2.0. All VUS or likely pathogenic/pathogenic variants
identified by NGS in these patients were confirmed by Sanger sequencing. Large genomic rear-
rangement testing (LGR) of both BRCA1 and BRCA2 was done in the majority of probands.
All probands tested at HCPA, and those tested in commercial laboratories with Sanger se-
quencing were evaluated by Multiplex Ligation-Dependent probe Amplification (MLPA), car-
ried out using MRC-Holland commercial kits for BRCA1 (SALSA MLPA P002-D1) and
BRCA2 (SALSA MLPA P045-B3) according to the manufacturer’s instructions. Multiplex PCR
amplified products were separated by capillary gel electrophoresis in an ABI 3500 Genetic
Analyzer. Information on copy number was analyzed with Coffalyser Software (MRC-Hol-
land, http://www.mrc-holland.com/). Identified rearrangements were confirmed in an
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additional independent experiment, performed with confirmatory kits using different probes:
SALSA MLPA P087 for BRCAI and SALSA MLPA P077 for BRCA2. Probands recruited from
private genetic counseling clinics which had genetic testing done by NGS were all tested also
by MLPA if the NGS platform did not allow LGR detection. In cases tested with a NGS work-
flow that allowed the detection of LGR, all identified LGR were confirmed by MLPA. BRCA
sequencing results (single nucleotide variants and small insertions and deletions only, not
including any clinical data or clinical comparisons) of 193 cases were previous published [13].

In silico analyses

In order to estimate the impact of variants of uncertain significance on protein structure, func-
tion and evolutionary conservation, we used three different predictors: PredictSNP [14],
which combines the results of six prediction tools (MAPP, PhD-SNP, Poly-Phen1, Poly-
Phen2, SIFT), AlignGVGD, [15] and MutationTaster [16].

Variants were named following Human Genome Variation Society (HGVS) nomenclature
guidelines. The biological significance of all variants were assessed using the databases: CLIN-
VAR (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar), BRCA Share (formerly known as UMD; http://
www.umd.be), LOVD (http://databases.lovd.nl/shared/genes), ARUP (http://arup.utah.edu/
database/BRCA) and BRCA Exchange (http://brcaexchange.org). Novel variants were classi-
fied according to the ACMG [17] guidelines. The population databases 1000 Genomes [18]
(http://www.internationalgenome.org/), EXAC [19] (http://exac.broadinstitute.org/), FLOS-
SIES (https://whi.color.com) and AmbryShare (https://share.ambrygen.com) were consulted
to evaluate the population frequency of variants of uncertain significance with full knowledge
that the Brazilian population is vastly underrepresented in these databases. All likely patho-
genic variants were considered with pathogenic variants (and collectively named “pathogenic
variants” hereafter) for analysis of selection criteria, as is standard practice in GCRA.

Testing criteria

Pedigrees were evaluated for the fulfilment of several different BRCA testing criteria, including
National Comprehensive Cancer Network (NCCN)[20] criteria, the American Society of Clin-
ical Oncology (ASCO) [21, 22], American Society of Breast Surgeons (ASBS) [23], Society of
Gynecologic Oncology (SGO) [24], Spanish Society of Medical Oncology (SEOM) [25], The
Institute of Cancer Research (ICR; NHS Foundation Trust) [26] and the Brazilian National
Supplementary Health Insurance Agency (ANS) [27], which uses NCCN-based testing criteria
and provides access to genetic testing for patients with private health insurance only. As some
of the guidelines have overlapping criteria, in total we analyzed 50 distinct criteria. We used
additional tools to assess predicted pathogenic variant prevalence or empiric prior probabili-
ties of carriage of pathogenic variants, such as the Manchester [28] and PennlI [29] models
and the Myriad Mutation Prevalence Tables [30]. To dichotomize the values provided by these
models, we set 10% as a minimum probability of being a carrier as a determinant criteria to
offer genetic testing, based on the widely accepted ASCO guidelines [21]. All testing criteria,
references and specifications are summarized in 51 Table.

Statistical analysis

Fisher’s exact test was used to determine if there was a significant association between the pres-
ence of a pathogenic variant and clinical and pathologic features. Logistic regression was used
to determine the odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (CIs). The OR value was
used to evaluate the association of each criteria with carrier status.
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Receiver operating characteristic (ROC) curves and area under the curve (AUC) was used
to determine how many criteria should be fulfilled to predict mutation, and we used 3 different
criteria sets: 1) considering all evaluated criteria; 2) only criteria with p < 0.05 on OR analysis;
and 3) only criteria with p < 0.001 on the same analysis. The cut point was chosen to reach
maximum sensitivity and specificity, considering the value of sensitivity > 70%.

The Mann-Whitney test was used to evaluate the difference between ages at diagnosis. All
statistical tests were 2-sided. All analyses were performed using Statistical Product and Service
Solutions (SPSS) software version 18.0 (IBM).

Results
Clinical features of the cohort

A total of 418 unrelated probands were enrolled in this study. All participants were recruited
in Porto Alegre, the southernmost capital of Brazil. As depicted in Fig 1, 94.6% of individuals
were born in the Southern region of Brazil. Eight probands had non-Brazilian nationalities
including: Uruguay (3), the Republic of Armenia, Colombia, China, Russia and Romania (1
each). Most individuals were breast cancer (BC) affected women (N = 330, 79%), while only 37
(8.8%) had been diagnosed with ovarian cancer (OC). Fifty-four (13%) individuals were not
affected by cancer, but fulfilled NCCN testing criteria. The mean age at diagnosis was 41.6
(standard deviation, SD = 10.5) years for BC and 45.3 (SD = 13.9) years for OC patients.
Among patients with bilateral BC (14 synchronous and 27 metachronous primaries), the mean
age at diagnosis was 43.1 (SD = 11.4) and 49.0 (SD = 13.3) years for the first and second
tumors, respectively. The characterization of tumor types, ethnicity, BC receptor status, BC
and OC histology and age at diagnosis are summarized in Table 1.

Pathogenic variants identified in BRCA1 and BRCAZ2

Almost half of all BRCA testing was performed in Brazil (48.8%), with the remaining tests per-
formed in the United States of America (50.5%), Canada, Spain, and Switzerland (collectively

0.7%). For BRCA sequencing, NGS was the method of choice to sequence 88.3% (369/418) of

all patients, and the entire coding region of both genes was covered for all probands (data not

shown).

Eighty-three pathogenic variants in the BRCAI and/or BRCA2 genes were identified in 80
of the 418 probands (19.1%). When only cancer affected probands are considered the preva-
lence of pathogenic variants rises to 20%, while among cancer unaffected probands with a suspi-
cious family history (i.e. a family history characterized by the presence of specific cancer types
and ages, leading to the suspicion of hereditary breast and ovarian cancer syndrome, according
to HBOC-NCCN criteria), the prevalence was close to 13%. Among breast and ovarian cancer
patients the detection rate of pathogenic variants was 19.7% and 37.8%, respectively.

Fig 2 depicts the 83 pathogenic variants identified in this cohort, corresponding to 56
unique pathogenic variants carried by 80 probands. In BRCA, four distinct LGR and 28 dif-
ferent pathogenic SN'Vs and small insertions and deletions (indels) were identified in 51 pro-
bands, representing 61.4% of all pathogenic variants found in the study. In BRCA2, only one
LGR was identified (the Portuguese founder pathogenic variant ¢.156_157insAluYa5) and 23
distinct pathogenic SNV/indels were found in 31 probands. Of interest, two double heterozy-
gotes (DH), carrying one BRCAI and one BRCAZ2 pathogenic variant were identified. The first
patient was heterozygous for BRCAI ¢.4357+1G>T and BRCAZ2 ¢.6405_6409delCTTAA, while
the second patient was heterozygous for a BRCAI LGR (deletion of exons 4-6) and BRCA2
¢.9004G>A. In addition, we identified a patient carrying two heterozygous BRCA2 pathogenic
variants (c.8878C>T and ¢.9699_9702delTATG). All pathogenic variants identified, along
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Fig 1. Geographic distribution of probands included in this study in the southern region of Brazil. The size of the dots corresponds to the
number of probands from each location. The purple triangle represents the State’s capital, Porto Alegre, from which 140 probands derive. RS, Rio
Grande do Sul; SC, Santa Catarina; PR, Parana.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187630.g001

with their predicted protein sequences and associated personal history of cancer are described
in 52 Table.

Complete BRCAI and BRCA2 LGR analysis was done for 340 (81.3%) probands, and a total of
336 (98.8%) individuals had a wild type result. Forty-eight probands with a pathogenic variant
detected by sequencing, and 19 probands with a wild type (WT) sequencing result chose not to
proceed with LGR testing. In 11 probands, LGR testing was incomplete, including only BRCA1 or
five specific BRCA I rearrangements (3.8 kb deletion in exon 13, 510 kb deletion in exon 22, 7.1 kb
deletion in exons 8-9, 26 kb deletion in exons 14-20, and a 6 kb insertion in exon 13).

In eight probands, seven unique novel frameshift variants were identified: ¢.2250dupC
(p-Met751Hisfs), ¢.2910dupA (p.His971Thrfs), c.4663delA (p.Argl555Glyfs) and ¢.4736_
4739delCTTC (p.Prol579Leufs) in BRCAI; and ¢.2505dupA (p.Pro836Thrfs), ¢.7580_
7583dupTAGG (p.Gly2529Argfs, in two probands) and ¢.9282_9397del (p.Asp3095Argfs) in
BRCA2. These variants were not previously described in the literature nor are they present in
the ClinVar, BRCAShare, ARUP/BRCA, KConFab, LOVD and BRCA Exchange databases.
Considering all available evidence and the ACMG[17] guidelines, all novel variants were classi-
fied as likely pathogenic.

