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RESUMO

Introducdo: O céancer é, essencialmente, uma doenga gendmica, causada pelo acumulo de
mutagdes genéticas ao DNA de uma célula normal. Em 5 a 10% dos individuos com céncer, é
identificada uma variante patogénica germinativa, ou seja, herdada de seus progenitores. Estes
individuos séo portadores de determinadas sindromes de predisposicéo ao cancer, dependentes
do gene afetado. A principal causa da Sindrome do Cancer de Mama e Ovario Hereditario
(HBOC - do inglés, Hereditary Breast and Ovarian Cancer Syndrome) é uma variante
patogénica nos genes BRCAL e/ou BRCA2, que estdo envolvidos no processo de resposta ao
dano no DNA. O diagndstico precoce da sindrome possibilita a realizacdo de rastreamento
individualizado e até mesmo procedimentos como a adenomastectomia bilateral e salpingo-
ooforectomia redutoras de risco. Nesse contexto, é importante o conhecimento da prevaléncia
e do perfil das variantes em BRCA1 e BRCA2 na populacdo baiana, a fim de guiar as politicas
publicas de prevencdo e tratamento de cancer hereditario. Objetivo: Descrever a quantidade e
as caracteristicas das variantes patogénicas germinativas em BRCA1 e BRCA2 associadas a
Sindrome do Céncer de Mama e Ovério Hereditéario no estado da Bahia. Materiais e métodos:
Trata-se de um estudo observacional tipo corte transversal de dados secundarios genéticos
obtidos de uma amostra de 3100 individuos encaminhados para avaliagdo genética germinativa
devido a alta suspeicdo de HBOC na Bahia. Os dados foram analisados através do Programa
Excel e apresentados atraves de nimeros absolutos e percentuais. Resultados: Dentre os 3100
individuos, foram identificadas variantes patogénicas de BRCA1 ou BRCA2 em 139 (4,5%),
sendo 81 (58%) em BRCAL e 58 (42%) em BRCA2. Foram encontradas 23 variantes distintas
de BRCAL, sendo a variante ¢.211A>G a de maior prevaléncia (19 individuos). Em BRCA2,
foram identificadas 24 variantes, sendo a de maior prevaléncia a variante ¢.5216dupA (10
individuos). Duas variantes de BRCA2 (c.607dupA e ¢.156dupT) identificadas ndo haviam sido
descritas previamente na literatura. Concluséo: O estudo constatou, na populacéo do estado da
Bahia, encaminhada para a realizacdo do painel genético de cancer, uma prevaléncia congruente
ao que e encontrado a nivel mundial. Também, foi possivel identificar as variantes mais
prevalentes na populacdo estudada, além de duas variantes previamente desconhecidas.

Palavras-chave: Cancer. BRCAl. BRCA2. HBOC. Bahia.



ABSTRACT

Introduction: Cancer is essentially a genomic disease, caused by the accumulation of genetic
mutations in the DNA of a normal cell. In 5 to 10% of individuals with cancer, a pathogenic
germline variant is identified, which means it was inherited from their parents. These
individuals carry certain cancer predisposition syndromes, dependent on the affected gene. The
main cause of Hereditary Breast and Ovarian Cancer Syndrome (HBOC) is a pathogenic variant
in the BRCAL and/or BRCA2 genes, which are involved in the DNA damage response process.
Early diagnosis of the syndrome enables individualized screening and even risk-reducing
surgeries, such as bilateral mastectomy and salpingo-oophorectomy. In this context,
understanding the prevalence and patterns of BRCAL and BRCA2 variants in the population
from the state of Bahia is important to guide public policies for the prevention and treatment of
hereditary cancer. Objective: To describe the quantity and characteristics of pathogenic
germline variants in BRCA1 and BRCA2 associated with Hereditary Breast and Ovarian
Cancer Syndrome in Bahia. Materials and methods: This is a cross-sectional observational
study of genetic data obtained from a sample of 3100 individuals referred for germline genetic
evaluation due to high suspicion of HBOC in Bahia. Results: Among the 3100 individuals,
pathogenic variants of BRCA1 or BRCA2 were identified in 139 (4.5%), with 81 (58%) in
BRCAL and 58 (42%) in BRCA2. Twenty-three distinct variants of BRCA1 were found, with
the ¢.211A>G variant as the most prevalent (19 individuals). In BRCA2, 24 variants were
identified, with the ¢.5216dupA variant as the most prevalent (10 individuals). Two BRCA2
variants (c.607dupA and c.156dupT) identified had not been previously described in the
literature. Conclusion: The study noted that the prevalence of BRCA1 and BRCA2 pathogenic
variants in the population referred for genetic cancer panel testing to be comparable to what is
found worldwide. Additionally, it was possible to identify the most prevalent variants in the
studied population, as well as two previously unknown variants.

Keywords: Cancer. BRCA1. BRCA2. HBOC. Bahia.
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1 INTRODUCAO

O cancer pode ser descrito como um crescimento celular anormal originado por uma célula que
sofre diversas mutacdes, as quais Ihe conferem as marcas registradas do cancer — caracteristicas
comuns as celulas neoplésicas, como a evasao ao sistema imune, a angiogénese sustentada e a
autossuficiéncia nos sinais de crescimento. Essas marcas encontradas nas células tumorais sdo
responsaveis pela alta capacidade de replicacdo celular e pela resisténcia aos mecanismos de

defesa e antitumorais do organismo.*

Em 2020, estima-se que houve cerca de 19 milhdes de novos casos de cancer e quase 10 milhdes
de mortes relacionadas a doenca, sendo o continente americano responsavel por 20,9% da
incidéncia e 14,2% da mortalidade global. A patologia é a segunda maior causa de morte no
mundo, atras apenas das doencas cardiovasculares. Assim, tanto por sua alta incidéncia, quanto
por sua taxa de mortalidade elevada, o cancer ¢ uma doenca de alto impacto socioecondémico

em todo o planeta.?

