Catarina Gomes Rodrigues Santos

Avaliacdo da patogenicidade de mutagfes germinativas de
significado desconhecido nos genes BRCA1 e BRCA2 em

familias Portuguesas

Dissertacdo de candidatura ao grau de Mestre em Oncologia
submetida ao Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel
Salazar da Universidade do Porto e a Thomas Jefferson

University.

Orientador: Doutor Manuel Anténio Rodrigues Teixeira
Categoria: Professor Associado Convidado
Afiliacdo: Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar

da Universidade do Porto

Co-orientador: Mestre Ana Luisa Pinto da Silva Lobo Peixoto

Categoria: Técnico Superior de Saude
Afiliacdo: Instituto Portugués de Oncologia do Porto






AGRADECIMENTOS






Agradecimentos

Ao Prof. Doutor Manuel Teixeira, Director do Servico de Genética e do Centro de
Investigacdo do IPO-Porto, um especial agradecimento pela orientacao sabia, por toda
a disponibilidade e rigor cientifico, e principalmente por ter acreditado em mim e no
meu trabalho.

A Dra. Ana Peixoto, co-orientadora desta tese, por todos os conhecimentos
partilihados, as excelentes ideias, e pela imensa ajuda. Obrigada Anita, por tudo o que
me ensinaste, pelo apoio em todas as horas e, acima de tudo, pelo privilégio da tua

Amizade.

A Dra. Deolinda Pereira, por toda a disponibilidade e carinho com que me acolheu no

estagio do Mestrado e por todo o apoio, um obrigada muito sincero.

Ao Prof. Doutor Carlos Lopes e restante comissdo coordenadora do Mestrado de
Oncologia, assim como a todos os docentes deste mestrado, pelo empenho
demonstrado. A D. Maria do Céu por toda a disponibilidade, competéncia e

amabilidade.

Ao Dr. Laranja Pontes, Director do IPO-Porto, aos seus antecessores e colaboradores,

pelo apoio concedido ao Mestrado de Oncologia.

A Liga Portuguesa Contra o Cancro e aos Projectos do Ministério da Saude (209/2001

e 15/2007), pelo apoio financeiro prestado.

Ao Prof. Doutor Rui Henrique, Director do Servico de Anatomia Patologica do IPO-

Porto, pela colaboragéo prestada.
Ao Nuno, a Vera e a Carmen, agradeco toda a colaboracéo.
Aos colegas do Servico de Genética, pelo companheirismo demonstrado e por terem

contribuido para a minha formacéo profissional. Um agradecimento especial a Isabel

pela simpatia e carinho com que me acolheu.



A Susana e a Carla, por toda a ajuda, por tudo o que me ensinaram e pelo incentivo

constante. Por tudo isso e pela vossa amizade, um obrigada muito sincero.
A Patricia, & Manela, & Maria José, ao Pedro, & Barbara e & Sofia, quero agradecer os
“‘desenrascancos” constantes, assim como toda a ajuda e apoio que nunca

esquecerei.

A madrinha Célia, & Bela e ao Manel, por todo o carinho e amizade que sempre

demonstraram, a minha muito sincera gratidao.

Aos meus Avos e ao Padrinho Arnaldo, por sempre terem acreditado em mim. A vossa

memoria estara sempre no meu coracao...
Ao0s meus irmaos, por, a sua maneira, sempre me terem acarinhado e apoiado.
Aos meus Pais, por TUDO!!! Devo-vos tudo o que sou.

Ao Diogo, companheiro de sempre e de todos os momentos. Obrigada pelo teu ombro,

pelo teu carinho e pela tua inesgotavel paciéncia.



A meus Pais

Ao Diogo






INDICE






INDICE

indice

ABREVIATURAS E SIMBOLOS

RESUMO ...

SUMMARY

INTRODUGAO ...ttt

1-

2 -

3-

4 -

5-

Epidemiologia do cancro da mama € ovario ...................
1.1 - Incidéncia e mortalidade ..............ccoooiiiiiiiiinnns

1.2 - FACIOr@S A IMSCO ..o

1.2.1 - Cancro da mama esporadiCo ...........c.ccvuvuvnene.

