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Resumo

O BRCATe o BRCAR2 sao os principais genes associados ao risco de cancro da mama e ovario
hereditario, no entanto, muitos outros genes tém sido estudados e identificados como genes de
suscetibilidade para estes cancros. A identificacao de genes de suscetibilidade nao-BRCA1/2,
juntamente com a descoberta e aperfeicoamento da Sequenciacao de Nova Geracdo, permitiu
oferecer aos pacientes o teste de painel multigénico, incluindo ndo apenas os genes BRCA1/2,
mas todos os outros genes de suscetibilidade. O objetivo do presente trabalho foi investigar a
presenca de variantes germinativas em individuos com risco para cancro da mama e/ou ovario
hereditario, utilizando um painel de genes de suscetibilidade para estes cancros. Verificamos que,
se apenas os genes BRCAT/2 fossem testados, variantes Patogénicas/Provavelmente
Patogénicas em genes nao-BRCA1/2, seriam perdidas em cerca de 4 % dos pacientes, que
assim, nao seriam submetidos a qualquer gestao de risco. Observamos também que, quando
existe histdria familiar de cancro, parece haver uma maior probabilidade de variantes
Patogénicas/Provavelmente Patogénicas serem detetadas e que estas sao maioritariamente
em genes nao-BRCA1/2. Estas descobertas salientam a importancia do uso de painéis
multigénicos, que permitem analisar simultaneamente outros genes de suscetibilidade para

cancro da mama e/ou ovario hereditdrio, além do BRCA1/2.

Palavras-chave: Cancro da mama e ovario hereditario; teste de painel multigénico;

Sequenciacao de Nova Geracao



Abstract

BRCA7and BRCAZ are the principal genes associated to the risk of hereditary breast and ovarian
cancer. However, several others genes have been studied and identified as susceptibility genes
for these cancers. The identification of non-BRCA1/2 sucetibility genes, together with the
discovery and improvement of Next Generation Sequencing, has allowed the multigene panel
testing to be offered to patients, including not only the BRCA1/2 genes, but all the others
susceptibility genes. The aim of the present study was to investigate the presence of germline
variants in individuals at risk of hereditary breast and/or ovarian cancer, using a panel of
susceptibility genes for these cancers. We found that, if only the BRCA1/2 genes were tested,
Pathogenic/Probably Pathogenic variants in non-BRCA1/2 genes would be missed in about 4%
of the patients, who therefore, woudn't be subjected to any risk management. We also observed
that, when there is family history of cancer, it appears that there is a greater probability of
Pathogenic/Probably Pathogenic variants being detected and that these are mostly in non-
BRCA1/2genes. These findings highlight the importance of using multigene panels, which allow
the simultaneous analysis of other susceptibility genes for hereditary breast and/or ovarian

cancer, in addition to BRCA1/2.

Keywords: Hereditary breast and ovarian cancer; multigene panel test; Next Generation

Sequencing
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1. Introducao

1.1. Cancro: uma doenca genética, que pode ser hereditdria

Todos os cancros sao considerados genéticos, uma vez que resultam de alteracdes na estrutura
ou na expressao de genes, nomeadamente proto-oncogenes e supressores tumorais, que
conferem vantagens proliferativas as células (1).

Alteraces na sequéncia de DNA (variantes) em células somaticas sao as principais responsaveis
pela carcinogénese e podem ocorrer devido a erros durante a replicacao e reparacao do DNA (1),
embora varios fatores ambientais externos, como virus, produtos quimicos agricolas, fumar, ter
uma dietainadequada, consumir dlcool, entre outros, sejam apontados como a principal causa (2).
Segundo o National Cancer Institute, uma variante é definida como “qualquer alteracao na
sequéncia de DNA de uma célula”, podendo ser referida como mutagao. Nem todas as variantes
tém efeitos nocivos, algumas nao tém efeito e outras podem ser benéficas (3). A localizacao da
variante, hem como o tipo de variante é que vao definir o seu efeito, tendo em conta se esta tem
ou nao algum impacto no produto proteico e consequentemente na sua funcao (1).

Todas as células que constituem o corpo humano sdao somaticas, com excecao das células
reprodutivas/germinativas. Variantes que ocorrem nas células somaticas podem ser
transmitidas para a descendéncia da célula por mitose, mas nao podem ser transmitidas de pais
para filhos, uma vez que esta transmissao s é possivel através do dvulo ou do espermatozoide.
Variantes presentes no dvulo ou no espermatozoide sao designadas germinativas. Um individuo
que herde uma variante germinativa, apresentara essa variante em todas as células do corpo,
pois todas sao originadas a partir do zigoto (4).

Variantes em células somaticas estdo na base dos cancros esporadicos (1), que correspondem a
cerca de 80% de todos os cancros (5). Ja variantes germinativas, altamente penetrantes, sao a
causa dos cancros hereditdrios, que constituem cerca de 5 a 10% de todos os cancros (5).
Knudson, em 1971, criou a teoria dos dois eventos, ao constatar que era necessario a ocorréncia
de duas variantes, uma em cada alelo do gene para o retinoblastoma, para que o retinoblastoma
se desenvolvesse. No retinoblastoma hereditdrio, uma das variantes era germinativa e a outra
somatica, ja no retinoblastoma esporadico, nao hereditario, as duas variantes eram somaticas
(6). Ou seja, individuos que nao herdem variantes germinativas no gene para o retinoblastoma,
necessitam de adquirir as duas variantes somaticas na mesma célula para ter retinoblastoma. Ja

individuos que herdem uma variante germinativa neste gene, estao em desvantagem, pois com



uma variante presente em todas as células, a aquisicao de apenas uma variante somatica neste
gene é suficiente para o desenvolvimento de cancro, apresentando maior probabilidade de ter
cancro, de ter cancro numa idade mais precoce e de ter multiplos cancros, assim como de
desenvolver outros cancros secundarios primarios (4).

Os proto-oncogenes sao genes que promovem o crescimento, a divisao e a sobrevivéncia celular.
Quando sofrem alguma alteracao, por exemplo uma mutacao, podem ficar permanentemente
ativados, transformando-se em oncogenes, promovendo o crescimento e divisao celular
descontrolados e consequentemente o cancro. Como as mutagées nos oncogenes Sao
dominantes, basta apenas um alelo estar alterado para que haja efeito. Alterac6es em oncogenes
sao observadas maioritariamente em células somdticas, mas ha excecdes (4). Por exemplo, 0
oncogene RET ativado pode ser herdado e causar cancro (4, 7).

Os supressores tumorais dividlem-se em dois tipos: 0s gatekeepers, responsaveis pelo controlo
da proliferacao celular, através da inibicao da divisao celular e promocao da apoptose e os
caretakers, que sao necessarios para manter a estabilidade gendmica (1). Entre os gatekeepers
encontra-se por exemplo o PTEN e entre os caretakers os genes mismatch repair,e o BRCA1, que
sao genes envolvidos na reparacao do DNA. Se por um lado os proto-oncogenes sofrem
alteracoes que lhe conferem um ganho de funcao, o oposto é observado para os supressores
tumorais, pois alteracées, como mutacées, levam a perda da sua funcao, promovendo
instabilidade gendémica (com subsequente aumento de mutacdes) e crescimento celular
descontrolado. Além disso, no caso dos supressores tumorais, as mutagoes sao recessivas e nao
dominantes, seqguindo a teoria dos dois eventos de Knudson. Se apenas um alelo estiver alterado,
0S genes supressores tumorais conseguem exercer a sua funcao normal, mantendo a
estabilidade genémica e o controlo do crescimento celular. E necessario ocorrer alteracdo dos
dois alelos para haver perda de funcao (4). No entanto ha excecdes, alguns supressores tumorais
apresentam haploinsuficiéncia, ou seja, embora apenas um alelo tenha sido alterado, o produto
proteico do alelo preservado nao é suficiente para manter a funcao normal do gene. 0 PALB2e o
CHEKZ2 sao exemplos de supressores tumorais que podem levar ao cancro, quer devido a
alteracao dos dois alelos, quer por haploinsuficiéncia (7).

Variantes germinativas associadas a prédisposicao para o cancro, sao observadas
maioritariamente em supressores tumorais (1), sendo a causa de vérias sindromes de cancro
hereditario (7). Segundo o Nacional Cancer Institute, uma sindrome de cancro hereditdrio é um

“distdrbio hereditdrio no qual ha um risco maior do que o normal de certos tipos de cancro”,



caracterizando-se por determinados padrdes familiares como “vdrios familiares préximos com o
mesmo tipo de cancro, desenvolver cancro numa idade precoce ou ter dois ou mais tipos de
cancro desenvolvidos na mesma pessoa” (8). Por norma, estas variantes germinativas sao
herdadas na familia de acordo com a genética mendeliana (1). A heranca autossémica dominante
é a forma mais comum de transmissao dos cancros hereditdrios, no entanto, a heranca
autossdémica recessiva também é observada em alguns casos (7).

Estima-se que variantes germinativas Patogénicas (Pat.), altamente penetrantes, estejam
presentes em cerca de 2% dos individuos saudaveis, conferindo-lhe um risco bastante elevado

de desenvolverem cancro (7).

1.2. Cancro da mama

1.2.1. Epidemiologia

Segundo estimativas do GLOBOCAN, em 2020, o cancro mais diagnosticado no mundo foi o
cancro da mama feminino, com 2,3 milhdes de novos casos. Além disso, foi a quinta causa de
morte por cancro sendo responsdvel por 684 996 mortes. Entre as mulheres, além de ter sido o
cancro maisincidente, foi também a principal causa de morte por cancro (9). Olhando apenas para
Portugal, em 2020, o cancro da mama foi o sequndo mais incidente,com 7 041 novos casos
diagnosticados e também a quinta causa de morte por cancro, sendo responsavel por 1864
mortes (10). Entre as mulheres portuguesas, assim como se observou para as mulheres da
maioria dos paises, o cancro da mama foi também o mais incidente e a principal causa de morte
por cancro (9). Prevé-se que até 2040, no mundo, tanto a incidéncia, como a mortalidade do
cancro da mama aumentem, com o ndmero de novos casos diagnosticados a chegar

aproximadamente aos 3,2 milhdes e o nimero de mortes a 1 milhao, nesse ano (11).

1.2.2. Fatores de Risco

Existem vdrios fatores de risco associados ao desenvolvimento de cancro da mama nas
mulheres (12) e nos homens (13). Entre os fatores modificdveis encontram-se por exemplo: dieta
inadequada, fumar (12), consumir alcool e obesidade (12, 13). Ja ter idade mais avancada (>50
anos) (12, 13), sindrome de klinefelter (13), maior densidade do tecido mamdrio, histéria pessoal
de cancro da mama ou de lesdes benignas da mama, entre outros, fazem parte dos fatores nao

modificdveis, nos quais estd incluido também ser do sexo feminino (12). Apenas 1% dos



diagndsticos de cancro da mama, sdo cancros da mama masculinos (13). Entre os fatores de risco
nao modificdveis, encontramos ainda variantes em determinados genes e histdria familiar de
cancro damama (12, 13). Na verdade, ter um familiar de primeiro grau diagnosticado com cancro
da mama, aumenta o risco de desenvolvimento desta doenca (13), e quanto maior o niimero de
familiares de primeiro grau afetados, maior o risco. O risco pode ser ainda mais elevado quando
os diagndsticos familiares ocorrem numa idade mais precoce (<50 anos) (12).

O BRCATe BRCAZ2 sao os principais genes, nos quais a ocorréncia de variantes, se encontra
associada a um risco elevado de cancro da mama, no entanto, variantes noutros genes, como o
TP53, CDH1, PTEN, ATM, PALB2 e CHEKZ2 também se encontram associadas a um risco

aumentado deste tipo de cancro (12).

1.2.3. Classificacao

Existem dois tipos de classificacdao para cancro da mama: a classificacao histopatoldgica e a
classificacao molecular.

Dentro da classificacao histopatoldgica, podemos encontrar subtipos pré-cancerigenos e
cancerigenos. Oitenta por cento dos subtipos pré-cancerigenos sao carcinomas ductais in situe
20% carcinomas lobulares in situ. Os carcinomas in situ, nao sao invasivos, no entanto, com o
passar do tempo, podem transformar-se em cancros da mama invasivos. Entre os cancros da
mama invasivos mais comuns, encontram-se 0s carcinomas ductais invasivos (70-80%) e os
carcinomas lobulares invasivos (10%)(14).

Além da classificacao histopatoldgica, os cancros da mama invasivos, também sao classificados
molecularmente. Entre os subtipos moleculares, encontram-se: o luminal A (50%), o luminal B
(20-30%), 0 HERZ positivo (15-20%) e o triplo negativo (15%). O luminal A é o subtipo com
crescimento mais lento, melhor resposta a hormonoterapia e melhor progndstico. Ja o luminal B,
comparativamente ao luminal A, nao responde tao bem a hormonoterapia e tem pior progndstico.
O HERZ positivo, é agressivo, apresentando recidivas frequentes. E o triplo negativo € o subtipo
mais heterogéneo, é agressivo, nao responde a hormonoterapia, nem a terapia anti-HERZ2, tendo
um progndstico bastante mau (14). Variantes germinativas nos genes BRCA1/2, observam-se

em 11-16 % dos casos de cancro da mama triplo negativo (12).



1.3. Cancro do ovario

1.3.1. Epidemiologia

Segundo estimativas do GLOBOCAN, em 2020, no mundo, ocorreram 313 959 novos casos de
cancro do ovdrio e este foi responsavel por 207 252 mortes. Entre as mulheres, é o oitavo cancro
mais incidente e tambhém a oitava causa de morte por cancro (9). Em Portugal, em 2020,
ohservaram-se 561 novos casos e 408 mortes devido ao cancro do ovdrio. Entre as mulheres
Portuguesas, foi o décimo terceiro cancro mais diagnosticado e a oitava causa de morte por
cancro (10). Tal como previsto para o cancro da mama, também é esperado que aincidénciae a
mortalidade do cancro do ovdrio aumentem até 2040, no mundo, com o nimero de novos casos
diagnosticados a chegar aproximadamente aos 445 700 e o nimero de mortes aos 313 600,
nesse ano (11).

Comparativamente ao cancro da mama, o cancro do ovario é menos incidente e provoca menos
mortes, ainda assim, como referido, é o oitavo cancro mais mortal entre as mulheres e nao possui
métodos de rastreio eficazes que permitam detetd-lo precocemente. Como consequéncia, e
tendo em conta que os seus sintomas sao inespecificos, o diagndstico ocorre em estdgios mais

avancados, apresentando uma baixa taxa de sobrevivéncia (49% aos 5 anos) (15).

1.3.2. Fatores de Risco

Existem varios fatores que aumentam o risco de desenvolvimento de cancro do ovario, entre eles
podemos encontrar por exemplo: ingestao de gorduras, obesidade, tabagismo, terapia hormonal,
diabetes, endometriose e sindrome do ovario poliquistico (16). A histdria familiar de cancro do
ovario também é um fator de risco. Na verdade, ter familiares de primeiro grau diagnosticados
com cancro do ovario eleva o risco de desenvolver esta doenca, principalmente quando ha varios
familiares diagnosticados e em idade precoce. Além disso, possuir variantes germinativas em
determinados genes, por exemplo no BRIP1, RAD51Ce RAD51D, mas principalmente no BRCATe

BRCA2, também aumenta o risco de cancro do ovario (17).

1.3.3. Classificacao
Os tumores do ovario dividem-se em trés tipos diferentes, tendo em conta as células de origem:

tumores epiteliais (90%), tumores das células germinativas (3%) e tumores dos corddes



sexuais/estroma (2%) (18). O local de origem destes tumores pode ser o ovario, a trompa de
Faldpio, 0 endométrio ou o peritoneu (19).

Dentro dos tumores do ovdrio epiteliais malignos, existem cinco tipos principais: o carcinoma
seroso de alto grau (70%) e o de baixo grau (3%), o carcinoma endometridide (10-15%), o
carcinoma de células claras (10%) e o carcinoma mucinoso (3-4%). A maioria dos carcinomas do
ovdrio, sao carcinomas serosos de alto grau. Variantes germinativas no BRCAT e BRCAZ,
conferem um risco elevado para o desenvolvimento deste tipo de carcinoma, que é o cancro do
ovario mais comum (18) e a principal causa das mortes por cancro do ovario (19). Em alguns casos
de carcinoma endometridide, observam-se variantes germinativas nos genes mismatch repair,
assim como no carcinoma de células claras, embora neste tipo de carcinoma, estejam presentes

em menos de 10% (18).

1.4. Cancro da mama e cancro do ovario hereditarios

Como ja vem sendo referido, existem varios genes nos quais a ocorréncia de variantes
germinativas, nomeadamente Patogénicas/Provavelmente Patogénicas (Pat/P.Pat),
aumentam o risco de desenvolvimento de cancro da mama e/ou ovdrio. Estes genes sao
considerados genes de suscetibilidade para o cancro damama e/ou ovario hereditdrio. Entre eles
encontramos 0 ATM, 0 BRCA1,0 BRCAZ, o BRIP1,0 CDH1,0 CHEKZ2, os genes mismatch repair, 0
EPCAM, 0 NBN, 0 PALB2,0 PTEN, 0 RAD51C,0 RAD51D,0 STK11e 0 TP53.

1.4.1. Genes BRCA17e BRCAZ e a sindrome hereditaria do cancro da mama e ovario

A sindrome hereditaria do cancro da mama e ovario é caracterizada por um risco aumentado de
desenvolvimento de cancro da mama (principalmente com idade < 50 anos) e ovario, mas
também de outros cancros como prdstata e pancreas. Determinadas variantes germinativas no
BRCA1e BRCAZ2, sao a principal causa desta sindrome (20), na qual estas variantes sao herdadas
de forma autossémica dominante (21).

O BRCATe 0 BRCAZ sao dois genes importantes para a manutencao da estabilidade gendmica.
Eles sao supressores tumorais caretaker que codificam proteinas envolvidas na reparacao do
DNA por recombinagao homdéloga (HRR) (20).

Estima-se que na populacao em geral, 1 em cada 400-500 individuos, possuem variantes Pat.
no BRCAT e BRCAZ. Determinadas variantes, designadas variantes fundadoras, apresentam

frequéncias mais elevadas em determinados grupos, como é o caso das trés variantes Pat.



fundadoras no BRCA7 e BRCAZ2 encontradas nos judeus Ashkenazi (20). Na populacao
portuguesa, uma variante fundadora reconhecida é a c.156_157insAlu no BRCAZ2. Além desta,
existe apossibilidade das variantes c.2037delinsCC e c.3331_3334del no BRCAT também serem
fundadoras, devido a partilha de um haplétipo comum entre as familias portadoras (22).