No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer estima que, para o triénio de 2023 a 2025, ocorrerao,
anualmente, mais de 480 mil casos novos de cancer, excluindo os Canceres de Pele Nao
Melanoma (CPNM), e mais de 700 mil, ao incluir os CPNM. Dentre 0s novos casos, espera-se
que 244 mil (50,5%) sejam em mulheres e 239 mil (49,5%), em homens. Na populagédo
feminina, o Cancer de Mama é o de maior incidéncia, estimado em 73 mil (30,1%) casos,
seguido do Cancer de Colon e Reto, com 23 mil (9,7%) casos novos estimados. Entre os
homens, o Cancer de Prostata serd o mais incidente, com 71 mil (30%) casos novos e, em
seguida, o Cancer de Coélon e Reto, com quase 22 mil (9,2%) casos. Quanto a mortalidade, em
2020, foram registrados mais de 225 mil 6bitos por cancer no Brasil, sendo majoritariamente
em homens (52%). Responsavel por 12,7% das mortes por cancer em 2020, o Céancer de

Traqueia, Bronquios e Pulmdes foi a neoplasia com maior nimero de 6bitos.*

O céncer é uma doenga gendmica, visto que € resultado de muta¢des cumulativas no DNA de
uma célula normal. A carcinogénese pode envolver centenas de genes e esta relacionada,
principalmente aos proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes de reparo de DNA.
A maioria dessas mutagdes sdo somaticas, 0 que significa que ocorrem ao acaso ao longo da
vida e estdo presentes apenas nas células tumorais, ndo sendo relacionadas a hereditariedade. ®

Todavia, existem, também, as mutagdes germinativas, que sdo herdadas verticalmente, ou seja,



passadas de pais para filhos, e causam as sindromes de predisposi¢do hereditaria ao cancer.
Normalmente, essas mutagdes sdo autossomicas dominantes e de alta penetrancia e estéo
presentes em 5 a 10% de todos os casos de cancer. O descobrimento e esclarecimento dessas
sindromes e dos genes gque as causam permitiu uma melhor compreensao do desenvolvimento
do céancer, assim como melhoria de desfechos clinicos, por meio da prevencdo através de
mudanca de hébitos e padrBes de rastreio, terapias especificas e indicacdes de cirurgias

profilaticas.’

Dentre as sindromes de predisposi¢do hereditaria ao cancer, a Sindrome do Cancer de Mama e
Ovério Hereditario (HBOC — do inglés, Hereditary Breast and Ovarian Cancer Syndrome)
associada aos genes BRCA1 e BRCA2 ¢é a responsavel pela maior parte dos canceres de mama
hereditarios. Estima-se, que, em individuos com variantes patogénicas em BRCA1L, o risco
cumulativo de cancer de mama aos 70 anos é de cerca de 60%, enquanto em individuos com
variantes patogénicas em BRCAZ2, € de aproximadamente 55%. Também é notavel que mulheres
com mutacgdes em tais genes desenvolvem cancer de mama mais precocemente do que aquelas
gue ndo apresentam variantes patogénicas. O risco de cancer de ovario é significativamente
maior em individuos portadores de variante patogénica em BRCA1 (risco cumulativo aos 70
anos de 59%) do que em BRCA2 (risco cumulativo aos 70 anos de 16,5%). Além do risco
significativamente aumentado para o desenvolvimento de cancer de mama e ovario, as variantes
patogénicas em BRCA1 e BRCA2 também estdo relacionadas, em menor grau, com 0 aumento

de risco para o desenvolvimento de cancer de prostata, cancer de pancreas e melanoma.58

O impacto do conhecimento e diagnostico da Sindrome do Céncer de Mama e Ovério
Hereditario associado ao BRCA1 e BRCA2 se deve a possibilidade de prevencéo e terapias
especificas para a mutagdo. Em individuos com variante patogénica de um dos genes, ha a
possibilidade de ser realizada a adenomastectomia bilateral profilatica, mesmo sem um
diagndstico de cancer de mama, e, naqueles que ja tém o diagnostico, a adenomastectomia
contralateral a mama onde se encontra a lesdo é indicada. Também é possivel realizar a

ooforectomia bilateral profilatica, para reduzir o risco de cancer de ovario. °

Nesse contexto, é evidente a repercussdo que o cancer tem na sociedade, nao sendo diferente
no Brasil. E valido ressaltar, porém, que a maior parte da literatura sobre a hereditariedade do
cancer corresponde a populagGes ndo brasileiras e, mesmo que o padrdo genético seja

semelhante, é importante compreender melhor as caracteristicas epidemiologicas especificas da



populacéo local, a fim de dispor de mais informagdes que auxiliem a gestdo publica a definir
as politicas de prevencdo, diagndstico precoce e tratamento adequados para seus cidadaos e 0s
profissionais de salde a aconselharem os individuos com alto risco de apresentar uma sindrome
genética de predisposicdo ao cancer, como a HBOC. Por isso, mais estudos com amostras da
populacédo brasileira sdo necessarios para guiar a tomada de decisdo médica. Desse modo, faz-
se pertinente responder a seguinte questdo: quais sdo as variantes patogénicas em pacientes de

alto risco de sindrome de predisposicdo ao cancer na Bahia?



2 OBJETIVO

Descrever a quantidade e as caracteristicas das variantes patogénicas germinativas em BRCA1

e BRCA2 associadas a Sindromes do Cancer de mama e Ovario Hereditario no Bahia.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Os genes

O gene BRCA1 (Breast Cancer 1) identificado pela primeira vez por Hall et al. 1° (1990). A
partir da analise gendémica de individuos que faziam parte de familias com historia sugestiva de
cancer de mama hereditario (diagnésticos em individuos mais jovens, neoplasia bilateral
frequente e maior nimero de casos em homens), foi revelada a relagdo dessa sindrome com
mutagdes no cromossomo 17, na regido 17g21. Quatro anos mais tarde, Miki et al. 1! (1994)
descreveram a estrutura do BRCA1, apds clonarem com sucesso 0 gene. Foi constatado que o
gene é expresso em diversos tecidos humanos e codifica uma proteina composta por 1863

aminoéacidos, contendo um dominio em dedo de zinco em sua regido amino-terminal.

