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Resumo 

O câncer de mama é uma doença multigênica, com vários genes envolvidos, como BRCA1 e 

BRCA2, conhecidos pelas alterações patogênicas que conferem um aumento no risco dessa 

neoplasia. Outros genes como ATM, BARD1, BRIP1, CDH1, CHEK2, PALB2, RAD51D e 

TP53 são responsáveis por codificar proteínas que atuam no reparo por recombinação 

homóloga, e alterações nestes genes explicam metade dos casos de câncer de mama 

hereditário, sendo que o perfil destas alterações pode variar de acordo com a origem 

geográfica ou etnia. O Brasil possui um perfil heterogêneo em sua composição genética, 

impactando diretamente na distribuição das variantes que conferem risco para o 

desenvolvimento do câncer de mama. Dessa forma, este estudo tem como objetivo analisar 

variantes genéticas que podem estar envolvidas no desenvolvimento do câncer de mama 

através do rastreamento de alterações germinativas nos genes ATM, BARD1, BRIP1, BRCA1, 

BRCA2, CHEK2, CDH1, PALB2, TP53 e RAD51D em 155 amostras de pacientes com câncer 

de mama em populações de duas regiões brasileiras, Sul (sudoeste do PR) e Sudeste (Rio de 

Janeiro, RJ e Muriaé, MG). Identificamos em 94 pacientes (Sul e Sudeste em MG), em 

BRCA1 nove variantes de significado incerto (VUS) e duas variantes patogênicas, e em 

BRCA2 quatro VUS, uma patogênica e uma variante provavelmente patogênica, fornecemos 

dados sobre a heterogeneidade de variantes patogênicas ou provavelmente patogênica em 

BRCA1 e BRCA2 na população do Sul, gerando dados para aconselhamento genético dos 

probandos e de seus familiares. Em amostras negativas para BRCA1/2, identificamos 3,4% 

(n=5) de variantes patogênicas, sendo duas novas variantes frameshift em PALB2 e CHEK2, a 

variante encontrada em PALB2 causa a perda da função do gene, mostrado por nosso ensaio 

funcional, ela impede a interação de PALB2 com o BRCA2, e levam à perda de parte ou de 

toda a proteína PALB2. A variante em CHEK2 também causa a mudança no quadro de leitura 

do gene, gera um stop códon prematuro e leva a perda da função do gene. Encontramos 

também duas variantes patogênicas em ATM e TP53. Descrevemos novas variantes em 

CHEK2 e PALB2, sendo a patogenicidade desta última validada por ensaio funcional, 

podendo contribuir futuramente para o manejo clínico das probandas e seus familiares. Nas 

amostras negativas para alterações patogênicas em BRCA1 e BRCA2, os genes ATM, CHEK2, 

PALB2 e TP53 foram os que mais apresentaram variantes patogênicas que podem estar 

relacionadas ao desenvolvimento do câncer de mama, mostrando a importância dos genes da 

via de reparo por recombinação homologa para essa neoplasia. 

 

 

Palavras chaves: câncer de mama, genes de reparo, hereditariedade, ATM, CHEK2, PALB2, 

TP53.



 

 

 

Abstract 

 

Breast cancer is a multigenic disease, with several genes involved, such as BRCA1 and 

BRCA2, known for pathogenic alterations that confer an increased risk of this neoplasm. 

Other genes such as ATM, BARD1, BRIP1, CDH1, CHEK2, PALB2, RAD51D and TP53 are 

responsible for encoding proteins that act in repair by homologous recombination, and 

changes in these genes explain half of the cases of hereditary breast cancer, and the profile of 

these changes may vary according to geographic origin or ethnicity. Brazil has a 

heterogeneous profile in its genetic composition, directly impacting the distribution of 

variants that confer risk for the development of breast cancer. Thus, this study aims to analyze 

genetic variants that may be involved in the development of breast cancer by screening for 

germline changes in ATM, BARD1, BRIP1, BRCA1, BRCA2, CHEK2, CDH1, PALB2, 

TP53 and RAD51D genes in 155 samples from patients with breast cancer in populations of 

two Brazilian regions, South (southwest of PR) and Southeast (Rio de Janeiro, RJ and Muriaé, 

MG). We identified in 94 patients (South and Southeast in MG), in BRCA1 nine variants of 

uncertain significance (VUS) and two pathogenic variants, and in BRCA2 four VUS, one 

pathogenic and one probably pathogenic variant, we provide data on the heterogeneity of 

pathogenic or probably pathogenic variants in BRCA1 and BRCA2 in the Southern 

population, generating data for genetic counseling of probands and their families. In 

BRCA1/2 negative samples, we identified 3.4% (n=5) of pathogenic variants, being two new 

frameshift variants in PALB2 and CHEK2, the variant found in PALB2 causes loss of gene 

function, shown by our functional assay, it prevents the interaction of PALB2 with BRCA2, 

and lead to loss of part or all of PALB2 protein. The variant in CHEK2 also causes the gene 

reading frame to change, generates a premature stop codon, and leads to loss of gene function. 

We also found two pathogenic variants in ATM and TP53. We described new variants in 

CHEK2 and PALB2, the pathogenicity of the latter being validated by functional assay, 

which may contribute in the future to the clinical management of probands and their families. 

In samples negative for pathogenic alterations in BRCA1 and BRCA2, ATM, CHEK2, PALB2 

and TP53 genes showed the most pathogenic variants that may be related to the development 

of breast cancer, showing the importance of homologous recombination repair pathway genes 

for this neoplasm. 

 

Keywords: Breast cancer, repair genes, hereditary, ATM, CHEK2, PALB2, TP53. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico esse trabalho aos meus pais e ao meu 

irmão por todo apoio, mesmo distante estiveram 

presentes em todos os momentos da minha vida, 

ao meu marido e meu filho Luiz Felipe. 



 

 

 

Agradecimentos 

 

Gostaria primeiramente de agradecer a minha família, vocês foram essenciais nessa etapa da 

minha vida. À minha Mãe, obrigada por todas as conversas diárias de apoio e ensinamento. 

Ao meu Pai, obrigada por ser meu porto seguro, meu herói e por todos os ensinamentos, e por 

buscar sempre fazer de mim uma pessoa melhor. Ao meu irmão Guilherme que é meu 

exemplo, obrigada por me apoiar e ser esse irmão maravilhoso que cuida dos nossos pais na 

minha ausência. Ficar longe de vocês não é fácil.  

Em segundo lugar, gostaria de agradecer à minha orientadora Dra. Cibele, que há sete anos 

atrás me recebeu no Rio de Janeiro abrindo as portas do INCA para mim. Saiba Cibele, que 

minha evolução intelectual e como pessoa devo a você. A onde quer que eu esteja, levarei 

seus ensinamentos, críticas, conselhos e o carinho que sempre teve por mim, mesmo quando 

disfarçado de uma bronca. Foi você quem permitiu e deu a oportunidade para minha busca de 

conhecimento. Em dezembro de 2014, o seu ‘aceito orientar você’ permitiu que eu realizasse 

o meu sonho de ser Mestre em genética, e hoje possivelmente, me torne uma doutora em 

genética, você me preparou para o mercado de trabalho, e já trabalho na área. Me preparou 

para enfrentar a dura vida de pesquisadora no Brasil. Eu sempre serei grata por tudo que fez 

por mim, por toda confiança, pela mãe que se tornou ao longo desse caminho. Muito obrigada 

por tudo! 

Gostaria também de agradecer a banca examinadora que dedicará tempo para ler o meu 

trabalho, e contribuirá para minha evolução científica. 

À Carol Panis, nossa grande colaboradora nesse projeto muito amável e empenhada me 

ajudando com muita responsabilidade com todas as informações necessárias. Aos médicos Dr. 

Daniel Rech e Dr. Janoário por toda colaboração, aos pacientes com câncer de mama que 

aceitaram a participar desse estudo e a todos do hospital Centro de Oncologia Francisco 

Beltrão. 

À Luciana pela colaboração cedendo as amostras de câncer de mama do hospital do câncer de 

Muriaé – MG. 

Em especial à minha amiga Sara, por mais de dez anos de amizade. Você sem dúvida, é a 

irmã que não tive. Seu ombro amigo nessa caminhada foi imprescindível. Amo você! 

Ao meu marido Luiz obrigada pelo apoio e incentivo durante esse período. E ao meu filho 

Luiz Felipe, seu sorriso todas as manhãs com certeza foi meu combustível para não desistir. 

Você é o sentimento mais forte que já tive em minha vida. 

À minha amiga Cíntia obrigada pelo companheirismo desde a época do mestrado. À minha 



 

 

 

amiga Bárbara que hoje está nos Estados Unidos, segue mesmo de longe, me apoiando e 

incentivando nunca desistir.   

Ao Instituto Nacional do Câncer por disponibilizar toda estrutura e equipamentos necessários 

para a realização desse projeto. Ao Dr. Hector in memorian, por ter sido um grande 

incentivador em minha vida de forma tão gentil. Aos professores da Pós-Graduação da UFRJ, 

por todo embasamento científico que me proporcionaram, sempre me inspirei em vocês. Às 

agências de fomento pelo apoio financeiro. As pacientes com câncer de mama que aceitaram 

participar desse projeto contribuindo para disseminação científica. E a todos do laboratório 

cujo nome eu não citei, mas que torceram por mim ao longo desses anos. E por fim, agradeço 

a Deus pela minha vida! A todos o meu muito obrigado. 

 



 

 

 

 Listas de Figuras  

Figure 3.1 Representação esquemática da mutagênese sítio dirigida direta.............................17 

Figura 3.2 Representação esquemática do ensaio de dois híbridos em mamífero....................21 

Figura 3.3 fluxograma mostrando a divisão das amostras e cada capítulo...............................22 

Figure 4.1 Representação esquemática dos principais domínios funcionais de BRCA1 e 

BRCA2 com a localização das variantes detectadas .................................................................27 

Figure 4.2 Heredograma da família portadora da variante BRCA1 p.Cys61Gly......................28  

Figure 4.3 Heredograma da família portadora da variante BRCA1 p.Cys64Arg......................28 

Figure 4.4 Distribuição geográfica das variantes patogênicas encontradas em BRCA1 e 

BRCA2 na população do Sudoeste do Paraná...........................................................................29  

Figure 6.1 Representação esquemática dos domínios funcionais de ATM, BRIP1, CHEK2, 

PALB2.......................................................................................................................................60 

Figure 6.2 Representação esquemática dos domínios funcionais dos genes RAD51 e TP53, 

mostrando as variantes detectadas.. .........................................................................................61 

Figure 6.3 Gráficos mostrando a distribuição de variantes patogênicas e VUS em pacientes do 

Sul e Sudeste do Brasil..............................................................................................................61 

Figure 6.4 Avaliação da interação das proteínas PALB2-BRCA2 no modelo híbrido em células 

de mamíferos.............................................................................................................................62 

Figure 6.5 Avaliação da presença ou ausência da variante Gln921HisfsTer6 na proteína 

PALB2.......................................................................................................................................62 

 

Lista de tabelas  

Tabela 3.1 Informações clínicas e de hereditariedade das pacientes com câncer de mama 

analisadas....................................................................................................................................8 

Table 4.1 Dados clínicos e patológicos das pacientes com cancer de mama do Sul e Sudeste 

do Brasil………………………………………………………………………………………25  

Table 4.2 Perfil de variants patogênicas, variants de significado incerto em pacientes positivas 

para BRCA1/2............................................................................................................................30 

Suplementar 1 Listas de variantes nos genes BRCA1/2............................................................31 

Tabela 6.1 Perfil de variantes patogênicas, provavelmente patogênicas e de significado inserto 

em pacientes negativas para variantes patogênicas em BRCA1/2.............................................63 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Lista de Abreviaturas  

ATM – gene Ataxia Telangiectasia Mutated Protein Kinase  

ATR -  Serine/Threonine Kinase 

ACMG/AMP- American College of Medical Genetics and Genomics and the Association for 

Molecular Pathology 

BRCA1 - gene Breast Cancer 1 

BRCA2 - gene Breast Cancer 2 

BWA - Burrows-Wheeler Aligner 

BRCT - Brca1 C-Terminal Domain 

BARD1 - gene Brca1 Associated Ring Domain 1 

BRIP1 - gene Brca1 Interacting Protein C-Terminal Helicase 1 

CEONC - Centro de Oncologia de Francisco Beltrão  

CHEK2 - gene Checkpoint Kinase 2  

CDH1 - gene Cadherin 1 

DCIS - Ductal Carcinoma in Situ  

FCV - Fundação Cristiano Varella (Hospital de câncer de Muriaé)  

FDA - Food and Drug Administration  

HGVS - Human Genome Variation Society  

HBOC - Hereditary Breast and Ovarian Cancer 

HER2 - Human Epidermal Growth Factor Type 2 

IDC - Invasive Ductal Carcinoma  

MES - Maxentscan  

MAF - Minor Allele Frequency 

M-CAP - Mendelian Clinically Applicable Pathogenicity 

MRE1 - Meiotic Recombination 11 Homolog 1 

MLPA - Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification 

MSH2 - gene MutS Homolog 2 

MLH1 - gene MutL Homolog 1 

MSH6 - gene MutS Homolog 6 

NGS - Next-Generation Sequencing  

NCCN - National Comprehensive Cancer Network Guidelines 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/601215
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/601593
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/604373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/192090
https://www.fda.gov/
https://www.fda.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4292
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2956


 

 

 

NBS1 - Nijmegen Breakage Syndrome 

NMD - Nonsense Mediated Decay  

NES - Nuclear Export Signal 

PALB2 - gene Partner and Localizer of BRCA2 gene 

PTV - Protein Truncating Variants  

POLYPHEN-2 - Polymorphism Phenotyping v2 

PTCs - Premature Termination Codons  

PMS2 - gene PMS1 Homolog 2, Mismatch Repair System Component 

RAD50 - gene  Double Strand Break Repair Protein 

RAD51 - Homolog (s. Cerevisiae) 

RAD51D - gene Rad51 Paralog D 

RE - Receptor de Estrógeno  

RP - Receptor de Progesterona  

SIFT - Sorting Intolerant from Tolerant 

TP53 - gene Tumor Protein p53 gene 

VUS - Variants of Unknown Significance 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5395
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/602954
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/191170


 

 

 

Sumário 

 

1. Introdução ............................................................................................................................... 1 

1.1. Câncer e a incidência do câncer de mama no Brasil e no mundo ........................................ 1 

1.2. Genes de reparo e suas funções ........................................................................................... 2 

1.3. Tipos e subtipos moleculares do câncer de mama e tratamentos ........................................ 3 

1.4. Painéis genômicos gerando impacto no diagnóstico do câncer de mama baseado na 

metodologia massivo de DNA .................................................................................................... 5 

2. Objetivo Geral ........................................................................................................................ 7 

2.1. Objetivos Específicos .......................................................................................................... 7 

3 .Materiais e Métodos ............................................................................................................... 8 

3.1. Caracterização das amostras ................................................................................................ 8 

3.2. Isolamento do DNA, amplificação e purificação dos genes. ............................................... 9 

3.3. Programas de predição e critérios de patogenicidade da ACMG ...................................... 13 

3.4. Ensaio Funcional para variante detectada em PALB2 ....................................................... 15 

3.5. Cultivo in vitro de células humanas ................................................................................... 18 

3.6. Ensaio de interação PALB2-BRCA2 ............................................................................ 19 

4. Capítulo 1. BRCA1 and BRCA2 variants in patients with breast cancer from Southern and 

Southeastern Brazil (a ser submetido na revista Genetics Molecular Biology) ....................... 23 

5. Capítulo 2. Prevalence of germline variants in consensus moderate-to-high-risk 

predisposition genes to hereditary breast and ovarian cancer in BRCA1/2-negative Brazilian 

patients. ..................................................................................................................................... 42 

6. Capítulo 3. Variantes em genes da via de reparo em pacientes com câncer de mama 

negativas para variantes patogênicas em BRCA1 e BRCA2 ..................................................... 59 

6.1. Resultados .......................................................................................................................... 59 

6.2. Discussão ........................................................................................................................... 64 

7. Conclusão geral .................................................................................................................... 67 

8. Referências ........................................................................................................................... 68 

9. ANEXOS .............................................................................................................................. 80 

9.1. ANEXO I. Aprovação do projeto “Mapeamento do câncer de mama familial no sudoeste 

do Paraná e estudo de associação de risco com a exposição ocupacional à agrotóxico” pelo 

comitê de ética em pesquisa da Universidade do Oeste do Paraná .......................................... 80 

9.2. ANEXO II. Aprovação do comitê de ética em pesquisa da Fundação Cristiano Varela 

Hospital do câncer de Muriaé, MG. ......................................................................................... 82 



 

 

 

9.3 Anexo III. Aprovação do projeto "Rastreamento de alterações genéticas e epigenéticas em 

múltiplos genes em pacientes portadores de câncer de mama familial"pelo comitê de ética em 

pesquisa do Instituto Nacional de Câncer.................................................................................85 

9.4. ANEXO IV. Termo de Consentimento livre e esclarecido. .............................................. 92 

9.5. ANEXO V. Iniciadores (I) utilizados para amplificação de BRCA1 e BRCA2,. ............... 93 

9.6. ANEXO VI.  Lista das reações (R) das PCR multiplex para BRCA1, BRCA2, ATM, 

RAD51, BARD1, BRIP1,CDH1 e TP53. ................................................................................... 95 

9.7. ANEXO VII. Iniciadores utilizados para amplificação dos genes ATM, CHEK2, CDH1, 

PALB2, RAD51D, TP53, BARD1 e BRIP1 ............................................................................... 96 

9.8. Anexo VIII. Lista de variantes nos genes ATM, BARD1, BRIP1, CDH1, CHEK2, PALB2, 

RAD51D e TP53. ...................................................................................................................... 99 

9.9. Anexo IX. Correlação das variantes com dados clínicos como óbito, grau histológico, 

idade e sobrevida. ................................................................................................................... 103 

 

 



 

 

 

Genes da via de reparo e câncer de mama 

1 

 

1. Introdução 

1.1. Câncer e a incidência do câncer de mama no Brasil e no mundo 

O início e progressão do tumor são originados pela desregulação de genes que 

controlam processos celulares como proliferação, adesão celular, diferenciação, morte celular 

e mecanismo de reparo (Friend et al. 1986), envolvendo oncogenes e/ou supressores tumorais 

(Berger et al. 2011). Os oncogenes alterados têm um ganho de função que podem resultar em 

um aumento de proliferação (Bartkova et al. 2006), já os supressores tumorais codificam 

proteínas responsáveis por inibirem essa proliferação, controlando a ação dos oncogenes 

(Negrini et al. 2010). Em 1971, Knudson propôs a teoria dos dois “hits”, na qual um alelo 

mutado seria herdado dos progenitores e, posteriormente, o alelo normal sofreria um segundo 

evento mutacional somático, acarretando a perda de função do gene. É o que acontece nos 

cânceres hereditários, onde uma cópia do alelo herdado de um dos genitores é mutada, e a 

outra cópia é perdida através de um evento somático (Knudson 1971).  

Alterações nos genes supressores tumorais e/ou em oncogenes podem conferir às 

células habilidade de diferenciar-se das células normais, adquirindo características específicas 

de uma célula tumoral, tais como proliferação celular sustentada, evasão de inibidores de 

crescimento, evasão do reconhecimento do sistema imune, potencial replicativo ilimitado, 

promoção da inflamação, invasão tecidual e metástase, indução de angiogênese, instabilidade 

genômica e mutação, resistência a morte celular e desregulação metabólica (Hanahan e 

Weinberg 2011). Alterações em genes da via de recombinação homóloga podem  

comprometer os mecanismos de controle da integridade do genoma, gerando instabilidade 

genômica, um dos hallmarks do câncer (Hanahan e Weinberg 2011). Esse processo de 

instabilidade genômica é caracterizado pelo acúmulo de mutações ao longo da vida celular 

que resulta no descontrole de processos celulares. Sendo assim, ele atua como fator inicial no 

processo da carcinogênese e sua progressão pode conferir características que uma célula 

tumoral necessita para se tornar maligna. Isto acontece no câncer hereditário, onde a 

disfunção de um gene está associado à um reparo errôneo, que pode desencadear a 

carcinogênese e propagar-se através da instabilidade genômica (Negrini et al. 2010).  

O câncer de mama está entre as cinco neoplasias mais comuns entre as mulheres 

(WHO, 2020), com incidência maior em países desenvolvidos (72,5/100.000 mulheres), em 

relação aos países em desenvolvimento (32,8/100.000 mulheres). A mortalidade é maior em 

países menos desenvolvidos (17,1/100.000 mulheres), quando comparado aos desenvolvidos 

(13,1/100.000 mulheres). No Brasil, são esperados cerca de 66,280 casos novos de câncer de 

mama para cada triênio, correspondendo a um risco estimado de 61,61 novos casos a cada 100 
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mil mulheres, e a taxa de mortalidade estimada de 16,16 de casos de morte a cada 100 mil 

mulheres (INCA, 2020). Embora a letalidade seja considerada baixa, a mortalidade é a maior 

entre todos os tipos de câncer (INCA, 2020), com exceção dos tumores de pele não 

melanoma. No Brasil o câncer de mama é o mais incidente em mulheres na região Sudeste 

(81,06/100.000), Sul (71,06/100.000), Centro-Oeste (45,24/100.000), Nordeste 

(44,29/100.000) e na região Norte (21,34/100.000). Nos últimos anos tem sido observada uma 

tendência de aumento no número de casos diagnosticados e na taxa de mortalidade (INCA 

2020). Entre os fatores de risco na etiologia do câncer de mama, a predisposição genética é o 

mais bem estabelecido.  

Historicamente, o primeiro caso de câncer de mama familial foi descrito em 1866, 

entretanto, as técnicas de epidemiologia moderna foram aplicadas somente em 1926. Em 

1970, estudos epidemiológicos mostraram que o risco de pacientes com câncer de mama e 

ovário aumentava em mulheres com parentes de primeiro grau e segundo grau afetados, 

mostrando que as características genéticas dos familiares poderiam ser explicadas por um 

padrão autossômico dominante com alelos de alta penetrância (Hurst 2014). Desde 1994 e 

1995 os genes BRCA1 e BRCA2, respectivamente, foram mapeados e descritos (Miki et al. 

1994; Wooster et al. 1995).   

Mulheres portadoras de mutações deletérias em BRCA1 e BRCA2 possuem um 

aumento de aproximadamente 55-65% e 45%, respectivamente, do risco de desenvolver 

câncer ao longo da vida (Gorodetska et al. 2019). Entretanto, homens que apresentam 

mutações deletérias em BRCA1 e BRCA2, possuem risco aumentado em cerca de 1,2% e 

6,8%, respectivamente, além de terem maior predisposição para desenvolver câncer de 

próstata e pâncreas (Nielsen et al. 2016). Entre as características dos portadores de mutações 

hereditárias, estão o surgimento do câncer em idade precoce (≤50 anos), tumores bilaterais em 

órgãos pares, surgimento de tumores em outros órgãos e presença de outros familiares com 

câncer (Lynch et al. 2008). O grupo de indivíduos com essas características apresentam um 

risco ao longo da vida significativamente maior de desenvolver diferentes tipos de câncer 

(Ngeow e Eng 2016). 