Clinical features in carriers of pathogenic variants and non-carriers

We compared clinical features between probands with and without pathogenic variants. As
described in Table 1, there were no statistically significant differences between these two
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Table 1. Clinical and pathologic features in BRCA1and BRCAZ2 carriers of pathogenic variants and

non-carriers.
All Carriers of Non- P-value
participants = pathogenic | carriers*
(N =418) variants (N =338)
(N = 80) )
N % N % N % Carriers vs Non-carriers
Gender
Female 408 | 976 78 | 975 | 330 @ 976 1.00
Male 10 2.4 2 2.5 8 2.4
Birthplace®
Brazil 3656 979 | 70 | 986 | 295 | 97.7 0.419
Southern Brazil | 353 946 66 | 93.0 | 287 | 95.0
Others 12 3.2 4 5.6 8 2.6
Other countries 8 2.1 1 1.4 7 2
Cancer affected | | |
Breast cancer only 319 | 763 | 59 | 73.8 | 260 @ 769 0.030
Single tumor 255 | 61.0 | 45 | 56.3 | 210 @ 621
Bilateral 4 98 | 11 13.8 30 | 89
Ipsilateral 17 4.1 2 2.5 15 4.4
Male 6 1.4 1 12 5 1.5
| Ovarian cancer only 26 6.2 8 10.0 18 | 53
Breast and ovarian 11 2.6 6 7.5 5 1.5
| cancer
Other” 8 1.9 | 0 | 00 8 24
Cancer unnaffected 54 13.0 7 8.7 47 13.9
Ashkenazi Jewish ethnicity |
Yes 13 3.1 5 6.3 8 2.4 0.082
No 405 | 96.9 | 75 | 93.7 | 330 @ 976
Breast cancer receptor
status®
| TNBC | 78 29.8 | 34 | 59.7 44 | 215 <0.0001
HR-positive/ 139 | 53.0 20 | 35.0 119 | 58.0
| HER2-negative |
HR-negative/ 17 6.5 3 53 14 6.8
| HER2-positive | ]
HR-positive/ 28 10.7 0 0 28 13.7
| HER2-positive |
Histology of breast cancer”
IDC 210 | 724 | 48 | 873 | 162 | 689 0.047
| DCIS 19 6.6 0 0.0 19 | 80
ILC 19 6.6 1 1.8 18 7.7
LCIS 3 1.0 0 0.0 3 1.3
IDC +ILC 6 2.0 0 0.0 6 2.6
Other 33 11.4 6 10.9 27 11.5
Histology of ovarian cancer
Serous 10 385 | 6 | 75.0 4 22.2 0.026
| Non-serous 16 61.5 | 2 25.0 14 | 77.8
Age at diagnosis (years)® Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD)
Breast cancer 416(10.5) | 39.7(10.3) | 42.1(10.5)
Single tumor 40.8(9.8) | 40.3(10.2) | 40.9(9.7)
Bilateral’ 43.1(11.4) 35.3(8.8) 46.0(11.0)
Ipsilateral’ 43.6 (12.2) 38.5(0.7) 44.3 (12.9)
(Continued)
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Table 1. (Continued)

All Carriers of Non- P-value
participants | pathogenic carriers*
(N=418) variants (N =338)
(N =80) [

N ‘ % N ‘ % N % Carriers vs Non-carriers
. Male 60.5 (13.8) 64.0(0.0) 59.8 (15.3)
Ovarian cancer 45.3(13.9) 47.9(8.7) 44.2 (15.8)
Other 47.4(9.7) - 47.4(9.7)

TNBC, triple-negative breast cancer; HR, hormonal receptor; IDC, invasive ductal carcinoma; DCIS, ductal
carcinoma in situ; ILC, invasive lobular carcinoma; LCIS, lobular carcinoma in situ.

* Non-carrier group is composed of WT individuals and VUS carriers.

(a) Birthplace data was missing for 45 individuals

(b) Other tumors are: endometrial cancer (1), colorectal cancer (1), renal clear cell carcinoma (1), thyroid
cancer (1), pancreatic cancer (2) and melanoma (2)

(c) Receptor status data was not available for 68 breast cancer patients

(d) Histology data was not available for 40 patients. In (c) and (d) only the status of the first tumor was
considered

(e) Patients diagnosed with both breast and ovarian cancer were excluded from this analysis

(f) Only the age at the first diagnosis was considered.

hitps://doi.org/10.1371/journal.pone.0187630.t001

groups with regards to gender, birthplace and ethnicity. Regarding tumor type, carriers were
more frequently affected by both breast and ovarian cancer than non-carriers (p = 0.03). As
expected, triple negative breast cancer was more common in carriers, while triple positive tumors
were more common in non-carriers (p < 0.0001). The proportion of different breast cancer sub-
types was different between groups, with invasive ductal carcinoma (IDC) more common in car-
riers when compared to non-carriers. Finally, serous ovarian cancers were also more common
among carriers, while most non-carriers had other ovarian cancer histologies (p = 0.026).

Variants of uncertain significance (VUS) identified

Variants of uncertain significance were found in 24 of the 418 probands included in this study
(5.7%), including 5 distinct VUS in BRCAL, and 18 in BRCA2 (Table 2). Most were missense
variants (73.9%), followed by intronic (17.4%) and synonymous variants (8.7%). Three BRCA2
VUS (c.1680T>C, c.6271A>G and ¢.9502-45G>>T) were novel and another three (c.2183A>
C, c.7007+53G>A and ¢.9502-40T>>A, also in BRCA2) were described only in BRCA Ex-
change, but without any classification. The latter three VUS were present in at least one popu-
lation database at very low frequencies (< 0.0002). None of the VUS identified have been
described in the FLOSSIES database (composed of ~10,000 women older than age 70 years
who have never had cancer), AmbryShare, or ARUP/BRCA databases. None of the VUS were
co-occurring with pathogenic variants and although MutationTaster suggested that all intronic
and silent variants were likely tolerated, one BRCAI (¢.5242G>>C) and two BRCA2 (¢.9227G>
A and ¢.9227G>T) missense variants were classified as deleterious using all three predictors
(AlignGVGD, MutationTaster and PredictSNP).

Performance of different genetic testing criteria

Altogether, we evaluated 50 distinct criteria for genetic testing (all published in international
guidelines), in addition to the scores of commonly used pathogenic variant prediction tools
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Fig 2. Diagrams of the BRCA1 and BRCAZ2 genes, indicating the position of pathogenic variants identified among all 418 individuals
tested. Exons are indicated by blue boxes and numbered according to the Locus Reference Genomic (LRG) description. Different symbols
represent the type of variant, and each symbol indicates one germline carrier. Novel variants, described here for the first time are in bold. The ATG
sites and termination codons of both genes are indicated by arrows.

hitps://doi.org/10.1371/journal.pone.0187630.9002

(PennII and Manchester models and Myriad Mutation Prevalence tables, using 10% as cutoff
point), for a total of 54 criteria (SI Table). Among these, 25 criteria reached a statistically sig-
nificant odds-ratio of carrying a pathogenic variant (p < 0.05) and the prevalence of patho-
genic variants varied significantly among these criteria, from 22.1% to 55.6%, as depicted in
Table 3. Criteria with the highest ORs were those related to triple-negative breast cancer or
ovarian cancer. Women with both breast and non-mucinous ovarian cancer have 5.4 times the
chance of carrying a pathogenic variant, compared to individuals without this phenotype.
Patients with both breast and ovarian primary tumors had a 54.5% chance of carrying a BRCA
pathogenic variant. It is noteworthy that 17.4% of all carriers with an early onset BC (< 45
years) had no family history of breast or ovarian cancer. Among early-onset BC patients with-
out bilateral and/or triple-negative tumor and without a family history of cancer (n = 31), the
prevalence of pathogenic variants was 6.5%. Also, two VUS carriers belong to this group.

ROC curve analyses performed with all 54 criteria demonstrated that the presence of ten or
more distinct criteria had 76.3% of sensitivity and 58.6% specificity (AUC 0.739; 95%CI 0.479-
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Table 2. Classification of the variants of uncertain significance (VUS) found in our cohort
dicted by in silico models.

1g to different datab and their effects as pre-

HGVS name | Molecular consequence | ClinVar dbSNP | BRCAShare | AlignGVGD | MutationTaster | PredictSNP
BRCA1
¢.1258G>T (p.Asp420Tyr) Missense variant Conf. Int.? | rs80357488 VUS C15 Polymorphism Deleterious
€.2763G>A (p.GIn921 =) | Silent variant LB ND | VuUs NA | Polymorphism NA
€.3868A>G (p.Lys1290GIu) Missense variant VvUus rs80357254 ND co Disease causing Neutral
c.4724C>A (p.Pro1575His) Missense variant vuUs rs80357052 VUsS Co Polymorphism Deleterious
€.5242G>C (p.Gly1748Arg) | Missense variant vuUs rs397507245 | ND C65 | Disease causing | Deleterious
BRCA2

c.67+62T>G Intronic variant VvUs rs11571574 ND NA Polymorphism NA
c.710A>G (p.Asp237Gly) | Missense variant vUs rs730881506 | ND co | Polymorphism Neutral
c.1244A>G (p.His415Arg) | Missense variant VUs rs80358417 | vus Cco | Polymorphism Neutral
¢.1680T>C (p.Asn560 =) Silent variant ND ND ND NA Polymorphism NA
c.2183A>C (p.Asp728Ala) | Missense variant ND ND | ND co | Polymorphism Neutral
.3321A>C (p.GIn1107His) | Missense variant VvUs rs397507306 | ND C15 | Disease causing | Deleterious
c.4477G>C (p.Glu1493GIn)* Missense variant VvUS 1s398122782 ND Cco Polymorphism Deleterious
¢.4627A>G (p.Lys1543Glu) Missense variant vuUs rs786204239 ND Cco Polymorphism Neutral
.6271A>G (p.Ser2091Gly) | Missense variant ND ND | ND co | Polymorphism Neutral
€.6467C>T (p.Ser2156Phe) Missense variant VvUS 1s765575482 VUsS co Polymorphism Deleterious
€.6988A>G (p.lle2330Val) Missense variant VvUs rs876661032 ND co Polymorphism Neutral
C.7006C>T (p.Arg2336Cys) | Missense variant Conf. Int.” | rs431825347 | vuUs co | Polymorphism Neutral
€.7007+53G>A Intronic variant ND rs56014558 ND NA Polymorphism NA
€.9227G>A (p.Gly3076Glu) Missense variant Conf. Int.° | rs80359187 ND C65 Disease causing Deleterious
€.9227G>T (p.Gly3076Val) | Missense variant vuUs rs80359187 | ND C65 | Disease causing | Deleterious
¢.10250A>G (p.Tyr3417Cys) Missense variant Conf. Int.9 | rs730881600 ND co Polymorphism Deleterious
€.9502-40T>A** Intronic variant ND rs563731281 ND NA Polymorphism NA
€.9502-45G>T** Intronic variant ND ND ND NA Polymaorphism NA

ND, not described; NA, not applicable; LB, likely benign; Conf. Int, conflicting interpretations of pathogenicity in ClinVar:

(a) likely benign (2 submitters); VUS (2 submitters)

(b) likely benign (1 submitter); VUS (3 submitters)

(c) likely pathogenic (1 submitter); VUS (4 submitters)

(d) likely benign (1 submitter); VUS (1 submitter). Variants for which all three in sifico tools predicted a deleterious effect are shown are in bold.