1.2.2 - Cancro do ovario esporadico ...........ccocvevenennnne.
1.2.3 - Historia familiar ...

Base genética do CancCro ..........ccoviiiiiiiiiiiiii e,

A R © ] oo o =Y 1

2.2 - Genes supressores tumorais ............oeeeveveieiniann..

Carcinogénese mamaria € do OVario .............cceevveeinennns

Cancro da mama/ovario hereditario ...........cccooceeeeiinno. ..

4.1 - Identificag@o de familias com mutacdo no gene BRCA1 ou BRCA2 ........

4.2 - Caracteristicas clinico-patologicas dos tumores BRCAL1 ou BRCA2 .......

4.3 - Seguimento de portadores de mutacéo no gene BRCA1 ou BRCA2 ......

Funcdes e mutac¢des dos genes BRCAL ou BRCA2 ........

5.1 - Funcgdes dos genes BRCAL1 ou BRCA2 ...................

5.2 - MutagBes germinativas patogénicas nos genes BRCA1 ou BRCA2 .......

5.3 - Avaliacéo da patogenicidade de VSD nos genes BRCA1 ou BRCAZ2 ......

5.3.1 - Co-segregacao da VSD com a doenga na familia

15

21

25

29

31

31

31

31

33

33

33

34

34

36

37

40

41

43

43



INDICE

5.3.2 - Co-ocorréncia da VSD com mutagao patogénica ...............ccceeeenenn.

5.3.3 - Frequéncia das VSD em controlos normais .................cccooieveeinnnn.

5.3.4 - Efeito das VSD ao nivel do processamento do mRNA ....................

5.3.5 - Algoritmos informaticos: SpliceSiteFinder, ESEfinder e Polyphen .....

5.3.6 - Perda de heterozigotia e caracteristicas histopatolégicas ...............
OBIE CT IV OS ..o e
MATERIAL E METODOS ... oot
1- Material DIOIOGICO .....veei
2 5 MEBLOOOS ..ot
2.1 - Extracgdo de acidos NUCIEICOS .......ccoviuiiiiiiiii e,
2.1.1 - Extraccao de DNA de sangue periférico ...........ccoovveiiiiiiiiinnnnnn..

2.1.2 - Extracgao de DNA de tecido incluido em parafina .........................

2.1.3 - Extraccao de RNA de sangue periférico..........cccocvvviiiiiiiiiiininnnnn.

2.2 - Reaccdo em cadeia de polimerase (PCR) .......cccoooviiiiiiiiiiiiii,

2.3 - Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) ..........cccccevviiiiiinenene.

2.4 - SEQUENCIAGAD ..e.utiiiiiit et e

2.5 - Algoritmos informatiCos .........cccooiiiiiiii

2.6 - Reverse Transcriptase — Polimerase Chain Reaction (RT-PCR) ............

2.7 - Andlise de fragmentos semi-quantitativa .....................co

2.8 - RT-PCR QuUantitativo .........cciuiniiiii e

2.9 - Perda de heterozigotia e caracteristicas histopatolégicas dos tumores ....
RESULT ADOS ..ttt e
1- EStUdOS de SEOrEgaACAD ....ovviiitiie it

2 - Co-ocorréncia de VSD com mutagdes patogénicas ..........c.covvvuveinininninannnn.




INDICE

3 - Frequéncia das VSD em controlos Normais ............cccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiennn, 73
4 - Algoritmos informaticos: ESEfinder, Polyphen e SpliceSiteFinder ................ 77
5 - Efeito de VSD ao nivel do processamento do mRNA ...........cccoviiiiiiiiininnnn. 79
5.1- VSDdogene BRCAL ... 79
5.2- VSD Ao gene BRCAZ ... 86

6 - Perda de NeteroZigotia .......uuueue et 95
DISCUSSAD ...ttt 97
1 - Variantes muito provavelmente patogénicas ..............cooviiiiiiiiiiiiiiiinee 99
2 - Variantes muito provavelmente neutras ou polimorfismos .......................... 101
3 - Variantes que permanecem como VSD ... 106
4 - Avaliacdo integrada da patogenicidade das VSD ...........cccooiiiiiiiiiiiinienne. 107
LT O o T Uod [V 17 o 1 109
ESTUDOS FUTUROS ...t et 111