Um grande estudo de coorte prospetivo, avaliou o risco de cancro da mama (n=3886), cancro da
mama contralateral (n=2213) e cancro do ovdrio (n=5066), em mulheres portadoras de variantes
Pat. no BRCAT e BRCAZ2. Os resultados demonstraram que o risco cumulativo para cancro da
mama, aos 80 anos, é de 72% e 69% respetivamente para variantes no BRCATe BRCAZ2, e que
20 anos ap6s o primeiro diagndstico de cancro damama, o risco cumulativo para cancrodamama
contralateral é de 40% e 26% para variantes no BRCAT e BRCAZ respetivamente. No que diz
respeito ao cancro do ovario, observou-se um risco cumulativo, aos 80 anos, de 44% e 17% para
variantes no BRCATe BRCA2respetivamente (23). Uma meta-analise mais recente, estimou um
risco maior para cancro do ovario aos 80 anos, nomeadamente de 54,4% e 30,5% para variantes
BRCA1e BRCA2respetivamente (24).

O risco de cancro da mama masculino, foi avaliado num estudo envolvendo 1939 familias, que
observou umrisco cumulativo, para portadores de variantes no BRCATe BRCAZ, aos 80 anos, de
1,8% e 8,3% respetivamente, enquanto o risco para nao portadores foi apenas 0,12 % (25).

Um outro estudo, de coorte prospetivo, que acompanhou 823 homens portadores de variantes
Pat.no BRCATe BRCAZ2, demonstrou que aos 85 anos, o risco cumulativo para cancro da prostata
é de 29 % e 60 % respetivamente (26).

Relativamente ao cancro do pancreas, umainvestigacao recente, concluiu que o risco aolongo da
vida, para portadores de variantes Pat.no BRCATe BRCAZ, se encontra entre 1-4% e entre 3-5%

respetivamente (27).

1.4.2. Gene TP53 e a sindrome de Li-Fraumeni

A sindrome de Li-Fraumeni, é uma sindrome de cancro hereditdrio, autossémica dominante,
caracterizada por um risco muito elevado de desenvolvimento de mdltiplos cancros e em idade
precoce. A maioria dos casos de sindrome de Li-Fraumeni classica, encontram-se associados a
variantes germinativas no gene TP53(28).

O TP53, é um gene supressor tumoral gatekeeper, que codifica a proteina p53, envolvida em
vdrias funcoes celulares, como reparacao do DNA, controlo do ciclo celular, apoptose, entre

outras (29). Variantes no TP53 podem levar a inativacdo da p53 por perda de fungao ou efeito



dominante negativo, sendo este ultimo considerado um dos principais mecanismos envolvidos
nainativacao da p53. Em alguns casos tamhém se observa um ganho de funcao desta proteina,
com efeito dominante positivo. Sendo assim, apesar do TP53 ser um gene supressor tumoral,
nao seque exclusivamente a teoria dos dois eventos, elaborada por Knudson (30).

Apesar da prevaléncia nao se encontrar bem estabelecida, estima-se, que na populagao em geral,
1 em 3555-5476 individuos, sao portadores de variantes germinativas Pat. no TP53. Estas
variantes sao maioritariamente herdadas, mas também podem ocorrer de novo (em 7-20% dos
individuos) (31).

Num estudo envolvendo 286 individuos com variantes germinativas Pat. no TP53, provenientes
de 107 familias, observou-se umrisco cumulativo, em ambos os sexos, para desenvolvimento de
cancro, aos 70 anos, de aproximadamente 100% e um risco cumulativo para segundo cancro, 10
anos apos o primeiro diagndstico, de 50%. O cancro da mama foi o cancro mais diagnosticado,
mas nenhum diagndstico ocorreu em homens. No entanto, nas mulheres foi o primeiro
diagndstico de cancro mais frequente e apresentou um risco cumulativo aos 70 anos de 54%
(32). Na verdade, o cancro da mama, é um dos cancros mais frequentemente associados a
sindrome de Li-Fraumeni, encontrando-se no topo dos cancros mais detetados (28). Um outro
estudo realizado em mulheres com cancro da mama <30 anos, e com teste BRCAT e BRCAZ2
negativo, demonstrou que 21,4% possuiam variantes germinativas Pat. no TP53 e além disso,
estimou que 5-8% das mulheres com cancro da mama precoce e com histdria familiar negativa
podem ser portadoras de variantes no TP53(33).

Além do risco elevado para cancro da mama, a sindrome de Li-Fraumeni também se encontra
associadaaummaiorrisco de cancro do ovdrio, pancreas e prostata, que embora nao facam parte
dos cancros mais comuns, também sao detetados em familias diagnosticadas com esta

sindrome ou com uma variante Pat. noTP53(31).

1.4.3. Gene PTEN e a sindrome de Cowden

O PTEN,é umgene supressor tumoral gatekeeper, que codifica uma proteina fosfatase envolvida
em varias funcdes, nomeadamente no controlo do ciclo celular e da apoptose (34).

A sindrome de Cowden, é uma sindrome de cancro hereditario rara, cuja heranca é autossémica
dominante. Estima-se que 1em 200000 individuos sejam afetados por esta condicao. Faz parte

das sindromes PTEN Hamartoma Tumor, estando associada a variantes germinativas no PTEN,



detetadas em cerca de 80% dos pacientes. Estas variantes sao maioritariamente herdadas, mas
também podem ocorrer de novo (em até 45% dos casos) (35).

A sindrome de Cowden confere um risco elevado para o desenvolvimento de diferentes tipos de
cancro e encontra-se também associada a diversas patologias benignas. O cancro mais detetado
nesta sindrome, é o cancro da mama, mas raramente é encontrado em homens(35).

Num estudo realizado em individuos portadores de variantes germinativas Pat. no PTEN ,
verificou-se, que aos 70 anos, o risco cumulativo para desenvolvimento de cancro foi de 85% e
para desenvolvimento de cancro da mama feminino, especificamente, foi de 77% (36). Noutra
investigacao , observou-se um risco ao longo da vida, para cancro da mama feminino, devido a
variantes germinativas Pat. no PTEN, de 85% (37) e uma outra andlise, verificou que 22 % dos
individuos portadores de variantes Pat.no PTEN, com cancro da mama primdrio, desenvolveram,
posteriormente, um novo cancro da mama primario e estimou um risco cumulativo, para sequndo

cancro damama, 10 anos apds o primeiro diagndstico, de 29% (38).

1.4.4. Genes mismatch repair, EPCAM e a sindrome de Lynch

A sindrome de Lynch, é uma sindrome de cancro hereditario, autossémica dominante, que afeta
até 1em cada 125 individuos na populagao em geral e que se caracteriza por um risco aumentado
de desenvolvimento de varios tipos de cancro. Variantes germinativas Pat. num dos genes
mismatch repair,nomeadamente no MLH1, MSH2, MSH6 ou PMS2, ou a delecao germinativa da
extremidade 3' do EPCAM, sao a causa desta sindrome. Estima-se que 60-70% dos casos de
sindrome de Lynch ocorram devido a variantes germinativas Pat. no MLHTe MSHZ2, 20-25% no
MSH6, menos de 15% no PMS2 e apenas 1-3% no EPCAM (39).

Os mismatch repair sao genes supressores tumorais caretaker, que codificam proteinas muito
importantes para manter a estabilidade genémica. Quando algum nucledtido é incorporado
incorretamente na sequéncia de DNA, eles atuam e reparam o DNA. Quando ocorre inativacao
bialélica destes genes, a mismatch repair fica comprometida, provocando acumulacao de
mutacgoes e instabilidade de microssatélites. 0 EPCAM nao é um gene mismatch repair, no
entanto, a delecao da sua extremidade 3' provoca um silenciamento epigenético do MSHZ2,
contribuindo desta forma para a disfuncao da mismatch repair (39).

O cancro do ovario, € um dos cancros para 0s quais esta sindrome confere risco aumentado.
Apesar de observado em individuos com esta condicao, nao ha evidencias suficientes que

demonstrem que ha um risco aumentado também para cancro da mama (40). Num estudo,



relativamente recente, realizado com dados prospetivos de 6350 portadores de variantes Pat.
nos genes mismatch repair,observou-se umrisco cumulativo aos 75 anos para desenvolvimento
de qualquer cancro, respetivamente para mulheres e homens de 81% e 71,4% para variantes no
MLH1,84,3% e 75,2% para o MSH2 e 61,8% e 41,7% para o MSH6, enquanto no PMSZ2 o risco foi
de 341% para ambos os sexos. Relativamente ao cancro da mama, especificamente, a
estimativa de risco cumulativo para variantes nos 4 genes, variou entre 12,3-15,2% aos 75 anos,
demonstrando apenas um subtil aumento comparativamente aos riscos na populacao em geral.
Jano que diz respeito ao cancro do ovario, verificou-se um risco cumulativo, aos 75 anos, de 1%
para o MLH1,17,4% para 0 MSH2,10,8% para 0 MSH6 e apenas 3% para o PMS2 (41). Dados de
estudos anteriores, demonstram um risco cumulativo, ao longo da vida, de 6-12% para
desenvolver cancro do ovario em mulheres com sindrome de Lynch, comparativamente a um
risco de cancro do ovdrio esporddico de apenas 1,6%. No contexto desta sindrome pode
observar-se a ocorréncia de cancro do ovario bilateral e em alguns pacientes com cancro do
ovdrio (cerca de 9-55%) sao detetados cancros sincronos e/ou metacrénicos extraovarianos,
geralmente secundarios ao cancro do ovdrio (42).

Além de cancro do ovario, 0 cancro da préstata e do pancreas também estao incluidos nos
cancros para os quais a sindrome de Lynch confere risco aumentado (40). Verificou-se que
variantes Pat. nos genes mismatch repair, conferem um risco cumulativo, aos 75 anos, para
desenvolvimento de cancro da préstata nos homens, de 13,8% para o MLH1,23,8% para o MSHZ2,
8,9% para 0 MSH6 e 4,6% para o PMSZ2, enquanto para o cancro do pancreas, em mulheres e
homens respetivamente, foi de 11% e 21,8% para o0 MLH1,12,8% e 19,5% para o MSHZ2, 4,2% e
7,9% para 0 MSH6 e no PMS2 para ambos os sexos foi de 3,6% (41).

1.4.5. Gene STK11e a sindrome de Peutz-Jeghers

A sindrome de Peutz-Jeghers, é uma sindrome de cancro hereditdrio rara, comincidéncia de 1em
50000-200000. E herdada de forma autossémica dominante e aumenta o risco de
desenvolvimento de diferentes tipos de cancro, incluindo cancro da mama, ovdrio e pancreas
(43). Embora, por norma, as variantes germinativas Pat. sejam herdadas, existem vérios
pacientes que sao casos isolados na familia, nao se sabendo a percentagem exata de pacientes
nos quais as variantes ocorreram de novo (44). As tnicas causas conhecidas desta sindrome,
sao variantes germinativas Pat. no STK11, detetadas em cerca de 80-94% dos pacientes (45). 0

STK11é um gene supressor tumoral, que codifica uma serina/treonina cinase capaz de fosforilar
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e ativar a proteina AMPK, que por sua vez, se encontra envolvida no controlo do ciclo celular,
apoptose, diferenciacao celular, reparacao do DNA, entre outras funcdes (45).

Numa investigacao, envolvendo 419 individuos com sindrome de Peutz-Jeghers, observou-se
um risco para desenvolvimento de qualquer tipo de cancro, aos 70 anos, de 85%.
Especificamente, para o cancro da mama feminino, cancros ginecoldgicos (incluindo cancro do
ovario) e cancro do pancreas, o risco cumulativo, aos 70 anos, foi de 45%, 18% e 11%,
respetivamente (46). Uma meta-analise, envolvendo também pacientes diagnosticados com
sindrome de Peutz-Jeghers, demonstrou riscos cumulativos superiores, aos 64 anos, para
cancro (qualquer tipo), cancro da mama feminino, cancro do ovario e cancro do pancreas,

nomeadamente 93%, 54%, 21% e 36%, respetivamente (47).

1.4.6. Gene CDH1e a sindrome de cancro gdstrico difuso hereditario

A sindrome de cancro gastrico difuso hereditario, apresenta umaincidéncia estimada de 5-10 por
cada 100000 nascimentos. E herdada de forma autossémica dominante e apresenta elevado
risco para desenvolvimento de cancro gdstrico difuso e também de cancro da mama lobular.
Variantes germinativas Pat. no CDH1sao a principal causa desta sindrome (48).

O CDHT1é um supressor tumoral, que codifica a E-caderina, uma proteina envolvida na adesao
celular. Esta proteina encontra-se nas juncoes aderentes das células epiteliais e promove a
adesao entre células adjacentes. Além da adesao celular, a E-caderina também é importante para
a polaridade celular, orientacao do fuso mitético, detecao de tensao, entre outras funcdes (48).
Varios estudos investigaram o risco de desenvolvimento de cancro da mama feminino, em
portadoras de variantes Pat. no CDH1. Um estudo realizado em 2001, observou um risco
cumulativo, aos 80 anos, de 39% (49), enquanto estudos subsequentes demonstraram riscos
cumulativos superiores, aos 80 anos, nomeadamente de 42% (50) e 55% (51).

Na sindrome de cancro gastrico difuso hereditario, decorrente de variantes germinativas Pat. no

CDH1,é comum observar-se cancro da mama lobular invasivo bilateral e/ou multifocal (48).

1.4.7. Gene NBN

O gene NBN,também designado por NBS7, é um supressor tumoral, que tal como os genes BRCA1
e BRCAZ, se encontra envolvido na HRR. Este gene codifica a proteina NBN, que faz parte do
complexo MRN (MRE11-RAD50-NBN). Este complexo deteta a quebra dupla da cadeia de DNA e

inicia varios processos. A proteina NBN é responsavel por recrutar e ativar a proteina ATM. (52).
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Um estudo, envolvendo uma grande coorte feminina, demonstrou que variantes germinativas
Pat. no NBN, conferem um risco significativamente aumentado, de aproximadamente 2x, para
cancro do ovdrio, mas nao conferem risco para cancro da mama (53). 0 mesmo foi observado,
numa meta-analise abrangente, mais recente (54). Além disso, um estudo de 2021 envolvendo
um grande niimero de casos de cancro damama (n=32247) e controlos (n=32544), observou que
variantes germinativas Pat. no NBN, nao aumentaram o risco de cancro da mama, incluindo

variantes anteriormente associadas a um risco aumentado, nomeadamente a c.657_661del (55).

1.4.8. Gene ATM

0 ATM, é um gene supressor tumoral caretaker, que codifica a serina/treonina quinase ATM que
também faz parte daviaHRR. Quando ocorre adupla quebrada cadeiade DNA, a ATM érecrutada
para o local e promove a ativacao do checkpoint G1/S e juntamente com outra serina/treonina
guinase, a ATR, fosforila diferentes alvos ajusante, entre eles a CHK2, ap53 e a BRCA1(52).
Duas meta-analises, estimaram o risco para cancro da mama, em portadores de variantes
germinativas Pat. no ATM. Uma delas estimou um risco cumulativo, aos 80 anos, de
aproximadamente 33% (56) e a outra meta-andlise conclui que o risco ao longo da vida, é de 38%
(57). Além disso, uma outra investigacao, descobriu que em portadores da variante c.7271T>G no
ATM, o risco cumulativo é superior, podendo chegar aos 69%, aos 70 anos (58).

Dois estudos diferentes, envolvendo grandes coortes, demonstraram que, em portadoras de
variantes Pat.no ATM, hatambém umrisco significativamente aumentado, de aproximadamente
2x, para desenvolvimento de cancro do ovario (53, 59).

O risco de cancro do pancreas e da prdstata também parecem aumentar em portadores de
variantes Pat.no ATM. Um estudo de coorte multicéntrico, observou umrisco cumulativo, aos 80
anos, para desenvolvimento de cancro do pancreas de 9,5%, enquanto para nao portadores o
risco observado foi apenas 1,5% (60). Outro estudo estimou um risco, aproximadamente 4x

superior, para cancro da prdstata (61).

1.4.9. Gene CHEKZ2
O CHEKZ, também é um gene supressor tumoral, envolvido na HRR. Este gene codifica uma
serina/treonina cinase a CHK2 que é fosforilada e consequentemente ativada pela ATM e depois

fosforila a BRCA1, sendo este um passo importante para as funcées do complexo efetor BRCA1-
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PALB2-BRCA2. Além disso, encontra-se envolvida noutras fungoes importantes, como controlo
do ciclo celular e morte celular (52).

Dois estudos, investigaram o risco cumulativo para cancro da mama feminino, em portadoras de
variantes germinativas Pat. truncantes no CHEK2. Um deles era uma meta-andlise e estimou um
risco cumulativo, para cancro da mama, de 37%, aos 70 anos, em mulheres que tinham histdria
familiar de cancro da mama. Jd em mulheres sem familiares afetados o risco era de 21% (62). No
outro estudo, o risco cumulativo, ao longo da vida, variava entre 20-44%, tendo em conta
também a histdria familiar de cancro da mama. Era de 20% se nenhum familiar fosse afetado e
de 44% se existisse um familiar de primeiro e de segundo grau afetados (63).

Uma investigacao mais recente, envolvendo 32247 mulheres com cancro da mama, observou
que variantes germinativas Pat. no CHEKZ2 estao associadas a um risco aumentado de cancro da
mama e que o risco cumulativo, aos 80 anos, é de aproximadamente 25%. Além disso, variantes
Pat. missense frequentes no CHEKZ2, nomeadamente a p.lle157Thr e a p.Ser428Phe,

demonstraram ter pouca importancia clinica (odds ratio <1,5) (55).

1.4.10. Gene BRIP1

O BRIP1,é um gene supressor tumoral, que codifica uma DNA helicase, que também participa na
HRR, auxiliando a BRCA1. Depois de fosforilada pela ATM ou ATR e pela CHK2, a BRCA1 é
acumulada perto do DNA danificado e com o auxilio da helicase BRIP1 e de outra proteina, a
BARD!1, constitui uma estrutura que organiza e agrupa outras proteinas necessarias para a
reparacao do DNA (52).

