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DISSERTACAO DE MESTRADO

Caroline Stahnke Richau

O céancer de ovario é uma das neoplasias ginecolégicas com os mais altos indices de
mortalidade. Os carcinomas de origem epitelial representam cerca de 90% dos casos, sendo o
subtipo seroso de alto grau (HGSOC) o mais frequente. A presenca de variantes, germinativas
ou somaticas, com perda de funcdo em BRCA1 e/ou BRCA2 sdo indicativas para estratégias de
tratamento especificas para essas pacientes, como a utilizacao de inibidores de PARP. Outros
genes supressores tumorais apresentam altos indices de variantes somaticas de perda de
funcdo em HGSOC, como o gene TP53, que possui mutacdes somaticas em 96% dos casos. O
presente trabalho visou identificar as variantes genéticas germinativas e somaticas nos
genes BRCAL, BRCA2 e TP53 em pacientes com cancer de ovario epitelial, além de descrever
as caracteristicas histopatoldgicas dos casos. As amostras utilizadas (sangue e tumor) foram
do Banco Nacional de Tumores do INCA, os procedimentos metodoldgicos seguiram as
etapas de (i) revisdo histopatoldgica; (ii) isolamento do material genético (DNA); (iii)
amplificacdo das regides alvo; (iv) preparo das bibliotecas e sequenciamento em larga escala ;
(v) andlise por bioinformatica; e (vi) descricdo e classificacdo das variantes. Houve a
caracterizacdo quanto a patogenicidade para 112 variantes germinativas identificadas nos
éxons dos genes de interesse, sendo 45 no gene BRCA1, 20 em BRCA2 e 47 em TP53. Dentre
as alteracdes germinativas, a perda de funcao foi indicada para: 5 casos em BRCAL, em que 4
destes apresentaram perda de heterozigosidade no tumor; 4 casos para BRCA2; e nenhum
para TP53. As mutagbes somaticas totalizaram 70 variantes identificadas, sendo 11 no
gene BRCAL, 22 em BRCA2 e 37 em TP53. Para essas, mutacdes com perda de funcdo foram
observadas em 6 casos para BRCAL, 14 para BRCA2 e 35 para TP53. A maioria dos pacientes
foi diagnosticada na faixa etaria de 50 a 60 anos, com subtipo histolégico HGSOC, em
estadiamento avancado da doenca e sem historico familiar. A metodologia NGS permitiu a
identificacdo de variantes com baixas frequéncias alélicas que sdo caracteristicas de casos
somaticos. A maior identificacdo de variantes germinativas com perda de funcgéo
em BRCA1/2 e variantes somaticas com perda de funcdo em TP53 corroborou com os dados
de estudos anteriores, indicando a adequacdo da metodologia aplicada. Este trabalho
contribuiu com a ampliacdo do conhecimento acerca dos eventos genéticos germinativos e
somaticos que ocorrem nos casos de cancer epitelial na populacdo brasileira.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Caroline Stahnke Richau

Ovarian cancer is one of the gynecological neoplasms with the highest mortality
rates. Carcinomas of epithelial origin represent about 90% of cases, with the high-grade
serous subtype (HGSOC) being the most frequent. The presence of germline or somatic
variants with loss of function in BRCAL1 and/or BRCAZ2 are indicative for specific treatment
strategies for these patients, such as the use of PARP inhibitors. Other tumor suppressor genes
have high rates of somatic loss-of-function variants in HGSOC, such as the TP53 gene, which
has somatic mutations in 96% of cases. The present work aimed to identify the germline and
somatic genetic variants in the BRCAL, BRCA2 and TP53 genes in patients with epithelial
ovarian cancer, in addition to describing the histopathological characteristics of the cases. The
samples (blood and tumor) were from the National Tumor Bank of INCA, the methodological
procedures followed the steps of (i) histopathological review; (ii) isolation of genetic material
(DNA); (iii) amplification of target regions; (iv) library preparation and high throughput
sequencing; (v) bioinformatics analysis; and (vi) description and classification of variants.
The pathogenicity was characterized for 112 germline variants identified in the exons of the
genes of interest, 45 in the BRCAL1 gene, 20 in BRCA2 and 47 in TP53. Among the germinal
alterations, loss of function was indicated for: 5 cases in BRCAL, in which 4 of these
presented loss of heterozygosity in the tumor; 4 cases for BRCA2; and none for TP53.
Somatic mutations totaled 70 identified variants, 11 in the BRCAL gene, 22 in BRCA2 and 37
in TP53. For these, mutations with loss of function were observed in 6 cases for BRCAL, 14
for BRCA2 and 35 for TP53. Most patients were diagnosed in the 50 to 60-year age group,
with histological subtype HGSOC, in advanced stage of the disease and without a family
history. The NGS methodology allowed the identification of variants with low allelic
frequencies that are characteristic of somatic cases. The greater identification of germline
variants with loss of function in BRCA1/2 and somatic variants with loss of function in TP53
corroborated data from previous studies, indicating the adequacy of the applied methodology.
This work contributed to the expansion of knowledge about the germinal and somatic genetic
events that occur in cases of epithelial cancer in the Brazilian population.
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1.  INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia do Cancer de Ovario:

O cancer de ovario apresenta a nivel global uma incidéncia em torno de 314.000 novos
casos por ano e uma taxa de aproximadamente 207.500 obitos, representando uma das
neoplasias ginecoldgicas com os mais altos indices de mortalidade (SUNG et al., 2021).
Devido a alta mortalidade e a um periodo de sobrevida de 5 anos abaixo de 45%, o cancer de
ovario tornou-se o sétimo tipo mais comum de neoplasia e a oitava causa de morte por cancer
entre mulheres (FERLAY et al., 2015; WEBB; JORDAN, 2017). A incidéncia por idade é
mais elevada nas regibes norte, central e oriental da Europa e na América do Norte; a Europa
ocidental e a Australia apresentam taxas intermediarias; enquanto as menores taxas estdo na
Asia e na Africa (WEBB; JORDAN, 2017).

No Brasil, este tipo de cancer é o oitavo mais incidente na populacdo geral e foram
estimados 6.650 casos novos para cada ano do triénio de 2020- 2022, correspondendo a 6,18
casos novos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2020). De acordo com as estimativas do INCA
(2020), sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de ovario ocupa a sétima
posicdo de tumores mais frequentes nas Regides Nordeste e Norte com um risco estimado de
5,67/100 mil e de 3,28/100 mil, respectivamente. Nas Regides Sudeste (7,01/100 mil) e
Centro-Oeste (5,09/100 mil) esta neoplasia ocupa a oitava posi¢éo e, na Regido Sul (7,06/100
mil) ocupa a nona posicao.

Cerca de 3/4 dos canceres de ovario apresenta-se em estagio avancado no momento do
diagnostico, por conta da localizagdo anatdmica desfavoravel. Ademais, estratégias de
deteccdo pouco eficazes corroboram para a deteccédo tardia do cancer, o qual em sua maioria
também esté associado ao pior progndstico e a menor sobrevida (TOSS et al., 2015).

1.2. Histopatologia do Cancer de Ovario:

O cancer de ovario pode se originar do tecido epitelial, das células enddcrinas do
estroma ou das células germinativas; a classificacdo da neoplasia segue a origem primaria do
carcinoma (JELOVAC; ARMSTRONG, 2011). O tipo histologico epitelial representa
aproximadamente 90% dos casos e é considerada uma doenca heterogénea por abranger os
diferentes subtipos: Adenocarcinoma ou Cistadenocarcinoma Seroso; Adenocarcinoma ou
Cistadenocarcinoma Mucinoso; Adenocarcinoma ou Cistadenocarcinoma de Células claras;

adenocarcinoma Endometrioide; adenocarcinoma ou cistadenocarcinoma Seroso papilar; e

1



Tumor de Brenner maligno; seguindo a classificacdo da OMS (GADDUCCI et al., 2019;
JELOVAC; ARMSTRONG, 2011) (Figura 1.1). A Federacdo Internacional de Ginecologia e
Obstetricia (FIGO) propds o estadiamento de I-IV do cancer de ovério com base na
histopatologia e no potencial de agressividade e invasdo tumoral; sendo a maioria dos casos
diagnosticados nos estagios avancados I11-1V (PRAT et al., 2015; GARZIERA et al, 2019).
Um modelo dualistico foi elaborado para classificar o cancer de ovério epitelial (EOC) em
dois grupos, de acordo com as caracteristicas genético moleculares e clinico-patologicas;
resultando na divisdo em tipo | de baixo grau e em tipo Il de alto grau (KOSSAI et al., 2018;
KURMAN; SHIH, 2011). Os carcinomas do tipo | somam cerca de 25% dos casos EOC,
sendo diagnosticados em estagios precoces e englobam os subtipos seroso de baixo grau,
endometrioide, mucinoso e de células claras. O tipo Il representa cerca de 75% dos casos,
com deteccdo em estagios avancados e rapida progressdo tumoral; tal grupo inclui os subtipos
seroso de alto grau, alto grau endometrioide, carcinosarcoma e carcinoma indiferenciado
(DION et al., 2020).

As neoplasias do tipo | caracterizam-se pela rara presenca de mutacdes no gene TP53 e
por alteracdes em 70% dos casos nos genes relacionados a via de sinalizacdo MAPK como
BRAF, KRAS, PTEN, CTNNB1, PIK3CA (TESTA et al., 2018). O tipo Il apresenta alta
instabilidade gendmica, com mutacgdes bastante frequentes no gene TP53 e em demais genes
da via de reparo ao DNA por recombinacdo homéloga (DION et al., 2020). O subtipo epitelial
seroso de alto grau (HGSOC) é o mais frequente e com maior taxa de mortalidade, geralmente
sdo diagnosticados como casos bilaterais com potencial acometimento da cavidade peritoneal
devido ao alto poder de invasdo. Tal subtipo histolégico apresenta mutaces de origem
somatica no gene TP53 em 96% dos casos, seguido do gene BRCAL com cerca de 12,5%
(sendo 9% mutacdo de origem germinativa e 3,5% de origem somatica), BRCA2 com 11,5%
(sendo 8% mutacdo de origem germinativa e 3,3% de origem somatica) e de outros genes
reguladores da estabilidade gendmica com mutacGes germinativas e/ou somaticas (TESTA et
al., 2018).



Figura 1.1: Subtipos histologicos Adenocarcinoma/Cistoadenocarcinoma do cancer de
ovario epitelial: (A) seroso de alto grau ou HGSOC; (B) seroso de baixo grau; (C)
Mucinoso; (D) Endometrioide; (E) Células claras.

Fonte das imagens: (A) e (C) HIRST et al., 2018; (B) IONESCU et al., 2017; (D) e (E)
FADARE; PARKASH, 2019.



1.3. Biologia Molecular do Cancer de Ovario:

A tumorigénese decorre de eventos genéticos e/ou epigenéticos que causam mutacdes,
translocacbes ou amplificacdes suficientes para modificar genes relacionados a proliferacdo
celular e ao controle da morte celular. Tais alteracbes ativam as transformacGes de proto-
oncogenes em oncogenes, ocasionando o ganho de funcdo dos alelos destes genes e
estimulando o crescimento tumoral. Em contrapartida, estas alteracbes promovem a
inativacdo de ambos os alelos dos genes supressores de tumor, resultando na supressdo do
processo de controle do ciclo celular (AUNOBLE et al, 2000; THOMPSON; THOMPSON,
2007). Em casos de tumor de ovario, a via de reparo por recombinagdo homodloga (HR)
apresenta 0os maiores indices de mutacdo, representando cerca de 50% das alteracGes em
HGSOC. Como consequéncia as modificacdes nos genes BRCA1/2 e TP53, ocorre que 0
acumulo de mutagdes germinativas e/ ou somaticas gera instabilidade genémica. Instabilidade
decorrente do funcionamento inadequado das vias de reparo ao DNA, dos controles do ciclo
celular e apoptose e; dessa forma, aumentam os riscos para o desenvolvimento de cancer de
mama e/ou ovario (MAXWELL et al., 2017). Outros genes como ATM, PTEN, RAD51C,
BARD1, CHECK2, PALB2 também atuam nas vias de reparo ao DNA e; assim, mutagdes
monoalélicas nestes genes propiciam casos hereditarios de cancer de mama e/ou ovario
(DELL VALLE etal., 2020).

Nos casos hereditarios, os eventos de perda de funcdo do alelo selvagem ocorrem na
presenca de variantes patogénicas que alteram o estado heterozigético para homozigético da
célula tumoral, 0 que se caracteriza como perda de heterozigosidade (KECHIN et al., 2018).
A perda de heterozigosidade (LOH) pode ser fundamental para o desenvolvimento da
carcinogénese por estar relacionada com a teoria dos dois eventos de Knudson; o qual
estabeleceu a hipétese da perda da fungéo alélica em duas etapas, sendo diferentes para casos
germinativos e somaticos (KECHIN et al., 2018; MAXWELL et al., 2017; RYLAND et al.,
2015). Com relacdo aos casos germinativos, o fendtipo tumoral se desenvolve a partir da
mutacdo herdada (germinativa), que confere uma susceptibilidade genética; associado a perda
do segundo alelo funcional por mutagdo adquirida (somaética) em genes supressores de tumor.
Dessa forma, o resultado destes dois eventos mutacionais € a perda de funcdo de ambos 0s
alelos e por consequéncia, o favorecimento da progressdo tumoral. Enquanto que para casos
somaticos ambos os eventos de perda de fungdo alélica acontecem por mutacdes adquiridas,
ou seja, somaticas (KNUDSON, 1971; 2001).

Contudo, os autores Kinzler e Vogelstein (1997) adicionaram a tumorigénese de forma

hereditaria e somatica, o conceito de caretakers e gatekeepers aos genes supressores de
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tumor. Parte-se da premissa que gatekeepers, a exemplo do gene TP53, atuam no controle da
proliferacdo celular, da diferenciacdo e da apoptose. Por conseguinte, mutacGes em tais genes
impactam diretamente no aumento da taxa mutacional e na promocdo da neoplasia;
corroborando com o modelo de Knudson de apenas dois eventos mutacionais para a
carcinogénese. No entanto, os caretakers sdo categorizados como genes de reparo ao DNA e
de manutencdo da estabilidade gendmica, possuem um efeito indireto na contribuicdo do
fendtipo tumoral; sendo assim é necessario um acumulo de mutagdes com no minimo quatro
eventos mutacionais. O padrdo de heranca autossémica dominante associada aos caretakers
como BRCAL/2 requer a presenca do alelo ndo funcional do gene caretaker herdado do
parente afetado (susceptibilidade genética), seguido da mutagdo do alelo selvagem do gene
herdado do parente ndo afetado e também deve ocorrer a perda de fungdo de ambos os alelos
do gene gatekeeper (mutacdes adquiridas).

Pacientes com mutacbes em BRCAL/2 apresentam diferentes riscos para o
desenvolvimento de cancer de mama ou ovario, reflexo de variagfes na penetrancia para cada
gene. A diversidade de mutagdes impacta na associagdo entre gendtipo e fenotipo e por sua
vez, na determinacdo dos riscos para o desenvolvimento do cancer que oscilam, dependendo
da constituicdo genética do individuo, no que diz respeito a ancestralidade e ao histérico
familiar; e de fatores ambientais (RAMUS; GAYTHER, 2009). Outro fator que também pode
influenciar no risco é o tipo e a localizacdo da mutacdo, pois mutagdes presentes em
determinadas regibes do gene BRCALl ou BRCA2 podem ampliar ou diminuir
significativamente o risco para o cancer de mama ou ovario (RISCH et al., 2001). Estudos
apontam para um aumento no risco de cancer de ovario na presenca de mutagdes na regiao
ovarian cancer cluster region (OCCR) do éxon 11 (nucleotideos 3035pb—6629pb) do gene
BRCAZ2, assim como para mutagdes na regido 3" do gene BRCAL ou na porg¢do central entre 0s
nucleotideos 2041 a 4190 do mesmo gene (GAYTHER et al., 1995; RAMUS; GAYTHER,
2009; THOMPSON; EASTON, 2002).

Por estar mutado em diversos tipos de cancer, o gene TP53 apresenta um papel
complexo na tumorigénese, 0 que acarreta na perda ou no ganho de funcéo para a atividade
transcricional de p53, dependendo do tipo de mutagdo e da origem tumoral (BOYARSKIKH
et al., 2020). No desenvolvimento do carcinoma de ovario o gene TP53 sofre alteracGes
deletérias por meio de eventos somaticos; contudo ocorre também a susceptibilidade genética
para a Sindrome de Li-Fraumeni aos portadores de mutacfes germinativas. Tal sindrome
apresenta padréo autossdbmico dominante com alta penetrancia e riscos de desenvolvimento de
tumor de mama, sarcomas, tumor cerebral e adrenocortical, que excedem em 90% para
mulheres (PIETRAGALLA et al., 2020).



Em suma, os fatores genéticos para iniciacdo tumoral dependem da inativacéo
bialélica dos genes supressores tumorais. O mecanismo celular necessério para a promogéo da
carcinogénese requer o estado recessivo a nivel celular, seja por eventos germinativos e
somaticos ou apenas por eventos somaticos. As diferencas na populacdo em geral entre os
riscos de desenvolvimento e a propor¢do de casos relacionados com condigdes hereditarias
explicam-se pela presenca da susceptibilidade genética. Uma predisposicdo em que,
invariavelmente, h4 a necessidade da herdabilidade de uma mutacdo genética de algum dos
progenitores; favorecendo a tumorigénese em idade precoce e maior frequéncia de casos
bilaterais (SHULMAN, 2010).

1.4. Variantes genéticas no Cancer de Ovario:

Estudos associados ao sequenciamento gendmico completo possibilitam a investigacao
de variantes genéticas comuns como os polimorfismos de base Unica (SNPs), os quais se
estima que contabilizem cerca de 10 milhdes ao longo do genoma humano (GARCIA-
CLOSAS et al., 2011). A deteccdo de SNPs indica regibes genémicas de susceptibilidade
genética para o desenvolvimento tumoral, sendo que para o caso do cancer de ovario sao
selecionados oncogenes, genes supressores tumorais, genes relacionados as vias de reparo
como também aos hormdnios estrogénio e progesterona (BOLTON et al., 2012). Outro tipo
de polimorfismo refere-se as inser¢Bes ou delecdes (INDELS) que podem variar de 1 a 10.000
pares de bases no genoma humano e também estdo associados a predisposicdo para doencas
genéticas (MULLANEY et al., 2010).

Os SNPs sdo considerados mutacdes de ponto ou de base Unica, em que ocorre a
modificagdo de um alelo em um gene por meio de substituicdo, delecdo ou insercéo;
resultando em um alelo alternativo. Tais modificagcBes podem ser (i) substitui¢cBes sinénimas,
em que ocorre alteracdo no codon sem o comprometimento da sequéncia de aminoacidos; ou
(if) ndo-sinbnimas, em que a alteracdo causa a codificacdo de um aminoacido diferente
(GRIFFITHS et al., 2009). Dentre as muta¢des ndo-sindbnimas ha a do tipo missense que
modifica uma base na trinca de um codon e; consequentemente, ocorre a substituicdo por
outro aminoacido que distingue da sequéncia original da proteina. Outro tipo é a mutacao
nonsense, que resulta na troca de um cddon codificante para um aminoacido por um cédon de
parada e, assim, causa uma interrup¢do prematura na leitura da sequéncia. Existe também a
mutacdo frameshift resultante da insercdo ou delecdo de poucas bases capazes de alterar a
sequéncia aberta de leitura que permite a traducdo da proteina (THOMPSON; THOMPSON,
2007).



A aplicacdo de painéis génicos em testes genéticos possibilita, por meio do
sequenciamento em larga escala, a identificacdo de variantes genéticas de predisposi¢do a
tumorigénese. Detecgdo que ndo é restrita apenas aos genes BRCA1, BRCA2, TP53, pois se
aplica também aos demais associados a via de reparo por recombinacdo homologa com baixa
a elevada penetrancia (COUCH et al., 2017; FOOTE et al., 2017; WALSH et al., 2011). As
mutacBes detectadas nas regibes codificantes sdo categorizadas de acordo as suas
consequéncias em: (1) patogénica, (2) provavelmente patogénica, (3) significado clinico
incerto, (4) provavelmente benigna, (5) benigna; de acordo com recomendacdes da American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (PLON et al., 2008; RICHARDS et al.,
2015).

Variantes sindnimas ou silenciosas sdo categorizadas como benignas, por nao
causarem nenhum impacto estrutural ou funcional a proteina. Variantes nonsense ou
frameshift, na maior parte dos casos, sdo categorizadas como patogénicas, pois sdo
responsaveis por gerar proteinas truncadas, devido a terminacdo prematura da sequéncia de
leitura; ou por produzir proteinas ndo candnicas, que carecem de dominios funcionais (LYRA
JR et al., 2021). Modificacdes patogénicas ocorrem tanto em regides codificantes do gene
guanto em regides regulatdrias, em que substituicdes ou Indels podem reduzir ou inativar a
producdo proteica. Desta forma, é possivel afetar os niveis de expressdao génica como
também de alterar o processo de splicing por meio da inativacdo de sitio doador ou aceptor
(SZABO; WORLEY; MONTEIRO, 2004). No banco de dados ClinVar estdo depositadas
9.324 variantes germinativas para o gene BRCA1, sendo 3.417 patogénicas e 3.098 VUS;
para 0 gene BRCA2 h& um total de 13.548 variantes patogénicas, dentre estas 3.964 sdo
patogénicas e 5.511 consideradas VUS (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar).

Existem variantes de significado incerto (VUS), que ndo sdo classificadas como
patogénica ou benigna por ndo apresentarem uma definicdo quanto ao efeito da variante. Tais
variantes oscilam dentre os critérios de classificacdo, sendo geralmente variantes missense,
insercOes, delecdes inframe ou variantes intronicas fora dos sitios canénicos de splicing
(LYRA JR et al., 2021). Os dados conflitantes para a classificacdo de uma VUS impactam na
estimativa do risco de cancer e no manejo clinico do paciente, pois a probabilidade de tais
variantes serem reclassificadas como patogénicas varia entre 5% a 94,9% (FANALE et al.
2021). Como forma de determinar a relevancia clinica de uma VUS, ensaios funcionais sao
desenvolvidos para analisar a influéncia na fungéo proteica, ou no mecanismo de splicing.
Esses ensaios, juntamente com informagfes epidemioldgicas, do historico familiar,
coocorréncia com mutacao deletéria e caracteristicas da patologia tumoral, tentam predizer o

efeito da variante (CARVALHO et al., 2007; RODRIGUEZ-BALADA et al., 2016).
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1.5. Variantes genéticas germinativas nos genes BRCAL, BRCA2 e TP53:

Estudos epidemiol6gicos apontam riscos mais elevados para cancer de mama e/ou
ovario em individuos aparentados em comparacdo a populacdo em geral, indicando a
propensdo para multiplos casos, geralmente em idade precoce (EASTON et al., 1993).
InvestigacOes sobre segregacdo familiar constataram que a genética influencia nos padrdes de
ocorréncia de cancer, indicando um possivel modo de transmissdo hereditario e de
susceptibilidade genética (NEWMAN et al., 1997). Verificou-se que alteragdes em um gene
localizado no cromossomo 17q, causaria a predisposi¢cdo hereditaria ao cAncer de mama e/ou
ovario com padrédo alélico autossdmico dominante em familias com altos indices de casos
(NAROD et al., 1991; NEWMAN et al., 1997). As técnicas de mapeamento génico e
clonagem do cromossomo 1721 associaram a susceptibilidade genética ao gene BRCAL
(EASTON et al., 1993; MIKI et al., 1994; SOLOMON; BAKER, 1991), posteriormente um
segundo gene, localizado no cromossomo 13q também foi reconhecido por aumentar 0s riscos
de cancer de mama; sendo denominado BRCA2 (WOOSTER et al., 1995).

A presenca de mutacbes germinativas nos genes BRCAL e/ou BRCA2 confere um
maior risco acumulativo para o desenvolvimento de cancer de mama e/ou ovario, comparado
com a populacdo em geral, a qual apresenta, respectivamente, risco entre 10 a 15% e 1 a 2%,
respectivamente (ANTONIOU et al., 2003; EASTON et al., 1995). Variantes germinativas
patogénicas nos genes BRCA1/2 estdo presentes em cerca de 11 a 18% dos casos de cancer de
ovario (HAUNSCHILD; TEWARI, 2021). Estima-se que, ao longo da vida, portadores dessas
mutacdes apresentam entre 60 a 85% de chances em desenvolver cancer de mama e 15 a 40%
para cancer de ovario (WOOSTER; WEBER, 2003); sendo que o risco de cancer de ovario
para portadores de mutacdes em BRCAL varia 39 a 40% e para BRCA2 entre 11 a 18%
(MYLAVARAPU et al., 2018).

A predisposicdo hereditaria com maior destaque, causada por mutacdes germinativas
em genes de susceptibilidade, € denominada como Sindrome de Cancer de Mama e Ovario
Hereditario (HBOC); sendo cerca de 60% dos casos relacionados aos genes de alta
penetrancia BRCA1/2. Esta sindrome caracteriza-se por historico familiar de cancer de mama
e/ou ovario e idade de manifestacdo precoce (KOBAYASHI et al., 2013). A HBOC ocorre em
todas as etnias e estima-se que a prevaléncia de variantes patogénicas em BRCA1/2 varie de 1
em 400 a 1 em 800, dependendo da ascendéncia étnica (PETRUCELLI et al., 2010). Algumas
etnias como os judeus Ashkenazi apresentam mutacGes fundadoras 185delAG no gene
BRCAL com a frequéncia de 1% na populacdo e uma segunda mutacdo fundadora 5382insC

0.1% a 0.13% das mulheres Ashkenazi; enquanto para o gene BRCA2 a mutacao 6174delT é
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encontrada em cerca de 1% a 1.52% (FERLA et al., 2007; KEDAR-BARNES; ROZEN,
2004). Tais mutacOes fundadoras apresentam uma prevaléncia conjunta de 2 a 3% na
populacdo Ashkenazi, 0 que aumenta mais a proporc¢ao de casos hereditarios (REBBECK et
al., 2018).

Tal sindrome autossémica dominante aumenta a predisposi¢cdo para o surgimento nao
apenas de tumores de mama e ovario, como também de outros tipos tumorais como cancer de
prostata, pancreas, estbmago e melanoma (EWALD et al., 2016). A identificagéo clinica do
probando para HBOC ocorre por meio de alguns critérios como os estabelecidos pela
American Society of Clinical Oncology (ASCO) e National Comprehensive Cancer Network
(NCCN, os quais incluem dados como: (a) dois ou mais casos de cancer de mama e/ou ovario
em idade precoce (pré-menopausicos); (b) maltiplos casos na familia; (c) cancer de mama
bilateral e (d) padréo de transmissao vertical (INCA, 2009).