 

1.2. Genes de reparo e suas funções 

Essa via é fundamental para a segregação correta dos cromossomos durante a meiose, 

tendo em vista que sem o reparo todo o material genético pode ser perdido durante a divisão 

celular (Heyer 2007). A via de recombinação homóloga é a segunda maior via de reparo de 

fita dupla no DNA, estando restrita à fase S e G2 do ciclo celular, momento que as cromátides 
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irmãs estão disponíveis e favorecendo a recombinação entre elas, sendo possível realizar uma 

perfeita restauração da região danificada (Prakash et al. 2015; Scully et al. 2019). Para que 

essa via de sinalização funcione de forma correta são necessárias algumas etapas, embora 

estas ainda não estejam completamente estabelecidas. De maneira sucinta há (i) o 

reconhecimento da sinalização do dano, (ii) amplificação desta sinalização e, (iii) o reparo do 

dano. Esta sinalização é primeiramente reconhecida pelo complexo MRN (formado por três 

proteínas, MRE1- Meiotic Recombination 11 Homolog), RAD50 (RAD50 double strand break 

repair protein), e (NBS1- Nijmegen Breakage Syndrome) (Pellegrino et al. 2020). O sinal de 

dano é, então, amplificado através da fosforilação de histonas promovida pelas cinases ATM 

(ATM serine/threonine kinase), servindo como uma plataforma para o recrutamento de 

diversas proteínas e formando uma cascata de sinalização (Picciotto et al. 2016). Essa cascata 

de sinalização tem a função de iniciar a ressecção da fita danificada, caracterizada pela 

digestão das extremidades 5’ da fita lesionada, onde ocorreu a quebra. Nesta etapa, a fita 

simples de DNA (extremidade 3’) fica exposta e é utilizada pela proteína RPA (replication 

protein A) para evitar degradação e formação de estruturas secundárias (Roy et al. 2012). Esse 

mecanismo de reparo de DNA conta com mediação de diversas proteínas de acordo com sua 

função em (i) sensores (detectam o sinal de dado), (ii) mediadores (recrutam e/ou ativam os 

efetores para reparar o dano), e (iii) efetores (ativam checkpoints do ciclo celular). Os genes 

ATM, CHEK2 (checkpoint kinase 2), RAD51 (RAD51 recombinase) funcionam como 

mediadores, atuando durante a fase G2 ou invasão da fita de DNA. Os genes BRCA1 (BRCA1 

DNA repair associated protein), BRCA2 (BRCA2 DNA repair associated protein), PALB2 

(partner and localizer of BRCA2), BARD1 (brca1-associated ring domain 1) atuam como 

sensores no recrutamento, ressecção da fita danificada e na fase G2/M do ciclo celular (Roy et 

al. 2012), e funcionam sinergicamente como um complexo molecular reforçando a montagem 

dos filamentos de DNA utilizados no reparo (Kawale e Sung 2020).  

 

1.3. Tipos e subtipos moleculares do câncer de mama e tratamentos 

Em relação ao tipo histológico, o câncer de mama é classificado em carcinoma ductal 

e carcinoma lobular, que podem ser in situ ou invasivos (Dossus e Benusiglio 2015). 

Historicamente, os dois tipos de carcinomas eram considerados lesões precursoras invasivas 

(Obeng-Gyasi et al. 2016). O carcinoma ductal invasivo é o tipo mais comum em mulheres 

com câncer de mama, representando aproximadamente 75% dos tumores invasivos (Wu et al. 

2017). O carcinoma lobular invasivo se caracteriza pela baixa expressão de E-caderina, 

apresenta lesões bilaterais, e representa de 5-15% dos casos de câncer de mama invasivo (Cha 



 

 

 

Genes da via de reparo e câncer de mama 

4 

 

et al. 2017).  

A heterogeneidade do câncer de mama pode ser explicada por fatores clínicos como 

tamanho do tumor, envolvimento linfonodal, grau histológico, idade, biomarcadores 

moleculares e classificação de subtipos moleculares (Eroles et al. 2012). Em relação aos 

subtipos moleculares, o subtipo Luminal A possui baixa capacidade de proliferação (baixa 

expressão do marcador de proliferação Ki67), são positivos para os Receptores de Estrógeno 

(RE) de Progesterona (RP), e negativo para o HER2, do inglês, Human Epidermal Growth 

Factor Type 2 (Smith et al. 2017). O subtipo luminal A é o mais frequente, representando 

cerca de 40% dos cânceres de mama (Yersal 2014), sendo tratados majoritariamente com 

terapias hormonais (Provenzano et al. 2018). O subtipo luminal B é positivo para RE, RP, 

apresenta alta expressão do marcador de proliferação Ki67, e pode ter positividade para 

receptores HER2 (Smith et al. 2017). Geralmente, tumores luminais B apresentam um 

prognóstico desfavorável quando comparados ao Luminal A, visto que o tratamento do 

luminal A alcança uma resposta completa com tamoxifeno, enquanto o luminal B não alcança 

a mesma resposta (Kim et al. 2004). Além disso, os tumores luminais B são tratado com uma 

quimioterapia adicional para combater o aumento da proliferação (Provenzano et al. 2018).  

Os tumores HER2+ são negativos para receptores hormonais porém possuem super 

expressão de HER2, podendo apresentar níveis elevados da proteína Ki67 (Smith et al. 2017). 

Aproximadamente 10 a 15% dos cânceres de mama são HER2+, tendo comportamento 

clínico mais agressivo (Aleix et al. 2013). Pacientes diagnosticadas com este subtipo podem 

se beneficiar do tratamento com trastuzumabe, conhecido pelo nome comercial Herceptin®, 

uma droga baseada em anticorpos monoclonais e específica para estes tumores (Provenzano et 

al. 2018). Os tumores triplo-negativos podem ser divididos no tipo basal A ou basal B, 

dependendo de suas características moleculares. O tipo basal A é negativo para os receptores 

hormonais e para HER2, apresenta alta expressão de Ki67 e geralmente apresenta expressão 

para o fator de crescimento epidermal (EGFR+) e citoqueratinas 5/6 (Smith et al. 2017). Já o 

tipo basal B é negativo para todos os receptores hormonais e HER2, possui baixa expressão 

Ki67, E-caderina e claudinas 3/4/7 (Smith et al. 2017). Os subtipos triplo negativos 

representam cerca de 15% a 20% dos casos de câncer de mama invasivo e são caracterizados 

pelo alto grau histológico e surgimento de metástases, além de serem frequentes em mulheres 

mais jovens, especialmente as de origem Africanas (Alluri e Newman 2014). Uma 

característica importante dos tumores triplo negativos é a alta taxa de mutação em BRCA1 

(Bose 2015).  
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1.4. Painéis genômicos gerando impacto no diagnóstico do câncer de mama 

baseado na metodologia massivo de DNA 

Nos últimos anos painéis poligênicos têm sido utilizados em testes genéticos em casos 

com suspeita de câncer de mama hereditário, que incluem genes com variantes que conferem 

risco relativo para desenvolvimento de câncer até quatro vezes maior para os portadores 

quando comparados a população em geral (Piccinin et al. 2019). Neste conjunto de genes que 

confere um aumento no risco do câncer de mama hereditário estão ATM, BARD1, BRIP1, 

BRCA1, BRCA2, CDH1, CHEK2, PALB2, TP53 e RAD51D (Dameri et al. 2021), que quando 

alterados explicam uma parte dos casos de câncer de mama hereditário (Couch et al. 2014).  

Por exemplo, mulheres portadoras de variantes patogênicas em PALB2 tem o risco 

cumulativo de desenvolver câncer de mama de 25-45% em comparação à mulheres saudáveis 

(Hoyer et al. 2018). PALB2, um gene importante durante o reparo do DNA, codifica uma 

proteína que interage com BRCA2 durante o reparo por recombinação homóloga, e está ligado 

a dois outros genes, BRCA1 e RAD51 (Nepomuceno et al. 2017; Zhang et al. 2019). Além 

disso, está associado como um gene de alto risco (OR>5), e está incluído no grupo de genes 

com maior número de mutações em câncer de mama (Slavin et al. 2017). Alguns autores 

sugeriram que variantes em PALB2 podem estar associadas com câncer de mama triplo 

negativo (Shimelis et al. 2018), e envolvido com a síndrome de anemia Fanconi em situações 

de mutações bi alélicas (Piccinin et al. 2019).  

O gene RAD51D (RAD51 paralog d; RAD51D) interage com PALB2, BRCA1 e 

BRCA2 durante o reparo do DNA pela via de recombinação homóloga. Variantes patogênicas 

em RAD51D estão fortemente associados a neoplasias caracterizadas por apresentarem 

instabilidade genômica. A estimativa do aumento do risco de câncer de mama em pacientes 

que possuem RAD51 mutado é de cerca de 15% ao longo da vida (Angeli et al. 2020). 

O gene ATM é recrutado durante a quebra de dupla fita do DNA para manter as duas 

extremidades juntas. ATM codifica uma proteína que atua majoritariamente no reparo do 

DNA e no controle do ciclo celular, mas que também está envolvida com processos de 

apoptose, regulação gênica e estresse oxidativo, além da manutenção da telomerase, 

encontrada desregulada em muitas neoplasias, incluindo o câncer de mama (Stucci et al. 

2021). Mulheres portadores de variantes patogênicas missense, e em heterozigose apresentam 

um aumento do risco do câncer de mama de até 60% ao longo da vida (Tavtigian et al. 2009). 

Mutações patogênicas em ATM também estão associadas a um aumento de duas a três vezes 

no risco de desenvolver câncer de próstata (Stucci et al. 2021).   

O gene TP53 (Tumor Protein p53), conhecido como guardião do genoma, é capaz de 
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interromper o ciclo celular, reparar o DNA, levar a célula a senescência e a mudanças no 

metabolismo, além de ser responsável por ativar uma séries de genes downstream para reparar 

o dano ou levar a célula à apoptose (Schon e Tischkowitz 2018). Variantes patogênicas em 

heterozigose estão associadas a síndrome de Li-Fraumeni, e o aumento para o risco de 

desenvolver câncer de mama chega a 85% ao longo da vida (Masciari et al. 2012). Alterações 

em TP53 estão associadas ao início precoce de câncer de mama, sendo que cerca de 5-8% de 

mulheres diagnosticadas com câncer de mama até os 30 anos de idade, sem alteração em 

BRCA1/2, podem possuir mutação patogênica em TP53. A probabilidade de encontrar 

mutações em TP53 é ainda maior caso haja histórico familial relacionado a Síndrome de Li-

Fraumeni (Schon e Tischkowitz 2018).  

O gene CHEK2 atua no controle do segundo checkpoint do ciclo celular, e, junto com 

ATM e TP53, inicia uma cascata de sinalização que serve como bloqueio da carcinogênese. 

CHEK2 também promove o bloqueio do ciclo celular e induz a célula ao processo de apoptose 

ou senescência (Stolarova et al. 2020). Estudos mostraram que variantes truncadas 

representam 20% do risco de desenvolver câncer de mama familial, aumentando em 44% para 

portadores com parentes de primeiro e segundo grau afetados com câncer de mama (Cybulski 

et al. 2011). CHEK2 está incluso em testes genéticos de rotina em portadores de câncer de 

mama hereditário devido a sua alta frequência de mutações germinativas. Entretanto, a 

presença de variantes de significado clínico desconhecido dificulta a avaliação precisa do 

risco associado ao desenvolvimento de tipos específicos de tumores (Caswell-Jin et al. 2018).  

O gene BRIP1 (BRCA1-interacting protein 1), também incluso no risco poligênico 

para o câncer de mama foi descoberto por estar ligado fisicamente e interagir com os 

domínios BRCT de BRCA1 durante o reparo por recombinação homóloga. Essa interação é 

codependente, pois juntos eles formam o complexo que atuam no reparo da quebra de dupla 

fita do DNA (Brosh, Cantor 2014). Variantes patogênicas bialélicas neste gene conferem um 

aumento no risco de desenvolver câncer de mama em cerca de 2-10% ao longo da vida (Brosh 

e Cantor 2014).  

O gene CDH1 (Cadherin 1) codifica a glicoproteína caderina, responsável por manter 

a adesão célula a célula e traduzir sinal do núcleo da célula para o citoesqueleto. Alterações 

neste gene estão associadas com a perda da transição epitélio-mesenquimal (Shenoy 2019). O 

CDH1 parece desempenhar um papel central no carcinoma lobular invasivo, visto que cerca 

de 1,3% destes tumores abrigam variantes patogênicas em CDH1, além de estar associado, 

também, ao desenvolvimento do câncer gástrico (Piccinin et al. 2019).  O gene BARD1 

(BRCA1-associated ring domain 1) codifica uma proteína que interage com a região N-
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terminal de BRCA1 que é essencial durante o reparo celular (Shimelis et al. 2018). Variantes 

patogênicas no domínio de interação de BARD1 podem romper a ligação de BARD1 com 

BRCA1 e, consequentemente, estão associadas com um aumento no risco de câncer de mama 

(Alenezi et al. 2020). Em BARD1, variantes patogênicas têm sido relatadas por aumentar o 

risco de câncer de mama em duas a três vezes na presença de histórico familial, além de 

estarem envolvidas no câncer de ovário (Alenezi et al. 2020). 

Os dados gerados do sequenciamento multigênicos possuem utilidade para o manejo 

clínico das pacientes (Stadler et al. 2014). Conhecer o perfil clínico das pacientes com câncer 

de mama possibilita prevenção em diversos níveis (Greenblatt et al. 2001; Fostira et al. 2012). 

A identificação de mutações patogênicas oferece aos parentes dos portadores a oportunidade 

de também realizar testes genéticos e, em casos positivos, estabelecer uma estimativa de risco, 

além de garantir medidas de prevenção apropriadas e eficazes, como exames de rastreamento 

periódico e cirurgias profiláticas se necessário (Domchek 2010). Cabe ressaltar que o custo do 

tratamento em estágios avançados da doença pode ser até oito vezes maior em comparação ao 

tratamento em estágios iniciais (INCA 2007). Reforçando esse fato, pacientes diagnosticadas 

em estágio I tem um custo de tratamento de $71.909, enquanto em paciente diagnosticado em 

estágio IV o custo é de $181.655 (Blumen et al. 2016). Portanto, é de suma importância 

expandir o rastreamento pois permite um maior benefício para os probandos, caso haja 

tratamento já disponível no mercado, bem como favorece o rastreio de prováveis portadores. 

 

 

2. Objetivo Geral 

Este estudo tem como objetivo rastrear variantes genéticas germinativas que podem 

estar envolvidas no desenvolvimento do câncer de mama, nos genes ATM, BARD1, BRIP1, 

BRCA1, BRCA2, CHEK2, CDH1, PALB2, TP53 e RAD51D em amostras de pacientes com 

câncer de mama em populações do Sul (Francisco Beltrão - Paraná) e do Sudeste do Brasil 

(Rio de Janeiro e Minas Gerais).   

 

2.1. Objetivos Específicos  

• Rastrear alterações nos genes ATM, BARD1, BRIP1, BRCA1, BRCA2, CHEK2, CDH1, 

PALB2, TP53 e RAD51D nas amostras de sangue de pacientes com câncer de mama; 

• Avaliar a integridade da interação entre as proteínas PALB2 e BRCA2 na presença de 

variantes de PALB2 por ensaio funcional; 
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• Correlacionar as variantes encontradas com dados clínicos (Subtipo molecular, grau 

histológico e tipo de tratamento);  

• Caracterizar todas as variantes encontradas de significado clínico desconhecido de 

acordo com os critérios da ACMG;  

• Contribuir para o aconselhamento genético das pacientes analisadas no estudo. 

 

3. Materiais e Métodos  

3.1. Caracterização das amostras  

 Este estudo está inserido nos projetos: (1) Caracterização do perfil proteômico e do 

estresse oxidativo em plasma e tecido tumoral de pacientes portadoras de câncer de mama, e 

mapeamento do câncer de mama familial no sudoeste do Paraná e estudo de associação de 

risco com a exposição ocupacional a agrotóxico, (2) Investigação da frequência de alterações 

genéticas nos genes BRCA1/2 e TP53 em indivíduos portadores de câncer de mama, ovário, 

próstata e pâncreas no hospital do câncer de Muriaé, MG, e (3) Rastreamento de alterações 

genéticas e epigenéticas em múltiplos genes em pacientes portadores de câncer de mama 

familial (Anexos I - III). Foram incluídas neste estudo 155 amostras de pacientes 

diagnosticadas com câncer de mama, sendo 68 provenientes do Centro de Oncologia de 

Francisco Beltrão (CEONC) no Paraná, 28 amostras da Fundação Cristiano Varella, Hospital 

de Câncer de Muriaé (FCV) em Minas Gerais e 59 do Instituto Nacional de Câncer (INCA) 

no Rio de Janeiro. Todos os indivíduos assinaram o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE, Anexo IV). A maior parte das pacientes incluídas no estudo apresentam 

histórico familial de câncer (tabela 3.1). As amostras do Rio de Janeiro foram excluídas do 

capítulo sobre os genes BRCA1 e BRCA2, por terem sido sequenciadas previamente a este 

estudo. 

Tabela 3.1 Informações clínicas e de hereditariedade das pacientes com câncer de mama 

analisadas. 

Pacientes – Sul/Brasil n % Pacientes – Sudeste/Brasil  n % 

Câncer de mama 66 100 Câncer de mama 28 100 

História familial   História familial   

Sim  33 66 Sim  28 100 

Não  33 66 Não  0 0 

Idade ao diagnóstico Idade ao diagnóstico   

≤ 50 anos 22 33 ≤ 50 anos  12 42 

≥50 anos 44 66 ≥ 50 anos 16 57 

Histologia Histologia   

Carcinoma ductal invasivo 65 98 Carcinoma ductal invasivo 24 85 

Carcinoma ductal in situ 1 1.5 Carcinoma ductal in situ 3 10.7 
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Carcinoma Lobular invasivo 0 0 Carcinoma Lobular invasivo 1 3.5 

Subtipo molecular  Subtipo molecular    

Luminal A 21 32 Luminal A 8 28 

Luminal B 21 32 Luminal B 14 50 

Triplo Negativo 16 24 Triplo Negativo 4 14 

Her2+ 5 7.5 Her2+ 2 7.1 

Sem informação 3 4.5 Sem informação 0 0 

 

3.2. Isolamento do DNA, amplificação e purificação dos genes. 

 O DNA foi isolado de amostras de sangue utilizando o conjunto de reagente AllPrep 

DNA/RNA Mini kit (50) QIAGEN seguindo as recomendações do fabricante. Diferentes 

protocolos e iniciadores (Anexos V - VII) foram utilizados para a amplificação e 

sequenciamento dos genes aqui estudados, com diferentes multiplex de reações em cadeia da 

polimerase (PCR, do inglês polimerase chain reaction) realizadas no termociclador Veriti 96 

Well (Applied Biosystems).  

 BARD1 e BRIP1 foram amplificados usando iniciadores desenhados nesse trabalho, 

cobrindo éxons e regiões intrônicas adjacentes. Para amplificar os 11 éxons do BARD1 foram 

realizadas três PCR multiplex utilizando 0,3 mM de cada dNTP, 0,3 mM de cada iniciador, 3 

mM de MgCl2, 1 mM Taq DNA polimerase Platinun® (Invitrogen) e H2O deionizada para 

completar o volume final de 50 µL. A amplificação de BARD1 foi realizada com a ciclagem: 

desnaturação inicial a 94°C por 2 minuto, seguidas de 40 ciclos de desnaturação a 94°C por 

30 segundos, pareamento a 59°C ou 60°C por 45 segundos e extensão a 72°C graus por 165 

segundos, com extensão final de 72°C graus por 5 minutos, seguidos de resfriamento a 4°C. 

Para amplificar os 20 éxons do BRIP1 foram realizadas quatro PCR multiplex contendo 0,3 

mM de cada dNTP, 0,3 mM de cada iniciador, 3 mM de MgCl2, 1 mM Taq DNA polimerase 

Platinun® (Invitrogen) e H2O deionizada para completar o volume final de 50 µL. A 

amplificação do BRIP1 foi realizada com a ciclagem: desnaturação inicial a 94°C por 2 

minuto, seguidas de 40 ciclos de desnaturação a 94°C por 45 segundos, pareamento a 55°C ou 

60°C ou 61°C por 45 segundos e extensão a 72°C graus por 165 segundos, com extensão final 

de 72°C graus por 5 minutos, seguidos de resfriamento a 4°C. 

 BRCA1 e BRCA2 foram amplificados usando iniciadores cobrindo éxons e regiões 

intrônicas adjacentes descritos previamente (Gomes et al. 2021). Para cobrir os 24 éxons do 

gene BRCA1 foram realizadas sete PCR multiplex, para cada reação de amplificação foi 

utilizado 1,0 µM de cada dNTP, 5 µM de cada iniciador, 2,75 mM de MgCl2, 0,25 mM Taq 

DNA polimerase Platinun® (Invitrogen) e H2O deionizada para completar o volume final de 
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25 µL. A amplificação de BRCA1 foi realizada com a ciclagem: desnaturação inicial a 94°C 

por 5 minutos, seguidas de 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 1 minuto, pareamento a 55°C 

ou 56°C por 45 segundos e extensão a 72°C graus por 2 minutos, com extensão final de 72°C 

graus por 7 minutos, seguido de resfriamento a 4°C. Para cobrir os 23 éxons do BRCA2 foram 

realizadas seis PCR multiplex utilizando o mesmo termociclador com a ciclagem: 

desnaturação inicial a 94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos com desnaturação a 94°C por 

10 segundos, pareamento a 53°C e extensão de 72°C por 8 minutos, e extensão final a 72°C 

por 7 minutos, seguidos de resfriamento a 4°C. ATM e CDH1 foram amplificados usando 

iniciadores cobrindo éxons e regiões intrônicas adjacentes descritos previamente (Gomes et 

al. 2021). Para amplificar os 63 éxons do ATM foram realizadas 10 PCR multiplex. Para cada 

reação de amplificação foi utilizado 0,125 mM de cada dNTP, 0,3 mM de cada iniciador, 10 

mM de MgCl2, 0,25 mM Taq DNA polimerase Platinun® (Invitrogen) e H2O deionizada para 

completar o volume final de 50 µL. A amplificação do ATM foi realizada com a ciclagem: 

desnaturação inicial a 94°C por 2 minutos, seguidas de 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 1 

minuto, pareamento 57°C, 60°C ou 62°C por 30 segundos e extensão a 72°C graus por 2,5 

minutos, com extensão final de 72°C graus por 4 minutos, seguidos de resfriamento a 4°C. 

 CDH1 foi amplificado usando iniciadores cobrindo éxons e regiões intrônicas 

adjacentes descritos previamente (Gomes et al. 2019). Para amplificar os 16 éxons do CDH1 

foram realizadas 3 PCR multiplex, para cada reação de amplificação foi utilizado: 0,125 mM 

de cada dNTP, 10,3 mM de cada iniciador, 3 mM de MgCl2, 1,25 mM Taq DNA polimerase 

Platinun® (Invitrogen) e H2O deionizada para completar o volume final de 50 µL. A 

amplificação do CDH1 foi realizada com a ciclagem: desnaturação inicial a 94°C por 90 

segundos, seguidas de 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 30 segundos, pareamento 58°C 

por 30 segundos e extensão a 72°C graus por 4 minutos, com extensão final de 72°C graus por 

5 minutos, seguidos de resfriamento a 4°C.  

 CHEK2 foi amplificado usando iniciadores cobrindo éxons e regiões intrônicas 

adjacentes descritos previamente (Gomes et al. 2019). Uma única reação foi realizada com 

0,5 mM de cada dNTP, 0,3 mM de cada iniciador, 2,0 mM de MgSO4, 1,0 mM Platinun® Taq 

DNA polymerase, High Fidelity (ThermoFisher) e H2O deionizada para completar o volume 

final de 50 µL. A amplificação do CHEK2 foi realizada com a ciclagem: desnaturação inicial 

a 94°C por 30 segundos, seguida de 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 10 segundos, 

pareamento a 56°C por 30 segundos e extensão a 68°C graus por 11 minutos, com extensão 

final de 68°C graus por 15 minutos seguidos de resfriamento a 4°C.    