Enquanto isso, 0 BRCA2 (Breast Cancer 2) foi localizado em 1994 e descrito em 1995, por
Wooster et al. 2 (1994), através da analise gendmica de familias com historia sugestiva de
cancer de mama hereditario, mas que nao foram encontradas mutacées em BRCAL. Localizado
no cromossomo 13, na regido 13q12-q13, inicialmente foram descritas seis mutacGes no gene
presentes nas familias analisadas. Foi constatado, também, que a mutagdo em BRCA2 aumenta
0 risco de cancer de mama em magnitude semelhante ao BRCA1, enquanto o risco de cancer de
ovario é consideravelmente menor quando comparado com individuos com mutacao patogénica
em BRCAL.

3.2 Mecanismo molecular e celular

Tanto o BRCA1, quanto o BRCA2 sdo genes supressores de tumor expressos em muitos tecidos
humanos, portanto, quando um individuo herda uma variante patogénica de um dos genes,
evidencia-se predisposicdo a ndo somente os canceres de mama e ovario.'* Ambos os genes
codificam proteinas (proteinas BRCAL e BRCA2) que desempenham importante papel no
processo de resposta ao dano no DNA, especialmente em um dos principais mecanismos de

reparo, a recombinagdo homdloga (HR).%®

A resposta ao dano no DNA é um processo fundamental para impedir a instabilidade gendmica,
que favorece a carcinogénese. Esse processo envolve complexos proteicos que atuam desde a

deteccdo do dano até o reparo do erro. O dano ao DNA mais preocupante é a quebra de fita
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dupla (double strand breaks) e pode ser reparado por recombinagdo homdloga ou por unido
ndo-homdloga das extremidades. A recombinacdo homdloga é o processo mais seguro de reparo
de quebras de fita dupla do DNA, por utilizar a croméatide irmd como modelo nas fases S e G2
do ciclo celular. Nesse processo, had uma serie de proteinas, codificada por diferentes genes, que

desempenham papéis de reconhecimento de dano, de sinalizacdo e do reparo em si.®

O BRCA1 atua em diferentes mecanismos de reparo, desempenhando papéis fundamentais para
a garantia da estabilidade genémica. Na recombinacdo homologa, a proteina codificada pelo
gene se liga ao complexo responsavel por reconhecer o dano e interage com os efetores do
reparo e facilita a localizagéo e resseccdo do erro. Assim, a interacdo do BRCA1 com outros
genes, inclusive o BRCA2, explica porque mutacbes em outros genes envolvidos nesse
processo, como 0 PALB2 e o RAD51, também resultam na sindrome do cancer de mama e
ovario hereditario. Além disso, 0 BRCAL também aparenta desempenhar fungdo na regulagéo
do ciclo celular, atuando na ativacio dos checkpoints G1/S e G2/M.1>16

O BRCA2 também participa da recombinacdo homologa, secretando proteina homoénima que se
liga e recruta a enzima RAD51 ao local de quebra de fita dupla, permitindo que esta desempenhe
seu papel fundamental na recombinagdo. Ademais, 0 BRCA2 protege a replicacdo de DNA de
defeitos, por impedir a degradacdo da nova fita de DNA quando ha interrupcéo na forquilha de
replicacdo. Ambas as proteinas BRCA1 e BRCA2 se ligam diretamente a PALB2, portanto, o
complexo BRCA1-PALB2-BRCAZ2 é essencial para o reconhecimento do dano e do reparo via

recombinagdo homologa.*>*’

Assim, nota-se que os genes BRCAL1 e BRCA2 desempenham fun¢des moleculares de suma
importancia e, através de distintos e sinérgicos mecanismos e da cooperagdo entre si e com
outros genes, protege 0 genoma. Portanto, variantes patogénicas que causam a inativacédo de

um desses genes propiciam a carcinogénese, sobretudo, nos tecidos mamarios e ovarianos.

3.3 Penetrancia e risco

Penetrancia é o risco de um individuo com um genotipo patogénico de apresentar o fenétipo da
doenca ao longo da vida — nesse caso, algum cancer. As mutacdes em BRCAL e BRCA2 sdo
consideradas de alta penetrancia, o que significa que os individuos que vivem com essas

mutacdes possuem risco elevado de serem diagnosticados com cancer em algum momento. O
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cancer mais diagnosticado é o cancer de mama, tendo, em individuos do sexo feminino, risco
cumulativo aos 80 anos estimado em cerca de 70% para mutagdes em ambos os genes. O Cancer
de ovaério estd mais relacionado a mutagdes no BRCAL, tendo risco cumulativo aos 80 anos de
aproximadamente 40% nestes individuos e menor que 20% em individuos com mutagdo no
BRCA2.18

Os individuos que herdam variantes patogénicas em BRCAL ou BRCA2 também possuem risco
elevado, em menor magnitude, para outros canceres. Para o cancer de prostata, 0 risco
cumulativo aos 85 anos é estimado em 29%, para pessoas com variantes do BRCA1 e 60%, para
BRCAZ2. O cancer de pancreas também esta relacionados aos genes, havendo risco cumulativo
aos 80 anos de cerca 3% em homens e, 2,3% em mulheres, tanto para mutacdes em BRCAL,
quanto em BRCA2.1%20

3.4 Impacto do diagndstico

A identificacdo e o estudo da Sindrome do Cancer de Mama e Ovaério Hereditario, além de
contribuir para a compreensao da carcinogénese, possibilita a modificacdo de conduta médica

para melhor atender aos individuos que vivem com a doenca.

Devido a possivel modificacdo de conduta médica, indica-se a testagem de genes de
predisposicdo ao cancer de mama de alta penetrancia (BRCAL, BRCA2, CDH1, PALB2, PTEN
e TP53) nos seguintes casos suspeitos: cancer em mulheres com menos de 50 anos; multiplos
canceres de mama primarios (sincronos ou metacronicos); cancer de mama triplo-negativo;
cancer de mama lobular associado a historia familiar de cancer gastrico difuso; cancer de mama
em homens; cancer de mama em individuos com ancestralidade judia Askhenazi; cancer de
mama em individuos com histéria familiar sugestiva de sindrome de céancer hereditario;
individuo com familiar de primeiro ou segundo grau que esteja dentro de uma dos requisitos
anteriores. Além dos casos em que ha suspeita da Sindrome do Céncer de Mama e Ovario
Hereditério, ha indicacdo de testagem genética em individuos com cancer de mama metastatico
com possibilidade de uso de inibidores de PARP e em individuos com cancer de mama HER2-

negativo de alto risco em adjuvancia com olaparibe.?