(*) the variant ¢.4477G>C was found in two individuals.

(**) both variants were found in the same individual. AlignGVGD classifies each variant from C85 (most likely to interfere with function) to CO (least likely).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187630.t002

0.799) for harboring a pathogenic variant. Considering this cutoff, we found that an individual
above it has 4.8 times (95%CI 2.64-8.79) the chance of carrying a pathogenic BRCA variant,
compared to an individual who fulfills less than 10 of the criteria included here. Indeed,
among all individuals fulfilling > 10 criteria, 28.9% carried a pathogenic variant, while those
individuals who fulfilled < 10 criteria had only a 7.8% chance of carrying a pathogenic variant.
We repeated this analysis considering only criteria with a statistically significant (p < 0.05)
OR, and found that at a cutoff point of six or more criteria, the sensitivity and the specificity
for being a carrier of a pathogenic variant is 75% and 60.7%, respectively (AUC 0.773; 95%CI
0.717-0.830).
Fourteen clinical criteria had a highly statistical significant odds-ratio (p < 0.001) for being
a carrier of a pathogenic variant. All carriers of pathogenic variants identified fulfilled at
least one of those criteria. In addition, the prevalence of pathogenic variants was directly
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Table 3. Performance of testing criteria with significant odds ratios.

Criteria Testing criteria Ref Prevall of pathogenic OR 95% CI P

# variants(%)*

52 Familial Pennll Score >10 18 221 | 7.643 | 1.822-32.062 | <0.001

39 Family with sister pair with BC and OC, both 9 55.6 5.567 | 1.460-21.226 | 0.015
diagnosed < 50y

53 Myriad Table Score > 10 19 35.9 | 5.553 | 3.262-9.455 | <0.001

44 Family with 2 BC and/or OC, and at least 1 OC 14 49.1 5.546 | 3.010-10.219 | <0.001

11 Personal history of BC and non-mucinous OC 15 54.5 15400 | 1.605-18.168 | 0.008

35 Family with 2 BC and >1 OC at any age 9 48.9 5195 2.717-9.932 | <0.001

10 Personal history of triple negative BC diagnosed <60y | 10, 11,12, 13, 44.2 5.014| 2.871-8.756 | <0.001

16

9 Personal history of triple negative BC 15 43.6 4.881 2.8-8.509 | <0.001

23 Personal history of BC at any age and >1 close relative 11,13,16 46.2 4.382 | 2.207-8.701 | <0.001
with OC

13 Personal history of non-mucinous OC 15 46.7 | 4229 1.482-12.067 | 0.01

54 Manchester Score > 10 17 225 4.014 1.685-9.563 | <0.001

36 Family with >3 BC diagnosed <50y 9 40.0 13.595 | 1.993-6.486 | <0.001

50 Personal history of BC and relatives with cancer and 15 311 3.502 2.105-5.824 |<0.001
Manchester Score >15

51 Individual Pennll Score = 10 18 22.6 13.345  1.479-7.564 | 0.002

40 Family history of OC (non-mucinous) 12 38.3 3.282 | 1.815-5.936 | <0.001

42 Family with >3 BC and/or OC 14 28.4 12.935 | 1.764-4.881 | <0.001

12 Personal history of epithelial OC 10,11,12,13, 378 2905 1.421-5.941 | 0.007

16

46 Family with 2 BC: one bilateral and the other diagnosed < 50 14 371 2.787 | 1.337-5.810 | 0.011
¥

37 Family with sister pair with BC, both diagnosed < 50y 9 34.5 2.613 1.405-4.858 | 0.003

6 Personal history of bilateral BC, both diagnosed < 60 y 15 355 12535 1.161-5.,532 | 0.029

45 Family with 2 BC diagnosed <50 y 14 28.7 2,509 1.528-4.119 |<0.001

21 Personal history of BC at any age and 1 close relative 11,13,16 27.4 2,395 1.459-3.933 | 0.001
with BC diagnosed <50y

19 Personal history of BC and a relative with BC, both 15 29.9 2.258 | 1.332-3.827 | 0.003
diagnosed < 50y |

22 Personal histary of BC at any age and >2 close relative with 11,13,16 27.3 2.123 | 1.292-3.489 | 0.004
BC at any age

8 Personal history of BC diagnosed <50 y and a limited family 11,13, 16 28.0 1.908 1.090-3.340 | 0.028

history®

The fourteen most significant criteria are in bold (P < 0.001). BC, breast cancer; y, years; OC, ovarian cancer
*Percentage of individuals fulfilling the criteria and carrying a pathogenic variant.
(a) “Unknown” or “limited family history” applies to individuals with a unknown history or a family with fewer than two first- or second-degree female relatives
living beyond age 45.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187630.1003

proportional to the number of these 14 criteria that were fulfilled (S1 Fig). Considering only
these 14 criteria, ROC curve analysis showed that at a cutoff point of four or more criteria, the
sensitivity is 83.8%, and the specificity is 53.5% (AUC 0.776; p < 0.001) for being a carrier of a
pathogenic variant. The chance of carrying a pathogenic variant among probands fulfilling =
4 of the 14 criteria is 5.8 times the chance of an individual with less than four of these criteria
(p < 0.001, 95%CI 3.12-11.03). The ROC curves of all three criteria sets are depicted in Fig 3.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187630 November 21, 2017
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Fig 3. Performance of three distinct criteria sets. Considering all criteria (N = 54, dashed blue line); considering only criteria with p < 0.05 in the OR
analysis (N = 25, dashed green line); and considering only criteria with p < 0.001 in the same analysis (N = 14, solid purple line).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187630.g003

It is well known that in a context of low resources there may be a lack of clinically relevant
data, as hormone receptor and HER2 status, as well as a detailed family history. Considering
this scenario, a ROC curve was used to evaluate the sensitivity of a set of criteria relying only
on proband diagnosis, age of onset and limited family history. Using a total of 11 distinct crite-
ria, we show that these criteria were not good predictors of being a carrier of pathogenic vari-
ant (AUC 0.580; 95%CI 0.509-0.652, data not shown). Indeed, at a cutoff point of two or more
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criteria, the sensitivity and specificity of being a carrier of a pathogenic variant are 66.3%
41.4%, respectively.

Discussion

The identification of a carrier of a pathogenic variant in BRCAI or BRCA2 can significantly
impact their medical management, as well as that of at-risk family members, since several can-
cer risk-reducing strategies are available. In addition, true negative results from cascade testing
for relatives of a known carrier provides reassurance and allows application of general popula-
tion screening guidelines, thereby avoiding unnecessary and costly screening tests and reduc-
ing anxiety related to cancer risk. The majority of at-risk individuals in Brazil (the ~70% of the
population that relies on the public health care system) do not have access to genetic testing.
Thus, national as well as regional molecular profiles of families with the HBOC phenotype
have remained largely unknown. Although studies involving Brazilian subjects have been pub-
lished, most did not include sequencing of the entire coding region and rearrangement testing
of both BRCA1 and BRCA2[13, 31]. In addition, many are focused on a specific population
and/or involve small cohorts [7-10]. To the best of our knowledge, this is the largest Brazilian
study with comprehensive BRCA testing to date. It is also the first to evaluate the performance
of international testing criteria in this Southern Brazilian population.

In agreement with other studies [32], our data suggests that age at diagnosis (especially
for breast cancer), bilateral and/or triple-negative disease, and a diagnosis of ovarian cancer
are the findings with the highest predictive value for a testing result positive for a pathogenic
variant. Interestingly, in our cohort, epithelial ovarian cancer was diagnosed at a later age in
carriers when compared to non-carriers (not statistically significant). A recent study from
Azzollini et al [11] highlighted the impact of ovarian cancer cases on the detection rates of
pathogenic variants, reporting a mutational prevalence up to 56% among breast and ovarian
cancer families. Moreover, breast and ovarian or early-onset ovarian cancer probands with
negative family history showed remarkably high detection rates, 43.3% and 26.7%, respectively.
Taken together, these findings underscore the importance of testing ovarian cancer patients of
all ages, regardless the family history.

The prevalence of pathogenic variants in our cohort was similar to that described in other
studies, both in Brazil and in other countries, especially when considering only cancer-affected
individuals (prevalence of 20%) [7-10] (Table 4). In addition, also in accordance with other
studies from Brazil [7-10] and many other European countries [33], the BRCA1 ¢.5266dupC
(formerly known as 5382insC) was the most prevalent pathogenic variant, corresponding to
17.6% of all pathogenic variants in BRCA1.

The overall expected frequency of VUS among BRCA tested individuals worldwide is about
7%, but this frequency may vary depending on the patient’s ethnicity, increasing up to 21% in

Table 4. Prevalence of BRCA pathogenic variants in Brazilian studies performing comprehensive analysis of BRCA1and BRCA2among HBOC
cohorts.