PALB2 foi amplificado usando iniciadores cobrindo éxons e regiões intrônicas 
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adjacentes descritos previamente (Gomes et al. 2021). Para amplificar os 12 éxons do PALB2 

foram realizadas em 3 PCR multiplex. Para cada reação de amplificação foi utilizado: 0,125 

mM de cada dNTP, 10,3 mM de cada iniciador, 3 mM de MgCl2, 1,25 mM Taq DNA 

polimerase Platinun® (Invitrogen) e H2O deionizada para completar o volume final de 50 µL. 

A amplificação do PALB2 foi realizada com a ciclagem: desnaturação inicial a 94°C por 10 

segundos, seguidas de 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 10 segundos, pareamento a 64°C 

por 30 segundos e extensão a 72°C graus por 30 segundos, com extensão final de 72°C graus 

por 7 minutos, seguidos de resfriamento a 4°C. RAD51D e TP53 foram amplificados usando 

iniciadores cobrindo éxons e regiões intrônicas adjacentes descritos previamente (Gomes et 

al. 2021). Para amplificar os 9 éxons do gene PTEN foram realizadas três PCR multiplex, para 

cada reação de amplificação foi utilizado: 0,5 mM de cada dNTP, 0,3 mM de cada iniciador, 2 

mM de MgCl2, 0,5 mM Taq DNA polimerase Platinun® (Invitrogen) e H2O deionizada para 

completar o volume final de 50 µL. A amplificação do PTEN foi realizada com a ciclagem: 

desnaturação inicial a 94°C por 1 minuto e 30 segundos, seguidas de 35 ciclos de 

desnaturação a 94°C por 30 segundos, pareamento 53°C ou 64°C por 30 segundos e extensão 

a 72°C graus por 1,5 minutos, com extensão final de 72°C graus por 2 minutos, seguidos de 

resfriamento a 4°C. RAD51D foi amplificado usando iniciadores cobrindo éxons e regiões 

intrônicas adjacentes descritos previamente (Gomes et al. 2021). Para amplificar os 10 éxons 

do RAD51D foi realizada uma única reação contendo 0,5 mM de cada dNTP, 0,3 mM de cada 

iniciador, 2 mM de MgCl2, 1 mM Taq DNA polimerase Platinun® (Invitrogen) e H2O 

deionizada para completar o volume final de 50 µL. A amplificação do gene RAD51D foi 

realizada com a ciclagem: desnaturação inicial a 94°C por 2 minuto e 30 segundos, seguidas 

de 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 30 segundos, pareamento 58°C por 30 segundos e 

extensão a 72°C graus por 2 minuto 2, com extensão final de 72°C graus por 5 minutos, 

seguidos de resfriamento a 4°C. Para amplificar os 11 éxons do TP53 foi realizada uma única 

reação contendo 0,5 mM de cada dNTP, 0,3 mM de cada iniciador, 2 mM de MgCl2, 1 mM 

Taq DNA polimerase Platinun® (Invitrogen) e H2O deionizada para completar o volume final 

de 50 µL. A amplificação do TP53 foi realizada com a ciclagem: desnaturação inicial a 94°C 

por 2 minuto, seguidas de 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 45 segundos, pareamento 

57°C por 45 segundos e extensão a 72°C graus por 2 minutos, com extensão final de 72°C 

graus por 5 minutos, seguidos de resfriamento a 4°C.  

Todos os produtos de PCR foram purificados utilizando o protocolo de PEG 

(polietilenoglicol) para posteriormente serem levados para o sequenciamento. Os produtos de 

PCR foram transferidos para um tubo de polipropileno de 50mL, contendo o mesmo volume 
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da solução de PEG 20% (NaCl 2,5M + PEG 20%) ou 10% (dependendo do tamanho do 

fragmento) e vortexado.  Em seguida os tubos eram deixados no banho Maria por 50 minutos 

a 37Cº, seguido de uma centrifugação por 15 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi 

cuidadosamente retirado logo após, e adicionado 200 µL de etanol 80% gelado, e 

centrifugado novamente por mais 5 minutos a 13.000 rpm, esse passo foi repetido mais uma 

vez com etanol 70%. Em seguida os tubos eram colocados para secar em temperatura 

ambiente ou em uma estufa a 37Cº até não restar vestígios de etanol no tubo.   

Os produtos de PCR foram quantificados em um espectrofotômetro NanoDrop™ 

1000. Posteriormente, todos os produtos amplificados de cada gene de um dado paciente 

foram misturados para obter uma mistura equimolar de todos os amplicons do gene. Em 

seguida as misturas de todos os genes, contendo seus produtos amplificados, do mesmo 

paciente foram misturadas dando origem a uma nova mistura (mistura final). Essa mistura 

final contendo todos os genes de um dado paciente foi quantificado utilizando o Qubit® 3.0 

Fluorometer (Life Technologies) e o conjunto de reagentes Qubit® dsDNA High Sensitivity 

Assay (Invitrogen) de acordo com as recomendações do fabricante. A mistura final foi diluída 

para uma concentração de 0,2ng/5µl, e uma biblioteca foi preparada para cada mistura final, 

utilizando o conjunto de reagentes Nextera® XT DNA sample prepatarion Kit (Illumina, San 

Diego, USA) conforme especificação do fabricante. E por fim, cada mistura final foi 

diferenciada por uma combinação específica de indexe. As bibliotecas foram quantificadas 

por qPCR utilizando o Kapa quantification kit (Illumina, San Diego, USA), diluídas para 

2pM, misturadas em concentrações equimolares e aplicadas sobre a lâmina de 

sequenciamento (flow cell) para a etapa de clusterização, realizada no equipamento cBot 2 

System (Illumina, San Diego, USA). Em seguida foram sequenciadas na plataforma Illumina 

HiSeq2500 (Illumina, San Diego, USA), com leituras paired- end 2x100.  

Os resultados obtidos no sequenciamento foram convertidos no formato FastQ por 

meio do programa CASAVA (Illumina). A qualidade das leituras (reads) foram obtidas por 

meio do programa Prinseq (SCHMIEDER; EDWARDS, 2011), e as amostras que obtiverem 

um Q score menor que 20 foram excluídas das análises. As leituras de boa qualidade foram 

mapeadas utilizando o programa Burrows-Wheeler Aligner, BWA (LI; DURBIN, 2010) 

contra as regiões codificantes de cada gene, usando como referência o genoma GRCh37/hg19 

disponível no bando de dados UCSC (University of California Santa Cruz). As leituras 

(reads) duplicadas foram removidas com auxílio do Prinseq. Por meio da análise com o 

programa Genome Analysis Toolkit, GATK  (MCKENNA et al., 2010; DEPRISTO et al., 

2011; VAN DER AUWERA et al., 2013) as bases lidas foram remapeadas e recalibradas, 
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para a identificação de variantes. As SNVs (single nucleotide variation) e INDELS que 

tiverem o alelo alternativo com frequência inferior a 20% foram removidas. Todas as 

variantes com cobertura inferior a 27 vezes foram removidas, seguindo protocolos anteriores 

(DE LEENEER et al., 2011). Ao final desse processo, as tabelas geradas foram analisadas 

visualmente e, quando necessário, os arquivos “.bam” foram inspecionados visualmente 

utilizando o programa Integrated Genomics Viewer 2.3 (IGV, Broad Institute Cambridge, 

MA, USA). As variantes não descritas no banco de dados dbSNP do NCBI estão sendo 

denominadas de acordo com as instruções do Human Genome Variation Society.  

3.3. Programas de predição e critérios de patogenicidade da ACMG  

  Para todas as variantes missense encontradas foram utilizados programas de predição 

do efeito funcional que a substituição do aminoácido poderia causar na estrutura da proteína. 

O programa SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant) (Pauline e Henikoff 2003) avalia alelos 

em alterações neutras, distingui o aminoácido que está sendo trocado e a posição que ele 

ocorre, as alterações classificadas como deletérias, apresentam score ≤0,05 e as não deletérias 

apresentam score >0,05. O programa Polyphen-2 (Adzhubei et al. 2010) calcula o efeito 

funcional da variante levando em consideração dois modelos de predição (Human Div e 

Human Var), o modelo de predição Human Div calcula os efeitos baseados no Uniprot KB 

que estão relacionados com doença mendeliana, e o Human Var prediz alelos raros e análises 

de seleção natural. O programa Condel (CONsensus DELeterious score of missense 

SNVs/condel; González-Pérez et al. 2011) avalia variantes não sinônimas. As alterações 

encontradas podem ser classificadas como benignas (não afeta a proteína), possivelmente 

danosas (possivelmente afeta a estrutura ou função da proteína), provavelmente danosas (alta 

probabilidade de afetar a proteína). Para o Polyphen-2 e o Condel são gerados score, onde 

quanto mais próximo o valor gerado for de 0, maior a probabilidade de que a variante seja 

benigna e quanto mais próximo de 1, maior a probabilidade de que seja patogênica. Para o 

preditor MaxEntScan, valores negativos abaixo -1000 sugerem que a posição não é um sítio 

de splice funcional, enquanto, valores positivos sugerem um sítio de splice funcional. O 

preditor MutationTaster utiliza três modelos diferentes voltados para diferentes tipos de 

alterações, tanto para alterações não sinônimas ou intrônicas, quanto para aquelas que levam à 

substituição/inserção/deleção de um único aminoácido, em alterações mais complexas 

envolvendo mutações que introduzem um códon de parada prematuro. Todos os modelos 

foram treinados com todos os polimorfismos comuns e mutações da doença disponíveis e 

adequados. Valores próximos de 1 indicam uma alta probabilidade de que a variante analisada 
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altere a característica de uma proteína. O preditor M-Cap (Mendelian Clinically Applicable 

Pathogenicity) utiliza a combinação dos programas SIFT e Polyphrn-2 (Jagadeesh et al. 

2016). 

  O programa align-GVGD (Tavtigian et al. 2006) combina as características biofísica 

do aminoácido levando em consideração a composição, polaridade e volume, juntamente com 

o alinhamento de proteínas de múltiplas sequências de vários vertebrados visando obter 

informações sobre sequências que são conservadas, para predizer as substituições em genes de 

interesse.  É gerado uma escala (C0, C15, C25, C35, C45, C55 e C65) em que o valor C0 

ocorre em um aminoácido que não apresenta grau de conservação evolutiva sendo classificada 

como variante neutra e C65 ocorre em uma região evolutivamente conservada de 

Tetraodontidae até Homo sapiens (Tavtigian et al. 2006). Todas as variantes foram também 

submetidas ao VarSome, um site com informações de mais de 33 bilhões de variantes que 

analisa as informações sobre as variantes com base nos critérios e diretrizes do ACMG 

(American College of Medical Genetics and Genomics), que são divididas em patogênica ou 

benigna. A classificação de patogenicidade é subdividida em muito forte, forte, moderada e 

suportada, enquanto a benigna é subdivido em forte e suportada. As evidências que 

classificam as alterações como patogênicas são classificadas como (i) muito forte, (ii) forte, 

(iii) moderada ou (iv) suportada. (i) Alterações patogênicas com evidências muito fortes são 

denominadas PV1, e incluem alterações nonsense, frameshift, que ocorrem ± 1 ou 2 pares de 

base do sítio de splice e deleções. (ii) Alterações patogênicas com evidências fortes se 

subdividem em: PS1 quando há substituição de nucleotídeo considerada patogênica, PS2 

quando há mutações de novo, PS3 se comprovadas por ensaios funcionais, PS4 quando a 

frequência em indivíduos afetados é significantemente maior que em controles. (iii) 

Alterações patogênicas com evidências moderadas se subdividem em: PM1 quando 

localizadas em hotspot, PM2 quando ausentes em indivíduos controles ou com frequência 

baixa, PM3 quando variantes recessivas são detectadas em trans com variantes patogênicas, 

PM4 quando há mudanças no comprimento da proteína devido a deleções, PM5 quando são 

mutações missense não considerada patogênica. Alterações patogênicas com evidências 

suportadas se subdivididas em: PP1 quando há co-segregação em múltiplos familiares de uma 

alteração em um gene que causa doença, PP2 quando há uma variante missense em um gene 

conservado, PP3 se múltiplos programas de predição predizem que a alteração altera o 

produto do gene, PP4 se o fenótipo ou histórico familial do paciente é característico de doença 

com etiologia genética, PP5 se uma fonte confiável sugerir a patogenicidade da variante, mas 

sem evidências de ensaio funcional disponíveis para uma avaliação independente.  
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  As evidências que consideram uma alteração benigna são classificadas como (i) forte e 

(ii) suportada. (i) forte, se subdivide em BA1 se o alelo tem frequência >5% com base nos 

transcritos RefSeq & Ensembl, GnomaAD (Genome Aggregation Database) e ClinVar, BS1 

se a frequência alélica for maior que o esperado, BS2 se for observada em indivíduos 

saudáveis, BS3 se for estabelecido por ensaio funcional que não causa danos na proteína, BS4 

se não há segregação em membros afetados de uma família; (ii) suportada, que se subdivide 

em BP1 se houver variante missense em gene que causa doença, BP2 se houver variante 

observada em trans com variante patogênica, BP3 se houver deleção e inserção em região 

repetitiva sem função conhecida, BP4 se os programas computacionais sugerirem não haver 

impacto no produto do gene, BP5 quando o paciente já tem uma alteração relacionada ao 

desenvolvimento da neoplasia, BP6 se uma fonte relatar a variante como benigna mas não 

existir evidência, como ensaio funcional, para fazer uma avaliação independente, BP7 se a 

variante sinônimo for predita por programas in silico como não patogênica.  

  Além de preditas por programas in silico, todas as variantes encontradas foram 

classificadas e comparadas com dois bancos de dados: ClinVar e BIC (Breast information 

core). No banco de dados ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ClinVar/) as alterações são 

classificadas dentro de um contexto clínico associado com o fenótipo da neoplasia, como: 

benignas, provavelmente benigna, benigna/conflito de interpretação, provavelmente 

patogênicas, patogênicas, patogênicas/conflito de interpretação, VUS (variants of Uncertain 

Significance) O banco de dados do BIC (Breast information core, 

https://research.nhgri.nih.gov/) contém várias alterações em BRCA1 e BRCA2 encontradas em 

indivíduos com câncer de mama. A frequência das variantes também foi consultada no banco 

de dados projeto 1000 genoma (http://www.internationalgenome.org/) e GenomAD 

https://gnomad.broadinstitute.org/, bancos compostos por indivíduos adultos e saudáveis.  

 Para uma melhor caracterização clínica das pacientes foi utilizado os critérios 

modificados da NCCN (National Comprehensive Cancer Network, versão 1.2021.  

 

3.4. Ensaio Funcional para variante detectada em PALB2 

 As etapas descritas a seguir foram realizadas em colaboração com o Dr. Marcelo Alex 

da Divisão de Pesquisa Clínica do Instituto Nacional de Câncer. A estratégia se baseia em 

rotinas de PCR para geração de uma sequência alvo encerrando uma mutação desejada, 

baseada na rotina do kit QuickChangetm Site-Directed Mutagenesis System, desenvolvida 

pela Stratagene (Califórnia, Estados Unidos). Para a rotina de PCR foi utilizado uma 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
https://research.nhgri.nih.gov/
http://www.internationalgenome.org/
https://gnomad.broadinstitute.org/
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sequência selvagem como molde e primers parcialmente complementares, uma DNA 

polimerase de alta fidelidade e alta possessividade realiza a síntese completa do plasmídeo 

alvo com a mutação desejada (figura 3.1, etapa 1). O plasmídeo molde é então, eliminado por 

meio da ação específica da endonuclease DpnI (New England Biolabs, Massachusetts, 

Estados Unidos), que atua seletivamente em uma sequência específica de DNA quando 

metilada (5’-Gm6ATC-3’). O DNA proveniente das preparações plasmidiais com origem em 

bactérias proficientes em DNA metilases (como a cepa DH5’α de Escherichia coli utilizada 

neste trabalho) são susceptíveis a esse tipo de digestão (figura 3.1, tapa 2).  A construção 

plasmidial VP16:pPALB2 CT wt foi utilizada como molde para a geração das variantes 

localizadas na porção C-terminal de PALB2. As reações de mutagênese foram conduzidas 

utilizando iniciadores especificamente desenhados para tal e a DNA polimerase 

PrimeSTAR® Max (Clontech, Califórnia, Estados Unidos), seguindo as instruções do 

fabricante. Em seguida, os produtos das rotinas de PCR foram submetidos à ação da enzima 

de restrição DpnI, de acordo com as recomendações do fabricante. 

Após a mutagênese sítio dirigida, seguimos para os ensaios envolvendo bactérias, que foram 

realizados utilizando Escherichia coli cepa DH5’. A indução de eletrocompetência em 

bactérias foi realizada conforme descrito por Ausubel e colaboradores em 2002. 

Resumidamente, as bactérias foram cultivadas em meio LB (Luria-Bertani Broth; peptona 1% 

p/v, extrato de levedura 0,5% p/v, cloreto de sódio 0,5% p/v, todos Merck) sob constante 

agitação durante 16h a 37ºC. Em seguida, uma alíquota dessa cultura foi inoculada em meio 

SOC (peptona 2% p/v, extrato de levedura 0,5% p/v, NaCl 10mM, KCl 2,5mM, glicose 

20mM, todos Merck) e cultivada sob constante agitação a 37ºC. Seu crescimento foi 

acompanhado até que atingisse a fase exponencial (D.O.600nm de aproximadamente 0,4-0,5 

unidade). Prontamente, a cultura foi mantida em gelo por 20 minutos e, posteriormente, 

submetida a rotinas de centrifugação (2.000 xg por 15 minutos a 4ºC e desaceleração 

reduzida) e lavagem com glicerol 10% v/v (estéril e gelado) por 4 vezes. Finalmente, as 

células foram ressuspensas em glicerol 10% v/v (estéril e gelado), aliquotadas e armazenadas 

a -80ºC.  
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Figure 3.1 Representação esquemática da mutagênese sítio dirigida direta. (A) Na rotina de PCR, a 

DNA polimerase PrimeSTAR® realiza a síntese completa do plasmídeo alvo encerrando a mutação 

desejada (representados pelas linhas azul e roxo; círculos vermelhos representam a mutação desejada e 

setas azul e roxa representam os oligonucleotídeos iniciadores) (etapa 1). Na etapa 2 ocorre a 

eliminação do plasmídeo molde (selvagem) pela ação da enzima de restrição DpnI. Linhas tracejadas 

representam o plasmídeo selvagem degradado. (B) Representação do modelo de desenho dos 

iniciadores utilizados na mutagênese (a sequência em verde representa a região de sobreposição entre 

os iniciadores). Adaptado de Gomes et al. 2018.  

 

 Feito isso, as transformações bacterianas foram conduzidas pelo método de 

eletroporação (Neumann et al. 1982; Ausubel et al. 2002). Nessa etapa, as bactérias 

eletrocompetentes foram incubadas com o DNA plasmidial a ser introduzido e transferidas 

para uma cubeta apropriada para transformações bacterianas (BIO-RAD, Califórnia, Estados 

Unidos). Em seguida, foram submetidas a um pulso elétrico de 1,8kV (E = 18 kV/cm) no 

eletroporador Micro Pulser (BIO-RAD), seguindo as instruções do fabricante. Prontamente, as 

bactérias foram recuperadas em meio LB e incubadas a 37ºC por 1h. Posteriormente, elas 

foram plaqueadas em meio LB semissólido (LB + ágar 1,5% p/v) contendo antibiótico 

(ampicilina 50mg/mL) e incubadas durante 16h a 37ºC. 

 Após a incubação, o isolamento de DNA plasmidial foi conduzida pelo método de lise 

alcalina, segundo Engebrecht e colaboradores (2001). Nessa fase, as bactérias, cultivas em 

meio LB durante 16h a 37ºC sob constante agitação, foram centrifugadas (16.000 xg por 5 

minutos), ressuspensas em GTE (glicose 50mM, Tris-Cl 25mM pH 8,0, EDTA 10mM; 

contendo RNAse, todos Merck), lisadas em solução alcalina (NaOH 200mM, dodecil sulfato 

de sódio (SDS) 1% p/v, ambos Merck) e prontamente neutralizadas em solução tampão de 

acetato de potássio (ácido acético glacial 29,5mM, adição de KOH até pH 4,8; ambos Merck).   

B 
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Em seguida, o material foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 RPM, o sobrenadante 

recuperado, tratado com clorofórmio (Merck) (relação de 1:3, solvente/sobrenadante) e 

centrifugado novamente por 2 minutos a 10.000 RPM. A fase aquosa foi recuperada e tratada 

com isopropanol (Merck; relação de 0,7:1, solvente/fração aquosa) por 20 minutos a -20ºC. 

Por fim, o material foi centrifugado a 16.000 RPM por 20 minutos a 4ºC, e o DNA 

ressuspenso em água ultrapura (Milli-Q, Millipore, Darmstadt, Alemanha). Alternativamente, 

as preparações plasmidiais para rotinas de sequenciamento e transfecção de células humanas 

foram realizadas utilizando o QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Califórnia, EUA), segundo 

instruções do fabricante. 

 Todas as construções geradas foram confirmadas através de sequenciamento 

automático (método automatizado de Sanger) utilizando o conjunto de reagentes BigDye 

Terminator v. 3.1 (Thermo Fisher Scientific), segundo as instruções do fabricante. A análise 

dos produtos da rotina de sequenciamento foi conduzida na plataforma ABI 3130xl (Thermo 

Fisher Scientific). 

 

3.5. Cultivo in vitro de células humanas 

 Células humanas da linhagem HEK293FT (Thermo Fisher Scientific) foram 

cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado 

com 10% v/v de soro fetal bovino (SFB) (ambos Termo Fisher Scientific) e antibióticos 

penicilina (100U/mL) e estreptomicina (100g/mL) a 37ºC em atmosfera com 5% v/v de 

CO2. Os subcultivos para manutenção da cultura foram realizados sempre que as células 

apresentavam cerca de 80 a 95% de confluência da área de cultivo. Resumidamente, a 

monocamada foi tratada com uma solução de tripsina 0,125% p/v e EDTA 0,02% p/v, 

preparadas em PBS (Phosphatate Buffered Saline; todos Merck) até sua dissociação completa. 

Em seguida, as células foram recuperadas em meio de cultivo, centrifugadas (1.000 xg por 

5min) e semeadas em novos frascos de cultivo.  