O rastreio do cancer de mama objetiva diagnosticar a neoplasia precocemente, tendo o prop6sito

de reduzir a mortalidade da doenca. Em individuos de sexo feminino ao nascimento com
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variante conhecida em BRCAL ou BRCA2, ¢ indicado rastreio distinto daquele para a populagéo
feminina geral (a partir dos 40 anos, mamografia anual). De acordo com a National
Comprehensive Cancer Network (NCCN), individuos com mutacdo patogénica em ambos 0s
genes devem, aos 18 anos, serem treinadas para realizar o autoexame das mamas mensalmente.
Aos 25 anos, essas pacientes devem realizar exame clinico e ressonancia magnética com
contraste anualmente. Entre os 29 e 75 anos, esses individuos devem realizar exame clinico,
mamografia e ressonancia magnética com contraste, e, depois dos 75 anos, a indicacdo de
rastreio deve ser individualizada. Caso a paciente tenha casos de cancer de mama antes dos 30

anos na familia, o rastreio também deve ser mais precoce. 2122

Além da deteccdo precoce, existem medidas capazes de reduzir o risco de o individuo ter cancer
de mama. A adenomastectomia bilateral mostra-se efetiva para a reducéo de risco de cancer e,
ha, além disso, indicios de que também reduz a mortalidade geral.?2* A quimioprevencéo,
através do uso profilatico de modulador seletivo do receptor de estrogeno (tamoxifeno e
raloxifeno), também reduz o risco de cancer de mama em pacientes de alto risco em pds-

menopausa e é especialmente indicado pacientes com mutagcdes em BRCA2.%

Assim como a adenomastectomia, a salpingo-ooforectomia é uma cirurgia redutora de risco
indicada para individuos com variante de BRCA1 ou BRCA2.% A intervencéo reduz risco tanto
para cancer de ovario, quanto para cancer de mama. Para o cancer de ovario, a reducéo de risco
é altamente expressiva, estimada em 80%. Para o cancer de mama, a reducao de risco é menor
e divergente na literatura.??® Além disso, recentemente foram criados quimioterapicos que
atuam inibindo enzimas que fazem parte da via onde o BRCA atua, os inibidores da PARP, que
fazem parte do esquema de tratamento de individuos com mutacdes, nos genes BRCAL e
BRCA2.2"%8

Dessa forma, a identificacdo de uma variante no BRCA1 ou BRCA2 é de suma importancia
clinica, por conta da possibilidade de mudanca de conduta e individualizagdo do cuidado ao
paciente. Conhecer com propriedade o perfil genético da populacdo permite guiar as politicas
publicas e contribuir para tomadas de decisdo mais adequadas pela equipe de saude. Ainda
assim, ha poucos estudos sobre o panorama genético das variantes de BRCAL e BRCA2 na
populagéo brasileira e, as pesquisas se debrucam preferencialmente nas populac6es do sudeste

e do sul do Brasil, que se distingue bastante etnicamente da populagédo baiana.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho de estudo

Trata-se de um estudo observacional, tipo corte transversal e descritivo de uma amostra de
individuos encaminhados para avaliacdo genética germinativa devido a alta suspeita de uma
sindrome hereditaria de predisposicdo ao cancer de mama e ovario hereditario. O protocolo
Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology (STROBE) #° foi
utilizado como guia para a realizagdo desse estudo.

4.2 Local e periodo

O estudo foi realizado em um laboratério privado na cidade de Salvador/BA, de porte médio e
nivel regional, que realizou o painel genético nesses pacientes, no periodo de agosto de 2017 a
fevereiro de 2023.

4.3 Amostra do estudo

Foram incluidos neste estudo dados genéticos de individuos com suspeita de sindrome de
cancer de mama e ovario hereditario que foram referenciados para avaliacdo genética a partir
de avaliacdo clinica de seus médicos assistentes (oncologistas, mastologistas e ginecologistas)

do estado da Bahia.

Critérios de inclusao:
e Mulheres com cancer de mama em qualquer idade com histéria familiar;
e Mulheres com cancer de mama com idade abaixo de 50 anos;
e Mulheres com cancer de mama triplo-negativo abaixo de 60 anos;
e Homens com cancer de mama;
e Mulheres com cancer de ovario em qualquer idade com ou sem histéria familiar;

e Mulheres com cancer de mama e ascendéncia judaica Ashkenazi.

Critérios de exclusio:

e Individuos com mutagao familiar j& identificada.
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4.4 Instrumentos de coleta e fonte de dados

Foi acessado o banco de dados do software SOPHIA DDM™, que possibilita a visualizacao
dos resultados dos exames dos individuos. Os dados coletados foram organizados em planilha
do Excel™. As variaveis listadas foram retiradas do banco de dados SOPHiA DDM™, dos

exames utilizados nos anos do estudo.

4.5 Materiais

4.5.1 Tamanho amostral
Foi utilizada uma amostra de conveniéncia. Os dados coletados sdo oriundos de todos 0s
individuos que realizaram o0s testes genéticos no periodo citado e que desejaram participar do

estudo, com tamanho amostral sob livre demanda.

4.5.2 Variaveis

e Gene: Selecionamos para anélise, as varidveis de individuos que possuiam variantes
germinativas Patogénicas/Provavelmente Patogénicas (P/PP) em BRCAL e BRCA2.

e Variante genética: As variantes foram denominadas a partir das recomendacfes para
descricdo de variantes sequenciadas da Human Genome Variation Society (HGVS). O
prefixo “c.” é usado para identificar uma sequéncia de referéncia de DNA codificante
(cDNA), seguido do numero referente aos nucleotideos afetados (ex: ¢.211A>G).
Também foi identificada a variante a partir da alteracdo da proteina, sendo a
determinacdo dos aminoacidos afetados por um codigo de duas ou trés letras, seguido
de um nudmero indicado pela International Union of Pure and Applied Chemistry-

International Union of Biochemistry (IUPAC-IUBMB) para aminoacidos [ex:
p.(Arg71Gly)].