MutacgOes genéticas germinativas em heterozigose no gene TP53 estdo relacionadas a
Sindrome de Li-Fraumeni, a qual aumenta os indices de risco ao desenvolvimento de variados
tipos de cancer (SCHNEIDER et al., 1999). Estima-se que mais de 50% das familias com
fenotipo de Li-Fraumeni apresentam mutacdes hereditarias em TP53; sendo assim,
susceptiveis a sarcomas, tumores de mama, do sistema nervoso central, adrenocorticais e
leucemias (LI; LI, 2018; NICHOLS et al., 2001). Embora menos frequentes, esta sindrome
também contribui para linfomas, cancer de pulmao, cancer gastrico, de pancreas, de prostata e
tumores ginecoldgicos como o cancer de ovario seroso de alto grau (BIRCH et al., 2001;
BOYARSKIKH et al., 2020; FELIX et al., 2014). Mais de 1500 variantes germinativas no
gene TP53 ja foram depositadas no banco de dados IARC TP53 (http://www-
p53.iarc.fr/Germline.html). Na populacéo brasileira predomina a variante R337H nas regides
sul e sudeste que, por apresentar altas frequéncias, esta relacionada com a propensdo ao
desenvolvimento de cancer de mama e ovario hereditarios, principalmente em probandos
BRCA negativos (ACHATZ et al., 2007; CIPRIANO et al.,, 2019; CURY et al., 2014).
Garritano et al (2010) analisou haplotipos brasileiros relacionados com a segregacdo desta
variante R337H, e concluiu que a frequente ocorréncia da mesma suporta a hipétese de um
efeito fundador originario da populagdo portuguesa.

O avango das tecnologias de sequenciamento em larga escala como o de Nova Geracao
(NGS) possibilitou a aplicacdo de testes genéticos com melhor custo-efetivo, principalmente
para pacientes com indicios de variantes germinativas nos genes BRCA1/BRCA2 e demais
genes relacionados a susceptibilidade para a forma hereditaria (GONZALEZ-SANTIAGO et
al., 2020). O historico familiar e/ou pessoal de um paciente configura um critério clinico

indicativo ao teste genético, por sugerir que tal individuo apresente um potencial risco para a
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presenca de variante germinativa patogénica (NEFF et al., 2017). Oferecer testes genéticos
aos parentes de individuos com variante patogénica torna-se importante para a deteccdo de
portadores de sindromes de predisposicao hereditaria ao cancer. Os portadores identificados
sdo, em sua maioria, parentes de primeiro a terceiro grau, os quais podem se beneficiar dos
programas de Aconselhamento Genético (BERLINER et al., 2013). Trata-se de programas
que visam o conhecimento sobre a ocorréncia ou a possibilidade do desenvolvimento tumoral
em uma familia. Questes estas que auxiliam no diagndstico precoce, na prevencdo, no
planejamento de medidas de vigilancia aplicaveis as diferentes situacfes de alto risco para
cancer; associando aspectos psicossociais e afetivos para a orientacdo do paciente e 0 manejo
clinico do mesmo (INCA, 2009).

1.6. Variantes genéticas somaticas nos genes BRCA1, BRCA2 e TP53:

Além das variantes germinativas, também ocorrem alteracbes somaticas nos genes de
reparo a0 DNA. As mutacfes somaticas sd0 menos investigadas em comparagdo as
germinativas, contudo, ha no panorama cientifico alguns estudos que integram variantes
germinativas e somaticas; detectando alteracGes nos genes HR como BRCA1/BRCA2 e das
demais vias de reparo ao DNA a partir de material genético coletado de amostras de tumor e
de sangue (MOSCHETTA et al., 2016).

A investigacdo realizada pela instituicdo The Cancer Genome Atlas Research Network
(2011) relatou 3% de mutacdes para 0s genes BRCAL1/2 em uma coorte de 316 pacientes com
cancer de ovério epitelial seroso de alto grau a niveis Il ou IV. Hennessy et al. (2010)
detectou 39% de variantes somaticas em um grupo de 28 pacientes com mutacGes
germinativas em BRCAL1/2, uma taxa de inesperada para coortes de pacientes nao
selecionados. Em uma coorte de 390 carcinomas de ovario, Pennington et al. (2014)
identificou 9% de variantes somaticas em ao menos um ou mais dos 13 genes HR
investigados, dentro do grupo de pacientes (31%) que obteve variante germinativa e/ou
somatica. Kanchi et al (2014) reinvestigou amostras analisadas pelo TCGA e de novos casos
incluidos para a identificagdo de variantes patogénicas; o que resultou na descri¢do de novas
variantes em novos genes e em outros como BRCAL, BRCA2 e TP53 ja relacionados com o
cancer de ovario. Apesar das mutacdes nos genes envolvidos nas vias de reparo ao DNA, o
gene TP53 é o mais prevalente em mutagdes nos carcinomas HGSOC, correspondendo a
cerca de 91% dos casos (PATCH et al., 2015; Ll et al., 2019).

Cada coorte analisada apresenta variacbes no percentual de variantes somaticas

identificadas devido a influéncia de alguns fatores como selecdo dos pacientes, tipo
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histologico, métodos de investigacdo aplicados no estudo. Porém, é possivel afirmar que
mutacdes somaticas em BRCAL/2 ocorrem em aproximadamente 5 a 7% dos casos de cancer
de ovério; sendo assim, estima-se que de cada 4 a 5 pacientes com mutacdo germinativa, 1
pode ser portador de variante somatica em BRCA1/2 (MOSCHETTA et al., 2016).

O subtipo histologico mais avaliado € o seroso de alto grau por ser o mais frequente, o
que torna mais escasso 0 conhecimento sobre alteracBes em outros subtipos histologicos
epiteliais. A fim de elucidar um pouco o perfil mutacional dos outros subtipos, Sugino et al.,
(2019) analisou na populacdo japonesa variantes em subtipos epiteliais além de HGSOC, tais
como carcinomas de células claras, endometrioide, mucinoso; o que resultou em 12% dos
casos HGSOC e 5% para células claras ou endometrioide com variantes somaticas em
BRCA1/2. Com relagdo ao gene TP53, Li et al (2019) registrou mutagdes somaticas neste
gene em 4 de 5 casos endometrioides, 8 de 10 tumores mistos e 2 de 5 em células claras. Zhao
et al. (2017) avaliou, na populacdo chinesa, variantes somaticas e germinativas nos genes HR
em uma coorte de 50 pacientes com EOC; com relacdo ao cenario somatico foram detectados
5 casos (10%) com apenas variantes somaticas nos genes BRCA1/2, RAD50 e RAD54B. Para
a populacdo chinesa, também houve a investigacdo de Zhang et al. (2021) que analisou um
total de 65 casos de cancer de ovario, em que 49 apresentavam o ovario como sitio primario,
10 eram lesBes metastaticas e 6 de origem desconhecida. Tal analise resultou em 595
alteracbes somaticas clinicamente relevantes em 317 genes; sendo o gene TP53 0 mais
mutado em 86.15% (56/65) dos casos.

Nos bancos de dados cientificos, além dos estudos ja citados, encontram-se
investigacOes, em diferentes populagdes, que integram a analise de variantes germinativas e
somaticas nos genes HR em casos de cancer de ovario do tipo epitelial. Descricdo de variantes
para a populacdo britdnica (CUNNINGHAM et al., 2014); para a populagdo hungara
(ENYEDI et al., 2016); para a populacdo italiana (MAFFICINI et al., 2016) e para a
populacdo norte-americana (HUANG et al., 2019; JORGE et al., 2020). Contudo, estudos
carecem de investigacdes sobre variantes somaticas exclusivamente em cancer de ovario para
a populacéo brasileira. Uma vez que as analises no cenario brasileiro abordam sobre variantes
germinativas em EOC (MAISTRO et al., 2016), sobre as alterages germinativas em HBOC
(ALEMAR et al., 2017; CARVALHO et al., 2020; MAKSIMENKQO et al., 2018; PALMERO
et al, 2016;2018; SILVA et al., 2014) ou sobre rearranjos genémicos (EWALD et al., 2016).

Tais estudos cientificos ttm como objetivo conhecer as muta¢es somaticas nos genes
envolvidos na via de reparo ao DNA, o que auxilia na compreensdo dos eventos deletérios
que culminaram no surgimento e na evolucédo clonal do tumor (JONSSON et al., 2019). Além

de possibilitar o entendimento sobre a heterogeneidade tumoral, as alteragdes genéticas
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presentes nas células tumorais, sejam SNPs ou variagdes em nimero de copias; podem ser
consideradas biomarcadores terapéuticos (BASHASHATI et al., 2013). Investiga-se ainda
que mutagdes nos genes HR, principalmente nos genes BRCA1/2 em casos HGSOC, podem
favorecer o desenvolvimento de terapias-alvo personalizadas e ajudar na decisdo clinica
adequada a cada tipo tumoral (JONSSON et al., 2019).

1.7. Vias de reparo de danos ao DNA:

O material genético dos organismos € susceptivel a danos espontaneos ou induzidos,
que ocorrem devido a acdo de agentes enddgenos resultantes de reacdes do metabolismo
como a hidrolise e oxidacdo; como também de agentes externos quimicos e/ou fisicos
oriundos do meio ambiente, a exemplo da exposicdo as radiacdes ionizantes ou aos raios
ultravioletas (CHATTERJEE; WALKER, 2017; SNUSTAD; PETER, 2012). Tais lesbes ao
DNA sdo removidas por mecanismos de reparo que estdo presentes nas células, como forma
de evitar a geracdo de modificacdes na molécula do DNA e, por conseguinte, uma
instabilidade genética (ALBERTS et al., 2015). A protecdo e a manutencdo da integridade
genbmica acontece através de vias existentes em organismos eucariotos, nos quais as vias de
reparo por excisao de bases (BER) e por excisdo de nucleotideos (NER) reparam quebras em
fitas simples de DNA (SSBs); enquanto as quebras em fita dupla (DSBs) séo reparadas pelas
vias de reparo por juncdo ndo-homologa (NHEJ) e pela recombinacdo homodloga (HR)
(CHATTERJEE; WALKER, 2017; LOMBARD, 2005).

A regulacdo da ativacdo de cada via depende das fases do ciclo celular para que a
progressao do ciclo celular seja possivel e impeca 0 acimulo de mutagdes, que ndo s
induzem a apoptose e/ou a senescéncia celular, como também propiciam o desenvolvimento
da carcinogénese e de outras doencas metabolicas (CHATTERJEE; WALKER, 2017,
SHIMIZU et al. 2014;). A via de reparo BER ocorre, basicamente, com a atividade das
enzimas DNA glicosilases que sdo responsaveis por reconhecer a base danificada na
sequéncia de DNA, seguido da clivagem deste sitio e da remoc¢édo da base pelas enzimas AP
endonucleases e, por fim, a insercéo da correta base (ALBERTS et al., 2015; WALLACE et
al. 2012). A segunda via para quebra de fita simples, a via de reparo NER, acontece para a
correcdo de distor¢bes na dupla hélice do DNA e na estrutura do genoma. Esta via é capaz de
reparar uma variedade de lesdes em diversas estruturas com o auxilio de NER fatores como
GGR, DDB2 e XPC, que sdo ubiquitinados para conduzir uma cascata de sinalizacdo que
reverta a lesdo ao DNA (SPIVAK et al., 2015).
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1.8. Vias de reparo aos danos de dupla fita de DNA:

Quebras a dupla fita de DNA (DSBs) sdo resultado de radiacdo e agentes quimicos;
além de, na maioria das vezes, de forquilhas de replicacdo de DNA que estejam danificadas
ou com a atividade comprometida, independente de agentes externos (ALBERTS et al.,
2015). Tais danos sdo reparados através da via de reparo NHEJ ou da via HR, o que € crucial
para evitar delegdes ou translocacdes cromossomicas; estas vias de reparo sdo ativadas em
diferentes fases do ciclo celular. NHEJ é responsavel por reparar as DSBs nas fases G1/S/G2,
enquanto a via HR € funcional nas fases S/G2; mas as células humanas, durante a fase G2,
determinam o uso de cada via a partir de fatores como estrutura da cromatina, complexidade
da extremidade do DNA e status transcricional; utilizando a via NHEJ para reparar cerca de
70% dos danos e os demais residuos de 30% pela via HR (SHIBATA, 2017). A via de
recombinacdo homologa se restringe as fases do ciclo celular posteriores a replicacdo do
DNA, por utilizar a croméatide irma intacta como fita molde para a reversdo do dano, o que
resulta em uma integridade da informacéo genética e assim, corresponde a menor taxa de erro
no reparo de DSBs. Mecanismo distinto da via NHEJ, na qual ocorre a ligacdo direta entre as
extremidades danificadas; o que pode ocasionar a perda ou 0 ganho de nucleotideos e gerar
translocacbes (ALBERTS et al., 2015; SYMINGTON, 2016).

O reparo ao dano de DNA segue uma série de mecanismos, com vias que interagem
entre si e 0 recrutamento de proteinas que podem ser agrupadas em trés classes funcionais,
responsaveis por ordenar as etapas que traduzem os sinais desde a lesdo genética até a
reversao. Inicia-se pelas proteinas que reconhecem o dano e ativam uma sinalizacdo de
resposta ao dano, em seguida ha os fatores que amplificam o sinal até os efetores que agem
nas vias subsequentes (BEKKER; MAILAND, 2010). Em eucariotos, na regido restrita ao
local do dano, forma-se uma forquiha de reparo denominada IRIF, onde ha a concentragéo das
proteinas recrutadas para o reparo de DSBs através dos diversos mecanismos intrinsecos; tal
forquilha funciona como uma plataforma de afinidade com as proteinas participantes da
dindmica de reparo (DALEY, SUNG, 2014). Um evento principal para a formacgéo da IRIF é
a modificagdo na conformacdo da cromatina, que acontece a partir do recrutamento da
proteina ATM, responsavel pela fosforilagdo da variante de histona H2AX, a qual recruta o
mediador de checkpoint de dano ao DNA (MDC1); que, por sua vez, recruta mais ATM para
a amplificacdo do sinal de quebra de dupla-fita (DENSHAM; MORRIS, 2019). A proteina
ATM atua em conjunto ao complexo MRN no processo de identificacdo das extremidades
livres de DNA, que é crucial para o inicio do reparo por HR (NIELSEN et al., 2016). O

complexo MRN age nas etapas inicias de ressec¢cdo, ou seja, na transformacdo de cada
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extremidade de dupla-fita de DNA (dsDNA) em fita simples de DNA (ssDNA). Cada lado das
extremidades ssDNA ¢ ligado, em seguida, a proteinas RPA a fim de evitar a formacéo de
estruturas secundarias. No entanto, tal interagdo proteica configura- se como uma barreira
cinética a proteina RAD51, o que resulta na substituicdo de RPA por RAD51 (DALEY;
SUNG, 2014; HEYER, 2010). A formacdo do conjunto ssDNA-RAD51 resulta em
nucleofilamentos que deslocam a extremidade 3’ do DNA para formar uma sinapse com a
sequéncia homologa da crométide-irma. Tal ligacdo cria uma estrutura D-loop contendo um
DNA heteroduplex, que servira como molde para a sintese por polimerases da nova fita
(DENSHAM, MORRIS, 2019; PRAKASH et al., 2015). A figura 1.2 ilustra as principais

etapas do reparo por recombinacdo homdloga da quebra de dupla dita do DNA.

Figura 1.2: Etapas da via de reparo por recombinacdo homologa (HR) aos danos de dupla
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Os genes BRCAl1 e BRCA2 desempenham importantes funcbes na via HR,
participando de maltiplas etapas desta via em pro da integridade gendmica, da manutencéo de
forquilhas de replicagdo e da supressdo tumoral (JIANG; GREENBER, 2015; LI;
GREENBERG, 2012). O gene BRCAL assemelha-se ao papel de coordenador e mediador de
varias respostas a DSBs, pois interage com cerca de treze diferentes proteinas que estdo
envolvidas com reparo ao DNA; enquanto que BRCA2 tem caracteristicas de um efetor dentro
de HR (LI; GREENBERG, 2012) (Figura 1.3). O gene TP53 ndo esta intrinsecamente ligado
ao reparo de danos ao DNA, no entanto, atua como fator de transcricdo em diversas vias
metabolicas. TP53 representa um componente-chave para resposta celular ao stress causado
por danos genotoxicos, ativagdo oncogénica, perda de contato entre células ou diminuicdo
nutritiva ou hipoxia (HORN; VOUSDEN, 2007). Por estar relacionado as atividades
mitocondriais, TP53 pode estimular a producdo de agentes antioxidantes a fim de abaixar
niveis de espécies reativas de oxigénio ou também induzir a parada no ciclo celular com o
intuito de propiciar processos de reparo ao DNA. Tal gene possui um papel central para a
homeostase celular, ja que regula funcGes metabdlicas como a apoptose, a senescéncia celular
e o ciclo celular; podendo, assim agir em contrapartida as alteracbes que estimulam o
desenvolvimento tumoral (BERKERS et al., 2011).

BRCAL codifica uma proteina de 1863 aminoécidos com o dominio RING finger na
regido N-terminal, na regido central localiza-se o éxon 11 correspondente a 60% da estrutura
proteica, seguido do dominio coiled coil e, na regido C-terminal, de repeti¢bes in tandem
denominadas BRCTs (PRAKASH et al, 2015). O dominio RING forma um heterodimero
com BARD1, permitindo a estabilidade in vivo de BRCAL; em continuidade com a atividade
da E3 ubiquitina ligase necessaria para a ubiquitinacdo de H2AX e o posterior recrutamento
de 53BP1 (LI; GREENBERG, 2012; NEPOMUCENO, 2016). A regido do éxon 11 apresenta
sitios de ligagdo ao fator de transcricdo cMyc, as proteinas RAD50, RADS51 e a proteina Rb;
assim como apresenta porcoes de serina que sdo fosforiladas por ATM em casos de dano ao
DNA (CLARK et al., 2012). O dominio coiled coil interage com a proteina PALB2 que
funciona como mediadora do direcionamento de BRCA2 as cromatinas e DSBs; a interacdo
BRCA1-BRCA2-PALB2 auxilia na dindmica de RAD51 ap0s a ressecgdo 5°-3° das dsDNA em
sSDNA. As regides repetitivas BRCT reconhecem residuos fosforilados das proteinas de
ligacdo Abraxas, além de interagirem com BACH1/BRIP1 e CtIP na porcdo C-terminal
helicase 1 com a finalidade de localizacdo de BRCA1 as DSBs (LI; GREENBERG, 2012;
PRAKASH et al, 2015).

O gene BRCA2 em mamiferos codifica uma proteina com 3418 aminoacidos, contendo

multiplos dominios que compreendem oitos regides repetitivas BRC entre as posi¢des 1003 a
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2083, seguido do dominio BRCA2-Helicoidal e de trés dominios de ligacdo ao DNA (DBDs)
divididos em OBL1, OB2 e OB3 dentro da regido C-terminal da proteina (YANG et al., 2002).
A regido N-terminal de BRCA2 interage com o dominio WD40 da proteina PALB2, a fim de
formar o complexo BRCA1-BRCA2-PALB2 tdo importante para a colocalizacdo destas
proteinas nos focos nucleares onde existem DSBs (PRAKASH et al, 2015; ZHANG et al.,
2009). Todas as regides BRC possuem afinidade de ligagdo com RADS51, regulando a
formacgdo dos filamentos desta proteina nas estruturas ssSDNAs (PRAKASH et al, 2015
;YANG et al., 2002). Os dominios OBs de BRCA2 interagem com DSS1, uma proteina
conservada, cujas funcbes permanecem em investigacdo, no entanto sabe-se que € necessaria
para a manutencdo de HR e sugere-se que BRCA2-DSS1 coopera na substituicdo de RPA por
RAD51 em ssDNA (L1 et al., 2006).

O gene TP53 estad localizado no braco curto do cromossomo 17, composto por 11
éxons, sendo o primeiro ndo codificante. A proteina p53 consiste em 393 aminoacidos e
quatro dominios funcionais; sendo um dominio de ativacdo transcricional na regido N-
terminal, uma parte central de p53 que € sequéncia especifica para ligacdo ao DNA, um
dominio regulatério e uma porcdo C-terminal que contém um dominio para oligomerizagédo
(MAY; MAY, 1999).

Figura 1.3: InteracGes proteicas de BRCALl e BRCA2 no processo de reparo por
recombinacdo homdloga a quebra de dupla fita do DNA.
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1.9  Tratamento clinico para o cancer de ovario epitelial:

Os tumores de ovario epiteliais, geralmente 75% dos casos, sdo diagnosticados nos
estagios avancados Ill a IV, dentro da classificacdo International Federation of Gynecology
(FIGO). A deteccdo tardia em situacfes invasivas da cavidade peritoneal e abdominal reflete
em um pior prognostico e em sobrevida livre de doenca (entre 2 a 5 anos) abaixo de 30%
(DION et al., 2020). A identificacdo do status mutacional do gene BRCA, ou seja, se 0
paciente apresenta mutacdo germinativa ou somatica, é de suma importancia para a decisao
clinica do tratamento; pois tumores com alteracbes em tal gene apresentam caracteristicas
histopatol6gicas e moleculares distintas dos demais tipos epiteliais de tumores de ovério
(PAN et al., 2017).

Individuos com variantes patogénicas germinativas em BRCA1/BRCA2 tendem a um
melhor prognéstico e a maiores taxas de sobrevida em comparacdo aos pacientes nao
portadores de variantes germinativas em BRCAL ou BRCA2 (ALSOP et al., 2012; BOLTON
et al., 2012). O contexto de melhor prognoéstico para mutacfes germinativas em
BRCAL/BRCA2 ¢ consequéncia de um maior grau histolégico da doenca em compara¢do aos
casos somaticos e de bons resultados ao tratamento a base de platina. Os efeitos deletérios nos
genes BRCA1/BRCA2 impedem o reparo dos danos as fitas de DNA causados pela platina e
induzem a apoptose celular (MYLAVARAPU et al., 2018). No entanto, os dados sobre
sobrevida de mulheres com céancer de ovario com e sem mutacdo germinativa em BRCA1/2
tém resultados conflitantes; pois, enquanto alguns ndo demonstram diferenca de prognostico
entre pacientes com a mutacao e sem a mutacdo (BRUNET et al. 1997;BULLER et al., 2002;
RUBIN et al.,1996), outros indicam maior sobrevida em pacientes com mutacdo patogénica
(BYRD et al., 2008; CANNISTRA, 1997; KIM et al., 2019; YANG et al., 2011). Além disso,
ha relatos de maior sobrevida das mulheres com céncer de ovério e portadoras de mutacdo em
BRCA2 quando comparadas a portadoras de mutacdo em BRCA1l (PAL et al. 2007
PENNINGTON et al.2014). Ainda permanece em investigacdo se as mutacfes restritas ao
nivel somatico conferem aos pacientes melhores respostas terapéuticas a base de platinas e
melhor prognéstico (KOCZKOWSKA et al. 2016.; TOSS et al. 2013).

O tratamento convencional para o tipo epitelial seroso de alto grau consiste na
intervencdo cirurgica, através do procedimento de salpingo-oophorectomia bilateral para a
remoc&o ou citorreducdo da massa tumoral. Em associa¢do ao procedimento cirurgico, aplica-
se como tratamento adjuvante a radioterapia ou a quimioterapia a base de platina; visto que,
existe uma sensibilidade ao uso de agentes quimioterapicos como a cisplatina e a carboplatina

(CHANDRA et al., 2019; JAYSON et al., 2014; GADDUCCI et al., 2019; VENCKEN et al.,
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2011). A resposta inicial ao tratamento é positiva em aproximadamente 80% dos casos, no
entanto a0 menos 70% das pacientes apresentardo recorréncia da doenca em ao menos dois
anos do tratamento completo e com uma estimativa de sobrevida livre de doenga de 18 meses
(DION et al.,, 2020). Ha pacientes sensiveis a platina e outras resistentes ao mesmo
quimioterapico, em que se considera resistente a platina os casos recorrentes em menos de
seis meses e 0s sensiveis com recorréncia ap6s seis ou doze meses de tratamento (DION et
al., 2020; NAUMANN; COLLEMAN, 2011). A recorréncia da doenga configura um ruim
prognostico, por submeter o paciente a uma série de ciclos quimioterapicos, os quais facilitam
a ocorréncia de clones tumorais resistentes aos farmacos (PAPA et al., 2016) .

Casos de resisténcia a platina e de recidiva da doenca levaram a utilizacdo de novas
drogas, como os inibidores de PARP (iPARP) para promover uma seletiva citotoxicidade
apenas as células tumorais (FONG et al., 2009; JIANG et al., 2019). A poli-ADP ribose
polimerase (PARP) atua em diversas vias de reparo ao DNA, no entanto a funcdo mais
elucidada refere-se a via por excisdo de bases (BER), em que auxilia na formacdo de
complexos de reparo ao DNA e facilita o recrutamento de promotores do reparo de sSDNA
(KONECNY; KRISTELEIT, 2016). A aplicacdo de inibidores PARP como terapia alvo em
pacientes com mutacdes germinativas em BRCAL ou BRCA2 explora o conceito de letalidade
sintética; uma vez que apenas a inibicdo de PARP nédo configura grande impacto celular; mas
em combinagdo com a deficiéncia na via HR causada pelas mutacdes em BRCA1/BRCA2;
induzem um efeito conjunto que resulta na morte celular (FARMER et al., 2005) (Figura 1.4).
Atinge-se a letalidade sintética pela acdo dos inibidores PARP, que impedem o reparo de
ssDNA por meio da via de reparo BER, o que resulta no acimulo de danos e a consequentes
quebras dsDNA. Tais tipos de dano ao DNA séo reparados pela via HR, que envolve os genes
BRCA1 e BRCAZ2, no entanto mutacdes deletérias nestes genes impossibilitam a reversdo do
dano, ocasionando a instabilidade gendmica e provocando a apoptose (INCORVAIA et al.,
2017; LEDERMANN et al., 2016; STOPPA-LYONNET, 2016).

Na pratica clinica, diversos inibidores de PARP vém sendo testados em pacientes com
mutaces germinativas em BRCAL/BRCA2 na forma de monoterapicos ou como terapia de
manutencgdo apds o tratamento neoadjuvante (NEFF et al., 2017). Estudos de fase 1l ou Ill, a
exemplo de SOLO1 nos Estados Unidos, tém analisado o uso em potencial do inibidor de
PARP, denominado Olaparibe, na terapia de manutencdo para casos de recidiva com
sensibilidade a platina, que apresentam mutacdo germinativa em BRCAL/2 e foram
submetidos a trés ou mais linhas de quimioterapia (GEORGE et al., 2017). Algumas analises
ja demonstraram melhora na sobrevida livre de doenca apds administracdo de Olaparibe em

comparacdo ao placebo (KIM et al., 2015; LEDERMANN et al., 2012; 2014; MOORE et al.,
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2018). Outro iPARP aplicado nos estudos ARIEL2 ¢é o rucuparibe, em que seu efeito é
investigado entre casos HGSOC com BRCA selvagem e casos com mutagdes germinativas ou
somaticas, todos com caracteristicas platina- sensivel e recidiva da doenca (SWISHER et al.,
2017). Um terceiro tipo de iPARP analisado quanto ao potencial de acdo aos casos de recidiva
¢ o niraparibe, o qual é testado no estudo NOVA também para casos de recidiva entre
pacientes com e sem mutagdes em BRCAL1/2 (MIRZA et al., 2016).