Reference Sample size Inclusion criteria BRCA mutation prevalence
Carraroetal., 2013 54 BC diagnosed < 35 y* 20.4%
Silvaetal., 2014 120 HBOC criteria 22.5%
Fernandes et al., 2016 349 HBOC criteria 21.5%
Maistro et al., 2016 100 Epithelial OC* 19.0%
Alemar et al., 2017 (present study) 418 HBOC criteria 19.1%

*These criteria are also considered “HBOC criteria” according to the NCCN v.2014.2.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187630.t004
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African-Americans [34]. Not surprisingly, considering the predominance of European ances-
try in Southern Brazil, VUS were identified in 5.7% of our patients, similar to the prevalence
described in North-Americans of European descent (5-6%) [34].

Surprisingly, our rate of novel pathogenic variants (12.5%) identified was lower than previ-
ously described in other Brazilian regions: 25% in the cohort reported by Silva et al [8] and
30% in the study of Carraro et al [7]. This again could be due to the higher proportion of Euro-
peans in the population in Southern Brazil, with lower proportions of African- and Amerin-
dian-ancestry than in other Brazilian regions. The lower rate of novel pathogenic variants
could be due to the fact that most of the patients studied today worldwide are of European
countries or of European descent. Another noteworthy finding from our study is the high
prevalence of double heterozygous mutant individuals. In previous large cohorts of Brazilian
patients, none of the patients studied was a carrier of more than one germline pathogenic vari-
ant in a BRCA gene. Double BRCA1 and BRCA2 heterozygotes have been described in only a
few studies and have been considered rare in most populations [35]. Therefore it is surprising
that in our population 2.5% of all carriers were double heterozygotes, if we include one patient
carrying two BRCA2 pathogenic variants. However, because the patient did not present with a
phenotype of Fanconi’s Anemia these variants are likely to be in the same BRCA2 allele (i.e. in
cis). The parents were not available for testing, to confirm this hypothesis.

One of the most important determinants of the yield of genetic testing is the testing criteria
used. The fact that our overall prevalence of pathogenic variants was similar to that described
in other countries indicates that the NCCN criteria, used for patient selection in our study, are
performing well in the identification of carriers of pathogenic variants in this group of patients.
However, we showed that several criteria not included in the NCCN or in the Brazilian (ANS)
testing guidelines (e.g. ASCO criteria, criteria #35—Family with >2 BC and >1 OC at any
age, #36—Family with >3 BC diagnosed < 50 y, #37—Family with sister pair with BC, both
diagnosed < 50y and #39—Family with sister pair with BC and OC, both diagnosed < 50y,
Table 3) had very high odds ratios for carrying a pathogenic variant. This is not unexpected,
since these criteria are far more stringent than the NCCN criteria, and suggests that those cri-
teria could be used as a prioritization approach in this population, in a scenario of limited
resources. In addition, we observed that individuals fulfilling multiple criteria are more likely
to carry a BRCA pathogenic variant. Also, the comparison between the predictive performance
of distinct criteria sets (Fig 3) shown that the use of a large set of criteria did not improve the
performance. In contrast, the use of a smaller set of criteria (N = 14) with high p-values in the
OR analysis (p < 0.001) shown better results (AUC 0.776, 95%CI 0.720-0.833). The identifica-
tion of highly predictive criteria in a specific population could guide establishment of priorities
in genetic testing in a scenario of limited resources. Although this is the largest HBOC cohort
published in Brazil it is relatively small and local. For this reason, we do not intend to make a
formal recommendation, but instead our data aim to raise awareness and discuss the possibil-
ity of change the criteria used to decide who should be tested in a specific context of limited
resources.

Several limitations must be considered when analyzing the data presented here. First, the
cohort of patients studied, although significant in size is probably not entirely representative of
the population of Southern Brazil. Brazil is a country of continental dimensions and formed by
a very admixed population with contributions from Europeans, Africans and Native Ameri-
cans in different proportions according to geographic region [36]. Thus, it is possible that the
profile of pathogenic variants will be unique in different Brazilian regions. Also, besides
patients prospectively recruited, this study also included retrospective data. Moreover, since
we recruited patients from high risk clinics, the performance of selected criteria may not be
the same for individuals in the general population. Although all participants fulfilled the same
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clinical criteria (NCCN version 2014.2), they were recruited from different clinics and a het-
erogeneity in variant testing strategies was present, with some individuals being tested by
Sanger sequencing and others by NGS. In addition, LGR analysis was incomplete, mainly due
to the fact that until very recently testing in Brazil followed a stepwise approach with sequenc-
ing being done first. The lack of LGR analysis in some individuals, as well as the absence of
specific testing for the Portuguese founder rearrangement, BRCA2 ¢.156_157insAlu, may have
underestimated its frequency and could also have impacted the frequency of double heterozy-
gotes. Our LGR prevalence (1.19%), however, is not significantly different from that reported
in previous comprehensive Brazilian studies (0.29% [9], 1.7% [8] and 2% [10]), indicating that
an underestimation is not likely. Gleason scores were not available for most prostate cancer
cases and not all cancers in the proband’s relatives could be confirmed by pathology and medi-
cal reports. Finally, the small number of probands fulfilling some of the criteria could have had
an impact on the robustness of the respective ORs.

In conclusion, this is the first comprehensive study on the molecular profile of HBOC pro-
bands from Southern Brazil. The prevalence of pathogenic variants is similar to that observed in
other Brazilian studies and in other countries, and BRCA1 and BRCA2 molecular heterogeneity
is also as striking as described in most populations. The identification of a significant proportion
of double heterozygotes in our cohort reinforces the importance of comprehensive BRCA gene
testing. Finally, with this study we have demonstrated that a specific subset of clinical criteria
are highly predictive of carrying a pathogenic variant in this population. Taken together with
the significantly reduced sequencing costs of next generation sequencing, the strategy of identi-
fying criteria which are highly predictive for presence of a pathogenic variant in a specific popu-
lation could be used as a first step to prioritize genetic testing in a scenario of limited resources.
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Supporting Information

S1 Table. Testing criteria: prevalence of pathogenic variants and performance.

Criteria

Prevalence of

1 1 1 *% 0,

# Testing criteria Reference mutation (%)* OR 95% ClI P
1 Personal history of BC diagnosed <35y ANS 20.0 19 1.074 0.604-1.908 0.882
2 Personal history of BC diagnosed <40 y ICR/NHS Foundation Trust 23.1 36 1.486 0.907-2.435 0.124
3 Personal history of BC diagnosed <45y NCCN, SGO 20.7 46 1.245 0.761-2.037  0.455
4 Personal history of BC diagnosed <50 y ASBS 19.4 50 1.042 0.630-1.722  0.899
5 Ereh;?;;?l history of BC diagnosed <50 y and an additional NCCN, ANS, SGO 29.3 12 188 0.913-3.871 0.095

Personal history of bilateral BC, both diagnosed < 60 y ICR/NHS Foundation Trust 355 11 2.535 1.161-5.532  0.029

Personal history of two primary BC ASBS 245 13 1.446 0.733-2.852 0.349
8 Egzi?;zal history of BC diagnosed <50 y and a limited family NCCN, ANS, SGO 28.0 23 1.908 1.090-3.340 0.028
9 Personal history of triple negative BC ICR/NHS Foundation Trust 43.6 34 4.881 2.8-8.509 <0.001
10 Personal history of triple negative BC diagnosed <60 y EICACSI\QSANS‘ SGO, ASCO- 44.2 34 5.014 2.871-8.756  <0.001
11 Personal history of BC and non-mucinous OC ICRINHS Foundation Trust 54.5 6 5.4 e 0.008
12 Personal history of epithelial OC ECACSI\QSANS’ SGO, ASCO- 37.8 14 2.905 1.421-5.941 0.007
13 Personal history of non-mucinous OC ICR/NHS Foundation Trust 46.7 7 4.229 112436237 0.01
14 Personal history of mucinous OC and another primary cancer ICR/NHS Foundation Trust 0.0 - - - -

. NCCN, ANS, ASBS,

15 Personal history of male BC ICR/NHS Foundation Trust 14.3 1 0.7 0.083-5.901 1.00
16 Personal history of BC at any age and ethnicity associated with NCCN, ANS, SGO, ASBS 28.6 2 1708 0.325-8.966 0.623

higher mutational frequency (Ashkenazi)

86



S1 Table (continued). Testing criteria: prevalence of pathogenic variants and performance.

Criteria . S Prevalence of x o

# Testing criteria Reference mutation (%)* N OR 95% ClI P

17 Personal history of OC at any age and Ashkenazi ancestry ANS 0.0 - - - -

18 Pgrsonal history of BC diagnosed <50 y and 21 close relative NCCN 216 a1 1334 0.818-2.173 0.263
with BC at any age

19 Eg;sona' history of BC and a relative with BC, both diagnosed < |~ /\is Foundation Trust 29.9 29 2258 1.332-3.827 0.003
Personal history of BC diagnosed <50 y and 21 close relative

20 with BC and/or OC at any age ANS 21.4 41 1.302 0.799-2.121  0.319

21 P.ersonal history of BC at any age and 21 close relative with BC NCCN, ANS, SGO 274 46 2395 1.459-3.933 0.001
diagnosed <50 y

29 Personal history of BC at any age and =2 close relative with BC NCCN, ANS, SGO 273 38 2123 1.292-3.489 0.004
at any age

23 Personal history of BC at any age and =1 close relative with OC  NCCN, ANS, SGO 46.2 18 4.382 2.207-8.701  <0.001
Personal history of BC at any age and =2 close blood relatives

24 with PaC and/or PrC NCCN, ANS, SGO 13.8 4 0.659 0.223-1.950 0.625

o5 P«_ersonal history of BC at any age and =1 close blood relatives NCCN, ANS 250 1 1.414 0.145-13.77 0.574
with male BC
Personal history of PaC ou PrC at any age and =2 close blood ) ) ) )

26 relatives with BC and/or OC and/or PaC or PrC at any age NCCN, ANS 0.0
Woman with PaC with =2 close blood relatives with BC and/or

27 OC and/or PaC and/or PrC SGO 0.0 i i i i

28 Personal history of PaC and family history of BC and OC ASBS 0.0 - - - -
Personal history of PaC at any age and Ashkenazi ancestry,

29 with 21 close blood relatives with BC and/or OC and/or PaC ANS 0.0 - - - -
and/or PrC

30 Fam|!y history only™: first- or _seqond-degree blood relatives NCCN 115 7 0.504 0.220-1.155 0.114
meeting any of the NCCN criteria
Family history only: third-degree blood relatives with BC and/or

31 OC with 22 close blood relatives with BC (at least one dx < 50y) NCCN 0.0 - - - -

and/or OC




S1 Table (continued). Testing criteria: prevalence of pathogenic variants and performance.