4.5.3 Sequenciamento

O DNA ¢ extraido de sangue periférico de forma automatizada (QIASymphony). E utilizado
critério de qualidade o pardmetro minimo de 50x de profundidade em todas as regides génicas
analisadas. A biblioteca de DNA ¢ preparada utilizando-se o kit comercial da ThermoFischer ™

de PCR multiplex e submetida a sequenciamento de segunda geragéo (lon S5). Sequenciamento
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Sanger ¢ utilizado posteriormente, caso a cobertura de 100% ndo seja atingida pela técnica
anterior. O resultado é uma cobertura de 100% das bases com profundidade acima de 50x nos
exons e minimo de 5pb de regido intronica adjacente. As leituras paired-end de 250pb sio
alinhadas contra o genoma de referéncia UCSC (hg19) e processadas em dois pipelines de

bioinformatica validados.

As variantes detectadas sdo classificadas como Patogénicas, Provavelmente Patogénicas,
Benignas, Provavelmente Benignas e Variantes de Significado Incerto, de acordo com o0s
critérios do American College of Medical Genetics.*

4.6 Plano de Analise

Os dados foram tabulados e analisados no Programa Excel. Foram realizadas andlises
descritivas, utilizando-se tabelas com numero absoluto (n) e frequéncia relativa (%),
considerando que todas as variaveis foram categoricas.

4.7 Aspectos Eticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Escola Bahiana de Medicina

e Saude Publica e aprovado através do parecer circunstanciado n° 6.459.434.
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5 RESULTADOS
O estudo envolveu uma amostra de 3100 individuos procedentes da Bahia, que foram
submetidos a testagem genética de linhagem germinativa, a partir de um painel genético de 37

genes associados a canceres hereditarios, entre agosto de 2017 e fevereiro de 2023.

Conforme pode ser visto no gréafico 1, foram identificados 139 (4,5%) individuos com variante
patogénica em BRCAL e BRCA2. Dentre esses individuos, 81 (58%) apresentaram mutacao em

BRCAL e 58 (42%) apresentaram mutacdo em BRCA2, ndo havendo intersecéo entre 0s grupos.

Graéfico 1 - Namero relativo e absoluto de individuos com
variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas em
BRCA1/BRCAZ2. Salvador, Bahia 2023.

95,5% 4,5%
(n=2961) (n=139)

m Sem variantes em BRCA1 ou BRCA2 BRCA1 BRCA2

Fonte: Autores da Pesquisa

Foram achadas 23 variantes de BRCA1 dentre a amostra, sendo a mais prevalente a variante
€.211A>G, encontrada em 19 (23,4%) individuos, seguida da ¢.3331_3334del, encontrada em
10 (12,3%) individuos, e da ¢.470_471del, encontrada em 8 (9,8%) individuos. (Tabela 1)

Também foram identificadas 24 variantes em BRCAZ2, sendo a mais prevalente a variante
c¢.5216dup, encontrada em 10 (17,2%) individuos, seguida da ¢.8488-1G>A, encontrada em 9
(15,5%) individuos e da c.7673_7674del, também encontrada em 9 (15,5%) individuos. (Tabela
2).

Além disso, foram identificadas, na populacdo estudada, duas variantes previamente
desconhecidas de BRCA2, ¢.6076dupA e ¢.156dupT.
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Tabela 1 — Variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas em BRCAL (NM_007294) e
namero de individuos identificados. Salvador, Bahia, 2017-2023.

cDNA Proteina Quantidade de individuos
c.211A>G p.(Arg71Gly) 19
€.3331_3334del p.(GIn1111Asnfs*5) 10
c.470_471del p.(Serl57%*) 8
€.5074+2T>C p.(?) 6
€.1687C>T p.(GIn563*) 6
¢.3068del p.(Val1023Glyfs*25) 6
€.5266dupC p.(GIn1756Profs*74) 3
€.4986+6T>C p.(?) 3
¢.1067del p.(GIn356Argfs*18) 2
.5251C>T p.(Arg1751*) 2
C.1327A>T p.(Lys443%) 2
€.5096G>A p.(Arg1699GIn) 2
c.3514 _3518del p.(Glul172Phefs*5) 2
€.68 69delAG p.Glu23Valfs*17 1
€.4964_4982del p.Serl655Tyrfs*16 1
C.4675+1G>A p.? 1
€.2192_2196del p.(Lys731Argfs*7) 1
C.441+2T>A p.(?) 1
€.2037delinsCC p.(Lys679Asnfs*4) 1
€.3228_3229del p.(Gly1077Alafs*8) 1
€.4945 4947delinsTTTT p.(Arg1649Phefs*30) 1
€.212G>C p.(Arg71Thr) 1
€.5153-2A>C p.(?) 1

Fonte: Autores da Pesquisa
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Tabela 2 — Variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas em BRCA2 (NM_000059) e

ndmero de individuos identificados. Salvador, Bahia, 2017-2023.

cDNA Proteina Quantidade de individuos
c.5216dupA p.(Tyrl739%) 10
.8488-1G>A p.(?)

C.7673_7674del p.(Glu2558Valfs*7)

c.517-1G>A p.(?)

c.3860del p.(Asn1287l1lefs*6)

€.6952C>T p.(Arg2318%)

C.7124T>G p.(Leu2375%)

c.793+1G>T p.(?)

c.738del p.(Phe246Leufs*5)

.1389_1390del p.(Val464Glyfs*3)

€.5946delT p.Ser1982Argfs*22

€.3680_3681del TG
€.2808_2811del
c.8175G>A
€.3883C>T

€.4415 4418delAGAA
€.6024dupG
€.3167_3170delAAAA
c.7819delA
€.5616_5620del
€.6076dupA
€.9382C>T

€.156dupT

c.8713del

p.Leul227GInfs*5
p.(Ala938Profs*21)
p.Trp2725*
p.(GIn1295%)
p.Lys1472Thrfs*6
p.GIn2009Alafs*9
p.GIn1056Argfs*3
p.Thr2607Leufs*41
p.(Lys1872Asnfs*2)
p.(Thr2026 Asnfs*23)
p.(Arg3128*)
p.(Lys53%)
p.(Tyr2905Metfs*4)