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooiiiiiiiieeeee e, 115







ABREVIATURAS E SIMBOLOS






ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Abreviaturas e simbolos

A - Adenina

aa - Aminoécido

ABL1 - c-ABL oncogene 1

APC - Adenomatous Polyposis Coli

B2M - B2 Microglobulin

BARD1 - BRCAl-associated RING domainl

BCR - Breakpoint cluster region

bp - Base pairs

BRAF - V-RAF Murine Sarcoma Viral Oncogene Homolog B1
BRCALl - Breast cancer 1, early onset

BRCA2 - Breast cancer 2, early onset

BRCT - BRCAL C terminus

BRIP - BRCAL interacting protein

C - Citosina

CA 125 - Cancer antigen 125

CCND1 - cyclin D1

CDH1 - Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)
CM - Cancro da mama

CMH - Cancro da mama no homem

CcO - Cancro do ovario

CtIP - CtBP interacting protein

CTNNB1 - catenin (cadherin-associated protein)
DANTPs - Didesoxinucleotideos trifosfato

DNA - Acido desoxirribonucleico

DNTPs - Desoxinucleotideos trifosfato

DSB - Double strand breaks

dsDNA - double stand DNA

EDTA - Acido etilenodiaminotetraacético

ERBB2 - v-erb-b2 erithroblastic leukemia viral oncogene homolog 2
ESE - Exonic splicing enhancer

ESS - Exonic splicing silencer

EUA - Estados Unidos da América

FANCJ - BRCAL associated C-terminal helicase (BACH1)
FAP - Familial Adenomatous Polyposis

G - Guanina

17



ABREVIATURAS E SIMBOLOS

cDNA - Acido desoxirribonucleico codificante
gDNA - Acido desoxirribonucleico genémico
HBOC - Hereditary breast and ovarian cancer
hnRNPs - Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins
HR - Homologous recombination

ISE - Intronic splicing enhancer

ISS - Intronic splicing silencer

KRAS - Kristen Rat Sarcoma Viral Oncogene homolog
LOH - Loss of heterozygosity

MBP - Mastectomia bilateral profilactica

MCP - Mastectomia contra-lateral profilactica
MLH1 - MutL E. Coli homolog of 1

MRNA - Acido ribonucleico mensageiro

MSH2 - MutS E. Coli homolog of 2

MSH6 - MutS E. Coli homolog of 6

MYC - v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
NLS - Nuclear localization signal

NMD - Nonsense mediated decay

oB - Oligonucleotide/oligossaccharide-binding
PALB2 - Partner and localizer of BRCA2

PCR - Polymerase Chain Reaction

PTEN - Phosphatase and tensin homolog

Rad 51 - Rad 51 homolog (REC A homolog, E. coli) (S. Cerevisiae)
RB1 - Retinoblastoma 1

