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Resumo

O céancer de mama é uma doenca multigénica, com varios genes envolvidos, como BRCA1 e
BRCA2, conhecidos pelas alteragcdes patogénicas que conferem um aumento no risco dessa
neoplasia. Outros genes como ATM, BARD1, BRIP1, CDH1, CHEK2, PALB2, RAD51D e
TP53 sdo responsaveis por codificar proteinas que atuam no reparo por recombinagdo
homologa, e alteracBes nestes genes explicam metade dos casos de cancer de mama
hereditario, sendo que o perfil destas alteracbes pode variar de acordo com a origem
geogréfica ou etnia. O Brasil possui um perfil heterogéneo em sua composicdo genética,
impactando diretamente na distribuicdo das variantes que conferem risco para o
desenvolvimento do cancer de mama. Dessa forma, este estudo tem como objetivo analisar
variantes geneéticas que podem estar envolvidas no desenvolvimento do cancer de mama
através do rastreamento de alteragcdes germinativas nos genes ATM, BARD1, BRIP1, BRCAL,
BRCA2, CHEK2, CDH1, PALB2, TP53 e RAD51D em 155 amostras de pacientes com cancer
de mama em populagdes de duas regides brasileiras, Sul (sudoeste do PR) e Sudeste (Rio de
Janeiro, RJ e Muriaé, MG). Identificamos em 94 pacientes (Sul e Sudeste em MG), em
BRCAL nove variantes de significado incerto (VUS) e duas variantes patogénicas, e em
BRCA2 quatro VUS, uma patogénica e uma variante provavelmente patogénica, fornecemos
dados sobre a heterogeneidade de variantes patogénicas ou provavelmente patogénica em
BRCAL e BRCA2 na populacdo 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 patogénicas, sendo duas novas variantes frameshift em PALB2 e CHEK2, a
variante encontrada em PALB2 causa a perda da fungdo do gene, mostrado por nosso ensaio
funcional, ela impede a interacdo de PALB2 com o BRCA2, e levam a perda de parte ou de
toda a proteina PALB2. A variante em CHEK2 também causa a mudanga no quadro de leitura
do gene, gera um stop codon prematuro e leva a perda da funcdo do gene. Encontramos
também duas variantes patogénicas em ATM e TP53. Descrevemos novas variantes em
CHEK2 e PALB2, sendo a patogenicidade desta Gltima validada por ensaio funcional,
podendo contribuir futuramente para o manejo clinico das probandas e seus familiares. Nas
amostras negativas para alteracGes patogénicas em BRCA1 e BRCA2, os genes ATM, CHEK2,
PALB2 e TP53 foram o0s que mais apresentaram variantes patogénicas que podem estar
relacionadas ao desenvolvimento do cancer de mama, mostrando a importancia dos genes da
via de reparo por recombinagdo homologa para essa neoplasia.

Palavras chaves: cancer 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
BRCAZ2, 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, BRCAl, 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 BRCAL 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 BRCAZ2 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 CHEKZ2, 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 PALB?2, 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 BRCAL 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.
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Genes da via de reparo e cancer de mama

1. Introducgéo

1.1.  Cancer e a incidéncia do cancer de mama no Brasil e no mundo

O inicio e progressdo do tumor sdo originados pela desregulacdo de genes que
controlam processos celulares como proliferacao, adesdo celular, diferenciacdo, morte celular
e mecanismo de reparo (Friend et al. 1986), envolvendo oncogenes e/ou supressores tumorais
(Berger et al. 2011). Os oncogenes alterados tém um ganho de fun¢do que podem resultar em
um aumento de proliferacdo (Bartkova et al. 2006), j& 0s supressores tumorais codificam
proteinas responsaveis por inibirem essa proliferacdo, controlando a acdo dos oncogenes
(Negrini et al. 2010). Em 1971, Knudson prop0s a teoria dos dois “hits”, na qual um alelo
mutado seria herdado dos progenitores e, posteriormente, o alelo normal sofreria um segundo
evento mutacional somatico, acarretando a perda de funcdo do gene. E o que acontece nos
canceres hereditarios, onde uma cépia do alelo herdado de um dos genitores € mutada, e a
outra copia é perdida através de um evento somético (Knudson 1971).

AlteracGes nos genes supressores tumorais e/ou em oncogenes podem conferir as
células habilidade de diferenciar-se das células normais, adquirindo caracteristicas especificas
de uma célula tumoral, tais como proliferacdo celular sustentada, evasdo de inibidores de
crescimento, evasdo do reconhecimento do sistema imune, potencial replicativo ilimitado,
promocdo da inflamacdo, invasao tecidual e metastase, inducdo de angiogénese, instabilidade
genbmica e mutacdo, resisténcia a morte celular e desregulacdo metabdlica (Hanahan e
Weinberg 2011). Alteracbes em genes da via de recombinacdo homdloga podem
comprometer os mecanismos de controle da integridade do genoma, gerando instabilidade
gendmica, um dos hallmarks do cancer (Hanahan e Weinberg 2011). Esse processo de
instabilidade genémica é caracterizado pelo acimulo de mutacGes ao longo da vida celular
que resulta no descontrole de processos celulares. Sendo assim, ele atua como fator inicial no
processo da carcinogénese e sua progressdo pode conferir caracteristicas que uma célula
tumoral necessita para se tornar maligna. Isto acontece no céncer hereditario, onde a
disfuncdo de um gene estd associado a um reparo errbneo, que pode desencadear a
carcinogénese e propagar-se através da instabilidade gendmica (Negrini et al. 2010).

O cancer de mama esta entre as cinco neoplasias mais comuns entre as mulheres
(WHO, 2020), com incidéncia maior em paises desenvolvidos (72,5/100.000 mulheres), em
relacdo aos paises em desenvolvimento (32,8/100.000 mulheres). A mortalidade é maior em
paises menos desenvolvidos (17,1/100.000 mulheres), quando comparado aos desenvolvidos
(13,1/100.000 mulheres). No Brasil, sdo esperados cerca de 66,280 casos novos de cancer de

mama para cada triénio, correspondendo a um risco estimado de 61,61 novos casos a cada 100



Genes da via de reparo e cancer de mama

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 cancer (INCA, 2020), com excecdo dos tumores de pele néo
melanoma. No Brasil o cancer de mama é o mais incidente em mulheres na regido Sudeste
(81,06/100.000), Sul  (71,06/100.000), Centro-Oeste  (45,24/100.000), Nordeste
(44,29/100.000) e na regido Norte (21,34/100.000). Nos ultimos anos tem sido observada uma
tendéncia de aumento no nimero de casos diagnosticados e na taxa de mortalidade (INCA
2020). Entre os fatores de risco na etiologia do cancer de mama, a predisposi¢do genética € o
mais bem estabelecido.

Historicamente, o primeiro caso de cancer de mama familial foi descrito em 1866,
entretanto, as técnicas de epidemiologia moderna foram aplicadas somente em 1926. Em
1970, estudos epidemioldgicos mostraram que o risco de pacientes com cancer de mama e
ovario aumentava em mulheres com parentes de primeiro grau e segundo grau afetados,
mostrando que as caracteristicas genéticas dos familiares poderiam ser explicadas por um
padrdo autossdbmico dominante com alelos de alta penetrancia (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 mutacdes deletérias em BRCALl e BRCA2 possuem um
aumento de aproximadamente 55-65% e 45%, respectivamente, do risco de desenvolver
cancer ao longo da vida (Gorodetska et al. 2019). Entretanto, homens que apresentam
mutacdes deletérias em BRCAL1 e BRCA2, possuem risco aumentado em cerca de 1,2% e
6,8%, respectivamente, além de terem maior predisposicdo para desenvolver cancer de
préstata e pancreas (Nielsen et al. 2016). Entre as caracteristicas dos portadores de mutacdes
hereditarias, estdo o surgimento do cancer em idade precoce (<50 anos), tumores bilaterais em
Orgdos pares, surgimento de tumores em outros 6rgaos e presenca de outros familiares com
cancer (Lynch et al. 2008). O grupo de individuos com essas caracteristicas apresentam um
risco ao longo da vida significativamente maior de desenvolver diferentes tipos de cancer
(Ngeow e Eng 2016).

1.2.  Genes de reparo e suas funcgdes

Essa via é fundamental para a segregacéo correta dos cromossomos durante a meiose,
tendo em vista que sem o reparo todo o material genético pode ser perdido durante a divisdo
celular (Heyer 2007). A via de recombinacdo homologa é a segunda maior via de reparo de

fita dupla no DNA, estando restrita a fase S e G2 do ciclo celular, momento que as crométides
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irmés estdo disponiveis e favorecendo a recombinacao entre elas, sendo possivel realizar uma
perfeita restauragcéo da regido danificada (Prakash et al. 2015; Scully et al. 2019). Para que
essa via de sinalizacdo funcione de forma correta sdo necessarias algumas etapas, embora
estas ainda ndo estejam completamente estabelecidas. De maneira sucinta ha (i) o
reconhecimento da sinalizagdo do dano, (ii) amplificacdo desta sinalizacdo e, (iii) o reparo do
dano. Esta sinalizacdo é primeiramente reconhecida pelo complexo MRN (formado por trés
proteinas, 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, entdo, amplificado atraves da fosforilagcdo de histonas promovida pelas cinases ATM
(ATM serine/threonine kinase), servindo como uma plataforma para o recrutamento de
diversas proteinas e formando uma cascata de sinalizacdo (Picciotto et al. 2016). Essa cascata
de sinalizacdo tem a funcdo de iniciar a resseccdo da fita danificada, caracterizada pela
digestdo das extremidades 5’ da fita lesionada, onde ocorreu a quebra. Nesta etapa, a fita
simples de DNA (extremidade 3”) fica exposta e € utilizada pela proteina RPA (replication
protein A) para evitar degradacdo e formacéo de estruturas secundarias (Roy et al. 2012). Esse
mecanismo de reparo de DNA conta com mediacdo de diversas proteinas de acordo com sua
fungéo em (i) sensores (detectam o sinal de dado), (ii) mediadores (recrutam e/ou ativam o0s
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 invasdo da fita de DNA. Os genes BRCAL (BRCA1
DNA repair associated protein), BRCA2 (BRCA2 DNA repair associated protein), PALB2
(partner and localizer of BRCA2), BARD1 (brcal-associated ring domain 1) atuam como
sensores no recrutamento, resseccdo da fita danificada e na fase G2/M do ciclo celular (Roy et
al. 2012), e funcionam sinergicamente como um complexo molecular refor¢cando a montagem

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

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

Em relacdo ao tipo histolégico, o cancer 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 lesdes precursoras invasivas
(Obeng-Gyasi et al. 2016). O carcinoma ductal invasivo é o tipo mais comum em mulheres
com cancer de mama, representando aproximadamente 75% dos tumores invasivos (Wu et al.
2017). O carcinoma lobular invasivo se caracteriza pela baixa expressdao de E-caderina,

apresenta lesdes bilaterais, e representa de 5-15% dos casos de cancer de mama invasivo (Cha
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etal. 2017).

A heterogeneidade do cancer de mama pode ser explicada por fatores clinicos como
tamanho do tumor, envolvimento linfonodal, grau histolégico, idade, biomarcadores
moleculares e classificacdo de subtipos moleculares (Eroles et al. 2012). Em relacdo aos
subtipos moleculares, o subtipo Luminal A possui baixa capacidade de proliferacdo (baixa
expressdo do marcador de proliferacdo Ki67), sdo positivos para 0os Receptores de Estrogeno
(RE) de Progesterona (RP), e negativo para o0 HER2, do inglés, Human Epidermal Growth
Factor Type 2 (Smith et al. 2017). O subtipo luminal A é o mais frequente, representando
cerca de 40% dos canceres 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 expressdo do marcador de proliferacdo Ki67, e pode ter positividade para
receptores HER2 (Smith et al. 2017). Geralmente, tumores luminais B apresentam um
prognostico desfavoravel quando comparados ao Luminal A, visto que o tratamento do
luminal A alcanca uma resposta completa com tamoxifeno, enquanto o luminal B ndo alcanca
a mesma resposta (Kim et al. 2004). Além disso, os tumores luminais B sdo tratado com uma
quimioterapia adicional para combater o aumento da proliferacdo (Provenzano et al. 2018).

Os tumores HER2+ sdo negativos para receptores hormonais porém possuem super
expressdo de HER2, podendo apresentar niveis elevados da proteina Ki67 (Smith et al. 2017).
Aproximadamente 10 a 15% dos canceres de mama sdo HER2+, tendo comportamento
clinico 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 especifica para estes tumores (Provenzano et
al. 2018). Os tumores triplo-negativos podem ser divididos no tipo basal A ou basal B,
dependendo de suas caracteristicas moleculares. O tipo basal A € negativo para 0s receptores
hormonais e para HER2, apresenta alta expressdo de Ki67 e geralmente apresenta expressao
para o fator de crescimento epidermal (EGFR+) e citoqueratinas 5/6 (Smith et al. 2017). J4 o
tipo basal B é negativo para todos os receptores hormonais e HER2, possui baixa expressdo
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 cancer de mama invasivo e sdo caracterizados
pelo alto grau histoldgico e surgimento de metastases, alem de serem frequentes em mulheres
mais jovens, especialmente as de origem Africanas (Alluri e Newman 2014). Uma
caracteristica importante dos tumores triplo negativos € a alta taxa de mutacdo em BRCAL
(Bose 2015).
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1.4.  Paineis gendmicos gerando impacto no diagnéstico do cancer de mama
baseado na metodologia massivo de DNA

Nos ultimos anos painéis poligénicos tém sido utilizados em testes genéticos em casos
com suspeita de cancer de mama hereditario, que incluem genes com variantes que conferem
risco relativo para desenvolvimento de cancer até quatro vezes maior para os portadores
qguando comparados a populacdo em geral (Piccinin et al. 2019). Neste conjunto de genes que
confere um aumento no risco do cancer de mama hereditario estdo ATM, BARD1, BRIP1,
BRCAL, BRCA2, CDH1, CHEK2, PALB2, TP53 e RAD51D (Dameri et al. 2021), que quando
alterados explicam uma parte dos casos de cancer de mama hereditario (Couch et al. 2014).

Por exemplo, mulheres portadoras de variantes patogénicas em PALB2 tem o risco
cumulativo de desenvolver cancer de mama de 25-45% em comparacdo a mulheres saudaveis
(Hoyer et al. 2018). PALB2, um gene importante durante o reparo do DNA, codifica uma
proteina que interage com BRCA2 durante o reparo por recombinacdo homdloga, e esté ligado
a dois outros genes, BRCA1 e RAD51 (Nepomuceno et al. 2017; Zhang et al. 2019). Além
disso, esta associado como um gene de alto risco (OR>5), e esta incluido no grupo de genes
com maior nimero de mutacGes em cancer de mama (Slavin et al. 2017). Alguns autores
sugeriram que variantes em PALB2 podem estar associadas com céancer de mama triplo
negativo (Shimelis et al. 2018), e envolvido com a sindrome de anemia Fanconi em situacoes
de mutacdes bi alélicas (Piccinin et al. 2019).

O gene RAD51D (RADS51 paralog d; RAD51D) interage com PALB2, BRCAL e
BRCA2 durante o reparo do DNA pela via de recombinacdo homologa. Variantes patogénicas
em RAD51D estdo fortemente associados a neoplasias caracterizadas por apresentarem
instabilidade gendmica. A estimativa do aumento do risco de cancer de mama em pacientes
gue possuem RAD51 mutado € de cerca de 15% ao longo da vida (Angeli et al. 2020).

O gene ATM ¢ recrutado durante a quebra de dupla fita do DNA para manter as duas
extremidades juntas. ATM codifica uma proteina que atua majoritariamente no reparo do
DNA e no controle do ciclo celular, mas que também esta envolvida com processos de
apoptose, regulacdo génica e estresse oxidativo, além da manutencdo da telomerase,
encontrada desregulada em muitas neoplasias, incluindo o cancer de mama (Stucci et al.
2021). Mulheres portadores de variantes patogénicas missense, e em heterozigose apresentam
um aumento do risco do cancer de mama de até 60% ao longo da vida (Tavtigian et al. 2009).
MutacBes patogénicas em ATM também estdo associadas a um aumento de duas a trés vezes
no risco de desenvolver cancer de préstata (Stucci et al. 2021).

O gene TP53 (Tumor Protein p53), conhecido como guardido do genoma, é capaz de
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interromper o ciclo celular, reparar o0 DNA, levar a célula a senescéncia e a mudancas no
metabolismo, além de ser responsavel por ativar uma séries de genes downstream para reparar
0 dano ou levar a célula a apoptose (Schon e Tischkowitz 2018). Variantes patogénicas em
heterozigose estdo associadas a sindrome de Li-Fraumeni, e 0 aumento para 0 risco de
desenvolver cancer de mama chega a 85% ao longo da vida (Masciari et al. 2012). Alteracoes
em TP53 estdo associadas ao inicio precoce de cancer de mama, sendo que cerca de 5-8% de
mulheres diagnosticadas com cancer de mama até os 30 anos de idade, sem alteracdo em
BRCAL/2, podem possuir mutacdo patogénica em TP53. A probabilidade de encontrar
mutacBes em TP53 ¢é ainda maior caso haja histérico familial relacionado a Sindrome de Li-
Fraumeni (Schon e Tischkowitz 2018).

O gene CHEK?2 atua no controle do segundo checkpoint do ciclo celular, e, junto com
ATM e TP53, inicia uma cascata de sinalizacdo que serve como bloqueio da carcinogénese.
CHEK?2 também promove o bloqueio do ciclo celular e induz a célula ao processo de apoptose
ou senescéncia (Stolarova et al. 2020). Estudos mostraram que variantes truncadas
representam 20% do risco de desenvolver cancer de mama familial, aumentando em 44% para
portadores com parentes de primeiro e segundo grau afetados com cancer de mama (Cybulski
et al. 2011). CHEK2 esta incluso em testes genéticos de rotina em portadores de cancer de
mama hereditario devido a sua alta frequéncia de mutacBes germinativas. Entretanto, a
presenca de variantes de significado clinico desconhecido dificulta a avaliacdo precisa do
risco associado ao desenvolvimento de tipos especificos de tumores (Caswell-Jin et al. 2018).

O gene BRIP1 (BRCAl-interacting protein 1), também incluso no risco poligénico
para o cancer de mama foi descoberto por estar ligado fisicamente e interagir com 0s
dominios BRCT de BRCA1 durante o reparo por recombinacdo homologa. Essa interacdo é
codependente, pois juntos eles formam o complexo que atuam no reparo da quebra de dupla
fita do DNA (Brosh, Cantor 2014). Variantes patogénicas bialélicas neste gene conferem um
aumento no risco de desenvolver cancer de mama em cerca de 2-10% ao longo da vida (Brosh
e Cantor 2014).

O gene CDHL1 (Cadherin 1) codifica a glicoproteina caderina, responsavel por manter
a adesdo celula a célula e traduzir sinal do nacleo da célula para o citoesqueleto. Alteraces
neste gene estdo associadas com a perda da transicéo epitelio-mesenquimal (Shenoy 2019). O
CDH1 parece desempenhar um papel central no carcinoma lobular invasivo, visto que cerca
de 1,3% destes tumores abrigam variantes patogénicas em CDH1, além de estar associado,
também, ao desenvolvimento do céancer gastrico (Piccinin et al. 2019). O gene BARD1

(BRCA1-associated ring domain 1) codifica uma proteina que interage com a regido N-



Genes da via de reparo e cancer de mama

terminal de BRCA1 que é essencial durante o reparo celular (Shimelis et al. 2018). Variantes
patogénicas no dominio de interacdo de BARD1 podem romper a ligacdo de BARD1 com
BRCAL e, consequentemente, estdo associadas com um aumento no risco de cancer de mama
(Alenezi et al. 2020). Em BARDL, variantes patogénicas tém sido relatadas por aumentar o
risco de cancer de mama em duas a trés vezes na presencga de historico familial, além de
estarem envolvidas no cancer de ovario (Alenezi et al. 2020).

Os dados gerados do sequenciamento multigénicos possuem utilidade para o manejo
clinico das pacientes (Stadler et al. 2014). Conhecer o perfil clinico das pacientes com cancer
de mama possibilita prevencdo em diversos niveis (Greenblatt et al. 2001; Fostira et al. 2012).
A identificacdo de mutacdes patogénicas 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 prevencado apropriadas e eficazes, como exames de rastreamento
periddico e cirurgias profilaticas se necessario (Domchek 2010). Cabe ressaltar que o custo do
tratamento em estagios avancados da doenca pode ser até oito vezes maior em comparagdo ao
tratamento em estagios iniciais (INCA 2007). Reforcando esse fato, pacientes diagnosticadas
em estagio | tem um custo de tratamento de $71.909, enquanto em paciente diagnosticado em
estagio IV o custo é de $181.655 (Blumen et al. 2016). Portanto, é de suma importancia
expandir o rastreamento pois permite um maior beneficio para os probandos, caso haja

tratamento ja disponivel no mercado, bem como favorece o rastreio de provaveis portadores.

2. Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo rastrear variantes genéticas germinativas que podem
estar envolvidas no desenvolvimento do cancer de mama, nos genes ATM, BARD1, BRIP1,
BRCAL, BRCA2, CHEK2, CDH1, PALB2, TP53 e RAD51D em amostras de pacientes com
cancer de mama em popula¢des do Sul (Francisco Beltrdo - Parana) e do Sudeste do Brasil

(Rio de Janeiro e Minas Gerais).