Ramus et al detetaram variantes germinativas Pat. truncantes no gene BRIP1 em pacientes com
cancro do ovario epitelial e ohservaram um risco relativo de 11,22 para cancro do ovario epitelial
invasivo e de 14,09 para o subtipo seroso de alto grau. O risco cumulativo estimado, para cancro
do ovario epitelial, aos 80 anos, nas portadoras destas variantes, foi de 5,8% (64). Uma
publicacao mais recente, estimou um risco ao longo da vida, para cancro do ovario, a variar entre
5-12%, em portadoras de variantes germinativas Pat. no BRIP1, e observou que o risco para
cancro da mama, nao se encontra significativamente associado a presenca destas variantes (65).
No entanto, um estudo posterior, envolvendo uma grande coorte feminina com cancro da mama
invasivo (n=54555), demonstrou uma associacao significativa entre variantes germinativas Pat.
no BRIP1e um risco aumentado do subtipo de cancro da mama triplo negativo (odds ratio =2,09)

(66).
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1.4.11. Gene PALBZ2

O gene PALBZ, o parceiro e localizador do BRCAZ, é um supressor tumoral que codifica a proteina
PALBZ2, cuja principal funcao é mediar aligagcao entre a BRCA1e a BRCA2 na HRR, dando origem
ao complexo efetor BRCA1-PALB2-BRCAZ2. Além disso, também recruta a BRCAZ2 para perto da
quebra dupla do DNA (52).

Yang et al, num estudo relativamente recente, envolvendo dados de 524 familias de diferentes
paises, verificaram que variantes germinativas Pat. no PALBZ2, se encontram significativamente
associadas a um aumento de risco de cancro da mama, tanto feminino, como masculino, cancro
do ovario e cancro do pancreas. Os riscos cumulativos estimados, aos 80 anos, foram: 53% e 1%
respetivamente para cancro da mama feminino e masculino, 5% para cancro do ovario e 2-3%
para cancro do pancreas. Além disso, também observaram, para o cancro damama feminino e do
ovario, que o risco cumulativo, aos 80 anos, era maior se houvesse histdria familiar de cancro. O
risco variava de 52% para 76% no caso do cancro da mama e de 5% para16% no caso do cancro
do ovdrio, de uma portadora sem familiares de primeiro e sequndo grau afetados com cancro,

para uma portadora com dois familiares de primeiro grau afetados (67).

1.4.12. Genes RAD51Ce RAD51D

Os genes RAD51Ce RAD51D, sao dois supressores tumorais, que sao paralogos do gene RAD51.
Fazem também parte do processo de HRR e codificam as proteinas RAD51C e RADS51D.
Reguladas pelo complexo BRCA1-PALB2-BRCA2, a RAD51C e a RAD51D colaboram no
recrutamento da RAD51 para o local da quebra dupla do DNA e além disso, podem estar
envolvidas na formacao dos filamentos de nucleoproteina (52).

Yang et al.investigaram os riscos, de carcinoma tubo-ovarico e de cancro da mama, associados
a variantes germinativas Pat. no RAD57Ce RAD51D e paraisso usaram dados de mais de 6000
familias. Para carcinoma tubo-ovarico, o risco cumulativo, aos 80 anos, em portadoras de
variantes Pat. no RAD57C e RAD51D foi de 11% e 13% respetivamente e para o cancro da mama
foi de 21% e 20% respetivamente. Quando a histdria familiar de cancro foi avaliada, os riscos
variaram. Observou-se assim, que o risco cumulativo, aos 80 anos, para carcinoma tubo-ovarico,
pode chegar aos 32% e 36%, para portadoras de variantes Pat. no RAD51C e RAD51D
respetivamente, se estas tiverem dois familiares de primeiro grau com carcinoma tubo-ovarico.

Ja para o cancro da mama, o risco cumulativo, aos 80 anos, pode chegar aos 46% e 44% para
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portadoras de variantes Pat. no RAD51C e RAD51D respetivamente, se estas tiverem dois
familiares de primeiro grau afetados por cancro da mama (68).

Um estudo caso-controlo, um pouco mais antigo, envolvendo 3429 casos de cancro do ovdrio
epitelial invasivo, observou um risco cumulativo, em portadoras de variantes Pat. no RAD51C e

RAD51D, aos 70 anos, de 5,2% e 12% respetivamente. (69).

1.5. Teste de painel multigénico baseado em Sequenciacao de Nova Geragao

Através da analise simultanea de varios genes, utilizando diferentes painéis multigénicos, a
Sequenciacao de Nova Geracao, permitiu uma grande reducao nos custos e tempo gasto com
testes genéticos. Além disso, o teste de painel multigénico é benéfico em varias situacoes,
nomeadamente quando as manifestacdes clinicas e/ou histéria familiar do paciente podem ser
explicadas por variantes Pat. em mais que um gene (70), ou também quando ha mais que um gene
afetado por variantes germinativas Pat. num determinado paciente. Com o uso do teste de painel
multigénico, existe também uma maior probabilidade de se detetarem variantes Pat.
clinicamente relevantes (71).

A detecao de uma variante germinativa Pat. no paciente pode levar a implementacao de varias
estratégias de vigilancia (iniciar numa idade mais jovem e/ou fazer vigilancia mais intensiva),
prevencao (realizar cirurgias profilaticas) e/ou tratamento (uso de terapias direcionadas). Além
disso, também permite que familiares em risco sejam testados e caso sejam portadores, tomem
as medidas necessadrias de vigilancia e prevencao. Ja foi demonstrado que um aumento da
vigilancia e implementacao de medidas profilaticas, podem levar a detecao precoce e diminuir
tanto a morbilidade como a mortalidade, no caso da sindrome hereditdria do cancro da mama e
ovario. Além disso, pacientes com variantes germinativas Pat. em determinados genes, podem

beneficiar do tratamento, por exemplo, com os inibidores da PARP (70).

1.5.1. Inibidores da PARP

Os inibidores da PARP, sao utilizados para o tratamento de cancros associados a variantes
germinativas Pat.no BRCATe BRCA2(72).

A PARP constitui uma familia de proteinas, da qual fazem parte a PARP1 e a PARPZ2, que sao
enzimas envolvidas na via de reparacao do DNA por excisao de bases, uma das vias de reparacao

de danos de cadeia simples do DNA. Especificamente, a PARP1 deteta e liga-se as regides
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danificadas do DNA, utilizando o seu dominio de ligacao ao DNA e depois promove a sintese da
poli (ADP) ribose, iniciando vdrios mecanismos de reparacao. (73).

Os inibidores da PARP parecem exercer a sua funcao de duas formas: inibindo a atividade
enzimaticada PARP1 e levando a sua acumulagao/captura no local onde ocorreu o dano do DNA.
Quando a PARP ¢€ inibida, a reparacao do DNA nao ocorre, o que promove quebras simples da
cadeia de DNA, que nao sendo reparadas, originam quebras duplas da cadeia, durante o processo
de replicacao do DNA. Quando a via HRR se encontra comprometida, a via de reparacao nao
homdloga (NHEJ) ou a via de microhomologia (MMEJ) sdo ativadas para efetuar a reparacao do
DNA. Como estas vias sao propensas a erros, ocorre instabilidade gendmica e consequente
apoptose das células. Ou seja, os inibidores da PARP atuam induzindo letalidade sintética nas
células cuja via HRR se encontra comprometida (72).

Existem ja varios inibidores da PARP aprovados para tratamento de cancro da mama, ovario,

prdstata e pancreas, nomeadamente, o Olaparib, o Rucaparib, o Talazoparib e o Niraparib (72).

1.6. Objetivo

De acordo com o aqui exposto, existem vdrios genes nos quais a ocorréncia de variantes
germinativas, nomeadamente Pat./P.Pat., aumentam o risco de desenvolvimento de cancro da
mama e/ou ovdrio. A suaidentificacdo pode auxiliar na gestao de risco dos pacientes e familiares,
e em alguns casos, direciona-los para o tratamento com os inibidores da PARP.

Sendo assim, o objetivo do presente relatdrio foi investigar, variantes germinativas, em pacientes
com risco para cancro da mama e/ou ovario hereditdrio, utilizando um painel de 18 genes de
suscetibilidade para estes cancros, nomeadamente incluindo o ATM, BRCA1, BRCAZ2, BRIP1,
CDH1,CHEKZ2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, NBN, PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11
e TP53.
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2. Métodos

2.1. Pacientes/Amostragem
No presente estudo, foram incluidos pacientes que cumprissem um dos sequintes critérios: ter
diagnéstico de cancro da mama e/ou ovario e/ou histdria familiar de cancro da mama e/ou
ovario. Estes pacientes foram depois distribuidos por 3 grupos:

Grupo (i) ter diagnéstico de cancro da mama e/ou ovario;

Grupo (i) ser saudavel com histdria familiar de cancro da mama e/ou ovario;

Grupo (iii) ter diagndstico de cancro da mama e/ou ovério e/ou pancreas e/ou préstata
com histdria familiar de cancro.
No total, a amostra utilizada consistiu em 306 pacientes. A idade média dos pacientes foi de 53
anos, sendo aidade minima 29 anos e aidade maxima 89 anos. Destes 306 pacientes, 299 eram

do sexo feminino (97,7%) e 7 do sexo masculino (2,3%).

2.2 Colheita e processamento das amostras de sangue periférico dos pacientes

As amostras de sangue periférico dos pacientes foram colhidas para tubos com anticoagulante
EDTA. Depois de entregues no laboratdrio, efetuou-se extracao automatica do DNA, utilizando o
Chemagic 360 (PerkinElmer) ou o Chemagic Prepito-D (PerkinElmer). Os protocolos detalhados,
encontram-se em anexo (anexo 1 e 2). Ap6s o procedimento de extracao estar concluido, a

concentracao de DNA foi determinada em cada amostra.

2.3. Sequenciacao de Nova Geracdo

2.3.1. Quantificacao da concentracao de DNA no fluorimetro

A concentracao de DNA (ng/uL) presente em cada amostra foi determinada no fluorimetro
(Quantus Fluorometer, Promega), utilizando o QuantiFluor® One dsDNA System (Promega). Esta
quantificacao apresenta uma maior sensibilidade em comparacao a leitura da absorvancia a

260nm no espectrofotémetro. Os detalhes do protocolo, encontram-se em anexo (anexo 3).
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2.3.2. Preparacao das bibliotecas genémicas

2.3.2.1. Obtencao de bibliotecas indexadas

As bibliotecas indexadas foram obtidas seguindo o protocolo da Twist Bioscience: “Library
Preparation EF 2.0 with Enzymatic Fragmentation and Twist Universal Adapter System”. As
amostras de DNA, previamente quantificadas no fluorimetro, foram diluidas em agua numa placa
de PCR de 96 pocos. Para cada amostra, colocou-se 100 ng de DNA num volume final de 40 pL

(concentracao final =2,5 ng/uL).

2.3.2.1.1. Fragmentacao enzimatica do DNA, reparacdo das extremidades e adicao de dA aos
fragmentos de DNA
Este passo foirealizado em gelo. Preparou-se a seguinte mistura de fragmentacao enzimatica: 4
uL de Frag/AT Buffer+ 6 uL de Frag/AT Enzymes, por reacao. Adicionaram-se 10 uL a cada 40
uL de amostra de DNA e depois colocou-se a placa de 96 pocos no termociclador previamente
refrigerado a 4 "C (passo 1) e iniciaram-se os passos 2 a 4 do programa:

e Passo1:4'C-HOLD

e Passo2:37°C-(¥

e Passo 3:65° C-30 minutos

e Passo4:4°C-HOLD

A fragmentagao ocorreu a 37 'C e o tempo utilizado variou entre 7 — 12 minutos (*).

2.3.2.1.2. Ligacao dos adaptadores e purificacao

Paraaligacao dos adaptadores aos fragmentos de DNA obtidos, adicionaram-se a cada amostra
5 pL de Twist Universal Adapters + 20 pL de Ligation Master Mix, no gelo, e incubou-se a 20 C
durante 15 minutos no termociclador (previamente programado para estar a 20 "C). De sequida,
iniciou-se um passo de purificacao, utilizando as DNA Purification Beads a 0,8 x. O pellet de
esferas magnéticas + DNA foi lavado com etanol a 80% (preparado de fresco) e depois o DNA foi

eluido em 17 pL de agua. Desses 17uL, transferiram-se 15 pL para uma placa de 96 pocos.
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2.3.2.1.3. Introducao dos indexes por amplificacao com os Twist Unique Dual Index Primers,
purificacao e controlo de qualidade
A cada biblioteca purificada, com os adaptadores ligados do passo anterior (15 uL), adicionaram-
se 10 pL de Twist Unique Dual Index Primer + 25 uL de Equinox Library Amp Mix (2x) e
amplificou-se no termociclador, com o seguinte programa:
e Passo1:98°C - 45 segundos — 1x
e Passo2:98°C-15 segundos
60°C - 30 segundos ~ 5x
72°C- 30 segundos
e Passo3:72° C-1Tminuto - 1x
e Passo4:4°C-HOLD
De sequidainiciou-se um passo de purificacao utilizando as DNA Purification Beads a1x. O pellet
de esferas magnéticas + DNA foi lavado com etanol a 80% (preparado de fresco) e depois 0 DNA
foi eluido em 22 pL de dgua. Desses, transferiram-se 20 pL para uma placa de 96 pocos. As
bibliotecas indexadas e amplificadas obtidas foram quantificadas (ng/uL) no fluorimetro
(Quantus Fluorometer, Promega), utilizando o QuantiFluor® One dsDNA System (Promega),

como descrito em anexo (anexo 3). O ideal é ter uma concentragao entre 50 - 120 ng/pL.

2.3.2.2. Obtencao de bibliotecas enriquecidas
O enriquecimento das bibliotecas realizou-se seguindo o protocolo da Twist Bioscience: “Twist
Target Enrichment Protocol” e iniciou-se com a preparacdao das bibliotecas indexadas e

amplificadas (do passo anterior) para a hibridagao.

2.3.2.2.1. Preparacao das bibliotecas para a hibridacao

Na preparacao das bhibliotecas para a hibridacdo, colocaram-se 8 amostras/hbibliotecas
indexadas por pool. Sendo assim, para cada pool, colocou-se, num tubo de 1,5 mL, o volume
correspondente a 187,5 ng de cada uma das 8 amostras/bibliotecas indexadas. O volume foi
calculado a partir da concentracao (ng/pL) determinada, anteriormente no fluorimetro, para cada
biblioteca indexada. Depois, os tubos contendo as diferentes pools foram colocados num

concentrador de vacuo até secarem.
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2.3.2.2.2. Reacao de hibridacao das sondas de captura com as regioes alvo
A reacao de hibridacao foi efetuada sequindo o “Appendix X: Single-pot Hybridization Reaction
Protocol” em vez do passo 2: “Hybridize Capture Probes with Pools” do protocolo “Twist Target
Enrichment Protocol".
Sendo assim, de seguida, ressuspendeu-se cada pool em: 5 pL de Blocker Solution, 7 pL de
Universal Blockers, 20 pL de Hybridization Mix, 4 pL de painel e 4 pL de dgua, perfazendo um
volume total de 40 uL. Transferiu-se cada pool (40 pL) para um tubo de 0,2 mL e adicionaram-
se 30 pL de Hybridization Enhancer.
Para ocorrer a reacao de hibridacao, colocaram-se os tubos no termociclador (previamente
programado para estar a 95 "C) e iniciou-se o sequinte programa:

e Passo1:95°C -5 minutos —1x

e Passo2:70 C-HOLD (16 horas)

2.3.2.2.3. Ligacao dos alvos hibridados as esferas de streptavidina

Antes da reacao de hibridacao terminar, colocaram-se 100 pL de Streptavidin Binding Beads,
num tubo de 1,5 mL e lavaram-se com Binding Buffer. Preparou-se um tubo de 1,5 mL para cada
reacao de hibridacao. Apds as lavagens, ficou em cada tubo de 1,5 mL as Streptavidin Binding
Beads + 200 pL de Binding Buffer. Quando a hibridacao terminou, transferiu-se diretamente do
termociclador, para o tubo de 1,5 mL correspondente (com as Streptavidin Binding Beads +
Binding Buffer), o volume de cada reacao de hibridacao e homogeneizou-se durante 30 minutos
2900 rpm. Apds lavagens com o Wash Buffer 1e o Wash Buffer 2, descartou-se o sobrenadante
e adicionaram-se 45 pL de agua, no gelo, a cada tubo contendo os alvos hibridados e capturados

nas esferas de streptavidina.

2.3.2.2.4. PCR pds-captura, purificagao e controlo de qualidade

Ainda em gelo, transferiram-se 22,5 pL, para um tubo de 0,2 mL e adicionaram-se 2,5 pL de
Amplification Primers, ILMN + 25 uL de Equinox Library Amp Mix (2x), perfazendo um volume
total de 50 pL, por reacao, estes foram colocados no termociclador e iniciou-se a amplificacao,

com o seguinte programa:
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e Passo1:98°C - 45 segundos — 1x
e Passo2:98°C-15 segundos
60°C - 30 segundos  12x
72°C-30 segundos
e Passo3:72° C-1Tminuto - 1x
e Passo4:4°C-HOLD
De sequida, efetuou-se um passo de purificacao utilizando as DNA Purification Beads a1x. O
pellet de esferas magnéticas e DNA foi lavado com etanol a 80% (preparado de fresco) e depois
0 DNA foi eluido em 32 pL de dgua. Desses 32 pL, transferiram-se 30 pL para uma placade PCR
de 96 pocos. As bibliotecas enriquecidas obtidas foram quantificadas no fluorimetro. O tamanho
dos fragmentos foi determinado no TapeStation 4200 (Agilent) com o High Sensitivity D1000
ScreenTape Assay for TapeStation Systems (Agilent). O tamanho final ideal para os fragmentos
é entre 400-500 bp. Com estes valores (tamanho e concentragao), calcula-se o necessdrio para
colocar 1,8 pM de bibliotecas num volume final de 1,3 mL (os detalhes do protocolo encontram-

se no anexo 4) no sequenciador (lllumina NextSeq 500 System).

2.3.3. Anadlise dos dados obtidos

A analise das diferentes amostras foi realizada por painel multigénico, incluindo os seguintes
genes: ATM, BRCAT, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, NBN, PALBZ,
PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11 e TP53. Todos os exdes e transicoes intrao-exao dos
genes foram analisados, sendo a cobertura minima de 20x. Nas regiées em que a cobertura
minima foi inferior a 20x realizou-se Sequenciacao de Sanger. As sequéncias foram alinhadas
com o genoma de referéncia UCSC hg19 e as variantes genéticas foram identificadas utilizando
um pipeline bioinformdtico da Synlab, que permite detetar SNVs/indels e também CNVs, e
classificadas segundo os critérios do “American College of Medical Genetics and Genomics”
(ACMG). As SNVs/indels Pat./P.Pat. identificadas foram confirmadas por Sequenciacdo de
Sanger e os CNVs por MLPA. No presente estudo, foram incluidas apenas as variantes
Pat./P.Pat. e as variantes de Significado Clinico Incerto (VUS) detetadas.