 Todas as rotinas de transfecção foram realizadas em células humanas de linhagem 

HEK293FT utilizando o reagente polietilenimina (polímero linear, peso molecular 25.000; 

PEI 25K) (Polysciences, Inc., Warrington, Estados Unidos). Resumidamente, 24h após o 

plaqueamento celular (50.000 células/cm²), o DNA plasmidial a ser transfectado foi incubado 

com o reagente PEI 25K (relação de 3L de PEI: 1g de DNA) e meio de cultura sem SFB 

durante 30 minutos. Em seguida, essa mistura foi adicionada ao cultivo celular e, 3h depois, o 

meio de cultura das células foi substituído. 
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 Para a obtenção do extrato proteico total, as células foram dissociadas dos frascos de 

cultivo utilizando uma solução de tripsina, recuperadas em meio de cultivo e submetidas a 

rotinas de centrifugação (1.000xg por 5 minutos) e lavagem com PBS. Em seguida, elas 

foram ressuspensas em tampão mild-RIPA (NaCl 150mM, Tris 50mM pH 7,4, EDTA 1mM e 

NP40 1% v/v, todos Merck), suplementado com inibidores de proteases e fosfatases (ambos 

Merck), e incubadas por 30 minutos em banho de gelo. Por fim, os lisados foram 

centrifugados a 16.000xg por 10 minutos a 4ºC, os sobrenadantes recolhidos e armazenados a 

-80ºC. O extrato proteico total das células transfectadas foi obtido 24h após a transfecção. As 

concentrações de proteínas dos extratos celulares foram determinadas através do método 

colorimétrico descrito por Bradford (1976). Posteriormente, os extratos proteicos, 

previamente quantificados, foram diluídos em tampão de amostra Laemmli (Tris-Cl pH 6,8 

60% v/v, glicerol 30% v/v, SDS 10% v/v, 1-4-ditiotreitol (DTT) 9,3% p/v, azul de 

bromofenol 0,012% p/v, todos Merck) e desnaturados por 5 minutos a 95ºC. Em seguida, os 

extratos foram submetidos a rotinas de SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel electroforesis; 

géis 8-12%) (Laemmli et al. 1970). Ao fim da resolução, as proteínas foram transferidas para 

uma membrana Hybond PVDF (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) utilizando o 

sistema trans-blot sd semi-dry transfer cell (Bio-Rad) sob o potencial de 20V durante 2h, 

segundo as recomendações dos fabricantes. Ao fim da transferência, a membrana foi incubada 

durante 1h em T-TBS (Tris-Buffered Saline + Tween 20; NaCl 4,0% p/v, KCl 0,1% p/v, Tris-

base 1,5% p/v; pH 7,4 + Tween 20 0,1% v/v) suplementado com leite em pó desnatado 5% 

p/v (fase de bloqueio). Em seguida, a membrana foi incubada durante 18h à 4ºC na presença 

de anticorpos primários Anti-VP16 (1:100) e Anti-Gal4 (1:500), diluídos em T-TBS 

suplementado com leite desnatado 0,5% p/v. Posteriormente, ela foi lavada por 3 vezes com 

T-TBS e incubada por 1h com os anticorpos secundários (Anti-mouse (1:5000), também 

diluídos em T-TBS suplementado com leite 0,5% p/v. Ao término da incubação, a membrana 

foi lavada 3 vezes com T-TBS. Por fim, a revelação foi conduzida utilizando o Kit Amersham 

ECL Western Blotting Analysis System, seguida pela exposição da membrana ao filme 

radiográfico Amersham Hyperfilm ECL, seguindo as recomendações do fabricante (ambos 

GE Healthcare).   

3.6. Ensaio de interação PALB2-BRCA2 

 A capacidade das variantes missense de PALB2 de interagirem com BRCA1 ou BRCA2 

foi avaliada através do método de Dois Híbridos em Mamífero (M2H) (Luo et al. 1997). Esse 

ensaio é baseado na ativação da transcrição (e função) de um determinado gene repórter 
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através da interação entre as proteínas isca e presa do ensaio. Esse sistema conta com duas 

proteínas quiméricas: (1) uma proteína isca, fusionada a um domínio de ligação ao DNA 

(GAL4 DBD) e (2) uma proteína presa, fusionada a um ativador transcricional (VP16). Além 

disso, o sistema também conta com um gene repórter sob o controle de elementos responsivos 

a GAL4. Dessa forma, caso as proteínas isca e presa interajam, haverá a aproximação de 

GAL4 DBD e VP16 e, consequentemente, a transcrição do gene repórter (Figura 3.2). Neste 

trabalho, a interação entre as proteínas isca e presa foi avaliada pela atividade enzimática do 

produto do gene repórter, como descrito a seguir.      

  O plasmídeo pG5luc, que encerra a sequência codificante da enzima luciferase de 

Photinus pyralis com um promotor sob o controle de operadores de GAL4, foi utilizado como 

construção repórter do ensaio. O vetor pGR-TK, que encerra a sequência codificante da 

luciferase de Renilla reniformis controlada pelo promotor HSV TK (reconhecido por células 

humanas e constitutivamente ativo), foi utilizado como um controle interno de transfecção do 

ensaio (Figura 3.2). Para o ensaio de M2H das variantes de PALB2 localizados na região C 

terminal da proteína, foram utilizadas as construções plasmidiais pCMX GAL4:BRCA2 NT 

(produzindo a proteína de fusão BRCA2 NT-GAL4 DBD), juntamente com a construção 

pVP16-PALB2 CT (ou variantes), o plasmídeo repórter (pG5Luc) e o controle interno (pGR-

TK).   

 As células humanas da linhagem HEK293FT foram semeadas em placa de 96 poços 

(3.000 células/poço) e, 24h depois, submetidas a rotinas de transfecção utilizando os 

plasmídeos correspondentes ao ensaio em questão. A leitura do ensaio de M2H foi conduzido 

24h após a transfecção utilizando o conjunto de reagentes Dual-Luciferase® Reporter Assay 

System (Promega), seguindo as recomendações do fabricante. Resumidamente, as células 

foram tratadas com o tampão de lise e uma alíquota do lisado celular foi transferida para um 

microtubo de 1,5mL para a leitura do ensaio no luminômetro GloMax (Promega). Em cada 

amostra foi adicionado o reagente LARII® (que contém, dentre outros componentes, 

luciferina, o substrato da luciferase de P. pyralis, que é oxidado em uma reação que produz 

luz). A emissão de luz foi quantificada pelo luminômetro durante 1 segundo. Em seguida, foi 

adicionado o reagente Stop & Glo® (que interrompe a reação enzimática da luciferase de P. 

pyralis e fornece o substrato para a luciferase de R. reniformis). A emissão de luz foi 

quantificada novamente durante 1 segundo. 

 E por fim, a análise estatística dos dados foi conduzida utilizando o programa 

GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Califórnia, Estados Unidos). Foram empregados a 

análise de variância de uma via (one-way ANOVA) e o pós-teste de Dunnett (Dunnet’s post 
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hoc), comparando os resultados observados para as variantes com os da proteína selvagem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2 Esquema do ensaio de dois híbridos em mamífero. (A) A proteína isca (BRCA fusionada a 

GAL4 DBD) interage com a proteína presa (PALB2 fusionada a VP16) e promove a transcrição do 

gene repórter, luciferase. (B) Uma mutação em PALB2 (representada pelo triângulo preto) corrompe 

sua interação com BRCA2 impedindo a transcrição do gene repórter (Gomes et al. 2018). 

 

 

3.7   Fluxograma mostrando a divisão dos capítulos e as amostras utilizadas em cada um 

deles  

  Veja no fluxograma abaixo a divisão das amostras em cada capítulo, no 

capítulo 1 utilizamos duas coortes de pacientes, uma do Paraná e outra de Minas Gerais, 

seguindo para o capítulo 2, nesse capítulo o objetivo foi analisar o perfil de variantes em 

BRCA1/2. Seguindo para o capítulo 2 utilizamos somente uma coorte de pacientes com câncer 

de mama do Rio de Janeiro, nesse capítulo o objetivo foi analisar variantes germinativas em 

genes da via de recombinação homóloga em pacientes negativos para variantes patogênicas 

em BRCA1/2. E por fim, no capítulo 3 utilizamos 59 amostras pertencentes a coorte do 

capítulo 2, que são do Rio de Janeiro e acrescentamos as duas coortes do Paraná e Minas 

Gerais. 
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Figura 3.3 fluxograma mostrando a divisão das amostras e cada capítulo. 
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Abstract  

 

BRCA1 and BRCA2 genomic variant profiles differ according to the patient’s geographic 

origin or ethnic groups. Brazil is especially diverse in their genetic ancestry composition, 

which impacts directly on the distribution of variants that confer breast cancer risk along the 

country. In this study we report the pathogenic, likely pathogenic and uncertain significance 

variants profiles in BRCA1 and BRCA2 genes in two populations in Brazil, one from Paraná 

state in Southern region, and another from Minas Gerais state in Southeastern region, and 

discuss their world distribution. We identified in 94 patients, nine variants of uncertain 

significance (VUS) and two pathogenic variants (c.181T>G p.Cys61Gly, c.190T>C 

p.Cys64Arg) in BRCA1, and four VUS, one pathogenic (c.6405_6409delCTTAA 

p.Ans2135LysTer3) and one likely pathogenic variant (c.6935A>T, p.Asp2312Val) in 

BRCA2. In Southern Brazil patients, we found one likely pathogenic and three pathogenic 

variants (4.2%, BRCA1 n=2, BRCA2 n=2), different from other studies in the same region, 

probably due to a founder effect, genetic drift, and the different colonization pattern. We also 

suggest that pathogenic and likely pathogenic variants found in BRCA1 and BRCA2 in 

Brazilian patients have a European origin and were spread during the European migration and 

colonization in Brazil.  

 

Keywords: Breast cancer, genetic variants, hereditary and sporadic cancer 
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Introduction 

  BRCA1 and BRCA2 are known tumor suppressor genes, involved in DNA repair, cell-

cycle checkpoints, and maintenance of genomic stability (Roy et al. 2012; Kwong et al. 

2016). Lifetime risks of breast and ovarian cancer are as high as 65-44% in BRCA1 and 55-

18% in BRCA2 germline mutation carriers (Patel et al. 2020). As next-generation sequencing 

(NGS) panels became more approachable and less costly, increased the BRCA molecular 

screening, allowing the discovery of novel variants, especially that of uncertain significance 

(VUS), as well as a higher number of variants that still do not have a known clinical impact 

defined (Esposito et al. 2019).  

  BRCA1 and BRCA2 profiles vary according to the population geographic origin or 

ethnic group (Esposito et al. 2019). The Brazilian population are especially diverse in their 

genetic ancestry composition, which has an impact on the distribution of genetic variants that 

offer a risk for breast cancer development (Dullens et al. 2020). Therefore, cancer 

management protocols, which includes the adoption of preventive measures, must be updated 

frequently according to new findings and available resources (Zavala et al. 2019). Expand the 

molecular data in different geographic regions of Brazil is fundamental to better characterize 

BRCA variation spectrum due to populational heterogeneity, as it could improve clinical 

recommendations, treatment, and prevention of breast cancer (Yoshida 2020).  

  There are several implications for carriers of pathogenic or likely pathogenic variants 

in BRCA1/BRCA2 (Esposito et al. 2019), thus, increase the investigation on these genes, 

especially in Brazilian regions with few populational studies, can improve the identification 

and characterization of genetic alterations in families at high risk for breast cancer 

predisposition syndromes. In this study, we report the profile of pathogenic and uncertain 

significance variants in BRCA1 and BRCA2 genes in two different populations from Southern 

and Southeastern Brazil. 

 

Material and Methods  

  This study included 94 DNA samples from breast cancer patients from Paraná state in 

Southern Brazil (n=66, Centro de Oncologia de Francisco Beltrão – CEONC, Paraná), and 

Minas Gerais state in Southeastern Brazil (n=28, Fundação Cristiano Varella, Hospital de 

Câncer de Muriaé - FCV, Minas Gerais). Most patients fulfilled at least one criteria of the 

National Comprehensive Cancer Network guidelines (Version 1.2021), of these 33 had no 

family history of breast cancer. Patients’ data including personal history of cancer, tumor 

histological type, hormonal receptor status, and age at diagnosis, were obtained from clinical 
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records. Information regarding familial cancer history was obtained during interviews with 

probands (Table 4.1). This study was approved by the ethical committee of the Brazilian 

National Cancer Institute (C.A.A.E.00655812700005274). All individuals signed an informed 

consent form. 

 

Table 4.1 Clinical and pathological characteristics of breast cancer patients from Southwest 

Paraná state, Southern Brazil (n=66) and Minas Gerais state, Southeastern Brazil (n=28), with 

or without of family history of breast, ovarian, prostate, and pancreatic cancer. 

 

Patients - Southern Brazil n % Patients - Southeastern Brazil  n % 

Breast cancer 66 100 Breast cancer 28 100 

Family history   Family history   

Yes  33 66 Yes  28 100 

No  33 66 No  0 0 

Age ate diagnosis Age ate diagnosis   

≤ 50 yeas 22 33 ≤ 50 yeas  12 42 

≥50 yeas  44 66 ≥ 50 yeas 16 57 

Histology Histology   

Invasive ductal carcinoma  65 98 Invasive ductal carcinoma  24 85 

Ductal carcinoma in situ 1 1.5 Ductal carcinoma in situ 3 10.7 

Invasive lobular carcinoma 0 0 Invasive lobular carcinoma 1 3.5 

Subtype molecular  Subtype molecular    

Luminal A 21 32 Luminal A 8 28 

Luminal B 21 32 Luminal B 14 50 

Triple Negative 16 24 Triple Negative 4 14 

Her2+ 5 7.5 Her2+ 2 7.1 

No provided 3 4.5 No provided 0 0 

 

 

Sample Preparation, Sequencing and variant detection  

  Genomic DNA was isolated from whole blood using AllPrep DNA/RNA Mini kit 

reagent set (QIAGEN) following the manufacturer's recommendations. Multiplex PCR-based 

assays were performed as previously described (Gomes et al. 2021), purified using PureLink 

PCR purification kit (ThermoFisher), and quantified by Qubit fluorimeter (Life 

Technologies). Purified products were pooled using a rough normalization of base pair counts 

per multiplex PCR. Sequencing libraries were prepared using Nextera XT DNA kit 

(Illumina).  

  Sequencing was performed in two independent runs, with a paired-end (150bp dual-

indexing) methodology on HiSeq2500 System (Illumina). For FASTA filtering, reads were 

discarded when the median coverage quality, measured by Phred quality score (Q30), was 

below Q30. Reads were aligned against the human reference sequence GRCh37. Sequencing 
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alignment was performed using Burrows-Wheeler Alignment (BWA) with default parameters. 

Base quality score recalibration, indel realignment and variant calling were performed using 

the Genome Analysis Toolkit v4.1 (GATK, Broad Institute) pipeline. Populational frequency 

of each variant was retrieved from the Genome Aggregation Database (gnomAD v2.1.1) 

(https://gnomad.broadinstitute.org/). Variants were reported only if coverage depth was > 26× 

and if the variant allele was present in > 20% of the reads, based on a theoretical model 

proposed (de Leeneer et al. 2011). Sequence variants were annotated using Variant Effect 

Prediction (McLaren et al. 2016).  

 

Nomenclature, in silico analysis and variant classification  

  The genetic variants were described according to The Human Genome Variation 

Society (HGVS) guidelines (den Dunnen et al. 2016), and classified in accordance with the 

American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (Richards et al. 2015) in 

association with ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) and VarSome variant search 

engine (Meyer et al. 2018). Protein truncating variants (PTVs) were defined as nonsense or 

frameshift. We used The Improved Splice Site Detection in Genie (Reese et al. 1997) and 

MaxEntScan (MES) algorithm (Yeo and Burge 2004) to predict splicing-induced alteration 

for all variants, by adding the PP3 criterion (e.g., multiple lines of computational evidence 

support a deleterious effect on the gene or gene product: conservation, evolutionary, splicing 

impact) of ACMG guidelines to the final classification of pathogenicity, or by adding to the 

number of in silico tools with deleterious/benign prediction of missense variants. 

  Missense variants classified as VUS and with Minor Allele Frequency (MAF) <0.01 at 

gnomAD (rare variants) were submitted to other five in silico prediction tools to estimate their 

potential pathogenicity: (i) M-CAP (Mendelian Clinically Applicable Pathogenicity), (ii) 

SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant), (iii) PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2), 

(iv) MutationTaster, and (v) Align-GVGD (values of C45 or higher were considered as 

deleterious). Missense variants were defined as “potentially damaging” when predicted 

deleterious by >3 tools, or as “potentially benign” when predicted benign by >3 tools, and 

PP3 (e.g., multiple lines of computational evidence support a deleterious effect on the gene or 

gene product: conservation, evolutionary, splicing impact) criteria of ACMG guidelines were 

added to their final classification of pathogenicity. All variants classified as pathogenic or 

likely pathogenic, according to the ACMG guidelines, were confirmed by Sanger sequencing. 
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Results  

  The average depth of coverage was 1174-fold, and more than 70% of the target bases 

were covered >26-fold (all exonic bases and at least 6 base pairs of intronic sequences at 

intron/exon junctions). We detected 40 BRCA1 variants (20 missenses, 8 synonymous, 12 

non-coding variants), among them we identified 37 benign, nine VUS and two pathogenic 

c.181T>G (p.Cys61Gly), and c.190T>C (p.Cys64Arg) (SI1, table 4.2). The BRCA1 

pathogenetic variants of patients with family history are localized in the functional domains of 

the gene (Fig.4.1). Two BRCA1 VUS c.5411T>C (p.Met1804Thr), c.3659A>G 

(p.Arp1220Gly) of patients with family history are localized inside the functional domain, and 

one was found outside this domain c.3660 T>G (p.Asp1220Glu) (Fig.4.1).  

 

Figure 4.1 Schematic representation of main functional domains of the BRCA1 and BRCA2 

protein with localization of the variants detected. Dashed lines represent the boundaries 

between exons and numbers represent the 24 exons for BRCA1 and 27 exons for BRCA2. N= 

N Terminal, C= C terminal.  

 

  We identified the BRCA1 pathogenic variant c.181T>G (p.Cys61Gly), in a proband 

and 10 relatives, and the BRCA1 pathogenic variant c.190T>C (p.Cys64Arg) in another 

proband and eight relatives (Fig.4.2 and 4.3). The global geographic distribution of BRCA1 

pathogenic variants herein detected are available in figure 4.4. 
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Figure 4.2 Pedigree of the patient carrying BRCA1 p.Cys61Gly variant, showing individuals positive or negative for the mutation. The proband is 

indicate with an arrow, circles indicate females, squares males, slashes death, and blue circles individuals with breast cancer. Red triangles 

represent individuals positive for the presence of the variant and gray triangles represent individuals negative for the presence of the variant. 

 

 

Figure 4.3 Pedigree of a family carrying BRCA1 p.Cys64Arg variant showing individuals positive or negative for the mutation. Proband is 

indicate with an arrow. Circles indicate females, squares males, slashes death, gray circle individual with uterine cancer, and blue circles 

individuals with breast cancer. Red triangles represent individuals positive for the presence of the variant and gray triangles represent individuals 

negative for the presence of the variant. 
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  We identified 62 BRCA2 variants (21 missense, 18 synonymous, one deletion, two in 

5’UTR region, 20 non-coding), being 56 benign, five VUS, one pathogenic, and one likely-

pathogenic. The pathogenic variant c.6405_6409delCTTAA (p.Ans2135LysTer3) is located 

in the RAD51 interaction domain, and the VUS c.9101A>G (p.Gln3034Arg) and the likely 

pathogenic variant c.6935A>T, (p.Asp2312Val), in the DNA binding domains (Table 4.2, 

fig.4.1). The global geographic distribution of BRCA2 pathogenic variants herein detected are 

available in figure 4.4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.4 World records (red dots) of the pathogenic variants found in BRCA1 and BRCA2 

genes in Southwestern Paraná population (red and white dots). 
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Table 4.2 Profile of germline variants in BRCA1/2 positive patients that meeting or not meeting NCCN (version 1.2121) criteria for genetic 

testing, indicating pathogenic (P), conflicting, and variants uncertain significance (VUS). The table shows the identification of the variants 

(dbSNP ID), the nomenclature according to the Human Genome Variation Society (HGVS), frequency of variants according to GenomAD 

databe, the classification of the variants according to the ClinVar databases (ClinVar), and the American Collage of Medical Genetics and 

Genomics and the association for molecular pathology (ACMG) with ACMG’s variant classification recommendations. All patients had 

unilateral breast cancer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lege

nda: Criteria for clinical classification of variants: PM1= variant located in functional domain of the gene or hot spot, PM2= absent or extremely 

low frequency in controls or population banks, PP3= several lines of computational evidence show a deleterious effect on the gene (conservation, 

evolution, altered splicing), PM5= missense variant present at an amino acid residue where a different missense has already been classified as 

pathogenic, PP5= reliable source reports the variant as pathogenic, BP4= several lines of computational evidence suggest no impact n the gene, 

PVS1= nonsense, frameshift, splicing sites in genes where loss of function is a known disease mechanism.  Hystologic type: IDC= invasive 

ductal carcinoma, DCIS= ductal carcinoma in situ. Molecular subtype (Mol.Sub): LA= Luminal A, LB= Luminal B, TN= Tripe Negative, 

HER2+= Human Epidermal Growth Factor Receptor Type 2. 

dbSNP ID HGVS 
Classification Criteria  Clinical features 

Age Mol.Sub histologic NCCN GenomAD ClinVar Criteria ACMG ACMG 

B 

R 

C 

A 

1 

rs55808233 c.5411T>C p.Met1804Thr 29 LB IDC Yes 1.19E-04 Conflicting PM1, PM2, PP3 VUS 

rs28897672 
c.181T>G p.Cys61Gly  sul 

49 
51 LB IDC Yes 3.19E-05 P 

PM1, PM2, PM5, PP3, 

PP5 
P 

rs766572561 c.3659A>G p.Arg1220Gly 56 LA IDC Yes 3.18E-05 VUS PM1, PM2, PP3 VUS 

rs80357064 
c.190T>C p.Cys64Arg sul 

243 
52 TN IDC Yes 1.20E-05 P 

PM1, PP5, PM2, PM5, 

PP3 
P 

Without  c.3660 T>G p.Asp1220Glu 50 LA IDC Yes Na VUS PM2 VUS 

B 

R 

C 

A 

2 

rs80359164 c.9101A>G p.Gln3034Arg 60 LA IDC No 1.20E-05 VUS PM2, BP4 VUS 

rs80359584 

c.6405_6409delCTTAA 

p.Ans2135LysTer3 -sul 82 
43 - IDC Yes 4.16E-05 P PVS1, PM2, PP5 P 

rs80358916 
c.6935A>T p.Asp2312Val 

sul 80 
62 HER2+ DCIS No 

Na 
Conflicting PM2, PP3 LP 
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Discussion 

  We found a slighter different frequency of variants in Southern Brazil/ Paraná state 

patients (4.2%, BRCA1 n=2 and BRCA2 n=2) in relation to another study with patients from 

Southern Brazil, in Rio Grande do Sul state (3.5%, BRCA1 n=6 and BRCA2 n=2; Alemar et 

al. 2016). Whereas in this latter study the Ashkenazi Jewish founder mutations c.5266dupC 

was found, another study in the same state and region did not found this pathogenic variant 

(Dillenburg et al. 2012), which could be due to patient selection criteria, strong gene drift or 

admixture between populations. Additionally, a third study in Rio Grande do Sul state (Ewald 

et al. 2016) found a lower frequency of BRCA variant (1.4%, BRCA1 n=2 and BRCA2 n=3), 

and two variants, c.547+240_5193+178del and c.4675+467_5075-990del, not identify in our 

and other studies (Dillenburg et al. 2012; Alemar et al. 2016). This picture showed the genetic 

diversity in Southern Brazil, probably related to the regional colonization patterns, as the 

Brazilian population is genetically heterogeneous due to five centuries of admixture between 

Amerindians, Europeans, and Africans. The prevalence of matrilineal lineages differs among 

Brazilian regions, in the South region European haplogroups are more frequent (66%), in the 

Amazonian region the Amerindian (54%), and in the Northeast region the African ancestry 

(44%; Pena et al. 2011). Specifically, from 1943 onwards, the region of Paraná state, where 

Francisco Beltrão is localized, was colonized by agricultural colonies composed mainly of 

Italian and German descendants, but also by Poles (Serova et al. 1997; Fernandes et al. 2016; 

Brasil et al. 2017; Casaril 2017; Rizzarda 2018).  

  The missense BRCA1 pathogenic variant c.181T>G (p.Cys61Gly) that we found in 

one patient from southwest Paraná, segregates in family members with breast cancer (Figure 

2). The pathogenicity of the missense pathogenic variant c.181T>G (p.Cys61Gly) is related to 

loss of protein function, as it affects the RING domain of BRCA1 and disrupts its interaction 

with BARD1, and has already been found segregating in European families with breast cancer 

(Wu et al. 1996; Humphrey et al. 1997; Brzovic et al. 1998). This variant is a founder 

mutation, originated after the radioactive accident in Chernobyl in 1986 (Håkansson et al. 