2.1. Objetivos Especificos
e Rastrear alteracdes nos genes ATM, BARD1, BRIP1, BRCAL, BRCA2, CHEK2, CDH1,
PALB2, TP53 e RAD51D nas amostras de sangue de pacientes com cancer de mama;
¢ Avaliar a integridade da interacdo entre as proteinas PALB2 e BRCA2 na presenca de

variantes de PALB2 por ensaio funcional,
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e Correlacionar as variantes encontradas com dados clinicos (Subtipo molecular, grau
histologico e tipo de tratamento);

e Caracterizar todas as variantes encontradas de significado clinico desconhecido de
acordo com os critérios da ACMG;

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

3. Materiais e Métodos

3.1. Caracterizacdo das amostras

Este estudo esta inserido nos projetos: (1) Caracterizacdo do perfil protedbmico e do
estresse oxidativo em plasma e tecido tumoral de pacientes portadoras de cancer de mama, e
mapeamento do cancer de mama familial no sudoeste do Parana e estudo de associacdo de
risco com a exposicao ocupacional a agrotoxico, (2) Investigacdo da frequéncia de alteragdes
genéticas nos genes BRCA1/2 e TP53 em individuos portadores de cancer de mama, ovario,
préstata e pancreas no hospital do cancer de Muriaé, MG, e (3) Rastreamento de alteracfes
genéticas e epigenéticas em multiplos genes em pacientes portadores de cancer de mama
familial (Anexos | - IllI). Foram incluidas neste estudo 155 amostras de pacientes
diagnosticadas com cancer de mama, sendo 68 provenientes do Centro de Oncologia de
Francisco Beltrdo (CEONC) no Parand, 28 amostras da Fundacdo Cristiano Varella, Hospital
de Cancer de Muriaé (FCV) em Minas Gerais e 59 do Instituto Nacional de Cancer (INCA)
no Rio de Janeiro. Todos os individuos assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE, Anexo 1V). A maior parte das pacientes incluidas no estudo apresentam
histérico familial de cancer (tabela 3.1). As amostras do Rio de Janeiro foram excluidas do
capitulo sobre os genes BRCAL1 e BRCA2, por terem sido sequenciadas previamente a este
estudo.

Tabela 3.1 Informacges clinicas e de hereditariedade das pacientes com cancer de mama
analisadas.

Pacientes — Sul/Brasil n % Pacientes — Sudeste/Brasil n %
Cancer de mama 66 100 Cancer de mama 28 100
Historia familial Histéria familial
Sim 33 66 Sim 28 100
Nao 33 66 Nao 0 0
Idade ao diagndstico Idade ao diagndstico
<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 15 Carcinoma ductal in situ 3 10.7
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Carcinoma Lobular invasivo 0 O 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 75 Her2+ 2 7.1
Sem informacéo 3 45  Sem informacéo 0 0

3.2.  Isolamento do DNA, amplificacéo e purificacdo dos genes.

O DNA foi isolado de amostras de sangue utilizando o conjunto de reagente AllPrep
DNA/RNA Mini kit (50) QIAGEN seguindo as recomendacgdes do fabricante. Diferentes
protocolos e iniciadores (Anexos V - VII) foram utilizados para a amplificacdo e
sequenciamento dos genes aqui estudados, com diferentes multiplex de reacGes em cadeia da
polimerase (PCR, do inglés polimerase chain reaction) realizadas no termociclador Veriti 96
Well (Applied Biosystems).

BARDL1 e BRIP1 foram amplificados usando iniciadores desenhados nesse trabalho,
cobrindo éxons e regides intronicas adjacentes. Para amplificar os 11 éxons do BARD1 foram
realizadas trés PCR multiplex utilizando 0,3 mM de cada dNTP, 0,3 mM de cada iniciador, 3
mM de MgClz, 1 mM Tag DNA polimerase Platinune (Invitrogen) e H>O deionizada para
completar o volume final de 50 pL. A amplificacdo de BARD1 foi realizada com a ciclagem:
desnaturacdo inicial a 94°C por 2 minuto, seguidas de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por
30 segundos, pareamento a 59°C ou 60°C por 45 segundos e extensdo a 72°C graus por 165
segundos, com extensdo 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 Tag DNA polimerase
Platinune (Invitrogen) e H>O deionizada para completar o volume final de 50 pL. A
amplificacdo do BRIP1 foi realizada com a ciclagem: desnaturacdo inicial a 94°C por 2
minuto, seguidas de 40 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 45 segundos, pareamento a 55°C ou
60°C ou 61°C por 45 segundos e extensdo a 72°C graus por 165 segundos, com extensao final
de 72°C graus por 5 minutos, seguidos de resfriamento a 4°C.

BRCAL e BRCA2 foram amplificados usando iniciadores cobrindo éxons e regifes
intrénicas adjacentes descritos previamente (Gomes et al. 2021). Para cobrir os 24 éxons do
gene BRCAL foram realizadas sete PCR multiplex, para cada reacdo de amplificacdo foi
utilizado 1,0 uM de cada dNTP, 5 uM de cada iniciador, 2,75 mM de MgCl», 0,25 mM Taq

DNA polimerase Platinune (Invitrogen) e H>O deionizada para completar o volume final de
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25 pL. A amplificagdo de BRCAL foi realizada com a ciclagem: desnaturacéo inicial a 94°C
por 5 minutos, seguidas de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, pareamento a 55°C
ou 56°C por 45 segundos e extensdo a 72°C graus por 2 minutos, com extensdo 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:
desnaturacdo inicial a 94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos com desnaturagdo a 94°C por
10 segundos, pareamento a 53°C e extensdo de 72°C por 8 minutos, e extensao final a 72°C
por 7 minutos, seguidos de resfriamento a 4°C. ATM e CDH1 foram amplificados usando
iniciadores cobrindo éxons e regifes intronicas adjacentes descritos previamente (Gomes et
al. 2021). Para amplificar os 63 éxons do ATM foram realizadas 10 PCR multiplex. Para cada
reacdo de amplificacdo foi utilizado 0,125 mM de cada dNTP, 0,3 mM de cada iniciador, 10
mM de MgClz, 0,25 mM Taq DNA polimerase Platinune (Invitrogen) e H>O deionizada para
completar o volume final de 50 pL. A amplificagdo do ATM foi realizada com a ciclagem:
desnaturacdo inicial a 94°C por 2 minutos, seguidas de 35 ciclos de desnaturacéo a 94°C por 1
minuto, pareamento 57°C, 60°C ou 62°C por 30 segundos e extensdo a 72°C graus por 2,5
minutos, com extensao final de 72°C graus por 4 minutos, seguidos de resfriamento a 4°C.

CDH1 foi amplificado usando iniciadores cobrindo éxons e regides intronicas
adjacentes descritos previamente (Gomes et al. 2019). Para amplificar os 16 éxons do CDH1
foram realizadas 3 PCR multiplex, para cada reacdo de amplificacdo foi utilizado: 0,125 mM
de cada dNTP, 10,3 mM de cada iniciador, 3 mM de MgClz, 1,25 mM Taq DNA polimerase
Platinune (Invitrogen) e H>O deionizada para completar o volume final de 50 pL. A
amplificacdo do CDHL1 foi realizada com a ciclagem: desnaturagéo inicial a 94°C por 90
segundos, seguidas de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, pareamento 58°C
por 30 segundos e extensdo a 72°C graus por 4 minutos, com extensdo final de 72°C graus por
5 minutos, seguidos de resfriamento a 4°C.

CHEK2 foi amplificado usando iniciadores cobrindo éxons e regides intronicas
adjacentes descritos previamente (Gomes et al. 2019). Uma Unica reacdo foi realizada com
0,5 mM de cada dNTP, 0,3 mM de cada iniciador, 2,0 mM de MgSQa4, 1,0 mM Platinune Taq
DNA polymerase, High Fidelity (ThermoFisher) e H.O deionizada para completar o volume
final de 50 pL. A amplificacdo do CHEK2 foi realizada com a ciclagem: desnaturagdo inicial
a 94°C por 30 segundos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 10 segundos,
pareamento a 56°C por 30 segundos e extensdo a 68°C graus por 11 minutos, com extensao
final de 68°C graus por 15 minutos seguidos de resfriamento a 4°C.

PALB2 foi amplificado usando iniciadores cobrindo éxons e regides intronicas

10
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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 reacdo de amplificacdo foi utilizado: 0,125
mM de cada dNTP, 10,3 mM de cada iniciador, 3 mM de MgClz, 1,25 mM Tag DNA
polimerase Platinune (Invitrogen) e H2O deionizada para completar o volume final de 50 pL.
A amplificacdo do PALB2 foi realizada com a ciclagem: desnaturagéo inicial a 94°C por 10
segundos, seguidas de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 10 segundos, pareamento a 64°C
por 30 segundos e extensdo a 72°C graus por 30 segundos, com extensdo final de 72°C graus
por 7 minutos, seguidos de resfriamento a 4°C. RAD51D e TP53 foram amplificados usando
iniciadores cobrindo éxons e regifes intronicas adjacentes descritos previamente (Gomes et
al. 2021). Para amplificar os 9 éxons do gene PTEN foram realizadas trés PCR multiplex, para
cada reacao de amplificacdo foi utilizado: 0,5 mM de cada dNTP, 0,3 mM de cada iniciador, 2
mM de MgClz, 0,5 mM Taq DNA polimerase Platinune (Invitrogen) e H2O deionizada para
completar o volume final de 50 pL. A amplificacdo do PTEN foi realizada com a ciclagem:
desnaturacdo inicial a 94°C por 1 minuto e 30 segundos, seguidas de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, pareamento 53°C ou 64°C por 30 segundos e extensdo
a 72°C graus por 1,5 minutos, com extensdo final de 72°C graus por 2 minutos, seguidos de
resfriamento a 4°C. RAD51D foi amplificado usando iniciadores cobrindo éxons e regides
intrbnicas adjacentes descritos previamente (Gomes et al. 2021). Para amplificar os 10 éxons
do RAD51D foi realizada uma Unica reagdo contendo 0,5 mM de cada dNTP, 0,3 mM de cada
iniciador, 2 mM de MgCl,, 1 mM Tag DNA polimerase Platinune (Invitrogen) e H>O
deionizada para completar o volume final de 50 puL. A amplificacdo do gene RAD51D foi
realizada com a ciclagem: desnaturagéo inicial a 94°C por 2 minuto e 30 segundos, seguidas
de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, pareamento 58°C por 30 segundos e
extensdo a 72°C graus por 2 minuto 2, com extensdo final de 72°C graus por 5 minutos,
seguidos de resfriamento a 4°C. Para amplificar os 11 éxons do TP53 foi realizada uma Unica
reagdo contendo 0,5 mM de cada dNTP, 0,3 mM de cada iniciador, 2 mM de MgClz, 1 mM
Taq DNA polimerase Platinune (Invitrogen) e H>O deionizada para completar o volume final
de 50 pL. A amplificacdo do TP53 foi realizada com a ciclagem: desnaturacdo inicial a 94°C
por 2 minuto, seguidas de 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 45 segundos, pareamento
57°C por 45 segundos e extensdo a 72°C graus por 2 minutos, com extensédo 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 0 mesmo volume
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da solugdo 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 37C° seguido de uma centrifugacdo por 15 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi
cuidadosamente retirado logo apods, e adicionado 200 pL 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 37C° até néo restar vestigios de etanol no tubo.

Os produtos de PCR foram quantificados em um espectrofotdmetro 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 recomendacdes do fabricante. A mistura final foi diluida
para uma concentracdo de 0,2ng/5ul, e uma biblioteca foi preparada para cada mistura final,
utilizando o conjunto de reagentes Nextera® XT DNA sample prepatarion Kit (lllumina, San
Diego, USA) conforme especificacdo do fabricante. E por fim, cada mistura final foi
diferenciada por uma combinacgdo especifica de indexe. As bibliotecas foram quantificadas
por qPCR utilizando o Kapa quantification kit (lllumina, San Diego, USA), diluidas para
2pM, misturadas em concentracbes equimolares e aplicadas sobre a lamina de
sequenciamento (flow cell) para a etapa de clusterizacéo, realizada no equipamento cBot 2
System (Illumina, San Diego, USA). Em seguida foram sequenciadas na plataforma Illumina
HiSeg2500 (Illumina, San Diego, USA), com leituras paired- end 2x100.

Os resultados obtidos no sequenciamento foram convertidos no formato FastQ por
meio do programa CASAVA (lllumina). 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 excluidas das analises. As leituras de boa qualidade foram
mapeadas utilizando o programa Burrows-Wheeler Aligner, BWA (LI; DURBIN, 2010)
contra as regides codificantes de cada gene, usando como referéncia o genoma GRCh37/hg19
disponivel no bando de dados UCSC (University of California Santa Cruz). As leituras
(reads) duplicadas foram removidas com auxilio do Prinseq. Por meio da analise 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 identificacdo de variantes. As SNVs (single nucleotide variation) e INDELS que
tiverem o alelo alternativo com frequéncia 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 necessario, os arquivos “.bam” foram inspecionados visualmente
utilizando o programa Integrated Genomics Viewer 2.3 (IGV, Broad Institute Cambridge,
MA, USA). As variantes ndo descritas no banco de dados dbSNP do NCBI estdo sendo

denominadas de acordo com as instru¢cdes do Human Genome Variation Society.

3.3.  Programas de predicdo e critérios de patogenicidade da ACMG

Para todas as variantes missense encontradas foram utilizados programas de predicao
do efeito funcional que a substituicdo do aminoécido poderia causar na estrutura da proteina.
O programa SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant) (Pauline e Henikoff 2003) avalia alelos
em alteracdes neutras, distingui 0 aminoacido que esta sendo trocado e a posi¢do que ele
ocorre, as alteracOes classificadas como deletérias, apresentam score <0,05 e as ndo deletérias
apresentam score >0,05. O programa Polyphen-2 (Adzhubei et al. 2010) calcula o efeito
funcional da variante levando em consideracdo dois modelos de predicdo (Human Div e
Human Var), o modelo de predicdo Human Div calcula os efeitos baseados no Uniprot KB
que estdo relacionados com doenca mendeliana, e 0 Human Var prediz alelos raros e analises
de selecdo natural. O programa Condel (CONsensus DELeterious score of missense
SNVs/condel; Gonzélez-Pérez et al. 2011) avalia variantes ndo sinénimas. As alteracGes
encontradas podem ser classificadas como benignas (ndo afeta a proteina), possivelmente
danosas (possivelmente afeta a estrutura ou funcéo da proteina), provavelmente danosas (alta
probabilidade de afetar a proteina). Para o Polyphen-2 e o Condel sdo gerados score, onde
quanto mais proximo o valor gerado for de 0, maior a probabilidade de que a variante seja
benigna e quanto mais proximo de 1, maior a probabilidade de que seja patogénica. Para o
preditor MaxEntScan, valores negativos abaixo -1000 sugerem que a posi¢cao ndo é um sitio
de splice funcional, enquanto, valores positivos sugerem um sitio de splice funcional. O
preditor MutationTaster utiliza trés modelos diferentes voltados para diferentes tipos de
alteracOes, tanto para alteragdes ndo sindnimas ou intronicas, quanto para aquelas que levam a
substituicdo/insercao/delecdo de um U(nico aminoacido, em alteracbes mais complexas
envolvendo mutacgdes que introduzem um cédon de parada prematuro. Todos os modelos
foram treinados com todos os polimorfismos comuns e mutacdes da doenca disponiveis e

adequados. Valores proximos de 1 indicam uma alta probabilidade de que a variante analisada
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altere a caracteristica de uma proteina. O preditor M-Cap (Mendelian Clinically Applicable
Pathogenicity) utiliza a combinacdo dos programas SIFT e Polyphrn-2 (Jagadeesh et al.
2016).

O programa align-GVGD (Tavtigian et al. 2006) combina as caracteristicas biofisica
do aminoé&cido levando em consideragdo a composicdo, polaridade e volume, juntamente com
o alinhamento de proteinas de mdltiplas sequéncias de varios vertebrados visando obter
informacdes sobre sequéncias que sdo conservadas, para predizer as substituicbes em genes de
interesse. E gerado uma escala (CO, C15, C25, C35, C45, C55 e C65) em que o valor CO
ocorre em um aminodcido que ndo apresenta grau de conservacao evolutiva sendo classificada
como variante neutra e C65 ocorre em uma regido evolutivamente conservada de
Tetraodontidae até Homo sapiens (Tavtigian et al. 2006). Todas as variantes foram também
submetidas ao VarSome, um site com informac6es de mais de 33 bilhGes de variantes que
analisa as informagdes sobre as variantes com base nos critérios e diretrizes do ACMG
(American College of Medical Genetics and Genomics), que séo divididas em patogénica ou
benigna. A classificacdo de patogenicidade é subdividida em muito forte, forte, moderada e
suportada, enquanto a benigna é subdivido em forte e suportada. As evidéncias que

classificam as alteragcbes como patogénicas sao classificadas como (i) muito forte, (ii)_forte,

(iii)_moderada ou (iv) suportada. (i) AlteracGes patogénicas com evidéncias muito fortes sao

denominadas PV1, e incluem alteragcdes nonsense, frameshift, que ocorrem £ 1 ou 2 pares de
base do sitio de splice e delecbes. (ii) Alteracbes patogénicas com evidéncias fortes se
subdividem em: PS1 quando ha substituicdo de nucleotideo considerada patogénica, PS2
quando h& mutacdes de novo, PS3 se comprovadas por ensaios funcionais, PS4 quando a
frequéncia em individuos afetados € significantemente maior que em controles. (iii)
Alteracbes patogénicas com evidéncias moderadas se subdividem em: PM1 quando
localizadas em hotspot, PM2 quando ausentes em individuos controles ou com frequéncia
baixa, PM3 quando variantes recessivas sdo detectadas em trans com variantes patogénicas,
PM4 quando h& mudancas no comprimento da proteina devido a dele¢cGes, PM5 quando sdo
mutacBes missense ndo considerada patogénica. AlteracBes patogénicas com evidéncias
suportadas se subdivididas em: PP1 quando ha co-segregacdo em multiplos familiares de uma
alteracdo em um gene que causa doenca, PP2 quando ha uma variante missense em um gene
conservado, PP3 se multiplos programas de predicdo predizem que a alteracdo altera o
produto do gene, PP4 se o fendtipo ou histdrico familial do paciente é caracteristico de doenca
com etiologia genética, PP5 se uma fonte confiavel sugerir a patogenicidade da variante, mas

sem evidéncias de ensaio funcional disponiveis para uma avaliacdo independente.
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As evidéncias que consideram uma alteracdo benigna séo classificadas como (i) forte e
(i) suportada. (i) forte, se subdivide em BA1 se o alelo tem frequéncia >5% com base nos
transcritos RefSeq & Ensembl, GnomaAD (Genome Aggregation Database) e ClinVar, BS1
se a frequéncia alelica for maior que o esperado, BS2 se for observada em individuos
saudaveis, BS3 se for estabelecido por ensaio funcional que ndo causa danos na proteina, BS4
se ndo ha segregacdo em membros afetados de uma familia; (ii) suportada, que se subdivide
em BP1 se houver variante missense em gene que causa doenca, BP2 se houver variante
observada em trans com variante patogénica, BP3 se houver delecdo e insercdo em regido
repetitiva sem fungdo conhecida, BP4 se os programas computacionais sugerirem ndo haver
impacto no produto do gene, BP5 quando o paciente j& tem uma alteracdo relacionada ao
desenvolvimento da neoplasia, BP6 se uma fonte relatar a variante como benigna mas néo
existir evidéncia, como ensaio funcional, para fazer uma avaliacdo independente, BP7 se a
variante sinénimo for predita por programas in silico como nao patogénica.

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 alteracdes sdo
classificadas dentro de um contexto clinico associado com o fendtipo da neoplasia, como:
benignas, provavelmente benigna, benigna/conflito de interpretacdo, provavelmente
patogénicas, patogénicas, patogénicas/conflito de interpretacdo, VUS (variants of Uncertain
Significance) O banco de dados do BIC (Breast information core,

https://research.nhgri.nih.gov/) contém varias alteracbes em BRCAL e BRCA2 encontradas em

individuos com cancer de mama. A frequéncia 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 individuos adultos e saudaveis.

Para uma melhor caracterizacdo clinica das pacientes foi utilizado os critérios

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

3.4. Ensaio Funcional para variante detectada em PALB2

As etapas descritas a seguir foram realizadas em colabora¢do com o Dr. Marcelo Alex
da Divisdo de Pesquisa Clinica do Instituto Nacional de Céancer. A estratégia se baseia em
rotinas de PCR para geracdo de uma sequéncia alvo encerrando uma mutacdo desejada,
baseada na rotina do kit QuickChangetm Site-Directed Mutagenesis System, desenvolvida

pela Stratagene (Califérnia, Estados Unidos). Para a rotina de PCR foi utilizado uma
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sequéncia selvagem como molde e primers parcialmente complementares, uma DNA
polimerase de alta fidelidade e alta possessividade realiza a sintese completa do plasmideo
alvo com a mutacéo desejada (figura 3.1, etapa 1). O plasmideo molde é entéo, eliminado por
meio da acdo especifica da endonuclease Dpnl (New England Biolabs, Massachusetts,
Estados Unidos), que atua seletivamente em uma sequéncia especifica de DNA quando
metilada (5’-Gm6ATC-3"). O DNA proveniente das preparacdes plasmidiais com origem em
bactérias proficientes em DNA metilases (como a cepa DH5 o de Escherichia coli utilizada
neste trabalho) sdo susceptiveis a esse tipo de digestdo (figura 3.1, tapa 2). A construcao
plasmidial VP16:pPALB2 CT wt foi utilizada como molde para a geragdo das variantes
localizadas na porgdo C-terminal de PALB2. As reagOes de mutagénese foram conduzidas
utilizando iniciadores especificamente desenhados para tal e a DNA polimerase
PrimeSTAR® Max (Clontech, California, Estados Unidos), seguindo as instrucbes do
fabricante. Em seguida, os produtos das rotinas de PCR foram submetidos a acdo da enzima
de restricdo Dpnl, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Apds a mutagénese sitio dirigida, seguimos para os ensaios envolvendo bactérias, que foram

realizados utilizando Escherichia coli cepa DH5’¢. A inducdo de eletrocompeténcia 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% pl/v, cloreto de so6dio 0,5% p/v, todos Merck) sob constante
agitacdo durante 16h a 37°C. Em seguida, uma aliquota dessa cultura foi inoculada em meio
SOC (peptona 2% plv, extrato de levedura 0,5% p/v, NaCl 10mM, KCI 2,5mM, glicose
20mM, todos Merck) e cultivada sob constante agitacdo a 37°C. Seu crescimento foi
acompanhado até que atingisse a fase exponencial (D.0.600nm de aproximadamente 0,4-0,5
unidade). Prontamente, a cultura foi mantida em gelo por 20 minutos e, posteriormente,
submetida a rotinas de centrifugacdo (2.000 xg por 15 minutos a 4°C e desaceleracdo
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 -80°C.
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Cédon da mutagao
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Figure 3.1 Representacdo esquematica da mutagénese sitio dirigida direta. (A) Na rotina de PCR, a
DNA polimerase PrimeSTAR® realiza a sintese completa do plasmideo alvo encerrando a mutagéo
desejada (representados pelas linhas azul e roxo; circulos vermelhos representam a mutacao desejada e
setas azul e roxa representam o0s oligonucleotideos iniciadores) (etapa 1). Na etapa 2 ocorre a
eliminagdo do plasmideo molde (selvagem) pela acéo da enzima de restricdo Dpnl. Linhas tracejadas
representam o plasmideo selvagem degradado. (B) Representacdo do modelo de desenho dos
iniciadores utilizados na mutagénese (a sequéncia em verde representa a regido de sobreposicdo entre
0s iniciadores). Adaptado de Gomes et al. 2018.