RE - Receptores de estogeénio

RH - Receptores hormonais

RM - Ressonéancia magnética

RNA - Acido ribonucleico

RP - Receptores de progesterona

rpm - RotagBes por minuto

SA - Splicing alternativo

SNP - Single nucleotide polymorphism

snRNPs - Small nuclear ribonucleoproteins

SOBP - Salpingo-ooforectomia bilateral profilactica
SR - Serine/arginine-rich

ssDNA - single stand DNA

STK11 - Serine/threonine kinase 11

18



ABREVIATURAS E SIMBOLOS

T - Timina

TP53 - Tumour Protein 53

VSD - Variante de significado desconhecido
wt - wild-type

19






RESUMO






RESUMO

O cancro da mama hereditario representa cerca de 5% de todos os cancros
da mama (CM). MutagBes germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2 séo responsaveis
pela maioria dos casos de CM hereditario e predispdem para a sindrome de cancro da
mama/ovario hereditario (Hereditary Breast and Ovarian Cancer — HBOC). Os
individuos portadores de uma mutagdo germinativa patogénica no gene BRCA1 ou
BRCA2 tém um risco cumulativo bastante elevado de desenvolver CM e cancro do
ovario (CO), sendo portanto fundamental a identificacdo das familias portadoras desta
sindrome e da mutacao responsavel pela mesma. O estudo molecular permite diminuir
a ansiedade nos familiares em que se venha a demonstrar ndo serem portadores da
mutacao patogénica e a adopc¢ao de medidas profilacticas e/ou de diagnéstico precoce
nos portadores da referida mutacdo. No entanto, estima-se que 20% das mutacfes
germinativas detectadas nos genes BRCA1l e BRCA2 sdo variantes de significado
desconhecido (VSD). Este resultado inconclusivo ndo permite a realizacdo de
diagnéstico pré-sintomatico aos familiares em risco. Deste modo, é de extrema
importancia para estas familias tentar esclarecer o significado destas variantes. Para
avaliar a patogenicidade de VSD nos genes BRCAl1 e BRCA2 analisam-se alguns
critérios: co-segregacao da VSD com a doenca na familia; co-ocorréncia da VSD com
mutacdo patogénica; frequéncia das VSD em controlos normais; efeito da VSD ao
nivel do processamento do mRNA; os algoritmos informaticos SpliceSiteFinder,
ESEfinder e Polyphen; perda de heterozigotia e caracteristicas histopatolégicas dos
tumores. Foram estudadas 18 familias portadoras de 11 VSD no gene BRCAL e 16
familias portadoras de 14 VSD no gene BRCA2. Os resultados obtidos permitiram
esclarecer 21 das 25 VSD: doze VSD foram classificadas como muito provavelmente
neutras (presentes em 19 familias), quatro VSD como polimorfismos (presentes em
seis familias), cinco VSD como muito provavelmente patogénicas (presentes em sete
familias) e quatro variantes permanecem classificadas como de significado
desconhecido (presentes em seis familias). Este estudo permitiu, por um lado, realcar
a importancia da integracao dos varios parametros de avaliagdo da patogenicidade de
VSD com os modelos teéricos, nomeadamente programas informaticos, e por outro
lado constatar a importancia dos estudos de mRNA nos genes BRCAL e BRCA2 e a
sua interpretagdo por comparacdo com individuos normais. A classificacdo de cinco
VSD como variantes muito provavelmente patogénicas permitiu a realizagdo de
diagnostico pré-sintomético de sete familias com predisposicao hereditaria para cancro

da mama/ovario.
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SUMMARY

Hereditary breast cancer accounts for about 5% of all breast cancers (BC).
Germline mutations in BRCA1 and BRCA2 genes are responsible for most cases of
hereditary BC and predispose to the Hereditary Breast and Ovarian Cancer syndrome -
HBOC. Individuals carrying pathogenic BRCA1 or BRCA2 mutations have a high
cumulative risk of developing BC and also ovarian cancer and is therefore crucial to
identify the families with this syndrome and the causative mutation. The molecular
study allows to reduce anxiety of the family members who are not carriers of the
pathogenic mutation and the adoption of prophylactic measures and/or early diagnosis
in mutation carriers. However, it is estimated that 20% of the germline mutations found
in BRCA1 and BRCA2 genes are variants of unknown significance (VUS). This
inconclusive result does not allow offering pre-symptomatic diagnosis to family
members at risk. Thus, it is of utmost importance for these families to clarify the
meaning of these variants. To assess the pathogenicity of VUS in BRCA1 and BRCA2
different criteria can be analyzed: co-segregation of VUS with the disease in the family,
the co-occurrence of VUS with a pathogenic mutation; frequency of VUS in control
individuals; effect of VUS on mRNA processing; the algorithms SpliceSiteFinder,
ESEfinder and Polyphen; loss of heterozygosity and histopathologic characteristics of
tumors. We studied 18 families carrying 11 VUS in BRCA1 gene and 16 families
carrying 14 VUS in BRCA2 gene. The results allowed to clarify the pathogenicity of 21
of 25 VUS: 12 VUS were classified as probably neutral (in 19 families), four VUS as
polymorphisms (in six families), five VUS as most likely pathogenic (in seven families)
and four variants remained classified as VUS (in six families). This study has
emphasized the importance of integrating multiple parameters for evaluating the
pathogenicity of VUS with theoretical models, namely computer algorithms, and also
the importance of mMRNA studies of BRCAL1 and BRCA2 and their interpretation by
comparison with controls. The identification of five VUS as most likely pathogenic
mutations allowed offering pre-symptomatic diagnosis to seven families with hereditary

predisposition to breast/ovarian cancer.
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1. Epidemiologia do cancro da mama e ovario