Figura 1.4: A diferenca na resposta celular ao funcionamento ou a inibicdo de PARP. (A)
Reversdo do dano a fita simples de DNA. (B) Letalidade sintética pela acdo de inibidor de
PARP.
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2.  JUSTIFICATIVA

As alteracGes genéticas de origem germinativa em cancer de ovério epitelial séo
bastante investigadas por testes genéticos e painéis génicos relacionados a vias de reparo aos
danos de DNA como a via HR. Com o uso de tais investigacdes, € possivel o entendimento
sobre a frequéncia de variantes germinativas em genes como BRCA1, BRCA2 e TP53 assim
como 0s riscos e a susceptibilidade genética para o desenvolvimento da tumorigénese. Apesar
da elucidacédo dos eventos germinativos, as modificaces que ocorrem no tumor, denominadas
como mutacBes somaticas, representam um desafio para a pesquisa cientifica.

Anélises acerca de mutagdes somaticas sdo mais complexas em relacdo a mutacdes
germinativas, por conta da heterogeneidade tumoral de EOC, definidas como os diferentes
clones de células tumorais. Tal diversidade clonal presente no tumor dificulta a ampla
compreensdo das modificacbes genéticas intra-tumorais, visto que, a analise se limitard a um
momento no tempo e espaco da evolugéo clonal (FREY et al., 2017).

Identificar as mutacfes germinativas e somaticas nos genes HR é de suma importancia
para questdes clinicas, principalmente com relacdo as terapias- alvo como a acédo de inibidores
de PARP. No que se refere aos casos somaticos, conhecer a prevaléncia das mutacdes nos
genes BRCAL/2 auxilia no esclarecimento sobre a sensibilidade a platina e aos iPARP
(STOVER et al., 2020). Dessa forma, a presenca ou auséncia de alteracdes somaticas em
genes associados a HR indica pacientes que podem se beneficiar com o uso de iPARP no
tratamento clinico. Devido a esta associacdo entre o perfil genético do paciente e 0 manejo
clinico deve-se investir em andlises integradas dos eventos germinativos e somaticos.

No atual cenério cientifico sobre cancer de ovario, ha maior elucidacdo dos eventos
genéticos que desencadeiam a carcinogénese no tipo epitelial HGSOC; em contraponto,
existem insuficientes analises compreensivas sobre os demais subtipos EOC como o
carcinoma de células claras, carcinoma mucinoso e carcinoma endometrioide (PAPP et al.,
2018). Incluir nas analises genéticas os demais subtipos epiteliais de cancer de ovario €
importante para desenvolver o conhecimento acerca da heterogeneidade entre os tumores,
como também para a compreensdo das alteracfes genéticas destes demais subtipos
histologicos.

Outra questdo a ser considerada é a falta de informacdes sobre variantes somaticas em
casos de cancer de ovéario na populacéo brasileira para gene s associados a HR, uma vez que
os estudos cientificos estdo voltados as analises dos casos germinativos de cancer de ovario.
De forma que, torna-se essencial averiguar os tipos de mutacGes somaticas, 0s impactos

funcionais, a frequéncia de cada mutacdo e também a proporcdo de casos somaticos em
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relacdo aos germinativos. Tais informacdes podem fornecer um panorama mais adequado as

caracteristicas somaéticas das neoplasias de ovario que ocorrem na populacéo brasileira.

3.

OBJETIVO PRINCIPAL

Verificar a presenca de variantes de perda de fungdo de origem somatica em BRCAL,

BRCA2 e TP53 em amostras de tumores de ovario de origem epitelial.

3.1. OBJETIVOS SECUNDARIOS

Descrever a proporcdo de tumores de ovario que estdo associados a presenca de
variantes de perda de fungdo em BRCAL, BRCA2 e TP53 com respeito a origem

somatica ou germinativa;

Descrever as caracteristicas clinico patoldgicas das mulheres com carcinoma de ovéario
de origem epitelial associados a presenca de variantes de perda de funcdo de origem
germinativa e/ou somatica em BRCA1 ou BRCA2 ou TP53;

Comparar as caracteristicas clinico patol6gicas entre mulheres diagnosticadas com
carcinoma de ovario de origem epitelial, que apresentem variantes de perda de funcédo
de origem germinativa ou somatica em BRCAL ou BRCA2 ou TP53 com aquelas que

néo possuem essas variantes.

Avaliar a associacdo entre a presenca de variantes de perda de fungdo com resposta ao

tratamento realizado na instituicdo (sobrevida livre de doencga e a sobrevida global).
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4. METODOLOGIA

4.1. Selecdo das amostras

As amostras utilizadas foram de pacientes que assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) e consentiram com 0 uso em pesquisa cientifica. Se no
consentimento, estas pacientes tenham solicitado o contato caso as amostras fossem utilizadas
em projetos especificos de pesquisa, foram contactadas pelo Aconselhamento Genético do
INCA. Aguelas cujo contato nao foi possivel, como nos casos de 6bito, foram dispensadas do
TCLE. O presente estudo obteve aprovagdo pelo CEP do INCA e pela CONEP (CAAE
78305417.3.0000.5274) (Anexo 01).

As amostras utilizadas no estudo foram coletadas pelo Banco Nacional de Tumores
(BNT), o qual possui amostras de cancer de ovario de origem epitelial de 108 pacientes,
matriculados no INCA, durante o periodo de 2007 a 2017. Dentre as amostras depositadas
foram selecionadas apenas as que apresentaram sangue e tumor, totalizando um ndmero
inicial de 94 pareadas. Segundo a primeira classificacdo histolégica disponibilizada pelo
BNT, havia 59 casos para o subtipo HGSOC; 13 como adenocarcinoma endometrioide; 12
como adenocarcinoma /cistoadenocarcinoma mucinoso; e 09 como adenocarcinoma
[cistoadenocarcinoma de células claras (Anexo 02).

Houve a revisdo histopatoldgica de todos 0s 94 casos selecionados a fim de determinar
quais seriam as amostras incluidas e as excluidas do estudo. Os materiais utilizados para a
revisdo histopatoldgica das amostras pareadas (sangue/tumor) foram as laminas- espelho do
BNT e as laminas de hematoxilina-eosina (HE) da Diviséo de Patologia do INCA (Dipat).
Nesta revisdo histopatolégica cada amostra foi examinada seguindo os critérios de inclusdo
quanto a confirmacdo histopatoldgica dos subtipos de tumor epitelial de ovario e a
representatividade tumoral igual ou superior a 60%. Tal revisdo resultou na incluséo de 57
casos e, por conseguinte, na exclusdo de 37 casos que ndo se encaixaram nos critérios de

inclusdo (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1: Numero de casos incluidos e excluidos para cada subtipo histologico.

Subipo histolégico Casos Casos incluidos | Casos excluidos
revisados

HGSOC 56 34 22
A/ C mucinoso 12 08 04
Adenocarcinoma endometridide 13 03 10
A/ C de células claras 09 08 1
A/ C seroso de baixo grau 02 02 0
Tumor misto 01 01 0
(HGSOC e A/ C mucinoso)

Tumor misto 01 01 0
(HGSOC e A/C de células claras)

Total 94 57 37

4.2. lIsolamento do material genético

O tecido tumoral depositado no BNT advém de uma porcdo da peca cirlrgica da
paciente, tal porcao foi dividida em 3 partes: partes laterais que sdo destinadas a congelacédo
do material fresco em criotubos a -80°C e a parte central que é utilizada para o preparo da
lamina espelho e do cassete de parafina. Enquanto que o sangue foi coletado e armazenado
em EDTA também em criotubos a -80°C nas formas derivadas de buffycoat, leucécitos totais
e plasma.

Na extracdo de DNA do tecido tumoral foi utilizado apenas um fragmento das por¢des
do material fresco congelado, tal fragmento foi dissecado com o auxilio de um estilete em
uma placa de petri para a seleg@o de fragmentos com 20mg a 1,2g de peso, sem a aplicacéo da
técnica de microdissecgdo. O isolamento do DNA do tecido tumoral foi realizado com o uso
do QlAamp® DNA Mini Kit, seguindo as instru¢es do fabricante, para volumes finais de
200ul de eluigao.

Para a extracdo de sangue foram utilizadas as formas derivadas de buffycoat e
leucdcitos totais, respeitando o tipo de material armazenado para cada paciente. O isolamento
genético foi executado de maneira distinta para cada derivado, contudo houve duas aliquotas
cada qual com 50 pl de eluicdo do material extraido. O Buffycoat foi isolado a partir de um
volume inicial de 200 ul para cada aliquota com o uso do QIAamp® DNA Mini Kit, seguindo
as instrucdes do fabricante. Para a extracdo dos leucocitos totais (cerca de 5 milhdes de
células), houve a separacdo do pellet para cada duplicata e 0 uso do kit ReliaPrep™ gDNA
Tissue Miniprep System, seguindo as instrugdes do fabricante Promega.
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Todo o material extraido, tanto o tumor quanto o sangue, foi quantificado no
espectrofotémetro Nanodrop™ 2000 para mensurar a quantidade de DNA (ng/ ul) e verificar
0 grau de pureza a partir das razGes 260/280 e 230/280. Com a etapa de extracdo concluida,
sequiu-se para a amplificacdo das regifes alvo do material genético isolado. Além da
quantificacdo, houve a afericdo da integridade do DNA extraido a partir da eletroforese em

gel de agarose a 0,8%.
4.3. Amplificacdo das regides alvo

As regides alvo amplificadas do material extraido de tumor e de sangue corresponderam
a todas as regides codificantes dos genes de interesse BRCAL, BRCA2 e TP53. As sequéncias
nucleotidicas de cada gene foram obtidas pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) em reacGes de PCR convencional, PCR multiplex e PCR de longo alcance (LR-PCR).
Os primers para 0s genes BRCA1, BRCA2 e TP53 amplificam todos éxons e pelo menos 10 a
20pb flanqueando cada éxon; tendo como base o genoma de referéncia GRCh37/hgl9,
disponivel no banco de dados do NCBI. Primers para o gene BRCA1 foram obtidos a partir de
dados da Breast Cancer Information Core (https://research.nhgri.nih.gov/bic/), mas sendo
originalmente descritos no artigo Miki et al. (1994); enquanto primers para amplificagdo de
longos fragmentos (Long Range PCR) foram obtidos de Herman et al. (2012). Para os genes
BRCA2 e TP53 os primers foram obtidos, respectivamente, a partir de dados do TP53
Database (https://p53.iarc.fr/) e Breast Cancer Information Core.
Para o gene BRCA1, a amplificacdo de todos os 24 éxons e parte das regides intronicas
(a0 menos 10pb) adjacentes a cada éxon ocorreu em um conjunto de seis reacfes de PCR
multiplex denominados Ma a Mf, além de trés reacbes de PCR convencional e um conjunto de
PCR de Longo Alcance (LR-PCR). Para 0 gene BRCA2, a amplificacdo de todos os 27 éxons
e parte das regides intronicas adjacentes a cada éxon (a0 menos 10pb), aconteceu em um
conjunto de cinco reagdes de PCR multiplex denominados M1 a M5 e duas reagdes de PCR
convencional, que compde o conjunto M6. Para o gene TP53, a amplificagdo de todos os 11
éxons ocorreu por meio de 03 reacfes de PCR convencional para éxons combinados. As
reacOes de PCR multiplex otimizaram as amplificacGes, pois cada reacdo utilizou um conjunto
de primers capaz de amplificar de dois a sete éxons e regiGes adjacentes em uma Unica
reacdo. Os conjuntos de primers e as condigdes das PCRs foram testados e padronizados pela
equipe de Aconselhamento Genético do Programa de Genética do INCA — RJ. A enzima
utilizada para as PCRs multiplex foi a Platinum™ Tag DNA Polymerase da empresa Thermo-

Fisher Corporation, enquanto para as reacGes de PCR convencional e LR-PCR foi utilizada a
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enzima GoTagq® G2 Hot Start DNA polymerase da empresa Promega. O controle positivo
usado para cada reacdo de PCR foi DNA da linhagem celular de cancer de mama (MCF7).

Apos cada amplificacdo realizada, ocorreu a confirmacdo do tamanho dos amplicons
através da eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

Todos os produtos amplificados foram purificados com o kit PureLink™ PCR
Purification (Invitrogen™, Thermo-Fisher Corporation) para, em seguida, serem submetidos
a etapa de preparo das bibliotecas. InformacGes detalhadas sobre os primers utilizados,
composicdes dos primers e os conjuntos de PCR multiplex da metodologia de PCR estdo

descritas nos anexos (Anexo 04 e 05).

4.4. Preparo das bibliotecas e Sequenciamento de Nova Geragéo:

Antes do preparo das bibliotecas de tumor e sangue, cada purificado correspondente aos
amplicons dos genes BRCAL, BRCA2 e TP53 foi quantificado no espectrofotdmetro
Nanodrop™ 2000. Apés a quantificagdo, houve o célculo da normalizagdo para os amplicons
de cada gene, necessario para a representacdo equimolar de cada amplicon. Em tal
normalizacdo foi determinado o volume pipetado de cada amplicon de cada gene para a
juncdo em uma Unica mistura com os amplicons dos genes BRCA1, BRCA2 e TP53
correspondentes a cada amostra (Figura 4.1). O mesmo procedimento foi realizado tanto nas
amostras de tumor como de sangue.

Em seguida, as misturas de amplicons de sangue e de tumor foram quantificados no
equipamento Qubit® 3.0 Fluorometer (Life Technologies) com o uso do Qubit™ 1X dsDNA
HS Assay Kits, conforme as indicagdes do fabricante, para posterior diluicdo do mix a 0,2
ng/pl. Utilizou-se 2,5ul de DNA das amostras diluidas para o preparo das bibliotecas tanto de
tumor quanto de sangue, usando para este fim o kit Nextera XT DNA Library (lllumina, San
Diego, Estados Unidos), seguindo a série de etapas: tagmentacdo dos produtos de PCR,
amplificacdo das bibliotecas e purificagdo com uso de beads magnéticas. No preparo da
biblioteca é incorporado um par de index a cada amostra, de modo que houve diferentes
combinagOes de que possibilitaram a identificacdo de cada uma das amostras ao fim do
sequenciamento.

As bibliotecas foram quantificadas no equipamento Qubit® 3.0 Fluorometer (Life
Technologies), seguindo o mesmo procedimento ja descrito, tal quantificagdo foi necessaria
para calcular a molaridade de cada biblioteca. Além da quantificagdo, houve a eletroforese em
gel de agarose a 1% para a visualizacdo do tamanho das bibliotecas, em que para as amostras

de tumor obteve-se uma mediana de 300pb e para as amostras de sangue houve uma mediana
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de 250pb. A quantificacdo e o tamanho das bibliotecas foram informagdes inseridas no
calculo da molaridade, necesséria para definir o volume usado de cada biblioteca na mistura
equimolar do mix final de tumor e no mix final de sangue. Tanto o mix final de tumor quanto o
de sangue foram quantificados no equipamento Qubit® 3.0 Fluorometer (Life Technologies),
a fim de calcular a molaridade destes mixes. Foi feita a diluicdo do mix de sangue e umor,
para a concentragdo final de 13,6 nM. Por fim, foi feita a juncéo final de todos os mixes de
modo que as bibliotecas de tumor e sangue estavam na proporcdo de 3:1, respectivamente,
visando aumentar a cobertura das amostras de tumor no sequenciamento em larga escala. Essa
juncédo final das bibliotecas de tumor e sangue foi diluida de 13,6 nM para 4 nM em um
volume de 30 pl, na qual foi adicionado 1 pl de PhiX Control da I[llumina a 1 nM. Para a etapa
de sequenciamento foram utilizados 5 ul da aliquota de 30 ul a 4 nM. A figura 4.2 resume
todas as etapas de preparo para o sequenciemento por larga escala (NGS).

O sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) ocorreu na plataforma MiSeq (lllumina,
San Diego, Estados Unidos), com o uso do MiSeq® v2 Reagent Kit de 300 ciclos e aplicando
a metodologia de paired-end com leituras 150 X 150 nucleotideos. No equipamento MiSeq
ocorreram as etapas de clusterizacdo na flow cell para a amplificacdo em pontes dos
fragmentos alvo; seguido do sequenciamento por sintese

(https://wwwe.illumina.com/science/technology/next-generation-sequencing/beginners.html).
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Figura 4.1: Juncdo dos Produtos de PCR dos genes BRCAL, BRCA2 e TP53 para cada
amostra de tumor e de sangue.
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Purificagdo e Quantificagdo Nanodrop por amostra
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MIX com a juncdo BRCA1+ BRCA2 + TP53
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Purificacdo e Quantificacdo Nanodrop por amostra
1 2 3 4 1 2 3
Amplicons BRCAL: Amplicons BRCA2:  Amplicons
1) LR_5-7; 1) M1+ M2; TP53
2) Ma + Mb; 2) M3 + M4;
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MIX com a jun¢cdo BRCA1+ BRCA2 + TP53

27



Figura 4.2: Preparo das amostras para o sequenciamento por larga escala.
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4.5. Andlise dos dados obtidos por bioinformatica:

Os dados gerados pelo NGS foram convertidos do formato BCL para o formato FASTQ
pelo programa CASAVA (Illumina). A andlise dos dados ocorreu de acordo com a sequéncia
de pré-processamento dos dados; calculo de cobertura; chamada e anotacdo das variantes.
Cada etapa de andlise foi estabelecida em scripts, desenvolvidos e adaptados pelo Laboratorio
de Bioinformatica e Biologia Computacional do INCA. Inicialmente, houve o pré-
processamento dos dados para 0 mapeamento das leituras (reads) e a verificacdo da qualidade
das leituras. As reads foram mapeadas, por meio do programa BWA, de acordo com a
sequéncia de referéncia na versdo GRCh38/hg38 UCSC dos genes BRCA1 (NC_000017.11);
BRCA2 (NC_000013.11) e TP53 (NC_000017.11). A qualidade de leituras (reads) foi
avaliada por meio do software Prinseq, de maneira que amostras com score Q<30 foram
excluidas da analise. A recalibracdo das bases foi realizada com o auxilio do Genome
Analysis Toolkit (GATK).

Apo6s o pré-processamento dos dados, verificou-se a cobertura por amplicon e por base
para todas as regides alvo sequenciadas. Nesta etapa foram utilizados o genoma de referéncia
GRCh38/hg38 UCSC e a tabela BED com as coordenadas dos primers e dos amplicons para
analise nos programas bedtools e GATK_JAR.

A terceira etapa da analise de dados consistiu na chamada de variantes germinativas e
somaticas para 0s genes BRCAL; BRCA2 e TP53. Nesta chamada de variantes foram extraidas
as variantes de ponto e pequenas inser¢des e delecbes, localizadas tanto nas amostras de
sangue quanto nas amostras de tumor. O processo em questdo foi dividido em duas subetapas:
(1) chamada de variantes germinativas com o uso das amostras de sangue; (2) chamada de
variantes somaticas com o uso das amostras pareadas (tumor e sangue). Cada subetapa
aplicou um script especifico ao tipo de chamada de variante, sendo estes scripts adaptados ao
painel génico customizado para os amplicons dos genes BRCAL; BRCA2 e TP53.

A chamada de variantes germinativas utilizou o método HaplotypeCaller, disponivel no
site de ferramenta de bioinformatica GATK4 (https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us). Os
parametros hard-filtering foram aplicados na analise para verificar a qualidade da variante, ou
seja, confirmar se a variante encontrada era real e ndo falso positivo; além de eliminar
artefatos de sequenciamento. Foram aplicados 0s seis parametros disponiveis no método
HaplotypeCaller, eram estes: QualByDepth (QD) que objetivou normalizar a qualidade entre
as variantes, analisando a cobertura obtida para cada posi¢do; FisherStrand (FS) o qual
verificou de forma probabilistica o strand bias da anélise, o que significa analisar se a leitura

do alelo alternativo, quando comparado com o alelo referéncia, é mais frequente na fita
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forward ou reverse do DNA; StrandOddsRatio (SOR) que foi um parametro também para a
analise de strand bias, contudo eliminou os sitios de variantes encontradas no final dos éxons,
por conta de nessas posicdes ser comum ocorrer a leitura em apenas uma direcdo da fita de
DNA; RMSMappingQuality (MQ) que forneceu uma estimativa da qualidade de mapeamento
especificamente para uma posicao; MappingQualityRankSumTest (MQRankSum) comparou a
qualidade de mapeamento das reads que suportavam o alelo alternativo com as que
suportavam o alelo referéncia; ReadPosRankSumTest que verificou se as posigdes dos alelos
alternativos e dos alelos referéncia eram  diferentes entre as  reads
(https://software.broadinstitute.org/gatk/documentation/article?id=11069).

A ferramenta GATK4 também disponibiliza o pipeline correspondente ao método
Mutect2, o qual foi desenvolvido para a chamada de variantes somaticas
(https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/4405443657499-Mutect2). Mutect2 verificou,
a partir das amostras pareadas, as variantes verdadeiramente somaticas por ter eliminado
eventos germinativos, artefatos e contaminagdo do tumor por tecido normal. Para executar a
analise, o método Mutect2 operou em algumas etapas como: (1) remocdo de dados de
sequéncias com baixa qualidade; (2) filtragem para eliminar falsos positivos resultantes de
erros de sequenciamento; (3) deteccdo e designacdo de variantes como somaticas ou
germinativas em amostras de tumor a partir da classificacdo Bayesiana (CIBULKIS et al.,
2013). A alta sensibilidade assim como a especificidade do método Mutect2 permitiu a
identificacdo de baixas frequéncias alélicas, em alguns casos frequéncias dos alelos
alternativos inferiores a 10%. Esta sensibilidade é uma caracteristica que torna tal programa
util para estudos de subclones tumorais (CIBULKIS et al., 2013).

Para a segunda subetapa da chamada de variantes somaticas foram utilizadas as
amostras de sangue e tumor e foi aplicado o método Mutect2, também disponivel no site de
ferramenta de bioinformatica GATK4. Ha parametros convencionais denominados
FilterMutectCalls que descrevem sobre os hardfilters recomendados para a anélise de
variantes somaticas (BENJAMIN et al., 2019; 2021). Desse modo, tais filtros foram utilizados
para a chamada de variantes somaticas, pois investigam sobre a qualidade de leitura em cada
base, sobre a cobertura de alelos alternativos, entre outras questdes necessarias a analise bem
sucedida.

A chamada e filtragem de variantes germinativas pelo método HaplotypeCaller e das
variantes somaticas pelo método Mutect2 resultou em dois arquivos Variant Call Format
(VCFs) por paciente com as variantes que foram aprovadas pelos filtros aplicados em cada
analise. Os arquivos gerados concederam informacdes acerca de cada variante detectada para

cada paciente; no caso dos VCFs resultantes da analise germinativa sobre variantes
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encontradas nas amostras de sangue e nos VCFs resultantes da analise somaética sobre
variantes encontradas nas amostras de tumor. O arquivo VCF dispde sobre os seguintes
dados: (1) o cromossomo em que a variante se localiza (CROM); (2) a posicdo da variante na
sequéncia de referéncia (POS); (3) a identificacdo dbSNP da variante (ID); (4) a base ou as
bases nitrogenadas de referéncia (REF); (5) a base ou as bases nitrogenadas alteradas na
variante; (6) score da qualidade na chamada da variante (QUAL); (7) resultado do processo
de filtragem da variante (FILTER); (8) informac®es adicionais (INFO) (SAMTOOLS, 2015).

Apbs a conclusdo da chamada de variantes e a criagdo dos arquivos VCFs, houve o
refinamento destes dados por um script de analise de variantes desenvolvido na plataforma
RStudio (versdo 4.0.5). Tal analise garantiu a remocéao de e também de variantes germinativas
com profundidade de leitura da posicdo da variante que fossem inferiores a 30 reads
(DP<30x), com a frequéncia do alelo alternativo <0,2 (para SNVSs) ou <0,25 (para INDELS).
Enquanto que para as variantes somaticas houve a remocdo de variantes com DP<50x e com
contagem minima do alelo alternativo inferior a 10 vezes (minALTcount <10x), além das
variantes somaéticas intronicas que ndo estivessem presentes em sitios candnicos de splicing
(posicdo 1,2 pb).

Juntamente ao refinamento dos dados, aconteceu a anotacdo destas variantes, a qual
examinou informacdes disponiveis no banco de dados Ensembl
(https://www.ensembl.org/index.html) sobre cada variante. Tal processo teve como objetivo
determinar o efeito das variantes e para isso criou dois arquivos VEP, um destinado as
variantes germinativas e o outro destinado as variantes somaticas. As informacdes foram
referentes ao gene e ao transcrito, a coordenada genémica, a consequéncia e ao impacto da
variante, ao HGVSc, ao HGVSp, a posicdo no cDNA, a classificacdo no banco de dados
ClinVar, a banco de dados populacionais como gnomAD e a publica¢cbes no Pubmed. A
figura 4.3 apresenta as principais etapas para as analises das variantes germinativas e

somaticas.

4.6. Classificacdo e Nomenclatura das variantes:

As variantes anotadas foram classificadas, de acordo com as recomendacdes do ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) e da American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG), nas categorias: (1) patogénica, (2) provavelmente patogénica, (3)
significado clinico incerto, (4) provavelmente benigna, (5) benigna. As variantes ndo descritas
no banco de dados dbSNP do NCBI seguiram as recomendacfes da Human Genome

Variantion Society (HGVS) (https://www.hgvs.org/), tendo como base as sequéncias
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referéncias NM_007294.4 para o gene BRCA1; NM_000059.4 para o gene BRCAZ,
NM_000546.6 para o gene TP53.

Houve a consulta ao banco de dados ClinVar para verificar informacdes j& disponiveis
sobre as variantes germinativas e/ou somaticas identificadas e também ao COSMIC
(https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic), um banco de dados exclusivo para variantes somaticas
em céncer. A ferramenta de busca Varsome (https://varsome.com/) também foi utilizada para
consultar sobre as novas variantes identificadas, pois retne informagdes de variados bancos
de dados externos, além de consultar bancos de dados sobre frequéncias populacionais e
reportar a patogenicidade da variante, segundo os critérios da ACMG (KOPANOS et al.,
2019).

Figura 4.3:Fluxograma das etapas das analises para as variantes germinativas e somaticas.
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5. RESULTADOS

5.1. Descricéo dos casos incluidos:

A revisdo histopatoldgica definiu a inclusdo de 57 pacientes de cancer de ovario do tipo
epitelial ao estudo, no entanto houve a exclusdo de 01 caso devido a problemas de
amplificacdo por PCR do material. Dessa forma, o numero total correspondeu a 56 casos,
sendo 34 (60%) do subtipo Adenocarcinoma/Cistoadenocarcinoma seroso de alto grau
(HGSOC); 8 (14%) do subtipo Adenocarcinoma/ Cistoadenocarcinoma mucinoso; 7 (13%)
do subtipo Adenocarcinoma/ Cistoadenocarcinoma de células claras; 3 (05%) do subtipo
Adenocarcinoma endometrioide; 2 (04%) do subtipo Adenocarcinoma/Cistoadenocarcinoma
seroso de baixo grau; 1 (02%) tumor misto dos subtipos HGSOC e Adenocarcinoma/
Cistoadenocarcinoma mucinoso; 1 (02%) tumor misto dos subtipos HGSOC e
Adenocarcinoma /Cistoadenocarcinoma de células claras. Quanto a representatividade
tumoral (RT), o percentual de células tumorais presentes nas amostras de tecido variou de
60% a 100%, em que 4 apresentaram 60% de RT; 6 com 70% de RT; 7 com RT igual a 80%;
7 com 90% de RT; 31 com RT igual a 100%. Um caso de tumor misto apresentou 80% de
HGSOC e 10% de células claras.