1997; Bergthorsson et al. 2001; Pukkala et al. 2006; Elsakov et al. 2010; Bogdanova et al. 

2010; Strom et al. 2015). It was reported in a single Brazilian patient from Southeastern 

Brazil, without information about the patient's ascendency (Carraro et al. 2013), Chile (Jara et 

al. 2004) and in North America (Castilla et al. 1994; Friedman et al. 1994; Merajver et al. 

1995; Serova et al. 1996; Jara et al. 2004; Zhang et al. 2011; Rummel et al. 2013; Pearlman et 

al. 2017; Brand et al. 2018). This BRCA1 pathogenic variant (c.181T>G p.Cys61Gly) is 

considered of European origin, being widespread and common in the European population 
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(Johannsson et al. 1996; Wagner et al. 1998; Csokay et al. 1999; Grzybowska et al. 2000; 

Steinmann et al. 2001; Meyer et al. 2003; Perkowska et al. 2003; Foretova et al. 2004; 

Pohlreich et al. 2005; Górski 2006; Machackova et al. 2008; Cherbal et al. 2010; Elsakov et 

al. 2010; Negura et al. 2010; Bogdanova et al. 2010; Uglanitsa et al. 2010; Szwiec et al. 2015; 

Wojcik et al. 2016; Gabaldó Barrios et al. 2017; Lener et al. 2017; Tedaldi et al. 2017; 

Jakimovska et al. 2018; Kluz et al. 2018; Kowalik et al. 2018; Figure 4.4). Therefore, we 

assume that the mutation c.181T>G (p.Cys61Gly) found in the proband (Figure 4.2) is related 

to the Polish origin of her family, as Poland is a neighbor country of Ukraine, where the 

Chernobyl Nuclear Power Plant accident occurred. 

  The missense BRCA1 pathogenic variant c.190T>C (p.Cys64Arg), that we found in 

one Brazilian patient from southwest Paraná state with European ancestry, was first described 

in an African American patient diagnosed with early-onset breast and ovarian cancer (Castilla 

et al. 1994). The pathogenicity of the missense variant c.190T>C (p.Cys64Arg), found in a 

European patient, is related to the loss of the RING domain interaction of BRCA1 with 

BARD1 (Wu et al. 1996). According to the Ensembl database, it was reported in African 

American descents, in one Southeast Brazilian patient without ancestry information 

(Fernandes et al. 2016), European descendants from the Western United States (Serova-

Sinilnikova et al. 1997), Asia (Nakamura et al. 2015; Park et al. 2017; Li et al. 2018; Wen et 

al. 2018; Deng et al. 2019), and Europe (Aretini et al. 2003; Marchina et al. 2010; Caleca et 

al. 2014; Foo et al. 2017). Interestingly, there is evidence of this variant in the Asia, Europe, 

North and South America, but not in Africa (Fig. 4.4).  

  The BRCA2 pathogenic variant c.6405_6409delCTTAA (p.Ans2135LysTer3), herein 

detected in one patient from southwestern Paraná state, is located in the functional domain of 

this gene, and it is predicted as pathogenic by five in silico prediction software’s (table 4.2). 

The variant c.6405_6409delCTTAA (p.Ans2135LysTer3) is a five-nucleotide deletion that 

modifies the reading frame of the gene, generating a termination codon at position 3 (Kote-

Jarai et al. 2011). Since it is also located in the functional domain of BRCA2, a region that 

interacts with RAD5D (Biswas et al. 2012), it is likely to affect the interaction between the 

genes. Although it was already described in patients from Asia (Momozawa et al. 2018), it is 

more common in European countries (Machackova et al. 2008; Kote-Jarai et al. 2011; de Juan 

et al. 2015; Meisel et al. 2017; Figure 4). The BRCA2 likely-pathogenic variant c.6935A>T 

(p.Asp2312Val), herein detected in one patient in southwestern Paraná state, was classified by 

several ACMG criteria with a high probability to be pathogenic and causes an amino acid 

exchange in the functional domain of BRCA2, the DNA recognition region, affecting the 



 

33 

 

functionality of the gene (Biswas et al. 2012).  It was already reported in the European 

population with cancer (Brandão et al. 2011; Trujillano et al. 2015) (Figure 4).  

  Furthermore, we detected three missense variants of uncertain significance in BRCA1, 

each of them only in one patient with a strong family history of cancer from the southwestern 

Paraná population. The first variant of uncertain significance and missense c.3659A>G 

(p.Arg1220Gly) is located in the functional domain of BRCA1 that interacts with PALB2, 

possibly affecting gene functionality, but is not classified as pathogenic. Although further 

functional studies are needed to investigate the exact role of c.3659A>G variant, we 

recommend being careful during clinical and genetic counselling of this mutation carriers.    

 The second variant of uncertain significance in BRCA1 c.5411T>C (p.Met1804Thr) is 

located in the functional domain of BRCA1, which interacts with PALB2, however, there are 

not yet enough reports in the literature showing the pathogenicity of this variant. In the 

present study it was detected in a 29-year-old patient with a family history of breast cancer, 

luminal B molecular subtype, and invasive ductal carcinoma. It is known that variants located 

in the functional domain of PALB2, which interacts with other genes can prevent the 

interaction between PALB2-BRCA1 and RAD51 (Nepomuceno et al. 2020). And the third 

variant detected in BRCA1 c.3660 T>G (p.Asp1220Glu) is located in exon ten of the gene, so 

far it is a variant of uncertain significance, and there is no information in the literature about 

this variant. Further studies such as functional assays, segregation analysis among family 

members will be needed to observe a possible association.   

  In BRCA2 we found only one variant of uncertain significance c.9101A>G 

(p.Gln3034Arg), which was first described in a 43-year-old fallopian tube cancer patient with 

a low family history. This variant is present in exon 23 of BRCA2, and the nucleotide change 

causes the loss of a highly conserved amino acid residue and is expected to cause a major 

change in the structure of BRCA2 (Baudi et al. 2003). In the present study the variant is being 

reported for the second time in a 60-year-old breast cancer patient with no family history. 

Given this picture, there is still insufficient data to clarify the clinical relationship of this 

variant with the neoplasm. 
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Supplementary material  

SI.1 List of variants in BRCA1 and BRCA2 genes, with identification (Id-dbSNP), transcript 

position (cDNA), protein, function, classification in ClinVar/Varsome, and number of 

Brazilian patients from Southeastern region in Minas Gerais state (MG), and from Southern 

region in Paraná state (PR).  

Gene  Id-dbSNP cDNA Protein  Function   
Varsome/ 

ClinVar 
Nº patient  

BRCA2 rs206075 c.4563A>G P.Leu1521 Synonymous Benign MG 33 

BRCA2 rs1801426 c.10234A>G p.Ile3412Val Missense Benign MG 2 

BRCA2 rs1060915 c.4308T>C p.Ser1436 Synonymous Benign MG 21 

BRCA2 rs11571622 c.516+21A>T - Intronic Benign MG 1 

BRCA2 rs11571623 c.517-19C>T - Intronic Benign MG 1 

BRCA2 rs11571642 c.1788T>C p.Asp596 Synonymous Benign MG 1 

BRCA2 rs11571651 c.1910-51G>T - Intronic Benign MG 1 

BRCA2 rs11571707 c.7469T>C p.Ile2490Thr Missense Benign MG 1 

BRCA2 rs11571744 c.8487+47C>T - Intronic Benign MG 1 

BRCA2 rs11571769 c.8851G>A p.Ala2951Thr Missense Benign MG 1 

BRCA2 rs144848 c.1114A>C p.Asn372His Missense Benign MG 22 

BRCA2 rs144862123 c.2926T>A p.Ser976Thr Missense Benign MG 1 

BRCA2 rs169547 c.7397T>C p.Val2466Ala Missense Benign MG 37 

BRCA2 rs1799943 c.-26G>A - 5’UTR Benign MG 8 

BRCA2 rs1799944 c.2971A>G p.Asn991Asp Missense  Benign MG 1 

BRCA2 rs1799955 c.7242A>G p.Ser2414 Synonymous Benign MG 10 

BRCA2 rs1801406 c.3396A>G p.Lys1132 Synonymous Benign MG 10 

BRCA2 rs1801426 c.10234A>G p.Ile3412Val Missense Benign MG 2 

BRCA2 rs1801499 c.2229T>C p.His743 Synonymous Benign MG 1 
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Gene  Id-dbSNP cDNA Protein  Function   
Varsome/ 

ClinVar 
Nº patient  

BRCA2 rs206076 c.6513G>C p.Val2171 Synonymous Benign MG37 

BRCA2 rs2126042 c.681+56C>T  Intronic Benign MG 4 

BRCA2 rs2320236 c.1910-74T>C  Intronic Benign MG 4 

BRCA2 rs11571657 c.5640T>G p.Asn1880Lys Missense Benign MG 1 

BRCA2 rs1801439 c.1365A>G p.Ser455 Synonymous Benign MG 1 

BRCA2 rs4942486 c.8755-66T>C  Intronic Benign MG 4 

BRCA2 rs4987117 c.5744C>T p.Thr1915Met Missense Benign MG 1 

BRCA2 rs543304 c.3807T>C p.Vall1269 Synonymous Benign MG 15 

BRCA2 rs9534262 c.7806-14T>C  Intronic Benign MG 19 

BRCA2 rs766173 c.865A>C p.Asn289His Missense Benign MG 1 

BRCA2 rs81002830 c.68-7T>A  Intronic Benign MG 1 

BRCA2 rs9595456 c.9257-83G>A  Intronic Benign MG6 

BRCA1 rs3092995 c.*36C>G  3’UTR Benign MG 2 

BRCA1 rs16940 c.4563A>G p.Leu771 Synonymous Benign MG 21 

BRCA1 rs16941 c.3113A>G p.Glu1038Gly Missense Benign MG 19 

BRCA1 rs16942 c.3548A>G p.Lys1183Arg Missense Benign MG 20 

BRCA1 rs1799949 c.2082C>T p.Ser694 Synonymous Benign MG 22 

BRCA1 rs1799950 c.1067A>G p.Gln356Arg Missense Benign MG 3 

BRCA1 rs1799966 c.4900A>G p.Ser1634Gly Missense Benign MG 2 

BRCA1 rs192655097 c.2458A>G p.Lys820Glu Missense Benign MG 1 

BRCA1 rs3765640 c.-18-115T>C - Intronic Benign MG 1 

BRCA1 rs4986850 c.2077G>A p.Asp693Asn Missense Benign MG 6 

BRCA1 rs4986852 c.3119G>A p.Ser1040Asn Missense Benign MG 1 

BRCA1 rs55808233 c.5411T>C p.Met1808Thr Missense VUS MG 1 

BRCA1 rs754597283 c.3238T>C p.Leu1080= Synonymous VUS MG 1 

BRCA1 rs799923 c.442-34C>T - Intronic Benign MG 12 

BRCA1 rs80358111 c.4424-13C>T - Intronic Benign MG 1 

BRCA1 rs8176128 c.212+23T>A - Intronic Benign MG 2 

BRCA1 rs3092994 c.5152+66G>A - Intronic Benign  PR 24 

BRCA1 rs1799966 c.4837A>G p.Ser1613Cys Missense Benign PR 25 

BRCA1 rs1060915 c.4308T>C p.Ser1436 Synonymous Benign  PR 24 

BRCA1 rs16942 c.3548A>G p.Lys1183Arg Missense Benign  PR 23 

BRCA1 rs1799967 c.4956G>A p.Met1652lle Missense Benign  PR 2 

BRCA1 rs1800709 c.2521C>T p.Arg841Trp Missense Benign  PR 1 

BRCA1 rs1801406 c.3396A>G p.Lys1132 Synonymous Benign  PR 18 

BRCA1 rs28897689 c.4039A>G p.Arg1347Gly Missense Benign PR 1 

BRCA1 rs4986850 c.2077G>A p.Asp693Asn Missense Benign  PR 6 

BRCA1 rs4986852 c.3119G>A p.Ser1040Asn Missense Benign  PR 3 

BRCA1 without  c.670+36A>G - Intronic VUS PR 6 

BRCA1 without  c.3660T>G p.Asp1220Glu Missense VUS PR 2 

BRCA1 without  c.670+37A>G - Intronic VUS PR 1 

BRCA1 without  c.213-232A>C - Intronic VUS PR 1 

BRCA1 rs16940 c.2311T>C p.Leu771 Synonymous Benign  PR 24 

BRCA1 rs16941 c.3113A>G p.Glu1038Ala p.Glu1038Gly Missense Benign PR 24 

BRCA1 rs1799949 c.2082C>T p.Ser694 Synonymous Benign  PR 24 

BRCA1 rs1799950 c.1067A>G p.Gln356Arg Missense Benign  PR 8 

BRCA1 rs189352191 c.212+253G>A - Intronic VUS PR 2 

BRCA1 rs28897672 c.181T>G p.Cys61Gly 413 Missense Pathogenic PR 1 

BRCA1 rs766572561 c.3659A>G p.Asp1220Gly Missense VUS PR 1 

BRCA1 rs799912 c.213-161A>G - Intronic Benign  PR 23 

BRCA1 rs799917 c.2612C>T p.Pro871Arg Synonymous VUS PR 25 

BRCA1 rs799923 c.442-34C>T - Intronic Benign  PR 12 

BRCA1 rs80356927 c.2584A>G p.Lys862Glu Missense Benign  PR 1 

BRCA1 rs8176130 c.212+430G>A - Intronic Benign  PR 23 

BRCA1 rs8176133 c.213-485T>G - Intronic Benign  PR 25 

BRCA2 rs538947930 c.67+58A>G - Intronic Benign  PR 17 

BRCA2 rs2126042 c.681+56C>T/G - Intronic Benign PR 13 

BRCA2 rs206073 c.793+98G>A - Intronic Benign  PR 42 
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Gene  Id-dbSNP cDNA Protein  Function   
Varsome/ 

ClinVar 
Nº patient  

BRCA2 rs206076 c.6513G>C p.val2171 Synonymous Benign PR 42 

BRCA2 rs206080 c.6938-120T>C - Intronic Benign PR 42 

BRCA2 rs169547 c.7397C>T p.Ala2466Val Missense Benign PR 42 

BRCA2 rs4942486 c.8755-66T>C - Intronic Benign  PR 14 

BRCA2 rs11571747 c.8567A>C p.Glu2856Ala Missense Benign PR 1 

BRCA2 rs1801406 c.3396A>G p.Lys1132Asn Synonymous Benign  PR 18 

BRCA2 rs4987047 c.8830A>T p.lle2944Phe Missense Benign  PR 1 

BRCA2 rs4987117 c.5744C>T p.Thr1915Met Missense Benign  PR 1 

BRCA2 without c.7617+51A>C - Intronic VUS PR 1 

BRCA2 without c.7617+53T>G - Intronic VUS PR 1 

BRCA2 without c.9705C>A p.Ala3235 Synonymous VUS PR 1 

BRCA2 without c.4587G>T p.Gly1529 Synonymous VUS PR 1 

BRCA2 rs11147489 c.7435+53C>T - Intronic Benign  PR 3 

BRCA2 rs11571769 c.8851G>A p.Ala2951Thr Missense Benign  PR 3 

BRCA2 rs144848 c.1114A>C p.His372Asn Missense Benign  PR 15 

BRCA2 rs1799943 c.-26G>A - 5’UTR Benign  PR 18 

BRCA2 rs1799944 c.2971A>G p.Asn991Asp Missense Benign  PR 4 

BRCA2 rs1799955 c.7242A>G p.Ser2414 Synonymous Benign  PR 12 

BRCA2 rs1801426 c.10234A>G p.lle3412Val Missense Benign  PR 2 

BRCA2 rs1801439 c.1365A>G p.Ser455 Synonymous Benign  PR 5 

BRCA2 rs206075 c.4563A>G p.Leu1521 Synonymous Benign  PR 30 

BRCA2 rs28897724 c.4068G>A p.Leu1356 Synonymous Benign  PR 1 

BRCA2 rs543304 c.3807T>C p.Val1269 Synonymous Benign  PR 12 

BRCA2 rs766173 c.865A>C p.Asn289Asp Missense Benign PR 5 

BRCA2 rs80359164 c.9101A>G p.Gln3034Arg Missense VUS PR 1 

BRCA2 rs9534262 c.7806-14T>C - Intronic Benign  PR32 

BRCA2 rs9595456 c.9257-83G>A - Intronic Benign  PR 1 
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5. Capítulo 2. Prevalence of germline variants in consensus moderate-to-high-risk 

predisposition genes to hereditary breast and ovarian cancer in BRCA1/2-negative Brazilian 

patients.  
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Supplementary Table 1 Overall characteristics of non-coding VUS predicted as deleterious. 

Gene # dbSNP ID HGVS nomenclature 
ACMG 

criteria 

ClinVar 

classification 

Predictive algorithm   gnomAD Receptor status Cancer history² (Age at diagnosis) 

HSF MES  ER PR HER2 Personal  Familial 

ATM 

2 rs528576554 c.1607+112A>G PM2, PP3  Benign +77.61 -49.21 1.72e-03 

na na na BOC (28) Third-degree: GIST (na), BC (70) 

+ + + UBC (49) First-degree: BC (47), BC (50) 

2 rs186571773 c.1802+350G>A PM2, PP3  na +60.67 -223.48 7.65e-04 

na na na UBC (49) Second-degree: BC (45), BC (49), BC (na), GIST (82) 

+ + - UBC (51) 

First-degree: Skin cancer (49).  

Second-degree: Pancreatic cancer (84), thyroid cancer 

(70), GIST (na), GIST (90) 

Third-degree: PrCa (na) 

1 rs56112367 c.2921+19dup PM2, PP3  na -88.54 +149.67 7.05e-04 - - + UBC/OC (33) Second-degree: BC (49), Third degree: BC (na) 

1 rs137911551 c.3078-265T>G PM2, PP3  na +56.81 +275  7.96e-04 + + - UBC (39) First-degree: PrCa (45), Second-degree: BC (35) 

3 rs138963508 c.8011-234C>A PM2, PP3  na +57.06 +872.83 5.99e-03 

- - + UBC (46) 
First-degree: BC (34), Pancreas cancer (na) 

Second-degree: PrCa (65), metastatic cancer (na) 

+ + - UBC (64) Second-degree: BC (80)  

- - - UBC (32) na 

CDH1 1 na c.832+291_832+292insTAGG PM2, PP3 na +81.09 -364.06 na na na na UBC (38) First-degree: BBC (40), Second-degree: PrCa (97) 

PALB2 1 rs1444711587 c.2835-369C>T PP3 na +47.16 +188.32 5.80e-04 + - na UBC (32) First-degree: BC (48), gastric cancer (50) 

Abbreviations: # - Number of probands; gnomAD – Allele frequency at gnomAD database. ER – Estrogen receptor; PR – Progesterone receptor; HER2 – Human Epidermal Growth Factor Receptor-type 2; na – Not available; 

BC – Breast cancer. UBC – Unilateral breast cancer. BBC – Bilateral breast cancer. PrCa – Prostate cancer. OC – Ovarian cancer. BOC – Bilateral ovarian cancer. GIST – Gastrointestinal cancer. ²Lung cancer and cervix 

cancer were not included. 
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Supplementary Table 2 VUS detected in this study. 

Gene dbSNP  HGVS nomenclature  gnomAD Consequence SIFT PolyPhen 
Align-

GVGD 
MutationTaster M-CAP HSF MES 

ATM rs56112367 c.2921+19dup 1.0e-03 Intronic na na na na na -88.54 +149.67 

ATM na c.8170C>A p.Gln2724Lys na Missense Deleterious 
Probably 

damaging 
C45 Disease causing 

Possibly 

Pathogenic 
-0.81 na 

ATM rs1479478300 c.149A>G p.Lys50Arg 7.97e-06 Missense Tolerated Benign C0 Polymorphism Likely benign +50.43 na 

ATM rs35963548 c.1595G>A p.Cys532Tyr 2.45e-04 Missense Deleterious Benign C0 Disease causing 
Possibly 

Pathogenic 
+0.08 na 

ATM rs201780199 c.3256C>G p.Arg1086Cys 3.19e-05 Missense Deleterious Benign C0 Disease causing 
Possibly 

Pathogenic 
+0.63 -2.05 

ATM rs34325032 c.1236-4_1236-3del 1.05e-02 Intronic na na na na na na na 

ATM rs768748099 c.497-5_497-4del 7.65e-04 Intronic na na na na na na na 

ATM rs763451341 c.6347+19_6347+20del na Intronic na na na na na na na 

ATM rs763451341 c.6347+30_6347+31del 1.37e-04 Intronic na na na na na na na 

ATM rs556778314 c.6975G>A p.Ala2325Ala 1.19e-05  Synonymous na na na na na  +56.48 -171.39 

ATM rs730881383 c.7375C>G p. Arg2459Gly 3.54e-05 Missense Deleterious 
Probably 

damaging 
C65 Disease causing 

Possibly 

Pathogenic 
+15.98 +170.27  

ATM rs746351323 c.8800A>G p.Thr2934Ala 7.96e-06 Missense Deleterious 
Probably 

damaging 
C55 Disease causing 

Possibly 

Pathogenic 
+76.75 na 

ATM rs745427727 c.2922-22_2922-20del na Intronic na na na na na na -1.17 

ATM rs140641762 c.5352C>T p.Asn1784Asn 3.55e-05 Synonymous na na na na 
Possibly 

Pathogenic 
+2.3 na 

ATM rs528576554 c.1607+112A>G 1.72e-03 Intronic na na na na na +77.61 -49.21 

ATM rs186571773 c.1802+350G>A 7.65e-04 Intronic na na na na na +60.67 -223.48 

ATM rs137911551 c.3078-265T>G 7.96e-04 Intronic na na na na na +56.81 +275  

ATM rs138963508 c.8011-234C>A 5.99e-03 Intronic na na na na na +57.06 +872.83 

ATM rs567060474 c.6820G>A p.Ala2274Thr 9.21e-05 Missense Deleterious 
Probably 

damaging 
C55 Disease causing 

Possibly 

Pathogenic 
-0.22 na 

ATM rs527558552 c.2250+503G>T 3.19e-05 Intronic na na na na na na na 
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ATM rs373116929 c.3577-28T>G 4.02e-05 Intronic na na na na na +155.15 na 

ATM na c.4109+372del na Intronic na na na na na na na 

ATM na c.4109+628G>A na Intronic na na na na na +65.24 na 

ATM na c.4109+629G>A na Intronic na na na na na -16.28 na 

ATM na c.4109+630_4109+631del na Intronic na na na na na na na 

ATM na c.4109+631T>A na Intronic na na na na na na na 

ATM na c.4110-307C>G na Intronic na na na na na +59.25 na 

ATM rs202068074 c.4110-374_4110-371del 5.94e-03 Intronic na na na na na na na 

ATM rs77033857 c.4110-473T>C 4.94e-04 Intronic na na na na na na na 

ATM na c.4110-630_4110-629insAT na Intronic na na na na na -71.77 na 

ATM na c.4110-630C>T na Intronic na na na na na na na 

ATM na c.4436+83G>A na Intronic na na na na na na na 

ATM na 
c.4776+130_4776+131insTG

TGCCTGGCCTACGT 
na Intronic na na na na na na na 

ATM rs774000640 c.5762+56T>C na Intronic na na na na na na na 

ATM rs11366542 c.6573-45_6573-42del na Intronic na na na na na na -70.06 

ATM rs553744385 c.6976-114del 3.21e-05 Intronic na na na na na na na 

ATM na c.7516-298_7516-295del na Intronic na na na na na na na 

ATM rs1372185010 c.7927+51G>A na Intronic na na na na na na na 

ATM na c.7927+52T>C na Intronic na na na na na na na 

ATM rs1374518800 c.8011-51G>T 8.02e-06 Intronic na na na na na na na 

ATM na 
c.8671+69_8671+70insTCTT

GGTAGGCAAACA 
na Intronic na na na na na na na 

ATM rs566209535 c.8850+59C>T na Intronic na na na na na na na 

ATM rs664143 c.8850+60A>T 6.05e-01 Intronic na na na na na na na 

ATM na c.7992C>G p.Val2664Val na Synonymous na na na na na na na 

CDH1 rs1360937602 c.532-25T>C na Intronic na na na na na na na 

CDH1 na c.687+392_687+394del na Intronic na na na na na na na 

CDH1 na c.688-445T>C na Intronic na na na na na na na 

CDH1 na c.688-485A>G na Intronic na na na na na +55.96 -8.54 

CDH1 na 
c.832+291_832+292insTAG

G 
na Intronic na na na na na +81.09 -364.06 
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CDH1 na c.832+419G>A na Intronic na na na na na +66.15 na 