Crit#eria Testing criteria Reference Eqrjt\/;!ﬁgc(%/:))j N** OR 95% CI P
o Earisen ont e il egree ecd ST 60 27 oms omezio o
33 Efémily history only: woman with close blood relative with male SGO 0.0 ) ) ) )
34 g?r?nily history only: relatives with cancer and Manchester Score ICR/NHS Foundation Trust 15.4 > 0.762 0.166-3.509 1.00
35 Family with 22 BC and =1 OC at any age ASCO-a 48.9 22 5195 2.717-9.932 <0.001
36 Family with 23 BC diagnosed < 50 y ASCO-a 40.0 24 3.595 1.993-6.486 <0.001
37 Family with sister pair with BC, both diagnosed < 50y ASCO-a 345 19 2.613 1.405-4.858  0.003
38 Family with sister pair with OC, both diagnosed < 50y ASCO-a 0.0 - - - -
39 Family with sister pair with BC and OC, both diagnosed < 50y ASCO-a 55.6 5 5.567 2114526 0.015
40 Family history of OC (non-mucinous) ASBS 38.3 23 3.282  1.815-5.936 <0.001
41 Family history of BC and Ashkenazi ancestry ASBS 40.0 4 2912 o802 0.104
42 Family with 23 BC and/or OC SEOM 28.4 52 2.935 1.764-4.881 <0.001
43 Family with 2 BC and/or OC and at least 1 male BC SEOM 30.0 3 1.842 0.466-7.287 0.412
44 Family with 2 BC and/or OC, and at least 1 OC SEOM 49.1 26 5.546 féc_)zlfé <0.001
45 Family with 2 BC diagnosed < 50 y SEOM 28.7 43 2.509 1.528-4.119 <0.001
46 Family with 2 BC: one bilateral and the other diagnosed <50y  SEOM 37.1 13 2.787 1.337-5.810  0.011
47 Family with only 1 BC, if woman affected by BC and OV SEOM 0.0 - - - -
48 Family with only 1 BC, if woman diagnosed <30 y SEOM 31.3 5 1.982 0.669-5.874  0.204
49 ggrgrl]l)ésvv;(tjhfz(ljyyl BC, if woman diagnosed with bilateral BC SEOM 50.0 1 4.266 28296:111 0.347
50 ,\P/Iearrfgg‘:;tg'fg’gr‘g;% and relatives with cancer and ICRINHS Foundation Trust 311 51 3502 21055824 <0.001
51 Individual Pennll Score = 10 Penn Il 22.6 72 3.345 1.479-7.564 0.002
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S1 Table (continued). Testing criteria: prevalence of pathogenic variants and performance.

Prevalence of

Criteria . . - 0
# Testing criteria Reference mutation (%)* N OR 95% ClI P
o 1.822-
52 Familial Pennll Score 210 Penn I 221 7 7.643 32 062 <0.001
53 Myriad Table Score = 10 Myriad Inc. 35.9 56 5.553 3.262-9.455 <0.001
54 Manchester Score = 10 Manchester 22.5 74 4.014  1.685-9.563 <0.001

*Percetage of individuals carring a pathogenic mutation , among all individuals fulfilling the criteria
1. Two breast primary tumors includes contralateral or two clearly separate ipsilateral tumors

2. “Unknown or limited family history” apply to individuals with a unknown history or a family with fewer than two first- or second-degree

female relatives have living beyond age 45.
3. "Family history only" apply to unaffected probands with a family history of cancer

89



S2 Table. BRCA1 and BRCA2 pathogenic variants identified in our cohort,

personal history of cancer of each carrier.

and

BRCA1
HGVS name ca#r#r(i);rs Carrier's pi;snocnee:l history of
€.68 69delAG (p.Glu23Valfs) 1 Female; BrCa, 50; OvCa
€.273_274delTG (p.Ala92Phefs) 1 Female; BrCa, 34
€.791_794delGTTC (p.Ser264Metfs) 1 Female; BrCa, 51
€.1088delA (p.Asn363llefs) 1 Female; BrCa, 28
€.1340_1341insG (p.His448Serfs) 1 Female; Bilateral BrCa, 36 and 41
€.1612C>T (p.GIn538Ter) 1 Female; Bilateral BrCa, 37
Female; OvCa, 44
€.1687C>T (p.GIn563Ter) 2
Female; Unaffected
€.2250dupC (p.Met751Hisfs) 1 Female; BrCa, 40
€.2727_2730delTCAA (p.Asn909Lysfs) 1 Female; BrCa, 29
€.2910dupA (p.His971Thrfs) 1 Female; BrCa, 29
€.3228_3229delAG (p.Gly1077Alafs) 1 Female; Bilateral BrCa, 28
¢.3331_3334delCAAG (p.GIn1111Asnfs) 1 nomale; Ovea, grsggri;lsz
€.3534delC (p.Ser1178Argfs) 1 Female; OvCa, 48
Female; BrCa, 52
€.3598C>T (p.GIn1200Ter) 2
Female; Brca, 39
Female; BrCa, 51; Lymphoma, 49
€.4183C>T (p.GIn1395Ter) 3 Female; BrCa, 24
Female; BrCa, 43
c.4357+1G>T! 1 Female; Ipsilatirgl BrCa, 38 and
€.4484G>C (p.Arg1495Thr) Female; Unaffected
c.4663delA (p.Arg1555Glyfs) Female; BrCa, 43
Female; BrCa, 32
C.4675+1G>A 2
Female; OvCa, 44
€.4736_4739delCTTC (p.Prol1579Leufs) Female; OvCa, 45
€.4941delC (p.Asn1647Lysfs) Female; BrCa, 28
€.4987-3C>G Female; BrCa, 39
Female; BrCa, 36
Female; BrCa, 36
€.5062_5064delGTT (p.Val1688del) 4
Female; BrCa, 45
Female; BrCa, 64
€.5095C>T (p.Arg1699Trp) Female; Bilateral BrCa, 28 and 33
€.5096G>A (p.Arg1699Gin) Female; Bilateral BrCa, 38
Female; BrCa, 32
€.5177_5180delGAAA (p.Argl726Lysfs) 3 Female; BrCa, 47; OvCa, 52
Female; BrCa, 39; OvCa, 47
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S2 Table (continued). BRCA1 and BRCA2 pathogenic variants identified in

our

cohort, and personal history of cancer of each carrier.

BRCA1
HGVS name ca#r#r(i);rs Carrier's pi;snocnee:l history of
Female; BrCa, 60
¢.5251C>T (p.Argl751Ter) 2
Female; BrCa, 45
Female; BrCa, 30
Male; BrCa, 64
Female; Bilateral BrCa, 23 and 44
Female; Bilateral BrCa, 26
¢.5266dupC (p.GIn1756Profs) 9 Female; BrCa, 29
Female; OvCa, 42
Female; Unaffected
Female; BrCa, 36
Female; BrCa, 47; OvCa, 52
Deletion exons 1-2 1 Female; Bilateral BrCa, 42 and 47
Deletion exon 3 1 Female; Bilateral BrCa, 39 and 42
Deletion exons 4-6° 1 Female; BrCa, 43
Deletion exon 8 1 Female; BrCa, 30
BRCAZ2
c.2T>G (p.Metl?) 1 Unaffected
BrCa, 52; OvCa, 52
Brca, 34
€.1138delA (p.Ser380Valfs) 4
BrCa, 37
OvCa, 69
c.156_157insAlu 1 Bilateral BrCa, 51
€.2266C>T (p.GIn756Ter) 1 BrCa, 29
€.2505dupA (p.Pro836Thrfs) 1 BrCa, 44
€.2805_2808delTAAA (p.Ala938Profs) 1 BrCa, 26
OvCa, 63; Brca, 76; CCR, 75
€.2808_2811delACAA (p.Ala938Profs) 3 Unaffected
OvCa, 44
€.3975_3978dupTGCT (p.Alal327Cysfs) 1 Bilateral BrCa, 43 and 54
€.4829_4830delTG (p.Vall610Glyfs) 1 Ipsilateral BrCa, 39 and 48
¢.5351dupA (p.Asn1784Lysfs) 1 BrCa, 55
€.5621_5624delTTAA (p.lle1874Argfs) 1 BrCa, 39
€.5682C>G (p.Tyr1l894Ter) 1 BrCa, 29
Unaffected
€.5946delT (p.Ser1982Argfs) 3 Unaffected
BrCa, 64
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S2 Table (continued). BRCA1 and BRCA2 pathogenic variants identified in our

cohort, and personal history of cancer of each carrier.

BRCA2

HGVS name ca#r#r(i);rs Carrier's pi;snocnee:l history of
ff:gfﬁggfg;gﬁ“ 1 Ipsilateral BrCa, 38 and 48
€.6656C>G (p.Ser2219Ter) 1 BrCa, 53
€.7007G>A (p.Arg2336His) 1 BrCa, 48
€.7580_7583dupTAGG 5 BrCa, 42
(p-Gly2529Argfs) BrCa, 39
€.7618-2A>G 1 OvCa, 47
€.7987delG (p.Glu2663Lysfs) 1 BrCa, 38
€.9004G>A (p.Glu3002Lys)? 1 BrCa, 43
€.8878C>T (p.GIn3036Ter)3 1 BrCa, 52
€.9282_9397del (p.Asp3095Argfs) 1 BrCa, 39
C.9371A>T (p.Asn3124lle) 1 BrCa, 49

€.9699 9702delTATG (p.Cy\'~33233Trpfs)3 1 BrCa, 52

Although the BRCAL ¢.4987-3C>G is classified by the submitters in ClinVar as a VUS,
functional studies by Brandao et al (Breast Cancer Res Treat. 2012 Jan; 131(2):723-5)

demonstrated that the variant is indeed pathogenic.