Feito isso, as transformacBes bacterianas foram conduzidas pelo método de
eletroporacdo (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 transformacdes bacterianas (BIO-RAD, Califérnia, 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 instru¢des do fabricante. Prontamente, as
bactérias foram recuperadas em meio LB e incubadas a 37°C por 1lh. Posteriormente, elas
foram plagueadas em meio LB semissolido (LB + &gar 1,5% p/v) contendo antibidtico
(ampicilina 50mg/mL) e incubadas durante 16h a 37°C.

Apos a incubacéo, 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 37°C sob constante agitacdo, 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 solucdo alcalina (NaOH 200mM, dodecil sulfato
de sodio (SDS) 1% p/v, ambos Merck) e prontamente neutralizadas em solugdo tampéo de

acetato de potassio (acido acético glacial 29,5mM, adicao de KOH até pH 4,8; ambos Merck).
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Em seguida, o material foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 RPM, o sobrenadante
recuperado, tratado com cloroférmio (Merck) (relacdo 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; relacdo de 0,7:1, solvente/fracdo aquosa) por 20 minutos a -20°C.
Por fim, o material foi centrifugado a 16.000 RPM por 20 minutos a 4°C, e o DNA
ressuspenso em agua ultrapura (Milli-Q, Millipore, Darmstadt, Alemanha). Alternativamente,
as preparacgdes plasmidiais para rotinas de sequenciamento e transfeccdo de células humanas
foram realizadas utilizando o QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Califérnia, EUA), segundo
instrucOes do fabricante.

Todas as construcdes geradas foram confirmadas através de sequenciamento
automatico (método automatizado de Sanger) utilizando o conjunto de reagentes BigDye
Terminator v. 3.1 (Thermo Fisher Scientific), segundo as instrucdes do fabricante. A analise
dos produtos da rotina de sequenciamento foi conduzida na plataforma ABI 3130xI (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 antibioticos
penicilina (100U/mL) e estreptomicina (100ug/mL) a 37°C em atmosfera com 5% v/v de
CO2. Os subcultivos para manutencdo da cultura foram realizados sempre que as células
apresentavam cerca de 80 a 95% de confluéncia da area de cultivo. Resumidamente, a
monocamada foi tratada com uma solucdo de tripsina 0,125% p/v e EDTA 0,02% plv,
preparadas em PBS (Phosphatate Buffered Saline; todos Merck) até sua dissociacdo 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 transfeccdo foram realizadas em células humanas de linhagem
HEK293FT utilizando o reagente polietilenimina (polimero linear, peso molecular 25.000;
PEI 25K) (Polysciences, Inc., Warrington, Estados Unidos). Resumidamente, 24h apds o
plagueamento celular (50.000 células/cm?2), o DNA plasmidial a ser transfectado foi incubado

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

durante 30 minutos. Em seguida, essa mistura foi adicionada ao cultivo celular e, 3h depois, 0

meio de cultura das células foi substituido.
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Para a obtencéo do extrato proteico total, as células foram dissociadas dos frascos de
cultivo utilizando uma solugéo de tripsina, recuperadas em meio de cultivo e submetidas a
rotinas de centrifugacdo (1.000xg por 5 minutos) e lavagem com PBS. Em seguida, elas
foram ressuspensas em tampéo mild-RIPA (NaCl 150mM, Tris 50mM pH 7,4, EDTA ImM 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 4°C, os sobrenadantes recolhidos e armazenados a
-80°C. O extrato proteico total das células transfectadas foi obtido 24h apds a transfeccdo. As
concentragbes de proteinas dos extratos celulares foram determinadas através do método
colorimétrico descrito por Bradford (1976). Posteriormente, 0s extratos proteicos,
previamente quantificados, foram diluidos em tampédo 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 95°C. Em seguida, 0s
extratos foram submetidos a rotinas de SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel electroforesis;
geéis 8-12%) (Laemmli et al. 1970). Ao fim da resolucdo, as proteinas 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 recomendacdes dos fabricantes. Ao fim da transferéncia, a membrana foi incubada
durante 1h em T-TBS (Tris-Buffered Saline + Tween 20; NaCl 4,0% p/v, KCI 0,1% p/v, Tris-
base 1,5% p/v; pH 7,4 + Tween 20 0,1% v/v) suplementado com leite em p6 desnatado 5%
p/v (fase de bloqueio). Em seguida, a membrana foi incubada durante 18h a 4°C na presenca
de anticorpos priméarios Anti-VP16 (1:100) e Anti-Gal4 (1:500), diluidos 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 secundarios (Anti-mouse (1:5000), também
diluidos em T-TBS suplementado com leite 0,5% p/v. Ao término da incubacdo, a membrana
foi lavada 3 vezes com T-TBS. Por fim, a revelacdo foi conduzida utilizando o Kit Amersham
ECL Western Blotting Analysis System, seguida pela exposicdo da membrana ao filme
radiografico Amersham Hyperfilm ECL, seguindo as recomendacdes do fabricante (ambos
GE Healthcare).

3.6.  Ensaio de interagdo PALB2-BRCA2

A capacidade das variantes missense de PALB2 de interagirem com BRCA1 ou BRCA2
foi avaliada através do método de Dois Hibridos em Mamifero (M2H) (Luo et al. 1997). Esse

ensaio é baseado na ativacdo da transcricdo (e funcdo) de um determinado gene repdrter
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através da interacdo entre as proteinas isca e presa do ensaio. Esse sistema conta com duas
proteinas quiméricas: (1) uma proteina isca, fusionada a um dominio de ligagdo ao DNA
(GAL4 DBD) e (2) uma proteina presa, fusionada a um ativador transcricional (VP16). Além
disso, o sistema também conta com um gene reporter sob o controle de elementos responsivos
a GALA4. Dessa forma, caso as proteinas isca e presa interajam, havera a aproximacgdo de
GAL4 DBD e VP16 e, consequentemente, a transcricdo do gene repdrter (Figura 3.2). Neste
trabalho, a interacdo entre as proteinas isca e presa foi avaliada pela atividade enzimatica do
produto do gene reporter, como descrito a seguir.

O plasmideo pG5luc, que encerra a sequéncia codificante da enzima luciferase de
Photinus pyralis com um promotor sob o controle de operadores de GAL4, foi utilizado como
construcdo reporter do ensaio. O vetor pGR-TK, que encerra a sequéncia 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 transfeccéo do
ensaio (Figura 3.2). Para o ensaio de M2H das variantes de PALB2 localizados na regido C
terminal da proteina, foram utilizadas as construgdes plasmidiais pCMX GAL4:BRCA2 NT
(produzindo a proteina de fusio BRCA2 NT-GAL4 DBD), juntamente com a construcao
pVP16-PALB2 CT (ou variantes), o plasmideo reporter (pG5Luc) e o controle interno (pGR-
TK).

As células humanas da linhagem HEK293FT foram semeadas em placa de 96 pogos
(3.000 células/poco) e, 24h depois, submetidas a rotinas de transfeccdo utilizando os
plasmideos correspondentes ao ensaio em questdo. A leitura do ensaio de M2H foi conduzido
24h apos a transfecgdo utilizando o conjunto de reagentes Dual-Luciferase® Reporter Assay
System (Promega), seguindo as recomendacGes do fabricante. Resumidamente, as células
foram tratadas com o tampao de lise e uma aliquota do lisado celular foi transferida para um
microtubo de 1,5mL para a leitura do ensaio no lumindmetro 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 reacdo que produz
luz). A emissdo de luz foi quantificada pelo lumindmetro durante 1 segundo. Em seguida, foi
adicionado o reagente Stop & Glo® (que interrompe a reagdo enzimatica da luciferase de P.
pyralis e fornece o substrato para a luciferase de R. reniformis). A emissdo de luz foi
quantificada novamente durante 1 segundo.

E por fim, a analise estatistica dos dados foi conduzida utilizando o programa
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Califérnia, Estados Unidos). Foram empregados a

analise de variancia de uma via (one-way ANOVA) e 0 pés-teste de Dunnett (Dunnet’s post
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hoc), comparando os resultados observados para as variantes com os da proteina selvagem.

[ Sitio de ligagéo de GAL4 Luciferase

B PALB2
VP16

Luciferase ]

Figura 3.2 Esquema do ensaio de dois hibridos em mamifero. (A) A proteina isca (BRCA fusionada a
GAL4 DBD) interage com a proteina presa (PALB2 fusionada a VP16) e promove a transcricdo do
gene reporter, luciferase. (B) Uma mutacdo em PALB2 (representada pelo tridngulo preto) corrompe
sua interagcdo com BRCA2 impedindo a transcri¢do do gene reporter (Gomes et al. 2018).

3.7 Fluxograma mostrando a divisdo dos capitulos e as amostras utilizadas em cada um
deles

Veja no fluxograma abaixo a divisdo das amostras em cada capitulo, no
capitulo 1 utilizamos duas coortes de pacientes, uma do Parana e outra de Minas Gerais,
seguindo para o capitulo 2, nesse capitulo o objetivo foi analisar o perfil de variantes em
BRCAL/2. Seguindo para o capitulo 2 utilizamos somente uma coorte de pacientes com cancer
de mama do Rio de Janeiro, nesse capitulo o objetivo foi analisar variantes germinativas em
genes da via de recombinacdo homologa em pacientes negativos para variantes patogénicas
em BRCAL/2. E por fim, no capitulo 3 utilizamos 59 amostras pertencentes a coorte do
capitulo 2, que sdo do Rio de Janeiro e acrescentamos as duas coortes do Parana e Minas

Gerais.
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Capitulo 1

n=66 PR e n=28 MG

Capitulo 2 Capitulo 3

n=59 RJ, n=66 PR e
n=28 MG

Figura 3.3 fluxograma mostrando a divisdo das amostras e cada capitulo.
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Abstract

BRCAL1 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 Parana
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 BRCAL, 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 BRCALl 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 BRCAZ2 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 Parané state in
Southern Brazil (n=66, Centro de Oncologia de Francisco Beltrdo — CEONC, Parana), and
Minas Gerais state in Southeastern Brazil (n=28, Fundacdo Cristiano Varella, Hospital de
Céancer 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
Parand 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 9% 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 15 Ductal carcinoma in situ 3 10.7
Invasive lobular carcinoma 0 O 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 75 Her2+ 2 7.1
No provided 3 45 Noprovided 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
(lumina).

Sequencing was performed in two independent runs, with a paired-end (150bp dual-
indexing) methodology on HiSeq2500 System (lllumina). 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 > 26x
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 VVarSome 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 BRCAL 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 BRCAl
pathogenetic variants of patients with family history are localized in the functional domains of
the gene (Fig.4.1). Two BRCAl VUS ¢.5411T>C (p.Metl804Thr), c.3659A>G
(p-Arp1220Gly) of patients with family history are localized inside the functional domain, and
one was found outside this domain ¢.3660 T>G (p.Asp1220Glu) (Fig.4.1).
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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 BRCAL and 27 exons for BRCA2. N=
N Terminal, C= C terminal.

We identified the BRCA1 pathogenic variant ¢.181T>G (p.Cys61Gly), in a proband
and 10 relatives, and the BRCAL pathogenic variant ¢.190T>C (p.Cys64Arg) in another
proband and eight relatives (Fig.4.2 and 4.3). The global geographic distribution of BRCAL

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.
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Figure 4.3 Pedigree of a family carrying BRCAL1 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 ¢.6405_6409delCTTAA (p.Ans2135LysTer3) is located
in the RAD51 interaction domain, and the VUS ¢.9101A>G (p.GIn3034Arg) and the likely
pathogenic variant ¢.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.
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Figure 4.4 World records (red dots) of the pathogenic variants found in BRCA1 and BRCA2
genes in Southwestern Parana 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 D), 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.

Classification Criteria Clinical features

dbSNP 1D HGVS Age Mol.Sub |histologic NCCN | GenomAD ClinVar Criteria ACMG ACMG

rs55808233 (c.5411T>C p.Met1804Thr |29 LB IDC Yes 1.19E-04 Conflicting PM1, PM2, PP3 VUS
§ B B IDC Yes  |3.19E-05 ] * ]
C [rs766572561 |c.3659A>G p.Argl220Gly |56 LA IDC Yes 3.18E-05 VUS PM1, PM2, PP3 VUS
A
1 |rs80357064 52 |TN IDC Yes  1.20E-05 B * B

Without €.3660 T>G p.Asp1220Glu |50 LA IDC Yes Na VUS PM2 VUS
B rs80359164 |c.9101A>G p.GIn3034Arg |60 LA IDC No 1.20E-05 VUS PM2, BP4 VUS
R
C B | IDC Yes  4.16E-05 B PVS1, PM2, PP5 B
A
2 62  HER2+ DCIS No Conflicting PM2, PP3 ]

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.
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Discussion

We found a slighter different frequency of variants in Southern Brazil/ Parana state
patients (4.2%, BRCAL n=2 and BRCA2 n=2) in relation to another study with patients from
Southern Brazil, in Rio Grande do Sul state (3.5%, BRCAL n=6 and BRCA2 n=2; Alemar et
al. 2016). Whereas in this latter study the Ashkenazi Jewish founder mutations ¢.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, ¢.547+240_5193+178del and ¢.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 Parané state, where
Francisco Beltrdo 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 ¢.181T>G (p.Cys61Gly) that we found in
one patient from southwest Paran, segregates in family members with breast cancer (Figure
2). The pathogenicity of the missense pathogenic variant ¢.181T>G (p.Cys61Gly) is related to
loss of protein function, as it affects the RING domain of BRCAL 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 (Hakansson 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 BRCAL 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; Gorski 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; Gabaldé 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 ¢.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 ¢.190T>C (p.Cys64Arg), that we found in
one Brazilian patient from southwest Parana 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 ¢.190T>C (p.Cys64Arg), found in a
European patient, is related to the loss of the RING domain interaction of BRCAL 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 ¢.6405_6409delCTTAA (p.Ans2135LysTer3), herein
detected in one patient from southwestern Parand 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 ¢.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 BRCAZ2, 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 Parana 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
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functionality of the gene (Biswas et al. 2012). It was already reported in the European
population with cancer (Brandao 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
Parana population. The first variant of uncertain significance and missense c.3659A>G
(p-Arg1220Gly) is located in the functional domain of BRCAL 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 ¢.3659A>G variant, we
recommend being careful during clinical and genetic counselling of this mutation carriers.
The second variant of uncertain significance in BRCALl ¢.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 BRCAL ¢.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 ¢.9101A>G
(p.GIn3034Arg), 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 Parana state (PR).

Gene 1d-dbSNP cDNA Protein Function Varsome/ Ne patient
Clinvar
BRCA2 rs206075 €.4563A>G P.Leu1521 Synonymous Benign MG 33
BRCA?2 rs1801426 €.10234A>G p.lle3412Val Missense Benign MG 2
BRCA2 rs1060915 c.4308T>C p.Serl436 Synonymous Benign MG 21
BRCA2 rs11571622 c.516+21A>T - Intronic Benign MG 1
BRCA2 rs11571623 €.517-19C>T - Intronic Benign MG 1
BRCA2 rs11571642 €.1788T>C p.Asp596 Synonymous Benign MG 1
BRCA2 rs11571651 €.1910-51G>T - Intronic Benign MG 1
BRCA2 rs11571707 €.7469T>C p.11e2490Thr Missense Benign MG 1
BRCA2 rs11571744 c.8487+47C>T - Intronic Benign MG 1
BRCA2 rs11571769 €.8851G>A p.Ala2951Thr Missense Benign MG 1
BRCA?2 rs144848 c.1114A>C p.Asn372His Missense Benign MG 22
BRCA?2 rs144862123 €.2926T>A p.Ser976Thr Missense Benign MG 1
BRCA?2 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 €.3396A>G p.Lys1132 Synonymous Benign MG 10
BRCA?2 rs1801426 €.10234A>G p.lle3412Val Missense Benign MG 2
BRCA?2 rs1801499 €.2229T>C p.His743 Synonymous Benign MG 1
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Varsome/

Gene 1d-dbSNP cDNA Protein Function ClinVar N° patient
BRCA2 rs206076 €.6513G>C p.Val2171 Synonymous Benign MG37
BRCA2 rs2126042 €.681+56C>T Intronic Benign MG 4
BRCA2 rs2320236 €.1910-74T>C Intronic Benign MG 4
BRCA2 rs11571657 €.5640T>G p.Asn1880Lys Missense Benign MG 1
BRCA2 rs1801439 €.1365A>G p.Ser455 Synonymous Benign MG 1
BRCA2 rs4942486 €.8755-66T>C Intronic Benign MG 4
BRCA2 rs4987117 c.5744C>T p.Thr1915Met Missense Benign MG 1
BRCA2 rs543304 €.3807T>C p.Vall1269 Synonymous Benign MG 15
BRCA2 rs9534262 €.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 €.9257-83G>A Intronic Benign MG6
BRCA1 rs3092995 €.*36C>G 3’UTR Benign MG 2
BRCAL rs16940 €.4563A>G p.Leu771 Synonymous Benign MG 21
BRCAL rs16941 €.3113A>G p.Glul1038Gly Missense Benign MG 19
BRCA1 rs16942 €.3548A>G p.Lys1183Arg Missense Benign MG 20
BRCA1 rs1799949 €.2082C>T p.Ser694 Synonymous Benign MG 22
BRCA1 rs1799950 c.1067A>G p.GIn356Arg Missense Benign MG 3
BRCAL rs1799966 €.4900A>G p.Serl634Gly Missense Benign MG 2
BRCAL rs192655097 €.2458A>G p.Lys820GIu Missense Benign MG 1
BRCAL rs3765640 c.-18-115T>C - Intronic Benign MG 1
BRCAL 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
BRCAL rs754597283 €.3238T>C p.Leul080= Synonymous VUS MG 1
BRCAL rs799923 €.442-34C>T - Intronic Benign MG 12
BRCAL rs80358111 €.4424-13C>T - Intronic Benign MG 1
BRCAL rs8176128 C.212+23T>A - Intronic Benign MG 2
BRCA1 rs3092994 €.5152+66G>A - Intronic Benign PR 24
BRCA1 rs1799966 c.4837A>G p.Serl613Cys Missense Benign PR 25
BRCA1 rs1060915 c.4308T>C p.Serl436 Synonymous Benign PR 24
BRCA1 rs16942 €.3548A>G p.Lys1183Arg Missense Benign PR 23
BRCA1 rs1799967 C.4956G>A p.Met1652lle Missense Benign PR 2
BRCA1 rs1800709 €.2521C>T p.Arg841Trp Missense Benign PR 1
BRCA1 rs1801406 €.3396A>G p.Lys1132 Synonymous Benign PR 18
BRCAL rs28897689 €.4039A>G p.Argl347Gly Missense Benign PR1
BRCA1 rs4986850 c.2077G>A p.Asp693Asn Missense Benign PR 6
BRCA1 rs4986852 c.3119G>A p.Ser1040Asn Missense Benign PR3
BRCA1 without c.670+36A>G - Intronic VUS PR 6
BRCAL without €.3660T>G p.Aspl1220Glu Missense VUS PR 2
BRCA1 without c.670+37A>G - Intronic VUS PR 1
BRCA1 without €.213-232A>C - Intronic VUS PR 1
BRCA1 rs16940 €.2311T>C p.Leu771 Synonymous Benign PR 24
BRCAL rs16941 c.3113A>G p.Glul038Ala p.Glu1038Gly Missense Benign PR 24
BRCA1 rs1799949 €.2082C>T p.Ser694 Synonymous Benign PR 24
BRCAL rs1799950 c.1067A>G p.GIn356Arg Missense Benign PR 8
BRCAL rs189352191 €.212+253G>A - Intronic VUS PR 2
BRCAL rs28897672 c.181T>G p.Cys61Gly 413 Missense Pathogenic PR 1
BRCAL rs766572561 €.3659A>G p.Aspl220Gly Missense VUS PR 1
BRCA1 rs799912 €.213-161A>G - Intronic Benign PR 23
BRCAL rs799917 €.2612C>T p.Pro871Arg Synonymous VUS PR 25
BRCA1 rs799923 C.442-34C>T - Intronic Benign PR 12
BRCAL rs80356927 €.2584A>G p.Lys862Glu Missense Benign PR 1
BRCAL rs8176130 €.212+430G>A - Intronic Benign PR 23
BRCA1 rs8176133 €.213-485T>G - Intronic Benign PR 25
BRCA2 rs538947930 €.67+58A>G - Intronic Benign PR 17
BRCA2 rs2126042 €.681+56C>T/G - Intronic Benign PR 13
BRCA2 rs206073 C.793+98G>A - Intronic Benign PR 42
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Varsome/

Gene 1d-dbSNP cDNA Protein Function ClinVar N° patient
BRCA2 rs206076 €.6513G>C p.val2171 Synonymous Benign PR 42
BRCA2 rs206080 €.6938-120T>C - Intronic Benign PR 42
BRCA?2 rs169547 c.7397C>T p.Ala2466Val Missense Benign PR 42
BRCAZ2 rs4942486 c.8755-66T>C - Intronic Benign PR 14
BRCA2 rs11571747 c.8567A>C p.Glu2856Ala Missense Benign PR 1
BRCA2 rs1801406 €.3396A>G p.Lys1132Asn Synonymous Benign PR 18
BRCA2 rs4987047 c.8830A>T p.lle2944Phe Missense Benign PR 1
BRCA?2 rs4987117 €.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 PR3
BRCA2 rs11571769 €.8851G>A p.Ala2951Thr Missense Benign PR3
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
BRCAZ2 rs1801426 €.10234A>G p.lle3412Val Missense Benign PR 2
BRCA2 rs1801439 €.1365A>G p.Ser455 Synonymous Benign PR 5
BRCA2 rs206075 €.4563A>G p.Leul521 Synonymous Benign PR 30
BRCA2 rs28897724 c.4068G>A p.Leul356 Synonymous Benign PR1
BRCA?2 rs543304 c.3807T>C p.Vall269 Synonymous Benign PR 12
BRCA2 rs766173 €.865A>C p.Asn289Asp Missense Benign PR5
BRCA2 rs80359164 c.9101A>G p.GIn3034Arg Missense VUS PR 1
BRCA2 rs9534262 €.7806-14T>C - Intronic Benign PR32
BRCA?2 rs9595456 €.9257-83G>A - Intronic Benign PR 1
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Abstract

Purpose This study aimed to identify and classify genetic variants in consensus moderate-to-high-risk predisposition genes
associated with Hereditary Breast and Ovarian Cancer Syndrome (HBOC), in BRCA §/2-negative patients from Brazil.
Methods The study comprised 126 index patients who met NCCN clinical criteria and tested negative for all coding exons
and intronic flanking regions of BRCA L2 genes. Multiplex PCR-based assays were designed o cover the complete coding
regions and Aanking splicing sites of six genes implicated in HBOC. Sequencing was performed on HiSeq2300 Genome
Analyzer.