1.1. Incidéncia e mortalidade

O cancro da mama (CM) é a neoplasia maligna com maior incidéncia e a
segunda causa de morte por cancro em individuos do sexo feminino nos Estados
Unidos da América (EUA). Em 2008 serado diagnosticados 182460 novos casos de CM
nos EUA, que representam 26% de todos os novos casos de cancro diagnosticados
em mulheres (Jemal et al, 2008). Nos paises menos desenvolvidos a incidéncia é
menor, nomeadamente em determinadas regides do continente africano e nas regides
sul e oriental do continente asiatico, onde a probabilidade de desenvolver CM aos 75
anos € um terco da dos restantes paises desenvolvidos (Parkin, 2001). Por outro lado,
o cancro do ovario (CO) representa aproximadamente 30% dos tumores do aparelho
genital feminino. Em paises desenvolvidos esta neoplasia € tAo comum como o cancro
do utero (35%) ou do colo do uUtero (27%) (Tavassoli e Devilee, 2003). Em 2008 serdo
diagnosticados 15520 novos casos de CO nos EUA que representam 6% de todos os
novos casos de cancro diagnosticados em mulheres (Jemal et al, 2008).

Estima-se que em 2002 tenham ocorrido 1151298 novos casos de CM e
204499 novos casos de CO em individuos do sexo feminino em todo o mundo e
registaram-se 410712 e 124860 mortes por CM e CO, respectivamente. Em Portugal,
em 2002, a taxa de incidéncia de CM nas mulheres foi de 55,5/10° e de CO foi de
8,6/10° habitantes. A taxa de mortalidade nesse ano foi de 17/10° e 3,8/10° habitantes
em individuos do sexo feminino para CM e CO, respectivamente (Globocan, 2002). O
CM no homem (CMH) é raro, representando menos de 1% de todos os CM, mas tem-

se verificado um aumento da sua incidéncia (Weiss et al, 2005).
1.2. Factores de risco

1.2.1. Cancro da mama esporadico

A grande maioria dos CM incide sobre mulheres sem histéria familiar da
doenca. Os factores de risco mais frequentemente apontados sao:

=  Género: a incidéncia de CM é 100 vezes superior em individuos do sexo

feminino (http://www.cancer.org).

= |dade: o risco de desenvolver CM aumenta com a idade, sendo que o seu

aparecimento é raro antes dos 30 anos de idade, aumenta a partir dos 35 anos e vai
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duplicando de 10 em 10 anos até estabilizar por volta dos 80 anos de idade
(Hankinson et al, 2004; Korde et al, 2004).

= Raca e etnia: as mulheres de raga branca apresentam maior incidéncia de
CM relativamente as mulheres afro-americanas, apesar de estas Ultimas apresentarem
maior taxa de mortalidade (http://www.cancer.org; Smigal et al, 2006).

= Factores hormonais: o risco de CM aumenta com menarca precoce e
menopausa tardia devido ao maior periodo de exposicdo as hormonas femininas
(Kelsey et al, 1993). No que respeita a paridade, verificou-se que mulheres que
tenham tido pelo menos uma gravidez tém um risco de desenvolver CM 25% menor do
gue mulheres nuliparas. Esta proteccdo aumenta com o numero de gravidezes,
atingindo os 50% em mulheres com cinco ou mais filhos (Layde et al, 1989; Ewertz et
al, 1990). A amamentacdo tem sido um factor de risco controverso, mas alguns
estudos realizados em paises menos desenvolvidos (periodo de amamentacdo
superior) indicam que a amamentacao tem um efeito protector (Lipworth et al, 2000).
Estes resultados estdo de acordo com os de paises mais desenvolvidos, estando
descrita pelo US Cancer Steroid Hormone Study uma reducéo de 33% em mulheres
gue amamentaram durante pelo menos 25 meses (Layde et al, 1989). A menopausa
tardia confere também um aumento de risco de 3% por cada ano (Collaborative Group

on Hormonal Factors in Breast Cancer, 1997).