The variant BRCA2 ¢.9004G>A shows conflicting interpretations of pathogenicity in

Clinvar, and is considered to be pathogenic in this study. Although this variant has been

classified as a VUS by one laboratory, four major laboratories (with highly validated

classification methods) classified it as pathogenic and other two classified as likely

pathogenic.

1. Patient carrying these two pathogenic variants

2. Patient carrying these two pathogenic variants

3. Patient carrying these two pathogenic variants

Variants in bold are novel.
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S1 Fig. The prevalence of pathogenic variants according to the number of criteria
fulfilled, considering only those 14 clinical criteria that had a highly statistical

significant odds-ratio (p < 0.001).
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Abstract

About 80% of all individuals with suspected hereditary breast and ovarian cancer
syndrome remain without a molecular diagnosis, a feature known as “missing
heritability”. By allowing simultaneous screening of a broad number of cancer
predisposition genes, the technology of next generation sequencing transformed
genetic cancer risk assessment and, currently, multigene panel testing can be
done by a fraction of the cost previously required to sequence a single gene.
Aiming to access the contribution of germline mutations in cancer predisposing
genes, we present a comprehensive mutation analysis of 358 Brazilian patients
fulfilling clinical criteria for hereditary breast and ovarian cancer syndrome, that
were subjected to multigene panel sequencing in up to 86 cancer-related genes. In
total, 35.5% of all individuals enrolled in this study had at least one variant of
unknown significance (VUS), and the number of VUS was directly proportional to
the size of the panel. We found a combined overall mutation rate of 18.2%, and
pathogenic/likely pathogenic (P/LP) variants were reported in the high-risk genes
BRCAL, BRCA2, PALB2, TP53, but also in moderate-risk genes, including ATM,
CHEK2 and MUTYH. P/LP variants in the non-actionable genes (i.e., those without
clear management guidelines) FANCC, RECQL and RECQL4 were also detected.
Remarkably, 55.5% of all P/LP were identified in non-BRCA genes, and 87% of
them were actionable mutations with specific management guidelines. This is the
first study describing the mutational profile of a Brazilian HBOC patients after
analysis with multigene panels. Our findings highlight the benefits and limitations

of large gene panel testing in individuals with HBOC criteria from this population.
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Abstract

Germline mutations in the BRCA1 and BRCA2 (BRCA) genes are the most
frequent cause of hereditary breast and ovarian cancer syndrome (HBOC), and
genetic testing for mutations in these genes is an example of the use of genomics
in personalized medicine, since results can determine cancer prevention and
therapeutic strategies. However, approximately 75-80% of all suspected HBOC
families cannot be ascribed to theses genes. Introduction of next generation
sequencing technology allowed expansion of knowledge in this area, uncovering
substantial locus heterogeneity. Currently, despite a significant proportion of
families who remain without a molecular definition of their cancer predisposition,
several additional genes have been associated with hereditary breast and/or
ovarian cancer. Many of them act together with BRCA in the homologous
recombination repair pathway, and are associated with moderate-cancer risk. In
this review, we describe the role of some of these genes and their impact on the
HBOC phenotype. Finally, we examine recent results from multigene panel testing
in HBOC individuals, and review data on deficiency of other HRR genes and
BRCAnNess.
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11.1. Perfil clinico e alterag6es moleculares de individuos que preenchem
critérios para a sindrome de predisposicdo hereditaria ao cancer de mama e

ovario no Brasil

A importancia da testagem dos genes BRCA1 e BRCA2 em familias onde
h& suspeita de sindrome de predisposicdo hereditdria ao cancer de mama e
ovario é indiscutivel, haja vista a necessidade e os beneficios envolvidos no
manejo especifico dos individuos portadores de mutacdo em um destes genes.
Infelizmente, e a despeito de claros beneficios da testagem, 70% da populacao
brasileira depende da assisténcia médica do Sistema Unico de Saude (SUS), que
nao disponibiliza este teste aos seus usuarios. Embora dois projetos de lei (PL)
que visam assegurar a obrigatoriedade do teste de BRCA1 e BRCA2 no ambito
do SUS estejam tramitando atualmente na Camara dos Deputados (PL 6262/2013
e PL 2804/2015), ndo ha previsdo para incorporacdo destes testes no rol de
procedimentos do SUS.

Neste contexto, o projeto que deu origem a esta tese buscou caracterizar o
panorama da sindrome de predisposicéo hereditaria ao cancer de mama e ovario
no Brasil, com um enfoque especial nas familias do Rio Grande do Sul, com o
objetivo de fomentar as bases de conhecimento necessarias a construgdo de
novas politicas publicas de manejo destes individuos e suas familias.

Considerando que a principal barreira a implementacdo de um teste
diagndstico e sua disponibilizacdo de forma gratuita é o custo, buscamos avaliar a
utilidade clinica de um painel de genotipagem de baixo custo e que inclui 114
mutacdes distribuidas ao longo dos genes BRCA1l e BRCA2. Este painel
(HISPANEL) foi criado a partir da observacdo de um padrdo de mutacles
recorrentes identificadas em diferentes populacbes de origem Hispanica e
emprega a metodologia de espectrometria de massa (Sequenom, MALDI-TOF-
MS), que € bastante acessivel (Weitzel et al., 2013; Weitzel et al., 2005). Em
paises com uma alta prevaléncia de mutagcdes recorrentes em BRCA1 e BRCA2,
como o México, o HISPANEL foi capaz de detectar aproximadamente 80% de
todas as mutacdes presentes na populacdo investigada, representando assim

uma oportunidade de oferecer o teste a um menor custo (Villarreal-Garza et al.,

103



2015).

No Capitulo IV — Artigo 1, avaliamos a utilidade deste painel em uma coorte
de individuos com critérios clinicos para HBOC, provenientes do Rio Grande do
Sul. Tendo atingido uma prevaléncia mutacional baixa (3,5%) nesta coorte, uma
comparacdo cuidadosa entre as mutagbes avaliadas pelo HISPANEL e as
mutacOes detectadas através de sequenciamento completo de BRCA1 e BRCA2
em uma segunda coorte, revelou que o painel seria capaz de detectar apenas
27% das mutacdes presentes nesta populacdo. Além disso, comparacdes com
dados publicados em outras coortes brasileiras (Carraro et al., 2013; Silva et al.,
2014) revelaram uma capacidade de deteccao semelhante aquela vista no nosso
estudo. Assim, diferente do que acontece em outros paises da América Latina,
estimamos que o HISPANEL tem uma capacidade de deteccdo de apenas um
terco das mutacbes presentes na populacdo brasileira, sugerindo que esta
populacdo possui um perfil de mutacées nos genes BRCA bem diferente da
observada para outras populacdes do continente. Embora este painel ndo tenha
tido um desempenho satisfatério, sua metodologia possibilita a customizacdo e
inclusdo das mutacdes especificas, de acordo com as caracteristicas de cada
populacao.

A presenca de mutacdes fundadoras e/ou recorrentes em BRCAL e BRCA2
em uma determinada populacdo é uma valiosa oportunidade para criacdo de
testes de rastreamento custo-efetivos. O exemplo mais bem conhecido € a
populacdo de Judeus Ashkenazi, onde trés mutacdes combinadas correspondem
a aproximadamente 80% das mutacdes identificadas nestes genes (Frank et al.,
2002). No Chile, por exemplo, um estudo envolvendo 453 individuos em risco
para HBOC mostrou que nove mutacdes nos genes BRCA representam 77,5% de
todas as mutagdes identificadas, favorecendo o desenvolvimento de um painel de
rastreamento (Alvarez et al., 2017). A criacdo destes painéis, no entanto, requer
estudos abrangentes e uma ampla caracterizagao do espectro mutacional de uma
dada populagéo, possibilitando assim a identificagcdo de mutacdes recorrentes, e
sua contribuicéo para o fenotipo em questéao.

Na populacdo brasileira, no entanto, apenas quatro estudos realizaram

uma analise completa dos genes BRCAl1 e BRCAZ2, incluindo toda a regido
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codificante e avaliando possiveis rearranjos de ambos os genes (Carraro et al.,
2013; Fernandes et al., 2016; Maistro et al., 2016; Silva et al., 2014). Assim, em
decorréncia da insuficiéncia de dados disponiveis para avaliar a presenca de
mutacdes recorrentes/fundadoras na nossa populacdo, buscamos, através de um
trabalho colaborativo, caracterizar o perfil de mutacdes germinativas de BRCA1 e
BRCA2 no Brasil, conforme descrito no Capitulo V — Artigo 2. Este trabalho
envolveu diversos centros publicos e privados de avaliacdo de risco genético de
cancer em todas as regides do pais, e incluiu todos 0s centros participantes da
Rede Brasileira de Céancer Hereditario, compilando dados de 649 portadores de
mutacOes patogénicas nestes genes. Os resultados mostram uma grande
heterogeneidade mutacional e sugerem que a criacdo de um painel Unico nédo é
uma abordagem ideal para o rastreamento de individuos em risco para HBOC no
Brasil. Se por um lado estes resultados ndo sao surpreendentes, considerando a
alta miscigenacao presente na populacéo brasileira (Ruiz-Linares et al., 2014), por
outro, a identificacdo de mutacdes recorrentes em regides especificas do pais
ressalta a necessidade de maior investigacdo e caracterizacdo dessas
populacbes. E possivel que, em certas regides geograficas, a alta prevaléncia de
um conjunto relativamente pequeno de mutacdes justifique o uso de painéis de
genotipagem custo-efetivos.