Results Overall, we identified 488 unigue variants. We identified five patients (3.97%) that harbored pathogenic or likely
pathogenic variants in four genes: ATM (1), CHEKZ (2), PALB2 (1), and TP33 (1). One hundred and thirty variants were
classified as variants of uncertain significance (VUS), 10 of which were predicted to disrupt mRNA splicing (seven non-
coding variants and three coding variants), while other six missense VUS were classified as probably damaging by prediction
algorithms.

Conclusion A detailed mutational profile of non-BRCA genes is still being described in Brazil. In this study, we contributed
to filling this gap. by providing important data on the diversity of genetic variants in a Brazilian high-risk patient cohort.
ATM, CHEK2, PALE2 and TP53 are well established as HBOC predisposition genes, and the identification of deleterious
variants in such actionable genes coniributes to clinical management of probands and relatives.

Keywords Hereditary cancer - HBOC - Massive parallel sequencing - Breast cancer - Ovarian cancer

Introduction
Renan Gomes and Pricila da Silva Spinola: These authors Carriers of deleterious variants in the fumor suppressor
contributed equally. genes BRCAT or BRCAZ have an increased cumulative risk

of developing breast cancer (BC) and ovarian cancer (OC)

Electronic supplementary material The online version of this that may reach up to 66% and 41% at age 70, respectively [1].

article (hitps:ifdoi.org/ 10, L0071 0549-020-05985-9) contains

supplementary material, which is available to authorized users. The identification of pathogenic variants in BRCAI/Z leads
o specific clinical management of families with Hereditary
B Miguel Angelo Martins Moreira Breast and Ovarian Cancer Syndrome (HBOC), through per-

miguelm @ inca. gov.hr sonalized prevention and therapeutic sirategies [2]. While

Genetics Frogram, Instituto Macional de Cincer (INCA], the identification of pathogenic variants in BRCA T or BRCA2

Rio de Janeiro, Brazil represents a clear benefit to patients and their relatives, it
*  Programa de Pés-Graduagio em Genética, Universidade only accounts for 15-20% of the families at-risk for HBOC
Federal do Rio de Janciro (UFRJ), Rio de Janeiro, Brazil [2, 3]. In the past years, sysiematic investigation of genetic

' pstituto Federal do Rio de Janciro (IFRTY. Rio de Janeiro, contributions to hereditary BC and OC cancer uncovered
Brazil additional susceptibility genes.
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Massive parallel sequencing coupled with multigene test-
inig have allowed the simultancous screening of risk associated
HBOC genes, which can be especially informative to HEOC
familics that are negative for pathogenic variants in BRCATZ.
Up to now, about 20 genes were linked o HBOC, and studies
have been using multigene pancl to increase detection rate of
pathogenic or likely pathogenic variants, aiming o improv-
mmg the effectiveness in the identification of HEOC families.
Recent reports have shown that around 12% of BRCA 12-
negative HBOC patients harbor a pathogenic variant in one of
the known moderate-to-high-risk predisposition genes [3-6].
Although a multigene testing secms to be the best sirategy, few
genes included in multigene panels have the association with
BOA nisk well established and, consequently. there is a lack
of conclusive evidences to support clinical decision making [7].

Ower time, multiple large-scale cohorts provided robust
evidences for genes like ATM, CHEKZ, PALB2. and TP57 in
their roles as BC and OC predisposition genes [ 3, 8-18]. For
carriers of pathogenic variants in PALE2? and TFP53 genes, the
cumulative risk for BC in women is 53% and 85%. respec-
tively, which overlaps with the range of cumulative risk for
BRCA N2 carriers | 19-21]. In turn, for ATM and CHEK2 car-
riers of pathogenic varants, the cumulative risk for BC in
women is 25-30% [3, 22]. These findings have allowed the
development of guidelines on how to better manage paticnt’s
lifetime risks, through adoption of specific strategies of pre-
vention andéor therapy [11, 23, 24].

Moaoreowver, the understanding of genetic factors driving
HEOC k= biased towands populations of European descendent.
Despite having a genctic contribution of Europeans, the Brazil-
ian population has multiple ethnic comributions o its genetic
background |23, 26]. Therefore, identification of population-
specific mutational spectrum in such admixed population is
critical, since the frequency of common and specific genctic
variants may differ from populations with major European
background [6&, 27). For mstance, the presence of the Brazil-
ian founder muiation TP5F c. 10106 > A (p.Arg33THis) is well
described and has a frequency of (1.3% in Southern Brazilian
population | 28]. However, a detailed mutational profile of non-
BRCA genes is still being described in Brazil. In this study, we
contribute to filling this gap, through the identification and
classification of variants in moderate-to-high-risk predispo-
sitton genes (ATM, CODHT, CHEKZ, PALBEZ, RADS1D, and
TP53) associated with HBOC in BRCAIZ2-ncgative familial
breast and ovarian cancer patients from Brazil.

Material and methods
Patients

The study comprised 126 patients from the Brazilian
Mational Cancer Institute (INCA). diagnosed with breast

£ springe

and/or ovarian cancer and referred o Genetic Counseling
Program for germline testing of susceptibility genes, from
January 20015 to Janwary 200149, Patients fulfilled at least
one criterion of the National Comprehensive Cancer Net-
work guidelines {Version 1.2016) for HBOC germline
genctic testing and were tested as negative for pathogenic
variants in BRCAJ and BRCAZ, through Sanger sequenc-
ing of all coding exons and intron flanking regions. All
patients were also negative for the Portuguese variant
BRCAZ c.156_15TinsAlu, and 18126 (14.28% ) of included
paticnts were previously tested using multiplex ligation-
dependent probe amplification (MLPA) and did not pre-
sent large rearrangements in BRCAT or BRCAZ. Patienis”
data {personal history of cancer, tumor hisiology, receptor
status, and age at diagnosis) were obtained from clinical
records (Table 1), while the family history of cancer was
obtained from interviews with the probands. All individu-
als who participate in this smdy provided written informed
consent. This study was approved by the cthical committes
of the Brazilian National Cancer Institute (INCA, project
#1407 and C A AE. 14, 144 819.0.0000.5274).

Sample preparation

Genomic DNA was isolated from peripheral blood samples
using salting out method [29]. At the time of study design,
the ATM, CDHI, CHEKZ, PALBZ, RADSID, and TP53
genes were selected by taking into account the worldwide
prevalence of pathogenic vanants in HBOC patienis and
by following the National Cancer Comprehensive Network
recommendations [3, 11, 30-33]. Multiplex PCR-based
assays were designed to cover the complete coding regions
and fanking splicing sites of the genes, based on NCEI
reference sequences NG_009330.1 for ATM, NG_00E021.1
for CDHI, NG_008150.2 for CHEKZ, NG_007406.1 for
PALBZ NG_031858.1 for RADSID, and NG_017013.2
for TP53. Multiplex PCR products were purified using
PureLink PCR purification kit (ThermoFisher) and quan-
tified using Qubit fluorimeter (Life Technologies). Puri-
fied products were pooled wsing a rough normalization
of base pair counts per multiplex PCR (all primer pairs,
multiplex PCR conditions. and pooling ratios arc available
under request). Sequencing libraries were prepared using
MNextera XT DNA kit (Illumina).

Massive parallel sequencing, variant detection,
and annotation

Sequencing was performed in two independent runs, using
paired-end methodology on HiSeq25(M) Genome Analyzer
{lllumina}, with up to 150 bp of read length. Libraries were
allocated in the first or second run following the sequence of
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Table 1 Clinical and pathalogical features of the patients with breass

andfor ovaren cancer

Number %
Index patients
BC 115 9127
oC 5 a7
BC and OO 2 159
BC and viher 4 117
Age al firdt diagnosis, years
Mean (5D 43.5 -
Median 43 =
=45 71 56.35
B} 39 30.95
=6l 12 53
Mot provaded 4 117
Sex
Female 120 B5.24
Male 6 4.76
Bilateral camcer (BC or OC)
Wes 16 12.70
ey 16 B4.13
Mot prowided 4 117
Hastodogy (BT only)
IDC w7 B8.43
ILC 4.13
Oither 4.13
Mot provaded 131
Ciradle (BC anly)
1 11 w10
n 50 41.32
m 7 3058
Mot specilied 2 165
Mot prowided 21 17.35
BC sublypes, receplor slatus
ER+. FR+, HER2Z— a4 3637
ER-, FR—, HER2Z+ 9 T44
Triple posiive ] 496
Triple negative 16 13.22
Mot prowided (amy) 46 3801
First-fsecond-degree relative with BCARC
Yex BE.25
ey 3l 24.60
Bt provaded T.15
Firs1-/secons-degree relative with any cancer®
Wes 10y T9.36
iy 17 13.4%
Mot provaded 9 T.15

B Breast cancer, OO ovarian cancer, [T invasive ductal carcinoms,
ILC invasive lobular carcinoma, ER estrogen receptor. PR progester-
one receplor, FERT human epidermal gromih factor receplor type 2

*Lung cancer and cervix cancer were nol included

patient enrollment and the compatibility between the indexes
used for massive parallel sequencing. For FASTA filtering
of the base call quality scores (QQ score), reads were dis-
carded when the median was below 30 phreds. Reads were
then aligned against human reference sequences {GRCh3 7).
Sequencing alignment was performed using the Burrows-
Wheeler Alignment (BEWA} with default parameters. Base
quality score recalibration, indel realignment, and vari-
ani calling were performed using a pipeline based on the
Genome Analysis Toolkit v4. 1 (GATK) {Broad Institute).
Populational frequency of cach variant was retrieved from
the Genome Aggregation Database (gnomAD v2.1.1) (hitps
Jfgnomad. broadinstitute.org/). Vananis were reporied only
if coverage depth was > 26 % and if the variant allele was
present inz 200% of the reads, hased on the theorztical model
proposed by de Leeneer et al. [34]. Sequence variants were
annotated using Variant Effect Prediction [35]. The effi-
ciency and accuracy of our multiplex PCR-based assays
and pipcline analysis were previously characterized (data
available under request).

Nomenclature, in silico analysis, and variant
classification

The Human Genome Variation Society (HGVS) guide-
lines were used to describe the genetic variants [36]. Vari-
ant classification was performed in sccordance with the
Guidelines of American College of Medical Genetics and
Genomics {ACMG) and the Association for Molecular
Pathology (AMP) [37], hereafier abbreviated as ACMG
guidelines. through the use of VarSome variant search
engine version 8 4.6 [38] and ClinVar database (hitps:/f
www.nchinlm nih goviclinvar’y. Protein-truncating vari-
ants (FTVs) were defined as nonsense or frameshift. The
Human Splicing Finder (H5F) and MaxEntScan (MES)
algorithms [39] were used with default threshold parameters
to predict variant-induced splicing alteration for all var-
ants. Variants were considered to be “potentially spliceo-
genic” if AMES = + 30% or< — 30% and AHSF = + 10%
or =-— 10%, adding the PP3 criterion (i.e.. multiple lines of
compuiational cvidence support a deleterious effect on the
gene or gene product: conservation, evolutionary, splicing
impact, eic.) of ACMG guidelines to the final classification
of pathogenicity in case of synomymous or intronic variants,
or adding to the number of in silico tools with deleterious/
benign prediction in case of missense variants. We did not
take into account the PP2 criterion (i.e.. missense variant in
a gene that has a low rate of benign missense variation and
in which missense variants are a common mechanism of
disease} as automated by VarSome, since there was a higher
proportion of missense VUS in comparison to known benign
and pathogenic/likely pathogenic missense variants, for all
tested genes. We also did not take into account VarSome
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automated threshold for BS2 criterion {i.e., observed in a
healthy adult individual for a recessive (homozygous), domi-
nant {heterozygous), or X-linked (hemizygous) disorder,
with full penetrance expected at an early age), since it is
2 fined value that does not consider sample size of popula-
tion databases (i.e., allele count greater than 5 and 3, for
dominant gencs and for recessive or X-linked genes, respec-
tively, as described in VarSome version 8.4 .6 documenta-
tion). Instead, we evaluaied the suitability of BS2 criterion
case by case. Missense variants classified as VU5 and wiath
minar allele frequency (MAF) < (0001 at gnomAD (rare van-
ants } were submitted to other five in silico prediction tools to
estimate their potential pathogenicity: (a) mendelian clini-
cally applicable pathogenicity (M-CAF): (b) SIFT (sorting
intolerant from tolerant); (c} PolyPhen-2 (polymorphism
phenotyping v2): (d) MutationTaster; and (e} Align-GVGD
(values of C45 or higher were considered as deleterious).
Missense variants were defined as “potentially damaging™
when predicied deleterious by > 3 tools or as “potentially
benign”™ when predicted benign by > 3 tools {including HSF
and MES), so that PP3 {ie., multiple lines of computational
evidence support a deleterious effect on the gene or gene
product: conservation, evolutionary, splicing impact. etc.)
or BP4 (i.e.. multiple lines of computational evidence sug-
gest no impact on gene or gene product: conservation, cvo-
lutionary, splicing impact, etc.) criteria of ACMG guide-
lines were respectively added to their final classification of
pathogenicity. All variants finally classified as pathogenic or
likely pathogenic, according to the ACMG guidelines, were
confirmed by Sanger sequencing.

Results

Among 126 patients with breast and/or ovarian cancer,
56.35% had their primary cancer diagnosis at age 43 years or
vounger { Table 1}. The median age at diagnosis was 43 years
{range =23-73 years). Eighty-six patients (68.25%) had at
least one first-degree relative affected with breast or ovarian
cancer. Most of tested individuals were female, comprising
95 24% of the total. Of the 121 hreast tumors, the major-
ity was invasive ductal carcinomas (88.43%) and 377121
(T1.9%) were high stages, grade II or [1l. HER2, estrogen
and progesicrone recepior status was available for a sub-
group of 75121 (61 98%) of BC patients, of which 16/75
{21.33% ) had triple-negative breast cancer (TNBC). Detailed
information on patients is given in Table 1.

Mean coverage depth for the first run, comprising &4 sam-
ples, was 441 1-fold, and more than 90.5% of the targeted
bases (all exonic bases and at least 6 bp of intronic sequences
at infronfexon junctions) were covered > 26-fold. Mean cov-
crage depth for the second run, comprising 62 samples, was

&) Springer

1174-fold, and more than 74.1% of the targeted bases were
covered = 26-fold.

Owerall, we identified 458 unique variants {Supplemen-
tary Fig. 1): 51 missense, 28 synonymous, 1 frameshift, 1
stop codon, and 407 non-coding variants. After classification
of the clinical significance of each variant, following ACMG
criteria, we identified five patients (3.97% ) that harbor path-
ogenic or likely pathogenic variants, all confirmed by Sanger
sequencing (Table 2). OF the remaining variants, 353 were
benign or likely benign and 130 were VUS (Supplemen-
tary Table 2). None of the patients harbored concomitantly
a pathogenic/likely pathogenic variant and a ¥WUS predicted
to be deleterious.

Among pathogenic or likely pathogenic variants identi-
fied in this cohort. three were detected in ATM or CHEKZ,
which arc cancer susceptibility genes with moderate-to-low
penctrance: ATM c.609%dup (p Arg 2034 ThrisTerd ), CHEKZ
c 1036C =T (p.Arg346Cys), and CHEK2 ¢ 1270 T>C
(p.Tyr424His). Other two pathogenic varianis were
detected in high-penetrance cancer susceptibility genes:
PATR? 0 72570 > T {p Arg753Ter) and TPST 0 5340 > A
(p-His178GIn). All carriers of such variants were female
patients. The respective personal. familial cancer history
and complete in silico predictions are detailed in Table 2.

Owerall, 130 variants were classified as VUS {Supple-
mentary Table 2}, 12% were rare variants (MAF < 1'% or not
reported in gnomAD database), of which 45/12% (34.88%)
were described for the first time in this paper. Most of the
VUS (113/130; §6.92%) arc non-coding varianis localized
in intronic or untranslated regions, while only 177130 of
them (13.07%) are synomymous or missense coding vari-
ants. Ten VUS were predicted to disrupt mENA splicing by
the two prediction algorithms: seven are non-coding vari-
ants { Supplementary Table 1), and three are coding variants
{two synonymous and one missense WUS: ATM c 69750 > A
pAla2325Ala; PALBZ ¢ 34950 > A p.Serl 1655er. ATM
c. 73750 > G p Arg2439Gly) and are shown in Table 2.
Among the missense VUS (11/130; 8.46%], six were clas-
sified as probably damaging by the majonty of predic-
tion algorithms (Table 2), and one of those YUS (ATM
c. 73730 > G, p Arg2439Gly) was also predicted o disrupt
mRNA splicing.

The schematic representation of thirteen pathogenic (F).
likely pathogenic (LP), and YUS classified as probably dam-
aging as well as the tumoral receptors statuses (progesterone,
estrogen, and HER2) are shown in Supplementary Fig. 2.

Discussion
This study aimed to identfy genetic variants in Brazilian

patients at risk for hereditary breast and ovarian cancer and
negative for the presence of pathogenic variants in BRCAT
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and BRCAZ genes. We identified five patients harboring
pathogenic or likely pathogenic variants in well-cstab-
lished HBOC genes, representing 3.97% of our cohort: A
novel frameshift variant was identified in ATM (c.60%9dup,
p.Arg2034 ThrisTerd), one nonsense variant was observed
in PALB2 (c.2257C > T, p.Arg7533Ter), and three mis-
sense variants were identified in CHEKZ (c. 10360 = T,
p-Arg3a6Cys, and ¢ 1270 T>C, p.Tyr424His) and TP53
(c.334C > A, p.His1T8GIn) genes (Supplementary Fig. |
and Table 2}.

Regarding the pathogenic truncating variants found in
this study, the ATM frameshift variant generates a pre-
mature stop codon causing loss of functional domains,
which impairs ATM’s ability to block cell cycle pro-
gression in response to DNA double strand breaks [440].
Similarly, the nonsense variant in PALB2 (c.2257C > T,
p.Arg753Ter) introduces a premature termination codon
at position 753 and is predicted wo gencrate a truncated or
absent protein, since this mENAs that carries a premature
termination codons can polentially be degraded through
the process of nonsense-mediated decay (NMD). Even if
translated, this truncated protein would have no WD4(0
domain, losing a nuclear export signal (MES) responsible
for the cytoplasmic transport of PALB2 [41, 42). Moreo-
vEr, truncating variants in PALE2 (OR =469, 95% C1 2.27
to 9.68) and ATM (OR =3.26; 953% CI 1.52 to 6.46) were
previously associated with increased BC risk [43]. The
PALB2 ¢ 225TC > T (p.ArgT33Ter) carrier presented a
family history highly suggestive of hereditary cancer that
included six BC cases over three generations, while the
ATM c.60R%dup carrier had no familial history of cancer
available. Furthermaore, association of deleterious variants
in ATM and PALBZ genes with positive status of ER/PR
has already been described [ 15, 43—45], and ER/PR status
of carriers mentioned above was consistent with these data
(Table 2, Supplementary Fig. 2).

In respect to the likely pathogenic missense varianis
identified in this study (CHEKZ c. 10360 = T, p.Arg346Cys
and CHEK2 ¢ 1270 > T, p.Tyrd424His), both are located
in the protein kinase domain of CHEK2. The CHEK2
c 1036C > T (p. Arg246Cys) carrier fulfills HBOC criteria
due to her personal history of bilateral carly onset breast
cancer, plus familial history with two BC cases in third-
degree relatives. Moreover, her family history includes
two third-degree relatives with colorectal cancer (CCR);
therefore, this family also fulfills criteria to hereditary
breast and colorectal cancer, as proposed by Meijers-Hei-
jboer et al. [46] and Nascem ct al. [47]. In agreement with
predictive data (PP2), evidence of association between
this variant and breast cancer risk was observed in car-
riers of European ancestry (OR =306, 95% Cl=1.09 1o
23.5) |48]. Besides, a recent yeast-based assay showed
an effect of CHEKZ ¢ 1036C > T (p.Arg346Cys) variant

that 1s suggestive of pathogenicity [49]. In addition to this
functional assay (P53). this variant is located in a critical
and well-established functional domain (PM1) and has low
frequency in population database (PM2), strengthening the
evidence in favor of its association with an increased risk
of breast cancer. The CHERKZ c 12700 > T (p. Tyr424His)
carrier reported a personal cancer history characterized
by unilateral breast cancer, grade 2. diagnosed at 38 years
old and a third-degree family history comprising two
breast cancer cases, diagnosed at 50 and 68 vears old, and
one bladder cancer diagnosed at 5% years old. CHEK2
c. 1207C > T (p.Tyr424His) varant is also located in a
critical and well-established functional domain (PM1), has
predictive data supportive of a deleterious effect (PP3),
and has functional assay data (P53} [49] arguing in favor
of its pathogenicity.