Devido a dificuldade em detetar a variante c.156_157insAlu no exao 3 do gene BRCAZ2 por
Sequenciacao de Nova Geracao, a sua presenca foi investigada por PCR, seguido de eletroforese

em gel de agarose.
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3. Resultados

3.1. Analise da amostra total de 306 pacientes

Em primeiro lugar, a presenca/auséncia de variantes germinativas foi investigada na amostra
total de 306 pacientes, dos quais, como referido anteriormente 299 (97,7%) eram do sexo
feminino e 7 (2,3%) do sexo masculino. A idade média dos 306 pacientes foi de 53 anos.

Quanto a presenca/auséncia de histdria familiar de cancro, verificou-se que dos 306 pacientes,
149 (48,7%) tinham histdria familiar de cancro e 157 (51,3%) ndo tinham.

Relativamente ao diagndstico, dos 306 pacientes, 270 (88,2%) tinham cancro da mama, 16
(5,2%) tinham cancro da mama e outros cancros (endomeétrio, ttero, gdstrico, colorretal, cdlon,
reto, tiroide, linfoma nao Hodgkin, linfoma de Hodgkin, pele, bexiga e intestino delgado), 7 (2,3%)
tinham cancro do ovario, 4 (1,3%) eram saudaveis, 2 (0,7%) tinham cancro do pancreas, 2 (0,7%)
tinham cancro da mama e do pancreas, 2 (0,7%) tinham cancro da prdstata, 1(0,3%) tinha cancro

da prdstata e outros cancros (colorretal), 1 (0,3%) tinha cancro do ovério e outros cancros

(peritoneu) e 1(0,3%) tinha cancro da mama e do ovario (tabela ).

Tabela 1. Analise dos 306 pacientes quanto ao diagnastico.

Diagnéstico Sexo feminino Sexo masculino Ambos os sexos

(n=299) (n=7) (n=306)

Cancro da mama 267 3 270 (88,2%)
Cancro da mama e outros (*) 16 = 16 (5,2%)
Cancro do ovdrio 7 = 7 (2,3%)
Sauddveis 4 = 4 (13%)
Cancro do pancreas 1 1 2(0,7%)
Cancro da mama e pancreas 2 = 2(0,7%)
Cancro da préstata = 2 2(0,7%)
Cancro da préstata e outros (°) = 1 1(0,3%)
Cancro do ovdrio e outros (*) 1 = 1(0,3%)
Cancro da mama e ovario 1 = 1(0,3%)

(*)endométrio, Gtero, gastrico, colorretal, cdlon, reto, tiroide, linfoma nao Hodgkin, linfoma de Hodgkin, pele, bexiga e

intestino delgado; (*)colorretal; (*)peritoneu
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3.1.1. Andlise da presenca/auséncia de variantes germinativas nos 18 genes do painel
utilizado, nos 306 pacientes
Verificou-se que 219 (71,57%) dos 306 pacientes nao apresentaram variantes nos 18 genes do
painel utilizado. Nos 87 (28,43%) pacientes em que se detetaram variantes, verificou-se que 66
(21,57%) tinham VUS, 18 (5,88%) tinham variantes Pat./P.Pat. e ainda que 3 (0,98%) tinham VUS
e variantes Pat./P.Pat. (fig.1).

588% 0.98%

m Auséncia de variantes

Variantes de Significado Clinico Incerto
= Variantes Patogénicas/Provavelmente Patogénicas

Variantes de Significado Clinico Incerto + variantes Patogénicas/Provavelmente Patogénicas

Figura 1. Andlise dos 306 pacientes quanto a presenca/auséncia de variantes nos 18 genes do painel

utilizado.

Separando os 306 pacientes por sexo (feminino e masculino), pode observar-se que 42,9% dos
homens (3/7) e 28,1% (84/299) das mulheres apresentavam variantes germinativas nos 18
genes do painel utilizado. 14,3% dos homens (1/7) e 21,7% das mulheres (65/299) apresentavam
VUS. Jd no que diz respeito a variantes Pat./P.Pat., observaram-se em 28,6 % dos homens (2/7)
em comparacao com apenas 5,4% das mulheres (16/299). Verificou-se ainda que 1% (3/299)

das mulheres apresentava VUS e variantes Pat./P.Pat. (fig.2).
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Pacientes do sexo feminino Pacientes do sexo masculino

549 1.0%

28,6%
21,7%

14,3%

m Auséncia de variantes

Variantes de Significado Clinico Incerto
Variantes Patogénicas/Provavelmente Patogénicas

m Variantes de Significado Clinico Incerto + variantes Patogénias/Provavelmente Patogénicas

Figura 2. Andlise dos 306 pacientes separados por sexo feminino e masculino quanto a

presenca/auséncia de variantes nos 18 genes do painel utilizado.

No total, nos 306 pacientes, foram detetadas 102 variantes, 80 VUS e 22 variantes Pat./P.Pat..

3.1.2. Variantes germinativas Patogénicas/Provavelmente Patogénicas detetadas nos 18
genes do painel utilizado, nos 306 pacientes

Relativamente as variantes Pat./P.Pat., das 22 detetadas, verificou-se que 9 (40,9%) eram nos
genes BRCAT1/2 e 13 (59,1%) em genes nao-BRCA1/2 (fig. 3). Ou seja, a maioria das variantes
Pat./P.Pat. foram detetadas em genes nao-BRCA1/2: 4 (18,18%) no RAD51C, 3 (13,64%) no
CHEK2, 2 (9,09%) no ATM e 1 (4,55%) no PALB2 no MSH2, no MSH6 e no EPCAM (fig. 4).
Relativamente aos genes BRCAT/2, foram encontradas 8 (36,36%) variantes no BRCAZ2 e
apenas 1(4,55%) no BRCAT1 (fig. 4). Sendo assim, os genes que apresentaram mais variantes

Pat./P.Pat.foram 0 BRCA2(36,36%), 0 RAD51C(18,18%) e 0 CHEKZ2 (13,64 %).
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m Variantes BRCA1/2
® Variantes nao-BRCA1/2

Figura 3. Percentagem de variantes Pat./P.Pat. nos genes BRCA1/2e em genes nao-BRCA1/2do painel

utilizado, nos 306 pacientes.

EPCAM BRCA1
MSH6 45509, 455%

0,
MSH2 4,55%
4,55%
PALB2
4,55%
ATM
’ 36,36%
RAD51C
18,18%

Figura 4. Percentagem de variantes Pat./P.Pat. encontradas nos 18 genes do painel utilizado, nos 306

pacientes.

As variantes Pat./P.Pat. detetadas nos 18 genes do painel utilizado no estudo, encontram-se na
tabela 2. Todas foram encontradas em heterozigotia. No paciente #107, observou-se a presenca
de 2 variantes:1Pat.no BRCA2e 1P.Pat.no CHEKZ2. Além disso, verificou-se que em 3 pacientes,
além das variantes Pat./P.Pat., também foram encontradas VUS. O paciente #218, apresentou,

além da variante Pat. no BRCAZ2, 1 VUS no ATM, o paciente #268, além da variante P.Pat. no
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BRCAZ2, apresentou 1 VUS também no BRCAZ2 e o #289 além da Pat. no BRCAZ2, apresentou 1
VUS no MLH1. Ou seja, 3 (37,5 %) das 8 variantes Pat./P.Pat. encontradas no gene BRCAZ2,

surgiram acompanhadas por variantes noutros genes do painel multigénico utilizado.

Tabela 2. Variantes Pat./P.Pat. detetadas nos 18 genes do painel utilizado, nos 306 pacientes.

N2 atribuido Informacdes clinicas
ao paciente Género Idade Hictoria farmilior @ Gene Variante Classificacao | Grupo
no estudo Diagndstico istoria familiar de
cancro
- €.6600_6601del - .
#11 Feminino 37 | Cancrodamama - BRCA2 (p.Ser2201Ter) Patogénica (i)
#33 Feminino 45 Cancro damama - BRCA1 delecao exao 3 Patogénica (i)
. Cancro do pancreas, c.1438A>T L.
#37 Feminino M Cancro damama gastrico e colorretal PALB2 (pLys480Ter) Patogénica (iii)
- Nao especificado o €.890_899del <.
#44 Feminino 41 | Cancrodamama tipo de cancro RAD51C (p.Leu297fs) Patogénica (iii)
- Cancro do ovario e c.4115del <.
#58 Feminino 55 | Cancrodamama gastrico ATM (p.Leu1372fs) Patogénica (iii)
- ¢.1593dup <. .
#63 Feminino 38 Cancrodamama BRCAZ2 (p.GluS32fs) Patogénica (i)
- c.6692del Provavelmente .
#81 Feminino 89 | Cancrodamama - ATM (p.Leu2231fs) P — (i)
BRCA2 e A Patogénica
. Cancro do (p.Ne3025fs)
#107 Feminino 58 A Cancro de mama (iii)
pancreas CHEK2 c.1169A>C Provavelmente
(p.Tyr390Ser) Patogénica
Cancro damama,
#116 Masculino 75 CaAncro do pancreas, prostata, | RAD51C LI Provave!m_ente (iii)
pancreas - N (p.Cys135Tyr) Patogénica
tiroide e pulmao
- c1427C-T Provavelmente
#11 Feminino 50 Cancro damama Cancro damama CHEK2 (p.Thr476Met) Patogénica (iii)
- Cancrodamama | Nao especificado o c.709C-T -
#178 Feminino | 84 e ovario tipo de cancro RAD51C (p.Arg237Ter) Patogénica (iii)
Cancro damama,
#207 Feminino | 63 gdstricoe Cancrodamamae | pyops el Patogénica (iii)
colorretal (p.GIn718Ter)
colorretal
. Cancroda . -
#213 Masculino | 59 oréstata Cancro damama BRCA2 | c156_157insAlu | Patogénica (iii)
- ¢.3226C>T Provavelmente ,
#216 Feminino 75 Cancro damama - MSH6 (p.Arg1076Cys) Patogénica (i)
#218 Feminino 1, Cancro damama - BRCA2 EHIETLS] Patogénica (i)
(p.Ser380fs) 9
- c.84_87del Provavelmente ,
#236 Feminino 59 | Cancrodamama - EPCAM (p.Cys29fs) Patogénica (i)
#24 Feminino 46 | Cancrodamama - RAD51C Gl Patogénica (i)
(p.Phe148fs) 9
#251 Feminino 53 | Cancrodamama | N2° especificado o BRCA2 c.67+2T>C Patogénica (iii}
tipo de cancro
- €.492_495del | Provavelmente .
#268 Feminino 44 Cancro damama - BRCA2 (p.Leu164fs) Patogénica (i)
#2715 | Feminino | 50 | Cancrodamama | 20 esPecificadoo | cppo | (go3qg. | Provavelmente| e
tipo de cancro Patogénica
#289 Feminino 49 Cancrodamama | Cancro daprdstata BRCA2 AL T Patogénica (iii)
P {p.Ser2001fs) J

Dos 21pacientes que apresentaram variantes Pat./P.Pat. nos genes do painel utilizado, a maioria,

ou seja 57,1% (12 pacientes) tinha histdria familiar de cancro (fig. 5).
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= Com histdria familiar de cancro
m Sem histdria familiar de cancro

Figura 5. Andlise dos pacientes com variantes Pat./P.Pat. quanto a presenca/auséncia de histdria

familiar de cancro.

3.1.3. Variantes germinativas de Significado Clinico Incerto detetadas nos 18 genes do painel
utilizado, nos 306 pacientes

Relativamente as VUS, das 80 detetadas, verificou-se que 18 (22,5%) eram nos genes BRCA1/2
e 62 (77,5%) em genes nao-BRCA1/2 (fig. 6). Ou seja, tal como aconteceu para as variantes
Pat./P.Pat.,amaioria ocorreu em genes nao-BRCA1/2:11(13,75%) no ATM, 9 (11,25%) no CHEK?2,
7 (8,75%) no MSH2, 6 (7,50%) no MLH1,5 (6,25%) no NBN, 4 (5,00%) no MSH6 e no PALB2, 3
(3,75%) no BRIP1,no RAD51Ce no STK11,2 (2,50%) no PMS2,no PTEN e no RAD51D e 1(1,25%)
no CDH1(fig. 7). Relativamente aos genes BRCA1/2 foram encontradas 17 (21,25%) variantes no
BRCAZ2e apenas 1(1,25%) no BRCAI1 (fig. 7). Sendo assim, os genes que apresentaram mais VUS
foram 0 BRCA2(21,25%),0 ATM (13,75%) e 0 CHEK2 (11,25%).

m Variantes BRCA1/2
® Variantes nao-BRCA1/2

Figura 6. Percentagem de VUS nos genes BRCAT/2 e em genes nao-BRCA1/2 do painel utilizado, nos
306 pacientes.
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3,75%
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5,00% o
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6,25%

7,50%

MSH2
8,75%

Figura 7. Percentagem de VUS detetadas nos 18 genes do painel utilizado, nos 306 pacientes.

As VUS detetadas nos genes do painel utilizado encontram-se numa tabela em anexo (anexo 5).
Das 80 variantes, 79 foram encontradas em heterozigotia, apenas a variante no gene NBN do
paciente #82 foi encontrada em homozigotia. Em 11 pacientes (#87, #117, #129, #134, #147,
#148, #164, #185, #197, #231e #283) observou-se apresenca de 2 VUS em 2 genes diferentes
do painel. Nestes 11 pacientes, foi no BRCAZ2 que se observaram mais variantes (4 no total)
acompanhadas por variantes noutros genes do painel.

Como referido anteriormente, nos pacientes #218, #268 e #289, observou-se, além de 1VUS,
também 1variante Pat/P.Pat..

Dos 69 pacientes com VUS nos genes do painel utilizado, a maioria, ou seja, 50,7% (35 pacientes)

tinha histdria familiar de cancro (fig. 8).
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50,7%

Com histdria familiar de cancro
m Sem histdria familiar de cancro

Figura 8. Andlise dos pacientes com VUS quanto a presenca/auséncia de histdria familiar de cancro.

3.1.4. Achados incidentais no gene NTHL7e no BAP1

Nos pacientes #132 e #228, apesar de nao terem sido encontradas variantes nos 18 genes do
painel multigénico utilizado, foi detetada 1 variante Pat. em genes fora do painel. No #132 foi
detetada uma variante Pat. no gene NTHLTem homozigotia e no #228 foi detetada uma variante

Pat.no BAP71em heterozigotia. Estas variantes encontram-se na tabela 3.

Tabela 3. Variantes Pat. detetadas no NTHL7e no BAP1.

N2 atribuido ao Informacdes clinicas
paciente no Género | Idade v po Gene Variante Classificacao
. i Histaria familiar
estudo Diagndstico
de cancro
Cancro damama,
#132 Feminino | 70 cblone - NTHL1 c.268C>T Patogénica
. {p.GIn90Ter)
endométrio
. Nao especificado c.1203T>G . .

#228 Feminino | 46 | Cancrodamama o tipo de cancro BAP1 (p.Tyr401Ter) Patogénica

3.2. Andlise dos diferentes grupos de pacientes

Com o objetivo de compreender melhor o impacto da histdria familiar de cancro, na
auséncia/presenca de variantes germinativas, os 306 pacientes foram divididos em 3 grupos:
grupo (i) ter diagndstico de cancro da mama e/ou ovario; (ii) ser sauddvel com histdria familiar de
cancro da mama e/ou ovdrio; (iii) ter diagndstico de cancro da mama e/ou ovario e/ou pancreas
e/ou préstata com histdria familiar de cancro.

0 Grupo (i) tinha na sua composicao 157 pacientes, dos quais 155 (98,7%) eram do sexo feminino

e 2 (1,3%) do sexo masculino. A idade média neste grupo foi de 53 anos.
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0 Grupo (ii) tinha na sua composicao 4 pacientes, todos do sexo feminino e com idade média de
41anos. Dos 4 pacientes do grupo (i), 2 (50%) tinham histdria familiar de cancro damama, 1(25%)
tinha histdria familiar de cancro damama e do ovério e 1(25%) tinha histéria familiar de cancro da
mama e da prdstata.

O Grupo (iii) tinha na sua composicao 145 pacientes, dos quais 140 (96,6%) eram do sexo
feminino e 5 (3,4%) do sexo masculino. A média de idades deste grupo foi de 54 anos. Todos os
pacientes deste grupo tinham histdria familiar de cancro. O cancro da mama, colorretal, préstata,
pancreas, pulmao, gastrico e ovario estavam entre os cancros mais comuns nos familiares dos
pacientes, naqueles em que o tipo de cancro se encontrava especificado.

A distribuicao dos diagndsticos dentro de cada grupo, encontra-se na tabela 4.

Tabela 4. Distribuicao dos diagndsticos dentro de cada grupo.

Diagndstico AT S S
Cancro da mama 148 (94,3%) = 122 (84,14%)
Cancro da mama e outros (*) 4 (2,5%) = 12 (8,28%)
Cancro do ovdrio 3(1,9%) - 4 (2,76%)
Saudaveis - 4 (100%) -
Cancro do pancreas = = 2 (1,38%)
Cancro da mama e pancreas 2(1,3%) = =
Cancro da préstata = = 2 (1,38%)
Cancro da préstata e outros (°) = = 1(0,69%)
Cancro do ovdrio e outros (*) = = 1(0,69%)
Cancro da mama e ovario - - 1(0,69%)

(*)endométrio, ttero, gastrico, colorretal, cSlon, reto, tiroide, linfoma nao Hodgkin, linfoma de Hodgkin, pele, bexiga e

intestino delgado; (*)colorretal; (*)peritoneu

A distribuicao, pelos diferentes grupos, das variantes Pat./P.Pat. e das VUS, detetadas nos 18

genes do painel utilizado, encontram-se respetivamente na tabela 2 e na tabela do anexo 5.

3.2.1. Comparacao dos 3 grupos quanto a percentagem de pacientes com variantes nos 18
genes do painel utilizado
De modo a percebermos melhor as diferencas entre os 3 grupos, os valores obtidos a partir da

andlise separada de cada grupo foram comparados. Observando a tabela 5, foi possivel verificar
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que o grupo (i) € o grupo em que hd uma maior percentagem de pacientes com variantes nos 18
genes do painel utilizado. Este grupo apresentou 50% de pacientes com variantes, seguido do
grupo (ii) com 30,35% e depois o grupo (i) com 26,11%. Olhando apenas para os pacientes com
VUS, podemos verificar que o grupo (i) apresenta a maior percentagem, nomeadamente 50%,
seguido do grupo (i) com 22,07% e depois o grupo (i) com 20,38%. Ja relativamente aos
pacientes com variantes Pat./P.Pat., observou-se a maior percentagem no grupo (iii), com
7,59%, sequido do grupo (i) com 4,46%. No grupo (i), nenhum paciente apresentou variantes
Pat./P.Pat.. Foi ainda observado que o grupo (iii), assim como o (i) tinham na sua composicao
pacientes com VUS e variantes Pat./P.Pat., sendo a percentagem maior no grupo (i), com 1,27%.