= Exposicdo a hormonas exdgenas: 0s contraceptivos orais assim como a
terapia de substituicdo hormonal, aumentam o risco de CM, mas este efeito diminui

bastante ap6s a cessacado do seu uso (Magnusson et al, 1999).

= Estilos de vida: acredita-se que a obesidade e a ingestdo de alcool
conferem também risco para desenvolver CM apdés a menopausa, enquanto a
actividade fisica é provavelmente protectora (Pischon et al, 2008). No que respeita ao
uso do tabaco, ndo se verificou associagdo entre o seu consumo e o risco de CM
(Clamp et al, 2003; Hankinson et al, 2004; Korde et al, 2004; Lorincz e Sukumar, 2006;
Pischon et al, 2008).

» Exposicdo a radiacdo: verifica-se uma maior incidéncia de CM em
mulheres que estiveram expostas a radia¢cdo, nomeadamente as que desenvolveram
doenca de Hodgkin e foram tratadas com radioterapia, particularmente antes dos 20
anos de idade (periodo de maior desenvolvimento do tecido mamario) (McPherson et
al, 2000; Korde et al, 2004; Veronesi et al, 2005).
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= Antecedentes pessoais: a histdria pessoal de neoplasia da mama constitui
também um importante factor de risco para o desenvolvimento de uma segunda

neoplasia contralateral ou ipsilateral (McPherson et al, 2000; http://www.cancer.org).

1.2.2. Cancro do ovario esporadico

Relativamente ao CO existem principalmente dois factores consistentemente
associados com esta doenca: paridade e uso de contraceptivos orais. O efeito
protector das gravidezes e dos contraceptivos orais sugerem uma influéncia directa da
ovulagdo na origem da doenga, mas ainda ndo existe nenhum mecanismo que
estabeleca a ligagéo entre os factores de risco e a transformacédo maligna (Fairfield et
al, 2001). Tém sido também apontados a dieta (Fairfield et al, 2001) e o estilo de vida
ocidental, em particular a obesidade, como factores de risco para desenvolver CO
(Calle et al, 2003).

1.2.3. Historia familiar

As mulheres com historia familiar de CM tém um risco aumentado de
desenvolver esta neoplasia. Este risco aumenta com o aumento do numero de
familiares em 1° grau afectados, sendo 1,8 vezes superior em mulheres com um
familiar em 1° grau afectado, 2,9 no caso de existirem dois familiares em 1° grau
afectados e 3,9 em mulheres com trés ou mais familiares em 1° grau afectados. O
risco é ainda superior quanto mais jovens sdo as idades de diagndstico de CM
(Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2001).

O risco de desenvolver CO é bastante superior em mulheres com histéria
familiar da doenca. Na populacdo em geral é 1,6%, atinge os 5% em mulheres com
um familiar em 1° grau afectado e 0os 7% no caso de dois familiares em 1° grau
afectados (Werness et al, 2001; Pharoah et al, 2002).

2. Base genética do cancro

O cancro é uma doenga genética somatica que pode resultar de mutacbes
induzidas por factores ambientais (Knudson, 2002). A carcinogénese traduz-se num
processo caracterizado por envolver varios eventos que influenciam vias celulares

fundamentais para o crescimento e desenvolvimento celulares (Osborne et al, 2004).
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Existem dois tipos fundamentais de genes que se encontram frequentemente
alterados durante o processo de desenvolvimento neoplasico: oncogenes e genes
supressores tumorais (Vogelstein e Kinzler, 2004).