A mediana de idade ao diagnostico das pacientes foi de 57 anos, em que para 0S casos
HGSOC também correspondeu aos 57 anos;, para 0s casos de Adenocarcinoma
/Cistoadenocarcinoma mucinoso foi de 56 anos; para os casos de Adenocarcinoma
/Cistoadenocarcinoma de células claras foi igual a 58; para os casos de Adenocarcinoma
endometrioide foi de 57 anos; para os casos de Adenocarcinoma/Cistoadenocarcinoma seroso
de baixo grau foi de 58 anos. Para o caso do tumor misto dos subtipos HGSOC e
Adenocarcinoma /Cistoadenocarcinoma mucinoso o diagnostico ocorreu aos 31 anos de idade
e 0 caso tumor misto dos subtipos HGSOC e Adenocarcinoma /Cistoadenocarcinoma de
células claras foi diagnosticado aos 49 anos de idade.

Com relacdo ao estadiamento tumoral houve a variacdo dos estagios | ao IV nos casos
incluidos, em que 16 (29%) corresponderam ao estagio I; 3 (05%) ao estagio Il; 23 (41%) ao
estagio Il e 14 (25%) ao estagio IV. O historico familiar das pacientes, com respeito a
tumores associados a HBOC em parentes de primeiro e/ ou segundo grau, indicou a presenca
de histérico em 13 casos (23%) e a auséncia em 43 casos (77%) dos casos. Foi relatado para
quatro pacientes o histérico pessoal de cancer anteriormente a data do diagndstico, tendo uma
paciente apresentado Adenocarcinoma sigmoide e as demais tumores malignos de pele. Todas

as informacdes acima citadas estdo descritas na tabela 5.1.
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Tabela 5.1: Descricdo do subtipo histologico, do nimero de casos incluidos, da mediana de idade ao diagnoéstico, da representatividade tumoral, do

estadiamento e do historico familiar das pacientes.

Subtipo histoldgico

N de casos (%0)

Mediana Idade

Representatividade Tumoral

Estadiamento

Histérico familiar

(N casos) (N casos) (N casos)
100% (18); I (3); SIM (10); NAO (24)
90% (3); I (2); Parentesco 1° grau: 1
HGSOC 34 (60%) 57 80% (6); 11 (18); Parentesco 2° grau: 6
70% (5); IV (11) Parentesco 1° e 2° graus: 3
60% (2)
Adenocarcinoma/ 100% (1); I (1); NAO (2)
Cistoadenocarcinoma 2 (04%) 58 90% (1) IV (1)
seroso de baixo grau
_ 100% (4); | (4); SIM (1); NAO (7)
Adenocarcinoma/
] ] 90% (1); I (2); Parentesco 2° grau: 1
Cistoadenocarcinoma 8 (14%) 56
_ 80% (1); 11 (3)
mucinoso
60% (2)
Adenocarcinoma/ 100% (4); I (5); SIM (2); NAO (6)
Cistoadenocarcinoma 7 (13%) 58 90% (2); i (1); Parentesco 2° grau: 2
de células claras 70% (1); IV (1)
Adenocarcinoma 100% (3) 1 (2): NAO (2)
. 3 (05%) 57
endometrioide IV (1)
Tumor Misto* 1 (02%) 31" 100% | NAO
Tumor Misto** 1 (02%) 49" 80% HGSC + 10%Células claras | Il NAO
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Legenda: N significa o nimero de casos correspondentes a cada caracteristica descrita; Tumor
Misto* refere-se ao tumor com os subtipos histolégicos HGSOC e Adenocarcinoma/
Cistoadenocarcinoma mucinoso; Tumor Misto** refere-se ao tumor com o0s subtipos
histolégicos HGSOC e Adenocarcinoma/ Cistoadenocarcinoma células claras; + equivale a
idade ao diagnostico.

5.2. Sequenciamento de Nova Geragao:

A corrida do MiSeq foi realizada para 56 amostras pareadas de tumor e de sangue, 0 que

resultou no total de 112 bibliotecas de DNA. O NGS destas amostras resultou em uma

densidade de clusterizacdo de 980K/mm? na flow cell. O percentual de clusters aprovados

pelo filtro interno de qualidade da Illumina foi de 93,4%, sendo que 91,5% dos clusters

obtiveram a acuracia de Q>30. A corrida gerou um numero total de 37.392.860 leituras, em

que foram aprovadas 34.919.650 (96,5%) leituras. Para as amostras de tumor houve, em

média, 467.125 leituras com uma variagdo de 43.605 a 683.890, enquanto para as amostras de

sangue a média de leituras foi de 139.775 com uma variagdo de 68.473 a 345.466; médias que

corresponderam a proporc¢éo 3:1 de leituras.

Para o gene BRCA1 nas amostras de sangue o valor médio da média de cobertura por

amplicon foi 335.995 vezes, sendo o valor médio minimo de 59.167 vezes para 0 amplicon 09

e o valor médio maximo de 2.166.925 vezes para o amplicon 11. Enquanto que para as

amostras de tumor, o gene BRCAL obteve o valor médio da média de cobertura por amplicon

de 2.330.744 vezes com o valor minimo de 442.641 vezes para o amplicon 09 e o valor

maximo de 7.475.773 vezes para o amplicon 11. Com rela¢do ao gene BRCA2, as amostras de

sangue apresentaram um valor médio correspondeu a 287.289 vezes de cobertura média por

amplicon, sendo o valor minimo de 71.234 vezes para o amplicon 12 e o valor maximo de

818.112 vezes para o amplicon 19-20. Para as amostras tumorais, o valor médio do gene

BRCA2 correspondeu a 1.965.146 vezes de cobertura média por amplicon com o valor

minimo de 227.065 vezes para o amplicon 12 e o valor maximo de 5.377.819 vezes para 0

amplicon 17-18. Para o gene TP53 nas amostras de sangue, o valor médio foi 381.900 vezes

para a média de cobertura por amplicon com o valor minimo de 308.361 vezes para 0

amplicon 02-04 e o valor maximo de 489.604 vezes para o amplicon 05-09. Ja para as

amostras de tumor, o gene TP53 obteve o valor médio de 1.505.641 vezes para a média de

cobertura por amplicon, com o valor minimo de 961.946 vezes para o amplicon 10-11 e o

valor maximo de 2.375.778 vezes para o amplicon 02-04. A tabela 5.2 apresenta os resultados

sobre a cobertura por amplicon mencionados acima.
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Tabela 5.2: Valores médio, minimo e maximo da cobertura por amplicon para
0s genes BRCA1, BRCA2 e TP53.

Cobertura por amplicon
Gene Meédia_Tumor Média_Sangue
(Valor minimo/maximo) (Valor minimo/maximo)
BRCA1 2.330.744 335.995
(442.641/ 7.475.773) (59.167/ 2.166.925)
BRCA2 1.965.146 287.289
(227.065/ 5.377.819) (71.234/ 818.112)
TP53 1.505.641 381.900
(961.946/ 2.375.778) (308.361/ 489.604)

Em relacdo a cobertura média por base para cada amplicon, o gene BRCAL apresentou
nas amostras de sangue uma profundidade média de 32.892 vezes com o valor minimo igual a
4.781 vezes para 0 amplicon 22-23 e com o valor maximo de 77.961 vezes para o amplicon
24. As amostras de tumor para 0 mesmo gene corresponderam a uma média de 281.728 vezes
com o valor minimo de 44.195 vezes para 0 amplicon 05-07 e 0 m&ximo igual a 727.932
vezes para o amplicon 12. Quanto ao gene BRCAZ2, as amostras de sangue obtiveram uma
média de 24.688 vezes com o valor minimo igual a 2.703 vezes para 0 amplicon 04-07 e com
o0 valor maximo de 80.268 vezes para 0 amplicon 26. As amostras de tumor apresentaram um
valor médio de 161.327 vezes com o valor minimo de 28.658 vezes para o amplicon 04-07 e 0
maximo igual a 276.941 vezes para 0 amplicon 09. O gene TP53 apresentou para as amostras
de sangue um valor médio de 17.827 vezes com o valor minimo igual a 15.215 vezes para 0
amplicon 05-09 e com o valor maximo de 22.225 vezes para o amplicon 02-04. As amostras
de tumor para este gene apresentaram um valor médio igual a 84.042 vezes com o valor
minimo igual a 36.645 vezes para 0 amplicon 05-09 e o valor maximo de 171.227 vezes para
o amplicon 02-04. As figuras de 5.1 a 5.6 apresentam a distribuicdo da cobertura média por
base para cada amplicon em cada amostra de tumor (figuras 5.1; 5.3 e 5.5) e de sangue
(figuras 5.2; 5.4 € 5.6).
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Figura 5.1: Distribuicdo das médias de cobertura por base das amostras de tumor
para o gene BRCAL.
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Figura 5.2: Distribuicdo das médias de cobertura por base das amostras de sangue
para o gene BRCAL.
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Figura 5.3: Distribuicdo das médias de cobertura por base das amostras de tumor para o
gene BRCA2.
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Figura 5.4: Distribuicdo das médias de cobertura por base das amostras de sangue para o
gene BRCA2.
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Figura 5.5: Distribuicdo das médias de cobertura por base das amostras de tumor

para o gene TP53.
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Figura 5.6: Distribuicdo das médias de cobertura por base das amostras de sangue
para o gene TP53.
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5.3. Variantes genéticas germinativas:

O sequenciamento de Nova Geragcdo das 56 amostras de sangue resultou na
identificacdo de 163 variantes germinativas nas regides codificantes e flanqueadoras (posi¢des
de até 50pb) dos éxons dos genes BRCA1, BRCA2 e TP53. Do total de variantes identificadas,
112 foram variantes exdnicas e 51 foram variantes intronicas. Foram incluidas nas demais
andlises apenas as variantes exonicas, ja que todas as variantes intronicas identificadas ndo se
localizarem no sitio aceptor ou doador de splicing (posicdes +/- 1pb ou 2pb do intron).

Dessa forma, a caracteriza¢do quanto a patogenicidade foi feita para as 112 variantes
germinativas presentes nos éxons dos genes de interesse. A analise de cobertura da posicdo
para tais variantes variou de 49 vezes a 1599 vezes, o que confirmou a qualidade e a
confiabilidade da anotacdo de cada variante. Dentre todas as variantes detectadas, o tipo
missense ou troca de sentido foi 0 mais frequente das alteraces encontradas, correspondendo
a 108 (96%) variantes; seguido de 2 (2%) do tipo frameshift ou mudanca na matriz de leitura e
2 (2%) do tipo stop codon ou cddon de parada de leitura. Do ndmero total de variantes
germinativas analisadas, 99 (88%) foram classificadas como provavelmente benignas ou
benignas; 06 (5%) como provavelmente patogénicas ou patogénicas; 4 (4%) como significado
clinico incerto (VUS); 2 (2%) com conflitos de patogenicidade entre provavelmente benigna
ou benigna e VUS; 1 (1%) variante VUS sem depo6sito no ClinVar.

Todas as 103 variantes classificadas como provavelmente benignas ou benignas
equivaleram ao tipo missense (103/108), em que 40 das mesmas corresponderam ao gene
BRCAL, 16 ao gene BRCA2 e 47 ao gene TP53. A variante do tipo missense (1/108)
classificadas como provavelmente patogénica ou patogénica foi encontrada no gene BRCAL,;
as 2 variantes do tipo missense (2/108) com conflito de patogenicidade entre provavelmente
patogénica e VUS foram detectadas no gene BRCAL; a variante do tipo missense (1/108) com
conflito de patogenicidade entre provavelmente benigna e VUS foi detectada em BRCAZ2 ; a
unica VUS do tipo missense (1/108) foi identificada no gene BRCA2. Nas variantes
germinativas também foram encontradas 2 alteragdes do tipo frameshift (2/2) no gene BRCA2,
as quais obtiveram a classificacdo de patogénica. Duas variantes do tipo stop codon (2/2)
também foram identificadas no gene BRCAL, tendo uma (1/2) sido classificada como
patogénica e a outra (1/2) classificada como VUS, no entanto sem depdsito no ClinVar. A
tabela 5.3 demonstra estes resultados e informagdes acerca da patogenicidade das alteragdes

germinativas encontradas para cada gene seréo descritas em secdes posteriores.
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Tabela 5.3: Enumeracgéo pela classificagdo e tipo das variantes germinativas detectadas
nos genes BRCA1, BRCA2 e TP53.

Gene Classificagéo Tipo N
PB/B Missense 40
PP/P Missense
BRCA1L P Stop codon
VUS™ Stop codon 1
PP/VUS" Missense 2
PB/B Missense 16
VUS Missense 1
BRCA2
PB/VUS" Missense 1
P Frameshift 2
TP53 PB/B Missense 47

Legenda: N significa o nimero de variantes identificadas por tipo para cada classificacéo;
PB/B significa variante classificada como provavelmente benigna ou benigna; PP/P
significa variante classificada como provavelmente patogénica ou patogénica; VUS*
significa variante sem depdsito de classificagdo no ClinVar; PP/VUS” significa conflito de
patogenicidade entre provavelmente patogénica e VUS; PB/VUS" significa conflito de

patogenicidade entre provavelmente benigna e VUS.
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5.3.1 Variantes genéticas germinativas no gene BRCAL1:

Nas regides codificantes do gene BRCA1 foram detectadas 45 variantes germinativas
no total, sendo 43 variantes do tipo missense e 02 variantes do tipo stop codon (Tabela 5.4).
As variantes do tipo missense foram classificadas em 40 provavelmente benignas ou
benignas; 02 com conflito de patogenicidade entre provavelmente patogénica e VUS; 01
como patogénica. Enquanto que 01 variante do tipo stop codon foi classificada como
patogénica e a outra do mesmo tipo foi classificada como VUS, mas sem depdsito no
ClinVvar. O anexo 06 especifica todas as variantes germinativas em BRCAL.

Dos 40 casos que apresentaram mutacOes germinativas para o gene BRCAL, 37
pacientes apresentaram variantes classificadas como provavelmente benignas ou benignas e
05 pacientes corresponderam as variantes provavelmente patogénicas ou patogénicas e VUS,

mas sem depdsito no ClinVar.
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Tabela 5.4: Variantes germinativas identificadas nas regides codificantes do gene BRCAL como patogénicas, com conflito de

patogenicidade ou sem classificacao.

Paciente Exon dbSNP HGVSc HGVSp Classificacao DP DP (%) alelo ALT
1 10 - c.1387A>T p.Lys463* VUS 87 36 (41%)
12 13 rs80357389 | ¢.4484G>T | p.Argl495Met P 383 164 (43%)
42 15 rs80357390 | ¢.4964C>T | p.Serl655Phe VUS/PP” 890 452 (51%)
66 10 rs80357136 | ¢.3403C>T p.GIn1135* P 1306 624 (48%)
67 15 rs80357390 | ¢.4964C>T | p.Serl655Phe VUS/PP* 383 179 (47%)

Legenda: P significa variante classificada como patogénica; VUS/P” significa conflito de patogenicidade entre VUS e patogénica;
VUS/PP/P” significa conflito de patogenicidade entre VUS e provavelmente patogénica e patogénica; DP significa profundidade

de leitura na posicao e ALT significa alelo alternativo.
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5.3.2 Variantes genéticas germinativas no gene BRCA2:

Foram encontradas para o gene BRCAZ2 nas regiOes codificantes 20 variantes
germinativas, sendo 18 missense e 02 frameshift (Tabela 5.5). As variantes do tipo missense
foram classificadas em 14 benignas; 02 provavelmente benignas ou benignas; 01 com conflito
de patogenicidade entre provavelmente benigna e VUS; 01 como VUS. As variantes do tipo
frameshift foram classificadas como patogénicas. O anexo 07 especifica todas as variantes
germinativas em BRCA2.

Essas variantes foram identificadas em 16 pacientes, desses 14 casos apresentaram
variantes provavelmente benignas ou benignas e 04 casos possuiram variantes patogénicas,

VUS ou com conflito de patogenicidade entre provavelmente benigna e VUS.
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Tabela 5.5: Variantes germinativas identificadas nas regides codificantes do gene BRCA2 como patogénicas, VUS ou com conflito

de patogenicidade.

Paciente | Exon dbSNP HGVSc HGVSp Classificagio | DP | DP (%) alelo ALT
62 Exon 11 | rs397507838 | ¢.6281A>G p.Tyr2094Cys VUS 126 74 (59%)
62 Exon 10 | rs80359264 c.1138del p.Ser380ValfsTerl9 P 308 156 (51%)
64 Exon 11 | rs80359535 | ¢.5771 _5774del | p.lle1924ArgfsTer38 P 107 53 (50%)
67 Exon 11 | rs80358880 €.6443C>A p.Ser2148Tyr VUS/PB” 444 2199%)

Legenda: P significa variante classificada como patogénica; VUS/PB* significa conflito de patogenicidade entre VUS e
provavelmente benigna; DP significa profundidade de leitura na posicdo e ALT significa alelo alternativo.
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5.3.3 Variantes genéticas germinativas no gene TP53:

Nas regides codificantes do gene TP53 foram identificadas 47 variantes germinativas,
sendo todas do tipo missense e classificadas como benignas. Tais alteracdes estiveram
presentes em 47 pacientes, no entanto uma mesma variante (¢.215C>G) foi detectada em 45
diferentes casos. Os demais casos apresentaram a variante ¢.139C>T na paciente 06 e a
variante ¢.869G>A na paciente 59. O anexo 08 especifica todas as variantes germinativas em
TP53.

O gene TP53 ndo apresentou nenhuma variante germinativa com potencial patogénico
e, por isso, todas as alteragdes benignas mencionadas acima serdo descritas na se¢cdo anexos

deste trabalho.

5.4 Variantes genéticas somaticas:

O sequenciamento das amostras tumorais resultou no total de 121 variantes somaticas
nas regides codificantes e das posicdes flanqueadoras até 50pb dos éxons dos genes BRCAL,
BRCA2 e TP53. De todas as variantes identificadas, 68 foram variantes exonicas e 53 foram
variantes intrénicas; no entanto foram incluidas na analise as variantes exonicas e as variantes
localizadas em sitio aceptor ou doador de splicing. Dessa forma, houve a exclusdo de 51
variantes intrénicas e a inclusao de apenas 2 variantes (posicdes -1pb e +2pb do intron), o que
totalizou 70 variantes somaticas identificadas para os trés genes de interesse.

A cobertura da posicéo para tais variantes variou de 77 vezes a 2832 vezes, 0 que assim
como para as variantes germinativas, também confirmou a qualidade e a confiabilidade da
anotacdo de cada variante. O tipo missense ou troca de sentido foi a mais frequente das
alteracdes encontradas, correspondendo a 44 (63%) variantes; seguido de 14 (20%) do tipo
frameshift ou mudanca na matriz de leitura; 8 (11%) do tipo stop codon ou cédon de parada
de leitura; 1 (1%) do tipo delegéo inframe; 1 (1%) do tipo insercdo inframe; 1 (1%) do tipo
sitio aceptor de splicing e 1 (1%) do tipo sitio doador de splicing. Dentre todas as variantes
detectadas, 39 (56%) foram classificadas como provavelmente patogénicas ou patogénicas; 05
(07%) como significado clinico incerto (VUS); 6 (09%) como provavelmente benigna ou
benigna; 1 com conflito de patogenicidade entre provavelmente patogénica e VUS (1%); e 19
variantes classificadas como VUS, mas sem depdsito no ClinVar (27%).

As variantes provavelmente patogénicas ou patogénicas equivaleram em 19 das 44
variantes do tipo missense, sendo 18 correspondentes ao gene TP53 e 1 ao gene BRCAL.

Além de, 11 corresponderam ao tipo frameshift (11/14), em que 3 foram identificadas para o
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gene BRCAL, 6 para BRCA2 e 2 para TP53. As demais alteracGes provavelmente patogénicas
ou patogénicas foram 7 do tipo stop codon (7/8), das quais 5 foram identificadas no gene
TP53 e 02 no gene BRCAZ2; assim como a variante do tipo delecdo inframe e a localizada em
sitio aceptor de splicing foram detectadas no gene TP53.

Com relagdo as VUS, 5 eram do tipo missense (5/44) e encontradas 3 no gene TP53 e 2
em BRCA2. As 6 variantes provavelmente benignas ou benignas eram todas do tipo missense
(7/44), em que 05 foram identificadas em BRCA1, 01 no gene BRCA2 e 01 no gene TP53. A
variante com conflito de patogenicidade entre patogénica e VUS foi missense (1/44)
encontrada no gene TP53. As variantes classificadas como VUS, mas sem classificacdo
deposito no ClinVar, foram 12 do tipo missense (12/44) localizadas 01 no gene BRCAL e 11
no gene BRCAZ2; contudo foi a mesma variante de BRCA2 que esteve presente em 11 casos.
Trés variantes do tipo frameshift (03/14) detectadas 2 no gene TP53 e 01 em BRCAL; além de
01 alteracdo stop codon, 01 insercdo inframe e 01 variante em sitio doador de splicing
localizadas no gene TP53. A tabela 5.6 e a figura 5.7 condensam as informacOes acerca
patogenicidade das alteracGes somaticas encontradas para cada gene serdo descritas em se¢des

posteriores.
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Tabela 5.6: Enumeracéo pela classificacdo e tipo das variantes germinativas detectadas
nos genes BRCA1, BRCA2 e TP53.

Gene Classificacéo Tipo N
PB/B Missense 5

PP/P Missense 1

BRCA1 PP/P Frameshift 3
VUS Missense 1

VUS® Frameshift 1

PB/B Missense 1

PP/P Frameshift 6

BRCA2 PP/P Stop codon 2
VUS Missense 2

VvUS Missense 11

PB Missense 1

PP/P Missense 18

PP/P Frameshift 2

PP/P Stop c6don 5

PP/P Delecdo inframe 1

TP53 PP/P Sitio aceptor de Splicing 1
VUS Missense 3

VUS/P* Missense 1

VUS Frameshift 2

VUs Insercéo inframe 1

vUs Sitio doador de Splicing 1

Legenda: N significa o0 nimero de variantes identificadas por tipo para cada classificacao;
PB/B significa variante classificada como provavelmente benigna ou benigna; PP/P significa
variante classificada como provavelmente patogénica ou patogénica; VUS* significa
variante sem deposito de classificagdo no ClinvVar; VUS/P® significa conflito de
patogenicidade entre patogénica e VUS.
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Figura 5.7: Distribuicdo das variantes somaticas para cada gene (BRCAL, BRCA2 e
TP53), conforme a consequéncia das alteracdes.
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5.4.1 Variantes genéticas somaticas no gene BRCA1:

5.7), sendo 7 variantes foram do tipo missense e 4 do tipo frameshift. Dentre as variantes
missense, 5 foram classificadas como provavelmente benignas ou benignas, 1 como variante
patogénica e 1 VUS, mas sem depdsito ndo no ClinVar. As variantes do tipo frameshift

classificaram-se como: 03 variantes patogénicas e 01 a principio patogénica, que ndo

apresenta depdsito no ClinVar.

casos apresentaram alteragcdes classificadas como provavelmente benigna ou benigna e 6
foram referentes as variantes patogénicas e a variante sem depdsito no ClinVar, mas por ser

do tipo frameshift deve ser considerada a principio como patogénica, segundo recomendacdes

O gene BRCAL apresentou um total de 11 variantes nas regides codificantes (Tabela

As variantes somaticas para o gene BRCAL foram detectadas em 08 casos, sendo que 2

da ACMG. O anexo 09 especifica todas as variantes somaticas em BRCA1.
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Tabela 5.7: Variantes somaticas identificadas nas regiGes codificantes do gene BRCA1l como
depositada no ClinVar.

patogénicas e sem classificacao

Paciente | Exon dbSNP HGVSc HGVSp Classificagio | DP | DP (%) alelo ALT
04 09 rs80357537 .668del p.Lys223ArgfsTerll P 2339 52 (02%)
08 10 - ¢.3600 3619del | p.Glyl201GlufsTerll p* 795 65 (08%)
10 10 - C.1952A>G p.Lys651Arg VUS 2241 11 (0%)
15 10 rs886040056 c.2637del p.Glu880ArgfsTerl3 P 237 13 (05%)
57 19 rs80356937 c.5212G>A p.Glyl738Arg P 2674 2126 (80%)
67 10 rs886040056 c.2637del p.Glu880ArgfsTerl3 P 432 13 (03%)

Legenda: P significa variante classificada como patogénica; P* significa variante sem classifica¢do pelo ClinVar, mas cosiderada a
principio patogénica, conforme recomendacdo da ACMG, por ser frameshift; DP significa profundidade de leitura na posicédo e
ALT significa alelo alternativo.
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5.4.2 Variantes genéticas somaticas no gene BRCA2:

Nas regides codificantes do gene BRCA2 foram identificadas 22 variantes (Tabela
5.8), em que dentre estas 14 variantes foram consideradas do tipo missense, 06 do tipo
frameshift e 2 do tipo stop codon. No conjunto de variantes missense, 1 variante foi
classificada como benigna, 2 como variantes VUS e as demais 11 variantes também como
VUS, mas sem depdsito no ClinVar. Todas as variantes do tipo frameshift assim como as
variantes do tipo stop codon foram classificadas como patogénicas.

Foram relatadas variantes somaticas no gene BRCA2 em 15 casos, dos quais 01 caso
obteve uma variante benigna e 14 casos apresentaram as variantes patogénicas, VUS e VUS

sem deposito no ClinVar. O anexo 10 especifica todas as variantes somaticas em BRCA2.
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Tabela 5.8: Variantes somaticas identificadas nas regides codificantes do gene BRCA2 como patogénicas e VUS.

Paciente | Exon dbSNP HGVSc HGVSp Classificacio | DP | DP (%) alelo ALT
12 11 rs1555284238 €.5462A>G p.Lys1821Arg VUS 615 12 (02%)
12 18 - C.8021A>G p.Lys2674Arg VUS 1517 21 (01%)
15 18 - c.8021A>G p.Lys2674Arg VUS 1569 26 (02%)
33 18 rs757206472 c.8008T>C p.Ser2670Pro VUS 2173 11 (01%)
33 18 - C.8021A>G p.Lys2674Arg VUS 2365 33 (01%)
34 11 rs80359406 c.3860del p.Asn12871lefsTer6 P 453 11 (02%)
34 18 rs397507952 c.8021del p.Lys2674ArgfsTer2 P 1325 27 (02%)
35 10 rs80358438 €.1528G>T p.Glu510* P 303 219 (72%)
35 18 - c.8021A>G p.Lys2674Arg VUS 2288 28 (01%)
36 18 - C.8021A>G p.Lys2674Arg VUS 1770 36 (02%)
38 18 rs397507952 c.8021del p.Lys2674ArgfsTer2 P 2179 40 (02%)
43 18 rs397507952 c.8021del p.Lys2674ArgfsTer2 P 1926 22 (01%)
49 18 - C.8021A>G p.Lys2674Arg VUS 740 12 (02%)
54 18 rs397507952 c.8021del p.Lys2674ArgfsTer2 P 1336 27 (02%)
54 18 - c.8021A>G p.Lys2674Arg VUS 1409 12 (01%)
56 18 - C.8021A>G p.Lys2674Arg VUS 2832 36 (01%)
60 18 rs397507952 c.8021del p.Lys2674ArgfsTer2 P 1543 33 (02%)
60 18 - c.8021A>G p.Lys2674Arg VUS 1620 16 (01%)
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Paciente | Exon dbSNP HGVSc HGVSp Classificacio | DP | DP (%) alelo ALT
62 18 - c.8021A>G p.Lys2674Arg VUS 1414 22 (02%)
66 18 - c.8021A>G p.Lys2674Arg VUS 1836 22 (01%)
66 21 | rs397508002 | c.8680C>T p.GIn2894* P 473 43 (09%)

Legenda: P significa variante classificada como patogénica; DP significa profundidade de leitura na posicdo e ALT significa alelo

alternativo.
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5.4.3 Variantes genéticas somaticas no gene TP53:

Para o gene TP53 foram encontradas 35 variantes somaticas nas regides exonicas e 2
variantes intronicas (Tabela 5.9). As variantes exdnicas foram identificadas como 23 do tipo
missense, 4 do tipo frameshift, 6 do tipo stop codon, 1 do tipo delecdo inframe, 1 do tipo
insercdo inframe. Ja as variantes intrénicas corresponderam a 1 em sitio doador de splicing e
outra em sitio aceptor de splicing.