The carrier of TP53 5340 > A (p His1TEGIn), classified
as pathogenic variant (Table 2y, did not fulfill the classic
Li-Fraumeni or Li-Fraumeni like criteria. Regarding HEOC
criteria, besides her personal history of bilateral breast can-
cer, familial history includes one first-degree breast cancer
case, diagnosed at 30 years old, and three second-degree
cancer cases that include rectum cancer, liver cancer, and
stomach cancer. This result demonsirates the value of mul-
tigene testing targeted at moderate-to-high-penctrance genes
for HBOC, even when paticnts do not meet the criteria for
the main syndrome associated with tested genes. Owverall,
this variant is located in p33 oligomenization domain, which
is & critical and well-established functional domain (PM1),
within a highly conserved codon where different missense
substitutions have already been determined to be pathogenic
(PM35), and has not been previously reported in population
databases (PM2). In addition, this mutation was predicted o
be damaging by four in silico tools (PP3), and this putative
deleterious effect is supported by in vitro assays that showed
reduced transcriptional activity (< 25%) in comparison to
wild type TP53 (P53) [50]. Based on ACMG criteria men-
tiomed above, the evidences are in favor of the pathogenicity
of this variant.

ATM, CHEKZ2, PALB2, and TP53 are well-established
HBOC predisposition genes and are relevant to clinical man-
agement of affected families [3, 8, 10-16, 18, 51]. FALB2
and TP51 are considered as highly penctrant genes in heredi-
tary BC cases, since mutations in these genes are associated
with approximately fivefold and sevenfold elevated risk of
breast cancer., respectively. In turn, AT and CHEK2 genes
hawe moderate penetrance in hereditary BC cases, with dele-
terious variants associated with reofold to threefold increase
in breast cancer risk [12, 15, 16, 45, 52]. Other than BRCAT
and BRCAZ, ATM, CHEK2, PALEZ_ and TP53 are the most
frequently mutated genes in HBOC families [3, 10, 12, 14,
15. 17, 18, 27, 53], including Brazilian families [54. 55].
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To date, about 20 genes have been suggested to carry
high and/or moderate BC risk vanants, but only a minority
of these genes has significant association o BC established
by both siringent testing and statistical analyses [3. 9, 13,
32, 536]. The incorporation into multigene testing of several
genes for which the evidence of nsk-association is weak or
absent can result in information that might not be clinically
relevant to patients and their families. Therefore, the high
rate of pathogenic variants identified in some studies might
be inflated. COHY and RADS 1D genes were included in the
present work based on data available at the ume of swdy
design. Some studies have shown an substantial prevalence
of CDHT and RADS 1D pathogenic or lkely pathogenic van-
anis in HBOC patients, but their contribution to HBOC is
still comtroversial [4, 11, 12, 15, 53]. The more comprehen-
sive results published to date on non-BRCA gene association
with hereditary BC have established ATM, CHEKZ, PALR2,
and TF33 as moderate-to-high penctrant genes, and also as
the most frequently muted non-8RCA genes in breast and
ovarian cancer patients [ 3, #-13]. Hence, by taking together
latest results of these studies, there are robust data to sup-
part ATM, CHEKZ, PALB2, and TP53 as HBOC “consensus
genes.”

Knowledge about the germline mutational spectrum
among Brazilian HBOC patients that tested negative for
pathogenic variants in BRCAT and BRCAZ is limited. Only
three studies have performed a comprehensive multigene test
to date [34. 55, 57]. Timoteo et al. [35] reported a propor-
tion of 3.44% pathogenic variants, considering “consensus
genes” in 132 BC patients from Northeast of Brazil, who
underwent clinical genetic testing, using 33 (o 94-gene pan-
cls. In another study, a frequency of 2.32% of pathogenic
varianis was reporied in 319 breast andfor ovarian cancer
patients from Southeast Brazil, using a 94-gene panel [34].
Interestingly, in a recent study, Carvalho et al. [37] evaluated
a 21-gene panel in a series of 95 HBOC families also from
Southeast Brazil. and found a higher prevalence of non-
BRCA mutation in comparison to the other studies (6.66% ).
In this case. however, the mutation TP5S c. 010G = A
(p.Arg337THis), which is a well-known variant that occurs
at a high frequency in cancer-prone families in Southern
Brazil [28], accounted for 83.3% of the pathogenic variants.
We observed a frequency of 3.97% pathogenic variants
in 126 familial breast/ovarian cancer paticnts negative for
BRCAI/2. This result indicates that a smaller set of consen-
sus moderate-to-high-risk predisposition genes might be of
value when testing HBOC families, although other issues,
like differences in the criteria for patient enrollment, should
also be considered.

In addition, over 26.64% (130/488) of the unigue van-
anits identified in the current study were classified as VUS, a
higher proportion in comparison with other reports [ 13-13,
33, 58, 59]. Maost of the VUS identified here (56.92%,

£) Springer

T4/130) were located "deep” within introns [ Supplemen-
tary Table 1), probably because some of the amplicons
were long and spanned multiple exons when compared to
siudies that sequence flanking regions close to iniron/exon
boundaries. Considering non-coding VUS, 7113 {6.19%)
were predicted as spliceogenic by in silico algorithms (Sup-
plementary Table 1), Even though we cannot determine their
clinical significance with current evidences, functional stud-
ies on these variants may be worthwhile. The rare coding
VUS predicted o be deleterious (Table 2) were observed
in ATM (5/8). PALB2 (2/8). and TF53 (1/4). All of them
are located within functional domains of the proteins and
could affect biochemical propricties and biological functions
(Supplementary Fig. 2). Although some studics hypothesize
that specific missense substitutions in ATM gene may confer
greater risk of breast cancer [32, 600], there 15 no additional
evidence regarding their impact on protein function.

Two VUS reported here reqguire special attention. The
ATM: c.6975G = A (p. Ala2325Ala), despite being a syn-
onymous variant, this substitution falls at the last nucleotide
position of exon 47, considered by VarSome as part of the
conscnsus 37 55 motif (FYS1), leading to a likely pathogenic
classification for this variant. Point mutations at this posi-
tion are considered extremely likely wo alter splicing due to
improper exon and intron recognition and may result in the
formation of an aberrant transcript [61, 62]. Algorithms used
to predict the effect of sequence changes on KNA splicing
sugeest that ATM c.69756G > A (p. Ala2325Ala) variant may
disrupt the consensus splice site (Supplementary Table 2).
Furthermore, familial history of the carrier included one
firsi- and one third-degree breast cancer, and one third-
degree of ovanan cancer. Nonetheless, we did not add the
PFVS1 criterion to this vanant, since it is not located in a
canonical splice site and confirmation of functional impact
by either RNA or protein analysis is still reguired. The
other variant is TP33 c997C =T (p.Arg333Cys). located
in a critical and well-established functional domain (PM1)
and predicted io be damaging by four in silico tools (PP3):
twi functional studies produced conflicting findings. and did
not allow to establish this variant as pathogenic or benign
[ 50, 63].

Since only 18/126 (14.28%) of the included patients
were previously tested for large rearrangements, we can-
not rule out that some patients included in this study could
harbor BRCAT or BRCAZ pathogenic variants. However,
the frequency of such BRCA I/2 rearrangements in HBOC
Brazilian patients represents 1.7% [64]. Furthermore, large
rearrangements and deletions known to cause hereditary
breast and ovarian cancer in the other tested genes were
not evaluated in this study. According to Cybulski et al.
[27]. cases of mon-BRCA large rearrangements might
account for 1'% or 2% of additional HBOC families. Addi-
tionally, the prevalence of pathogenic variants found here
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might be underestimated, since our sequencing runs did
not achieve 10 of sequence coverage of target regions,
and the second run presented a low mean coverage depih
affected by sequencing yield. Finally, our study was com-
posed by families primarily ascertained through female
individuals with breast cancer, which might have led to
under-representation of ovarian cancer cases in these fami-
licz. Consequently, in such a highly selected sample of
women with a breast cancer diagnosis, this factor might
lead to biased prevalence of pathogenic/likely pathogenic
variants.

In conclusion, our ﬁndings 'prn\riu:l: impurtant data on
the composition of genetic variants in a Brazilian HBOC
cohort tested negative for BRCA T and BRCAZ deleterious
variants. We identified pathogenic variants in 3.97% of
patients in six breast/ovarian cancer predisposifion genes.
The identification of deleterious variants in actionable
genes like ATM, CHEKZ, FALBZ, and TP533 also contrib-
utes to the clinical management of the probands and their
relatives. Additionally, our study demonstrates the util-
ity of multigene panels for patients who underwent non-
informative BRCAT and BRCAZ genetic screening. We
also identihed several rare variants for which the clinical
significance is currently unknown. Some of these VUS
were predicied to be deleterious or benign, pointing (o the
need of functional assays or robust segregation studies to
evaluate the biological impact of these variants.
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Supplementary Table 1 Overall characteristics of non-coding VUS predicted as deleterious.

Receptor status

Cancer history? (Age at diagnosis)

ACMG Clinvar Predictive algorithm gnomAD
Gene # dbSNP ID HGVS nomenclature o o
criteria classificaion jsp MES ER PR HER2 Personal Familial
na na na BOC (28) Third-degree: GIST (na), BC (70)
2 rs528576554 .1607+112A>G PM2, PP3  Benign +77.61  -49.21 1.72e-03
+ + + UBC (49) First-degree: BC (47), BC (50)
na na na UBC (49) Second-degree: BC (45), BC (49), BC (na), GIST (82)
First-degree: Skin cancer (49).
2 15186571773 €.1802+350G>A PM2,PP3  na +60.67 -223.48  7.65e-04 Second-degree: Pancreatic cancer (84), thyroid cancer
+ + - UBC (51
1) (70), GIST (na), GIST (90)
ATM Third-degree: PrCa (na)
1 rs56112367 €.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 €.3078-265T>G PM2,PP3 na +56.81  +275 7.96e-04 + + - UBC (39) First-degree: PrCa (45), Second-degree: BC (35)
First-degree: BC (34), Pancreas cancer (na)
- - + UBC (46)
Second-degree: PrCa (65), metastatic cancer (na)
3 rs138963508 €.8011-234C>A PM2, PP3  na +57.06 +872.83 5.99-03
+ + - UBC (64) Second-degree: BC (80)
- - - UBC (32) na
CDH1 1 na €.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  ¢.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.

Align-
Gene dbSNP HGVS nomenclature gnomAD Consequence  SIFT PolyPhen GVgGD MutationTaster M-CAP HSF MES
ATM rs56112367 €.2921+19dup 1.0e-03 Intronic na na na na na -88.54 +149.67
. . Probably . . Possibly
ATM na €.8170C>A p.GIn2724Lys na Missense Deleterious . C45 Disease causing . -0.81 na
damaging Pathogenic
ATM 1s1479478300 ¢.149A>G p.Lys50Arg 7.97e-06 Missense Tolerated Benign Cco Polymorphism Likely benign  +50.43 na
. . . . . Possibly
ATM rs35963548 €.1595G>A p.Cysb32Tyr 2.45e-04 Missense Deleterious Benign Cco Disease causing . +0.08 na
Pathogenic
. . . . . Possibly
ATM rs201780199  ¢.3256C>G p.Arg1086Cys 3.19%-05 Missense Deleterious Benign Cco Disease causing Path . +0.63 -2.05
athogenic
ATM rs34325032 €.1236-4_1236-3del 1.05e-02 Intronic na na na na na na na
ATM rs768748099  ¢.497-5_497-4del 7.65e-04 Intronic na na na na na na na
ATM rs763451341  ¢.6347+19_6347+20del na Intronic na na na na na na na
ATM rs763451341  ¢.6347+30_6347+31del 1.37e-04 Intronic na na na na na na na
ATM rs556778314  ¢.6975G>A p.Ala2325Ala 1.19e-05 Synonymous na na na na na +56.48 -171.39
. . Probably . . Possibly
ATM rs730881383  ¢.7375C>G p. Arg2459Gly  3.54e-05 Missense Deleterious . C65 Disease causing . +15.98 +170.27
damaging Pathogenic
. . Probably . . Possibly
ATM rs746351323  ¢.8800A>G p.Thr2934Ala 7.96e-06 Missense Deleterious . C55 Disease causing . +76.75 na
damaging Pathogenic
ATM rs745427727  ¢.2922-22_2922-20del na Intronic na na na na na na -1.17
Possibly
ATM rs140641762  ¢.5352C>T p.Asn1784Asn 3.55e-05 Synonymous na na na na . +2.3 na
Pathogenic
ATM 1s528576554  ¢.1607+112A>G 1.72e-03 Intronic na na na na na +77.61 -49.21
ATM rs186571773  ¢.1802+350G>A 7.65e-04 Intronic na na na na na +60.67 -223.48
ATM rs137911551  ¢.3078-265T>G 7.96e-04 Intronic na na na na na +56.81 +275
ATM rs138963508  ¢.8011-234C>A 5.99%-03 Intronic na na na na na +57.06 +872.83
. . Probably . . Possibly
ATM rs567060474  c.6820G>A p.Ala2274Thr 9.21e-05 Missense Deleterious . C55 Disease causing . -0.22 na
damaging Pathogenic
ATM rs527558552  ¢.2250+503G>T 3.19-05 Intronic na na na na na na na
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rs373116929
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15202068074
rs77033857
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rs774000640
s11366542
rs553744385
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rs1372185010
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rs1374518800

na

rs566209535
rs664143
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rs1360937602
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na
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€.3577-28T>G
€.4109+372del
€.4109+628G>A
€.4109+629G>A
€.4109+630_4109+631del
.4109+631T>A
€.4110-307C>G
€.4110-374_4110-371del
€.4110-473T>C
€.4110-630_4110-629insAT
€.4110-630C>T
C.4436+83G>A
c.4776+130_4776+131insTG
TGCCTGGCCTACGT
€.5762+56T>C
€.6573-45_6573-42del
€.6976-114del
€.7516-298_7516-295del
€.7927+51G>A
€.7927+52T>C
c.8011-51G>T

€.8671+69_8671+70insTCTT

GGTAGGCAAACA
€.8850+59C>T
€.8850+60A>T

€.7992C>G p.Val2664Val
€.532-25T>C
€.687+392_687+394del
€.688-445T>C
€.688-485A>G
€.832+291_832+292insTAG
G
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na

na
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-16.28
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na
+59.25
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-71.77
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na
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+55.96
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-70.06
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-364.06

55



CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
CDH1
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€.832+419G>A
.833-270_833-267del
€.*110del
€.1138-125G>T
€.1320+178A>C
€.1320+352G>T
€.1320+414G>C
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€.1320+617del
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€.1225-483G>T
€.1389-213C>T
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9.93e-02
na
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€.2835-376_2835-372dup
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RADS51D
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rs536644825
na

na
rs1060504164
na

na
rs576983083
rs183276131
na

na

na

1769934890

€.3351-43T>C
€.3351-44T>C
€.3351-55_3351-53del

€.100C>T p.Arg34Cys

€.2401G>A p.Asp801Asn

¢.2506G>A p.Val836lle
€.-385C>T

€.-386C>T

€.135G>A p.Leud5Leu
€.1100+439_1100+440insG
€.1100+444C>T
€.1101-200T>C
€.673-100C>T
€.673-236del
€.673-73_673-71del
€.994-53T>C

€.997C>T p.Arg333Cys

na
na

na

1.76e-05

3.98e-06

1.06e-05
na
na
na
na
na
1.28e-04
5.27e-03
na
na

na

2.39e-05

Intronic
Intronic

Intronic

Missense

Missense

Missense
Intronic
Intronic
Synonymous
Intronic
Intronic
Intronic
Intronic
Intronic
Intronic

Intronic

Missense

na
na

na

Deleterious

Tolerated

Tolerated
na
na
na
na
na
na
na
na
na

na

Deleterious

na
na

na
Probably
damaging
Probably
damaging
Benign
na

na

na

na

na

na

na

na

na

na
Probably

damaging

na
na

na

C65

Co
na
na
na
na
na
na
na
na
na

na

C55

na
na

na

Disease causing

Polymorphism

Polymorphism
na
na
na
na
na
na
na
na
na

na

Disease causing

na
na
na
Possibly

Pathogenic
Likely benign

Likely benign
na

na

na

na

na

na

na

na

na

na
Possibly

Pathogenic

na
na

na

131

+1.63

-0.14

na

na

na
+254.01
na

na

na

na

na

na

na

na
na

na

na

na

-4.02
na
na
na
na
na
na
na
na
na

na

na

Abbreviations: gnomAD — Allele frequency in gnomAD database; na — Not available or not applicable.
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6. Capitulo 3. Variantes em genes da via de reparo em pacientes com cancer de
mama negativas para variantes patogénicas em BRCA1 e BRCA2

6.1. Resultados

Em 145 pacientes com cancer de mama negativas para variantes deletérias em BRCAL
e BRCA2, detectamos 549 variantes Unicas, sendo 89 missense, 32 sindnimos, 2 frameshift, 7
sitio de splice, 2 delecbes, 28 na regido 3'UTR, 12 na regido 5UTR, e 377 variantes
intrénicas. Entre as 549 variantes Unicas, 400 foram classificadas como benignas, 144 como
VUS e cinco como patogénicas. As variantes VUS e patogénicas sdo listadas no material
suplementar VIII. Observamos duas variantes patogénicas em PALB2, c¢.1240C>T
(p.Arg414Ter) e ¢.2763_2764del (p.His921GInFsTer6), e uma variante patogénica nos outros
genes, ATM ¢.6099dup (p.Arg2034ThrfsTer4), TP53 ¢.534C>A (p.His178GIn), e CHEK2
€.1229del (p.Thr410MetfsTerl5). Essas variantes estavam localizadas nos dominios
funcionais do PALB2, ATM, TP53 e CHEK?2 (figuras 6.1 e 6.2). N&o foram encontradas
variantes patogénicas nos genes BARD1, BRIP1, CDH1, RAD51D.

Encontramos 144 VUS, seis delas presentes nos dominios funcionais dos genes
(figuras 6.1 e 6.2). No gene ATM detectamos uma nova VUS, ¢.8170 C>A (p.GIn2724Lys), e
quatro  ¢.497-5 497-4del, ¢.6176C>T (p.Thr20591le), ¢.6543G>T (p.Glu2181Asp),
€.7375C>G (p.Arg2459Gly) com frequéncia muito baixa no banco de dados GenomAD. No
gene BRIP1 encontramos duas VUS, ¢.316C>T (p.Argl06Cys) e ¢.3651G>T (p.Trpl217Cys),
e no gene RAD51D encontramos duas VUS, c¢.26G>C (p.Cys9Ser) e c.415T>C
(p.Cys139Arg), todos com uma frequéncia muito baixa no GenomAD (tabela 6.1). As VUS
ndo localizadas nos dominios funcionais dos genes estdo listadas no anexo VIII. Nao houve
associacdo das variantes patogénicas e VUS em relacdo a sobrevida das pacientes apds o
diagnostico da neoplasia (Anexo 1X).

Observamos que a interacao entre as proteinas PALB2/BRCA2 nédo ocorre na presenca
da variante p.GIn921HisfsTer6, devido a perda da proteina PALB2, ja a variante selecionada
como controle negativo (A1025R) mostrou comportamento esperado, semelhante ao
observado com a transfeccdo do vetor vazio (Figura 6.4). A atividade luciferase relativa
observada para a interacdo entre PALB2 CT e BRCA2 NT foi cerca de 7 vezes mais intensa
do que a observada para PALB2 NT e BRCAL CT (figura 6.4). Também foi possivel observar
uma perda parcial ou total da proteina PALB2 na presenca da variante p.GIn921HisfsTer6
(Figura 6.5).
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Figure 6.1 Representagdo esquematica dos dominios funcionais de ATM, BRIP1, CHEK2, PALB2,
genes responsaveis pelo reparo da via de recombinagdo homodloga. A figura mostra os dominios
funcionais e as variantes detectadas em cada regido. A linha horizontal e os nimeros abaixo dos

dominios representam os éxons que abrangem os dominios funcionais.
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Figure 6.2 Representacdo esquematica dos dominios funcionais dos genes RAD51 e TP53, mostrando
as variantes detectadas. A linha horizontal e os nUmeros abaixo dos dominios representam 0s €xons
que abrangem os dominios funcionais.
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Figure 6.3 Graficos mostrando a distribui¢do de variantes patogénicas e VUS em pacientes do Sul e

Sudeste do Brasil.
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Figure 6.4 Avaliacdo da interacdo das proteinas PALB2-BRCA2 no modelo hibrido em células de
mamiferos usando células humanas HEK293FT co-transfectadas com as construgdes codificadas para
PALB2 (vetor vazio). mostrando uma diferenca estatisticamente significante quando comparamos o
vetor vazio, a variante analisada (G921Hfs+BRCA2) e a proteina selvagem de PALB2
(PALB2WT+BRCA?2). **p <0.001 na ANOVA unidirecional e p <0.0001 no pés-hoc de Dunnett. As
barras representam a média e o desvio padrdo dos trés experimentos obtidos independentemente em
ensaios quadruplicados.
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Figure 6.5 Avaliacdo da presenca ou auséncia da variante GIn921HisfsTer6 na proteina PALB2. A
figura mostra (A) quatro condi¢des diferentes: células humanas néo transfectada usadas como controle
negativo, wt (transfeccdo de BRCA2 NT-GAL4 DBD e PALB?2 tipo selvagem CT-VP16, com banda
indicando a presenca da proteina PALB2), A1025R (transfeccdo de BRCA2 NT-GAL4, PALB2 CT-
VP16 e variante sintética A1025R, conhecida por ndo interagir com BRCA2), GIn921HistfsTerb6
(avaliagéo da variante GIn921HisfsTer6, sem a presenca da banda na altura esperada, que representaria
parte da proteina truncada). (B) duas condicGes: ndo transfectada, GAL4-BRCAZ2(aal-60) (o controle
positivo do promotor GAL4 fundido ao BRCA2, mostrando que a interacdo entre eles foi obtida com
sucesso).
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Tabela 6.1 Perfil de variantes patogénicas, provavelmente patogénicas e de significado inserto em pacientes negativas para variantes patogénicas em
BRCAL/2. A tabela mostra os genes, identificacdo dbSNP, a nomenclatura de acordo com HGV (Human Genome Variation Society), caracteristicas clinicas,
frequéncia de acordo com o banco populacional GnomAD, classificacdo de acordo com a NCCN (National Comprehensive Cancer Network) e ClinVar,
critérios de pontuagdo para classificacdo clinica da ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics and the association for molecular
pathology), e a pontuagdo final da variante que gera seu significado clinico.