A definicdo de metodologias utilizadas no rastreamento de mutacdes
genéticas deve levar em consideracdo ndo sO aspectos econdmicos e técnicos,
mas também as caracteristicas da populacdo. Até recentemente, as metodologias
utilizadas na testagem de BRCA1l e BRCA2 nos laboratérios comerciais nao
permitiam, devido a limitacGes técnicas, a deteccao de grandes insercdes. Nesta
categoria, a mutacao fundadora portuguesa BRCA2 c¢.156_157insAlu (Machado et
al., 2007) ilustra a importancia do conhecimento acerca da composi¢cado genética
de uma populacdo, na definicdo de metodologias aplicadas a grupos em risco.
Mesmo apos a implementacdo do sequenciamento de nova geracdo em diversos
laboratérios, é possivel que esta mutacdo ainda fosse negligenciada, uma vez
que a deteccdo de grandes insercdes requer uma padronizacdo especifica das
ferramentas utilizadas na analise dos dados de NGS. Considerando que o Brasil

recebeu mais de 2,2 milhées de imigrantes portugueses entre os anos de 1500 e
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1991, certamente contribuindo de maneira significativa ha composi¢cdo genética
da populacgéo atual (IBGE, 2007), no Capitulo VI — Artigo 3 nds buscamos estimar
a contribuicdo desta mutacdo entre familias com suspeita de HBOC, e
caracterizar sua origem. Enquanto esta mutacdo € muito prevalente em Portugal,
correspondendo a cerca de 30% de todas as mutacdes identificadas em BRCA1 e
BRCA2 (Peixoto et al., 2011; Peixoto et al., 2009), nossos dados estimaram uma
frequéncia dez vezes menor na nossa populacdo. Embora ndo tdo frequente
quanto em Portugal, o Artigo 2 (Capitulo V) mostrou que esta € a terceira mutacéo
mais reportada em BRCAZ2, correspondendo a 5,3% de todas as mutacles
identificadas neste gene, tendo sido detectada em diversos estados brasileiros.
Assim, nossos dados apontam a necessidade compulséria de inclusdo desta
variante nos protocolos de testagem de BRCA1 e BRCA2 em individuos com
suspeita de sindrome HBOC.

O quarto Artigo desta Tese (Capitulo VII), focado em uma populacédo do
Rio Grande do Sul, traz consideragdes importantes sobre o perfil clinico e
molecular das familias HBOC neste Estado e €, ao nosso conhecimento, o maior
trabalho j4 desenvolvido no Brasil at¢é o momento, incluindo sequenciamento
completo das regides codificantes e MLPA de individuos com critérios clinicos
HBOC. Os resultados apresentados ressaltam a importancia do registro detalhado
da histéria familiar (incluindo familiares de primeiro, segundo e terceiro graus, das
linhagens materna e paterna), e dados clinicos (como status dos receptores
hormonais e HER2), uma vez que auséncia de dados t&o relevantes leva a uma
menor sensibilidade do grupo de critérios utilizados.

Além disso, a avaliacdo de dezenas de critérios clinicos de testagem
revelou quais séo, para esta populacdo especifica e pré-selecionada, os critérios
com maior probabilidade de identificar uma mutacédo patogénica em BRCAL ou
BRCA2. E importante salientar que este trabalho ndo pretende propor uma
restricdo dos critérios de testagem atualmente estabelecidos, através da utilizacao
exclusiva dos critérios de alta probabilidade mutacional. Contudo, o conhecimento
acerca de tais critérios possibilita, em um cenario especifico de limitacbes
financeiras, a priorizagdo dos individuos com maior probabilidade de portar uma

mutacado. Ainda, visto que todos os participantes preenchiam critérios de testagem
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propostos pela NCCN, a prevaléncia mutacional encontrada confirma a
adequabilidade destes e, por consequéncia, de varios critérios propostos pela
ANS (que sdo baseados nos critérios supracitados), e atualmente vigentes no
Brasil. Este estudo identificou, ainda, dois duplos-heterozigotos, ou seja,
individuos portando uma mutacdo patogénica em BRCA1 e outra em BRCAZ2.
Embora esta seja uma condicdo rara (Rebbeck et al.,, 2016), a identificacao
destes casos traz implicacdes diretas no manejo das familias, uma vez que
ambas as linhagens materna e paterna devem receber aconselhamento genético
e testagem apropriados. Mais especificamente, a descricdo de um individuo
portador de uma mutacdo de ponto em um gene e uma grande delecdo em outro
reforca a necessidade de uma analise simultdnea de ambos os genes, incluindo
ndo sO sequenciamento, mas também MLPA. Neste ambito, a testagem
escalonada determinada pela ANS em seu rol de procedimentos atual (ANS,
2016), impde uma limitagdo significativa na identificagdo destes casos. Espera-se
gue esta restricdo possa ser revista para a proxima edicao do rol (2018).

Além de BRCAL e BRCAZ2, a contribuicdo de genes de penetrancia alta e
moderada, tais como CHD1, PALB2, PTEN, TP53, STK11, CHEK2 e ATM, na
predisposicao hereditaria ao cancer de mama e/ou ovério é incontestavel (Easton
et al., 2015). Apesar disso, pouco se sabe sobre a contribuicdo destes genes em
familias brasileiras com critérios clinicos HBOC. No Capitulo VII — Artigo 5, a
analise do perfil mutacional de individuos com estes critérios, testados através de
painéis multigénicos por sequenciamento de nova geracao, revelou que uma
importante contribuicdo de outros genes (genes ndo-BRCA) no fendtipo HBOC.
Embora a maior parte das mutacdes patogénicas tenha sido identificada em
genes para os quais ha diretrizes de manejo especificas, a presenca de mutacdes
em genes para os quais ndo ha uma definicdo clara de manejo representa um
grande desafio clinico.

No contexto do cancer hereditario, as diretrizes da Sociedade Americana
de Oncologia Clinica (ASCO) recomendam que o teste genético deve ser
oferecido quando 1) a historia pessoal ou familiar € sugestiva de uma sindrome
de predisposicdo hereditaria ao cancer, 2) o teste pode ser adequadamente

interpretado, e 3) os resultados do teste irdo auxiliar no diagnéstico ou manejo
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clinico do paciente e/ou seus familiares em risco (ASCO, 2003; Robson et al.,
2015). Assim, € imperativo que os médicos solicitantes estejam atentos para as
limitacbes e desvantagens dos testes genéticos (especialmente no caso painéis
multigénicos). Do mesmo modo, os individuos testados também devem ser
advertidos sobre as possibilidades de resultado, uma vez que estes podem, por
vezes, trazer mais duvidas do que esclarecimentos.

O Artigo 5 mostrou, ainda, que o numero de variantes de significado incerto
(VUS) detectadas é proporcional a quantidade de genes sequenciados. A
identificagdo de uma VUS € um risco importante e um resultado comum em testes
genéticos. Mais uma vez, é fundamental que tanto o paciente quanto o médico
estejam cientes de seu significado, e que nenhuma medida terapéutica seja
baseada na identificacdo desta variante. Ainda, € importante ressaltar que de
acordo com as diretrizes da NCCN, a testagem de VUS em familiares n&o deve
ser realizada com um propésito clinico (NCCN, 2017). Além disso, a classificacéo
de uma variante como “VUS” é transitéria, até que hajam estudos e evidéncias
suficientes para estabelecer uma classificacdo mais precisa. Embora a maior
parte das VUS seja reclassificada como “variante benigna” (Hall et al., 2009),
eventualmente estas variantes podem ser reclassificadas como “patogénicas”
(Hall et al., 2014).

No Artigo 6 — Capitulo IX, revisamos o papel de alguns genes de
predisposicdo ao cancer de mama e/ou ovario. Os genes mais frequentemente
mutados em individuos HBOC séao, além de BRCAL1 e BRCA2, aqueles envolvidos
em vias de reparo a danos ao DNA, especialmente a via de recombinacao
homologa (Nielsen et al., 2016). Recentemente, estudos tem demonstrado que a
perda de funcdo destes genes leva a um fenétipo muito semelhante aquele
observado em células com perda de fungdo de BRCA, chamado de “BRCAness”
(Mutter et al., 2017; Polak et al., 2017). E possivel, por tanto, que tumores com
estas caracteristicas também sejam sensiveis ao tratamento com inibidores de

PARP, assim como o sao os tumores defectivos em BRCA.
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11.2. Caracterizacdo do repertorio de alteragfes soméaticas dos tumores de

mama relacionado a sindrome de Li-Fraumeni

Depois das mutagbes em BRCA1l e BRCA2, mutagbes germinativas em
TP53 sdo uma das principais causas de predisposicdo ao cancer de mama,
especialmente em mulheres diagnosticadas em idade jovem, tipicamente antes
dos 35 anos (Lalloo et al, 2006). Estas mutagbes predispdem ao
desenvolvimento de diversos tumores, e sdo a causa da sindrome de Li-Fraumeni
(Malkin et al., 1990). De acordo com as diretrizes oficiais (NCCN, 2017), mesmo
na auséncia de histéria familiar de cancer, mulheres diagnosticadas com cancer
de mama antes dos 31 anos devem ser testadas para mutagcdes em TP53.
Enquanto o panorama de mutagcbes germinativas de TP53 em pacientes com
critérios clinicos da sindrome de Li-Fraumeni esta bem caracterizado (Bouaoun et
al., 2016), ndo ha nenhum estudo avaliando as alteracbes somaticas envolvidas
no desenvolvimento destes tumores.

Os dados apresentados no Capitulo X — Artigo 7, ainda que preliminares,
mostram que embora ndo haja mutagbes recorrentes significativas nestes
tumores, 0s mesmos séo caracterizados por uma alta carga mutacional, quando
comparados a tumores esporadicos da mama. Da mesma forma, a analise das
assinaturas mutacionais revelou resultados surpreendentes. O conceito de
“assinaturas mutacionais” foi definido a partir da observacdo de padrdes de
mutacbes ao longo do genoma. Essas mutacdes sdo uma consequéncia de
diversos tipos de dano ao DNA, bem como da atuagdo de diferentes mecanismos
de reparo. Estes eventos deixam marcas no genoma, também chamadas de
“cicatrizes”, ou assinaturas gendémicas (Alexandrov et al., 2013). As assinaturas
sdo construidas com base na frequéncia de 96 combinac¢Bes de trinucleotideos
(formados pela mutagcdo em si, combinada com bases imediatamente adjacentes,
nas posi¢oes 3’ e 5'), distribuidos no genoma (Helleday et al., 2014). Nos tumores
avaliados no presente trabalho, foram identificadas assinaturas jamais descritas
em tumores de mama. Além disso, os resultados do Artigo 7 mostram que 0s
tumores relacionados a muta¢des germinativas em TP53 tem uma contribuicéo

importante da assinatura 3, que historicamente tem sido associada a tumores com
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perda de funcdo dos genes BRCA, e defeitos na via de recombinacdo homodloga
(Nik-Zainal et al., 2016; Polak et al., 2017). Quando analisados em conjunto com
outros dados, estes achados sugerem que estes tumores podem ser deficientes
na via de recombinacdo homologa. Embora analises adicionais ainda sejam
necessarias para obter uma concluséo definitiva, este estudo € o primeiro passo
para caracterizar estes tumores e potencialmente identificar alteracdes passiveis

de tratamento com drogas alvo e tratamentos personalizados.
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12. Perspectivas

Os resultados apresentados neste trabalho trazem uma importante

contribuicdo ao panorama do céancer hereditario no Brasil, especialmente no que

diz respeito a sindrome de predisposicao hereditaria ao cancer de mama e ovario.