As variantes missense classificaram-se em 18 variantes provavelmente patogénicas ou
patogénicas, 3 VUS, 1 com conflito de patogenicidade entre patogénica e VUS. As variantes
frameshift foram categorizadas em 1 variante patogénica, 1 variante provavelmente
patogénica e 2 variantes sem classificacdo no ClinVar, mas consideradas a principio como
patogénicas de acordo com as recomendacdes da ACMG.. As variantes do tipo stop codon
foram classificadas como: 4 variantes patogénicas, 1 variante provavelmente patogénica ou
patogénica e 01 variante sem classificacdo no ClinVar, mas considerada a principio como
patogénica conforme os critérios da ACMG. A variante do tipo delecdo inframe foi
classificada como provavelmente patogénica e a do tipo insercdo inframe ndo teve sua
classificagdo depositada no ClinVar, mas por causar uma inser¢do foi considerada como
potencialmente patogénica de acordo aos critérios da ACMG. A variante intrbnica de sitio
doador de splicing foi categorizada a principio como patogénica, conforme os critérios da
ACMG; e a variante de sitio aceptor de splicing foi classificada como provavelmente
patogénica.

Foram identificadas variantes somaticas no gene em 35 casos TP53, em que todos
possuiram variantes patogénicas, provavelmente patogénicas, VUS, variante com conflito de
patogenicidade e variantes stop codon ou frameshift ou modificadoras de splicing sem
depdsito no ClinVar, mas consideradas a principio como patogénicas por recomendacdes da
ACMBG. O anexo 11 especifica todas as variantes somaticas em TP53.
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Tabela 5.9: Variantes somaticas identificadas nas regiGes exonicas e intronicas do gene TP53 como provavelmente patogénicas, patogénicas,

VUS, com conflitos de patogenicidade.

Paciente | Exon DbSNP HGVSc HGVSp Classificac&o DP DP (%) alelo ALT
01 05 rs1057519991 C.536A>G p.His179Arg VUS/P* 2703 1869 (69%)
02 08 rs121913344 c.916C>T p.Arg306* PP 86 43 (50%)
03 06 rs760043106 C.584T>C p.1le195Thr PP 83 61 (73%)
04 05 rs1057519978 .421T>G p.Cys141Gly PP 1137 677 (60%)
05 06 rs730882019 c.455del p.Prol52ArgfsTerl8 P 2013 1296 (64%)
06 08 rss87781525 C.842A>T p.Asp281Val PP 77 28 (36%)
07 06 rs121912666 C.659A>G p.Tyr220Cys PP 526 308 (59%)
09 05 rs730882001 c.493C>T p.GIn165* P 144 130 (90%)
10 07 rs11540652 C.743G>A p.Arg248GIn PP 2174 1616 (74%)
11 07 rs730882027 C.752T>A p.lle251Asn VUS 754 586 (78%)
12 06 rs786201838 c.578A>G p.His193Arg PP 555 336 (61%)
16 08 rs28934576 C.818G>A p.Arg273His PP 355 336 (95%)
17 04 rs587783062 c.267del p.Ser90ProfsTer33 PP 1638 1480 (90%)
23 08 rs786201059 c.856G>A p.Glu286Lys PP 357 42 (12%)
27 06 rs397516436 c.637C>T p.Arg213* P 135 130 (96%)
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Paciente Exon DbSNP HGVSc HGVSp Classificacéo DP DP (%) alelo ALT
30 07 - c.780del p.Ser261ValfsTer84 p* 206 155 (75%)
31 07 rs1064794309 C.764_766del p.lle255del PP 218 89 (41%)
32 intron 05 - c.559+2T>G - P* 247 206 (83%)
33 05 rs876660754 c.517G>T p.Vall73Leu PP 152 85 (56%)
35 07 - €.732_733insCATGCG | p.Gly244_Gly245insHisAla p* 358 195 (54%)
42 09 - €.988del p.Leu330PhefsTerl5 p* 400 62 (16%)
43 08 rs28934574 .844C>T p.Arg282Trp PP 757 19 (03%)
48 07 rs121912651 C.742C>T p.Arg248Trp PP 1396 933 (67%)
49 04 rs1555526478 c.372C>A p.Cysl124* P 1095 985 (90%)
50 05 rs121912654 c.469G>T p.Vall57Phe VUS 1476 657 (45%)
52 05 rs730881999 c.380C>T p.Serl27Phe VUS 179 85 (47%)
54 07 rs587782664 c.711G>C p.Met237lle P 1196 770 (64%)
55 05 rs730882001 c.493C>T p.GIn165* P 679 320 (47%)
56 08 rs193920774 C.797G>A p.Gly266Glu PP 623 569 (91%)
57 07 rs28934575 C.733G>A p.Gly245Ser PP 837 539 (64%)
60 05 rs148924904 c.488A>G p.Tyrl63Cys PP 102 71 (70%)
63 intron 07 | rs1555525367 .783-1G>T - PP 94 77 (82%)
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Paciente Exon DbSNP HGVSc HGVSp Classificacao DP DP (%) alelo ALT
65 05 rs28934578 | ¢.524G>A p.Argl75His PP 135 77 (57%)
67 08 rs876659802 €.833C>T p.Pro278Leu PP 130 46 (35%)
67 07 rs765848205 c.710T>A p.Met237Lys PP 127 40 (31%)

Legenda: P significa variante classificada como patogénica; P* significa variante sem classificacdo pelo ClinVar, mas cosiderada a
principio patogénica, conforme recomendagdo da ACMG; PP significa variante classificada como provavelmente patogénica; VUS/P*
significa conflito de patogenicidade entre patogénica e VUS; DP significa profundidade de leitura na posicdo e ALT significa alelo

alternativo.
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5.5 Perda de Heterozigosidade:

As amostras de sangue apresentaram 9 variantes, para os genes BRCALl e BRCA2,
classificadas como patogénicas, VUS, sem classificacdo depositada no ClinVar (e
consideradas aqui como VUS) e com conflito de patogenicidade entre provavelmente
patogénica e VUS. Para investigar a perda de heterozigosidade (LOH) em tais alteraces, as
respectivas posi¢Oes nas regides codificantes foram avaliadas nas amostras de tumor com o
uso da ferramenta Integrative Genomics Viewer (IGV). Dessa maneira foi possivel visualizar
e comparar as proporcdes dos alelos de referéncia e alternativos nas amostras de sangue e de
tumor.

A andlise considerou como indicativo de LOH o critério da frequéncia alélica do alelo
alternativo da amostra de tumor igual ou acima 80% (ALT>80%) e, por conseguinte,
frequéncia alélica do alelo de referéncia igual ou abaixo 20% (REF<20%). A partir deste
critério, houve indicacdo de LOH em 4 das nove variantes analisadas, sendo todas as variantes
identificadas no gene BRCAL (Tabela 5.10).
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Tabela 5.10: Proporcao alélica nas variantes com LOH identificadas nas amostras de sangue e tumor

Paciente | Variante Efeito na Classificacao Amostra Proporcéo alélica
proteina (ALT/REF) em (%0)
Sangue 42% | 58%
01 c.1387A>T p.Lys463* p*
Tumor 89% /11%
Sangue 42% | 58%
12 c.4484G>T | p.Argl495Met P
Tumor 16% / 84%
Sangue 48% / 52%
66 €.3403C>T p.GIn1135* P
Tumor 14% | 86%
. Sangue 49% / 51%
67 c.4964C>T | p.Serl655Phe | VUS/PP/P
Tumor 20% / 80%

Legenda: P significa variante classificada como patogénica; P* significa variante sem classificacdo pelo
ClinVvar, mas cosiderada a principio patogénica, conforme recomendagdo da ACMG; VUS/PP/P*
significa conflito de patogenicidade entre provavelmente patogénica, patogénica e VUS; REF significa
alelo de referéncia e ALT significa alelo alternativo.
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5.6 Variantes germinativas de BRCAL e BRCA2 nas sequéncias codificantes:

O gene BRCAL apresentou um total de 4 variantes germinativas com potencial
patogénico e com significado clinico incerto (VUS), sendo 2 do tipo stop codon e 2 do tipo
missense. As variantes stop codon corresponderam ao éxon 10 (c.784 ateé ¢.4209), considerado
0 maior dos 23 éxons do transcrito NM_007294.4 sendo que a variante (p.Lys463*).esteve
situada no dominio associado ao dominio proteico BRCT. Com relagéo as variantes missense,
p.Argl495Met (c.4484G>T) foi localizada no éxon 14 do transcrito de referéncia e a variante
p.Serl655Phe (c.4964C>T) foi identificada no dominio “BRCT-1" (p.1642 até p.1736).

O gene BRCA2 também apresentou 4 variantes germinativas consideradas 2 do tipo
missense e 2 do tipo frameshift. As alteracfes do tipo como missense foram classificadas
como 1 VUS e 1 com conflito de patogenicidade entre provavelmente benigna e VUS;
enquanto que ambas as variantes frameshift sdo patogénicas. A variante p.Ser380ValfsTer19
foi localizada no éxon 10 (c.264 até ¢.636) do transcrito NM_000059.4 e as demais variantes
p.1le1924ArgfsTer38; p.Tyr2094Cys; p.Ser2148Tyr corresponderam as coordenadas do éxon
11 (c.636 até ¢.2280), conhecido como o maior éxon do transcrito referéncia de BRCA2.

Para 0 gene TP53 ndo sdo apresentadas as variantes germinativas nas sequéncias
codificantes, pelo fato de ter apresentado apenas variantes provavelmente benignas ou
benignas, ou seja, sem a identificacdo de nenhuma alteracdo com potencial patogénico.

A figura 5.8 apresenta a localizacdo ao longo dos transcritos de referéncia de BRCAL e

BRCA2 das variantes identificadas com potencial patogénico.
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Figura 5.8: (A) Localizacdo das variantes germinativas na sequéncia codificante de DNA. (A) Provavelmente patogénicas ou
patogénicas e VUS para BRCA1l. (B) VUS e com conflito de patogenicidade para BRCA2. Figuras criadas no site

https://www.cbioportal.org/mutation_mapper.
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5.7 Variantes somaticas de BRCAL, BRCA2 e TP53 nas sequéncias codificantes:

As variantes somaticas do gene BRCA1 com potencial patogénico contabilizaram um
total de 5 alteracdes, sendo 3 do tipo frameshift e 2 do tipo missense. As variantes missense
foram classificadas como 1 patogénica e 1 como VUS sem depdsito no ClinVar; enquanto as
frameshift eram 2 patogénicas e 1 como VUS mas sem classificagdo no ClinVar. A variante
frameshift p.Lys223ArgfsTerll foi localizada no éxon 09 do transcrito NM_007294.4. A
missense p.Lys651Arg, assim como as demais do tipo frameshift p.Gly1201GlufsTerll e
p.Glu880ArgfsTerl3 se localizaram no éxon 10 do mesmo transcrito. A variante
p.Gly1738Arg foi detectada no éxon 19 entre os dominios proteicos “BRCT-1" (p.1642 até
p.1723) e “BRCT-2” (p.1756 até p.1855) (Figura 5.9 A).

Para o gene BRCA2 foram identificadas 7 alteragdes somaticas com possivel efeito
patogénico, sendo 3 do tipo missense, 2 do tipo frameshift e 2 do tipo stop codon. As variantes
missense foram classificadas como VUS, no entanto 1 destas ndo apresentou classificacéo
depositada no ClinVar; ja as variantes frameshift e 2 do tipo stop codon classificaram-se como
patogénicas. A variante p.Glu510* foi identificada no éxon 10 do transcrito de referéncia
NM_000059.4; as variantes p.Asn1287llefsTer6 e p.Lys1821Arg foram detectadas no éxon
11 do mesmo transcrito. No dominio “BRCA2 OB1” (p.2670 até p.2799) foram localizadas as
variantes p.Ser2670Pro; p.Lys2674Arg; p.Lys2674ArgfsTer2 (Figura 5.9 B).

No gene TP53 foram identificadas 33 variantes somaticas com potencial patogénico,
sendo 22 do tipo missense, 5 stop codon , 04 frameshift, 1 delecdo inframe e 1 insercédo
inframe. As alteracbes missense foram classificadas em 17 provavelmente patogénicas ou
patogénicas; 3 como VUS, 1 patogénica; 1 com conflito de patogenicidade entre patogénica e
VUS. As variantes stop codon foram classificadas como 1 provavelmente patogénica ou
patogénica; 1 sem classificagdo pelo ClinVar; 3 patogénicas. As alteragcdes frameshift como 1
patogénica; 1 provavelmente patogénica e 2 como VUS sem classificacdo pelo ClinVar; ja a
delecdo inframe como patogénica e a inser¢do inframe como VUS, mas sem depdsito no
ClinVar. A variante stop codon p.Trp91* foram identificadas no éxon 04 do transcrito
NM_000546.6. As variantes missense, 2 frameshift, 3 stop codon, a delecdo inframe e a
insercdo inframe localizaram-se no “P53 DNA binding domain” (p.95 até p.288). A variante
stop codon p.Arg306* foi localizada no limite do éxon 08 com o éxon 09 do transcrito de
referéncia; enquanto que a variante frameshift p.Leu330PhefsTerl5 foi identificada no
dominio “P53 tetramer” (p.318 até p.358) (Figura 5.10).
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Figura 5.9: (A) Localizacdo das variantes somaticas na sequéncia codificante de DNA. (A) Patogénicas e VUS para BRCAL. (B)
Patogénicas e VUS para BRCA2. Figuras criadas no site https://www.cbioportal.org/mutation_mapper.
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Figura 5.10: (A) Localizacdo das variantes somaticas provavelmente patogénicas, patogénicas e VUS para TP53 na sequéncia codificante de
DNA. Figura criada no site https://www.cbioportal.org/mutation_mapper.
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4. p.Ser127Phe; 12. p.HIs179Arg; 21. p.Arg248GlIn; 30. p.Arg282Trp;
5. p.Cys141Gly; 13. p.His193Arg; 22. p.Arg248Trp; 31. p.Glu286Lys;
6. p.Prol52ArgfsTerl8; 14. p.1le195Thr; 23. p.1le251Asn; 32. p.Arg306*;
7. p.Vall57Phe; 15. p.Arg213*; 33. p.Leu330PhefsTer15
16. p.Tyr220Cys; 25. p.Ser261ValfsTer84;
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5.8 Andlise integrada das variantes germinativas e somaticas:

De todos os 56 casos de cancer de ovario do tipo epitelial analisados, 43 apresentaram
variantes germinativas e também variantes somaticas nas respectivas amostras de tumor. Os
demais 13 casos possuiram alteraces germinativas ou somaticas, sendo que 01 amostra (caso
30) apresentou apenas uma variante somatica e as demais 12 amostras (casos 13, 14, 18, 25,
29, 44, 45, 47, 53, 58, 59, 61) apresentaram apenas variantes germinativas. Dentre 0s 43 casos
com variantes tanto a nivel germinativo quanto somatico, 07 destes possuiram variantes
germinativas e somaticas, ou seja, em ambas as amostras pareadas foram identificadas com
potencial patogénico. As variantes detectadas nos 7 casos mencionados foram classificadas
como provavelmente patogénicas; patogénicas; VUS; variantes sem classificacdo depositada
no ClinVar; variantes com conflito de patogenicidade entre patogénica e VUS.

Dentre todos os casos analisados, 13 pacientes ndo apresentaram variantes com
indicacdo para perda de funcdo alélica em nenhum dos genes investigados. A maioria destes
casos (11/13) obteve variantes germinativas benignas e nenhuma variante somatica; enquanto
os demais 02 casos apresentaram variantes germinativas e somaticas benignas. Com relacao
as caracteristicas clinico-patolégicas, destaca-se a presenca de casos (7/13) com o subtipo
histol6gico de Adenocarcinoma/Cistoadenocarcinoma de Células Claras e a menor frequéncia
de casos HGSOC (3/13). A representatividade tumoral foi igual a 100% para 5 casos, igual a
90% para 4 pacientes, 70% para 3 pacientes e 60% para 1 caso. A mediana de idade ao
diagnéstico foi de 59 anos; o estadiamento tumoral equivaleu a 6 casos com estagio I, 4 com
estagio 111 e 2 com estagio IV. O histérico familiar para a susceptibilidade genética a HBOC
esteve presente em 4 casos e 0 numero de 6bitos foi equivalente a 6 dos 13 casos.

Com relacéo as pacientes que apresentaram variantes germinativas e somaticas (43/56),
0 subtipo histolégico mais frequente foi 0 HGSOC com 30 casos, dos quais 18 apresentaram
100% de representatividade tumoral (RT); 02 com razéo tumoral (RT) igual a 90%; 06 casos
com RT de 80%; 03 casos com RT igual a 70% e 01 caso com RT de 60%. O segundo subtipo
histolégico mais encontrado foi o Cistoadenocarcinoma/Adenocarcinoma mucinoso com 06
casos, cujas RTs foram 03 casos com 100%; 01 caso com 90%; 01 caso com 80% e 01 caso
com 60%. O Adenocarcinoma endometrioide foi o terceiro subtipo histolégico com 03 casos
que obtiveram 100% de RT. Seguido de 02 casos de tumor misto de HGSOC e
Adenocarcinoma de células claras, cada qual com 80% de RT correspondente ao subtipo

histolégico HGSOC e 10% com RT de Adenocarcinoma de células claras. Os demais dois

65



casos equivaleram aos subtipos histologicos Adenocarcinoma de células claras e
Cistoadenocarcinoma/ Adenocarcinoma seroso de baixo grau, ambos com RT igual a 100%.

Para o grupo de 43 pacientes foram diagnosticados 04 casos no intervalo de 30 a 40
anos; 08 casos entre 40 e 50 anos; 15 casos entre 50 e 60 anos; 09 casos entre 60 e 70 anos; 04
casos entre 70 e 80 anos; 02 casos entre 80 e 90 anos e 01 caso diagnosticado aos 94 anos.
Quanto ao estadiamento tumoral foram identificados 10 casos no estigio I; 03 casos no
estagio II; 17 casos no estdgio Il e 12 casos no estdgio IV. Dentre todos 0s casos
identificados com variantes germinativas e somaticas foram registrados 24 6bitos.

Informacdes sobre historico familiar relataram a presenca em 24 casos de a0 menos um
parente afetado por cancer; sendo que 08 casos apresentaram dois ou mais parentes afetados
de primeiro a terceiro grau. De todos os casos relatados com variantes germinativas e
somaticas, 8 pacientes tinham familiares de primeiro e/ou segundo graus com tipos de cancer
associados a sindrome hereditaria HBOC e 1 paciente que possuiu um familiar de segundo
grau com associacdo a sindrome de Li-Fraumeni. Dos casos com historico familiar associado
a HBOC, 01 apresentou familiar de primeiro grau de parentesco com cancer de ovario aos 40
anos; 07 possuiam parentes de segundo grau com neoplasias de mama, prostata, pancreas ou
ovario; 01 apresentou familiares afetados de primeiro e segundo graus.

A figura 5.11 apresenta por paciente todas as variantes germinativas e somaticas
identificadas nos genes BRCAL, BRCA2 e TP53; além das caracteristicas clinico-patoldgicas
(subtipo histolégico, representatividade tumoral, estadiamento, faixa etaria ao diagnostico,

histérico familiar e 6bito).

66



Figura 5.11: Analise integrada das variantes germinativas e somaticas com as caracteristicas clinico patoldgicas de cada paciente.

I BRCA1 germinativo

BRCA1 somético

BRCA2 germinativo

BRCAZ2 somatico

TP53 germinativo

TP53 somatico
Tumor
RT
— Estadiamento
Faixa etéria
— Histdrico familiar
— Obito
123456 7891011121314 15161718 20 2325 27 29 30 31 32 3334 35 36 3340 42 43 44 45 47 48 49 50 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67
Classificacdo Variante: || Tipo Variante: Tumor: RT: Estadiamento: Faixa etéria: Histérico Obito:
. M Missense M Hesoc M 100% | B 30-40 familiar:
I Frameshift Seroso baixo grau M 90% I 40-50 )
W PP/P [ Stop codon B A/C Mucinoso I 80% W 50-60 sim M sim
M vus Delecao inframe B A/C Endometrioide | | I 70% Ll M 60-70 ) )
VUs/ P* M insercéo inframe AIC Células Claras | | I 60% CRY, I 70-80 [INdo LINdo
- M sitio doador de Splicing Misto* 80-90
[ Sitio aceptor de Splicing B Misto** 90-100

Legenda: Cada coluna resume as variantes germinativas e somaticas detectadas para cada paciente, assim como as caracteristicas clinico-patolégicas. A linha abaixo da tabela
apresenta o cddigo de cada amostra. O significado de cada cor esta nos quadrados das legendas para cada categoria. PB/B provavelmente benigna/benigna; PP/P é provavelmente
patogénica/patogénica; VUS/P* € variante com conflito de classificagdo; P* variante sem classificacio pelo ClinVar; RT significa representatividade tumoral.
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6 DISCUSSAO

6.1 Metodologia do sequenciamento em larga escala:

O uso de amostras de sangue juntamente com tecido de tumor fresco e congelado a -
80°C, ao invés, de tecido em blocos de parafina (FFPE) foi o método de avaliagdo que
permitiu um resultado com maior qualidade, uma vez que, o tecido em FFPE ndo conserva a
integridade do DNA (WEREN et al., 2016). A escolha do sequenciamento em larga escala
(NGS) também foi a mais adequada para avaliar a carga mutacional de BRCA1, BRCA2 e
TP53 das amostras pareadas de sangue e tumor. A metodologia NGS possibilita o
sequenciamento simultaneo de diversos alvos em variadas amostras, sendo ideal para estudos
sobre variantes germinativas e somaticas em cancer; além de viabilizar o sequenciamento de
mais de um tipo de alteragdo como SNP e Indel (LUTHRA et al., 2015).

O sequenciamento NGS comparado ao sequenciamento Sanger € um método com
melhor custo-beneficio, pelo fato de reduzir o rastreamento do material a um Unico
procedimento. Enquanto o sequenciamento de Sanger resulta em uma profundidade de apenas
2 copias (sentido direto e reverso) das amostras, 0 NGS sequencia clones moleculares da
amostra, 0 que possibilita diversas leituras de uma Unica regido. A estratégia de
sequenciamento por NGS apresenta maior sensibilidade por detectar inUmeras mutacdes de
base Unica (SNPs) e maior especificidade por reduzir artefatos de sequenciamento devido a
erros introduzidos pela Taq polimerase (DE SCHRIJVER et al., 2011).

O aprimoramento das técnicas de sequenciamento em larga escala juntamente com
programas de analise por bioinformética, proporcionou a investigacdo de variantes pouco
frequentes em amostras tumorais. Por conta da alta taxa de cobertura, esta técnica elimina o
maximo de variantes falso positivas, que sdo consequéncia, por exemplo, da contaminacéo de
tecido tumoral por células normais. A analise por NGS possui uma precisdo capaz de detectar
alteracdes verdadeiramente tumorais e assim ser uma ferramenta de auxilio para a pratica
clinica, ao desenvolvimento de terapias-alvo especificas (SHAW; MAITRA; 2019).

Devido a todas as questdes explicitadas acima, que a metodologia por NGS ao invés do
sequenciamento de Sanger foi aplicada neste estudo e resultou em uma cobertura média de
467.125 leituras nas amostras de tumor, além da deteccdo de frequéncias alélicas inferiores a
10%.
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6.2 Eventos genéticos em cancer de ovario:

De todos os 56 casos analisados, em 7 pacientes foram identificadas variantes
germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2 com potencial patogénico, ou seja, variantes de
significado incerto (VUS); variantes patogénicas; variantes com conflito de patogenicidade
entre patogénica e VUS; e variante sem classificacdo pelo CliVar, mas possivelmente
patogénica conforme critérios da ACMG. Houve a deteccdo de 09 variantes no total, sendo 04
diferentes alteracbes para cada gene e a variante ¢.5027C>T em BRCAL que foi encontrada
em 2 pacientes. Neste estudo foi determinada em 13% (7/56) a prevaléncia de variantes
patogénicas para portadores de mutacGes germinativas em BRCAL/2. Tal percentual se
enquadra na variacdo de 2,3% a 20% da frequéncia de mutacdes para os genes BRCA1/2,
mencionada por Silva et al. (2014), em mulheres brasileiras que se enquadram aos critérios de
susceptibilidade genética a HBOC. As frequéncias de mutacdes germinativas patogénicas para
BRCAL tendem a ser mais frequentes em comparacdo ao gene BRCA2 (Maistro et al.,2016;
Palmero et al., 2018); no entanto, encontramos aqui uma frequéncia similar entre BRCAL e
BRCA2.

Em relacdo ao gene TP53, todas as alteracbes detectadas a nivel germinativo foram
benignas, sendo que a variante missense ¢.215C>G (p.Pro72Arg) esteve presente em 96% dos
casos analisados, com frequéncias do alelo alternativo entre 51% a 100%. Tal polimorfismo
apresenta altas frequéncias nas populacfes do norte europeu (80 a 85%) e, segundo Jeong et
al. (2010), esta em processo de fixacdo alélica dentro da populacdo caucasiana . Segundo
Dumont et al. (2003), esta substituicdo aumenta o potencial de apoptose celular por conta da
troca pelo aminoacido Arginina favorecer a localizacdo de p53 na mitocondria. Alguns
estudos analisaram a associac¢do desta variante com o risco a variados tipos de cancer, dentre
neoplasias ginecoldgicas como cancer de UGtero e endometrial; contudo permanece
inconclusivo se a presenca deste polimorfismo estd ou ndo relacionado ao aumento do risco
para cancer de ovario (UEDA et al., 2006; SCHILDKRAUT et al., 2009).