Gene dbSNP ID HGVS nomenclature Caracteristicas clinicas GnomAD NCCN Classificacdo variantes
Lat idade Sub.mol Histologia Clinvar Critério ACMG Pontuacdo final-
ACMG
ATM  rs768748099 €.497-5_497-4del Uni 36,58 TN,LB CDI,CDI 7.65E-04 sim VUS PM2 VUS
na €.6099dup p.Arg2034ThrfsTer4  Uni 36 LB CDI Na sim P PVS1, PM2, PP3 P
rs144761622 €.6176C>T p.Thr20591le Uni 31 LB CDI Na sim VUS PM1, PM2 VUS
rs138828590 €.6543G>T p.Glu2181Asp Uni 33 LB CDI 151E-04  sim VUS PM1, PM2, PP3 VUS
rs730881383 €.7375C>G p.Arg2459Gly Uni 29 LA CDI Na sim VUS PML1, PM2, PP3 VUS
na €.8170C>A p.GIn2724Lys Uni 68 LA, CDI Na sim VUS PM1, PM2, PP3 VUS
BRIP1 rs587780247 ¢.316C>T p.Arg106Cys Uni 63 LA CDI 1.11E-04 sim VUS PM2 VUS
rs542698396 €.3651G>T p.Trpl217Cys Uni 57 HER2+ CDI 7.97E-06  sim VUS PM2 VUS
CHEK2 - €.1229del p.Thr410MetfsTerl5 Uni 49 LA CLlI Na sim P PVS1, PM2, PP3 P
TP53 rs1555526001 €.534C>A p.His178GIn Bi 48 LB CDI Na sim P PM1,PM2,PM5,PP2,PP3 P
PALB2 rs180177100 €.1240C>T p.Arg414Ter Uni 67 HER2+ CDI 7.98E-06 sim P PVS1, PP5, PP3 P
na €.2763_2764del Uni 51 LB CDI Na sim P PVS1, PM2, PP3 P
p.His921GInFsTer6
RAD51 rs140825795 €.26G>C p.Cys9Ser Uni 32 TN CDI 3.19E-05 sim VUS PM2, PP3 VUS
D rs201313861 .415T>C p.Cys139Arg Uni 41 LB CDI 6.37E-05  sim VUS BP4 VUS

Critério utilizados: PM2= ausente ou frequéncia extremamente baixa em controles ou bancos populacionais, PVS1= nonsense, frameshift, locais de splicing
em genes em que a perda de funcdo é um mecanismo conhecido da doenga, PP3= vérias linhas de evidéncia computacional mostram um efeito deletério no
gene (conservagdo, evolucdo, alteracdo de splicing), PM1= variante localizada em dominio funcional do gene ou hot spot, PM5= variante missense presente
em um residuo de aminoacido onde uma missense diferente ja foi classificada como patogénica, PP2= variante missense em gene com baixa taxa de variantes
missense benigna, e onde variantes missense sdo um mecanismo comum da doenca, PP5= fonte confiavel relata a variante como patogénica, BP4= diversas
linhas de evidéncia computacional sugerem nenhum impacto no gene. P= patogénica, 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.
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6.2. Discusséo

A frequéncia de VUS detectadas no presente estudo nos genes de reparo selecionados
em pacientes brasileiras com céncer de mama negativas para variantes patogénicas em
BRCAL/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 frequéncia pode
estar relacionada ao tamanho dos genes e falta de estudos com informacéo a respeito das
variantes. Entre as 144 VVUS detectadas no presente estudo, oito sdo missense, e entre elas seis
se localizam nos dominios funcionais de ATM, BRIP1 e RAD51, onde também detectamos
variantes patogénicas, como em outros trabalhos (Kadri et al. 2021). Portadoras de VUS
missense em dominios funcionais devem ser acompanhadas com maior cautela, devido a troca
de aminoé&cidos localizados nos dominios funcionais dos genes, que sdo essenciais para
interacdo com outro gene durante o reparo por recombinacdo homdloga, e a perda de sua
funcdo pode gerar um efeito em cascata e impactar no reparo correto da fita (Sadeghi et al.
2020). A classificacdo destas variantes de significado incerto é dificultada pela falta de
estudos funcionais, dados epidemiolégicos e diferentes abordagens clinicas (Fanale et al.
2021). A interpretagdo errOnea das variantes de significado incerto pode resultar em um
diagnostico genético equivocado e tratamento inapropriado, e estudos como o aqui
desenvolvido aumentam as evidéncias para a interpretacdo e classificacdo de variantes com
significado clinico desconhecido (Campuzano et al. 2020).

Em relacdo a variantes patogénicas, detectamos uma frequéncia de 3,4% (5/145) nos
genes da via de reparo em pacientes brasileiras negativas para variantes patogénicas em
BRCAL/2 no Sudeste (MG e RJ), similar a outro estudo do sudeste (3,97%, n=126) também
com pacientes com historico familial de cancer de mama (Gomes et al. 2021). Outros estudos
encontraram uma frequéncia maior no sudeste (23,4%, n=95), em pacientes com cancer de
mama e historico familial de cancer de mama e ovario, analisando um ndmero maior de genes
(Carvalho et al. 2020), e no nordeste (9,5%, n=157), em pacientes com histérico familial para
cancer de mama (de Souza Timoteo et al. 2018). A frequéncia de variantes patogénicas em
ATM na populagéo brasileira também varia e difere de acordo com as regides amostradas,
sendo 0,6% (1/157) no nordeste do Brasil em pacientes com histérico familial (Rio Grande do
Norte, de Souza Timoteo et al. 2018), e 4,5% (1/22) no sudeste do Brasil em pacientes com
historico familial de cancer de mama (S&o Paulo, Bandeira et al. 2021). No presente estudo,
encontramos em ATM (0,7%, 1/145) a variante frameshift ¢.6099dup (p.Arg2034ThrfsTer4),

gue gera um cddon de parada prematuro resultando na perda do dominio funcional FAT, ja
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descrita em uma publicacdo prévia (Gomes et al. 2021). A proteina de ATM truncada pode
afetar a manutencdo do reparo, bem como o controle da apoptose (Stucci et al. 2021).
Sugerimos que a presenca dessa frameshift pode estar associada ao desenvolvimento do
cancer de mama dessa paciente, uma vez que a paciente com a presenca dessa alteracdo tem
apenas 36 anos, idade precoce, carcinoma ductal invasivo e subtipo luminal B.

No gene CHEK2 detectamos uma frequéncia de variantes patogénicas (0,7%, 1/145)
ligeiramente menor do que a relatada em outros estudos do Brasil, 1,7% (1/59) em pacientes
do Sul com cancer de mama e historico de cancer 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 histérico de cancer de mama. A nova variante patogénica e frameshift c.1229del
(p.Thr410Metfrl5), detectada em CHEK?2, leva a perda da funcdo do gene, um mecanismo
conhecido por ocorrer em doencas relacionadas ao CHEK2, como em pacientes portadores de
Li-Fraumeni (Lee et al. 2001). Além disso, a nova variante ¢.1229del (p.Thr410Metfrl5) esta
ausente no banco de dados de pessoas saudaveis GnomAD, e a abordagem in silico aqui
realizada também previu a variante como patogénica, aumentando as evidéncias sobre sua
patogenicidade. A paciente portadora desta variante foi diagnosticada com cancer de mama,
carcinoma lobular invasivo e subtipo luminal A, em idade precoce (49 anos). Estudos
mostram que alteracdes patogénicas CHEK?2 estdo envolvidas no desenvolvimento do cancer
de mama familial aumentando o risco para o seu desenvolvimento em até 44% (Cybulski et al.
2011), e aqui sugerimos a possivel associacdo da variante patogénica c.1229del
(p.Thr410Metfr15), com o desenvolvimento do cancer de mama.

No gene PALB2 detectamos duas variantes patogénicas, frameshift e missense,
localizadas no dominio WD40 e no dominio de interagio com BRCAl1l e RAD5I,
respectivamente. A variante  patogénica  frameshift PALB2 ¢.2763 2764del
(p.His921GInFsTer6) € aqui descrita pela primeira vez, causa uma mudanca na leitura da
proteina e pode causar a perda da fungdo génica, um mecanismo conhecido por causar
doencas, de acordo com varios critérios (tabela 6.1). Reforcamos a patogenicidade desta
variante através do ensaio funcional, onde mostramos que essa variante no dominio WD40 de
PALB2 impede a interacdo de PALB2 com BRCA2 (figura 6.4 e 6.5, secdo 6.1), e a perda de
parte ou de toda a proteina PALB2 (figura 6.4 e 6.5, secdo 6.1). Variante missense ou
frameshift nestes dominios podem ser patogénicas porque o dominio WD40 é crucial para a
interacdo com a DNA polimerase, que é vital para o inicio da sintese homologa de DNA
mediada por recombinagéo e extensédo D-loop de DNA (fita que substitui a regido danificada)

(Hellebrand et al. 2011). Além disso, a proteina PALB2 interage com a regido N-terminal do
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BRCAZ2 através do dominio WDA40, estabilizando sua funcdo nuclear e reparo de DNA. Os
pacientes que ndo possuem a proteina PALB2 funcional podem desenvolver cancer de mama
familial (Wu et al. 2020). Essa variante patogénica foi encontrada em uma paciente de 51
anos com historico familiar de cancer de mama, carcinoma ductal invasivo e subtipo
molecular luminal B, e esta associada com o desenvolvimento do cancer de mama. A segunda
variante patogénica em PALB2, a missense ¢.1240C>T (p.Arg414Ter) gera um cddon de
terminacdo, impedindo que a proteina seja totalmente produzida (veja critérios na tabela 2.1,
secdo 6.1). Tambem foi observado que as variantes em heterozigoses representam até quatro
vezes mais aumento do risco de cancer 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 cancer pancreéatico (Slater et al. 2010), e no presente estudo
foi descrita pela primeira vez em pacientes brasileiras com cancer de mama.

A frequéncia das variantes patogénicas de TP53 varia de acordo com as regides
brasileiras amostradas, e mesmo dentro dessas regides. No sudeste varia de 0,7% (1/145,
presente estudo), passando por 2% (1/54, estado de Séo Paulo, Carraro et al. 2013), e indo até
17% (50/294, estado de Sdo Paulo, Nagai et al., 2003), enquanto no nordeste foi detectada a
frequéncia de 0,94% (1/106, Felix et al. 2014), todos os estudos incluiram pacientes com
historico familial. Essa variante ¢.534C>A (p.His178GIn) de TP53 foi relatada em pacientes
com rabdomiossarcoma, e com cancer de mama (Wozniak et al. 2011; Hettmer et al. 2014;
Gomes et al. 2021). E esté localizada no dominio de ligacdo do DNA, considerado um hot
spot, podendo afetar sua funcionalidade e interacdo com outras proteinas durante a reparacao
do DNA (veja critério tabela 6.1, secdo 6.1). Corroborando essa evidéncia, o0 ensaio in vitro
mostrou transcrigdo reduzida de mutantes quando comparado com o TP53 normal (Fischer et
al. 2018). A falta ou perda parcial da proteina de TP53 pode comprometer o controle do ciclo
celular, bem como senescéncia (Schon e Tischkowitz, 2018). No presente estudo foi detectada
em uma paciente com 48 anos de idade, histérico de cancer familial, cancer de mama bilateral
e do subtipo luminal B. lIdade precoce do desenvolvimento da neoplasia, uma das
caracteristicas de portadores de mutagdes 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 cancer de mama (Hu et
al. 2020), nem todos eles foram encontrados com variantes patogénicas no presente estudo,
mostrando que ndo ha uma uniformidade entre a frequéncia das variantes nesses genes. No
presente estudo com 155 amostras de pacientes com cancer de mama, 1,9% dos casos foram
explicados por alteracbes em BRCAL e BRCA2, e 3,2% por alteracbes em ATM, CHEK?2,

66



PALB2 e TP53. PALB2 foi o gene mais alterado no presente estudo, corroborando estudos
previos que mostraram PALB2 entre 0s genes com maior nimero de alteragcdes depois de
BRCAL/2 (Slavin et al. 2017). PALB2 tambeém apresentou variantes patogénicas em um
estudo com pacientes brasileiras com cancer de mama e negativas para mutacdes patogénicas
para BRCAL1/2, junto com ATM, CHEK2 e TP53, nesse estudo TP53 foi estatisticamente
associado a um aumento do risco de cancer de mama (Santa et al. 2022). Nosso estudo, assim
como esse Ultimo estudo, ndo detectou mutacGes patogénica em BARD1, BRIP1, CDHL1 e
RAD51D, sugerindo que estes ultimos genes tem uma frequéncia menor de alteracfes em
pacientes com cancer de mama, em relagdo aos outros genes estudados. Esses resultados
corroboram a hip6tese de BARD1, BRIP1, CDH1 e RAD51D ter um risco moderado associado
ao desenvolvimento do cancer de mama, baseado na baixa frequéncia de alteracGes
patogénicas detectas em pacientes (Shen et al. 2021). Entretanto, variantes patogénicas em
BARDL1, BRIP1 e RAD51 detectadas em pacientes com cancer de ovario ja foram associadas
com um aumento do risco de cancer de ovario (Turchiano et al. 2022). Em BARD1 também
foi detectado alteracGes patogénicas em outro estudo brasileiro, onde os autores mostraram
qgue BARD1 junto com BRAXAS1, BRCA2, CHEK2, CDH1, MLH1, PALB2 e PMS2 estavam
associados com um risco aumentado para cancer de mama e ovario (Carvalho et al. 2020).
Com isso podemos sugerir que ainda ndo esta definido um padréo para os genes estudados
(exceto BRCA1/2), e nem quais genes representam risco alto ou moderado.

7. Conclusao geral

Um maior nimero de variantes patogénicas foram detectadas nos genes BRCAL (n=2),
PALB2 (n=2), seguidos de BRCA2 (1), ATM (1), CHEK2 (1) e TP53 (1), enquanto em
BARD1, BRIP1, CDH1 e RAD51D ndo foram detectadas variantes patogénicas.

A presenca de variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas (3,4%, 5/145) nos
genes ATM, CHEK?2, PALB2 e TP53 em pacientes negativas para alteracGes patogénicas em
BRCA1 e BRCA2, explicam parte dos casos de cancer de mama, sendo duas delas ainda a
descritas na literatura.

A variante de PALB2 ¢.2763 2764del (p.His921GInFsTer6) é patogénica por afetar a
interacdo de BRCA2 e PALB2 e causar a perda da proteina de PALB2, podendo afetar o reparo
por recombinacdo homologa, como mostrado pelo nosso estudo funcional.

A regido Sul do Brasil é heterogénea em relagdo a frequéncia de variantes patogénicas
ou provavelmente patogénicas em BRCA1 e BRCA2. Sugerimos que essa diferenca se

relaciona com o efeito fundador de determinadas variantes e/ou ao padrdo de colonizacao de

67



cada regido.

Devido a baixa frequéncia das variantes patogénicas e VUS nas pacientes analisadas, a
maioria detectada em apenas um individuo, ndo foi possivel mostrar associa¢do entre essas
variantes e os dados clinicos das pacientes, ou com sobrevida livre de recorréncia.

As variantes patogénicas em BRCA1 e BRCA2 detectadas em duas pacientes segregam
entre os individuos da familia, sendo possivel estender o aconselhamento genético aos
familiares, com o acompanhamento de uma médica geneticista em colaboracdo com nosso
projeto. Com isso, 0 restante da familia positivo para uma das alteragdes pode ser

acompanhado, para uma deteccdo e tratamento precoce da neoplasia.
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9. ANEXOS

9.1. ANEXO I. Aprovagao do projeto “Mapeamento do cancer de mama familial no sudoeste
do Parana e estudo de associa¢do de risco com a exposi¢do ocupacional a agrotoxico” pelo
comité de ética em pesquisa da Universidade do Oeste do Parana

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO PlataForma
OESTE DO PARANA/ Q@faﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Mapeamento do cancer de mama familial no sudoeste do Parana e estudo de
associacdo de risco coma exposicdo ocupacional & agrotdxicos.

Pesquisadaor: CAROLINA PANIS

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 35324814.4.0000.0107

Instituigao Proponente: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA

Patroclnador Princlpal: Financiamenta Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 8§10.501
Data da Relatoria: 25/02/2014

Apresentacao do Projeto:

Meste estudo pretendes-se avaliar todas as mulheres diagnosticadas com céncer de mama, atendidas no
Hospital de Cancer de Francisco Beltrio (Ceonc), em um perfoco de 48 mases. A partir da anélise de
anota¢gdes em prontuarios serdo selecionadas para investigacado dos genes de interesse aquelas mulheres
com histéria de cancer de mama familial com au sem exposigao ocupacional a agrotéxicos. Atende aos
requisitos teéricos, metodoldgicos e éticos.

Objetivo da Pesquisa:

Mapear as casos de cancer de mama familial na regido Sudoeste do Parané & identificar possivel
associacdo a exposicdo ocupacional a4 agrotoxicos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Nao ha riscos diretos aos sujeitos, uma vez gue serao estudados materiais coletados durante cirurgias
oncologicas.

Camentarlos e Conslderagdes sobre a Pesqulsa:

Relevante para a area de oncologia.

Considaragoes sobre os Termos de apresentacdo obrigataria:

Tcdos apresentados.

Enderaco:  UNIVERZITARIA

Bairro: UNIVERSITARIO CEPF: 35.813-110
UF: PR WMunicipio: CASCAVEL
Telefone: (45)3220-3272 E-mail: cep.prppg@unioeste. br
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N&c ha pendéncias.

Situacao do Parecer:
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Conslderag¢des Flnals a critério do CEP:
Aprovado. O projeto nao necessita adequacoes.

CASCAVEL, 29 de Setembro de 2014
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(Coordenadaor)
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9.2. ANEXO II, Aprovacdo do comité de ética em pesquisa da Fundacéo Cristiano Varela
Hospital do cancer de Muriaé, MG.

FACULDADE DE MINAS - Q Platoforma
FAMINAS - MURIAE 29«:;!

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PRQJETQ DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investigac@o da frequéncia de alteragdes genéticas nos genes BRCA 1 e 2 e TP53 em
individuos portadores de cancer de Mama, Ovario, Prostata e Pancreas no Hospital do
Cancer de Muriae

Pesqulsadar: Luciana de Andrade Agostinha

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvenda Genética Humana cue ndo necessita de anélise
gfica por parte da CONEP:);

Versao: 1

CAAE: 62262416 .3 0000 5105

Instituigao Proponente: Faculdade de Minas - FAMINAS
Patroclnadar Princlpal: FUNDACAQ CRISTIANG VARELLA

DADOS DO PARECER

Numera do Parecer: 1.643.908

Aprasantacdo do Projato:

Cancer de mama & um dos maiores problemas de saude no mundo, aproximadamente 1.67 milhdes de
novos casos foram diagnosticadas em 2012,

o qus representa 25% de todos os tipos de c¢éncer. No Brasil, novos casos de céncer de mama foram
estimados com 51.120 em 2014 conforme o

INCa. As regides Sul e Sudeste do Brasil possuem as taxas de incidéncia mais altas com 70.98 e
71.98/100.000, respectivamente, Alem dos genes

acima, o gene TPS53 (sindrome deg Li-Fraumeni) também estd associado com o aumento do risco de
ocorréncia de cancer de mama [3]. Por isso,

para o correto aconselhamento genético e calculo do risco de predisposicdo em ser afetado ou néo, é
interessante analisar ndo s o BRCA 1 e 2

como também o gens TRP33 [6]. O abjetive deste projeto sard investigar a freqiéncia das alteracdes
geneticas nos genes BRCA1 e 2 2 no gene

TP53 em pacientes brasileiros portadores de Cancer de Mama, Ovario, Prostata ¢ Pancreas no Hospital de
Cancer de Muriaé-MG. O abjstivo deste

Enderego: Avenida Cristiano Varzlla, 555

Bairre: EBairre Universitario CEP: 35.880-000
UF: MG Municipio: MURIAE
Telefone: [22)3729-7518 Fax: (32)3729-7547 E-mail: pesquisa@faminas.adu.br
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FACULDADE DE MINAS - g Plataforma
FAMINAS - MURIAE fowi

Contnuaghio do Carecer: 1.843. 906

projeto sers investigar a freqléncia das alteracdes genéticas nos genes BRCA1 & 2 & no gens TP53 em
pacientes brasileiros portadores de Cancer

de Mama, Ovario, Prostata & Pédncreas no Hospital de Cancer de Muriaé-MG. Os individuos terdo uma ficha
presnchida com seus dados pessoais &

clinicos conforme Apéndice A. Esta ficha foi elaborada com os achados mais freqlentes aponiades em
literatura de pacientes com cancer de

Mama/ovario & devera ser preenchida no ato da anamnese realizada pelo corpo clinice da FCV.D sangue
periférico serd coletado em 2-3 tubos de

EDTA. A extracio do DNA do sangue sera processada por meio do kit QlAamp DNA Mini Kit da Thermo
Fisher Scientific utilizande 200 L do

sangue total. A biblioteca serd preparada e a amostra serd inserida em um chip no equipamento lon Chef da
Thermao Fisher, & depois serd inserida

na PGM (Personal Genome Machine) da Thermo Fisher, para sequenciamento completo dos dois genes. A
amostra serd analisada em um servidor

gue possui um banco de dados gendmico para comparacao das variantes encontradas. Para svitar
interpretacda errada dos resultados,

contaminacao & nac eficiéncia do protocolo, as novas variantes genéticas e amostras controle negativo
serdo validades pelo seqlienciamento

Sanger

ObJetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O cbjetive deste projeta sera investigar a freqi&ncia das alteragBes genéticas nos genes BRCA1 e 2 & no
gene TPE3 em pacientas brasileiros

portadores de Cancer de Mama. Ovario, Prostata e Pancreas no Hospital de Cincer de Muriag-MG.