0 grupo (iii), apresentou 0,69%.

Tabela 5. Percentagem de pacientes com variantes nos 18 genes do painel multigénico utilizado, nos 3

grupos.
. Grupo (i) Grupo (i) Grupo (iii)
Pacientes (n=157) (n=4) (n=145)
Com variantes 26,11% (41/157) 50% (2/4) 30,35% (44/145)
Com varlantesltliltz:rlt%mflcado Clinico 20.38% (32/157) 50% (2/4) 22.07% (32/145)
Com variantes Patogénicas/ o
Provavelmente Patogénicas 4.46% (7/157) - 7.59% (11/145)
Com variantes de Significado Clinico
Incerto e Patogénicas/Provavelmente 1,27% (2/157) = 0,69% (1/145)
Patogénicas

3.22. Comparacao dos 3 grupos quanto a percentagem de variantes
Patogénicas/Provavelmente Patogénicas detetadas nos 18 genes do painel utilizado

Analisando a tabela 6, pode observar-se que no grupo (i) a maioria das variantes Pat./P.Pat.
detetadas nos 18 genes do painel, ocorreu nos genes BRCA1/2, 55,6%, ao contrario do que
aconteceu no grupo (iii), em que a maioria ocorreu em genes nao-BRCA1/2,69,2%. Verificou-se
também que tanto no grupo (i), como no grupo (iii), o gene com maior percentagem de variantes
Pat./P.Pat. foi o BRCA2. No grupo (i) apresentou 44,44% de variantes Pat./P.Pat, uma
percentagem maior que no grupo (jii), onde apresentou 30,77%. Olhando para os genes nao-
BRCA1/2, aqueles que apresentaram uma maior percentagem de variantes Pat/P.Pat. no grupo
(iii) foram 0 RAD51C e o CHEK2 com 23,08% cada. No grupo (i), todos os genes nao-BRCA1/2
apresentaram 11,11% de variantes Pat./P.Pat.. No grupo (iii), nenhuma variante Pat./P.Pat. foi

detetada no BRCAT, no MSH6 e no EPCAM, enquanto no grupo (i) estes genes apresentaram
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11,11% de variantes cada um. Jd no grupo (i), nenhuma variante Pat./P.Pat. foi detetada no CHEK2,
no PALB2 e no MSH2, enquanto no grupo (iii), o CHEK2 apresentou 23,08% de variantes
Pat./P.Pat.e 0 PALB2e 0 MSH27,69% cada. 0 RAD51C apresentou uma maior percentagem de
variantes Pat./P.Pat.no grupo (iii) com 23,08% e apenas 11,11% no grupo (i). Ja 0 ATM, apresentou
uma maior percentagem de variantes Pat./P.Pat. no grupo (i) com 11,11% e apenas 7,69% no

grupo (iii).

Tabela 6. Percentagem de variantes Pat./P.Pat. detetadas nos 18 genes do painel multigénico utilizado,

nos 3 grupos.
Variantes Patogénicas/Provavelmente Grupo (i) Grupo (ii) Grupo (iii)
Patogénicas (Total: 9 variantes) | (Total: O variantes) | (Total:13 variantes)
BRCA1/2 55,6%(5/9) - 30,8% (4/13)
nao-BRCA1/2 44,4% (4/9) - 69,2% (9/13)
BRCA1 1,11% (1/9) - -
BRCAZ2 44,44% (4/9) - 30,77% (4/13)
RAD51C 1,11% (1/9) - 23,08% (3/13)
CHEKZ2 - - 23,08% (3/13)
ATM 1,11% (1/9) - 7,69% (1/13)
PALBZ2 - - 7,69% (1/13)
MSHZ2 - - 7,69% (1/13)
MSH6 1,11% (1/9) - -
EPCAM 11,11% (1/9) - -

3.2.3. Comparacao dos 3 grupos quanto a percentagem de variantes de Significado Clinico
Incerto detetadas nos 18 genes do painel utilizado

Relativamente as VUS nos 18 genes do painel multigénico utilizado, como podemos ver,
analisando a tabela 7, verificou-se que no grupo (i), a maioria ocorreu em genes nao-BRCA1/2,
nomeadamente 81,1%, assim como aconteceu no grupo (iii), com 75,6%. No grupo (i) 50%
ocorreram nos genes BRCA1/2 e 50% em genes nao-BRCA1/2. Este grupo apresentou apenas
2 variantes, sendo 1no BRCA2(50%) e outra no MSH6 (50%). 0 BRCAZ2, foi o gene com mais VUS
no grupo (i) (juntamente com o ATM), com 16,22% e no grupo (i) com 24,39%. 0 ATMfoi 0 gene
nao-BRCA1/2 com maior percentagem de VUS no grupo (i) com 16,22%, sequido do PALB2 com
10,81%. No grupo (iii), os genes ndao-BRCA1/2 com maior percentagem de VUS foram o CHEK2
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com 14,63% e também o ATM com 12,20%. No grupo (i) o CHEK2 apresentou apenas 8,11% de
VUS. Também o MSHZ2, 0 MLH1, 0 RAD51Ce o STK11, apresentaram maior percentagem de VUS

no grupo (iii) do que no grupo (i): 0 MSH2 apresentou 9,76% no grupo (iii) e 8,11% no grupo (i); o

MLH?1 apresentou também 9,76% no grupo (iii) e 5,41% no grupo (i); o RAD51C e o STK11

apresentaram 4,88% cada um no grupo (iii) e 2,70% cada um no grupo (i). Ja o NBN, apresentou

maior percentagem de VUS no grupo (i) com 8,11%, em comparacao com o grupo (i), onde

apresentou apenas 4,88%. 0 MSH6, como ja referido, apresentou 50% de VUS no grupo (i) e
apenas 4,88% no grupo (iii) e 2,70% no grupo (i). 0 BRCA1,0 PALB2,0 PMS2,0 PTENe 0 RAD51D

apresentaram VUS apenas no grupo (i), o BRCAT apresentou 2,70%, o PALB2 como jd referido

apresentou10,81% e 0 PMS2, 0 PTENe o RAD51D apresentaram 5,41% cada. Jd o BRIPTe o CDH1

apresentaram VUS apenas no grupo (iii), o BRIPTapresentou 7,32% e 0 CDH7apresentou 2,44%.

Tabela 7. Percentagem de VUS detetadas nos 18 genes do painel multigénico utilizado, nos 3 grupos.

Variantes de Significado Clinico

Grupo (i)

Grupo (i)

Grupo (iii)

Incerto (Total: 37 variantes) | (Total: 2 variantes) | (Total: 41 variantes)
BRCA1/2 18,9% (7/37) 50% (1/2) 24,4%(10/41)
nao-BRCA1/2 81,1% (30/37) 50% (1/2) 75,6% (31/41)
BRCA1 2,70% (1/37) - -
BRCAZ2 16,22% (6/37) 50% (1/2) 24,39% (10/41)
ATM 16,22% (6/37) - 12,20% (5/41)
CHEKZ2 8,11%(3/37) - 14,63% (6/41)
MSHZ2 8,11%(3/37) - 9,76% (4/41)
MLH1 5,41% (2/37) - 9,76% (4/41)
NBN 8.11%(3/37) - 4,.88% (2/41)
MSH6 2,70% (1/37) 50% (1/2) 4,88% (2/41)
PALBZ2 10,81% (4/37) - -
BRIP1 - - 7,32% (3/41)
RAD51C 2,70% (1/37) - 4,88% (2/41)
STK11 2,70% (1/37) - 4,88% (2/41)
PMS2 5,41% (2/37) - -
PTEN 5,41% (2/37) - -
RADS51D 5,41% (2/37) - -
CDH1 - - 2,44% (1/41)
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4. Discussao

No presente estudo, verificou-se que dos 306 pacientes, 28,43% (87) apresentavam variantes
germinativas em genes do painel multigénico utilizado. Sessenta e seis (21,57%) pacientes
tinham VUS, 5,88% (18) tinham variantes Pat./P.Pat. e 0,98% (3) tinham VUS e variantes
Pat./P.Pat.. No total, podemos dizer que 6,86% (5,88% + 0,98%) dos pacientes apresentavam
variantes Pat./P.Pat. e 22,55% (21,57% + 0,98%) apresentavam VUS, nos 18 genes do painel
utilizado. Relativamente ao nimero de variantes, no total foram detetadas 102, das quais 22
eram Pat./P.Pat. e 80 eram VUS, o que equivale a uma prevaléncia de variantes Pat./P.Pat. de
7,18% (22/306 pacientes) e de VUS de 26,14% (80/ 306 pacientes).

Adam et al, utilizaram o teste de painel multigénico em pacientes com suspeita de sindrome
hereditaria de cancro da mama e ovario, diagnosticados com cancro da mama, cancro do ovario,
entre outros cancros, ou que tinham histdria familiar sugestiva desta sindrome. Com um painel
multigénico > 10 genes (no qual, estavam incluidos todos os genes do nosso painel), testado em
283 pacientes, ohservaram uma prevaléncia de variantes Pat./P.Pat. de 5,7% (71). A prevaléncia
observada no nosso estudo foi superior, possivelmente, porque como Adam et al. referiram,
alguns pacientes que foram avaliados com o painel multigénico > 10 genes deles, ja tinham sido
testados anteriormente para BRCA1/2 e eram negativos. Para contornar exatamente essa
limitacdo, excluiram os portadores de variantes Pat./P.Pat. no BRCA1/2, chegando a uma
prevaléncia de variantes Pat./P.Pat. em genes nao-BRCA1/2 de 3,9% (71). Se no presente
estudo excluirmos também todos os pacientes com variantes Pat./P.Pat. no BRCA1/2 (9
pacientes, dos quais 1 deles tinha também uma variante P.Pat. no CHEK2), observamos um valor
muito semelhante para a prevaléncia de variantes Pat./P.Pat. em genes nao-BRCA1/2
nomeadamente de 4,04% (12/297 pacientes).

Kurian et al, num estudo, envolvendo um grande nimero de pacientes do sexo feminino
(n=95561), com diagndstico de cancro da mama e ovario, mas nao s6, e com ou sem histdria
familiar de cancro da mama e ovdrio, testados com um painel multigénico de cancro hereditario
de 25 genes (que incluia todos os genes do nosso painel, com excecao do MLH1 e EPCAM),
observaram que cerca de 7% dos pacientes apresentavam variantes Pat. (53), um valor
semelhante ao observado no nosso estudo, em que 6,86% dos pacientes eram portadores de
variantes Pat./P.Pat..

Noutro estudo, realizado por Kapoor et al, incluindo 337 pacientes, maioritariamente

diagnosticados com cancro da mama e com histdria familiar de cancro da mama, que foram
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submetidos a teste de painel multigénico, observou-se que 7,4% dos pacientes tinham variantes
Pat., sendo que em 3,6% dos pacientes as variantes eram nos genes BRCA1/2 e em 3,9% as
variantes eram em genes nao-BRCA1/2(74). No presente estudo, como jd referido, observamos
que 6,86% dos pacientes eram portadores de variantes Pat./P.Pat, sendo que destes, 2,61%
(8/306) tinham variantes nos genes BRCA1/2, 3,92% (12/306) tinham variantes em genes nao-
BRCA1/2 e havia ainda 0,33% (1/306) que tinham variantes em genes nao-BRCA1/2 e
BRCA1/2. Sendo assim, os nossos resultados sao semelhantes também aos observados por
Kappor et al., que tal como nds verificaram que havia mais pacientes com variantes Pat./P.Pat.
em genes nao-BRCA1/2, do que nos genes BRCA1/2 embora no nosso estudo, a percentagem
de pacientes com variantes Pat./P.Pat.no BRCA1/2tenha sido um pouco inferior. Além disso, no
presente estudo observamos que das 22 variantes Pat./P.Pat. detetadas, 59,1% eram em genes
nao-BRCA1/2 e 40,9% nos genes BRCAT/2. Valores semelhantes foram observados por
Kapoor et al. (74) e por Kurian et al. (53), embora nés tivéssemos observado uma percentagem
superior de variantes Pat./P.Pat. em genes ndao-BRCA1/2. No estudo de kapoor et al,, 52% das
variantes Pat./P.Pat. estavam presentes em genes-nao BRCA1/2 e 48% nos genes BRCA1/2
(74), ja no estudo de Kurian et al, 56% estavam presentes em genes nao-BRCA1/2 e 44% em
genes BRCA1/2.(53).

Sendo assim, o presente estudo, juntamente com os outros aqui discutidos, demonstram a
importancia de usar painéis multigénicos, que permitam investigar a presenca de variantes
Pat./P.Pat.em varios genes de suscetibilidade para o cancro damama e/ou ovdrio hereditario, e
nao apenas nos genes BRCATe BRCAZ2. A percentagem de variantes Pat./P.Pat. observadas foi
maior em genes nao-BRCA1/2 e além disso, e mais importante, variantes Pat./P.Pat. em genes
de suscetibilidade para cancro damama e/ou ovario nao-BRCA1/2, seriam perdidas em cerca de
4% dos pacientes, se apenas fossem testados isoladamente os genes BRCATe BRCAZ. Quer isto
dizer, que em cerca de 4% dos pacientes nao iria existir gestao de risco e por isso, mesmo nos
casos em que sao aconselhadas e ha evidéncias de beneficio, nao seriam adotadas quaisquer

estratégias profilaticas, de vigilancia ou tratamento.
4.1. Variantes Patogénicas/Provavelmente Patogénicas detetadas nos 18 genes do painel

Entre 0s 18 genes que constituiam o painel utilizado no presente trabalho, o que apresentou uma

maior percentagem de variantes Pat./P.Pat. foi o BRCA2 com 36,36% (8), sequido do RAD51C
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com18,18% (4), 0 CHEK2 com13,64% (3) e 0o ATMcom 9,09% (2). Variantes Pat./P.Pat. tambhém
foram observadas no BRCA17, no PALB2,no MSH2,no MSH6 e no EPCAM.

Adam et al., observaram que os genes ndao-BRCA1/2 no painel >10 genes, com mais variantes
Pat./P.Pat. foram 0 RAD51D, 0 RAD51C e o BRIP1(71), enquanto na investigacao realizada por
kurian et al. os genes nao-BRCA1/2 com mais variantes Pat./P.Pat. foram o CHEK2, ATM e o
PALB2 (53). J& Kappor et al. observaram que o PALB2 o CHEK2 e o ATM também se
encontravam entre os genes nao-BRCA1/2 com mais variantes Pat./P.Pat. (74). De acordo com
Kurian et. al. e Kapoor et al,, no presente trabalho, o CHEK2 e o ATM também foram dos genes
nao-BRCA1/2com mais variantes Pat./P.Pat., mas o PALB2nao. Na verdade, no nosso trabalho,
apenas 1 das 22 variantes Pat./P.Pat. detetadas ocorreu no PALB2. Além disso, no presente
estudo, nenhuma variante Pat./P.Pat. foi observada no RAD57D ou no BRIP1, mas por outro lado,
0 RADS5IC foi o primeiro gene nao-BRCA1/2 e o sequndo gene no total com mais variantes
Pat./P.Pat.. Nos 4 pacientes onde se detetaram as variantes Pat./P.Pat. neste gene, observou-
se, relativamente a histdria pessoal de cancro, que 2 tinham cancro da mama, 1 tinha cancro da
mama e do ovario e 1 tinha cancro do pancreas. Quanto a histdria familiar de cancro, estava
presente em 3 dos 4 pacientes, apenas 1dos pacientes com diagndstico de cancro da mama, nao
tinha histdria familiar de cancro. Ja foi demonstrado que variantes germinativas Pat./P.Pat. no
RAD51C conferem risco para cancro da mama (66, 68) e cancro do ovario (68, 69). Uma
investigacao, estimou um risco cumulativo, aos 80 anos, de 21% para cancro da mama e de 11%
para cancro do ovario e observou que este risco pode ser ainda superior se existir histdria familiar
de cancro, podendo chegar aos 46% para cancro damama e 32% para cancro do ovério (68). Num
dos pacientes, o que tinha diagndstico de cancro do pancreas e histdria familiar de cancro, foi
identificada uma variante Pat./P.Pat. no RAD51C, nomeadamente a variante, c.404G>A
(p.Cys135Tyr). Esta variante jd foi observada anteriormente em familias espanholas com cancro
da mama e do ovario, € uma variante missense, que afeta o ultimo nucledtido do exao 2 do
RAD51C, uma alteracao que se prevé que interfira com o splincing (75, 76). Tendo em conta que
no presente trabalho, foi detetada num paciente com cancro do pancreas, talvez também esteja
associada a um risco aumentado de cancro do pancreas. A verdade é que, outros estudos ja
detetaram variantes Pat./P.Pat. germinativas no RAD51C em pacientes com cancro do pancreas
(77-79), no entanto, parece nao haver ainda evidéncias suficientes que comprovem uma
associacao entre as variantes germinativas Pat./P.Pat. no RAD51C e 0 aumento de risco para

cancro do pancreas. Talvez deva ser uma questao a ser mais explorada no futuro.
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Relativamente as variantes Pat./P.Pat. no CHEKZ2, foram identificadas em 3 pacientes, sendo
que 1 deles tinha também uma variante Pat./P.Pat. no BRCAZ2. Os 2 pacientes com variantes
apenas no CHEK2tinham ambos diagndstico de cancro da mama e histéria familiar de cancro. No
presente estudo uma das variantes encontradas, a c.1427C>T (p.Thr476Met) é uma variante
missense e a outra, a ¢.593-1G>T é uma variante intronica, que afeta o local de splicing. Sabe-se
que variantes germinativas Pat./P.Pat. no CHEKZ2 estdo associadas a um risco aumentado de
cancro da mama (55, 62, 63) e que o risco é maior, quando existe histdria familiar de cancro (62,
63). Um estudo demonstrou que o risco ao longo da vida pode variar de 20% (nenhum familiar
afetado) a 44% (familiar de primeiro e segundo grau afetados) (63). No entanto, algumas
variantes Pat./P.Pat. missense no CHEK2, parecem nao conferir risco, ou estar associadas a um
risco mais atenuado de cancro da mama. Por exemplo, num estudo relativamente recente, as
variantes Pat. missense p.lle157Thr e p.Ser428Phe no CHEKZ, demonstraram ter uma
relevancia clinica limitada para o risco de cancro da mama, apresentando odds ratio < 1,5 (55).
Num outro estudo, ainda mais recente, verificou-se uma prevaléncia significativamente menor
de cancro da mama em portadores destas duas variantes missense e da variante p.Thr476Met
(detetada no nosso trabalho), comparativamente a portadores de outras variantes Pat./P.Pat. no
CHEKZ2e além disso, apresentaram odds ratio <1,4 comparativamente a participantes widt-type.
Estas trés variantes, demonstraram ter uma associacao fraca com o cancro da mama e nao se
encontraram associadas a outros tipos de cancro (80).