Os casos com variantes somaticas em TP53 estdo presentes em 85% (29/34) dos
tumores do subtipo epitelial HGSOC, enquanto que as alteracdes em BRCAL em 15% (5/34) e
32% (11/34) para BRCAZ2. Estes resultados condizem aos dados de publicagdes anteriores que
relatam sobre as maiores taxas de mutacGes somaticas ao gene TP53, percentuais que chegam
a 96% (TCGA, 2011; PRAT et al., 2018). No entanto, as taxas das altera¢cbes somaticas para
BRCAL/2 contrastam dos demais estudos, 0s quais mencionam percentuais de 09% a 4,1%
como Hennessy et al. (2010) que se baseou em ensaios de PCR quantitativa e de hibridizacédo

para a analise de perda de funcéo aléelica. Além de divergir também do estudo de Koczkowska
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et al. (2016) que utilizou a metodologia NGS para avaliar variantes somaticas, mas com uma
linha de corte de 4% na frequéncia alélica da variante. O uso de diferentes metodologias para
avaliar a frequéncia mutacional em determinados genes como BRCAL/2 j& contribui para a
divergéncia dos resultados; no entanto, 0 mesmo ocorre em estudos que aplicam metodologias
similares como o sequenciamento por NGS. Conforme Schrijver et al. (2010), tal fato pode
ser reflexo das analises por bioinformatica, pois um mesmo conjunto de dados pode ter
diferentes resultados dependendo da forma de investigacdo das variante, a exemplo do
desenho do pipeline de analise, o uso dos diferentes filtros e linhas de corte para determinar as
frequéncias alélicas nas amostras.

A verificacdo das frequéncias alélicas para as variantes somaticas patogénicas e VUS
identificadas no gene BRCA1, constatou a perda de funcdo alélica apenas da variante
€.5212G>A (p.Gly1738Arg) na amostra de tumor. Tal variante obteve 80% de frequéncia do
alelo alternativo nas células tumorais, um valor que se enquadra nos critérios que indicam a
inativacdo do alelo de referéncia (JONSSON et al., 2019). Esta mutacdo foi detectada no
subtipo histolégico HGSOC e com 90% de massa tumoral, sendo assim apresenta baixa taxa
de contaminacdo com células normais e comprova a presenca da alteracdo nos clones
tumorais. As caracteristicas histopatolégicas do tumor confirmam o grau de pureza da
amostra, o que, segundo Kanchi et al. (2014), é importante para evitar resultados falsos
positivos e afirmar a susceptibilidade ao cancer de ovério. Esta variante missense foi
associada ao maior risco de desenvolvimento do cancer de ovario, apds a revisdo do grau de
patogenicidade da variante. Ensaios funcionais verificaram os efeitos deletérios desta
alteracdo, por conta da localizagdo na regido C-terminal de BRCA1, entre os dominios BRCT-
1 e BRCT-2, que desregula a ativagdo da transcricdo proteica (CARVALHO et al., 2007,
EASTON et al., 2007).

Para 0 gene BRCA2 também houve a identificacdo da variante somatica ¢.1528G>T
(p.Glu510%*), com possivel perda de fungéo alélica; ja que a frequéncia do alelo alternativo no
tumor equivaleu a 72%. Tal variante foi identificada em um caso com subtipo histologico
HGSOC e representatividade tumoral de 60%, uma alteracdo que corresponde ao tipo
nonsense (stop codon) e foi classificada como patogénica. A classificacdo dessa variante
reflete o efeito deletério causado pela modificacdo p.Glu510*. Tal modificagdo gera um
codon de terminacdo prematuro no éxon 10 de BRCA2 que interrompe a traducéo da proteina,
resultando em um produto néo funcional
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/51139/).

Além da perda de funcéo alélica por eventos somaticos, foi observada também a perda

de heterozigosidade (LOH) para as variantes germinativas de BRCALl c.1387A>T
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(p.Lys463*), ¢.3403C>T (p.GIn1135*), ¢.4484G>T (p.Argl495Met), c.4964C>T
(p.Ser1655Phe) com potencial patogénico e todas localizadas no mesmo sitio da sequéncia
referéncia na amostra de tumor. A indicacdo de LOH se deu através da avaliacdo das
frequéncias alélicas nas amostras pareadas, a qual constatou o0 aumento na taxa do alelo
alternativo (>80%) no tumor em relagdo ao sangue. Houve a identificagcdo apenas nos casos de
portadores de mutacgdes germinativas para BRCAL, em casos de tumores epiteliais HGSOC,
casos com RT de 80% a 100% e em estagios avancados de Il a IV da doenca; tais resultados
corroboraram com os relatos de Rzepecka et al. (2012) sobre LOH. Assim como foi
observado por Roy et al (2012), a perda do alelo de referéncia ocorreu, em todos 0s casos
analisados, como resultado de mutacdo germinativa no gene BRCA1 ou BRCAZ2, isto é ndo
houve a detec¢do de variantes deletérias nos dois genes para um mesmo caso.

A variante ¢.1387A>T (p. Lys463*) apresentou LOH devido a frequéncia do alelo
alternativo em 42% no sangue e 89% no tumor. Essa variante ndo apresenta classificacdo
depositada no ClinVar e esta localizada no dominio rico em Serina associado ao dominio
BRCT, mas principalmente encontra-se também na regido “Ovarian Cancer Cluster Region”
(OCCR). A presenca de uma mutacdo nesta regido (c.670 até c.4096) estd associada ao
aumento no risco para cancer de ovario (REBBECK et al., 2015); dessa forma o tipo da
variante e a localizacdo indicam a patogenicidade. Tal variante deve ser considerada como
patogénica por gerar uma proteina truncada que favorece a predisposi¢do e 0 risco ao cancer
de ovério (RICHARDS et al., 2015; SZABO et al., 2004).

A variante ¢.3403C>T (p.GIn1135*) apresentou frequéncia do alelo alternativo em
52% no sangue e 86% no tumor, o que significa que esta variante pode causar LOH. Esta
variante stop codon foi classificada como patogénica e localizada no éxon 10, o qual esta
inserido na regido OCCR. Outra variante ¢.4484G>T (p.Argl495Met) também foi indicada
por promover LOH por ter a frequéncia do alelo alternativo em 43% no sangue e 84% no
tumor. Tal variante missense foi classificada como patogénica e localizada no éxon 13 do
transcrito de referéncia de BRCAL. Cotrim et al (2019) também detectou esta variante em uma
andlise sobre as mutacbes na populacdo brasileira, contudo reclassificou a variante
€.4484G>T como provavelmente patogénica.

A ultima considerada por ocasionar LOH foi ¢.4964C>T (p.Ser1655Phe), esta alteracéo
foi identificada em um caso de Adenocarcinoma endometrioide e em outro caso HGSOC.
Apenas a amostra HGSOC apresentou frequéncias alélicas equivalentes a perda de
heterozigosidade, sendo 51% para o alelo alternativo no sangue e 80% no tumor. Tal variante
missense foi classificada com conflito de patogenicidade entre provavelmente patogénica e

VUS, e localizada no dominio BRCT-1 da proteina BRCAL. Este dominio é fundamental para
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a interacdo de BRCAL1 com proteinas fosforiladas como Abraxas, BRIP1 e CtIP, interacfes
que envolvem BRCA1 em um complexo para a ressec¢do da extremidade 5° no reparo de
DSBs pela via HR (ROY et al., 2012). Esta variante teve seu efeito deletério considerado
moderado, apds a analise funcional detectar que a alteracdo p.Serl655Phe prejudica a
transducdo do sinal de dano ao DNA; pois ndo ocorre o reconhecimento do residuo
fosfoserina por seu peptideo de ligacdo na regido de repeticdo BRCT (LEE et al., 2010).

A investigagdo de variantes somaticas nos genes BRCA1, BRCA2 e TP53 revelou 8
variantes novas, as quais nao apresentam classificacdo depositada no ClinVar; a maioria foi
identificada no gene TP53 (5/8), seguida do gene BRCA1 (2/8) e de BRCA2 (1/8). As
variantes ¢.3600_3619del e ¢.1952A>G (p.Lys651Arg) foram detectadas para o gene BRCA1
em tumores do subtipo histolégico HGSOC e com RT de 70% e 100%, respectivamente. A
variante frameshift ¢.3600 3619del (p.Gly1201GlufsTer1l) foi localizada no éxon 10 do
transcrito NM_007294.4, a qual foi predita como patogénica, segundo os critérios de
classificacdo do site Varsome, por causar perda de funcdo devido a delecdo e ndo ser
encontrada no banco de dados populacional gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org/). A
predicdo da classificacdo esta de acordo com as recomendacdes de patogenicidade acerca das
alteracdes frameshift ou nonsense, que por resultarem em proteinas truncadas, elevam a
predisposicdo ao cancer (RICHARDS et al., 2015; SZABO et al., 2004).

A segunda variante missense ¢.1952A>G (p.Lys651Arg) foi localizada também no
éxon 10 e considerada como VUS pelo Varsome por ndo ser idendificada no gnomAD e ser
classificada como benigna por alguns programas de predicdo in silico. Como forma de
esclarecer o significado incerto de variantes missense em BRCAL seriam necessarios ensaios
funcionais a fim de verificar o impacto da variante na estrutura e dindmica celular (FINDLAY
et al., 2018). Desse modo, essa variante missense poderia ter melhor definicdo quanto a
indicacdo da classificagdo como VUS.

Para o gene BRCA2 foi identificada a nova variante c.8021A>G (p.Lys2674Arg), a qual
esteve presente em 11 casos dos subtipos histologicos HGSOC, Adenocarcinoma epitelial
seroso de baixo grau, Adenocarcinoma endometrioide, tumor misto (HGSOC e células claras)
e com RT de 60% e 100%. Essa variante missense foi predita pelo VVarsome com conflito de
patogenicidade entre provavelmente patogénica e VUS, pelo fato de ndo ser detectada no
gnomAD e ser classificada como patogénica por programas de predi¢éo in silico. A variante
foi identificada no dominio BRCA2-OBL1, o qual esta localizado na regido BRCA2 C-terminal
e apresenta a funcdo de ligacdo com alta afinidade a quebras de fita simples ou dupla de DNA

(SPUGNESI et al., 2013). Esta variante também ¢é indicada ao ensaio funcional,
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principalmente para a analise do efeito da alteragdo no dominio funcional e do potencial
tumorigeénico.

As novas variantes somaéticas detectadas no gene TP53 foram do tipo frameshift,
sunstituicdo no de sitio de splicing doador, delecdo inframe e stop codon. Tais alteracGes
foram detectadas em 5 diferentes casos dos subtipos histologicos HGSOC (4/5) e
Adenocarcinoma endometrioide (1/6) e com RT variando de 60% a 100%. Segundo Garziera
et al (2018), as mutagBes somatica para TP53 sdo mais frequentes em casos HGSOC e todas
as variantes estdo na regido conservada do dominio de ligacdo ao DNA, entre os éxon 04 a 09.

A variante stop codon ¢.272G>A (p.Trp91*) foi localizada no éxon 04 do transcrito de
referéncia, antes do dominio principal da proteina “P53 DNA binding domain”. Tal altera¢do
foi classificada como patogénica pelo Varsome por gerar uma proteina truncada, nao ter
registo no gnomAD e ter predicdo in silico de variante patogénica. A variante frameshift
c.780del  (p.Ser261ValfsTer84) e a insercao inframe ¢.732_733insCATGCG
(p.Gly244_Gly245insHisAla) foram localizadas no “P53 DNA binding domain”, tal dominio
é capaz de ligar a regides especificas do DNA e, por conseguinte, ativar a transcricdo de genes
envolvidos no ciclo celular e na resposta ao stress genémico (CHO et al.,, 1994). A
classificacdo do Varsome para a variante frameshift foi patogénica e para a insercdo inframe
foi provavelmente patogénica, de acordo com os mesmos critérios utilizados para a definigcédo
da variante stop codon.

A variante frameshift ¢.988del (p.Leu330PhefsTer15) foi classificada como patogénica
pelo Varsome e identificada no dominio de tetramerizacdo de p53, que esta relacionado com a
oligomerizacgdo da proteina. Kato et al. (2003) relatou sobre o ensaio funcional que constatou
o efeito da inativacdo do transcrito devido a substituicbes de aminoacidos em alguns sitios na
regido C-terminal da proteina, dentre os sitios citados est4 o codon de substituicdo (Leu330)
da variante em questdo. Tal dado reforca a patogenicidade da variante ndo apenas por causar
uma modificacdo na matriz de leitura e adicionar um cédon de terminacéo, mas também pela
posicdo da variante na proteina. A variante ¢.559+2T>G localizada em sitio doador de
splicing no intron 05 e classificada pelo Varsome como patogénica. Esta classificagdo
também se enquadra no critério PVS1 da ACMG, o qual define como patogénica a variante
em sitios candnicos de splicing; por resultar na auséncia ou alteragdo do produto proteico
(RICHARDS et al., 2015).

Dentre todos os casos analisados com variantes somaticas em TP53, foi observado em
13 pacientes que cada uma apresentou frequéncias dos alelos alternativos > 70% para
variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas ou VUS ou variante sem classificagéo,

mas com indicacdo de patogenicidade. Com relacdo as caracteristicas clinico-patologicas, a
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maioria dos casos correspondeu ao subtipo histologico HGSOC, apresentou RT igual a 100%,
tumor em estdgio avancado (I1I-1V) e apenas duas pacientes possuiam historico familiar
referente a HBOC. Por nenhum caso ter apresentado variante germinativa com potencial
patogénico, presumiu-se que as alteracbes somaticas neste gene seriam drivers da
tumorigénese. Tal hipotese foi baseada no conhecimento das elevadas taxas de mutacfes em
TP53 nos casos de cancer de ovario, além da possibilidade de alteracGes neste gene serem
precursoras na transformacdo de lesGes pré-malignas do epitélio da tuba de fal6pio ou da
superficie do epitélio ovariano (ZHANG et al., 2019). Dados sugerem que modificacdes em
tal epitélio sejam responsaveis pela maioria das neoplasias HGSOC, favorecendo o inicio da
tumorigénese devido expanséo clonal de muta¢ées em TP53 (WU et al., 2013).

Além das evidéncias citadas, no presente estudo foi identificada a variante somética
missense ¢.818G>A (R273H) em TP53, uma substituicdo frequentemente detectada em
diversos tipos de tumor e resulta no efeito da perda de funcéo alélica (WU et al., 2013). Tal
variante correspondeu a 95% de frequéncia do alelo alternativo em uma amostra do subtipo
histol6gico Adenocarcinoma mucinoso, com 100% RT, tumor em estagio 111 e sem histérico
familiar; um exemplo que pode indicar que seja uma mutacgdo driver.

Contudo os estudos acerca de mutacGes drivers e passengers em TP53 permanecem um
desafio, visto que tal gene regula a transcricdo de uma extensa gama de genes e influéncia
diversas vias metabolicas. Dessa forma, alteracdes neste gene sdo submetidas ao longo do
processo tumorigénico a mdaltiplas pressbes seletivas que dependem da especificidade do
tecido de origem do tumor (LEROY et al., 2014). A questdo da interacdo tecido especifico
gera uma intra e inter heterogeneidade tumoral, que impacta na patogenicidade molecular, no
prognastico, no tipo e resposta ao tratamento (ZHANG et al., 2019).

A terapia alvo para pacientes com mutacbes em TP53 permanece mais em fase
investigatoria, ao contrario dos portadores de mutagdes germinativas em BRCAL/2, para 0s
quais a aplicagdo da terapia com iPARP esta bem estabelecida. A partir do conceito de
letalidade sintética, tal terapia é indicada para casos de resisténcia a quimioterapia com platina
ou de recidiva da doenga (FONG et al., 2009; KAUFMAN et al., 2015). Para 0s casos com
mutaces somaticas existem estudos clinicos que analisam a administracdo de iPARP com a
resposta ao tratamento e a sobrevida da paciente (Hennessy et al., 2010). Algumas
investigacOes relatam o beneficio clinico dos portadores de mutagdes somaticas com 0 uso de
IPARP e que as respostas ao tratamento séo similares entre casos com alteracGes germinativas
ou somaticas (FARAONI; GRAZIANI, 2018). De acordo com tais resultados, as pacientes
detectadas, pelo presente estudo, com mutacbes somaticas em BRCAL1/2 poderiam se

beneficiar com a terapia alvo de iPARP, pois a maioria dos casos sao HGSOC e apresentam
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100% de representatividade no tumor e assim, baixos indices de contaminacdo por celulas
normais.

As frequéncias do alelo alternativo identificadas, no percentual estimado de massa
tumoral por amostra, foram abaixo de 10% em 25 das 27 amostras e apenas as demais
amostras apresentaram 72% e 80% do alelo alternativo. Tais proporcGes entre alelo
alternativo e alelo de referéncia ndo permitiram a avaliacdo da perda de funcéo alélica, mas
ndo é possivel confirmar que todas as transformacdes neoplésicas destas amostras ocorreram
exclusivamente a partir das variantes detectadas. Os carcinomas de ovario apresentam alta
heterogeneidade tumoral, ou seja, toda a composicdo neoplasica esta associada aos clones
tumorais que conferem a morfologia, a carga genética, a taxa mutacional, dentre outras
caracteristicas bioldgicas (KHALIQUE et al., 2007). Além da concepcdo sobre clones
tumorais, no processo da tumorigénese ha também a evolucdo clonal, que sofre selecdo
natural durante, por exemplo, a quimioterapia. Tratamentos clinicos resultam na expansao de
clones com vantagens mutacionais em detrimento de alteracbes ndo benéficas ao
desenvolvimento tumoral (COOKE et al., 2009). Tais questdes mencionadas podem explicar
as baixas frequéncias alélicas nas amostras, as quais sdo reflexos de um tempo e espaco na

evolucdo tumoral.

6.3 Limitacdes do estudo:

O isolamento do material genético de fragmentos da peca cirargica completa, com peso
entre 20mg e 150mg, restringiu a identificacdo de variantes somaticas ao nivel de alteracGes
presentes apenas na porcao selecionada do tumor. De forma que, provavelmente, ndo ocorreu
a deteccdo de variantes que poderiam ser fundamentais ao processo de tumorigénese da
amostra analisada. No presente estudo, a estimativa da representatividade tumoral (>70%)
visou minimizar o fator da contaminag@o da amostra por células normais, ja que a selecéo do
fragmento analisado n&o ocorreu através da técnica de microdissecgéo.

O presente estudo abordou variantes genéticas germinativas e somaticas nos genes
frequentemente modificados em céncer de ovario, mutagdes identificadas por um painel
génico customizado para BRCAL, BRCA2 e TP53. Contudo, as neoplasias de ovario s@o
constituidas por uma variedade de mutacdes em diversos outros genes envolvidos tanto na via
de recombinacdo homéloga como em demais vias de reparo. O conceito BRCAness aplica-se
ao tumor que exibe fendtipo de mutacdo germinativa em BRCAL ou BRCA2 e sensibilidade

aos inibidores de PARP, mas que apresenta variantes somaticas em outros genes como ATM,
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ATR, CHEK1, CHEK2, RAD51, NBS1 e o0 genes da Anemia Fanconi (LORD; ASHWORTH,
2017).

A origem do céancer de ovario ndo ocorre apenas pelos eventos genéticos de mutacoes
germinativas e somaticas em regides exdnicas como abordado neste estudo, mas também por
outros mecanismos genéticos e epigenéticos como: (i) modificacdes nas regides regulatorias
do gene podem alterar o transcrito e direciona-lo a via de decaimento do RNA (SZABO et al.,
2004); (i1) assim como a hipermetilacdo do promotor de BRCAL nas ilhas CpG que diminui a
expressao do gene (BIANCO et al., 2000); e (iii) grandes rearranjos genémicos (LRGs), que
sdo delecBes ou duplicacdes parciais e/ou completas de éxons nos genes BRCAL, BRCA2 e

TP53, as quais afetam a estrutura e as fungdes proteicas (EWALD et al., 2009).

7  CONCLUSAO

Este trabalho foi um dos poucos a realizar uma analise integrada de variantes
germinativas e sométicas para os genes BRCA1, BRCA2 e TP53 em casos de cancer de ovario
epitelial na populacdo brasileira. A metodologia por NGS possibilitou 0 sequenciamento
simultaneo dos casos de forma pareada, como também a deteccdo de baixas frequéncias
alélicas presentes nas amostras de tumor. O algoritmo Mutect2 utilizado na analise por
bioinformética foi adequado para a identificacdo de variantes verdadeiramente somaticas, o
que reduziu a possibilidade de falsos positivos.

As amostras de sangue analisadas apresentaram um total de 112 variantes germinativas
para as regides exonicas dos genes analisados, sendo detectadas 45 variantes para BRCAL, 20
para 0 gene BRCA2 e 47 para TP53. As variantes germinativas com indicativa perda de
funcéo contabilizaram 5 para o gene BRCA1, 4 para BRCA2 e nenhuma para o gene TP53. O
total de variantes somaticas foi de 70 para 0s genes investigados, sendo 68 variantes exonicas
e 2 intronicas; para o gene BRCAL foram identificadas 11 variantes, 22 para o gene BRCA2 e
37 para TP53. A indicacdo de perda de funcdo ocorreu para 6 variantes em BRCAL, 14
variantes em BRCA2 e 35 em TP53.

As pacientes com variantes de origem germinativa e indicativas de perda de fungéo
apresentaram, em sua maioria, 0 subtipo histolégico HGSOC com 80 a 100% de
representatividade tumoral; estadiamento tumoral avancado e sem historico familiar ou
pessoal. Em relacdo aos casos com variantes de origem somatica, o subtipo HGSOC também
correspondeu a maioria dos casos; a representatividade tumoral variou de 60 a 80%;

estadiamento tumoral de | a IV e apenas 4 dos 42 casos apresentou historico familiar.
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A comparacdo das caracteristicas clinico-patologicas entre 0s casos com variantes
indicativas de perda de fungéo e as pacientes sem variante com este tipo de efeito, destacou a
associacdo do grupo, que ndo apresentou variantes de perda de funcdo, com o subtipo
histolégico Adenocarcinoma/Cistoadenocarcinoma de Células Claras e com estagio | da
doenca. Tais caracteristicas contrastam com a predominancia do subtipo histolégico HGSOC
e o estadiamento tumoral avangado para casos com variantes indicativas de perda de fungéo.

Como futuras perspectivas, haverd a confirmagdo das variantes patogénicas pelo
sequenciamento de Sanger e também a quantificacdo destas por PCR em tempo real. Além
disso, as respostas das pacientes ao tratamento serdo avaliadas a fim de se realizar as analises

de sobrevida livre de doenca e sobrevida global.
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Anexo 01: Carta de aprovacéo do projeto pelo CONEP.
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Numero do Parecer: 2.569.182

Apresentacédo do Projeto:

As informacdes contidas nos campos Apresentacdo do Projeto, Objetivo da Pesquisa e Avaliacdo dos
Riscos e Beneficios foram retiradas do documento
"PB_INFORMACOES BASICAS _DO_PROJETO_913734.pdf", gerado a partir das informagdes inseridas
pelo Pesquisador Responsével do estudo na Plataforma Brasil em 23/02/2018.

INTRODUCAO

Em todo o mundo o cancer de ovario € uma das maiores causas de morte entre as malignidades
ginecolégicas, com uma incidéncia de aproximadamente 225.000 casos novos (3,7% de todos os casos de
cancer em mulheres) e aproximadamente 140.000 mortes (4,2% das mortes por cancer em mulheres ao
ano). No Brasil, este tipo de cancer é o sétimo mais incidente na populacao geral, tendo sido estimados
6.150 casos novos para 2016. O ultimo registro de mortalidade (2013) constatou 3282 mortes por esta
neoplasia (SIM, 2013), e a alta letalidade se deve ao diagnéstico tardio. Isto ressalta a importancia de
reconhecer mulheres de alto risco ao desenvolvimento do cancer visando deteccéo e tratamento precoces.
Mais de um quinto (aproximadamente 23%) dos tumores de ovario esta relacionado a condigdes
hereditarias. Em aproximadamente 65-85% destes
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casos, a alteracdo genética esta em um dos genes BRCA. Mutag8es germinativas nos genes BRCAL e
BRCA2 predispdem a sindrome de cancer de mama e de ovario hereditarios ou no inglés “Hereditary Breast
and Ovarian Cancer” (HBOC). Estima-se que mulheres com mutacdo em BRCAL tenham o risco de 24 a
40% de desenvolver cancer de ovario até os 70 anos (sobretudo o tipo epitelial), enquanto as que tém
mutacdo em BRCAZ2 este risco seja de 8-18%. A literatura aponta peculiaridades de prognostico em
pacientes com HBOC. Tanto os canceres de ovario de cunho hereditario quanto os esporadicos tém sido
diagnosticados em estadios avancados, porém as publicacfes apontam maior sobrevida e melhor
prognostico entre pacientes com HBOC em relagao as pacientes com cancer sem a sindrome. Além disso,
no grupo de pacientes com mutacao parece haver maior sobrevida entre mulheres portadoras de mutacéo
em BRCA2 quando comparadas a portadoras de mutacdo em BRCAL. Ha ainda controvérsias se pacientes
com mutacao nos genes BRCAL e 2 apenas no tumor também apresentam melhor sobrevida. Nos dltimos
anos tem-se estudado tratamentos especificos em pacientes com mutagao. Aparentemente, estas pacientes
apresentam melhor resposta as medicacdes baseadas em platina em relacdo aquelas sem mutacao, assim
como aos medicamentos indutores da letalidade sintética. Considerando que HBOC é uma sindrome de
heranca autossémica dominante, ha 50% de risco de transmisséo do alelo mutado a prole. Estes individuos
estéo igualmente em alto risco de desenvolvimento tanto de tumores de ovario como de mama, cdlon, pele,
préstata, e devem ser submetidos a protocolos de deteccdo para estes tumores. Assim sendo, é
fundamental o aconselhamento genético nestas familias pela necessidade de rastrear tumores, tracar
estratégias de tratamento e orientar cirurgias profilaticas. Na populacao Brasileira poucos estudos exploram
a prevaléncia de HBOC e os aspectos clinicos relacionados a esta condi¢cdo.Este projeto visa identificar a
prevaléncia de mutacdo em genes BRCAL e 2 em sangue e em tumor de ovario, assim como tracar
caracteristicas clinico-patologicas deste grupo de pacientes.

HIPOTESE

1. Os canceres de ovario do tipo epitelial possuem maior prevaléncia de mutacdo em genes BRCALl e 2.

2. Mutagbes germinativas em BRCA1 e/ou 2 sao frequentes em pacientes com mutacdes somaticas nestes
genes.

3. Mutacdes somaticas tumorais em genes BRCA 1 e/ou 2 conferem caracteristicas tumorais, clinicas e
patolégicas particulares

4. MutagGes germinativas e somaticas em genes BRCA 1 e/ou 2 podem contribuir para sobrevida
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diferencial nestas pacientes.

METODOLOGIA

1- Consulta de Aconselhamento Genético conforme rotina Institucional.

2- Coleta de Dados Clinico-Demograficos

3- Amplificacdo de BRCA1 e BRCAZ2 e preparacao de bibliotecas para New Generation Sequencing (NGS).
4- Analise dos dados obtidos por bioinformatica

5- Andlises estatisticas.

CRITERIOS DE INCLUSAO

Serdo incluidas pacientes com diagnéstico de tumor de ovério de origem epitelial matriculadas no INCA
cujas biopsias de tumores de ovario e sangue periférico foram coletadas e armazenadas pelo BNT entre
2007 e 2016.

CRITERIOS DE EXCLUSAO
Recusa da paciente em participar do estudo.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Identificar a frequéncia de mutacdes em BRCA1 e BRCA2 em espécimes tumorais (para mutacdes
somaticas) e de sangue (para mutacdes germinativas) de pacientes diagnosticadas com cancer de ovario de
origem epitelial.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

-Descrever as caracteristicas clinico-patolégicas nas mulheres com carcinomas de ovario de origem epitelial
associados a presencga de mutacao germinativa e/ou somética em BRCA1 ou BRCA2.