2.1. Oncogenes

Os oncogenes sdo formas alteradas dos proto-oncogenes, genes que
codificam moléculas reguladoras do crescimento celular e diferenciacdo normais. Os
oncogenes sao activados por alteracdo de apenas um dos alelos, o que por si s6 pode
desencadear um processo de desenvolvimento neoplasico (Weinberg, 1989; Hunter,
1997). A activacdo dos oncogenes pode ocorrer através de diferentes processos. A
amplificacdo génica origina um aumento dos niveis de proteina expressa, sendo um
exemplo de activacdo por este mecanismo a que ocorre com 0 gene ERBB2. Outro
mecanismo de activacdo é a ocorréncia de uma mutacdo pontual que pode activar
constitutivamente a proteina, como é o caso do gene KRAS. Os oncogenes podem
ainda ser activados por translocacdo cromossomica, originando genes de fusdo com

funcédo alterada (como é o caso do BCR-ABL) (Osborne et al, 2004).

2.2. Genes supressores tumorais

Os genes supressores tumorais sdo genes que codificam proteinas envolvidas
na manutencdo da estabilidade gendmica ou na proliferacdo celular e cuja perda de
funcdo pode permitir o desenvolvimento neoplasico. Segundo a “teoria dos dois
eventos” postulada por Knudson em 1971, para que ocorra transformacao neoplasica
tem de haver inactivacdo dos dois alelos de um gene supressor tumoral,
contrariamente ao que ocorre com 0s proto-oncogenes. Este modelo foi inicialmente
concebido para explicar o desenvolvimento do retinoblastoma, que ocorre tanto em
formas esporadicas como hereditarias. No primeiro caso é necessario que ocorra a
inactivacdo somatica dos dois alelos do gene RB1, enquanto que no segundo caso um
dos alelos ja se encontra mutado na linha germinativa e basta haver perda do segundo
alelo ao nivel somatico para deixar de se produzir proteina funcional (Levitt e Hickson,
2002).

Os genes supressores tumorais podem ser classificados como Gatekeppers ou
Caretakers (Kinzler e Vogelstein, 1996, 1998). Consideram-se Gatekeppers 0s genes
supressores tumorais classicos, porque actuam directamente, por exemplo, na
regulacéo da proliferacéo celular e sdo portanto limitadores da tumorigénese (Levitt e
Hickson, 2002). Sdo exemplo destes genes o0 RB1, APC e TP53 (Kinzler e Vogelstein,
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1998). Os genes Caretakers, por sua vez, estdo envolvidos na manutencdo da
integridade gendmica através da reparacdo de erros de replicacdo do DNA, actuando
indirectamente na carcinogénese. Quando estes genes se encontram mutados
conferem um fendtipo de instabilidade gendmica devido ao aumento da taxa de
mutacdes, dando origem a variantes que sofrem depois seleccao clonal. Esta é a
razao pela qual mutacdes germinativas neste tipo de genes (e.g. MLH1, MSH2, MSHS6,
BRCA1 ou BRCA?2) estao associadas a predisposi¢do hereditaria para cancro, pois
aumentam a probabilidade de ocorréncia de mutacfes que activam proto-oncogenes e
inactivam genes supressores tumorais (Lengauer et al, 1998; Vogelstein e Kinzler,
2004). Os mecanismos de inactivacdo de genes supressores tumorais encontram-se

representados na Figura 1.
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Figura 1. Perda de funcdo dos genes supressores tumorais no cancro. a,b - Hipétese de
Knudson cléssica que envolve um evento inicial - mutacdo (seta vertical) que leva a inactivagéo
do gene durante o desenvolvimento tumoral. As barras a azul representam genes inactivados.
A perda de heterozigotia (LOH) resulta na inactivacdo do 2° alelo. Se a 1% mutacdo for
germinativa, os individuos portadores da mesma tém uma elevada predisposicdo para
desenvolver cancro; ¢ — A mutacdo (seta vertical) pode ser seguida de silenciamento por
metilacdo do promotor, sem LOH; d - Silenciamento bialélico de ambas as cOpias sem ocorrer
LOH ou mutacéo; e,f - Haploinsuficiéncia em genes supressores tumorais: ndo necessitam de
perder ambas as cOpias para que haja aumento de risco. A perda de um dos alelos pode
ocorrer por mutacéo, delecdo ou silenciamento e o outro alelo pode permanecer funcional. Em
alguns casos (f) um alelo parcial ou totalmente n&o funcional pode ser herdado na linha
germinativa, predispondo o individuo para o desenvolvimento tumoral sem ser necesséria LOH
ou inactivagdo funcional completa (adaptado de Balmain et al, 2003).
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3. Carcinogénese mamaria e do ovario

Actualmente ainda ndo existe um modelo que defina os mdltiplos eventos
envolvidos na carcinogénese mamaria e alguns autores defendem mesmo que
existem mdltiplas vias de desenvolvimento de CM (Kenemans et al, 2004; Simpson et
al, 2005).