Objetivo Secundario:

Investigar as alteraches genéticas relacicnadas aa céncer de Mama e Ovario;Construir heredogramas de
casos familiais:Relacionar a alteracio

genética com outros tipos de céncer: pancreas e prastata Investigar alterac@es genéticas nos genes BRCA
1e2 e TP53 em pacientes com cincer

de prostata e pancreas

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Os riscos deste projetoc ao paciente sdo minimos, mas podem ser representados pela

Enderago: Avanida Cristiane \Varslla, 555

Bairre: Bairmo Universitario CEP: 36.880-000
UF: MG Municipio: MURIAE
Talefone: (32)3729-7512 Fax: (32j3729-7547 E-mail: pesquisa@faminas.edu.br
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estigmatizagao do pacients portador de cancer de mama,

avario, prostata ou péncreas caso acidantalmente seus dados sejam expostos, além do desconforto durante
a coleta do sangue periférico. Alem

disso, caso a amostra ndo seja suficisnts para a analise, o paciente pade s&r convidado a ceder mais
amostra biolégica. Podera ocorrer desconforio

a0 responder o quastionario.

Beneficios.

Os henaficios daste projeto estio dirstamente ligados a qualidades de vida de pacientes e de seus familiares
com cancer de

mama/avario/pancreas/prostata, pois axistem relatas em literatura de tratameanto e progresséo de acordo
com as variantes genéticas identificadas.

Tais orientacdes podem ser relatadas ao paciente € sua familia em forma de aconselhamento genético para
que todos possam realizar a prevencéo

mais cedo, caso exista uma predisposicdo genética para o cancer em questio.

Comentarlos e Conslderagbes sobre a Pasqulsa:

A pesquisa vem preencher uma importante lacuna de pesquisas na area. Representa um acrescimo de
conhecimeanto impaortante na Area oncoldgica

Consideragées scbre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos em consondncia com as resolugdes

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequacgdes:

Sem pendencias ou inadequacdes

Consideracoes Finais a criterio do CEP:

Este projeto devera gerar relatrios semeastrais & ao término do projeto.
Com entraga junto ao CEP
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9.3. ANEXO III. Aprovagédo do projeto “Rastreamento de alteragdes genéticas e epigenéticas
em multiplos genes em pacientes portadores de cancer de mama familial” pelo comité de ética

em pesquisa do Instituto Nacional de Cancer.

COMISSAO NACIONAL DE £ Plataforma
ETICA EM PESQUISA asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Rastreamento de alteragdes genéticas e epigeneéticas em multiplos genes em
pacientes portadores de céncer de mama familial

Pesquisador: Cibele Rodrigues Bonvicina

Area Temitica: Genética Hurmana:
(Havera envio para o exterior de material genético ou qualguer material bioldgico
humano para obtengdo de material genético, salvo nos casos em que houver

cooperagdo com o Governo Brasileiro;);
(Havera armazenamento de material bioldgico ou dados genéticos humanos no

exterior & no Pais, quando de forma conveniada com instiluigdes estrangeiras ou
em instituigdes comerciais;);

Versdo: 9
CAAE: 00655812.7.0000.5274
Instituigdo Proponente: Instituto Nacional de Cancer/ INCAS RJ

Patrocinador Principal: FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPAROC A PESQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIROC - FAPER.
CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO

DADOS DO PARECER

Midmero do Parecer: 4.825.493

Apresentagio do Projeto:

As informagdes contidas nos campos "Apresentagdo do Projeto”, "Objetive da Pesquisa® e "Avaliag8o dos
Riscos & Beneficios” foram obtidas do documento contendo as Informagoes Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMAGCOES_BASICAS_1197559_E2.pdf de 05/05/2021) e do Projeto Detalhado.

RESUMO

O cancer de mama € uma doenga heterogénea com relagio ao progndstico & resposta ao tratamento dos
pacientes. De acordo com o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) 2012, o
cancer de mama & o segundo mais frequents no mundo, & o mais comum entre as mulheres, respondendo
por 22% de novos casos a cada ano. Em 2012, esperam-se, para o Brasil, 52.680 casos novos de cancer da
mama, com um risco estimado de 52 casos a cada 100 mil mulheres. Ganhos & perdas gendmicas sao
resultado de instabilidade gendmica em varios tipos de cancer, e varios genes supressores de tumor
contribuem para a tumorigenese da mama. O RB1 &
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um gene supressor de tumor que codifica a proteina pRb, responsavel pelo controle do ciclo celular entre as
fases G1 e 5, inibindo a proliferagao celular. Mutagdes somaticas ou germinativas neste gene t&ém sido
detectadas em diferentes malignidades, incluindo o cancer de mama. Diversos estudos tém relatado o gene
RB1 alterado na neoplasia de mama e dentre essas alteragbes as mais frequentes sdo LOH, duplicagdes de
éxons, delegdo parcial ou total do gene, presenca de SNPs. Alteragdes em RE1 podem contribuir para o
desenvolvimento de sensibilidade a quimioterapia em cancer de mama, entretanto o conhecimento de como
essas alleragdes podem influenciar nesse aspecto do tratamento dessas pacientes ainda € limitado. O RB1
pode ser um importante marcador para informar decisdes do tratamento. Compreender como alteragtes em
RB1 afetam o tratamento quimioterapico & o primeiro passo para uma melhor percepgéo deste mecanismo
em pacientes portadores de céncer de mama. Este projeto tem como objetivo avaliar as consequéncias das
alteragdes presentes em RB1 em pacientes portadoras de cancer de mama ndo familial em relagio a
sensibilidade ao tratamento quimioterapico. As amostras a serem avaliadas sdo de origem do Instituo do
Cancer de Londrina/Universidade Estadual de Londrina. Serfo analisadas amosiras de pacientes com
cancer de mama ndo familial, incluinde amostras de plasma sanguineo, tecido tumoral e tecido adjacente
mamario. As amostras serdo amplificadas e sequenciadas para que se detecte, ou nao, a presenga de
alteragdes no gene RB1, gue depois serdo relacionadas com a evolugdo do quadro clinico das pacientes
através da analise dos prontuarios.

HIPOTESE

Avaliar se alteragdes em multiplos genes em pacientes portadores de cancer de mama estdo relacionadas
com a eficiéncia do tratamento quimioterapico, ja que ndo ja registro deste tipo de estudo na populagdo
brasileira envolvendo multiplos genes estio relacionadas ao desenvolvimento do céncer de mama, & que
estudos integrativos, como o aqui proposto, sdo fundamentais para o avango no conhecimento dessa
neoplasia, especialmente para diferenciar mecanismos envolvidos em cancer de mama familial e
esporadico. Para tanto, uma coorte de pacientes com cancer de mama proveniente dos hospitais do Centro
de Oncologia de Francisco Beltrdo (CEONC) do Parand, do Instituto Nacional de Cancer, & do Hospital do
Cancer de Muriaé de Minas Gerais, sero incluidos nesse estudo. As amostras de pacientes com cancer de
mama familial serdo analisadas para alteragbes genéticas nos genes-alvos e as negativas para alteragbes
patogé&nicas em BRCA1/2 e com céncer de mama esporadico serdo utilizadas para andlises de alteragtes
epigenéticas.

METQODOLOGIA
156 amostras de 25 pacientes estdo disponiveis na Divisdo de Genética, INCA. Este estudo faz
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parte do projeto "Caracterizagdo do perfil protedmico e do estresse oxidative em plasma e tecido tumoral de
pacientes portadoras de céncer de mama® aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Estadual de Londrina, sob nimero de registro FR - 463464, As pacientes que aceitaram participar do estudo
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. A extragio de DMNA gendmico seguira o protocolo
descrito por Sambrok et al (1989), e as amplificagdes serdo realizadas com o protocolo descrito por Barbosa
(2010). Em seguida, os produtos da PCR serdo purificados e submelidos a eletroforese em gel de agarose
para a verificagio da presenga de bandas inespecificas, a qualidade do DNA, e o tamanho da amostra. O
sequenciamento sera realizado com protocolo descrito por Barbosa (2010), as sequéncias serdo editadas no
ChromsPro, alinhadas manualmente no Mega 4 e comparadas com a sequéncia referéncia do gene RB1
depositadas no GenBank sob o numero de acesso L11910. Os prontuarios dos pacientes investigados sero
analisados, relacionando as alteragdes encontradas em RB1 com a evolugdo do quadro clinico dessas
pacientes e a resposta ao tratamento quimioterapico.

CRITERIOS DE INCLUSAO

Os critérios de inclusdo foram: presenga de carcinoma ductal infiltrativo de mama, coleta de material antes
do inicio da quimioterapia, incidéncia unilateral da doenca e auséncia de historia familiar sugestiva de
cancer familial.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

As mulheres fumantes, com doenga hepatica, disfung@o cardiaca ou renal, obesidade, uso de drogas,
hipertenséo, sedentarismo, diabetes e outras eventuais condigdes crinicas foram excluidas do estudo.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Detectar alterages em miltiplos genes, atraves do sequenciamento, em pacientes portadoras de cancer de
mama familial, & investigar se as mutagbes detectadas possuemn associagdo guanto ao desenvolvimento da
doenca.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Relacionar as alteragies encontradas na populagio com as alteragbes descritas para o RB1;

Avaliar se os SNPs encontrados s8o comuns na populagdo, comparando com individuos ndo portadores da
doenga (dados disponiveis no nosso laboratorio) e com dados da literatura;

Enderego: SRTVM 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3" andar

Bairro: Asa Norte CEP: T70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conepi@savde.gov.br

Pdging 03 dw 10

87



Anexo I11. Cont.

COMISSAO NACIONAL DE £ Plataforma
ETICA EM PESQUISA asil

Conlinuacio do Parscer 4 B25.403

Relacionar as alteragtes encontradas com a evolugo do quadro clinico através da analise dos prontuarios.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
RISCOS
MN&o ha riscos para os pacientes.

BENEFICIOS

0O conhecimento das alteragbes em miltiplos genes podem ser um importante marcador para informar
decisdes do tratamento quimioterapico.

Atraves deste estudo pretende-se reunir mais informagoes sobre essas alteragdes em pacientes com cancer
de mama, para no futuro esses dados auxiliarem no tratamento de portadores de tumores de mama.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Emenda 2

Justificativa: "Andlise adicionais de alteragdes epigenéticas, que possam explicar ou adicionar informagbes
relacionadas ao desenvolvimento do cancer de mama que foram negativas para alteragdes patogénicas nos
genes j4 estudados. Nesse contexto, para dar continuidade e ampliar o projeto, necessitamos de aprovagéo
para o envio de amostras de pacientes com cancer de mama para a Edinburgh Clinical Research Facility
para serem sequenciadas, e com isso, possibilitara encontrarmos perfis de metilagdo que possam ou n&o,
estar relacionado ao desenvolvimento do cancer de mama. O presente projeto ird investigar o perfil
epigenético constitutivo de pacientes Brasileiras com cancer de mama familial, e que néo sejam portadoras
de mutagbes genéticas patogénicas em genes de susceptibilidade a cancer de mama (BRCA1, BRCA2,
ATM, CHEK2, PALB2, TP53, COH1, BARD1, BRIP1 & RADS1). Os resultados pretendidos podem gerar
informagdes relevantes sobre perfis de metilagéo e possiveis epimutagies que aumentem o risco para
cancer de mama familial".

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Recomendagbes:
Caso a pesquisadora pretenda realizar futuras transferéncias de material biologico ou coleta de amostras
para o proprio estudo, recomenda-se & pesquisadora responsavel elaborar um Termo de
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consentimento livre e esclarecido para as participantes de pesquisa, conforme as Resolugbes CNS n* 466
de 2012, CNS n*® 441 de 2011 e CNS n® 340 de 2004.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequages:
1. Quanto ac projeto detalhado, arquivo "projeto_destacado.pdf:

1.1. Nas paginas 7 e 8 de 14, |&-se: "Amostras de DNA e isolamento do DNA O DNA foi isolado de amostras
de sangue, tecido mamario adjacente ao tumor, & tumor, utilizande o conjunto de reagente AllPrep
DNA/RNA Mini kit (50) QIAGEN seguindo as recomendagies do fabricante. Estdo disponiveis para andlises
155 amostras de sangue provenientas do Centro de Oncologia de Francisco Beltrdo (CEONC)- Parana e do
Instituto Nacional de Cancer (INCA)- Rio de Janeiro aprovadas pelos comités de éticas
(35524814.4.0000.0107/, 810.501 e 114/07). Apenas as amostras de sangue serdo utilizadas no presente
projeto, uma vez que o objetivo & caracterizar o perfil de metilagdo constitutivo. Caso sejam encontradas
epimutagdes relevantes, as amostras

tumorais e de tecido mamario adjacente ao tumor poderdo ser analisadas através de técnicas de andlise de
metilagdo direcionadas para o gene ou regido alve". Observa-se que houve transferéncia de material
bioldgico entre Biorrepositdrios de estudos aprovados pelo Sisterna CEP/Conep, porém, nao existe
descrigo adeguada do quantitativo de amostras transferidas por estudo, periodo de transferéncia, perfil das

participantes que forneceram o material bioldgico e se ainda ocorre a transferéncia de material. Portanto,

para adequada submiss&o do projeto detalhado:

1.1.1. Solicita-se encaminhar o quantitativo de amostras coletadas por estudo, & periodo de transferéncia
(Norma Operacional CNS n® 001 de 2013, itens 3.4.1.5, 3.4.1.6 e 3.4.1.8).

1.1.2. Solicita-se informar se existe a previso de futuras transferéncias de material biologico advindos de
outros estudos. Caso positivo, solicita-se declaragao da pesquisadora responsavel de que a transferéncia de
material seguira os procedimentos previstos na Resolugdo CNS n® 441 de 2011, em especial no que se
refere a solicitagdo de anuéncia a participante de pesquisa para uso do material bioldgico.

1.2. Considerando que a participante da pesquisa tem direito a privacidade & confidencialidade e a equipe

de pesquisa tem o dever de garanti-las, solicita-se que sejam indicados os procedimentos que garantam o
sigilo, confidencialidade e seguranga no tratamento dos dados (Resolugdo CNS n*®
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466 de 2012, item 11.2.i & Norma Operacional CNS n® 001 de 2013, item 3.4.1.7).

1.3. Por haver armazenamento de dados genéticos das participantes de pesquisa, solicita-se informar como
ocomera o armazenamento destes dados (Resolugo CNS n® 340 de 2004, itens 1112 e lILT).

2. Quanto ao documento: PB_INFORMAGOES_BASICAS_1197559_E2%20.pdf, no item RISCO, &
informado que a pesquisa “N&o ha riscos para os pacientes™. Para o Sistema CEP/Conep ndo existe
pesquisa livre de risco. E necessario observar que risco & qualquer possibilidade de danos & dimenséo
fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual do ser humano, em qualguer pesquisa e dela
decorrente (Resolugo CNS n® 466 de 2012, itens 11.2 e 11.22). Sendo assim, solicita-se que sejam descritos
os possivels desconfortos e riscos decorrentes da participagéo na pesquisa, podendo-se citar os riscos
inerentes & manutengao de sigilo e a confidencialidade durante a coleta e uso dos dados (Resolugdo CNS
n® 466 de 2012, itens 11.22 e IV.3.b).

3. Dentre as alteragbes propostas pela emenda, havera o envio de material biolégico para o exterior.

Entretanto, ndo foi realizada a solicitagio para essa andlise as participantes de pesquisa que s8o as
proprietdrias das amostras que estdo sob guarda da pesquisadora responsével. Portanto, solicitam-se
esclarecimentos sobre a ndo realizagio do processo de consentimento, ndo apresentagio de um TCLE
destinado as participantes de pesquisa ou responsaveis legais pelas amostras das participantes que foram a
obito & a ndo apresentagdo da solicitagdo da Dispensa do TCLE com a sua justificativa. Ressalta-se que a
justificativa deve ser baseada na Resolugdo CNS n® 466 de 2012, item IV.8.

4, Apesar do quantitativo de amostra ser de um micrograma de ADN, de o métedo de andlise destruir e
consumir toda a amostra e da pesquisadora acompanhar a amostra em todas as etapas, para o Sistema
CEP/Conep ccorrera a formagéio de Biorrepositdrio no exterior, portanto:

4.1. No projeto detalhado, solicita-se incluir as condigdes associadas ao armazenamento de material

bioldgice humano e se ocorrera o compartilhamento de dados associados as amostras (Resolugdo CNS n°
441 de 2011, item 4).
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4.2. Quanto & documentagdo pertinente:

4.2.1. Solicita-se incluir a Declaragao de que o material bioldgico ndo sera destinado para patenteamento ou
utilizagao comercial (Resolugdo CNS n® 441 de 2011, item 16).

4.2.2. Solicita-se incluir o Regulamento do biorrepositorio mantido no exterior assinado pela instituigao
depositaria em sua versdo original e traduzida para a lingua portuguesa (Resolugdo CNS n® 441 de 2011,
itern 2.1V).

5. Quanto ao Biorrepositdrio formado no Brasil, apesar da pesquisa estar ocorrendo desde 2012 com as
sucessivas aprovacoes do CEP do centro coordenador para fins de adequagao do protocolo de pesquisa:

5.1. No protocolo de pesquisa:

5.1.1. Solicita-se informar previsao de prazo de armazenamento do material sobressalente, se houver, e
destino das amostras apos este periodo. Ressalta-se que o prazo de armazenamento de material bicldgico
hurnano em Biorrepositdrio deve estar de acordo com o cronograma da pesquisa correspondente e pode ser
autorizado por até dez anos (Resolugo CNS n® 441 de 2011, item 12).

5.1.2. Solicita-se a explicitagdo da justificativa quanto a necessidade e oportunidade para utilizagao futura,
caso se pretenda continuar o armazenamento das amostras vinculadas a este protocolo (Resolugo CNS n®

441 de 2011, item 2.1).

5.1.3. Solicita-se incluir as condigdes associadas ao armazenamento de material bioldgico humano
(Resolugo CNS n® 441 de 2011, item 4).

5.2. Quanto a documentagdo pertinente:
5.2.1. Solicita-se incluir a Declaragdo de que toda nova pesquisa a ser realizada com o material armazenado

serd submetida para aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa institucional e da Comiss&o Nacional de
Etica em Pesquisa (Resolugdo CNS n® 441 de 2011, item 2.111).
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9.4. ANEXO IV. Termo de Consentimento livre e esclarecido.

CARACTERIZACAO DO PERFIL PROTEOMICO E DO ESTRESSE OXIDATIVO
EM PLASMA E TECIDO TUMORAL DE MAMA.

Prezada Senhora:
Gostariamos de convida-la a participar da pesquisa “CARACTERIZACAODO PERFIL

PROTEOMICO E DO ESTRESSE OXIDATIVO EM PLASMA E TECIDO
TUMORAL DE MAMA?”, realizada pela Universidade Estadual de Londrina em parceria com o
Instituto do Céncer de Londrina. O objetivo da pesquisa é identificar os fatores que desencadeiam a
toxicidade ao tratamento com a droga trastuzumab. A sua participagdo é muito importante e ela se
daria através da doacdo de 10 mL de sangue, coletado pelo servigo de enfermagem do setor de
guimioterapia do Instituto do Céncer de Londrina e pela retirada de uma porgdo do tecido tumoral e
adjacente ja coletados pelo médico para analise patolégica durante sua cirurgia. O médico responsavel
pela sua cirurgia também fornecerd dados sobre o seu estado clinico de salde e informacBes que
ajudem a avaliar os resultados das analises deste material coletado. Gostariamos de esclarecer que sua
participacdo é totalmente voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar, ou mesmo desistir a
qualguer momento sem que isto acarrete qualquer énus ou prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda
que as informacdes serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o0 mais
absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade.
O material coletado sera utilizado para realizacdo de exames laboratoriais para identificacdo de
substancias que possam estar relacionadas & evolucdo do cancer de mama para os estadios avangados
da doenca. Nossa expectativa é de que este estudo traga como beneficio a identificacdo de genes,
proteinas e substancias relacionadas com a evolucdo desta doenca, para no futuro contribuir para o
entendimento do comportamento da doenca nas suas formas mais agressivas, que levam a resisténcia
ao tratamento quimioterapico e menor tempo de sobrevida. Além disso, 0 material extraido sera
armazenado para futuras analises que possam ajudar a esclarecer novas questfes que surgirdo durante
a analise dos resultados.
Informamos que o(a) senhor(a) ndo pagara nem serd remunerado por sua participacdo.
Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas,
guando devidas e decorrentes especificamente de sua participacdo na pesquisa. Caso vocé
tenha ddvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode contatar o Prof. Dr Rubens
Cecchini e a Dra Carolina Panis, que podem ser encontrados no Laboratério de Fisiopatologia
de Radicais Livres, localizado na Rod. Celso Garcia Cid, 445, Departamento de Ciéncias
Patologicas, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Londrina, CEP: 86051-
970, telefones: 43 33714521 ou 21 82300641, email: carolpanis@sercomtel.com.br, ou
procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina, na Avenida Robert Kock, n® 60, ou no telefone 33712490. Este termo
devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e
assinada entregue a vocé.

Londrina, de de 201 .