CDH1 rs1158343325 c.833-270_833-267del na Intronic na na na na na na na 

CDH1 rs1027713288 c.*110del 6.41e-05 3’ UTR na na na na na na na 

CDH1 rs191798782 c.1138-125G>T na Intronic na na na na na na na 

CDH1 rs9935130 c.1320+178A>C 7.82e-02 Intronic na na na na na na na 

CDH1 na c.1320+352G>T na Intronic na na na na na na na 

CDH1 rs973703367 c.1320+414G>C na Intronic na na na na na na na 

CDH1 rs533594259 c.1320+55C>T na Intronic na na na na na na na 

CDH1 na c.1320+617del na Intronic na na na na na na na 

CDH1 na c.1321-414C>G na Intronic na na na na na na na 

CDH1 rs1381315974 c.1321-572T>G 1.59e-04 Intronic na na na na na na na 

CDH1 rs746677240 c.1321-593_1321-590del na Intronic na na na na na na na 

CDH1 rs1161708784 c.1321-958del na Intronic na na na na na na na 

CDH1 na c.1566-183C>T na Intronic na na na na na na na 

CDH1 na c.1566-189G>A na Intronic na na na na na na na 

CDH1 na c.1566-200C>T na Intronic na na na na na na na 

CDH1 rs34212204 c.1566-38T>G 1.19e-05 Intronic na na na na na na na 

CDH1 rs1053707665 c.49-387A>G na Intronic na na na na na na na 

CDH1 na c.687+194A>T na Intronic na na na na na na na 

CDH1 rs868814008 c.687+195G>A 1.19e-04 Intronic na na na na na na na 

CDH1 rs536314715 c.687+393_687+394dup 9.93e-02 Intronic na na na na na na na 

CDH1 na c.832+536_832+537del na Intronic na na na na na +235.94 na 

CDH1 rs949458172 c.832+537A>T na Intronic na na na na na na na 

CDH1 rs930343696 c.832+537del na Intronic na na na na na na na 

CDH1 rs145920869 c.*210_*211del 9.68e-05 3’ UTR na na na na na na na 

CHEK2 rs749156425 c.1581G>A p.Pro484Pro 2.57e-05 Synonymous na na na na na na na 

CHEK2 rs111466304 c.1590+174del 9.12e-03 Intronic na na na na na na na 

CHEK2 na c.1224+295_1224+298del na Intronic na na na na na na na 

CHEK2 rs941678224 c.1224+322T>C na Intronic na na na na na na na 

CHEK2 rs17881221 c.1225-379A>T 2.23e-03 Intronic na na na na na na na 

CHEK2 rs1481969887 c.1225-483G>T na Intronic na na na na na na na 

CHEK2 rs77670999 c.1389-213C>T 6.37e-05 Intronic na na na na na na na 
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CHEK2 rs557089147 c.1590+1239C>T 6.69e-04 Intronic na na na na na na na 

CHEK2 rs780084871 c.1590+1540_1590+1544del 1.50e-03 Intronic na na na na na na na 

CHEK2 rs576299845 c.1590+1726_1590+1731del 3.03e-03 Intronic na na na na na na na 

CHEK2 rs556335113 c.1590+173del na Intronic na na na na na na na 

CHEK2 rs556335113 c.1590+173T>A na Intronic na na na na na na na 

CHEK2 rs111317257 c.1590+1937T>C 1.56e-03 Intronic na na na na na na na 

CHEK2 rs913183173 c.1591-1088C>T na Intronic na na na na na na na 

CHEK2 rs190487254 c.1591-1094A>G 1.60e-03 Intronic na na na na na na na 

CHEK2 rs184381247 c.1591-159G>A 8.28e-04 Intronic na na na na na na na 

CHEK2 rs1249938257 c.1591-869G>A na Intronic na na na na na na na 

CHEK2 rs554779856 c.1671+276A>G 1.72e-03 Intronic na na na na na na na 

CHEK2 rs914857068 c.1671+463del na Intronic na na na na na na na 

CHEK2 rs554426567 c.1672-368A>G 2.39e-03 Intronic na na na na na na na 

PALB2 rs45439097 c.3495G>A p.Ser1165Ser 7.04e-04 Synonymous na na na na na +57.68 +165.63 

PALB2 rs138200248 c.-158G>C 9.91e-03 5’ UTR na na na na na na na 

PALB2 rs249936 c.3114-51T>G 9.98e-01 Intronic na na na na na na na 

PALB2 rs1336079225 c.*209G>A na 3’ UTR na na na na na ? ? 

PALB2 na c.1685-90A>G na Intronic na na na na na na na 

PALB2 rs773179377 c.211+23T>C 1.06e-05 Intronic na na na na na na na 

PALB2 rs978973239 c.2835-220C>T 1.06e-05 Intronic na na na na na na na 

PALB2 rs1444711587 c.2835-369C>T 5.80e-04 Intronic na na na na na +47.16 +188.32 

PALB2 rs1189941589 c.2835-373_2835-372del na Intronic na na na na na na na 

PALB2 rs1189941589 c.2835-373_2835-372dup na Intronic na na na na na na na 

PALB2 na c.2835-374_2835-372dup na Intronic na na na na na na na 

PALB2 rs1189941589 c.2835-375_2835-372del na Intronic na na na na na na na 

PALB2 na c.2835-375_2835-372dup na Intronic na na na na na na na 

PALB2 rs1189941589 c.2835-376_2835-372del na Intronic na na na na na na na 

PALB2 na c.2835-376_2835-372dup na Intronic na na na na na na na 

PALB2 na c.2835-377_2835-372del na Intronic na na na na na na na 

PALB2 rs1189941589 c.2835-378_2835-372del na Intronic na na na na na na na 

PALB2 na c.2835-404G>T na Intronic na na na na na na na 

PALB2 rs754470879 c.2835-75_2835-71del 1.33e-01 Intronic na na na na na +252.51 na 
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PALB2 na c.3351-43T>C na Intronic na na na na na na na 

PALB2 na c.3351-44T>C na Intronic na na na na na na na 

PALB2 na c.3351-55_3351-53del na Intronic na na na na na na na 

PALB2 rs373483056 c.100C>T p.Arg34Cys 1.76e-05 Missense Deleterious 
Probably 

damaging 
C65 Disease causing 

Possibly 

Pathogenic 
1.31 na 

PALB2 rs587782765 c.2401G>A p.Asp801Asn 3.98e-06 Missense Tolerated 
Probably 

damaging 
C0 Polymorphism Likely benign +1.63 na 

PALB2 rs536644825 c.2506G>A p.Val836Ile 1.06e-05 Missense Tolerated Benign C0 Polymorphism Likely benign -0.14 -4.02 

RAD51D na c.-385C>T na Intronic na na na na na na na 

RAD51D na c.-386C>T na Intronic na na na na na na na 

TP53 rs1060504164 c.135G>A p.Leu45Leu na Synonymous na na na na na na na 

TP53 na c.1100+439_1100+440insG na Intronic na na na na na +254.01 na 

TP53 na c.1100+444C>T na Intronic na na na na na na na 

TP53 rs576983083 c.1101-200T>C 1.28e-04 Intronic na na na na na na na 

TP53 rs183276131 c.673-100C>T 5.27e-03 Intronic na na na na na na na 

TP53 na c.673-236del na Intronic na na na na na na na 

TP53 na c.673-73_673-71del na Intronic na na na na na na na 

TP53 na c.994-53T>C na Intronic na na na na na na na 

TP53 rs769934890 c.997C>T p.Arg333Cys 2.39e-05 Missense Deleterious 
Probably 

damaging 
C55 Disease causing 

Possibly 

Pathogenic 
na na 

Abbreviations: gnomAD – Allele frequency in gnomAD database; na – Not available or not applicable. 

 

 

 



 

 

59 

 

6. Capítulo 3. Variantes em genes da via de reparo em pacientes com câncer de 

mama negativas para variantes patogênicas em BRCA1 e BRCA2 

6.1. Resultados 

 Em 145 pacientes com câncer de mama negativas para variantes deletérias em BRCA1 

e BRCA2, detectamos 549 variantes únicas, sendo 89 missense, 32 sinônimos, 2 frameshift, 7 

sitio de splice, 2 deleções, 28 na região 3'UTR, 12 na região 5'UTR, e 377 variantes 

intrônicas. Entre as 549 variantes únicas, 400 foram classificadas como benignas, 144 como 

VUS e cinco como patogênicas. As variantes VUS e patogênicas são listadas no material 

suplementar VIII. Observamos duas variantes patogênicas em PALB2, c.1240C>T 

(p.Arg414Ter) e c.2763_2764del (p.His921GlnFsTer6), e uma variante patogênica nos outros 

genes, ATM c.6099dup (p.Arg2034ThrfsTer4), TP53 c.534C>A (p.His178Gln), e CHEK2 

c.1229del (p.Thr410MetfsTer15). Essas variantes estavam localizadas nos domínios 

funcionais do PALB2, ATM, TP53 e CHEK2 (figuras 6.1 e 6.2). Não foram encontradas 

variantes patogênicas nos genes BARD1, BRIP1, CDH1, RAD51D.     

 Encontramos 144 VUS, seis delas presentes nos domínios funcionais dos genes 

(figuras 6.1 e 6.2). No gene ATM detectamos uma nova VUS, c.8170 C>A (p.Gln2724Lys), e 

quatro c.497-5_497-4del, c.6176C>T (p.Thr2059Ile), c.6543G>T (p.Glu2181Asp), 

c.7375C>G (p.Arg2459Gly) com frequência muito baixa no banco de dados GenomAD. No 

gene BRIP1 encontramos duas VUS, c.316C>T (p.Arg106Cys) e c.3651G>T (p.Trp1217Cys), 

e no gene RAD51D encontramos duas VUS, c.26G>C (p.Cys9Ser) e c.415T>C 

(p.Cys139Arg), todos com uma frequência muito baixa no GenomAD (tabela 6.1). As VUS 

não localizadas nos domínios funcionais dos genes estão listadas no anexo VIII. Não houve 

associação das variantes patogênicas e VUS em relação a sobrevida das pacientes após o 

diagnóstico da neoplasia (Anexo IX).  

Observamos que a interação entre as proteínas PALB2/BRCA2 não ocorre na presença 

da variante p.Gln921HisfsTer6, devido à perda da proteína PALB2, já a variante selecionada 

como controle negativo (A1025R) mostrou comportamento esperado, semelhante ao 

observado com a transfecção do vetor vazio (Figura 6.4). A atividade luciferase relativa 

observada para a interação entre PALB2 CT e BRCA2 NT foi cerca de 7 vezes mais intensa 

do que a observada para PALB2 NT e BRCA1 CT (figura 6.4). Também foi possível observar 

uma perda parcial ou total da proteína PALB2 na presença da variante p.Gln921HisfsTer6 

(Figura 6.5). 
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Figure 6.1 Representação esquemática dos domínios funcionais de ATM, BRIP1, CHEK2, PALB2, 

genes responsáveis pelo reparo da via de recombinação homóloga. A figura mostra os domínios 

funcionais e as variantes detectadas em cada região. A linha horizontal e os números abaixo dos 

domínios representam os éxons que abrangem os domínios funcionais.  
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Figure 6.2 Representação esquemática dos domínios funcionais dos genes RAD51 e TP53, mostrando 

as variantes detectadas. A linha horizontal e os números abaixo dos domínios representam os éxons 

que abrangem os domínios funcionais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6.3 Gráficos mostrando a distribuição de variantes patogênicas e VUS em pacientes do Sul e 

Sudeste do Brasil. 
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Figure 6.4 Avaliação da interação das proteínas PALB2-BRCA2 no modelo híbrido em células de 

mamíferos usando células humanas HEK293FT co-transfectadas com as construções codificadas para 

PALB2 (vetor vazio). mostrando uma diferença estatisticamente significante quando comparamos o 

vetor vazio, a variante analisada (G921Hfs+BRCA2) e a proteína selvagem de PALB2 

(PALB2WT+BRCA2). **p ≤0.001 na ANOVA unidirecional e p ≤0.0001 no pós-hoc de Dunnett. As 

barras representam a média e o desvio padrão dos três experimentos obtidos independentemente em 

ensaios quadruplicados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6.5 Avaliação da presença ou ausência da variante Gln921HisfsTer6 na proteína PALB2. A 

figura mostra (A) quatro condições diferentes: células humanas não transfectada usadas como controle 

negativo, wt (transfecção de BRCA2 NT-GAL4 DBD e PALB2 tipo selvagem CT-VP16, com banda 

indicando a presença da proteína PALB2), A1025R (transfecção de BRCA2 NT-GAL4, PALB2 CT-

VP16 e variante sintética A1025R, conhecida por não interagir com BRCA2), Gln921HistfsTerb6 

(avaliação da variante Gln921HisfsTer6, sem a presença da banda na altura esperada, que representaria 

parte da proteína truncada). (B) duas condições: não transfectada, GAL4-BRCA2(aa1-60) (o controle 

positivo do promotor GAL4 fundido ao BRCA2, mostrando que a interação entre eles foi obtida com 

sucesso). 
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Tabela 6.1 Perfil de variantes patogênicas, provavelmente patogênicas e de significado inserto em pacientes negativas para variantes patogênicas em 

BRCA1/2. A tabela mostra os genes, identificação dbSNP, a nomenclatura de acordo com HGV (Human Genome Variation Society), características clínicas, 

frequência de acordo com o banco populacional GnomAD, classificação de acordo com a NCCN (National Comprehensive Cancer Network) e ClinVar, 

critérios de pontuação para classificação clínica da ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics and the association for molecular 

pathology), e a pontuação final da variante que gera seu significado clínico. 

 

 Critério utilizados: PM2= ausente ou frequência extremamente baixa em controles ou bancos populacionais, PVS1= nonsense, frameshift, locais de splicing 

em genes em que a perda de função é um mecanismo conhecido da doença, PP3= várias linhas de evidência computacional mostram um efeito deletério no 

gene (conservação, evolução, alteração de splicing), PM1= variante localizada em domínio funcional do gene ou hot spot,  PM5= variante missense presente 

em um resíduo de aminoácido onde uma missense diferente já foi classificada como patogênica, PP2= variante missense em gene com baixa taxa de variantes 

missense benigna, e onde variantes missense são um mecanismo comum da doença, PP5= fonte confiável relata a variante como patogênica, BP4= diversas 

linhas de evidência computacional sugerem nenhum impacto no gene. P= patogênica, lat= lateralidade, sub.mol= subtipo molecular, uni= unilateral, bi= 

bilateral, LA= luminal A, LB= luminal B, TN= triplo negativo, CDI= carcinoma ductal invasivo, CLI= carcinoma lobular invasivo. 

Gene dbSNP ID HGVS nomenclature Características    clínicas GnomAD NCCN Classificação variantes 

Lat  idade Sub.mol Histologia    ClinVar Critério ACMG Pontuação final-

ACMG 

ATM rs768748099 c.497-5_497-4del Uni 36,58 TN, LB CDI, CDI 7.65E-04 sim VUS PM2 VUS 

na c.6099dup p.Arg2034ThrfsTer4 Uni 36 LB CDI Na sim P PVS1, PM2, PP3 P 

rs144761622 c.6176C>T p.Thr2059Ile Uni 31 LB CDI Na sim VUS PM1, PM2 VUS 

rs138828590 c.6543G>T p.Glu2181Asp Uni 33 LB CDI 1.51E-04 sim VUS PM1, PM2, PP3 VUS 

rs730881383 c.7375C>G p.Arg2459Gly Uni 29 LA CDI Na sim VUS PM1, PM2, PP3 VUS 

na c.8170C>A p.Gln2724Lys Uni 68 LA, CDI Na sim VUS PM1, PM2, PP3 VUS 

BRIP1 rs587780247 c.316C>T p.Arg106Cys Uni 63 LA CDI 1.11E-04 sim VUS PM2 VUS 

rs542698396 c.3651G>T p.Trp1217Cys Uni 57 HER2+ CDI 7.97E-06 sim VUS PM2 VUS 

CHEK2 - c.1229del p.Thr410MetfsTer15 Uni 49 LA CLI Na sim P PVS1, PM2, PP3 P 

TP53 rs1555526001 c.534C>A p.His178Gln Bi 48 LB CDI Na sim P PM1,PM2,PM5,PP2,PP3 P 

PALB2 rs180177100 c.1240C>T p.Arg414Ter Uni 67 HER2+ CDI 7.98E-06 sim P PVS1, PP5, PP3 P 

na c.2763_2764del 

p.His921GlnFsTer6 

Uni 51 LB CDI Na sim P PVS1, PM2, PP3 P 

RAD51

D 

rs140825795 c.26G>C p.Cys9Ser Uni 32 TN CDI 3.19E-05 sim VUS PM2, PP3 VUS 

rs201313861 c.415T>C p.Cys139Arg Uni 41 LB CDI 6.37E-05 sim VUS BP4 VUS 
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6.2. Discussão  

A frequência de VUS detectadas no presente estudo nos genes de reparo selecionados 

em pacientes brasileiras com câncer de mama negativas para variantes patogênicas em 

BRCA1/2 foi alta (77%, 113/145) nas amostras do sul e sudeste, e similar a outro estudo com 

pacientes do sudeste (76,6% em 95 amostras,  Carvalho et al. 2020). Essa frequência pode 

estar relacionada ao tamanho dos genes e falta de estudos com informação a respeito das 

variantes. Entre as 144 VUS detectadas no presente estudo, oito são missense, e entre elas seis 

se localizam nos domínios funcionais de ATM, BRIP1 e RAD51, onde também detectamos 

variantes patogênicas, como em outros trabalhos (Kadri et al. 2021). Portadoras de VUS 

missense em domínios funcionais devem ser acompanhadas com maior cautela, devido a troca 

de aminoácidos localizados nos domínios funcionais dos genes, que são essenciais para 

interação com outro gene durante o reparo por recombinação homóloga, e a perda de sua 

função pode gerar um efeito em cascata e impactar no reparo correto da fita (Sadeghi et al. 

2020). A classificação destas variantes de significado incerto é dificultada pela falta de 

estudos funcionais, dados epidemiológicos e diferentes abordagens clínicas (Fanale et al. 

2021). A interpretação errônea das variantes de significado incerto pode resultar em um 

diagnóstico genético equivocado e tratamento inapropriado, e estudos como o aqui 

desenvolvido aumentam as evidências para a interpretação e classificação de variantes com 

significado clínico desconhecido (Campuzano et al. 2020). 

 Em relação a variantes patogênicas, detectamos uma frequência de 3,4% (5/145) nos 

genes da via de reparo em pacientes brasileiras negativas para variantes patogênicas em 

BRCA1/2 no Sudeste (MG e RJ), similar a outro estudo do sudeste (3,97%, n=126) também 

com pacientes com histórico familial de câncer de mama (Gomes et al. 2021). Outros estudos 

encontraram uma frequência maior no sudeste (23,4%, n=95), em pacientes com câncer de 

mama e histórico familial de câncer de mama e ovário, analisando um número maior de genes 

(Carvalho et al. 2020), e no nordeste (9,5%, n=157), em pacientes com histórico familial para 

câncer de mama (de Souza Timoteo et al. 2018). A frequência de variantes patogênicas em 

ATM na população brasileira também varia e difere de acordo com as regiões amostradas, 

sendo 0,6% (1/157) no nordeste do Brasil em pacientes com histórico familial (Rio Grande do 

Norte, de Souza Timoteo et al. 2018), e 4,5% (1/22) no sudeste do Brasil em pacientes com 

histórico familial de câncer de mama (São Paulo, Bandeira et al. 2021). No presente estudo, 

encontramos em ATM (0,7%, 1/145) a variante frameshift c.6099dup (p.Arg2034ThrfsTer4), 

que gera um códon de parada prematuro resultando na perda do domínio funcional FAT, já 
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descrita em uma publicação prévia (Gomes et al. 2021). A proteína de ATM truncada pode 

afetar a manutenção do reparo, bem como o controle da apoptose (Stucci et al. 2021). 

Sugerimos que a presença dessa frameshift pode estar associada ao desenvolvimento do 

câncer de mama dessa paciente, uma vez que a paciente com a presença dessa alteração tem 

apenas 36 anos, idade precoce, carcinoma ductal invasivo e subtipo luminal B.    

No gene CHEK2 detectamos uma frequência de variantes patogênicas (0,7%, 1/145) 

ligeiramente menor do que a relatada em outros estudos do Brasil,  1,7% (1/59) em pacientes 

do Sul com câncer de mama e histórico de câncer de mama e colorretal (Abud et al. 2012), 

0,83% (1/120) no sudeste (Silva et al. 2014 ), e 14,3% (1/7) no sul (Palmero et al., 2016), 

todos com histórico de câncer de mama. A nova variante patogênica e frameshift c.1229del 

(p.Thr410Metfr15), detectada em CHEK2, leva à perda da função do gene, um mecanismo 

conhecido por ocorrer em doenças relacionadas ao CHEK2, como em pacientes portadores de 

Li-Fraumeni (Lee et al. 2001). Além disso, a nova variante c.1229del (p.Thr410Metfr15) está 

ausente no banco de dados de pessoas saudáveis GnomAD, e a abordagem in silico aqui 

realizada também previu a variante como patogênica, aumentando as evidências sobre sua 

patogenicidade. A paciente portadora desta variante foi diagnosticada com câncer de mama, 

carcinoma lobular invasivo e subtipo luminal A, em idade precoce (49 anos). Estudos 

mostram que alterações patogênicas CHEK2 estão envolvidas no desenvolvimento do câncer 

de mama familial aumentando o risco para o seu desenvolvimento em até 44% (Cybulski et al. 

2011), e aqui sugerimos a possível associação da variante patogênica c.1229del 

(p.Thr410Metfr15), com o desenvolvimento do câncer de mama. 