R R R R R R R PR R R P R RPRNMNNDDNDMNNDMNDMNDDAOO©

Fonte: Autores da Pesquisa
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6 DISCUSSAO

Este estudo vem possibilitar maior compreensao da prevaléncia de variantes germinativas
patoldgicas em BRCA1 e BRCA2 em individuos procedentes da Bahia, populacdo pouco
estudada anteriormente. Esta investigacdo é de grande valor, considerando as especificidades
sociais e étnicas do estado, como o acentuado nimero de pessoas pretas e pardas, o que pode
impactar na prevaléncia de doencas hereditarias. Dessa forma, foi possivel realizar a
comparacdo do padrdo de distribuicdo das variantes do estado com a distribuicdo no mundo e
em outras partes do Brasil, além de identificar variantes patogénicas previamente

desconhecidas.

Dentre a populacdo estudada, 2,6% dos individuos apresentaram variante patogénica de BRCA1
e 1,9% em BRCA2. Estes resultadas se alinham com a incidéncia em estudos de escala global .3
Nota-se, especialmente, que, ao excluir individuos com ascendéncia judaica Ashkenazi,
populacdo que ndo esta presente significativamente na Bahia, os resultados encontrados por
Tung et al.*? (2016) se assemelham ainda mais com dados deste estudo. De fato, nenhuma das
variantes fundadoras da populacdo Ashkenazi foi encontrada na amostra deste estudo, o que

indica o impacto da diversidade étnica na prevaléncia das variantes em BRCA1 e BRCA2.33:34

Ao se tratar do Brasil, vale ressaltar a dimensdo continental do pais e sua diversidade
sociodemogréafica, o que reforca a importancia de realizar este estudo no estado da Bahia.
Guindalini et al.®® (2022) encontraram, em uma amostra que abrange, majoritariamente, as
regides sul e sudeste do Brasil, variantes patogénicas em BRCA1 em 5,8% dos individuos e em
BRCAZ2, 4,3%. Ewaldi et al. *® (2016), em uma populacéo proveniente do Rio Grande do Sul,
do Rio de Janeiro e, em menor proporcdo, da Bahia, identificaram prevaléncia semelhante a

que foi encontrada na populacdo da presente pesquisa.

Em um estudo de menor tamanho amostral no Ceara, Gifoni et al.*” (2022) identificaram maior
prevaléncia de variantes patogénicas em BRCA1 e BRCA2, 9,2% e 7,5%, respectivamente. Em
um estudo no Nordeste, com individuos majoritariamente da Bahia, porém com amostra menor,
Felix et al.® (2022) encontraram, também, maior prevaléncia de variantes patogénicas em
ambos 0s genes. Estas discrepancias se devem, possivelmente, as diferencas de critérios de
inclusdo dos individuos testados e do tamanho amostral. Ja em um estudo de Brasilia, Sandoval
et al.*>® (2021) encontraram prevaléncia maior de variantes em BRCA1, porém menor em

BRCA2, quando comparados aos resultados deste estudo.
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Quanto a distribuicio de variantes, no estudo de Guindalini et al. * (2022) a variante de maior
prevaléncia em BRCAL foi a ¢.5266dupC, também presente na amostra deste estudo, mas em
menor propor¢cdo. Em BRCA2, entre as quatro variantes mais prevalentes, ¢.156_157insAlu,
€.6405_6409delCTTAA, c.8488-1G>A, ¢.2808_2811delACAA, apenas as duas Ultimas foram
identificadas no presente estudo, sendo c¢.8488-1G>A a segunda mais prevalente e a
€.2808_2811del ACAA identificada em menor proporcdo. Sandoval et al. ¥ (2021) também
encontraram maior prevaléncia da variante ¢.5266dupC; porém, em BRCAZ2, identificou cada

variante uma Unica vez.

Na amostra de Gifoni et al. 37 (2022), a variante mais prevalente em BRCAL1 foi ¢.3331_3334del,
sendo a segunda mais prevalente no presente estudo. Ja a variante mais prevalente em BRCAZ2,
€.4808del, ndo foi identificada na populacdo deste estudo. A variante em BRCAL
¢.3331_3334del também foi a mais frequente do gene no estudo de Felix et al. * (2022), porém,
em BRCA2, a variante de maior prevaléncia foi a ¢.1389_1390delAG, identificada em poucos
individuos desta amostra. No entanto, na populacdo estudada por Ewaldi et al.*® (2016), ndo

houve intersecdo de variante com a populagéo do presente estudo.

E possivel que esta diversidade entre as variantes mais prevalentes em cada amostra seja devido
as diferentes regides que os estudos abrangem, o que permite comparar o perfil genémico das
diferentes partes do Brasil, relacionando-os com sua diversidade étnica e social. Nao se deve
esperar, por exemplo, que um estudo feito com individuos do Sul do Brasil encontre

determinada variante em semelhante frequéncia a uma coorte do Norte do pais.

A variante em BRCA1 de maior prevaléncia na amostra deste estudo, a ¢.211A>G, possui
origem galega, provavelmente explicada pela grande influéncia ibérica na ancestralidade
baiana. Por outro lado, a variante mais prevalente em BRCA2, a ¢.5216dupA, foi identificada

apenas no Brasil, possivelmente associada a um efeito fundador brasileiro.%4

Vale ressaltar que este estudo possui como limitacdo a presenca da amostra de conveniéncia,
abrangendo individuos que possuem condic¢des de arcar com 0s custos da assisténcia privada a
salde, provavelmente diminuindo a diversidade étnica e social da populacdo. Para a
comparacdo e mensuragdo do impacto das diferengas étnicas, seria interessante a analise de

dados sociodemogréaficos ndo presentes neste estudo, como a ancestralidade. As diferencas
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observadas dos resultados previamente descritos na Bahia em comparagdo com os dados do
presente estudo, podem ser explicadas pois a amostra de Felix et al.*® (2022) foi oriunda de

individuos usudrios do Sistema Unico de Saude.