-Comparar as caracteristicas clinico-patoldgicas entre mulheres diagnosticadas com carcinoma de ovario de
origem epitelial que apresentem mutacdes germinativas em BRCA1 ou BRCA2 com aquelas que néo
apresentam essas mutagdes.

-Avaliar a associa¢é@o entre mutacdes germinativas e a resposta ao término do tratamento, a sobrevida livre
de doenca e a sobrevida global em dois e em cinco anos.
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Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

O tratamento serd exatamente 0 mesmo caso a paciente participe ou nao deste estudo. As consultas de
aconselhamento genético serdo feitas por profissionais treinados em informacéo de risco de forma a
minimizar riscos psicoldgicos.

BENEFICIOS

O beneficio ocorrerd se alguma alteracdo for encontrada nos genes BRCAL e 2, pois seré proposta a
intensificacao de rastreamento para cancer de mama e ovario tendo em vista que pacientes com mutacdes
constitutivas em genes BRCAL e 2 tém aumento de risco para estes tumores. Além disso, outros familiares
poderao ter seu DNA avaliado quanto a presenca da mesma mutacao. Através deste estudo sera possivel
tracar o perfil de pacientes do Instituto Nacional de Cancer com mutacao nos genes BRCAL e 2.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Vide campo "Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes".

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
Vide campo "Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes".

Recomendacdes:
Vide campo "Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes".

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

1. No documento de "Folha de Rosto", intitulado "ovariofolhaderosto.pdf’, o campo Patrocinador Principal
nado esta preenchido. Conforme Norma Operacional CNS n° 001 de 2013 item 3.3.a): "todos os campos
devem ser preenchidos, datados e assinados, com identificacdo dos signatarios. Ressalta-se que o
Patrocinador Principal é: toda pessoa fisica ou juridica, publica ou privada, que apoia a pesquisa mediante
ac6es de financiamento, infraestrutura, recursos humanos ou apoio institucional. Caso se trate de um érgéo
nacional de fomento a pesquisa, a assinatura dos responsaveis pelo 6rgdo ndo é exigida, contudo é
necessario o preenchimento adequados das informacfes. Solicita-se adequacéo

RESPOSTA: Preenchimento do nome do “Financiador Principal” (6rgao nacional de fomento a pesquisa)
realizado e anexado a Plataforma Brasil.

ANALISE:PENDENCIA ATENDIDA.
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2. O documento intitulado "declaracoesexigidaspelaresolucao441.doc" ndo se encontra assinado. Solicita-se
a inclusédo da verséo assinada do documento.

RESPOSTA: Verséo assinada do arquivo "declaracoesexigidaspelaresolucao441.doc" anexada a Plataforma
Brasil.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3. No item 6 do documento intitulado: "REGULAMENTOfolha2.pdf", Ié-se: "O material biol6gico armazenado
€ propriedade dos pesquisadores responsaveis pelo armazenamento das mesmas;" Ressalta-se que o
material bioldgico humano armazenado em biorrepositério/biobanco é de propriedade do PARTICIPANTE
DA PESQUISA, permanecendo sua guarda sob a responsabilidade institucional. Sendo assim, solicita-se a
adequacéo do trecho indicado.

RESPOSTA: O texto alterado tem agora o seguinte conteuddo: “O material biolégico armazenado é
propriedade do participante da pesquisa permanecendo sua guarda sob responsabilidade da instituicéo
(Instituto Nacional de Cancer).”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4. Todos os protocolos de pesquisa devem conter demonstrativo da existéncia de infraestrutura necesséria e
apta ao desenvolvimento da pesquisa, bem como para atender eventuais problemas dela resultantes, com
documento que expresse a concordancia da instituicao e/ou organizagdo por meio de seu responsavel maior
com competéncia. Diante do exposto, solicita-se apresentar demonstrativo detalhado da existéncia de
infraestrutura necessaria e apta ao desenvolvimento da pesquisa, assinada pelo responsavel maior do local
onde se dara a pesquisa (Norma Operacional CNS n° 001 de 2013, item 3.3.h).

RESPOSTA: Em resposta a essa questdo foi anexado documento
(REGULAMENTODOLABARMAMOSTRASOVARIO.doc) com informag8es sobre a infraestrutura disponivel
para a realiza¢éo do projeto de pesquisa, assinado pelo responsavel pelo Programa de Genética do Instituto
Nacional de Céancer.

O Laboratério do Programa de Genética e o Centro de Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer possuem
toda a infraestrutura necessaria ao armazenamento de amostras e a realizacdo do projeto. O Laboratério do
Programa de Genética possui: Freezers a -20, 2 freezers a -80°C, 10 termocicladores, dois sequenciadores
de DNA (ABI 3730 e ABI 3130), um sequenciador de nova geracao lllumina (HiSeq 2500), 06
microcentrifugas (sendo 01 refrigerada), 02 centrifugas refrigeradas, 04 cubas de eletroforese para acidos
nucleicos, 03 capelas para preparagéo de
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reacBes de PCR, 02 fluxos laminares para processamento de amostras biolégicas, um sistema para
criopreservacdo de amostras em Nitrogénio (para 10.000 amostras), Bioanalyzer 2100 (Agilent). O Centro
de Pesquisa do INCA também disponibiliza também infraestrutura de bioinformética necessaria a conduc¢éo
do projeto: Supercomputador Altix UltraViolet 100 da Silion Graphics International, com cluster de
computadores com 64 processadores Intel Xeon 7500 de 6 “cores”, totalizando 384 nucleos independentes
de processamento, e 6 TB de memdéria RAM, acompanhado de uma unidade armazenamento de dados A
IS5000 de 108 TB, ligada ao cluster SGI UV 100 via links especiais e composta de 60 baias que recebem
discos rigidos de 1,8 TB que serdo usados para armazenar os dados gerados pelo lllumina HiSeq; duas
workstations com sistema UNIX, cada um com 128GB de memoéria RAM e dois processadores Intel XEON
de seis nucleos de 2.00Ghz; um computador Mac-Pro com 64 gb de meméria RAM e dois processadores
Intel Xeon de seis nucleos de 2.66Ghz; trés solugdes de armazenamento lomega StorCenter de 12TB de
armazenamento cada. Além da infraestrutura fisica, a Divisdo de Genética conta com um técnico nivel
médio e trés tecnologistas de nivel superior com doutorado. O Instituto Nacional do Cancer também fornece
reagentes para pesquisa como: reagentes de biologia molecular (Tag DNA Polimerase, kits de
sequenciamento, kits de purificacdo de fragmentos de DNA, marcador de peso molecular, dNTPs, etc),
material plastico descartavel (ponteiras para micropipetas, tubos de polipropileto, microtubos de
polipropileno). Além dos reagentes e material de consumo, a instituicdo também fornece servico de
gasometria, e reposicao de Nitrogénio para armazenamento de culturas celulares e amostras biolédgicas, e
servico de manutencdo de equipamentos.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5. Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, intitulado "TCLEPB14112017.doc":

5.1. Na pagina 03 de 08 |é-se: "Se vocé concordar, 0s pesquisadores responsaveis por esta pesquisa
utilizardo também parte do material de tumor e sangue armazenado no Banco Nacional de Tumores.".
Solicita-se que conste no TCLE que o participante da pesquisa sera informado sobre a perda ou destruicéo
de suas amostras biolégicas, bem como sobre o encerramento do biorrepositério, quando for o caso
(Resolucdo CNS n° 441 de 2011, item 8).

RESPOSTA: O texto alterado tem agora o seguinte conteuddo: “Se vocé concordar, os pesquisadores
responsaveis por esta pesquisa utilizardo também parte do material de tumor e sangue armazenado no
Banco Nacional de Tumores. Caso seja constatada perda ou destruicdo de suas amostras biolégicas vocé
serd informada, assim como sobre a devolugdo de material ao Banco de
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Tumores do Instituto Nacional de Cancer (BNT) ao término deste estudo. Os pesquisadores também
consultardo seus dados clinicos e laboratoriais que se encontram no seu prontuério. O sangue e tumor
ser&o utilizados para extragédo do DNA, amplificacéo dos genes BRCAL e 2 e sequenciamento. E importante
destacar que o material sera utilizado apenas com a finalidade descrita e tudo o que restar sera devolvido
ao BNT.”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5.2. Solicita-se incluir a informacao no TCLE que as amostras biologicas seréo utilizadas somente para as
finalidades descritas no protocolo de pesquisa e que serdo descartadas apés o término do estudo.
RESPOSTA: O texto da pagina 3/8 foi alterado e tem agora o seguinte contetdo: “E importante destacar
gue o material sera utilizado apenas com a finalidade descrita e tudo o que restar sera devolvido ao Banco
de Tumores do Instituto Nacional de Cancer.”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5.3. Na pagina 03 de 08 Ié-se: "Além disso, outros familiares poderdo ter seu DNA avaliado quanto a
presenca da mesma mutacao." Para a avaliagdo do DNA dos familiares sera necessaria a coleta de material
biol6gico desses. Contudo, ndo ha nenhuma informacéo no documento do projeto detalhado que diz que
serdo realizadas novas coletas de amostras bioldgicas. Solicitam-se maiores informacdes quanto & nova
coleta de amostras biologicas e o uso de material genético dos familiares das participantes de pesquisa.
RESPOSTA: Os familiares NAO fardo parte da pesquisa. As pacientes serdo encaminhadas ao ambulatério
de Aconselhamento Genético onde rotineiramente séo feitas orientagées quanto ao risco e informagéo
guanto a medidas de reducao de risco nestas familias. O texto alterado tem agora o seguinte contetido: Foi
retirado da pagina 3 de 8 do TCLE: "Além disso, outros familiares poderado ter seu DNA avaliado quanto a
presenca da mesma mutacdo." E adicionado na pagina 3 de 8, o texto: “Além disso, pacientes com mutacao
serdo encaminhados ao ambulatério de Aconselhamento Genético da Instituicdo cuja rotina inclui
informacfes de risco e condutas de reducdo de risco de ocorréncia em vocé e seus familiares.”
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5.3.1. Caso ocorra a coleta das amostras bioldgicas, ou 0 uso do material genético dos familiares das
participantes de pesquisa, sera necesséria a apresentacdo de um novo Termo de
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Consentimento destinado a esses familiares, onde eles fornecerdo anuéncia em patrticipar da pesquisa em
guestdo. Ressalta-se que este novo TCLE deveré ser elaborado tendo como referéncia o capitulo 1V da
Resolugdo CNS n° 466/2012.

RESPOSTA: NAO sera realizada coleta de amostra de familiares para fins desta pesquisa. As pacientes
incluidas na pesquisa serdo encaminhadas ao ambulatério de genética onde passardo por consulta
conforme rotina Institucional.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5.4. Na pagina 03 de 08, |1é-se: "N&o existem riscos fisicos adicionais a vocé pela sua participa¢do nesta
pesquisa". Cabe lembrar que, segundo a Resolucdo CNS n° 466 de 2012, toda pesquisa com seres
humanos envolve riscos em tipos e gradag¢fes variados. No item 11.22 da Resolucdo CNS n° 466 de 2012,
define-se risco da pesquisa como “[a] possibilidade de danos a dimenséo fisica, psiquica, moral, intelectual,
social, cultural ou espiritual do ser humano, em qualquer pesquisa e dela decorrente”. Diante do exposto,
solicita-se informar no TCLE os potenciais riscos e incobmodos que 0 estudo possa acarretar ao participante
de pesquisa, por exemplo, a quebra do sigilo.

RESPOSTA: O texto alterado na pagina 3 de 8 do TCLE e tem agora o seguinte conteddo: “Nao existem
riscos fisicos adicionais a vocé pela sua participacdo nesta pesquisa. E importante que vocé entenda que
nenhum procedimento médico adicional sera realizado e nenhuma nova amostra de sangue ou de tumor,
sera coletada. Com respeito a riscos psicolégicos havera acompanhamento pela equipe de Aconselhamento
Genético que é formado por profissionais com experiéncia no seguimento de pacientes com condi¢cfes
hereditarias e as situacfes de estresse associadas. As informagdes sobre a eventual presenca de mutagéo
e outros dados pessoais serdo mantidas de maneira confidencial e sigilosa. Apenas os pesquisadores
autorizados terdo acesso aos dados individuais, resultados de exames e testes bem como as informagfes
do seu registro médico.”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5.5. Na pégina 04 de 08 |é-se: "Vocé ndo pagara por qualquer procedimento, medicacdo em estudo ou teste
exigido como parte desta pesquisa.”. Para melhor esclarecer o participante da pesquisa, solicita-se que seja
incluido no TCLE que todas as despesas tidas com a pesquisa serdo de responsabilidade do pesquisador
responséavel/ patrocinador, isto é, o participante da pesquisa ndo arcara com nenhum custo referente a
procedimentos ou visitas ao centro de estudo
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(Resolucdo CNS n° 466 de 2012, itens I1.11 e 11.16).

RESPOSTA: O texto alterado na pagina 4 de 8 do TCLE e tem agora o seguinte contetdo: “Se vocé
concordar com o uso da parte de seu tumor e/ou sangue armazenados e/ou das informacées do seu
prontudrio como descrito acima, vocé nao tera quaisquer custos ou despesas (gastos) pela sua participagéo
nessa pesquisa. Vocé nao pagara por qualquer procedimento, medicagdo em estudo ou teste exigido como
parte desta pesquisa. Todas as despesas tidas com a pesquisa serdo de responsabilidade do pesquisador
responsavel/ patrocinador, isto €, o participante da pesquisa ndo arcara com nenhum custo referente a
procedimentos ou visitas ao centro de estudo.”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5.6. Na pagina 05 de 08, |é-se: "Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento desta pesquisa, e
gue necessite de atendimento médico e psicologico, ficara a cargo da instituicdo.". No trecho em questéo
nao consta a garantia de assisténcia integral e gratuita pelo tempo que for necessario, acompanhamento e
indenizacdo em casos de danos decorrentes da participacdo no estudo. Ressalta-se que o paciente sempre
tem direito a buscar por indenizacdo em caso de danos relacionados a pesquisa, conforme itens V.6 e V.7
da Resolugdo CNS n° 466 de 2012. Solicita-se que sejam incluidas no TCLE garantias de compromisso
explicito por parte dos responsaveis pelo estudo garantindo assisténcia, acompanhamento e busca por
indenizacéo por dano decorrente da pesquisa.

RESPOSTA: O texto alterado na pagina 5 de 8 do TCLE e tem agora o seguinte contetdo: “Todo e qualquer
dano decorrente do desenvolvimento desta pesquisa, e que necessite de atendimento médico e psicolégico,
ficara a cargo da instituicdo. E garantida a assisténcia, acompanhamento e busca por indenizacio por dano
decorrente da pesquisa.”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5.7. Na pagina 05 de 08 |é-se: "(...) a equipe de pesquisadores deve ser comunicada e a coleta de amostras
Ou 0 uso das amostras para 0s exames relativos a pesquisa sera imediatamente interrompida.” O trecho em
guestdo sugere nova coleta de amostras biolégicas. Contudo, na metodologia do projeto detalhado ndo ha
nenhuma informacéo referente a nova coleta de material biol6gico das participantes de pesquisa. Neste
caso, solicitam-se maiores informacdes.

RESPOSTA: O texto alterado na pagina 5 de 8 do TCLE e tem agora o seguinte contetdo: “A sua
participacdo é voluntaria e a recusa em autorizar a sua participacdo ndo acarretara quaisquer penalidades
ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito, ou mudanc¢a no seu tratamento e
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acompanhamento médico nesta instituicdo. Vocé podera retirar seu consentimento a qualquer momento
sem qualquer prejuizo. Em caso de vocé decidir interromper sua participacdo na pesquisa, a equipe de
pesquisadores deve ser comunicada e 0 uso das amostras para os exames relativos a pesquisa sera
imediatamente interrompida.”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5.7.1. Caso ocorra nova coleta de amostras bioldgicas, solicita-se que a informacao seja inserida no
documento do TCLE.

RESPOSTA: N&o serdo incluidas novas amostras bioldgicas.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5.8. As informacgdes referentes a como se dara o processo de "Aconselhamento Genético" ndo estdo
apresentadas no documento do TCLE. Solicita-se esclarecer as medidas que serdo adotadas em relacdo ao
aconselhamento genético dos familiares das participantes de pesquisa ja falecidas. Uma vez que o termo de
consentimento de biobanco ndo exclui a comunicacao dos resultados aos familiares em situacdes de risco
genético (Resolugcdo CNS 441/2011).

RESPOSTA: Os familiares NAO seréo incluidos na pesquisa. Os resultados ser&o informados em consulta
no ambulatério de aconselhamento genético, conforme rotina institucional, ficando a cargo do setor o
seguimento das paciente incluidas e seus familiares conforme cada caso.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

6. Quanto ao Projeto Detalhado, intitulado: "CANCERDEOVARIOEHBOCACES.doc™:

6.1. Conforme resolucdo CNS n° 441 de 2011 item IV |é-se: "No caso de Biorrepositdrio, as condi¢cbes
associadas ao armazenamento de material biolégico humano devem estar explicitadas no Projeto de
Pesquisa respectivo, devendo seu Regulamento ser apreciado pelo CEP institucional ou por CEP indicado
pela CONEP e, quando for o caso, pela CONEP [...]". Solicita-se apresentacdo das condi¢cBes de
armazenamento das amostras.

RESPOSTA: O texto alterado na pagina 10 de 17 do Projeto Detalhado e tem agora o seguinte contetdo: “3
- Armazenamento de amostras no setor de genética. As amostras serdo solicitadas ao Banco de Tumores
do Instituto Nacional de Cancer e armazenadas no setor de genética. E previsto o armazenamento por dois
anos. As aliquotas serdo estocadas no freezer a -20° eluidas em agua. Cada amostra serd identificada por
numeracao de forma a apenas os pesquisadores envolvidos no
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projeto saberem a qual paciente pertence. Ao fim do estudo todas as aliquotas serdo devolvidas ao Banco
de Tumores do Instituto Nacional de Cancer.”

(0] Regulamento referente ao biorrepositdério
(REGULAMENTODOLABARMAMOSTRASOVARIO20022018.doc.PDF) foi anexado a documentacgéo do
presente projeto.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

6.2. Solicita-se que constem no Projeto Detalhado os critérios de inclusao e exclusdo devendo ser
apresentados de acordo com as exigéncias da metodologia a ser utilizada no estudo (Norma Operacional
CNS n° 001 de 2013, item 3.4.1.11).

RESPOSTA: O texto do Projeto Detalhado foi alterado na pagina 4 de 17 e tem agora o seguinte conteudo:
“Ill. Critérios de Inclusdo e Exclusao.

Inclusdo. Seréo incluidas pacientes com diagnéstico de tumor de ovério de origem epitelial matriculadas no
INCA cujas hiépsias de tumores de ovario e sangue periférico foram coletadas e armazenadas pelo Banco
de Tumores do Instituto Nacional de Cancar (BNT) entre 2007 e 2016.

Exclusdo. Recusa da paciente em participar do estudo.”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideragdes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribui¢cées
definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n° 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovacao do projeto de pesquisa proposto.

Situacéo: Protocolo aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES _BASICAS DO_P | 23/02/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 913734.pdf 16:29:58
Recurso Anexado CARTARESPOSTACONEP.pdf 23/02/2018 |ANNA CLAUDIA Aceito
pelo Pesquisador 16:02:26 |EVANGELISTA DOS

SANTOS
Declaracéo de REGULAMENTODOLABARMAMOSTR 23/02/2018 | ANNA CLAUDIA Aceito
Instituicdo e ASOVARIOversaolimpa.pdf 15:57:35 | EVANGELISTA DOS
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Infraestrutura REGULAMENTODOLABARMAMOSTR 23/02/2018 | SANTOS Aceito
ASOVARIOversaolimpa.pdf 15:57:35
Declaracao de REGULAMENTODOLABARMAMOSTR | 23/02/2018 |ANNA CLAUDIA Aceito
Instituicdo e ASOVARIOcommarcacoes.pdf 15:56:09 |EVANGELISTA DOS
Infraestrutura SANTOS
Declaracao de declaracoesexigidaspelaresolucaoversa | 23/02/2018 | ANNA CLAUDIA Aceito
Manuseio Material | olimpa.pdf 15:54:53 |EVANGELISTA DOS
Biolégico / SANTOS
Biorepositorio /
Biobanco
Declaracéo de declaracoesexigidaspelaresolucaocomm| 23/02/2018 [ ANNA CLAUDIA Aceito
Manuseio Material |arcacao.pdf 15:54:01 |EVANGELISTA DOS
Bioldgico / SANTOS
Biorepositorio /
Biobanco
TCLE / Termos de | TCLEovarioversaolimpa.doc 20/02/2018 |ANNA CLAUDIA Aceito
Assentimento / 13:20:10 |EVANGELISTA DOS
Justificativa de SANTOS
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEovario20022018.doc 20/02/2018 [ANNA CLAUDIA Aceito
Assentimento / 13:19:24 |EVANGELISTA DOS
Justificativa de SANTOS
Auséncia
Outros PROJETODETALHADOOVARIOsemma| 17/02/2018 | ANNA CLAUDIA Aceito
rcacao.doc 19:18:45 |EVANGELISTA DOS
SANTOS
Projeto Detalhado / |PROJETODETALHADOOVARIO160220| 17/02/2018 |ANNA CLAUDIA Aceito
Brochura 18.doc 19:15:11 |EVANGELISTA DOS
Investigador SANTOS
Folha de Rosto fderostoovarioplatbrasil.pdf 17/02/2018 |ANNA CLAUDIA Aceito
18:49:56 EVANGELISTA DOS
SANTOS
Outros FichaClinicav211117.pdf 21/11/2017 [ANNA CLAUDIA Aceito
11:09:39 |EVANGELISTA DOS
SANTOS
Outros formulariosubmissaoincafolha4.pdf 03/10/2017 [ANNA CLAUDIA Aceito
14:24:00 |EVANGELISTA DOS
SANTOS
Outros formulariosubmissaoincafolha3.pdf 03/10/2017 |ANNA CLAUDIA Aceito
14:21:36 EVANGELISTA DOS
SANTOS
Outros formulariosubmissaoincafolha2.pdf 03/10/2017 |ANNA CLAUDIA Aceito
14:20:10 |EVANGELISTA DOS
SANTOS
Outros formulariosubmissaoincafolhal.pdf 03/10/2017 [ANNA CLAUDIA Aceito
14:17:03 |EVANGELISTA DOS
SANTOS
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Situacao do Parecer:
Aprovado

BRASILIA, 29 de Marc¢o de 2018

Assinado por:

Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador)
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Anexo 02: Tabela com os resultados da revisdo histopatoldgica e a representatividade tumoral de cada amostra..

Caso Cddigo Amostra Tipo histologico BNT Tipo histologico confirmado (Revisdo histologica) | Representatividade tumoral
01 01 HGSC HGSC 100 (%)
02 02 HGSC HGSC 100 (%)
03 03 HGSC HGSC 100 (%)
04 04 HGSC HGSC 100 (%)
05 05 HGSC HGSC 100 (%)
06 06 HGSC HGSC 100 (%)
07 07 HGSC HGSC 100 (%)
08 08 HGSC HGSC 70 (%)
09 09 HGSC HGSC 100 (%)
10 10 HGSC HGSC 100 (%)
11 11 HGSC HGSC 100 (%)
12 12 HGSC HGSC 100 (%)
13 13 A endometriodide A/C de células claras 100 (%)
14 14 A de células claras A de células claras 100 (%)
15 15 A endometriodide A endometrioide 100 (%)
16 16/22 AJ/C mucinoso AJ/C mucinoso 100 (%)
17 17/21 AJ/C mucinoso AJ/C mucinoso 100 (%)
18 18 AJC de células claras AJC de células claras 90 (%)
19 20 AJC de células claras Adenocarcinoma de células claras 100 (%)
20 23/24 A/C mucinoso A/C mucinoso 80%
21 25/26 A/C mucinoso A/C mucinoso 60%
22 27/28 AJ/C mucinoso AJ/C mucinoso 90 (%)
23 29 HGSC HGSC 70 (%)
24 30 HGSC HGSC 100 (%)
25 31 HGSC HGSC 80%
26 32 HGSC HGSC 100 (%)
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Caso Cddigo Amostra Tipo histologico BNT Tipo histologico confirmado (Reviséo histoldgica) Representatividade tumoral
27 33 HGSC HGSC 100 (%)
28 34 HGSC HGSC 70 (%)
29 35 HGSC HGSC 60%
30 36 HGSC AJC seroso de baixo grau 100 (%)
31 38/39 AJ/C mucinoso AJ/C mucinoso 100 (%)
32 40/41 A/C mucinoso A/C mucinoso 60%
33 42 A endometrioide A endometrioide 100 (%)
34 43 A endometriogide A endometritide 100 (%)
35 44 AJC de células claras AJC de células claras 90 (%)
36 45/46 AJ/C mucinoso AJ/C mucinoso 100 (%)
37 47 AJ/C de células claras Cistoadenocarcinoma de células claras 100 (%)
38 48 HGSC HGSC + A/C mucinoso 100 (%)
39 49 HGSC Tumor misto (HGSC + Células claras) 80% HGSC + 10% Células claras
40 50 HGSC HGSC 60%
41 52 HGSC HGSC 100 (%)
42 53 HGSC HGSC 90 (%)
43 54 HGSC HGSC 100 (%)
44 55 HGSC HGSC 80%
45 56 HGSC HGSC 90 (%)
46 57 HGSC HGSC 90 (%)
47 58 HGSC (papilar) AJC seroso de baixo grau 90%
48 59 AJ/C de células claras A/C de células claras 70%
49 60 HGSC HGSC 80%
50 61 HGSC HGSC 70 (%)
51 62 HGSC HGSC 80%
52 63 HGSC HGSC 100 (%)
53 64 HGSC (papilar) HGSC 70 (%)
54 65 HGSC HGSC 80%
55 66 HGSC HGSC 100 (%)
56 67 HGSC HGSC 80%

Legenda: A significa adenocarcinoma; A/C significa Adenocarcinoma e C{gtgoadenocarcinoma.




Anexo 03: Tabela com as caracteristicas clinico-patoldgicas de cada paciente.