No gene PALB2 detectamos duas variantes patogênicas, frameshift e missense, 

localizadas no domínio WD40 e no domínio de interação com BRCA1 e RAD51, 

respectivamente. A variante patogênica frameshift PALB2 c.2763_2764del 

(p.His921GlnFsTer6) é aqui descrita pela primeira vez, causa uma mudança na leitura da 

proteína e pode causar a perda da função gênica, um mecanismo conhecido por causar 

doenças, de acordo com vários critérios (tabela 6.1). Reforçamos a patogenicidade desta 

variante através do ensaio funcional, onde mostramos que essa variante no domínio WD40 de 

PALB2 impede a interação de PALB2 com BRCA2 (figura 6.4 e 6.5, seção 6.1), e a perda de 

parte ou de toda a proteína PALB2 (figura 6.4 e 6.5, seção 6.1). Variante missense ou 

frameshift nestes domínios podem ser patogênicas porque o domínio WD40 é crucial para a 

interação com a DNA polimerase, que é vital para o início da síntese homóloga de DNA 

mediada por recombinação e extensão D-loop de DNA (fita que substitui a região danificada) 

(Hellebrand et al. 2011). Além disso, a proteína PALB2 interage com a região N-terminal do 
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BRCA2 através do domínio WD40, estabilizando sua função nuclear e reparo de DNA. Os 

pacientes que não possuem a proteína PALB2 funcional podem desenvolver câncer de mama 

familial (Wu et al. 2020). Essa variante patogênica foi encontrada em uma paciente de 51 

anos com histórico familiar de câncer de mama, carcinoma ductal invasivo e subtipo 

molecular luminal B, e está associada com o desenvolvimento do câncer de mama. A segunda 

variante patogênica em PALB2, a missense c.1240C>T (p.Arg414Ter) gera um códon de 

terminação, impedindo que a proteína seja totalmente produzida (veja critérios na tabela 2.1, 

seção 6.1). Também foi observado que as variantes em heterozigoses representam até quatro 

vezes mais aumento do risco de câncer de mama (Casadei et al., 2011; Bogdanova et al., 

2011; Hellebrand et al., 2011). Estudos anteriores com pacientes europeus associaram essa 

variante ao desenvolvimento do câncer pancreático (Slater et al. 2010), e no presente estudo 

foi descrita pela primeira vez em pacientes brasileiras com câncer de mama.  

A frequência das variantes patogênicas de TP53 varia de acordo com as regiões 

brasileiras amostradas, e mesmo dentro dessas regiões. No sudeste varia de 0,7% (1/145, 

presente estudo), passando por 2% (1/54, estado de São Paulo, Carraro et al. 2013), e indo até 

17% (50/294, estado de São Paulo, Nagai et al., 2003), enquanto no  nordeste foi detectada a 

frequência de 0,94% (1/106, Felix et al. 2014), todos os estudos incluíram pacientes com 

histórico familial. Essa variante c.534C>A (p.His178Gln) de TP53 foi relatada em pacientes 

com rabdomiossarcoma, e com câncer de mama (Wozniak et al. 2011; Hettmer et al. 2014; 

Gomes et al. 2021). E está localizada no domínio de ligação do DNA, considerado um hot 

spot, podendo afetar sua funcionalidade e interação com outras proteínas durante a reparação 

do DNA (veja critério tabela 6.1, seção 6.1). Corroborando essa evidência, o ensaio in vitro 

mostrou transcrição reduzida de mutantes quando comparado com o TP53 normal (Fischer et 

al. 2018). A falta ou perda parcial da proteína de TP53 pode comprometer o controle do ciclo 

celular, bem como senescência (Schon e Tischkowitz, 2018). No presente estudo foi detectada 

em uma paciente com 48 anos de idade, histórico de câncer familial, câncer de mama bilateral 

e do subtipo luminal B. Idade precoce do desenvolvimento da neoplasia, uma das 

características de portadores de mutações em TP53 (Schon e Tischkowitz, 2018).  

Apesar de estudos mostrarem que ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, CHEK2, PALB2, 

RAD51C, RAD51D e TP53 representam um aumento do risco para o câncer de mama (Hu et 

al. 2020), nem todos eles foram encontrados com variantes patogênicas no presente estudo, 

mostrando que não há uma uniformidade entre a frequência das variantes nesses genes. No 

presente estudo com 155 amostras de pacientes com câncer de mama, 1,9% dos casos foram 

explicados por alterações em BRCA1 e BRCA2, e 3,2% por alterações em ATM, CHEK2, 



 

 

67 

 

PALB2 e TP53. PALB2 foi o gene mais alterado no presente estudo, corroborando estudos 

previos que mostraram PALB2 entre os genes com maior número de alterações depois de 

BRCA1/2 (Slavin et al. 2017). PALB2 também apresentou variantes patogênicas em um 

estudo com pacientes brasileiras com câncer de mama e negativas para mutações patogênicas 

para BRCA1/2, junto com ATM, CHEK2 e TP53, nesse estudo TP53 foi estatisticamente 

associado à um aumento do risco de câncer de mama (Santa et al. 2022). Nosso estudo, assim 

como esse último estudo, não detectou mutações patogênica em  BARD1, BRIP1, CDH1 e 

RAD51D, sugerindo que estes últimos genes tem uma frequência menor de alterações em 

pacientes com câncer de mama, em relação aos outros genes estudados. Esses resultados 

corroboram a hipótese de BARD1, BRIP1, CDH1 e RAD51D ter um risco moderado associado 

ao desenvolvimento do câncer de mama, baseado na baixa frequência de alterações 

patogênicas detectas em pacientes (Shen et al. 2021). Entretanto, variantes patogênicas em 

BARD1, BRIP1 e RAD51 detectadas em pacientes com câncer de ovário já foram associadas 

com um aumento do risco de câncer de ovário (Turchiano et al. 2022). Em BARD1 também 

foi detectado alterações patogênicas em outro estudo brasileiro, onde os autores mostraram 

que BARD1 junto com BRAXAS1, BRCA2, CHEK2, CDH1, MLH1, PALB2 e PMS2 estavam 

associados com um risco aumentado para câncer de mama e ovário (Carvalho et al. 2020). 

Com isso podemos sugerir que ainda não está definido um padrão para os genes estudados 

(exceto BRCA1/2), e nem quais genes representam risco alto ou moderado.  

 

7. Conclusão geral  

Um maior número de variantes patogênicas foram detectadas nos genes BRCA1 (n=2), 

PALB2 (n=2), seguidos de BRCA2 (1), ATM (1), CHEK2 (1) e TP53 (1), enquanto em 

BARD1, BRIP1, CDH1 e RAD51D não foram detectadas variantes patogênicas.   

A presença de variantes patogênicas ou provavelmente patogênicas (3,4%, 5/145) nos 

genes ATM, CHEK2, PALB2 e TP53 em pacientes negativas para alterações patogênicas em 

BRCA1 e BRCA2, explicam parte dos casos de câncer de mama, sendo duas delas ainda a 

descritas na literatura. 

A variante de PALB2 c.2763_2764del (p.His921GlnFsTer6) é patogênica por afetar a 

interação de BRCA2 e PALB2 e causar a perda da proteína de PALB2, podendo afetar o reparo 

por recombinação homóloga, como mostrado pelo nosso estudo funcional. 

A região Sul do Brasil é heterogênea em relação a frequência de variantes patogênicas 

ou provavelmente patogênicas em BRCA1 e BRCA2. Sugerimos que essa diferença se 

relaciona com o efeito fundador de determinadas variantes e/ou ao padrão de colonização de 
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cada região.  

 Devido à baixa frequência das variantes patogênicas e VUS nas pacientes analisadas, a 

maioria detectada em apenas um indivíduo, não foi possível mostrar associação entre essas 

variantes e os dados clínicos das pacientes, ou com sobrevida livre de recorrência.  

 As variantes patogênicas em BRCA1 e BRCA2 detectadas em duas pacientes segregam 

entre os indivíduos da família, sendo possível estender o aconselhamento genético aos 

familiares, com o acompanhamento de uma médica geneticista em colaboração com nosso 

projeto. Com isso, o restante da família positivo para uma das alterações pode ser 

acompanhado, para uma detecção e tratamento precoce da neoplasia.   
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9.  ANEXOS 

9.1. ANEXO I. Aprovação do projeto “Mapeamento do câncer de mama familial no sudoeste 

do Paraná e estudo de associação de risco com a exposição ocupacional à agrotóxico” pelo 

comitê de ética em pesquisa da Universidade do Oeste do Paraná 
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9.2. ANEXO II. Aprovação do comitê de ética em pesquisa da Fundação Cristiano Varela 

Hospital do câncer de Muriaé, MG. 
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9.3. ANEXO III. Aprovação do projeto “Rastreamento de alterações genéticas e epigenéticas 

em múltiplos genes em pacientes portadores de câncer de mama familial” pelo comitê de ética 

em pesquisa do Instituto Nacional de Câncer. 
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9.4. ANEXO IV. Termo de Consentimento livre e esclarecido. 
 

CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL PROTEÔMICO E DO ESTRESSE OXIDATIVO 

EM PLASMA E TECIDO TUMORAL DE MAMA. 

Prezada Senhora: 

Gostaríamos de convidá-la a participar da pesquisa “CARACTERIZAÇÃODO PERFIL 

PROTEÔMICO E DO ESTRESSE OXIDATIVO EM PLASMA E TECIDO 

TUMORAL DE MAMA”, realizada pela Universidade Estadual de Londrina em parceria com o 

Instituto do Câncer de Londrina. O objetivo da pesquisa é identificar os fatores que desencadeiam a 

toxicidade ao tratamento com a droga trastuzumab. A sua participação é muito importante e ela se 

daria através da doação de 10 mL de sangue, coletado pelo serviço de enfermagem do setor de 

quimioterapia do Instituto do Câncer de Londrina e pela retirada de uma porção do tecido tumoral e 

adjacente já coletados pelo médico para análise patológica durante sua cirurgia. O médico responsável 

pela sua cirurgia também fornecerá dados sobre o seu estado clínico de saúde e informações que 

ajudem a avaliar os resultados das análises deste material coletado. Gostaríamos de esclarecer que sua 

participação é totalmente voluntária, podendo você: recusar-se a participar, ou mesmo desistir a 

qualquer momento sem que isto acarrete qualquer ônus ou prejuízo à sua pessoa. Informamos ainda 

que as informações serão utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serão tratadas com o mais 

absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. 

O material coletado será utilizado para realização de exames laboratoriais para identificação de 

substâncias que possam estar relacionadas à evolução do câncer de mama para os estadios avançados 

da doença. Nossa expectativa é de que este estudo traga como benefício a identificação de genes, 

proteínas e substâncias relacionadas com a evolução desta doença, para no futuro contribuir para o 

entendimento do comportamento da doença nas suas formas mais agressivas, que levam à resistência 

ao tratamento quimioterápico e menor tempo de sobrevida. Além disso, o material extraído será 

armazenado para futuras análises que possam ajudar a esclarecer novas questões que surgirão durante 

a análise dos resultados. 

Informamos que o(a) senhor(a) não pagará nem será remunerado por sua participação. 

Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serão ressarcidas, 

quando devidas e decorrentes especificamente de sua participação na pesquisa. Caso você 

tenha dúvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode contatar o Prof. Dr Rubens 

Cecchini e a Dra Carolina Panis, que podem ser encontrados no Laboratório de Fisiopatologia 

de Radicais Livres, localizado na Rod. Celso Garcia Cid, 445, Departamento de Ciências 

Patológicas, Centro de Ciências Biológicas, Universidade Estadual de Londrina, CEP: 86051-

970, telefones: 43 33714521 ou 21 82300641, email: carolpanis@sercomtel.com.br, ou 

procurar o Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade 

Estadual de Londrina, na Avenida Robert Kock, nº 60, ou no telefone 33712490. Este termo 

deverá ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e 

assinada entregue a você. 

                Londrina, ___ de ________de 201 . 

_____________________________________ (nome por extenso do sujeito de pesquisa), tendo sido 

devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em participar 

voluntariamente da pesquisa descrita acima.   

Assinatura (ou impressão dactiloscópica):____________________________ 

Data:___________________ 
 

Dra. Ana Cristina da Silva do Amaral Herrera,  
Cirurgiã responsável pela coleta de material, Instituto do Câncer de Londrina, CRM 15214-PR_ 

Dr. Rubens Cecchini. Pesquisador Responsável, Universidade Estadual de Londrina, CPF 

51212927834. Dra. Carolina Panis Pesquisador Co-Responsável 
Universidade Estadual de Londrina, CPF 03249502928 
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9.5. ANEXO V. Iniciadores (I) utilizados para amplificação de BRCA1 e BRCA2, discriminando os éxons amplificados, a sequência, tamanho do 

fragmento (pb) e posição genômica (Pos.geno) segundo a sequência referência NM_007294.3 (BRCA1), NM_00059.3 (BRCA2). 

 
I BRCA1 Sequência 5’ 3’ pb Pos. geno I BRCA2 Sequência 5’ 3’ pb Pos. geno 

2F GAAGTTGTCATTTTATAAACCTTT 258 41275961 2F TGTTCCCATCCTCACAGTAAG 347 32890429 

2R TGTCTTTTCTTCCCTAGTATGT 41276173 2R GTACTGGGTTTTTAGCAAGCA 32890722 

5-7F GTTTAGGTTTTTGCTTATGCAGCATCCA 3081 41255689 3F GGTTAAAACTAAGGTGGGA 390 32893198 

5-7R TCAGGTACCCTGACCTTCTCTGAAC  41258716 3R ATTTGCCCAGCATGACACA 32893549 

8F TGTTAGCTGACTGATGATGGT 267 41251769 4F ATCTAAAGTAGTATCCAACA 1778 32900378 

8R ATCCAGCAATTATTATTAAATAC  41251990 7R ATTGTCAGTTACTAACACAC 32900867 

9F CCACAGTAGATGCTCAGTAAATA 211 41249240 8F GTGTCATGTAATCAAATAGT 2044 32903496 

9R TAGGAAAATACCAGCTTCATAGA  41249404 9R GTCAAGAAAGGAAAGGTAA 32905500 

10F TGGTCAGCTTTCTGTAATCG 241 41247778 10.1F CTATGAGAAAGGTTGTGAG 1324 32906349 

10R GTATCTACCCACTCTCTTCTTCAG  41248024 10.3R AGTGGTCTTAAGATAGTCAT 32911980 

11-AF CCACCTCCAAGGTGTATGAAGTATG 2580 41244405 11.1F AACTTAGTGAAAAATATTTAGTGA 1704 32910352 

11-ER GGAGCCCACTTCATTAGTAC 41246939 11.4R CTTGCTGCTGTCTACCTG 32912014 

11FF CCAGTACAGTGAGCACAATTA 1550 41243885 11.5AF GGCTTTTATTCTGCTCATGGC 1903 32912165 

11FR GTGTTGGAAGCAGGGAAGCTCTTC 41244465 11.5AR CCAAAAAAGTTAAATCTGACA 32912642 

11GF GAAGAGCTTCCCTGCTTCCAACAC 41243401 11.5BF CCATAATTTAACACCTAGCCA 32911813 

11GR GTGCTCCCAAAAGCATAAA 41243871 11.7R TTCGGAGAGATGATTTTTGTC 32913673 

12F GTCCTGCCAATGAGAAGAAA 265 41242893 11.8F GCCTTAGCTTTTTACACAA 1975 32913513 

12R TGTCAGCAAACCTAAGAATGT 41243116 11.11R CCCCCAAACTGACTACACAA 32915448 

13F AATGGAAAGCTTCTCAAAGTA 320 41234350 12F ACTCTTTCAAACATTAGGTCA 340 32918561 

13R ATGTTGGAGCTAGGTCCTTAC 41234627 12R TTTGAGAGGCAGGTGGAT 32918861 

14F CTAACCTGAATTATCACTATCA 312 41228407 13F TTTATGCTGATTTCTGTTGTAT 709 32920761 

14R GTGTATAAATGCCTGTATGCA Pos. geno 13R ATAAAACGGGAAGTGTTAACT 32921132 
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I BRCA1 Sequência 5’ 3’ pb Pos. geno I BRCA2 Sequência 5’ 3’ pb Pos. geno 

15F TGGCTGCCCAGCAAGTATG 338 41228675 14F GAATACAAAACAGTTACCAGA 647 32928895 

15R AACCAGAATATCTTTATGTAGGA 41226298 14R CACCACCAAAGGGGGAAA 32929502 

16F AATTCTTAACAGAGACCAGAAC 450 41226593 15F ATTTCAATTTTATTTTTGCT 1640 32912572 

16R AAAACTCTTTCCAGAATGTTGT 41222904 16R TAGTTCGAGAGACAGTTAAG 32932127 

17F GTGTAGAACGTGCAGGATTG 263 41223309 17F CAGAGAATAGTTGTAGTTGTT 1191 32936603 

17R TCGCCTCATGTGGTTTTA 41219584 18R GAAATTGAGCATCCTTAGTAA 32937751 

18F GGCTCTTTAGCTTCTTAGGAC 799 41219808 19F ATATTTTTAAGGCAGTTCTAGA 977 32944457 

19R CATTGTTAAGGAAAGTGGTGC 41215269 20R CTTGTTGCTATTCTTTGTCTA 32945390 

20F ATATGACGTGTCTGCTCCAC 401 41216025 22F TTTGTTGTATTTGTCCTGTTTA 825 32953380 

20R GGGAATCCAAATTACACAGC 41208852 23R CCGTGGCTGGTAAATCTG 32954164 

21F AAGCTCTTCCTTTTTGAAAGTC 298 41209212 24F ACCGGTACAAACCTTTCATTG 324 32954068 

21R GTAGAGAAATAGAATAGCCTCT 41202970 24R CTGGTAGCTCCAACTAATC 32954351 

22F TCCCATTGAGAGGTCTTGCT 1751 41203223 25F CTATTTTGATTTGCTTTTATTATT 447 32968722 

23R ACTGTGCTACTCAAGCACCA 41199591 25R GCTATTTCCTTGATACTGGAC 32969123 

24F ATGAATTGACACTAATCTCTGC 280 41199806 26F TTGGAAACATAAATATGTGGG 336 32970995 

24R GTAGCCAGGACAGTAGAAGGA 41197602 26R ACTTACAGGAGCCACATAAC 32971300 

    27F CTACATAATTATGATAGGCT 737 32972278 

    27R GTACTAATGTGTGGTTTGAAA 32972973 
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9.6. ANEXO VI.  Lista das reações (R) das PCR multiplex para BRCA1, BRCA2, ATM, 

RAD51, BARD1, BRIP1, CDH1 e TP53 discriminando os éxons envolvidos e o tamanho do 

fragmento amplificado em pares de base (T pb). 

 

 BRCA1    BRCA2    ATM    RAD51  

R Éxon  T pb  R Éxon  T pb  R Éxon  T pb  R Éxon T pb 

1 11a (11A-11F) 2580  1 8-9 2044   1 36-37 2213  1 1-3 1635 

 14 312   11b 1551    60-61 1346   4-6 1190 

 2 258   13 415    57 585   7-8 515 

2 22-23 1751  2 11c 1975   2 54-56 2288   9-10 1824 

 16 450   10 1324    48-49 1944     

 12 265   19-20 977    58-59 1810   PALB2  

3 18-19 799   26 324    54-56 2288  R Éxon T pb 

 3 339  3 11a 1704   3 41-43 1935  1 5-6 453 

 21 298   22-23 825    46-47 1325   13 867 

4 8 267   2 336    62-63 973   2-3 571 

 10 241   25 447    41-43 1935   1 428 

 9 211  4 4-7 1778   4 14-16 3180   11 290 

5 13 320   17-18 1191    44-45 1782  2 4 1683 

 17 263   14 647    27-29 2376   8-9 1279 

 11b (11E-G) 1550   24 324    14-16 3180   12 375 

6 20 401  5 15-16 1623   5 34-35 2703   7 271 

 24 280   27 737    10-13 3662  3 10 453 

 15 338   21 340   6 32-33 2670     

7 5-7 3081  6 3 390    2-4 2040  

     12 301    6-7 1411  

 BARD1       7 39-40 2639  

R Éxon  T pb   BRIP1    19-22 1996  

1 5-6 2159  R Éxon  T pb   30-31 1090  

 2 393  1 5-6 2348  8 8-9 2293  

 8-9 1076   2-3 1920   23-24 1848  

 7 480   17 596   38 720  

2 2 393   12-13 959   8-9 2293  

    2 4 416  9 25-26 2090  

 CDH1    7 570   17-18 1621  
R Éxon T pb   10 356   5 600     
1 8-10 3849   19 671   25-26 2090     

 12-13 1850  3 8-9 2538  10 50-53 2854     

 3 524   14 521         

 16 361   15-16 1739   TP53      
2 14-15 3610  4 11 414  R Éxon T pb     

 4-7 3610   20 1090  1 2-4 778     

 11 503   18 535   5-9 1803     
3 1-2 1370       10-11 1215     
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9.7. ANEXO VII. Iniciadores utilizados para amplificação dos genes ATM, CHEK2, CDH1, PALB2, RAD51D, TP53, BARD1 e BRIP1, 

discriminando os éxons amplificados, a sequência do iniciador, e o tamanho do fragmento em pares de base (T pb).  

 
Gene Éxon Primer F Primer R T pb 

ATM 2-4 5’ GACCAGAATGTGCCTCTAATTGT 3’ 5’ AACTCACGCGACAGTAATCTGTT 3’ 2040 

5 5’ CGTTGGCAAACTTACTGTGTAAAG 3’ 5’ CTGTTAAACTGTCAGGTCACTTGG 3’ 600 

6-7 5’ CTGGTGCTCTCACAGCAGTTTAT 3’ 5’ AACCAGAGAAATCCAGAGGAAAG 3’ 1411 

8-9 5’ GGGAGCTAGCAGTGTAAACAGAG 3’ 5’ GTTGAGATGAAAGGATTCCACTG 3’ 2293 

10-13 5’ CTGCCAATTTAGGAAGTAGGACA 3’ 5’ ATTTAGAGCCCTTTACTGCCACT 3’ 3662 

14-16 5’ CAGGATATGCCACCTTTAACTCA 3’ 5’ ACCTGGCCTTAATTTCCACAT 3’ 3180 

17-18 5’ GTGCCCAGCCTGATTAGGTAAAT 3’ 5’ CTTCAAAGACACCATGTGATTC 3’ 1621 

19-22 5’ TGCACCCGGCCTATGTTTAT 3’ 5’ GGCACACCGTATATACTCAACAA 3’ 1996 

23-24 5’ GGAATATGCTTTGGAAAGTAGGG 3’ 5’ AAGTGCCACTCAGAAAATCTAGC 3’ 1843 

25-26 5’ GTGTCAGATACTGTGCCAGTTGA 3’ 5’ TGGGTTGGCTATGCTAGATAATG 3’ 2090 

27-29 5’ CCTTTTGAGCTGTCTTGACGTT 3’ 5’ GCGGACAGAGTGAGTCTTTGTCT 3’ 2376 

30-31 5’ GAGATGCTGAACAAAAGGACTTC 3’ 5’ GTGCCTGGCCTACGTATATATTTT 3’ 1090 

32-33 5’ GTAGGGTTTGCAGTGGAAGAAAT 3’ 5’ CTGTCCTATATGTGATCCGCAGT 3’ 2670 

34 5’ TTTTCTTTTGTCACCCAGGCTA 3’ 5’ CTGTGTAGAACCATCTGGCATTT 3’ 845 

35 5’ TTGAATGAAGGGAATTGCAG 3’ 5’ CCTCCCCCAAAAATCAACTACTAT 3’ 602 

36-37 5’ GTAGGAAAGGTACAATGATTTCCAC 3’ 5’ GGCAACTTTTATCTCCATTCCA 3’ 2213 

38 5’ CCAGGCTAGTCAGTGAGTTCTGT 3’ 5’ CCTGAATATGGATTACTGCAAGG 3’ 720 

39-40 5’ GGTATATATTGGGGAAATGTGG 3’ 5’ GGTATATATTGGGGAAATGTGG 3’ 2639 

41-43 5’CAAACTCGTGTTTGAAACTG3’ 5’TGTTGTTTAGAATGAGGAGAGAGG3’ 1935 

44-45 5’ GAGCATATTTAGAACCAGGCAGA 3’ 5’ GCCCGGCCTATAGTTTTTATTT 3’ 1782 

46-47 5’ CTGACCGCATAGCATTTTGTAGT 3’ 5’ TCGACCACATGATGGACTGAT 3’ 1325 

48-49 5’ AGCCTTTACAAAGTGTCTGACATA 3’ 5’ GACCAAGTCACTCTTTCTATGCAA 3’ 1944 

50-53 5’ CCTGGGATAAAAACCCAACTTT 3’ 5’ TCTCTACAGAGAGTAACACAGCAAGA 3’ 2854 

54-56 5’ ATCAGAGCCTGAACCACAGATTA 3’ 5’ GCATTATGAATATGGGCATGAG 3’ 2288 

57 5’ CTCTCAAACATCTAGGCAGCAG 3’ 5’ CATTTCTTATCTGACAAGGGTTGAC 3’ 585 

58-59 5’ CCTGTTCATCTTTATTGCCCCTA 3’ 5’ TCTTGGTAGGCAAACAACATTC 3’ 1810 

60-61 5’ GCAGCCAGAGCAGAAGTAAACTA 3’ 5’ GCTCTTCACATCAGTGACTTCCT 3’ 1346 

62-63 5’ GGCCCTACAAAGCAAATACACTA 3’ 5’ AAGAGTGAAAGCAGAGATGTTCC 3’ 973 

CDH1 1-2 5’ ACCCACCTAGACCCTAGCAACTC3’ 5’ GTGTGGGAGTGCAATTTCTCG3’ 1395 

3 5’ GTGTTTGGTTTTGTGGGAGTCTTC 3’ 5’ AACTGGTGGAAGTGCTACTGGTG 3’ 524 
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Gene Éxon Primer F Primer R T pb 