Ainda assim, € possivel afirmar que este estudo permitiu melhor compreenséo do espectro de
variantes patogénicas causadoras da HBOC na Bahia, com destaque ao tamanho amostral,
especialmente ao considerar-se a escassez de pesquisas do tipo na populacdo baiana. Nesse
contexto, este estudo fez-se necessario e deve servir para guiar a gestdo e a assisténcia a saude

na Bahia.
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7 CONCLUSAO

O objetivo desta pesquisa foi identificar a distribuicdo das variantes patogénicas em BRCAL e
BRCA2 em individuos baianos com suspeita de Sindrome do Cancer de Mama e Ovario
Hereditario. O estudo constatou, na populacdo encaminhada para a realizacdo do painel
genético, uma prevaléncia congruente ao que é encontrado a nivel mundial. Além disso, foi
possivel identificar as variantes mais prevalentes na populacdo determinada, além de duas

variantes previamente desconhecidas.

Pode-se observar a necessidade de continuar avaliando esta populagéo, incluindo os dados
clinicos para realizacdo de correlacbes de gendtipos e fendtipos. Diante disso, é de suma
importancia o conhecimento dos resultados obtidos neste estudo, para esclarecer a relevancia
de politicas publicas direcionadas aos individuos baianos que possuem alto risco para Sindrome
do Céncer de Mama e Ovario Hereditario, possibilitando aprimorar o rastreio, diagnostico e

tratamento de cancer nesta populacéo.
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(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 75073223.6.0000.5544

Instituicao Proponente: Fundagdo Bahiana para Desenvolvimento das Ciéncias - FUNDECI
Patrocinador Principal: Financiamento Proéprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.459.434

Apresentagao do Projeto:

O cancer pode ser descrito como um crescimento celular anormal originado por uma célula que sofre
diversas mutacdes, as quais lhe conferem as marcas registradas do cancer — caracteristicas comuns as
células neoplasicas, como a evasdo ao sistema imune, a angiogénese sustentada e a autossuficiéncia nos
sinais de crescimento. Essas marcas encontradas nas células tumorais sdo responsaveis pela alta
capacidade de replicagado celular e pela resisténcia aos mecanismos de defesa e antitumorais do organismo.
Em 2020, estima-se que houve cerca de 19 milhées de novos casos de cancer e quase 10 milhdes de
mortes relacionadas a doencga, sendo o continente americano responsavel por 20,9% da incidéncia e 14,2%
da mortalidade global. A patologia é a segunda maior causa de morte no mundo, atras apenas das doencas
cardiovasculares. Na populagdo feminina, o Cancer de Mama é o de maior incidéncia, estimado em 73 mil
(30,1%) casos, seguido do Cancer de Cdlon e Reto, com 23 mil (9,7%) casos novos estimados. Entre os
homens, o Cancer de Prostata sera o mais incidente, com 71 mil (30%) casos novos e, em seguida, o
Cancer de Colon e Reto, com quase 22 mil (9,2%) casos. O cancer é uma doenca gendémica, visto que &
resultado de mutagdes cumulativas no DNA de uma célula normal. A carcinogénese pode envolver centenas
de genes e esta relacionada, principalmente aos proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes de
reparo de DNA. A maioria dessas mutagdes sdo somaticas, o que significa que
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ocorrem ao acaso ao longo da vida e estdo presentes apenas nas células tumorais, ndo sendo relacionadas
a hereditariedade. Porém, existem, também, as mutagdes germinativas, que sdo herdadas verticalmente, ou
seja, passadas de pais para filhos, e causam as sindromes de predisposicdo hereditaria ao cancer. O
descobrimento e esclarecimento dessas sindromes e dos genes que as causam permitiu uma melhor
compreensao do desenvolvimento do cancer, assim como melhoria de desfechos clinicos, por meio da
prevencdo através de mudanca de habitos e padrdes de rastreio, terapias especificas e indicagcbes de
cirurgias profilaticas.

Objetivo da Pesquisa:

Primario:

Descrever as caracteristicas tumorais, familiares e as variantes genéticas germinativas patogénicas
causadoras de cancer hereditario em pacientes do estado da Bahia.

Secundarios:
Estimar o impacto da avaliagdo clinica na suspei¢cdo de casos de canceres hereditarios pelos médicos
assistentes (oncologistas, mastologistas, geneticistas).

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os pesquisadores informam:

Riscos: O principal risco seria o vazamento de informagdes que permitam a identificagdo dos individuos da
amostra. Com relagdo ao vazamento das informagdes dos pacientes, a equipe tomara todas as precaugdes
para minimizar este risco, garantindo que o sigilo dos dados do paciente bem como seu anonimato serao
resguardados em todas as etapas e apds término do estudo. Todas as informacdes prestadas serdo
tratadas com alto rigor de confidencialidade e permanecerdo compiladas em um banco de dados protegido
por senha cujo acesso somente sera permitido a equipe de pesquisa. Os dados analisados também ja
estardo dissociados da identificagcdo dos individuos no momento da sua coleta.

Beneficios: Conhecer o perfil das variantes genéticas na populagdo Baiana que estdo sabidamente
associadas ao aumento de risco de desenvolvimento de cancer, o que possibilita a tomada de medidas
populacionais de reducédo de risco e desenvolvimento de métodos eficazes de rastreio para deteccao

precoce do principais tumores hereditarios.

Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE): Os pesquisadores solicitam dispensa do TCLE e
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justificam que, o termo de consentimento informado anexado na submissdo ao CEP néo faz parte do projeto
de pesquisa. O documento em questdo é utilizado pela instituicdo parceira (Laboratério que assinou o termo
de anuéncia anexado ao projeto) no momento da assisténcia aos pacientes, imediatamente antes da coleta
dos dados e da amostra bioloégica. Reiteramos a nossa solicitagcdo de dispensa de termo de consentimento
livre esclarecido (TCLE), pois o estudo trata-se de uma revisdo de laudos ja emitidos pela instituicao
parceira a pacientes oncolégicos cuja identificacdo ja esta inacessivel aos pesquisadores. Portanto,
acreditamos que a necessidade do TCLE trara mais riscos do que beneficios, pois haveria a necessidade de
quebra de sigilo da identificacdo dos individuos que possuem diagnéstico de doenga oncolégica. Seguindo o
principio da ndo maleficéncia, o nosso contato muitos meses apds a liberagdo do exame traria maleficios
aos pacientes oncolégicos, além do fato de que muitos deles ja faleceram, e o contato com a familia do ente
falecido também seria prejudicial.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Metodologia:

Desenho de pesquisa: Estudo de Corte transversal — observacional analitico.