Os 2 pacientes nos quais foram detetadas as variantes Pat./P.Pat. no ATM, tinham ambos
diagndstico de cancro da mama e 1deles tinha histdria familiar de cancro. Sabe-se que variantes
germinativas Pat./P.Pat. no ATM se encontram associadas a um risco aumentado de cancro da
mama (56-58) e que o risco estimado ao longo da vida pode chegar aos 38% (57). Embora possa
haver certas variantes no ATM, como a ¢.7271T>G, que conferem riscos superiores. Um estudo
demonstrou que o risco cumulativo para esta variante, aos 70 anos, pode chegar a 69% (58).

0 facto de haver certas variantes Pat./P.Pat. em determinados genes, como por exemplo no
CHEK2e no ATM, como discutimos aqui, que conferem riscos, significativamente mais baixos ou
muito superiores para desenvolvimento de cancro, comparativamente a maioria das variantes
encontradas nestes genes, demonstra que é muito importante a gestao de risco individual do
paciente, quando uma variante Pat./P.Pat. é detetada, de modo a que o risco de desenvolvimento

de cancro nao seja subestimado ou superestimado. Isto vai permitir que as medidas tomadas,
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como por exemplo medidas profildticas e de vigilancia, sejam as mais adequadas, para o paciente
e consequentemente, também para os familiares que possam ser portadores.

Emborao RAD51C,0 CHEK2e o ATM, como ja referido, tenham sido os genes ndo-BRCA1/2com
mais variantes Pat./P.Pat., 1 variante Pat. tamhém foi observada em cada um dos seguintes
genes: MSH2, MSH6, EPCAM e PALB2. Ou seja, podemos dizer que cerca de 13,64% (3/22) das
variantes Pat./P.Pat. detetadas no presente trabalho ocorreram em genes mismatch
repair/ EPCAM. A paciente com a variante no MSH2, era do sexo feminino, tinha cancro damama,
gastrico e colorretal e tinha histdria familiar de cancro damama e colorretal. Ou seja, esta paciente
parece incluir-se no contexto da sindrome de Lynch, uma vez que esta sindrome estd associada
a um risco aumentado de cancro colorretal e do estémago, entre outros (40) e cerca de 60-70%
dos casos de sindrome de Lynch ocorrem devido a variantes germinativas Pat./P.Pat. no MSH2
e MLH1(39). No que diz respeito ao cancro da mama, nao ha evidéncias suficientes que associem
esta sindrome a um risco aumentado para este cancro, porém, a sua existéncia em casos de
sindrome de Lynch, ja foi reportada (40).

Por outro lado, as variantes Pat./P.Pat. detetadas no MSH6 e no EPCAM, nao parecem estar
associadas a sindrome de Lynch, uma vez que tanto a paciente onde foi detetada a variante no
MSH®6, como a paciente da variante no EPCAM, tinham apenas diagndstico de cancro da mamae
nao possuiam histdria familiar de cancro. Couch et al, numa investigacao caso-controlo,
envolvendo 65057 casos de cancro da mama, observou uma associacgao significativa entre o
risco de cancro da mama e variantes Pat./P.Pat.no MSH6, com odds ratio=1,93 (81).

Num outro estudo prospetivo mais recente, com dados de 6350 portadores de variantes
Pat./P.Pat. nos mismatch repair, Dominguez-Valentin et al, demonstraram um risco cumulativo
para cancro da mama feminino, aos 75 anos, devido a variantes germinativas Pat./P.Pat. no
MSH6 (n=841), de 13,7 %, observando-se apenas um subtil aumento de risco, comparativamente
ao risco da populacao em geral, para 0 MSH6 e também para todos os outros genes mismatch
repair (41). Numa investigacao mais pequena, realizada por Roberts et al, envolvendo 140
mulheres portadoras de variantes Pat./P.Pat. no MSH6, ohservou-se uma associacao entre
estas variantes no MSH6 e um risco aumentado de desenvolvimento de cancro da mama (SIR =
2,11), com um risco cumulativo, aos 60 anos, de 31,1% (82). No entanto, esta associagao
observada por Robets el al, foi alvo de descrenca, devido a varias falhas nainvestigacao efetuada
(83). Houve ainda um estudo, que sugeriu que variantes germinativas Pat./P.Pat. no MSH6

podem levar a uma pré-disposicao para o cancro da mama triplo negativo (84).
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Relativamente ao EPCAM, como ja referido, apesar de nao ser um gene mismatch repair,
variantes Pat./P.Pat. neste gene, nomeadamente a delecao da sua extremidade 3, provocam o
silenciamento epigenético do MSHZ2 e por isso, sao uma das causas apontadas de sindrome de
Lynch (39). Neste sentido, o risco conferido por variantes Pat./P.Pat.no EPCAM, espera-se que
seja semelhante ao risco conferido por variantes Pat./P.Pat. no MSHZ2. Num estudo, realizado
em mulheres selecionadas de acordo com os critérios de inclusao para teste de sindrome de
Lynch ou para teste de cancro da mama e ovario hereditario, verificou-se que nas portadoras de
variantes Pat./P.Pat. no MSHZ2/EPCAM, os cancros mais comuns foram o colorretal e
endometrial. O cancro da mama também foi observado nestas pacientes, mas foi menos
frequente que na populacao feminina em geral (85). Como referido anteriormente, Dominguez-
Valentin et al,, observaram que o risco cumulativo, para cancro da mama feminino, aos 75 anos,
aumentava apenas sutilmente para portadoras de variantes Pat./P.Pat. em qualquer um dos 4
genes mismatch repair, incluindo o MSHZ2, em comparacao com o risco da populacao em geral
(41). Por outro lado, num estudo envolvendo 325 familias com sindrome de Lynch, observou-se
uma diferenca significativa na distribuicao das variantes Pat./P.Pat. entre pacientes com
sindrome de Lynch e cancro da mama e pacientes com sindrome de Lynch mas sem cancro da
mama, havendo uma predominancia de variantes MSHZ2 nos pacientes com sindrome de Lynch e
cancro da mama. Além disso, observou-se um SIR = 3,11 para cancro da mama em mulheres
portadoras de variantes Pat./P.Pat.no MSH2e umrisco cumulativo ao longo da vida de 22%(86).
Sendo assim, a realidade é que, atualmente, parecem nao existir evidéncias consistentes para
uma associacao entre variantes Pat./P.Pat.no MSH6 e no MSH2/EPCAM e um risco aumentado
de cancro da mama. Ainda assim, nao podemos esquecer, que ha riscos associados a variantes
germinativas Pat./P.Pat.no MSH6 e MSHZ2para outros tipos de cancro, pois na verdade, umrisco
cumulativo para desenvolvimento de cancro, devido a estas variantes, aos 75 anos, para
mulheres e homens, foi estimado em 61,8% e 41,7% respetivamente para 0 MSH6 e 84,3% e
75,2% respetivamente para 0 MSH2 (41), por isso, deve haver uma gestao clinica destas 2
pacientes e familiares, baseado nas evidéncias consistentes de risco existentes associadas a
estas variantes Pat./P.Pat. detetadas tanto no MSH6, como no EPCAM.

Ainda assim, apesar de nao existirem evidéncias consistentes de uma associagao entre variantes
germinativas Pat./P.Pat. nos mismatch repair/ EPCAM e um risco aumentado para cancro da
mama, é de notar, que no presente trabalho, 14,29% (3/21) dos pacientes onde se detetaram

variantes Pat./P.Pat., tinham variantes nos genes mismatch repair/ EPCAM e em todos eles foi
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diagnosticado cancro da mama, sendo que 2 deles, tinham apenas diagndstico de cancro da
mama e nao apresentavam histéria familiar de cancro.

A variante Pat./P.Pat. detetada no PALBZ2foi encontrada numa paciente do sexo feminino, com
diagndstico de cancro da mama e histdria familiar de cancro, incluindo cancro do pancreas. Neste
sentido, foi demonstrado por Yang et al, que variantes germinativas Pat./P.Pat. no PALBZ2,
aumentam significativamente o risco de cancro da mama feminino e de cancro do pancreas, com
riscos cumulativos, aos 80 anos, de 53% e 2-3% respetivamente. Além disso, na presenca de
histdria familiar de cancro, o risco cumulativo para cancro da mama feminino, aos 80 anos, pode
chegara76% (67).

Relativamente aos genes BRCA1/2 ohservou-se, curiosamente, que no BRCAT, apenas 1
variante Pat./P.Pat. foi detetada, numa paciente do sexo feminino, com cancro da mama e sem
histdria familiar de cancro. A presenca de uma variante Pat./P.Pat. no BRCA1, confere um risco
cumulativo de cancro damama aos 80 anos de 72% e de cancro da mama contralateral, 20 anos
apds o primeiro diagndstico de cancro da mama, de 40% (23). Se por um lado, 0 BRCAT,
apresentou apenas 1 variante Pat./P.Pat., em contrapartida, 0 BRCAZ2 foi o gene com mais
variantes Pat./P.Pat., perfazendo 8 no total. Uma das 8 variantes encontradas no BRCAZ2, foi a
variante c.156_157insAlu. Como referido anteriormente, esta variante é considerada uma
variante fundadora portuguesa, encontrada em familias portuguesas com sindrome hereditaria
de cancro da mama e ovario (22). E uma variante Pat., na qual ocorre insercao de um elemento
Aluno exao 3 do BRCAZ2, que resultanuma delecao in-frame deste exao do mRNA do BRCA2(87).
No presente trabalho, esta variante foi detetada num paciente do sexo masculino, com cancro da
prostata e histdria familiar de cancro da mama, o que se insere no contexto desta sindrome
hereditdria, caracterizada por um risco aumentado de desenvolvimento de cancro da mama e
ovario, mas também de outros cancros, como prdstata e pancreas e cuja principal causa sao
variantes Pat./P.Pat. nos genes BRCAT e BRCA2 (20). J& foi demonstrado que variantes
germinativas Pat./P.Pat. no BRCA2 podem estar associadas a riscos cumulativos, para cancro
da prdstata (26), aos 85 anos, de 60% e para cancro da mama feminino (23) e também masculino
(25), aos 80 anos, de 69% e 8,3% respetivamente. Além disso, mulheres, portadoras destas
variantes, tém também um risco cumulativo de 26% para desenvolvimento de cancro da mama
contralateral, 20 apds o primeiro diagndstico de cancro da mama (23). Relativamente aos 7
restantes pacientes comvariantes Pat./P.Pat.no BRCA2 eram todos do sexo feminino, 4 tinham

diagndstico de cancro da mama, mas nao apresentavam histdria familiar de cancro e 2 tinham
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diagndstico de cancro da mama e histdria familiar de cancro (incluindo cancro da prdstata). Por
fim, o dltimo paciente, tinha cancro do pancreas e histéria familiar de cancro da mama e além de
1 variante Pat./P.Pat. no BRCAZ2, apresentava também 1 variante no CHEKZ2. Variantes
Pat./P.Pat. no BRCA2 também conferem risco de cancro do pancreas, nomeadamente, um risco
vitalicio estimado de 3-5% (27). Além disso como ja referido, variantes Pat./P.Pat.no BRCAZ2(23)
conferem um risco aumentado para cancro da mama, assim como algumas variantes no CHEK2
(55,62, 63).

Curiosamente, no presente estudo, observou-se que 3 das 8 variantes Pat./P.Pat. observadas
no BRCAZ, ou seja, 37,5%, estavam acompanhadas por variantes noutros genes do painel
utilizado, nomeadamente, como jd referido, por 1 variante P.Pat. no CHEKZ2 e por 2 VUS, uma no
ATM e outra no MLH]. Isto parece sugerir que quando existem variantes Pat./P.Pat. no BRCAZ2,
ha também uma grande probabilidade de existirem variantes noutros genes do painel utilizado.
Além disso, nos pacientes em que se ohservaram 2 VUS, em 2 genes diferentes do painel, foi no
BRCAZ2 que se observaram mais variantes acompanhadas por variantes noutros genes,
nomeadamente no CHEKZ2, ATM, PALB2 ou RAD51C. Com excecao do MLHT que faz parte da
mismatch repair, todos os outros genes estao envolvidos na HRR, sendo que o ATM e o CHEKZ2
foram aqueles em que mais variantes foram observadas, juntamente com variantes no BRCAZ2.
A presenca de variantes noutros genes da via HRR, juntamente com variantes Pat./P.Pat. no
BRCAZ2 tamhém foram observadas por Tung et al., que verificaram que 3 (1%) dos pacientes com
variantes Pat./P.Pat., apresentavam uma variante Pat.no BRCA2e noutro gene, nomeadamente
no ATM, CHEK2,ou NBN (88).

No presente estudo, observou-se também, curiosamente, uma elevada percentagem de homens
com variantes germinativas Pat./P.Pat., nomeadamente de 28,6% (2/7), enquanto apenas 6,4%
(19/299) das mulheres eram portadoras destas variantes. Outra curiosidade, é que no que diz
respeito as VUS, nao se observou o mesmo, ou seja, apenas 14,3% (1/7) dos homens
apresentaram VUS, comparativamente a 22,7% (68/299) das mulheres. Tung et al, num estudo
que envolveu homens e mulheres diagnosticados com cancro da mama, submetidos a teste de
painel multigénico com 25 genes (nos quais estavam incluidos todos os genes do nosso painel),
verificaram que 31,8% dos homens apresentavam variantes germinativas Pat./P.Pat. (88), uma
percentagem semelhante a observada por nds no presente trabalho. E além disso, constataram
que a frequéncia de variantes germinativas Pat./P.Pat. nos homens, era significativamente

superior a observada nas mulheres (13,3%) (88). Adam et al., também observaram que entre
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pacientes selecionados para teste de painel multigénico de sindrome de Lynch, as variantes
Pat./P.Pat. foram mais frequentes nos homens (40,7%) em comparacao com as mulheres
(17,5%) (71). Sendo assim, os homens parecem ter grande probabilidade de apresentar variantes
Pat./P.Pat. germinativas, quando selecionados, quer para painéis multigénicos associados a
cancro hereditdrio da mama e ovério (cerca de 30% dos homens), quer para painéis multigénicos
apenas de sindrome de Lynch (cerca de 40% dos homens) e além disso, em qualquer um dos
casos, a percentagem de variantes germinativas Pat./P.Pat. parece ser muito superior a
observada para as mulheres. Estas descobertas, realcam a importancia de incluir e testar os
homens por teste de painel multigénico, sempre que haja suspeita pessoal e/ou familiar de
cancro hereditario, devido a grande probabilidade de possuirem variantes germinativas
Pat./P.Pat. de pré-disposicao para cancro.

Outra observacao efetuada no presente trabalho, foi que a maioria dos pacientes com variantes
Pat./P.Pat, nomeadamente 57,1% (12/21), tinham histdria familiar de cancro. Curiosamente, o
mesmo foi observado também para os pacientes em que se detetaram VUS, pois 50,7% (35/69)
tinham histdria familiar de cancro. Sendo assim, a histdria familiar de cancro, parece ser um
critério muito importante, a ter em conta, na selecao de um paciente para teste de painel
multigénico, ja que a probabilidade de um individuo com histdria familiar de cancro ser portador
de uma variante Pat/P.Pat. parece ser maior. Além disso, ndo podemos esquecer que ter histdria
familiar de cancro da mama, parece conferir um risco ainda maior para portadores de variantes
Pat./P.Pat. em determinados genes, incluindo no RAD51C e RAD51D (68), CHEKZ2 (62, 63),
PALB2(67), BRCATe BRCA2 (23). Sendo assim, usar a histdria familiar de cancro, como um dos
critérios para selecao de um paciente para teste genético, parece fundamental, pois além de
haver uma maior probabilidade do paciente ser portador de uma variante Pat./P.Pat. ha também
um maior risco associado para desenvolvimento de cancro quando uma variante Pat./P.Pat. é
detetada em determinados genes.

Se por um lado, 14,29% (3/21) dos pacientes onde se detetaram variantes Pat./P.Pat., tinham
variantes nos genes mismatch repair/ EPCAM, os restantes, ou seja, 85,71% (18/21), tinham
variantes Pat./P.Pat. nos genes da via HRR. Como referido anteriormente, ja existem terapias
disponiveis para tratamento do cancro da mama, ovario, prostata e pancreas, associados a
variantes Pat./P.Pat. nos genes BRCA1/2 nomeadamente, os inibidores da PARP (72). Quer isto
dizer, que 42,86% (9/21) dos pacientes com variantes Pat./P.Pat. do presente trabalho, poderao

vir a beneficiar da terapia direcionada com estes inibidores, ja que possuem variantes Pat./P.Pat.
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nos genes BRCA1/2.Isto é algo bastante positivo pois cerca de 43% dos portadores de variantes
Pat./P.Pat., terdo uma opcao de tratamento direcionada, disponivel. No entanto, essa op¢ao nao
estd disponivel para os restantes 42,86% (9/21) com variantes Pat./P.Pat. em genes nao-
BRCA1/2, da via HRR. Sendo assim, e tendo em conta a elevada percentagem de pacientes com
variantes Pat./P.Pat. em genes da via HRR, é essencial desenvolver novas terapias, ou explorar
terapias existentes, de modo a que estas visem nao apenas o tratamento de cancros associados
a estes 2 genes, mas a todos os outros genes desta via que se encontram associados ao cancro
hereditario, principalmente o CHEK2, ATM e RAD51C, que juntamente com o PALBZ2, parecem ser

0s genes nao-BRCA1/2 com mais variantes Pat./P.Pat..

4.2. Variantes Patogénicas/Provavelmente Patogénicas detetadas em genes fora do painel
Além das variantes Pat./P.Pat. encontradas nos 18 genes do painel utilizado, detetaram-se mais
2 variantes Pat. em genes fora do painel, 1no gene BAPTe 1no gene NTHL1. A variante no NTHL1
foi encontrada em homozigotia.