( ), tendo sido
devidamente esclarecido sobre o0s procedimentos da pesquisa, concordo em participar
voluntariamente da pesquisa descrita acima.
Assinatura (ou impressao dactiloscépica):
Data:

Dra. Ana Cristina da Silva do Amaral Herrera,

Cirurgia responsavel pela coleta de material, Instituto do Cancer de Londrina, CRM 15214-PR_
Dr. Rubens Cecchini. Pesquisador Responsavel, Universidade Estadual de Londrina, CPF
51212927834. Dra. Carolina Panis Pesquisador Co-Responsavel
Universidade Estadual de Londrina, CPF 03249502928
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9.5. ANEXO V. Iniciadores (1) utilizados para amplificacdo de BRCAL e BRCA2, discriminando os éxons amplificados, a sequéncia, tamanho do
fragmento (pb) e posi¢cdo gendmica (Pos.geno) segundo a sequéncia referéncia NM_007294.3 (BRCA1), NM_00059.3 (BRCA?2).

| BRCA1 Sequéncia 5’ 3’ pb Pos. geno I BRCA2 Sequéncia 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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| BRCA1 Sequéncia 5’ 3’ pb Pos. geno | BRCA2 Sequéncia 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.

fragmento amplificado em pares de base (T pb).

Lista das reagcdes (R) das PCR multiplex para BRCAL, BRCA2, ATM,
RAD51, BARD1, BRIP1, CDH1 e TP53 discriminando os éxons envolvidos e o tamanho do

BRCA1 BRCA2 ATM RAD51
R Exon Tpb R Exon Tpb R Exon Tpb R Exon Tpb
1 11a(11A-11F) 2580 1 89 2044 1 36-37 2213 1 1-3 1635
14 312 11b 1551 60-61 1346 46 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 Exon Tpb
3 339 3 1la 1704 3 4143 1935 1 56 453
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 47 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 Exon T pb BRIP1 19-22 1996
1 5-6 2159 R Exon Tpb 30-31 1090
2 393 1 56 2348 8 89 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 Exon T pb 10 356 9 600
1 8-10 3849 19 671 25-26 2090
12-13 1850 3 89 2538 10 50-53 2854
3 524 14 521
16 361 15-16 1739 TP53
2 14-15 3610 4 11 414 | R Exon T pb
4-7 3610 20 1090 1 24 778
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 amplificacdo dos genes ATM, CHEK2, CDH1, PALB2, RAD51D, TP53, BARD1 e BRIP1,

discriminando os éxons amplificados, a sequéncia do iniciador, e o0 tamanho do fragmento em pares de base (T pb).

Gene Exon Primer F Primer R Tpb
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’CAAACTCGTGTTTGAAACTGS’ 5S’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 Exon

Primer F

Primer R

T pb

47

8-10

11

12-13
14-15

16

5’ CTGTCTGGCTAGGTTGGACTGTT 3’
5 CTAGGCCAAAGGTGGCTAGTGTT 3’
5> GACCGGCCTATTGTTGGTTTTC 3’
5> ACCACTGAAGAGCCAGGACAAY
5 GTGAGTGTCACGTGGATTGACAT 3’
5 GGGTGCATTGTCGTACCTTACAT 3’

5> GACAACTGGCCTAGCAGGATTTT 3’
5" GAACAGGTGAAAGGAGCACAGAT 3°
5> YATGTTATTTGGGTGAYGGATACC 3’

5’ TCTCTTTCCCACATCAGCTAACC 3’
5 GCTCAGGCAAGCTGAAAACATAG 3°

5’ CCTCTTTCTCCACGTTTTGACTG 3°

3610
3849
503
1850
1907
2442

CHEK2 9-15 5'TTACATTTCTGCYGTGTGAAGAGTTG 3' 5 CTAAAGAACCRATTATCAAGCAGAAGC 3'

9556

PALB2 1
2-3
4
5-6
7
8-9
10
11
12
13

5> ACAGCGCGGCTCTCCTTTAG 3'
5’ TTCCCTCTGACTCCACCTTTCC 3'
5> GCCTGAATGAAATGTCACTGATTCT 3'
5" TTTCTGAGTCATGGATGGGAAAAG 3'
5" GCTTTGCATAAAACAGCACTCG 3'
5> CCAAGCATAATTTTTGGCTGCT 3'
5> CAGTTCAACAATGCGGAGAAGG 3'
S’TCCCTGGTCACCTCCTAAGACA 3'
5 GTTCCTAGACGGCAGGGAAAAA 3’
5’ TTTTGGGAACATGGTTTTGACC 3

5> GGAGGGGGTGGTCAGATGATAC 3'
5> ATCACTTGAGCCTGGGAGTTGG 3
5> AAAGGAAGTGCCAGGCAAATAGT 3'
5 CTTGCCAATAGGTTGGCATAGAAA 3
5" TATCAGGCAAATGGCTGCAAAG 3'
5’ TGCTTATATTACACCCCCAGCACA 3
5> AGGCTGAGGCAGGAGAATCACT 3'
5> CACGGGGAAGGTTTGTTCATTA 3
5> TGTTTGCACAGTGCCTTTCAGA 3'
5> TGGCATGAAAGATGCATGAGAA 3'

428
571
1683
1759
271
1279
453
290
375
867

RAD5ID 1-3
4-6
7-8

9-10

5> AAGGCTCTTTAGAAGGTCGGTGT 3’
5> CTTGGTACCTTTTCCCCTGTCTT 3’
5> GTCCTAGAGGCTGACAGGTTCAT 3’
5> AGTTCCAGACCTGCCATTAGGTT 3°

5> AGCATCAAAAGCAGAGCTGAGAG 3°

5” GCCCACAGAGATAGCACCTAGAA 3’
5> AGACGATTCCTGATTCCCTTAGC 3’
5’ CTTTCCTGCAGCCAAGACATAAC 3’

1635
1190
515
1824

TP53 2-4
5-9

10-11

5" CCAGGTGACCCAGGGTTGGA ¥
5’ TGTTCACTTGTGCCCTGACT 3’
5’ CAATTGTAACTTGAACCATC 3’

5> AGAGGAATCCCAAAGTTCCA 3’
5" AGTGTTAGACTGGAAACTTT 3’
5" AGGCTGTCAGTGGGGAACAA 3

778
1803
1215

BARD1 1
2
3
4
5-6
7
8-9

10-11

5S’CGAGTCCCTATTTTGGGAGCAT3’
5 GTAGTGTTGGGCCTTGGATGAAY’
5> TCTGCTGAATGGGTTGCTTTTT3?
5" GAGCTCCATGTGGGAGCAATAA3’
5" ACCACACCCGGCCTAATAATTT3’
5’ TTCTCCTTTGAGTTCAGCAGCTTT3’
5" GGTTCTGGGTGTAGATTCAATGG3’
5’ CTGCCATGAAGAAGAAAAACCA3

5" AATACTATATCCCCCGGCAGGT3’
5’ CTCCAATTTGGCAAAGCTGTCT3’
5> AGTCCGGCTTGGACAACATAGA3’
5" GTTGGCCTCATTCTGAGATGGT3’
5" ACCACACCCGGCCTAATAATTT3’
5" GCCTAAAATACAGAGTGGGCTCAA3Z’
5" CAGAAGCTTTTCCAAAATGCAGS’
5’ CTCTCACAAACCGTGCAAATTC3®

508
393
380
1065
2156
480
1076
2340

BRIP1  2-3

S’GGTTTTCTTTGTAAGGCGTGTC3’

5" GACAGCATGGCTGAACCAGT3’

1920
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Gene Exon

Primer F

Primer R

T pb

4
5-6
7
8-9
10
11
12-13
14
15-16
17
18
19
20

5’CTGGGTGAACTGGGCTGTAG3’
S’CATCCTGGTTCCAGTTTTCTTC3’
5’TTCCATGTGAGGTTTGATAACG3’
5’GGTGGCGTAGCCAGTAAAATY
5S’AGGATGATACTGGTTGACACAAY
5’CCCTCCCAACCCCTCTATAC3
5’TGGGAAGGTACCAGCTCTTT®’
S’AGAAAACCCCCTGACAATTT3
5S’GCCGTAGTCACATTGGCTTA3’
5’GGGATAAGAGGGAACTTTTGG3’
5’CTGTCCCACTGGAAAACTGG3’
5’CCCTGGGTTTACCTTTTTCTTT3’
5S’GCAATTATGTTAGCTAGGAGCAG3’

S’GGATTTTTGACCACTCTGTGC3’
S’TGGGTTGCTACTGTCCTTTG3’
S’TCCCAAGCTTTAAGACCAAATCY

5’GGCAGCACAAATACACTAATAGAC3’

5’CACCCACAATTTACCCATGC3’
5’GCCTGGGTGACAGAGAAGTC3’

5’TTACTTGCTGGCACTTCAGG3’

5’CCAGCCTTGCTCTTTCAGAC3’
5’GGGATCCCTGCAATTAACTTTY®
5S’CCAGTTCCTATGGTTCCAGTT?’
5S’AAGAAGGAAATCCTGCAACAY’
5’CAACCCAACCTGAAGGGATAY’
5’GGCAACAGACCAAGACTCTGS’

416
2348
570
2538
356
414
959
521
1739
596
535
671
1090

Leg.: As sequéncias de referéncia utilizadas foram NM_000051.3 (ATM), NM_001007194.4 (CHEK?2), 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 identificacdo (dbSNP),
posicao do transcrito (cDNA), proteina, posicéo, classificagdo Varsome/ClinVar, por pacientes do Sul (Parana — PR) e Sudeste (Minas Gerais—

MG ou Rio de Janeiro - RJ).

Gene dbSNP cDNA Proteina Posicao Varsome/ClinVar N° paciente
ATM Sem €.4109+334A>T - Intrdnica VUS PR1
Sem €.4109+335G>T - Intronica VUS RJ1
Sem €.4109+628G>A - Intrénica VUS RJ2, PR1
Sem €.4109+629G>A - Intrénica VUS RJ1
Sem €.4109+630 4109+631del - Intronica VUS RJ1
Sem €.4110-307C>G - Intronica VUS RJ1
rs202068074 €.4110-374 4110-371del - Intronica VUS RJ2
rs77033857 €.4110-473T>C - Intronica VUS MG1
Sem €.4110-630_4110-629insAT - Intronica VUS RJ1
Sem €.4110-630C>T - Intronica VUS PR5, RJ11, MG1
Sem €.4436+83G>A - Intronica VUS MG1
Sem C.4437-14del - Intrénica VUS PR1
rs766101886 c.AT77-27A>G - Intronica VUS MG1
rs768748099 €.497-5_497-4del - Intrdnica VUS RJ2
rs140641762 €.5352C>T p.Asnl784 Sinénima VUS MG1
rs144761622 c.6176C>T p.Thr2059lle missense VUS MG1
rs763451341 €.6347+19 6347+20del - Intronica VUS RJ1
rs763451341 €.6347+30_6347+31del - Intrdnica VUS PR6, RJ9, MG1
rs138828590 €.6543G>T p.Glu2181Asp Missense VUS MG1
rs11366542 €.6573-60_6573-57del - Intrdnica VUS PR1
rs553744385 €.6976-114del - Intrbnica VUS PR2, RJ2
rs1000706162 €.6976-144G>A - Intronica VUS PR1
rs730881383 c.7375C>G p.Arg2459Gly Missense VUS RJ1
Sem €.7992C>G p.Val2664 Sinénima VUS RJ1
Sem c.8170C>A p.GIn2724Lys Missense VUS RJ1
BARD1 Sem €.1314+21T>A - Intronica VUS RJ9, PR 14
BRIP1 | rs763913233 .1935+22del Intrénica VUS MG3, RJ57, PR25
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Gene dbSNP cDNA Proteina Posicdo Varsome/ClinVar N° paciente
rs776579803 €.1935+22dup - Intrdnica VUS RJ1
rs786203170 €.1972C>A p.Arg658 Sinénima VUS MG 1
rs770467563 €.206-30T>C - Intronica VUS PR1
rs1064793669 €.2098-16del - Intrénica VUS RJ1
rsS87780247 €.316C>T p.Arg1l06Cys Missense VUS RJ1
rs542698396 €.3651G>T p.Trpl217Cys Missense VUS PR1

rs45566938 c.36G>T p.Gly12 Sinénima VUS PR1

CDH1 | rs1027713288 c.*110del - Delecdo VUS RJ1
rs145920869 €.*220 *221del - Delecdo VUS PR1
rs1320523802 €.1137+504C>T - Intrbnica VUS MG1
rs191798782 €.1138-125G>T - Intronica VUS RJ1

Sem €.1138-203T>G - Intronica VUS PR1
Sem €.1138-204C>T - Intronica VUS PR1
rs748393673 €.1320+365A>T - Intrbnica VUS MG1
rs1409093806 €.1320+611G>A - Intrénica VUS MG1
Sem €.1320+617del - Delecéo/Intronica VUS RJ1
Sem €.1321-414C>G - Intronica VUS RJ1
rs1161708784 €.1321-958del - Delecao/Intronica VUS MG20, RJ30,
PR12
rs1462728220 €.1321-96A>G - Intronica VUS MG1
rs34212204 €.1566-38T>G - Intronica VUS RJ1
rs1360937602 €.532-25T>C - Intronica VUS RJ1
rs981792194 c.-57C>T - 5’UTR VUS RJ1
Sem €.687+392_687+394del - Delecao/Intronica VUS RJ1
Sem €.687+456T>C - Intrdnica VUS MG3
Sem €.687+457G>A - Intronica VUS MG3
rs907689107 €.687+468T>C - Intronica VUS MG1
Sem Id €.687+625A>G - Intronica VUS MG1
rs188949437 €.688-367A>G - Intronica VUS PR1
Sem €.832+321A>G - Intronica VUS MG1
Sem €.832+536_832+537del - Delecéo/Intronica VUS MG1, RJ2
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Gene dbSNP cDNA Proteina Posicdo Varsome/ClinVar N° paciente
rs949458172 €.832+537A>T - Intrénica VUS RJ1
rs930343696 €.832+537del - Delegéo/Intronica VUS MG7, RJ25, PR12
rs891663461 €.833-309A>G - Intrénica VUS MG1
rs1054603239 €.833-310C>T - Intrénica VUS MG1

Sem €.833-372G>A - Intrénica VUS MG7
Sem €.833-373T>C - Intrénica VUS MG7
Sem €.833-457G>A - Intrénica VUS MG2
rs556275263 €.833-458T>C - Intrénica VUS MG2
Sem €.833-459C>T - Intrbnica VUS MG2
Sem €.833-465G>A - Intrénica VUS MG2
Sem €.833-466 A>T - Intrbnica VUS MG2
CHEK?2 Sem €.1225-470G>A - Intrénica VUS RJ1
rs1481969887 €.1225-483G>T - Intrbnica VUS RJ2, MG1
Sem €.1389-226C>G - Intrénica VUS MG1
rs1482783928 €.1504+432T>C - Intrbnica VUS MG1
rs1161739296 €.1590+1056C>T - Intrénica VUS MG1
rs139885343 €.1590+131G>T - Intrbnica VUS PR1
rs576299845 ¢.1590+1726_1590+1731del - Delecéo/Intronica VUS MG1
rs556335113 €.1590+173del - Delecao/Intrdnica VUS MG21, RJ31,
PR18
rs111466304 €.1590+174del - Delecao/Intrdnica VUS RJ1
rs111317257 €.1590+1937T>C - Intrbnica VUS RJ1
rs186826166 €.1590+215G>A - Intrénica VUS MG1
rs201520475 €.1590+936dup - Insertion/Intrénica VUS PR1
rs890652695 €.1591-842T>G - Intrénica VUS PR1
rs554779856 c.1671+276 A>G - Intrbnica VUS MG1
rs914857068 €.1671+463del - Delecéo/Intronica VUS MG10, RJ9, PR5
rs554426567 €.1672-368A>G - Intrbnica VUS RJ1
rs554426567 €.1672-368A>G - Intrénica VUS RJ1
PALB2 rs1336079225 C.*209G>A - 3°’UTR VUS RJ1
Sem €.1685-180G>A - Intrénica VUS PR1
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Gene dbSNP cDNA Proteina Posicdo Varsome/ClinVar N° paciente
Sem €.1685-90A>G - Intrdnica VUS RJ1
rs773179377 €.211+23T>C - Intronica VUS RJ1
rsS87782765 €.2401G>A Missense VUS RJ1
rs536644825 €.2506G>A Missense VUS RJ1
Sem €.2514+111G>A - Intrénica VUS MG1, PR3

rs1039859397 €.2514+114G>A - Intronica VUS PR1
Sem €.2514+131T>C - Intrénica VUS PR1
Sem €.2514+142T>A - Intronica VUS MG1
rs978973239 €.2835-220C>T - Intronica VUS RJ1
rs1189941589 €.2835-372dup - Insertion/Intrénica VUS MG1
rs1189941589  ¢.2835-374 2835-372del - Delecao/Intronica VUS MG1

rs1189941589  ¢.2835-376_2835-372del - Delecao/Intronica VUS RJ3, PR1, MG1
Sem €.2835-377_2835-372del - Delecao/Intronica VUS RJ1
Sem €.2835-400_2835-396del - Delecao/Intronica VUS PR1
Sem €.2835-404G>T - Intronica VUS RJ1
rs754470879 €.2835-75_2835-71del - Delecao/Intronica VUS PR1
Sem €.3351-55 3351-53del - Delecao/Intrdnica VUS RJ1
RAD51D | rs575313654 c.*178G>A - 3’UTR VUS MG1
rs185961963 €.144+213T>C - Intrénica VUS PR1
Sem €.144+34T>C - Intronica VUS PR1
rs140825795 €.26G>C - Missense VUS PR1
rs201313861 c.415T>C - Missense VUS RJ1
Sem €.82+105T>C - Intrbnica VUS PR1
TP53 rs183276131 €.673-100C>T - Intronica VUS RJ2
Sem c.673-236del - Delecao/Intrdnica VUS RJ1
rs752774596 €.673-73 673-71del - Delecao/Intronica VUS RJ2
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9.9. Anexo IX. Correlagdo das variantes com dados clinicos como 6bito, grau histoldgico,
idade e sobrevida. As andlises foram ajustadas para idade ao diagnostico, grau histologico e

presenca de mais de uma VUS ou variante patogénica em cada paciente.

Gene Variavel No.de casos No.de I1C P value
casos
c6099dup X 145 8 0.000581 00685 08
dbito 1 0 0.067890  0.0685
(5138828590 X 145 8 0.000581 00685 08
dbito 1 0 0.067890  0.0685
(s730881383 X 145 8 0000581 00685 o
dbito 1 0 0.067890 00685
ATT 131 7 0.00356  0.0339
23555451341 X1 13 1 008791 00970 0.
T 2 0 0.09606  0.0973
C8170C>A X CC 145 8 243:05 0014
dbito CA 1 0 1.39-02 0014 :
(766101886 X AA 144 6 0.475 66.3 Jot
ATM  |obito AG 2 2 65.495 66.3
5202068074 X C 144 8 000163 0115
Obito CTAAA 2 0 011332 0115 :
(768748099 X A 144 8 000234 0138
dbito ATT 2 0 013578  0.138 :
(553744385 X CT 143 8 0.0042 0185 07
dbito C 3 0 0.1812 0.185
(552755855 X GG 145 8 9.06e-05 00284 0,9
dbito GT 1 0 282602 00284
(537265031 X GT 143 8 0.0016 0114 07
dbito G 30 0.1122 0.114
(34325032 x CT 145 8 0.000168 00368 08
6bito C 1 0 0.036576  0.0368
15185961963 X TT 145 8 0.000581 00685 08
obito  TC 1 0 0.067890  0.0685
RADSID | 140825795 xGG 145 8 0.000259 00458 08
dbito GC 1 0 0.045425  0.0458
(5575313654 x GG 145 8 0.000581 00685 08
6bito GA 1 0 0.067890  0.0685
psg  |1s183276131 xCC 144 7 0.108 116 76-04
6bito cT 2 1 11.438 116
(s752774596 X CTTT 144 8 0.00234 0138 0.7
dbito C 2 0 013578  0.138
CA314+21T>A X TT 108 7 0.184 0719 04
BARDL I4pito TA 38 1 0.535 0.719
gﬁng%% XCA 110 6 0.00156  0.00657 0,9
C 36 2 0.00500  0.00657
(34212204 X TT 145 8 0.000259 00458 08
dbito TG 1 0 0.045425  0.0458
coHL  lelotreargs GG 145 8 0.000393 00563 08
Obito GT 1 0 0.055842  0.0563
(1360937602 X TT 145 8 0.000581 00685 08
dbito TC 1 0 0.067890  0.0685
CBIIIN2C>AXGe  qma 7 0.108 112 8e-04

Obito
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GA 2 1 11.086 11.2
(5914857068 X GA 131 8 0.0949 0021 03
ébito G 15 0 0.8250 0.921
(554779856 X AA 145 8 0.000581 00685 08
6bito AG 1 0 0.067890  0.0685
gsblif3885343 X66 145 8 0.000259 00458 08
GT 1 0 0.045425  0.0458
rs1482783928 X 1 145 8 9.060-05 00284 09
CHEK? obito
TC 1 0 282602 0.0284
252?3652695 X7 145 8 9.066-05 00284 09
TG 1 0 282602  0.0284
gsbliffl%%m X6 144 7 0.105 9.45 0,02
GT 2 1 9.335 9.45
¢.1229del x 6bito ACT 145 8 0.000259 00458 08
AT 1 0 0.045425  0.0458
rs1555526001 X
SR cc 145 8 0.000581 00685 08
CA 1 0 0.067890  0.0685
gsbli?é)l77100 XCGA 145 8 0.000581  0.0685 0,8
TGA 1 0 0.067890  0.0685
gsblif§6079225 X6G6 145 8 0.000393 00563 08
GA 1 0 0.055842  0.0563
(773179377 xGG 145 8 0.000581 00685 08
oALEy |ObitO GA 1 0 0.067890 8'8222
ratrozrr 1T 145 8 0.000581 .
Obito TC 1 0 0.067890 00685
(51189941589 x CTTTTT 141 7 0.0734 2.39 -
ébito C 5 1 2.3144 2.39 :
151039859397 x GG 142 8 000692 0239
ébito GA 4 0 023184  0.239 :
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9.9. Anexo IX. Correlagdo das variantes com dados clinicos como 6bito, grau histoldgico,
idade e sobrevida. A andlise foi ajusta levando em consideracéo idade, grau histologico, 6bito
e presenga de mais de uma VUS ou variante patogénica.
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