4-7 5’ CTGTCTGGCTAGGTTGGACTGTT 3’ 5’ GACAACTGGCCTAGCAGGATTTT 3’ 3610 

8-10 5’ CTAGGCCAAAGGTGGCTAGTGTT 3’ 5’ GAACAGGTGAAAGGAGCACAGAT 3’ 3849 

11 5’ GACCGGCCTATTGTTGGTTTTC 3’ 5’ YATGTTATTTGGGTGAYGGATACC 3’ 503 

12-13 5’ ACCACTGAAGAGCCAGGACAA3’ 5’ TCTCTTTCCCACATCAGCTAACC 3’ 1850 

14-15 5’ GTGAGTGTCACGTGGATTGACAT 3’ 5’ GCTCAGGCAAGCTGAAAACATAG 3’ 1907 

16 5’ GGGTGCATTGTCGTACCTTACAT 3’ 5’ CCTCTTTCTCCACGTTTTGACTG 3’ 2442 

CHEK2 9-15 5' TTACATTTCTGCYGTGTGAAGAGTTG 3' 5' CTAAAGAACCRATTATCAAGCAGAAGC 3' 9556 

PALB2 1 5’ ACAGCGCGGCTCTCCTTTAG 3' 5’ GGAGGGGGTGGTCAGATGATAC 3' 428 

2-3 5’ TTCCCTCTGACTCCACCTTTCC 3' 5’ ATCACTTGAGCCTGGGAGTTGG 3' 571 

4 5’ GCCTGAATGAAATGTCACTGATTCT 3' 5’ AAAGGAAGTGCCAGGCAAATAGT 3' 1683 

5-6 5’ TTTCTGAGTCATGGATGGGAAAAG 3' 5’ CTTGCCAATAGGTTGGCATAGAAA 3' 1759 

7 5’ GCTTTGCATAAAACAGCACTCG 3' 5’ TATCAGGCAAATGGCTGCAAAG 3' 271 

8-9 5’ CCAAGCATAATTTTTGGCTGCT 3' 5’ TGCTTATATTACACCCCCAGCACA 3' 1279 

10 5’ CAGTTCAACAATGCGGAGAAGG 3' 5’ AGGCTGAGGCAGGAGAATCACT 3' 453 

11 5’TCCCTGGTCACCTCCTAAGACA 3' 5’ CACGGGGAAGGTTTGTTCATTA 3' 290 

12 5’ GTTCCTAGACGGCAGGGAAAAA 3' 5’ TGTTTGCACAGTGCCTTTCAGA 3' 375 

13 5’ TTTTGGGAACATGGTTTTGACC 3' 5’ TGGCATGAAAGATGCATGAGAA 3' 867 

RAD51D 1-3 5’ AAGGCTCTTTAGAAGGTCGGTGT 3’ 5’ AGCATCAAAAGCAGAGCTGAGAG 3’ 1635 

4-6 5’ CTTGGTACCTTTTCCCCTGTCTT 3’ 5’ GCCCACAGAGATAGCACCTAGAA 3’ 1190 

7-8 5’ GTCCTAGAGGCTGACAGGTTCAT 3’ 5’ AGACGATTCCTGATTCCCTTAGC 3’ 515 

9-10 5’ AGTTCCAGACCTGCCATTAGGTT 3’ 5’ CTTTCCTGCAGCCAAGACATAAC 3’ 1824 

TP53 2-4 5’ CCAGGTGACCCAGGGTTGGA 3’ 5’ AGAGGAATCCCAAAGTTCCA 3’ 778 

5-9 5’ TGTTCACTTGTGCCCTGACT 3’ 5’ AGTGTTAGACTGGAAACTTT 3’ 1803 

10-11 5’ CAATTGTAACTTGAACCATC 3’ 5’ AGGCTGTCAGTGGGGAACAA 3’ 1215 

BARD1 1 5’CGAGTCCCTATTTTGGGAGCAT3’ 5’ AATACTATATCCCCCGGCAGGT3’ 508 

2 5’ GTAGTGTTGGGCCTTGGATGAA3’ 5’ CTCCAATTTGGCAAAGCTGTCT3’ 393 

3 5’ TCTGCTGAATGGGTTGCTTTTT3’ 5’ AGTCCGGCTTGGACAACATAGA3’ 380 

4 5’ GAGCTCCATGTGGGAGCAATAA3’ 5’ GTTGGCCTCATTCTGAGATGGT3’ 1065 

5-6 5’ ACCACACCCGGCCTAATAATTT3’ 5’ ACCACACCCGGCCTAATAATTT3’ 2156 

7 5’ TTCTCCTTTGAGTTCAGCAGCTTT3’ 5’ GCCTAAAATACAGAGTGGGCTCAA3’ 480 

8-9 5’ GGTTCTGGGTGTAGATTCAATGG3’ 5’ CAGAAGCTTTTCCAAAATGCAG3’ 1076 

10-11 5’ CTGCCATGAAGAAGAAAAACCA3’ 5’ CTCTCACAAACCGTGCAAATTC3’ 2340 

BRIP1 2-3 5’GGTTTTCTTTGTAAGGCGTGTC3’ 5’ GACAGCATGGCTGAACCAGT3’ 1920 
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Gene Éxon Primer F Primer R T pb 

4 5’CTGGGTGAACTGGGCTGTAG3’ 5’GGATTTTTGACCACTCTGTGC3’ 416 

5-6 5’CATCCTGGTTCCAGTTTTCTTC3’ 5’TGGGTTGCTACTGTCCTTTG3’ 2348 

7 5’TTCCATGTGAGGTTTGATAACG3’ 5’TCCCAAGCTTTAAGACCAAATC3’ 570 

8-9 5’GGTGGCGTAGCCAGTAAAAT3’ 5’GGCAGCACAAATACACTAATAGAC3’ 2538 

10 5’AGGATGATACTGGTTGACACAA3’ 5’CACCCACAATTTACCCATGC3’ 356 

11 5’CCCTCCCAACCCCTCTATAC3’ 5’GCCTGGGTGACAGAGAAGTC3’ 414 

12-13 5’TGGGAAGGTACCAGCTCTTT3’ 5’TTACTTGCTGGCACTTCAGG3’ 959 

14 5’AGAAAACCCCCTGACAATTT3’ 5’CCAGCCTTGCTCTTTCAGAC3’ 521 

15-16 5’GCCGTAGTCACATTGGCTTA3’ 5’GGGATCCCTGCAATTAACTTT3’ 1739 

17 5’GGGATAAGAGGGAACTTTTGG3’ 5’CCAGTTCCTATGGTTCCAGTT3’ 596 

18 5’CTGTCCCACTGGAAAACTGG3’ 5’AAGAAGGAAATCCTGCAACA3’ 535 

19 5’CCCTGGGTTTACCTTTTTCTTT3’ 5’CAACCCAACCTGAAGGGATA3’ 671 

20 5’GCAATTATGTTAGCTAGGAGCAG3’ 5’GGCAACAGACCAAGACTCTG3’ 1090 

 

Leg.: As sequências de referência utilizadas foram NM_000051.3 (ATM), NM_001007194.4 (CHEK2), NM_004360.4 (CDH1), NM_024675.3 

(PALB2), NM_001142571.1 (RAD51D), NM_000546.5 (TP53), NM_000465.4 (BARD1), NM_032043.2 (BRIP1). 
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9.8. Anexo VIII. Lista de variantes nos genes ATM, BARD1, BRIP1, CDH1, CHEK2, PALB2, RAD51D e TP53, com identificação (dbSNP), 

posição do transcrito (cDNA), proteína, posição, classificação Varsome/ClinVar, por pacientes do Sul (Paraná – PR) e Sudeste (Minas Gerais– 

MG ou Rio de Janeiro - RJ). 

 

Gene dbSNP cDNA Proteína Posição Varsome/ClinVar Nº paciente 

ATM Sem c.4109+334A>T - Intrônica VUS PR 1 

Sem c.4109+335G>T - Intrônica VUS RJ 1 

Sem c.4109+628G>A - Intrônica VUS RJ2, PR1 

Sem c.4109+629G>A - Intrônica VUS RJ 1 

Sem c.4109+630_4109+631del - Intrônica VUS RJ 1 

Sem c.4110-307C>G - Intrônica VUS RJ 1 

rs202068074 c.4110-374_4110-371del - Intrônica VUS RJ2 

rs77033857 c.4110-473T>C - Intrônica VUS MG1 

Sem c.4110-630_4110-629insAT - Intrônica VUS RJ1 

Sem c.4110-630C>T - Intrônica VUS PR5, RJ11, MG1 

Sem c.4436+83G>A - Intrônica VUS MG1 

Sem c.4437-14del - Intrônica VUS PR1 

rs766101886 c.4777-27A>G - Intrônica VUS MG1 

rs768748099 c.497-5_497-4del - Intrônica VUS RJ2 

rs140641762 c.5352C>T p.Asn1784 Sinônima VUS MG1 

rs144761622 c.6176C>T p.Thr2059Ile missense VUS MG1 

rs763451341 c.6347+19_6347+20del - Intrônica VUS RJ1 

rs763451341 c.6347+30_6347+31del - Intrônica VUS PR6, RJ9, MG1 

rs138828590 c.6543G>T p.Glu2181Asp Missense VUS MG1 

rs11366542 c.6573-60_6573-57del - Intrônica VUS PR1 

rs553744385 c.6976-114del - Intrônica VUS PR2, RJ2 

rs1000706162 c.6976-144G>A - Intrônica VUS PR1 

rs730881383 c.7375C>G p.Arg2459Gly Missense VUS RJ 1 

Sem c.7992C>G p.Val2664 Sinônima VUS RJ 1 

Sem c.8170C>A p.Gln2724Lys Missense VUS RJ 1 

BARD1 Sem c.1314+21T>A - Intrônica VUS RJ 9, PR 14 

BRIP1 rs763913233 c.1935+22del  Intrônica VUS MG3, RJ57, PR25 
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Gene dbSNP cDNA Proteína Posição Varsome/ClinVar Nº paciente 

rs776579803 c.1935+22dup - Intrônica VUS RJ 1 

rs786203170 c.1972C>A p.Arg658 Sinônima VUS MG 1 

rs770467563 c.206-30T>C - Intrônica VUS PR1 

rs1064793669 c.2098-16del - Intrônica VUS RJ1 

rs587780247 c.316C>T p.Arg106Cys Missense VUS RJ1 

rs542698396 c.3651G>T p.Trp1217Cys Missense VUS PR1 

rs45566938 c.36G>T p.Gly12 Sinônima VUS PR1 

CDH1 rs1027713288 c.*110del - Deleção VUS RJ1 

rs145920869 c.*220_*221del - Deleção VUS PR1 

rs1320523802 c.1137+504C>T - Intrônica VUS MG1 

rs191798782 c.1138-125G>T - Intrônica VUS RJ1 

Sem c.1138-203T>G - Intrônica VUS PR1 

Sem c.1138-204C>T - Intrônica VUS PR1 

rs748393673 c.1320+365A>T - Intrônica VUS MG1 

rs1409093806 c.1320+611G>A - Intrônica VUS MG1 

Sem c.1320+617del - Deleção/Intrônica VUS RJ1 

Sem c.1321-414C>G - Intrônica VUS RJ1 

rs1161708784 c.1321-958del - Deleção/Intrônica VUS MG20, RJ30, 

PR12 

rs1462728220 c.1321-96A>G - Intrônica VUS MG1 

rs34212204 c.1566-38T>G - Intrônica VUS RJ1 

rs1360937602 c.532-25T>C - Intrônica VUS RJ1 

rs981792194 c.-57C>T - 5’UTR VUS RJ1 

Sem c.687+392_687+394del - Deleção/Intrônica VUS RJ1 

Sem c.687+456T>C - Intrônica VUS MG3 

Sem c.687+457G>A - Intrônica VUS MG3 

rs907689107 c.687+468T>C - Intrônica VUS MG1 

Sem Id c.687+625A>G - Intrônica VUS MG1 

rs188949437 c.688-367A>G - Intrônica VUS PR1 

Sem c.832+321A>G - Intrônica VUS MG1 

Sem c.832+536_832+537del - Deleção/Intrônica VUS MG1, RJ2 
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Gene dbSNP cDNA Proteína Posição Varsome/ClinVar Nº paciente 

rs949458172 c.832+537A>T - Intrônica VUS RJ1 

rs930343696 c.832+537del - Deleção/Intrônica VUS MG7, RJ25, PR12 

rs891663461 c.833-309A>G - Intrônica VUS MG1 

rs1054603239 c.833-310C>T - Intrônica VUS MG1 

Sem c.833-372G>A - Intrônica VUS MG7 

Sem c.833-373T>C - Intrônica VUS MG7 

Sem c.833-457G>A - Intrônica VUS MG2 

rs556275263 c.833-458T>C - Intrônica VUS MG2 

Sem c.833-459C>T - Intrônica VUS MG2 

Sem c.833-465G>A - Intrônica VUS MG2 

Sem c.833-466A>T - Intrônica VUS MG2 

CHEK2 

 

Sem c.1225-470G>A - Intrônica VUS RJ1 

rs1481969887 c.1225-483G>T - Intrônica VUS RJ2, MG1 

Sem c.1389-226C>G - Intrônica VUS MG1 

rs1482783928 c.1504+432T>C - Intrônica VUS MG1 

rs1161739296 c.1590+1056C>T - Intrônica VUS MG1 

rs139885343 c.1590+131G>T - Intrônica VUS PR1 

rs576299845 c.1590+1726_1590+1731del - Deleção/Intrônica VUS MG1 

rs556335113 c.1590+173del - Deleção/Intrônica VUS MG21, RJ31, 

PR18 

rs111466304 c.1590+174del - Deleção/Intrônica VUS RJ1 

rs111317257 c.1590+1937T>C - Intrônica VUS RJ1 

rs186826166 c.1590+215G>A - Intrônica VUS MG1 

rs201520475 c.1590+936dup - Insertion/Intrônica VUS PR1 

rs890652695 c.1591-842T>G - Intrônica VUS PR1 

rs554779856 c.1671+276A>G - Intrônica VUS MG1 

rs914857068 c.1671+463del - Deleção/Intrônica VUS MG10, RJ9, PR5 

rs554426567 c.1672-368A>G - Intrônica VUS RJ1 

rs554426567 c.1672-368A>G - Intrônica VUS RJ1 

PALB2 rs1336079225 c.*209G>A - 3’UTR VUS RJ1 

Sem c.1685-180G>A - Intrônica VUS PR1 
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Gene dbSNP cDNA Proteína Posição Varsome/ClinVar Nº paciente 

Sem c.1685-90A>G - Intrônica VUS RJ1 

rs773179377 c.211+23T>C - Intrônica VUS RJ1 

rs587782765 c.2401G>A  Missense VUS RJ1 

rs536644825 c.2506G>A  Missense VUS RJ1 

Sem c.2514+111G>A - Intrônica VUS MG1, PR3 

rs1039859397 c.2514+114G>A - Intrônica VUS PR1 

Sem c.2514+131T>C - Intrônica VUS PR1 

Sem c.2514+142T>A - Intrônica VUS MG1 

rs978973239 c.2835-220C>T - Intrônica VUS RJ1 

rs1189941589 c.2835-372dup - Insertion/Intrônica VUS MG1 

rs1189941589 c.2835-374_2835-372del - Deleção/Intrônica VUS MG1 

rs1189941589 c.2835-376_2835-372del - Deleção/Intrônica VUS RJ3, PR1, MG1 

Sem c.2835-377_2835-372del - Deleção/Intrônica VUS RJ1 

Sem c.2835-400_2835-396del - Deleção/Intrônica VUS PR1 

Sem c.2835-404G>T - Intrônica VUS RJ1 

rs754470879 c.2835-75_2835-71del - Deleção/Intrônica VUS PR1 

Sem c.3351-55_3351-53del - Deleção/Intrônica VUS RJ1 

RAD51D rs575313654 c.*178G>A - 3’UTR VUS MG1 

rs185961963 c.144+213T>C - Intrônica VUS PR1 

Sem c.144+34T>C - Intrônica VUS PR1 

rs140825795 c.26G>C - Missense VUS PR1 

rs201313861 c.415T>C - Missense VUS RJ1 

Sem c.82+105T>C - Intrônica VUS PR1 

TP53 rs183276131 c.673-100C>T - Intrônica VUS RJ2 

Sem c.673-236del - Deleção/Intrônica VUS RJ1 

rs752774596 c.673-73_673-71del - Deleção/Intrônica VUS RJ2 

 

 

 

 



 

103 

 

9.9. Anexo IX. Correlação das variantes com dados clínicos como óbito, grau histológico, 

idade e sobrevida. As análises foram ajustadas para idade ao diagnóstico, grau histológico e 

presença de mais de uma VUS ou variante patogênica em cada paciente.  

Gene  Variável   No.de casos  
No.de 

casos 
I C P value 

ATM 

c.6099dup x 

óbito  

 145 8 0.000581     0.0685 0,8 

 1 0 0.067890     0.0685  

rs138828590 x 

óbito        

 145 8 0.000581     0.0685 0,8 

 1 0 0.067890 0.0685  

rs730881383 x 

óbito 

 145 8 0.000581 0.0685 
0,8 

 1 0 0.067890 0.0685 

rs763451341 x 

óbito 

ATT 131 7 0.00356     0.0339  

T 13 1 0.08791     0.0970 0,9 

TT 2 0 0.09606     0.0973  

c.8170C>A x 

óbito 

CC 145 8 2.43e-05      0.014 
0,9 

CA 1 0 1.39e-02      0.014 

rs766101886 x 

óbito  

AA 144 6 0.475       66.3 
4e-16 

AG 2 2 65.495       66.3 

rs202068074 X 

Óbito 

C 144 8 0.00163      0.115 
0,7 

CTAAA 2 0 0.11332      0.115 

rs768748099 x 

óbito 

A 144 8 0.00234      0.138 
0,7 

ATT 2 0 0.13578      0.138 

rs553744385 x 

óbito 

CT 143 8 0.0042      0.185 0,7 

C 3 0 0.1812      0.185  

rs52755855 x 

óbito 

GG 145  8 9.96e-05     0.0284 0,9 

GT 1 0 2.82e-02     0.0284  

rs537265031 x 

óbito 

GT 143 8 0.0016      0.114 0,7 

G 30  0.1122      0.114  

rs34325032 x 

óbito 

CT 145 8 0.000168     0.0368 0,8 

C 1 0 0.036576     0.0368  

RAD51D 

rs185961963 x 

óbito 

TT 145 8 0.000581 0.0685 0,8 

TC 1 0 0.067890     0.0685  

rs140825795 x 

óbito 

GG 145 8 0.000259     0.0458 0,8 

GC 1 0 0.045425     0.0458  

TP53 

rs575313654 x 

óbito 

GG 145 8 0.000581     0.0685 0,8 

GA 1 0 0.067890     0.0685  

rs183276131 x 

óbito 

CC 144 7 0.108       11.6 7e-04 

CT 2 1 11.438       11.6  

rs752774596 x 

óbito  

CTTT 144 8 0.00234      0.138 0.7 

C 2 0 0.13578      0.138  

BARD1 
c.1314+21T>A x 

óbito 

TT 108 7 0.184      0.719 0,4 

TA 38 1 0.535      0.719  

CDH1 

rs930343696 x 

óbito  
CA 110 6 0.00156    0.00657 0,9 

 C 36 2 0.00500    0.00657  

rs34212204 x 

óbito  

TT 145 8 0.000259     0.0458 0,8 

TG 1 0 0.045425     0.0458  

rs191798782 x 

óbito  

GG 145 8 0.000393     0.0563 0,8 

      

GT 1 0 0.055842     0.0563  

rs1360937602 x 

óbito  

TT 145 8 0.000581     0.0685 0,8 

TC 1 0 0.067890     0.0685  

c.833-372G>A x 

óbito 
GG 144 7 0.108       11.2 8e-04 
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 GA 2 1 11.086       11.2  

CHEK2 

rs914857068 x 

óbito  

GA 131 8 0.0949      0.921 0,3 

G 15 0 0.8250      0.921  

rs554779856 x 

óbito  

AA 145  8 0.000581     0.0685 0,8 

AG 1 0 0.067890     0.0685  

rs139885343 x 

óbito  
GG 145  8 0.000259     0.0458 0,8 

 GT 1 0 0.045425     0.0458  

rs1482783928 x 

óbito  
TT 145  8 9.96e-05     0.0284 0,9 

 TC 1 0 2.82e-02     0.0284  

rs890652695 x 

óbito  
TT 145  8 9.96e-05     0.0284 0,9 

 TG 1 0 2.82e-02     0.0284  

rs1481969887 x 

óbito 
GG 144 7 0.105       9.45 0,02 

 GT 2 1 9.335       9.45  

c.1229del x óbito  ACT 145 8 0.000259     0.0458 0,8 

 A_T 1 0 0.045425     0.0458  

TP53 

rs1555526001 x 

óbito  
CC 145 8 0.000581     0.0685 0,8 

 CA 1 0 0.067890     0.0685  

PALB2 

rs180177100 x 

óbito  
CGA 145 8 0.000581     0.0685 0,8 

 TGA 1 0 0.067890     0.0685  

rs1336079225 x 

óbito 
GG 145 8 0.000393     0.0563 0,8 

 GA 1 0 0.055842     0.0563  

rs773179377 x 

óbito  

GG 145 8 0.000581     0.0685 0,8 

GA 1 0 0.067890     0.0685  

rs773179377 x 

óbito  

TT 145 8 0.000581     
0.0685 

 
0,8 

TC 1 0 0.067890     
0.0685 

 

rs1189941589 x 

óbito 

CTTTTT 141 7 0.0734       2.39 
0,1 

C 5 1 2.3144       2.39 

rs1039859397 x 

óbito 

GG 142 8 0.00692      0.239 
0,6 

GA 4 0 0.23184      0.239 
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9.9. Anexo IX. Correlação das variantes com dados clínicos como óbito, grau histológico, 

idade e sobrevida. A análise foi ajusta levando em consideração idade, grau histológico, óbito 

e presença de mais de uma VUS ou variante patogênica.  

 

ATM - rs766101886 (IC= 9.679-359.7) 

p=4e-16. AA – verde, AG - azul 

 

 

 

 

 

 

TP53 - rs183276131 (IC = 1.862-124.8) 

p= 7e-04. CC- verde, CT – azul  

 

 

 

 

 

 

 

CDH1 - c.833-372G>A (IC= 1.807-

126.9) p=8e-04, GG- verde, GA- azul  

 

 

 

 

 

 

 

CHEK2 - rs1481969887 (IC= 1.564-

104.7) p=0.002 

GG- verde, GA- azul  

 