Neste cenario, no entanto, muitas questées ainda permanecem sem reposta, e

abrem perspectivas para o desenvolvimento de novos trabalhos. Entre as

possibilidades, destacamos:

a)

b)

d)

A criagdo de uma base de dados de abrangéncia nacional, destinada a
compilacdo de informacfes sobre variantes germinativas em genes de
predisposicdo ao cancer, e sobre o contexto clinico onde a variante foi
identificada, facilitando a identificacdo de variantes recorrentes e a

correlacao gendtipo-fenétipo;

Avaliacdo da sensibilidade e especificidade dos critérios de selecdo de um
grupo mais abrangente de portadores de mutacdes em BRCA1 e BRCA2
(registrados sistematicamente na proposi¢cédo acima), de modo a permitir a
identificagdo, em nivel nacional, de um conjunto de critérios relacionados a

alta probabilidade mutacional,

Desenvolvimento de uma estratégia multidisciplinar de diagndstico de
cancer de mama e ovario hereditarios, englobando a identificacdo de
familias em risco (utilizando um conjunto de critérios uniformes), realizacao

de teste genético abrangente e aconselhamento genético;
Elaboracéo de um protocolo sisteméatico para elucidacao de patogenicidade
das variantes de significado incerto, incluindo abordagens in silico e

funcionais (in vivo e in vitro);

Ampliagédo da analise com painéis multigénicos, possibilitando a elucidagéo

do que seria um painel adequado ao perfil mutacional relacionado ao
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cancer de mama hereditario em nossa populagéo.

Além disso, o trabalho caracterizando o perfil somatico de tumores de mama abre

caminhos para diversos projetos, visando:

a) A caracterizagcdo de um grupo maior de tumores, de modo a favorecer a

identificacéo de alteracdes recorrentes;

b) Avaliagdo de processos biologicos especificos nestes tumores, como
cromotripse e kataegis;

c) Comparacdo entre o perfil dos tumores de portadores de mutaces

germinativas classicas de TP53 e os tumores de portadores de R337H,;

d) Comparacdo entre o perfil dos tumores de portadores de mutaces

germinativas classicas de TP53, e o perfil de tumores esporadicos.

Assim, embora esta Tese de Doutorado se encerre, ela abre perspectivas e
revela algumas das grandes necessidades e desafios que permeiam a esfera do
cancer hereditario no Brasil, onde ainda ha muito a ser feito tanto no contexto

clinico, quanto na pesquisa basica e aplicada.
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14. Anexos

Cartas de aprovacdo dos projetos relacionados a sindrome de

predisposicao hereditaria ao cancer de mama e ovario

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

COMISSAO CIENTIFICA

A Comisséo Clentifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre analisou o projeto:

Projeto: 140630
Data da Versiio do Projeto:  22/12/2014

Pesquisadores:

PATRICIA ASHTON PROLLA

BARBARA ALEMAR BESERRA

CRISTINA BRINCKMANN OLIVEIRA NETTO

Titulo: Implementacéo e validagéo do sequenciamento de nova geragéo como ferramenta
dlagnéstica no cincer de mama e ovario hereditarios para paclentes do SUS no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Este projeto fol APROVADO em seus aspectos éticos, metodoldgicos, logisticos e financelros para
ser realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Esta aprovagdo estd baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestéo
em Pesquisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto n&o participaram de qualquer etapa do processo de avaligédo
de seus projetos.

- O pesquisador devera apresentar relatérios semestrals de acompanhamento e relatério final ao Grupo
de Pesquisa e P6s-Graduagao (GPPG)

Porto Alegre, 07 de abril de 2015.

o Goldim
Coordenadgr CEP/HCPA
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HCPA - HOSPITAL DE CLI'NICAS' DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

COMISSAO CIENTIFICA E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A Comissdo Cientifica e o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(CEP/HCPA), que é reconhecido pela Comiss@o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS e pelo
Office For Human Research Protections (OHRP)USDHHS, como Institutional Review Board
(IRB00000921) analisaram o projeto:
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MARIANA FITARELLI KIEHL
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Titulo: ESTUDO DE MUTAGOES GERMINATIVAS NO GENE TP53 E EXPRESSAO DE
HER2 EM MULHERES COM CANCER DE MAMA DIAGNOSTICADO ANTES DOS 46
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Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodoldgicos, bem como o seu respectivo
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as diretrizes e normas nacionais e
internacionais de pesquisa clinica, especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho
Nacional de Salde.

- Os membros da Comissao Cientifica e do Comité de Etica em Pesquisa néo participaram do processo
de avaliagdo dos projetos nos quais constam como pesquisadores.

- Toda e qualquer alteragdo do projeto, assim como os eventos adversos graves, deverao ser
comunicados imediatamente ao CEP/HCPA.

- O pesquisador devera apresentar relatorios semestrais de acompanhamento e relatdrio final ao
CEP/HCPA.

- Somente podera ser utilizado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ne qual conste o carimbo
de aprovacéo do CEP/HCPA. ;
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HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagao
COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

_ RESOLUGAO

A Comissdo Cientifica e a Comiss3o de Pesquisa e Etica em Saude, que é reconhecida pela Comisséo
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LUCIANE KALAKUN
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Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos, inclusive quanto ao seu Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais,
especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Satde. Os membros do
CEP/HCPA néo participaram do processo de avaliagao dos projetos onde constam como pesquisadores.
Toda e qualquer alteragéo do Projeto, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente ao CEP/HCPA. Somente poderéo ser utilizados os Termos de Consentimento onde conste
a aprovagao do GPPG/HCPA.

Porto-Alegre, 06 de julho de 2004.

g

Prof* Themis Reverbél da Silveira
Coordenadora do GPPG e CEP-HCPA
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RESOLUGAO

A Comissdo Cientifica e a Comissdo de Pesquisa e Etica em Saude, que é reconhecida pela Comiss&o

Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office

For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institucional Review Board (IRB0000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 04-081 Versdo do Projeto:  15/03/2004 Versdo do TCLE: 06/05/2004

Pesquisadores:
PATRICIA ASHTON PROLLA
EDENIR INEZ PALMERO
LAVINIA SCHULER-FACCINI

Titulo: CARACTERIZAGAO DE UM GRUPO DE PACIENTES EM RISCO PARA CANCER DE
MAMA E OVARIO HEREDITARIOS QUANTO A PRESENCA E FREQUENCIA DE
REARRANJOS GENICOS EM BRCA1

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos, inclusive quanto ao seu Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais,
especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Saude. Os membros do
CEP/HCPA néo participaram do processo de avaliagdo dos projetos onde constam como pesquisadores.
Toda e qualquer alteragdo do Projeto, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente ao CEP/HCPA. Somente poderao ser utilizados os Termos de Consentimento onde conste
a aprovagdo do GPPG/HCPA.

Por pertencer a uma area tematica especial este projeto somente podera ser iniciado ap6s a sua aprovagao
pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

/‘Porto Alegre, 25 de maio de 2004.

Pz
E

Profa. Themis Réverbel da Silveira
Coordenadora do GPPG e CEP-HCPA
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55; Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagao
e COMISSAQO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE
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RES’OLUGI\O‘

A Comisséo Cientifica e a Comisséio de Pesquisa e Etica em Satde, que é reconhecida pela Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institucional Review Board (IRB0000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 03-018

' Pesquisador Responsavel:
ROBERTO GIUGLIANI

Titulo: IDENTIFICACAO E ANALISE DE MUTACOES NOS GENES BRCA1 E BRCA2 EM
FAMILIAS COM SUSCETIBILIDADE HEREDITARIA AO CANCER DE MAMA E/OU
CANCER DE OVARIO POR DHPLC

Data da Versao:
EMENDA 1 24/10/2003
Este documento referente ao projeto acima foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos, de

acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais, especialmente as Resoluctes 196/96 e
complementares do Conselho Nacional de Saude.

. Porto Alegre, 30 de outubro de 2003.

Profa. Themj verbel da Silveira
Coordenadorado GPPG e CEP-HCPA

quintafeira, 30 de outubrode 2003  Paginatdet
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HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagao
COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

RESOLUGAO

A Comissdo Cientifica e a Comissao de Pesquisa e Etica em Saude, que é reconhecida pela Comiss&@o
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institucional Review Board (IRB00000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 08-022

Pesquisador Responsavel:
PATRICIA ASHTON PROLLA

Titulo: PREVALENCIA DA MUTAGAO GERMINATIVA TP53-R337H EM PACIENTES
ONCOLOGICOS DIAGNOSTICADOS COM TUMORES COMUMENTE DESCRITOS NA
SINDROME DE LI-FRAUMENI E SUAS VARIANTES

Data da Versao:
EMENDA AO PROJETO 12/07/2010

Este documento referente ao projeto acima foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodologicos, de

acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais, especialmente as Resolugdes 196/96 e
complementares do Conselho Nacional de Saude.

Porto Alegre, 20 de julho de 2010.

Prof*/Nading Clausell
Coordenadeéra GPPG e CEP/HCPA

Data da Impressao: 20/07/2010 i B S T pacinadded
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