O gene BAP1, é um supressor tumoral, que codifica uma enzima desubiquitinante, que
desempenha vdrias funcdes requladoras, nomeadamente ao nivel da HRR (onde parece
coordenar o BRCA1, BRAD1e RAD51), modulacao da cromatina, controlo do ciclo celular, morte
celular programada, entre outras. Variantes germinativas neste gene, herdadas de forma
autossémica dominante, causam a sindrome de predisposicao tumoral BAPT, associada a um
elevado risco de cancro, ja que se espera que 85% dos casos diagnosticados desenvolvam pelo
menos 1 cancro aos 50 anos (89). A maioria das variantes encontradas em familias BAP1, sao
variantes truncantes (90). No presente trabalho, a variante detetada no BAP7, a c.1203T>G
(p.Tyr401Ter), é uma variante nonsense, que resulta num codao stop prematuro no exao 12 deste
gene e foi detetada numa paciente do sexo feminino, com diagndstico de cancro da mama e com
histdria familiar de cancro. Em linha com este achado encontrado no nosso estudo, foi reportado
recentemente por Baltnik et /a,, 0 caso de uma mulher com sindrome de predisposi¢cao tumoral
BAP1, que tinha cancro da mama metastdtico, no qual se observou, por imunohistoquimica,
auséncia de expressao da proteina BAP1. Esta paciente era portadora da variante germinativa
€.898_899delAG (p.Arg300Glyfs*6) no BAPT, uma variante classificada como P.Pat, e o seu
tumor apresentava também uma variante sométicano BAP1(91). Embora o cancro damama, seja
relativamente frequentemente na sindrome de predisposicao tumoral BAPT (90), uma

associacao definitiva entre esta sindrome e cancro da mama ainda ndo foi estabelecida. Blatnik

43



et al. reforcaram, e nds concordamos, que é importante desenvolver mais investigacoes que
permitam determinar orisco de cancro damama associado a esta sindrome hereditdria, parauma
melhor gestao dos pacientes (91).

Relativamente ao NTHL1T, este é também um gene supressor tumoral, que codifica uma DNA
glicosilase, envolvida na via de reparacao do DNA por excisao de bases. A funcao das glicosilases
é detetar e remover bases danificadas do DNA. O alvo da NTHL17 sao as pirimidinas oxidadas.
Variantes germinativas Pat. bialélicas neste gene, herdadas de forma autossémica recessiva,
originam a sindrome tumoral NTHL1. Esta sindrome induz um risco aumentado de polipose
colorretal, cancro colorretal e cancro da mama e parece encontrar-se associada a outros cancros
adicionais, como cancro endometrial (92). No presente estudo, foi encontrada a variante Pat.
nonsense c.268C>T (p.GIn90Ter) no NTHL1, em homozigotia, numa paciente do sexo feminino
diagnosticada com cancro da mama, endométrio e cdlon e por isso, esta paciente parece
enquadrar-se no contexto desta sindrome. Num estudo envolvendo 29 portadores de variantes
bialélicas Pat. no NTHL1, de 17 familias, observou-se uma alta incidéncia de cancro da mama
entre as mulheres portadoras, ja que 60% desenvolveram este tipo de cancro (9/15 mulheres).
Observaram-se tamhém lesdes pré-malignas endometriais em 5/15 mulheres e que a maioria
dos individuos (59%) desenvolveram = 1 cancros colorretais. Varios outros tipos de cancro foram
detetados e o risco cumulativo, para desenvolvimento de cancro extracoldnico, aos 60 anos, foi
estimado em 35-78%. A maioria das familias envolvidas neste estudo apresentavam também a
variante Pat. c.268C>T em homozigotia no NTHL7 (93). Numa revisao sistematica de 2022,
incluindo 47 pacientes portadores de variantes Pat. bialélicas no NTHL1, de 32 familias, o
genotipo e o fendtipo associado a sindrome tumoral NTHLT foram investigados. Observou-se
que, dos 47 pacientes, 35 eram homozigéticos e que destes 35 pacientes, 83% eram
homozigéticos para a variante c.268C>T. Além disso, observaram que, o cancro colorretal estava
presente em 23 dos 47 pacientes (49%), e que entre as 22 pacientes do sexo feminino incluidas
no estudo, o cancro da mama foi observado em 12 (55%) e o cancro endometrial em 4 (94). Tendo
em conta a alta incidéncia de cancro da mama, observada em mulheres portadoras de variantes
bialélicas no NTHL1, talvez este gene deva ser considerado parainclusao em painéis multigénicos
para teste de cancro da mama hereditario, no entanto, mais estudos e evidéncias parecem ser
necessarios para determinar o risco de cancro da mama associado e validar a possivel inclusao
do NTHL1nos painéis. Estes estudos e evidéncias adicionais também irao permitir uma melhor

gestao de risco nas pacientes.
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4 3. Variantes de Significado Clinico Incerto detetadas nos 18 genes do painel

No que diz respeito as VUS, Adam et al. observaram uma prevaléncia de 31,8% no painel > 10
genes (71). A prevaléncia observada no presente estudo foi inferior, nomeadamente de 26,14%.
JadKapoor et al., observaram que 16,9% dos pacientes eram portadores de VUS, sendo que 13,6%
tinham VUS em genes nao-BRCA1/2 e 3,3% nos genes BRCA1/2. (74). No presente trabalho,
verificdmos que 22,55% (69/306) dos pacientes eram portadores de VUS, e que destes, 16,67%
(51/306) tinham variantes em genes nao-BRCA1/2, 4,58% (14/306) nos genes BRCA1/2, e
ainda que 1,31% (4/306) tinham variantes em genes nao-BRCA1/2 e BRCA1/2. Sendo assim,
obtivemos um valor superior de pacientes portadores de VUS, mas tal como Kapoor et al,
observamos que a percentagem de pacientes com VUS em genes nao-BRCAT/2 era muito
superior a percentagem de pacientes com VUS BRCA1/2. No presente trabalho, observamos
ainda que das 80 VUS detetadas, 77,5% ocorreram em genes nao-BRCA1/2e apenas 22,5% nos
genes BRCA1/2.

Adam et al, investigarem a prevaléncia de VUS em pacientes com suspeita de sindrome
hereditaria de cancro da mama e ovario e observaram que esta aumentava com o aumento dos
genes incluidos no painel multigénico, sendo de 6% para o teste BRCA1/2apenas, 13,8% paraum
painel <10 genes incluindo BRCA1/2 e 31,8% para um painel >10 genes incluindo BRCA1/2.
Concluiram que havia uma associacao significativa entre a prevaléncia de VUS e o numero
crescente de genes testados e que isso era devido a ocorréncia de variantes em genes nao-
BRCA1/2 (71). Kapoor et al. ao comparar o teste de painel multigénico (incluindo também o
BRCA1/2) com o teste BRCA1/2 apenas, chegaram a mesma conclusao (74). Estas observacdes
tém légica porque se mais genes estdo a ser analisados, além do BRCA1/2, maior sera a
probabilidade de encontrar VUS e tem ldgica também que o aumento seja devido aos novos
genes incluidos no painel.

No presente estudo, o BRCAZ2foi o gene com maior percentagem de VUS, nomeadamente 21,25%
(17), sequido do ATM com 13,75% (11) e depois pelo CHEK2 com 11,25% (9). Na verdade, VUS
foram observadas em quase todos os genes do painel, excetono EPCAMe TP53. Entre 0s genes
com mais VUS, para o painel >10 genes, Adam et al. observaram que o ATMfoi o gene onde mais
variantes foram detetadas, sequido do CHEK2 e BRCAT1(71). Kapoor et al,, também verificaram
que o ATMfoio gene commais VUS, sequido do BRCAZ. Entre os genes do nosso painel, o terceiro
com mais variantes no estudo de Kapoor et al. foi 0 STK11(74). Sendo assim, parece consistente

concluir que 0o ATM é um gene onde ha grande probabilidade de serem detetadas VUS, ja que no
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nosso estudo e nos outros dois aqui discutidos (71, 74), foi dos genes que apresentou mais VUS.
0 CHEKZ foi também dos que apresentou mais VUS no nosso estudo e no estudo realizado por
Adam et al. (71). Ou seja, estes 2 genes, 0 ATMe o CHEK2, parecem ser dos genes nao-BRCA1/2,
onde mais variantes Pat./P.Pat. sdo detetadas e além disso, perecem ser dos genes onde ha
maior probabilidade de VUS também serem encontradas. Outra observacao importante é que
pelo menos um dos genes BRCA1/2 também foi encontrado entre os genes com mais VUS nos
trés estudos, no nosso e no de Kapoor et al.(74) foi o BRCA2 e no de Adam et al.o BRCA1(71).

Chern, et al, num estudo que teve como objetivo comparar a gestao de risco ginecoldgico entre
mulheres com VUS nos genes BRCA1/2 e mulheres com resultado BRCAT/2 negativo,
concluiram ndo haver diferencas na taxa de cirdrgicas de reducao de risco (nomeadamente
salpingo-ooforectomia bilateral), nem nas recomendac@es de rastreio (95). Culver et al., noutro
estudo onde todas as pacientes foram submetidas a aconselhamento genético, verificaram que
as taxas de mastectomia e ooforectomia profildticas foram semelhantes entre mulheres
detetadas com VUS nos genes BRCA1/2 e mulheres com resultado BRCA1/2 negativo, embora
se tenha verificado menor reducao do sofrimento nas mulheres com VUS, comparativamente as
mulheres com resultado negativo. Este estudo acabou por concluir que, com o devido
aconselhamento genético, as VUS, ndo resultam em cirurgias profilaticas e/ou sofrimento
excessivo, apesar de serem menos tranquilizadoras (96). Embora a sua relevancia clinica seja
incerta, o que causa ansiedade nos pacientes e alguma confusao nos médicos, com o devido
aconselhamento genético, estas dificuldades parecem ser contornadas (71), mesmo quando as
variantes estao presentes em genes de elevado risco, como 0 BRCATe BRCAZ. Sempre que uma
VUS é reclassificada, os portadores podem ser informados e se detetadas em familias com uma
extensa histdria de cancro, podem permitir um maior acompanhamento dessas familias (71) e

podem ser incluidas em andlises de segregacao.

4.4. Comparacao dos 3 grupos

A histdria familiar de cancro é um fator de risco para desenvolvimento de cancro damama (12, 97,
98) e cancro do ovario (17). E além disso, como ja referido, pode aumentar o risco conferido por
variantes Pat./P.Pat. em determinados genes, como no RAD51Ce RAD51D(68), CHEK2(62, 63),
PALB2(67), BRCATe BRCA2(23). Tendo em conta a sua importancia, o seu impacto foi estudado

no presente trabalho, através da divisao dos 306 pacientes em 3 grupos diferentes.
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Relativamente as variantes Pat./P.Pat., nenhuma foi detetada no grupo (i), constituido por
pacientes saudaveis, com histdria familiar de cancro, possivelmente devido ao numero reduzido
de pacientes (n=4). Ainda assim, foram encontradas 2 VUS neste grupo, 1 no BRCA2 e outra no
MSH6. Tendo em conta o contexto familiar dos 2 pacientes, como referido anteriormente, se
existir, por exemplo, uma extensa histéria familiar de cancro, a detecao destas variantes, pode
levar a um maior acompanhamento (71) e/ou ser incluidas em andlises de segregacao.

Devido ao ndmero reduzido de pacientes e a auséncia de variantes Pat./P.Pat. no grupo (i), as
conclusdes foram retiradas principalmente da comparacao entre o grupo (i) constituido por
pacientes com diagndstico de cancro, mas sem histdria familiar de cancro e o grupo (iii)
constituido por pacientes com diagndstico de cancro e com histdria familiar de cancro.

No grupo (iii), variantes Pat./P.Pat. foram observadas em cerca de 8,3% (12/145) dos pacientes,
enquanto no grupo (i), foram detetadas em cerca de 5,7% (9/157). Relativamente as VUS, no
grupo (jii), observou-se que estavam presentes em cerca de 22,8% (33/145) dos pacientes e no
grupo (i) em cerca de 21,7% (34/157). Isto vai de encontro ao observado para a amostra total de
pacientes, sugerindo que ha maior probabilidade de um individuo com histdéria familiar de cancro
ser portador de uma variante Pat./P.Pat..

Curiosamente, observou-se que no grupo (iii), a maioria das variantes Pat./P.Pat. ocorreu em
genes nao-BRCAT1/2 (69,2%), enquanto no grupo (i) a maioria ocorreu nos genes BRCA1/2
(55,6%). Por outro lado, a maioria das VUS, ocorreu em genes nao-BRCA1/2 tanto no grupo (iii)
(75,6%), como no grupo (i) (81,1%). Ou seja, parece que a histdria familiar de cancro esta mais
associada a variantes Pat./P.Pat. em genes nao-BRCA1/2 do que nos genes BRCA1/2, ja que
uma maior percentagem de variantes em genes nao-BRCA1/2foi encontrada quando a histdria
familiar de cancro estava presente e pelo contrdrio, quando esta estava ausente, a percentagem
foi maior nos genes BRCAT1/2. Esta observacao realca a importancia da utilizacao de painéis
multigénicos e ndo apenas do teste BRCA1/2, uma vez que estes pacientes, que tém histdria
familiar e que porisso, podem ter associados um maior risco de cancro, assim como os familiares
portadores, tém maioritariamente variantes Pat./P.Pat. em genes ndao-BRCAT/2. Quanto as
VUS, estas parecem estar mesmo mais associadas aos genes nao-BRCA1/2
independentemente da histdria familiar de cancro. O que estd de acordo com as observacoes de
que, nos painéis multigénicos, as VUS aumentam, principalmente devido a ocorréncia de

variantes em genes nao-BRCA1/2(71,74).
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Analisando o0s genes que apresentaram mais variantes Pat./P.Pat, na amostra total,
observamos que o BRCAZ, foi o gene com maior percentagem de variantes Pat./P.Pat., tanto no
grupo (i) (44,44% (4/9)), como no grupo (iii) (30,77% (4/13)). Relativamente as VUS, o mesmo foi
observado, o0 BRCAZ foi 0 gene com maior percentagem no grupo (i) (juntamente com o ATM) e
no grupo (iii). Se analisarmos a prevaléncia de variantes Pat./P.Pat, verificamos que é
semelhante nos dois grupos, grupo (i) 2,5% (4/157) e grupo (i) 2,8% (4/145). Por isso,
independentemente da histdria familiar de cancro, o BRCA2 parece ser um dos genes onde
ocorrem mais variantes Pat./P.Pat..

Relativamente ao RAD51Ce ao ATM, variantes Pat./P.Pat. foram encontradas tanto no grupo (i),
como no grupo (iii) no entanto, verificou-se que o RAD51C apresentou uma maior percentagem
de variantes Pat./P.Pat. no grupo (jii) (23,08% - (3/13)) em relacao ao grupo (i) (11,11% (1/9)),
enquanto o ATM apresentou maior percentagem no grupo (i) (11,11% (1/9)) do que no grupo (i)
(7,69% (1/13)). 0 mesmo foi observado para as VUS. Mas se analisarmos a prevaléncia de
variantes Pat./P.Pat., verificamos, que para o0 RAD51C é de 0,6% (1/157) no grupo (i) e de 2,1%
(3/145) no grupo (ii), enquanto para 0 ATM é semelhante nos dois grupos, sendo de 0,6% (1/157)
no grupo (i) e de 0,7% (1/145) no grupo (iii). Ou seja, isto parece querer dizer que ha maior
probabilidade de se detetarem variantes Pat./P.Pat. no RAD571C na presenca de histdria familiar
de cancro, enquanto para o ATM, a probabilidade parece ser semelhante, quer na presenca ou
auséncia de histdria familiar de cancro.

Relativamente ao CHEKZ2, foi um dos genes com maior percentagem de variantes Pat./P.Pat. nos
pacientes do grupo (iii), apresentando a mesma percentagem que o RAD51C, ou seja, 23,08%
(3/13). Em contrapartida, ndo foi detetada nenhuma variante Pat./P.Pat. neste gene, nos
pacientes do grupo (i). A prevaléncia de variantes Pat./P.Pat. foi de 2,1% (3/145) no grupo (iii) e
de 0% no grupo (i). Relativamente as VUS, foi um dos genes com maior percentagem de variantes
no grupo (iii) e apesar de apresentar variantes nos pacientes do grupo (i) (8,11% (3/37)), a
percentagem foi menor que nos pacientes do grupo (iii) (14,63% (6/41)). Isto parece indicar que
variantes Pat./P.Pat. no CHEK2 estao mais associadas a presenca de histdria familiar de cancro.
Ja foi demonstrado, que o risco de desenvolvimento de cancro da mama, aumenta para
portadores de variantes Pat./P.Pat.no RAD51C(68) e no CHEK2(62, 63), na presenca de histdria
familiar de cancro e o mesmo acontece para o risco de desenvolvimento de cancro do ovdrio em

portadoras de variantes Pat./P.Pat.no RAD51C(68).
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Sendo assim, napresenca de diagnostico de cancro, a histéria familiar de cancro parece aumentar
a probabilidade de variantes Pat./P.Pat. serem detetadas, principalmente em genes nao-
BRCA1/2, tais como o RAD51C e o CHEKZ. Isto realca a importancia do uso de painéis
multigénicos, que analisem outros genes de suscetibilidade além do BRCA1/2. No entanto,
devido ao reduzido niimero de variantes Pat./P.Pat. detetadas, é necessario ter cautela com as
conclusoes retiradas na comparacao dos 3 grupos. Uma amostra maior seria necessdria, para

podermos retirar conclusdes mais robustas e consistentes.
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5. Conclusao

No presente estudo, observou-se que 6,86% dos pacientes eram portadores de variantes
Pat./P.Pat. nos genes do painel multigénico utilizado, sendo que em 3,92% destes pacientes as
variantes eram em genes nao-BRCA1/2. A maioria das variantes Pat./P.Pat. detetadas ocorreu
em genes nao-BRCAT/2e os genes que apresentaram maior percentagem de variantes foram o
BRCAZ2 RAD51C, CHEK2e ATM.VUS foram detetadas em 22,55% dos pacientes, a percentagem
foi também maior em genes nao-BRCAT/2 e os genes com maior percentagem de variantes
foram 0 BRCA2 ATM e CHEKZ2. Resumindo, estas descobertas realcam aimportancia do uso do
teste de painel multigénico, em detrimento do teste apenas para BRCA1/2, pois embora se tenha
verificado uma elevada percentagem de VUS no teste de painel multigénico, maioritariamente
em genes nao-BRCA1/2, variantes Pat./P.Pat. em genes de suscetibilidade para cancro da
mama e/ou ovario hereditdrio ndo-BRCA1/2, seriam perdidas em cerca de 4% dos pacientes,
que nao seriam submetidos a qualquer gestao de risco. Além disso, no presente estudo também
se observou que napresenca de histdria familiar de cancro parece haver uma maior probabilidade
de variantes Pat./P.Pat. serem detetadas e estas sao maioritariamente em genes ndao-BRCA1/2,
tais como 0 RAD51C e o CHEKZ. Isto demonstra que é fundamental usar a histdria familiar de
cancro, como um dos critérios para selecao de um paciente para teste genético, pois além de
haver uma maior probabilidade do paciente ser portador de uma variante Pat./P.Pat. ha também
um maior risco de cancro associado a presenca de histdria familiar para variantes Pat./P.Pat.em
determinados genes, como por exemplo o RAD51C e o CHEKZ. Isto tambhém salienta a
importancia do uso de painéis multigénicos, que analisem outros genes de suscetibilidade além
do BRCA1/2.