Cadigo
Amostra |ldade Estadiamento Histdrico familiar de cancer Obito
1 Tia materna ignorado;
62 Inc Tia paterna com cancer de mama 30/06/2018
AV0 paterna cancer de pele ;
Pai cancer de pele e prostata;
2 Tio materno com cancer de estdmago;
Tia paterna com cancer de Utero;
59 11C Tio paterno com prostata ikl
3 53 v SEM HISTORIA FAMILIAR DE CANCER 30/03/2017
Pai com cancer de pancreas;
4 Tio paterno com cancer indeterminado;
53 11 Irma com cancer de mama kol
5 70 nc SEM HISTORIA FAMILIAR DE CANCER Fokk
6 52 [\ Avl materna cancer de estdmago 31/08/2015
AV0 paterna com cancer de mama;
7 Tia paterna com cancer de mama;
54 nc Tio paterno com neoplasia maligna sem localizagdo especffica foleied
8 54 v SEM HISTORIA FAMILIAR DE CANCER faleled
9 66 A Tia paterna com neoplasia maligna ginecoldgica 06/02/2017
10 51 nc Tia materna com neoplasia maligna de cabeca,face e pesco¢o com localizagdo mal definida (C1D76.0) 16/12/2020
11 58 HA SEM HISTORIA FAMILIAR DE CANCER faleled
12 32 nCc SEM HISTORIA FAMILIAR DE CANCER 28/02/2016
13 61 IC Irmdo com cancer de prostata foleied
Pai com cancer de mama (nédulo mamério) (CID 63.9);
14 Irmdo com localizagéo mal definida abdémen (C1D76.2);
2 Irmds com cancer de mama aos 64 e outra aos 40 anos;
75 1A Irmdo com neoplasia sem especificacéo de localizagdo (CI1D 80) 11/03/2017
15 87 1A SEM HISTORIA FAMILIAR DE CANCER Fokk
16 42 nc Tio materno com neoplasia sem especificagdo de localizagdo (cid80) folalel
17 56 11 Mae com neoplasia com localizacdo mal definida abdémen (CD76.2) Fkk
18 56 HC SEM HISTORICO REGISTRADO 14/09/2016
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Cédigo

Amostra Idade Estadiamento Historico familiar de cancer Obito
20 61 v Irm& com neoplasia sem especificacdo de localizacao (cid80) 08/06/2015
23 32 IA SEM HISTORIA FAMILIAR DE CANCER kel
25 65 lc Pai com cancer de pulmdo 31/05/2015
27 43 IC SEM HISTORICO REGISTRADO kol
29 63 lc Tia paterna com cancer indeterminado 11/09/2012
30 45 v Av0 paterna com neoplasia secundaria de intestino grosso e reto 02/08/2013
31 76 lC Irmdo com cancer de mama Fkk
32 64 A Mée com neoplasia maligna de figado e vias biliares intra- hepaticas 12/04/2015
33 45 lC Tia materna com cancer de mama aos 51 anos Fkk
Y Mé&e com cancer de mama aos 63 anos;

47 v Av( materna com ca mama aos 70 anos 12/03/2014
35 60 lc Av0 materna com cancer de estdmago 23/05/2016
36 94 IA 2 Filhos com cancer de prostata 10/06/2013
38 59 IIC 2 Tios maternos com neoplasias malignas de localizagdo mal definida de labio, cavidade oral ou faringe 24/01/2017
40 54 IC SEM HISTORIA FAMILIAR DE CANCER kel
42 50 \% SEM HISTORIA FAMILIAR DE CANCER 14/06/2016
43 58 I SEM HISTORIA FAMILIAR DE CANCER ok
44 o7 IB1 SEM HISTORIA FAMILIAR DE CANCER kol
45 49 IC2 Irmé cancer de mama aos 32 anos; avd materna ca estdmago aos 76 anos Fkk
47 42 IA Irm& com neoplasia maligna sem especificagéo de localizagéo (cid80) el
48 31 IB SEM HISTORIA FAMILIAR DE CANCER 30/04/2015
49 49 1][es SEM HISTORIA FAMILIAR DE CANCER 25/12/2014
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Caodigo

Amostra Idade Estadiamento Histdrico familiar de cancer Obito
50 49 1B SEM HISTORIA FAMILIAR DE CANCER falolel
52 69 v SEM HISTORIA FAMILIAR DE CANCER 29/05/2017
53 62 ]1[e; SEM HISTORIA FAMILIAR DE CANCER 07/11/2016
54 84 v Irmio com cancer leucemia aguda de tipo celular ndo especificado 29/03/2014
55 51 v Tia materna com cancer de pele 14/01/2017
56 76 v Mae com cancer de ovario (cd56) aos 40 anos 27/09/2013
57 71 HIA SEM HISTORICO REGISTRADO 20/07/2015
58 62 v Filha com cancer de Utero (cd55) aos 30 anos el
Tio paterno com neoplasia maligna sem especificacéo de localizagéo (cid80);

59 Irmdo com cancer de estdmago;

56 IC Filha com cancer de ovério aos 35 anos ol
60 61 B Mae com neoplasia maligna de boca aos 98 anos 27/10/2017
61 74 1c Mae com cancer de Utero aos 60 anos 30/06/2017
62 65 1B SEM HISTORIA FAMILIAR DE CANCER 07/07/2019
63 63 1A Irmé@ com cancer de mama aos 25 anos faiaied
64 52 v SEM HISTORICO REGISTRADO 28/11/2015

Mae com neoplasia maligna do trato intestinal;

65 Irm& com céncer de Utero;

46 Inc Irma com cancer de mama 15/11/2014
66 44 lc AV0 paterna cancer de mama aos 80 anos 03/12/2017
67 37 \Y SEM HISTORICO REGISTRADO kel
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Anexo 04: Sequéncias de primers de BRCAL, BRCA2 e TP53 utilizadas nas reacdes de PCR.

Gene  |Primer Forward [Sequéncia 5'-3' Primer Reverse  |Sequéncia 5'-3' Tamanho (ph)
BRCA1 |BRCAL 2F GAAGTTGTCATTTTATAAACCTTT BRCAL 2R TGTCTTTTCTTCCCTAGTATGT 258
BRCAL [BRCAL 3F TCCTGACACAGCAGACATTTA BRCAL 3R TTGGATTTTTCGTTCTCACTTA 339
BRCAL |BRCAL 5.7F GTTTAGGTTTTTGCTTATGCAGCATCCA BRCAL 5-TR TCAGGTACCCTGACCTTCTCTGAAC 2081
BRCA1 |BRCAL 8F TGTTAGCTGACTGATGATGGT BRCAL 8R ATCCAGCAATTATTATTAAATAC 267
BRCAL [BRCAL 9F CCACAGTAGATGCTCAGTAAATA BRCAL 9R TAGGAAAATACCAGCTTCATAGA 211
BRCA1 |BRCAL 10F  |TGGTCAGCTTTCTGTAATCG BRCAL 10R GTATCTACCCACTCTCTTTTCAG 241
BRCAL [BRCAL 11-AF |CCACCTCCAAGGTGTATGAAGTATG BRCAL 11-ER  |GGAGCCCACTTCATTAGTAC 2580
BRCA1 |BRCAL 11-EF2 |AGTCGGGAAACAAGCATAGAAA BRCAL 11-GR |GTGCTCCCCAAAAGCATAAA 1656
BRCAL [BRCAL 12F GTCCTGCCAATGAGAAGAAA BRCAL 12R TGTCAGCAAACCTAAGAATGT 265
BRCA1 |BRCAL 13F  |AATGGAAAGCTTCTCAAAGTA BRCAL 13R ATGTTGGAGCTAGGTCCTTAC 320
BRCAL [BRCAL 14F CTAACCTGAATTATCACTATCA BRCAL 14R GTGTATAAATGCCTGTATGCA 312
BRCA1 [BRCAL 15F2 |TGGCTGCCCAGSAAGTATG BRCAL 15R AACCAGAATATCTTTATGTAGGA 338
BRCAL [BRCAL 16F AATTCTTAACAGAGACCAGAAC BRCAL 16R AAAACTCTTTCCAGAATGTTGT 450
BRCA1 [BRCAL 17F  |GTGTAGAACGTGCAGGATTG BRCAL 17R TCGCCTCATGTGGTTTTA 263
BRCAL |BRCAL 18F  |GGCTCTTTAGCTTCTTAGGAC BRCAL 19R CATTGTTAAGGAAAGTGGTGC 799
BRCA1 |BRCAL 20F  |ATATGACGTGTCTGCTCCAC BRCAL 20R GGGAATCCAAATTACACAGC 401
BRCAL [BRCAL 21F AAGCTCTTCCTTTTTGAAAGTC BRCAL 21R GTAGAGAAATAGAATAGCCTCT 298
BRCA1 |BRCAL 22F  |TCCCATTGAGAGGTCTTGCT BRCAL 23R ACTGTGCTACTCAAGCACCA 1751
BRCAL [BRCAL 24F ATGAATTGACACTAATCTCTGC BRCAL 24R GTAGCCAGGACAGTAGAAGGA 280
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Gene Primer Forward  Sequéncia 5'-3' Primer Reverse Sequéncia 5'-3' Tamanho (pb)
BRCA2  |BRCA2 2F TGTTCCCATCCTCACAGTAAG BRCA2 2R GTACTGGGTTTTTAGCAAGCA 347
BRCA2  |BRCA2 3F GGTTAAAACTAAGGTGGGA BRCA2 3R ATTTGCCCAGCATGACACA 390
BRCA2  |BRCA2 4F ATTCCCAGTATAGAGGAGA BRCA2 7R ATTGTCAGTTACTAACACAC 1778
BRCA2  |BRCA2 8F GTGTCATGTAATCAAATAGT BRCA2 8R CAGGTTTAGAGACTTTCTC 288
BRCA2  |BRCA2 9F GGACCTAGGTTGATTGCA BRCA2 9R GTCAAGAAAGGAAAGGTAA 586
BRCA2  |BRCA2 10-1F CTATGAGAAAGGTTGTGAG BRCA2 10-3R CATGTATACAGATGATGCCTAAG 1324
BRCA2  |BRCA2 11-1F2  |AACTTAGTGAAAAATATTTAGT BRCA2 11-4R CTTGCTGCTGTCTACCTG 1704
BRCA2  |BRCA2 11-5BF |CCATAATTTAACACCTAGCCA BRCA2 11-7R TTCGGAGAGATGATTTTTGTC 1903
BRCA2  |BRCA2 11-8F GCCTTAGCTTTTTACACAA BRCA2 11-11R CCCCCAAACTGACTACACAA 1975
BRCA2  |BRCA2_12F ACTCTTTCAAACATTAGGTCA BRCA2_12R TTTGAGAGGCAGGTGGAT 340
BRCA2  |BRCA2_13F2 TGCTGATTTCTGTTGTATGCTTG BRCA2_13R? TTGGCTTCCAAACTTTTGTTG 709
BRCA2  |BRCA2_14F GAATACAAAACAGTTACCAGA BRCA2_14R CACCACCAAAGGGGGAAA 647
BRCA2  |BRCA2_15F2 GGGGTTGTGCTTTTTAAATT BRCA2_16R TAGTTCGAGAGACAGTTAAG 1640
BRCA2  |BRCA2 17F CAGAGAATAGTTGTAGTTGTT BRCA2 18R GAAATTGAGCATCCTTAGTAA 1191
BRCA2  |BRCA2_19F ATATTTTTAAGGCAGTTCTAGA BRCA2 20R CTTGTTGCTATTCTTTGTCTA 977
BRCA2  |BRCA2 21F CTTTTAGCAGTTATATAGTTTC BRCA2 21R GCCAGAGAGTCTAAAACAG 340
BRCA2  |BRCA2 22F TTTGTTGTATTTGTCCTGTTTA BRCA2 23R CCGTGGCTGGTAAATCTG 825
BRCA2  |BRCA2 24F ACCGGTACAAACCTTTCATTG BRCA2 24R CTGGTAGCTCCAACTAATC 324
BRCA2  |BRCA2 25F CTATTTTGATTTGCTTTTATTATT BRCA2 25R GCTATTTCCTTGATACTGGAC 447
BRCA2  |BRCA2 26F TTGGAAACATAAATATGTGGG BRCA2 26R ACTTACAGGAGCCACATAAC 336
BRCA2  |BRCA2 27F CTACATAATTATGATAGGCT BRCA2 27R GTACTAATGTGTGGTTTGAAA 737

114




Gene  [Primer Forward [Sequéncia 5'-3' Primer Reverse |Sequéncia 5'-3' Tamanho (ph)
TP53 [TP53 2-3F CCAGGTGACCCAGGGTTGGA |TP53 4R AGAGGAATCCCAAAGTTCCA 778
TP53  |TP53 5-6F TGTTCACTTGTGCCCTGACT  |TP53 8-9R AGTGTTAGACTGGAAACTTT 1803
TP53  [TP53 10F CAATTGTAACTTGAACCATC |TP53 11R AGGCTGTCAGTGGGGAACAA 1215

Anexo 05: Conjuntos de amplicons e primers utilizados nas PCR multiplex e convencional para a amplificacdo dos genes BRCA1, BRCA2 e TP53.

TP53
PCR Multiplex | Amplicons Primers
o1 2-4 2-3F/
4R

5-9 5-6F/
02 8-9R

10-11 10F/
03 11R

BRCA1
PCR Multiplex | Amplicons | Primers
112 11AF/ 11ER
Conjunto Ma 14 14F/ 14R
2 2F/ 2R
22-23 22F/ 23R
Conjunto Mb 12 12F/ 12R
16 16F/ 16R
18-19 18F/ 19R
Conjunto Mc 3 3F/ 3R
21 21F/ 21R
10 10F/10R
Conjunto Md 9 9F/ 9R
8 8F/ 8R
: 13 13F/ 13R
Conjunto Me 17 17F/ 17R
. 20 20F/ 20R
Conjunto Mf 7 54F] 24R
PCR 11b 11EF/ 11GR
convencional
PCR 15 15F2/ 15R
convencional
Long Range 5-7 5-7F/5-7TR

BRCA?
PCR Multiplex [ Amplicons [ Primers
11b 11-5BF/ 11-7R
_ 13 13F2/ 13R2
Conjunto M1 9 8F/ 8R
8 9F/ 9R
11c 11-8F/ 11-11R
_ 10 10-1F/ 10-3R
Conjunto M2 19-20 19F/ 20R
26 26F/ 26R
11a?2 11-1F2/ 11-4R
_ 22-23 22F/ 23R
Conjunto M3 = 25F/ 25R
2 2F/ 2R
4-7 4F/ TR
i 17-18 17F/ 18R
Conjunto M4 =7 14F/ 14R
24 24F/ 24R
15-16 15F2/ 16R
Conjunto M5 | 27 27F/ 27R
21 21F/21R
_ 3 3F/ 3R
Conjunto M6 =5 12F/ 12R
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Anexo 06: Variantes germinativas identificadas no gene BRCAL.

Codigo
Amostra | Gene HGVSc HGVSp Classificagdo DP Frequéncia ALT
1 BRCAL | ¢.1387TA>T p.Lys463* p* 87 41%
3 BRCAL | ¢.2612C>T p.Argl495Met PB 266 48%
5 BRCAL | ¢.2612C>T p.Pro871Leu PB 217 48%
8 BRCAL | ¢.2612C>T p.Pro871Leu PB 363 99%
9 BRCAL | ¢.2612C>T p.Pro871Leu PB 345 45%
12 BRCAL | ¢.4484G>T p.Pro871Leu P 383 43%
13 BRCAL | ¢.3418A>G p.Ser1140Gly PB 316 53%
13 BRCAL | ¢.2612C>T p.Pro871Leu PB 347 46%
14 BRCAL | ¢.2612C>T p.Pro871Leu PB 341 54%
15 BRCAL | ¢.2612C>T p.Pro871Leu PB 283 52%
16 BRCAL | ¢.2612C>T p.Pro871Leu PB 400 50%
17 BRCAL | ¢.2612C>T p.Pro871Leu PB 232 100%
18 BRCAL | ¢.2612C>T p.Pro871Leu PB 226 50%
20 BRCAL | ¢.2612C>T p.Pro871Leu PB 265 100%
23 BRCAL | ¢.2612C>T p.Pro871Leu PB 144 51%
29 BRCAL | ¢.2612C>T p.Pro871Leu PB 164 49%
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Cadigo

Amostra Gene HGVSc HGVSp Classificagao DP Frequéncia ALT
34 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 338 51%
35 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 484 100%
36 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 224 53%
38 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 523 100%
42 BRCA1 c.4964C>T p.Serl655Phe VVUS/P 890 51%
42 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 555 99%
43 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 573 54%
44 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 1002 47%
45 BRCAL1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 385 50%
47 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 213 48%
48 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 416 100%
52 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 163 52%
53 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 637 49%
54 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 492 47%
55 BRCA1 c.3418A>G p.Serl1140Gly PB 1599 48%
55 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 306 46%
56 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 525 44%
58 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 792 48%
59 BRCA1 4598G>T p.Serl533lle PB 1075 50%
60 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 164 48%
61 BRCA1 c.3418A>G p.Serl140Gly PB 948 48%
61 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 395 52%
62 BRCA1 C.2612C>T p.Pro871Leu PB 86 50%
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Cddigo

Amostra Gene HGVSc HGVSp Classifica¢do DP Frequéncia ALT
63 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 327 53%
64 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 161 50%
66 BRCAL c.3403C>T p.GIn1135* P 1306 48%
67 BRCA1 c.4964C>T p.Ser1655Phe VUS/P 383 47%
67 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 199 100%

Anexo 07: Variantes germinativas identificadas no gene BRCA2.

Codigo

Amostra Gene HGVSc HGVSp Classificagdo DP Frequéncia ALT
7 BRCA2 C.8830A>T p.1le2944Phe B 348 56%
9 BRCA2 C.7469T>C p.1le2490Thr B 113 48%
10 BRCA2 C5744C>T p.Thr1915Met B 73 51%
11 BRCA2 €5198C>T p.Ser1733Phe B 66 44%
12 BRCA2 €.6220C>A p.His2074Asn B 128 42%
23 BRCA2 C.8830A>T p.1ke2944Phe B 143 43%
34 BRCA2 C.4241C>T p.Thrl414Met B 50 44%
34 BRCA?2 .5704G>A p.Asp1902Asn B 70 53%
38 BRCA2 C.4258G>T p.Aspl420Tyr B 61 51%
45 BRCA2 C.8830A>T p.1le2944Phe B 642 49%
49 BRCA2 ¢.4090A>C p.lle1364Leu B 131 52%
50 BRCA2 ¢.8503T>C p.Ser2835Pro B 631 51%
54 BRCA2 C.2926T>A p.Ser976Thr PB 91 51%
54 BRCA2 €.2927C>T p.Ser976Phe PB 91 51%
62 BRCA2 C.6281A>G p.Tyr2094Cys VUS 126 59%
62 BRCA2 €.11380kel p.Ser380ValfsTer19 P 308 51%




Cédigo

Amostra Gene HGVSc HGVSp Classificacao DP Frequéncia ALT
64 BRCA2 C.7469T>C p.1le2490Thr B 98 47%
64 BRCA2 c.5771 5774del p.lle1924ArgfsTer38 P 107 50%
66 BRCA2 €.8503T>C p.Ser2835Pro B 1007 50%
67 BRCA2 €.6443C>A p.Ser2148Tyr VUS/PB 444 49%
Anexo 08: Variantes germinativas identificadas no gene TP53.
Cadigo
Amostra Gene HGVSc HGVSp Classificacéo DP Frequéncia ALT
1 TP53 c.215C>G p.Pro72Arg B 312 57%
2 TP53 c.215C>G p.Pro72Arg B 834 100%
3 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 424 100%
4 TP53 c.215C>G p.Pro72Arg B 349 58%
5 TP53 c.215C>G p.Pro72Arg B 859 100%
6 TP53 c.139C>T p.Pro47Ser B 1211 42%
7 TP53 c.215C>G p.Pro72Arg B 384 100%
8 TP53 c.215C>G p.Pro72Arg B 615 100%
9 TP53 c.215C>G p.Pro72Arg B 440 68%
10 TP53 c.215C>G p.Pro72Arg B 288 57%
11 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 186 100%
12 TP53 c.215C>G p.Pro72Arg B 271 100%
13 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 519 59%
14 TP53 c.215C>G p.Pro72Arg B 282 100%
16 TP53 c.215C>G p.Pro72Arg B 440 100%
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Cadigo

Amostra Gene HGVSc HGVSp Classificacao DP Frequéncia ALT
17 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 408 100%
18 TP53 .215C>G p.Pro72Arg B 801 100%
20 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 1106 100%
25 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 1472 100%
27 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 374 100%
29 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 77 64%
31 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 406 100%
32 TP53 .215C>G p.Pro72Arg B 406 99%
33 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 416 99%
34 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 599 51%
36 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 1590 100%
38 TP53 .215C>G p.Pro72Arg B 179 100%
40 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 578 100%
42 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 683 51%
43 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 695 100%
44 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 1329 62%
45 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 464 100%
47 TP53 c.215C>G p.Pro72Arg B 49 67%
48 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 323 64%
50 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 789 100%
52 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B AT7 100%
54 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 79 100%
55 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 447 100%
56 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 781 100%
57 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 443 100%
58 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 849 55%
59 TP53 c.869G>A p.Arg290His B 338 49%
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Codigo
Amostra Gene HGVSc HGVSp Classificacado DP Frequéncia ALT

60 TP53 c.215C>G p.Pro72Arg B 514 100%

62 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 518 100%

63 TP53 c.215C>G p.Pro72Arg B 352 100%

65 TP53 c.215C>G p.Pro72Arg B 529 71%

67 TP53 €.215C>G p.Pro72Arg B 547 100%

Anexo 09: Variantes somaticas identificadas no gene BRCA1.
Cadigo

Amostra Gene HGVSc HGVSp Classificagdo DP Frequéncia ALT
4 BRCA1 €.668del p.Lys223ArgfsTerll P 2339 2%
8 BRCA1 €.3600_3619del p.Gly1201GlufsTerll pP* 795 8%
10 BRCA1 c.1952A>G p.Lys651Arg p* 2241 0%
15 BRCA1 €.2637del p.GIu880OArgfsTerl3 P 237 5%
40 BRCA1 €.4900A>G p.Serl634Gly PB 1799 41%
40 BRCA1 €.3548A>G p.Lys1183Arg PB 1981 40%
40 BRCA1 c.3113A>G p.Glul038Gly PB 1741 44%
40 BRCA1 €.2612C>T p.Pro871Leu PB 913 43%
43 BRCA1 c.1067A>G p.GIn356Arg B 884 37%
57 BRCA1 c.5212G>A p.Glyl738Arg P 2674 80%
67 BRCA1 €.2637del p.GIuB80ArgfsTerl3 P 432 3%
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Anexo 10: Variantes somaticas identificadas no gene BRCA2.

Cadigo
Amostra Gene HGVSc HGVSp Classificagéo DP Frequéncia ALT
12 BRCA2 c.5462A>G p.Lys1821Arg VUS 615 2%
12 BRCA?2 c.8021A>G p.Lys2674Arg p* 1517 1%
15 BRCA?2 c.8021A>G p.Lys2674Arg P> 1569 2%
20 BRCA?2 C.7469T>C p.11e2490Thr B 305 52%
33 BRCA?2 €.8008T>C p.Ser2670Pro VUS 2173 1%
33 BRCA2 c.8021A>G p.Lys2674Arg P* 2365 1%
34 BRCA2 €.3860del p.Asn1287llefsTer6 P 453 2%
34 BRCA?2 c.8021del p.Lys2674ArgfsTer2 P 1325 2%
35 BRCA?2 c.1528G>T p.Glu510* P 303 72%
35 BRCA?2 c.8021A>G p.Lys2674Arg p* 2288 1%
36 BRCA?2 c.8021A>G p.Lys2674Arg p* 1770 2%
38 BRCA?2 c.8021del p.Lys2674ArgfsTer2 P 2179 2%
43 BRCAZ2 c.8021del p.Lys2674ArgfsTer2 P 1926 1%
49 BRCA?2 c.8021A>G p.Lys2674Arg pP* 740 2%
54 BRCA2 c.8021del p.Lys2674ArgfsTer2 P 1336 2%
54 BRCA?2 €.8021A>G p.Lys2674Arg pP* 1409 1%
56 BRCA?2 c.8021A>G p.Lys2674Arg pP* 2832 1%
60 BRCA?2 c.8021del p.Lys2674ArgfsTer2 P 1543 2%
60 BRCA?2 c.8021A>G p.Lys2674Arg p* 1620 1%
62 BRCA?2 c.8021A>G p.Lys2674Arg p* 1414 2%
66 BRCA?2 c.8021A>G p.Lys2674Arg P> 1836 1%
66 BRCA?2 €.8680C>T p.GIn2894* P 473 9%
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Anexo 11: Variantes somaticas identificadas no gene TP53.

Caodigo
Amostra Gene HGVSc HGVSp Classificagéao DP Frequéncia ALT
1 TP53 c.536A>G p.His179Arg VUS/P 2703 69%
2 TP53 c.916C>T p.Arg306Ter PP 86 50%
3 TP53 c.584T>C p.lle195Thr PP 83 73%
4 TP53 c.421T>G p.Cysl41Gly PP 1137 60%
5 TP53 c.455del p.Prol52ArgfsTerl8 P 2013 64%
5 TP53 c.85A>G p.Asn29Asp PB 2007 1%
6 TP53 C.842A>T p.Asp281Val PP 77 36%
7 TP53 €.659A>G p.Tyr220Cys PP 526 59%
9 TP53 c.493C>T p.GIn165* P 144 90%
10 TP53 C.743G>A p.Arg248Gin PP 2174 74%
11 TP53 C.752T>A p.lle251Asn VUS 754 78%
12 TP53 c.578A>G p.His193Arg PP 555 61%
16 TP53 c.818G>A p.Arg273His PP 355 95%
17 TP53 c.267del p.Ser90ProfsTer33 PP 1638 90%
23 TP53 €.856G>A p.Glu286Lys PP 357 12%
27 TP53 c.637C>T p.Arg213* P 135 96%
30 TP53 c.780del p.Ser261ValfsTer84 p* 206 75%
31 TP53 €.764_766del p.lle255del PP 218 41%
32 TP53 c.559+2T>G X pP* 247 83%
33 TP53 c.517G>T p.Vall73Leu PP 152 56%
35 TP53 €.732_733insCATGCG | p.Gly244 Gly245insHisAla pP* 358 54%
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Codigo

Amostra Gene HGVSc HGVSp Classificacéo DP Frequéncia ALT
42 TP53 c.988del p.Leu330PhefsTerl5 P> 400 16%
43 TP53 C.844C>T p.Arg282Trp PP 757 3%
48 TP53 C.742C>T p.Arg248Trp PP 1396 67%
49 TP53 c.372C>A p.Cys124Ter P 1095 90%
50 TP53 c.469G>T p.Vall57Phe VUS 1476 45%
52 TP53 c.380C>T p.Serl27Phe VUS 179 47%
54 TP53 c.711G>C p.Met237lle P 1196 64%
55 TP53 €.493C>T p.GIn165* P 679 47%
56 TP53 C.797G>A p.Gly266Glu PP 623 91%
57 TP53 €. 733G>A p.Gly245Ser PP 837 64%
60 TP53 c.488A>G p.Tyrl63Cys PP 102 70%
63 TP53 C.783-1G>T X PP 94 82%
64 TP53 C.272G>A p.Trp91* p* 186 33%
65 TP53 c.524G>A p.Argl75His PP 135 57%
67 TP53 €.833C>T p.Pro278Leu PP 130 35%
67 TP53 c.710T>A p.Met237Lys PP 127 31%

Legenda dos Anexos 06 - 11: B significa variante benigna; PB significa provavelmente benigna; P significa variante classificada como patogénica;
P* significa variante sem classificacdo pelo ClinVar, mas cosiderada a principio patogénica, conforme recomendacdo da ACMG; PP significa
variante classificada como provavelmente patogénica; VUS/PB significa conflito de patogenicidade entre provavelmente benigna e VUS; VUS/P
significa conflito de patogenicidade entre patogénica e VUS; DP significa profundidade de leitura na posicdo e ALT significa alelo alternativo.
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