Local: Centro Laboratorial de Genética e Biologia Molecular em Salvador, Bahia.

Populagéo: pacientes que realizaram painel genético para cancer hereditario (sequenciamento de nova
geracdo de 37 genes, mediante preenchimento de protocolo clinico e assinatura do termo de consentimento
informado utilizado para fins laboratoriais) no periodo de agosto de 2017 a maio de 2023.

Amostra: n=3100 amostra de conveniéncia. Os dados coletados serdo oriundos de todos os pacientes que
realizaram os testes genéticos no periodo citado.

Critério de Inclusdo: resultado de exames de individuos com sindrome de cancer de mama e ovario
hereditario que foram referenciados para avaliagdo genética a partir de avaliagéo clinica de seus médicos
assistentes (oncologistas, mastologistas e ginecologistas) do estado da Bahia;

Individuos que autorizaram o uso dos dados mediante assinatura do TCI no laboratério privado no momento
da coleta dos testes genéticos.

Critério de Exclusdo: Pacientes com mutagao familiar ja identificada.;

Individuos que ndo autorizaram o uso dos dados mediante assinatura do TCI no laboratério privado no
momento da coleta dos testes genéticos.

Desenvolvimento
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Os pacientes foram encaminhados para a realizagdo do referido teste por seus respectivos médicos
assistentes devido a suspeita clinica de uma Sindrome de Predisposi¢do ao Cancer. Foi realizado
sequenciamento de nova geragdo (NGS) em fragmentos de 100-150 pb (paired-end) obtidos por captura de
alvos enriquecidos de 37 genes nucleares do genoma humano. Os dados foram obtidos dos registros em
base de dados do laboratério. As variaveis de pesquisa serdo: Gene: categérica, politémica. « Variante
genética: categorica, politdmica. * Classificacdo da variante: categérica, politdmica. « Sexo: categérica,
dicotémica. * Idade: quantitativa, descontinua. * Histéria familiar: categérica e dicotémica. « Procedéncia:
categorica, politdmica. « Ancestralidade: categérica, politdmica. « Diagnéstico: categérica, politdmica. * Tipo
histolégico de cancer: categoérica, politomica. Apds a divisdo em grupos serdo realizadas andlises descritivas
e aplicacdo de testes estatisticos especificos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

* Folha de rosto: adequadamente apresentada, assinada por pesquisador responsavel e responsavel
institucional da EBMSP;

* Termo de anuéncia: apresenta anuéncia da Pré-Reitoria de Pesquisa, Inovacédo e Pés-Graduagéo Stricto
Sensu da EBMSP; anuéncia da instituicdo coparticipante DNA Centro Laboratorial de Genética e Imunologia
Molecular LTDA;

* Cronograma: coleta de dados prevista para 01/12/2023 a 01/03/2024. Referem envio de relatério ao CEP;

* TCLE: solicita dispensa e justificam que estudo trata-se de uma revisdo de laudos ja emitidos pela
instituicdo parceira a pacientes oncolégicos cuja identificagdo ja esta inacessivel aos pesquisadores;
* Orgamento descrito na PB: R$ 8.500,00 (or¢amento anexo R$9.000,00). Financiamento préprio.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

Apés analise bioética desse protocolo de pesquisa, de acordo com a Resolucdo 466/12 do CNS/MS e
documentos afins, indicamos aprovacgao.

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o CEP-Bahiana, de acordo com as atribuicdes definidas na Resolugdo CNS n°
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466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela aprovacédo deste protocolo

de pesquisa dentro dos objetivos e metodologia proposta.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 18/10/2023 Aceito
do Projeto ROJETO 1944949 .pdf 10:40:44
QOutros Carta_do_pesquisador_ao_CEP_assina| 18/10/2023 |DIEGO SANTANA Aceito

do.pdf 10:39:30 [CHAVES GERALDO
MIGUEL
Declaragédo de CARTA_DE_ANUENCIA_ESCOLA_BA | 12/09/2023 |DIEGO SANTANA Aceito
Instituicdo e HIANA_DE_MEDICINA.pdf 15:34:27 |CHAVES GERALDO
Infraestrutura MIGUEL
Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO_ASSINADA_PES | 12/09/2023 |DIEGO SANTANA Aceito
QUISADOR_E_INSTITUICAO .pdf 15:18:45 |CHAVES GERALDO
MIGUEL
Projeto Detalhado / |PROJETO_DE_PESQUISA_COMPLET | 18/08/2023 |DIEGO SANTANA Aceito
Brochura O.pdf 14:09:01 |CHAVES GERALDO
Investigador MIGUEL
Orgamento orcamento_detalhado.xIsx 18/08/2023 | DIEGO SANTANA Aceito
14:08:44 |CHAVES GERALDO
MIGUEL
Outros FORMULARIO_CLINICO_PROTOCOL | 18/08/2023 |DIEGO SANTANA Aceito
O.pdf 12:55:49 [CHAVES GERALDO
MIGUEL
TCLE / Termos de |TERMO_DE_CONSENTIMENTO_INFO| 18/08/2023 |DIEGO SANTANA Aceito
Assentimento / RMADO_TCI.pdf 12:54:57 |CHAVES GERALDO
Justificativa de MIGUEL
Auséncia
Declaragédo de TERMO_DE_ANUENCIA_DE_INSTITUI| 18/08/2023 |DIEGO SANTANA Aceito
concordancia CAO_PARCEIRA pdf 12:54:42 |CHAVES GERALDO
MIGUEL

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao
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SALVADOR, 25 de Outubro de 2023

Assinado por:
Noilton Jorge Dias

(Coordenador(a))
Endereco: AVENIDA DOM JOAO VI, 274
Bairro: BROTAS CEP: 40.285-001
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)2101-1921 E-mail: cep@bahiana.edu.br
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