Verificou-se ainda que 85,71% dos pacientes com variantes Pat./P.Pat. tinham variantes em
genes da via HRR e destes, 42,86%, tinham variantes nos genes BRCA1/2. Cancros associados
a variantes Pat./P.Pat. nestes 2 genes podem beneficiar de terapia direcionada com inibidores
da PARP. Ainda assim devido a elevada percentagem de pacientes com variantes Pat./P.Pat.em
genes da via HRR, é essencial desenvolver novas terapias, ou explorar terapias existentes, para

que estas tenham como alvo também outros genes da via.
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Anexo 1. Extracao automatica de DNA com o Chemagic 360

A extracao com o Chemagic 360, realizou-se de acordo com o protocolo “chemagic DNA Blood

200 360 prefilling H96 VD150706".

Selecionou-se, no aparelho, o nimero e posicao na placa das amostras de sangue a extrair. De

seguida, colocaram-se 200 pL de cada amostra no poco/posicao correspondente. Depois,

pipetaram-se 80 uL de tampao de eluicdo e 150 uL de esferas magnéticas (completamente

ressuspensas) para as respetivas placas, de acordo com a posicao das amostras de sangue. De

seguida, colocou-se nas seguintes posicoes do aparelho:

Posicao 1: Suporte com pontas (colocadas de acordo com a posicao das amostras);
Posicao 2: Placa com o0s 150 pL de esferas magnéticas;

Posicao 3: Placa com 0s 200 plL das amostras de sangue [ + tampao de lise 1 (adicionado
automaticamente) + tampao de ligacao 2 (adiconado automaticamente)];

Posicao 4: Placa vazia [tampao de lavagem 3 adicionado automaticamente];

Posicdo 5: Placa vazia [tampao de lavagem 4 adicionado automaticamente];

Posicdo 6: Placa vazia [tamp&o de lavagem 5 adicionado automaticamente];

Posicao 7: Placa vazia [tampao de lavagem 6 adicionado automaticamente];

Posicao 8: Placa com os 80 uL de tampao de eluicao.

Iniciou-se a extracao e no final, apds o procedimento estar concluido, recolheu-se o DNA para

tubos de 1,5 mL e determinou-se a concentracao.
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Anexo 2. Extracao automatica de DNA com o Chemagic Prepito-D
A extracao com o Chemagic Prepito-D efectuou-se utilizando o “Prepito DNA Blood250 Kit" ou o
"Prepito DNA Blood600 kit".
O “Prepito DNA Blood250kit” para extracao de 12 amostras:
Adicionou-se, a cada poco da primeira fila da placa de 96 pocos, 10 pL de Protease + 250 pL de
amostra de sangue e preparou-se o suporte de pontas e tubos (como exemplificado fig. 1A):

e Posicao 1:12 tubos de 0,75 mL vazios para o tampao de eluicao;

e Posicao 2: 12 tubos de 0,75 mL no qual se adicionaram 150 pL de esferas magnéticas

(completamente ressuspensas);

e Posicao 3:12 pontas.
E o “Prepito DNA Blood600kit” para extracao de 6 amostras:
Adicionou-se, a cada poco da primeira fila da placa de 48 pocos, 10 pL de Protease + 600 pL de
amostra de sangue e preparou-se o suporte de pontas e tubos (como exemplificado na fig. 1B):

e Posicao 2: 12 tubos de 0,75 mL no qual se adicionaram 150 uL de esferas magnéticas

(completamente ressuspensas);

Posicao 3:12 pontas.

DNA eluido (apds o procedimento)

Placa de 96 pogos
Placa de 48 pogos

10 uL de Protease + 250 pL de amostra de sangue 10 pL de Protease + 600 pL de amostra de sangue

w 2000 O B w 2 00 0 O
a8 g > O O 0 0 Posigdo 3: pontas gE g > © O 0 O Posicao 3: pontas
15
§. g§ )OOOO Posicao 2: tubos de 0,75 mL com 150 L de esferas magnéticas g;, Eg )OOOO Posigao 2: tubos de 0,75 mL com 150 pL de esferas magnéticas
ho o he o
= .o - .
)OOOO Paosicao 1: tubos de 0,75 mL para o tampéo de eluicdo _“_ )OOOO

Figura 1. Posicionamento das amostras de sangue, reagentes, tubos e pontas na placa e no suporte de
pontas e tubos, para o “Prepito DNA Blood250kit” (A) e para o “Prepito DNA Blood600kit” (B). Imagens
adapatadas dos protocolos “Prepito DNA Blood250kit" e “Prepito DNA Blood600Kkit".

Depois de preparados, a placa e o suporte, foram colocados no aparelho e iniciou-se a extracao

automatica. No final recolheu-se o DNA para tubos de 1,5 mL e determinou-se a concentracao.
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Anexo 3. Quantificacao da concentragao de DNA no fluorimetro
Em primeiro lugar prepararam-se:
e Branco: num tubo de PCR de 0,5 mL vazio, adicionaram-se 200 pL de QuantiFluor® ONE
dsDNA Dye;
e Padrao de 400 ng: num tubo de PCR de 0,5 mL vazio, adicionou-se 199 pL de QuantiFluor®
ONE dsDNA Dye + 1 uL de QuantiFluor® ONE Lambda DNA standard (400 pug/mL);
e Amostras nas quais se pretende determinar a concentracao de DNA: numtubo de PCR de
0,5 mL vazio, adicionaram-se 199 pL de QuantiFluor® ONE dsDNA Dye + 1 uL de amostra.
Todos os tubos foram homogeneizados no vortex e depois sujeitos a uma centrifugacao rapida e
curta. Calibrou-se o aparelho com o branco e o padrao e depois quantificou-se a concentracdo de

DNA nas amostras através da medicao da fluorescéncia.

59



Anexo 4. Diluicao e desnaturacao das bibliotecas genémicas para sequenciacao no lllumina
NextSeq 500 System

Utilizando os valores obtidos para a concentracao no fluorimetro (ng/uL) e o tamanho dos
fragmentos no TapeStation (ph) determinou-se a concentracao de cada hiblioteca enriquecida
em nM. De seguida, diluiu-se com agua cada biblioteca enriquecida para uma concentracao final
de 4 nM, na placa de PCR de 96 pocos com os 30 pL de cada biblioteca. Depois, juntaram-se
todas: pipetaram-se 1,42 pL de cada biblioteca para um poco vazio da placa de PCR de 96 pocos
e fez-se uma nova dilui¢do para uma concentracao final de 1nM (5 L das bibliotecas juntas a 4
nM +15 uL de dgua). Por fim, para sequenciacao no lllumina NextSeq 500 System, as hibliotecas
com concentracao de 1 nM, foram desnaturadas e diluidas para uma concentracao final de
carregamento de 1,8 pM num volume de 1,3 mL, seqguindo o protocolo A: “Standard Normalization
Method” do “NextSeq 500 and 550 Sequencing Systems Denature and Dilute Libraries Guide”.
Sendo assim, em primeiro lugar preparou-se uma diluicdo de NaOHa 0,2 N (5 uL de NaOHa2N
+ 45 pL de agua). Depois, desnaturaram-se as bibliotecas: num tubo de 1,5 mL, adicionaram-se
20 pL das bibliotecas a1nM + 20 pL do NaOH a 0,2 N e incubou-se 5 minutos a temperatura
ambiente. Adicionaram-se mais 20 pL de dgua e de sequida, diluiram-se as hibliotecas
desnaturadas para 20 pM por adicao de 940 pL de Prechilled HT1. Por fim, as bibliotecas foram
diluidas para a concentracao final de carregamento: num tubo de 1,5 mL, adicionaram-se 117 pL
da solucao das bibliotecas desnaturadas a 20 pM + 1183 puL de Prechilled HT1, perfazendo um

volume final de carregamento de 1,3 mL a uma concentracao de 1,8 pM.
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Anexo 5. Variantes de Significado Clinico Incerto detetadas nos 18 genes do painel utilizado,

nos 306 pacientes.

_NQ, Informacgoes clinicas
atribuido
ao Género |ldade —— Histéria familiar Gene Variante Grupo
paciente 1agnostico de cancro
no estudo
.. Cancroda c.793G>A .
#3 Feminino | 51 mama - RAD51D (p.Gly265Arg) (i)
Cancro damama
.. Cancroda X ! c.1012G>A
#10 Feminino | 47 mama prosta'ta e BRCA2 (p.Ala338Thr) (iii)
intestino
.. Cancroda c.26G>C .
#23 Feminino | 70 mama - RAD51D (p.Cys9Ser) (i)
.. Cancroda c.32A>G .
#26 Feminino | 35 mama - RAD51C (p.GInT1Arg) (i)
.. Cancroda c11C>G ’
#27 Feminino | 56 mama - PMS2 (p.Ala4Gly) (i)
.. Cancroda c.628G>T
#45 Feminino | 55 mama Cancrodamama | NBN (p.Val210Phe) (iii)
.. Cancroda c.1154G>A
#49 Feminino | 63 mama Cancrodamama | MLH1 (p.Arg385His) (iii)
Cancro do ovario,
.. Cancroda linfoma de c1793G>A
#31 Feminino | 47 mama Hodgkin, pulmao 22l (p.Arg598GIn) L)
e pele
.. Cancroda c.1591A>G ’
#53 Feminino | 47 mama - NBN (ple531Val) (i)
- Cancroda | Nao especificado c.1096T>G
#56 Feminino | 31 mama o tipo de cancro ERCA= (p.Leu366Val) (i)
.. Cancro da mama c.565G>T -
#62 Feminino | 50 - e préstata BRCA2 (p.Asp189Tyn) (ii)
.. Cancroda c.671G>A ’
#82 Feminino | 70 mama - NBN (p.Gly224Glu) (i)
.. Cancroda c.2897T>C ’
#84 Feminino | 40 mama - PALB2 (pIe966Thr) (i)
Cancro da mama, c.6493T>A
Cancro da ancreas s (p.Ser2165Thr)
#87 | Feminino | 52 e pa’strico . P- (iii)
gastt STKM C.464+5G>A
ependimoma
#88 | Feminino | 62 C?};‘;z:a Cancro colorretal | CHEK2 €.320-5T>A (i)
.. Cancroda c.5753G>C
#96 Feminino | 43 mama Cancrodamama | ATM (p.Arg1918Thr) (iii)
.. Cancroda c.3245A>G .
#103 Feminino | 72 mama - BRCAZ2 (p.Lys1082Arg) (i)
.. Cancroda c.480A>T .
#M Feminino | 49 mama - PALB2 (p.Arg160Ser) (i)
.. Cancroda c.246_260del .
#114 | Feminino | 39 mama - CHEK2 (p.Asp82_Glus6del) i)
Cancroda Cancro do A ( (;\§51(:BG4>'IT r)
#17 Feminino | 41 Sistema Nervoso p-ASp y (iii)
mama Central NBN LI
(p.Lys173Glu)
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N2

Informacgoes clinicas

atribuido
ao Género |ldade Dinangsti e e e Gene Variante Grupo
FEENG 1agnostico de cancro
no estudo
- Cancroda €.549G>C :
#123 | Feminino | 38 mama - PTEN (p.Lys183Asn) (i)
Cancroda | Nao especificado MLH1 ( cAzrogSG)iAs)
#129 | Feminino | 42 0 €sp p-ArgbILYy (iii)
mama o tipo de cancro RAD51C c.244C>T
(p.His82Tyr)
- Cancroda c139C>G
#131 Feminino | 79 mama Cancrodamama | BRIP1 (p.ProA7Ala) (iii)
c.1982C>G
PALBZ2
#134 Feminino | 50 C?:;'rs:a - (p-Pro661Arg) @i)
STK11 ¢.863-5_863-3del
- Cancroda c.4414T>G .
#135 Feminino | 66 mama - ATM (p.Leu1472Val) (i)
- Cancroda c.685T>A .
#137 Feminino | 34 mama - PTEN (p.Ser229Thr) (i)
- Cancro da mama c.818G>T .
#138 Feminino | 35 - e OVario MSH6 (p.Gly273Val) (ii)
- Cancroda | Cancrodamama c.4414T>G
#140 Femining | 68 mama e préstata 2 (p.Leu1472Val) (i)
- Cancroda | Nao especificado c1141A>G
#141 Feminino | 50 mama o tipo de cancro CUEKE (p.Met381Val) (i)
) - BRCA2 c4828G>C
L Cancroda | Nao especificado (p.val1610Leu)
#147 Feminino | 50 - (iii)
mama o tipode cancro CHEK? c.1489G>A
(p.Asp497Asn)
ATM c.8110T>C
#148 | Feminino | 48 Cancro da Nao especificado (p.Cys2704Arg) (i)
mama o tipode cancro BRCA2 c.3299A>T
(p.Asn1100lle)
- Cancroda | Nao especificado c.236T>G
#150 | Feminino | 50 mama o tipo de cancro MSH2 (p.val79Gly) (i)
- Cancrodo | Nao especificado ¢.8363G>T
#152 | Feminino | 58 ovario o tipo de cancro BRCA2 (p.Trp2788Leu) (i)
- Cancroda | Nao especificado c.962A>C
#153 | Feminino | 52 mama o tipo de cancro CHEK2 (p.Glu321Ala) (i)
- Cancro da c.3240C>A ’
#156 | Feminino | 49 mama - ATM (p.Asp1080Glu) (i)
- Cancro da ¢.3968T>C
#158 | Feminino | 73 mama Cancrodamama | MSH6 (p.Phe13235er) (iii)
- Cancro da c.2186_2187del ’
#163 | Feminino | 36 mama ] PMS2 (p.Leu729GInfsTer6) )
BRCA2 c.3397C>T
. Cancro da (p.Pro1133Ser) ’
#164 Feminino | 36 - (i)
mama PALB2 c.2453T>C
(p.Phe818Ser)
Cancro da mama,
préstata,
#165 Feminino | 62 Canc’rq do colorretal e BRCAZ2 EERAEEET (iii)
ovario (p.Ala3148Ser)
sarcoma de
Ewing

62



N2

Informacgoes clinicas

atribuido
ao Género |ldade . e e e Gene Variante Grupo
paciente Diagnostico de cancro
no estudo
.. Cancroda c.695G>T
#174 | Feminino | 59 mama Cancrodamama | CHEK2 (p.Gly232Val) (iii)
Cancrodo
#182 | Feminino | 56 | ovarioe Cancro da ATM (BT (iii)
, prdstata (p.Lys2279GIu)
peritoneu
- c.671G>C
. Cancroda N?O LA (p.Gly224Ala)
#185 | Feminino | 58 especificado o (iii)
mama tipo de cancro MSHZ2 c787A>G
(p.Asn596Ser)
Cancroda | Cancrodamama,
#190 |Masculino| 72 | prdstatae préstatae MSH2 ( c\';;gg;;cla) (iii)
colorretal colorretal P-
c1453G>T
. Cancroda MLH1 (p.Asp485Tyr)
#197 Feminino | 57 Cancro da mama (iii)
mama MSH2 c.1130A>G
(p.GIn377Arg)
.. Cancroda | Nao especificado c.2640_2641insAAA
#1398 Feminino | 45 mama o tipo de cancro ElD (p.Asp880_Gly881insLys) (i)
.. Cancroda c.1993A>G
#199 Feminino | 44 mama Cancro colorretal | BRCA2 (p.Thr665AIa) (iii)
.. Cancroda c.6067G>A ’
#202 | Feminino | 47 mama - ATM (p.Gly2023Arg) (i)
#206 | Feminino | 38 | Cencroda . BRCA2 C.7618-10T>G (i)
mama
.. Cancroda c.435T>G .
#209 | Feminino | 40 mama - MSH2 (p.lle1a5Met) (i)
.. Cancroda c.3240C>A .
#218 | Feminino | 41 mama - ATM (p.Asp1080GIu) i)
.. Cancroda c.1096T>G .
#220 | Feminino | 43 mama - BRCA2 (p.Leu366Val) (i)
.. Cancroda c.1012G>A ’
#221 Feminino | 46 mama - BRCA2 (p.Ala338Thr) (i)
- Cancroda c.1096T>G
#222 | Feminino | 52 mama Cancro damama | BRCA2 (p.Leu366Val) (iii)
.. Cancroda c.3260C>G ’
#225 Feminino | 49 mama - MSH6 (p.Pro1087Arg) (i)
c.280C>T
. Cancro do BRCA2 (p.Pro945Ser)
#231 Feminino | 53 . Cancro da mama (iii)
ovario RAD51C c.896C>G
(p.Pro299Arg)
Cancroda
mama,
#239 Feminino | 49 bexiga e Cancro géstrico | BRCA2 ( 5.\?832;\53 ) (iii)
intestino p-ASp y
delgado
.. Cancroda c.934C>G ’
#243 | Feminino | 41 Mama - MSH2 (p.Leu312Val) (i)
.. Cancroda c.1556G>T ’
#246 | Feminino | 66 Mama - CHEK?2 (p.Arg519Leu) (i)
.. Cancroda c.488G>C ’
#249 | Feminino | 63 mama - BRCA1 (p.Arg163Thr) (i)
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N2

Informacgoes clinicas

atribuido
ao Género |ldade Dinanstico e e e Gene Variante Grupo
paciente 9 de cancro
no estudo
.. Cancroda c1501A>T ’
#255 Feminino | 41 mama - MLH1 (p.lle501Phe) (i)
#257 | Feminino | 46 | Cancroda | Cancrodoovario | gy, 465-3C>T (i)
mama e pancreas
.. Cancroda c1571G>A .
#264 | Feminino | 41 mama - MSHZ2 (p.Arg524His) (i)
.. Cancroda c.1706A>G .
#268 | Feminino | 44 mama - BRCA2 (p.GIn569Arg) (i)
#269 | Feminino | 56 | C@ncroda | Naoespecificado |y ¢.320-5T>A (iii)
mama o tipo de cancro
.. Cancroda c.1216C>T ’
#279 Feminino | 71 mama - CHEKZ2 (p.Arg406Cys) (i)
Cancroda Ll (cﬁggg\;gl)
#283 | Feminino | 60 § - (i)
mama MLH1 c1453G>T
(p.Asp485Tyr)
.. Cancroda Cancroda c.1153C>T
#289 | Feminino | 49 mama prostata MLH1 (p.Arg385Cys) (iii)
.. Cancroda c.1595G>A ’
#293 Feminino | 64 mama - ATM (p.Cys532Tyr) (i)
.. Cancroda c1454C>T ’
#294 | Feminino | 36 mama - NBN (p.Thrag5Met) (i)
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