Beckmann e colaboradores (1997) propuseram que a carcinogénese mamaria
resulta da acumulacao de alteracdes genéticas multiplas que fazem com que o epitélio
mamario normal origine sucessivamente hiperplasia, hiperplasia atipica, carcinoma in
situ e carcinoma invasivo, o qual se podera disseminar através dos sistemas linfatico e
sanguineo e originar metéstases a distancia. No entanto, ainda ndo é consensual se a
hiperplasia, a hiperplasia atipica e o carcinoma in situ sdo lesBes precursoras
obrigatérias de carcinoma invasivo ou se, pelo contrario, este pode desenvolver-se
directamente a partir de epitélio normal. Por outro lado, questiona-se também se os
diferentes tipos histolégicos de tumores da mama resultam de vias de carcinogénese
diferentes, desconhecendo-se também até que ponto os modelos propostos para a
carcinogénese esporadica se aplicam a carcinogénese mamaria no ambito da
predisposicao hereditaria (Kenemans et al, 2004).

Os CM esporadicos resultam da acumulacdo de mutacdes a nivel somatico,
sem que exista qualquer mutacdo germinativa. Pensa-se que a activacdo de
oncogenes, aliada a inactivacdo de genes supressores tumorais constitui,
provavelmente, um evento precoce na origem dos tumores esporadicos, seguido de
mutacfes em varios outros genes que acompanham a progressdo da carcinogénese
(Kenemans et al, 2004). Sado exemplo de oncogenes envolvidos na progressao
tumoral, o gene MYC que se encontra amplificado em 20% dos CM (Berns et al,
1992), a ciclina D1 (CCND1) que se encontra amplificada em 15 a 20% dos CM
(Zwijsen et al, 1997) e 0 gene ERBB2 que esta amplificado em 20 a 30% dos CM
(Tsuda et al, 2001). No que respeita aos genes supressores tumorais, 20% dos CM
apresentam mutagfes no gene TP53 (Pharoah et al, 1999) e a caderina-E (CDH1)
encontra-se mutada em 60% dos carcinomas lobulares infiltrativos mas ndo em
carcinomas ductais (Berx et al, 1996).

Relativamente a carcinogénese do ovario, considera-se que 0 carcinoma se
inicia no ovario, sofre progressiva desdiferenciacdo de um estado bem diferenciado
para um pouco diferenciado e dissemina para as cavidades pélvica e abdominal antes
de metastizar a distancia (Kurman e Shih, 2008). Estes autores propéem um modelo

segundo o qual os tumores do ovario sao divididos em dois grupos designados tipo | e
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tipo Il. Os tumores do tipo | apresentam crescimento lento, geralmente confinado ao
ovario na altura do diagndstico e desenvolvem-se a partir de lesdes precursoras
designadas tumores borderline. Os tumores do tipo | incluem os carcinomas
micropapilar seroso de baixo grau, mucinoso, endometridide, e de células claras. Sao
tumores geneticamente estaveis e podem apresentar mutagcbes em genes como
KRAS, BRAF, PTEN, e CTNNB1. Os tumores do tipo Il sdo de crescimento rapido e
altamente agressivos, para 0os quais ainda ndo foram descritas lesdes precursoras.
Estes tumores incluem o carcinoma seroso de alto grau, carcinosarcomas e tumores
indiferenciados. Este grupo apresenta elevada instabilidade genética e caracteriza-se
pela ocorréncia de mutacfes no gene TP53. No entanto, apenas 25% dos tumores do
ovario sdo do tipo | e a maioria dos CO pertencem mesmo ao tipo I, justificando o
insucesso do diagnostico precoce desta neoplasia e o mau prognéstico que
geralmente apresenta (Kurman e Shih, 2008).

O CM hereditario deve-se a presenca de uma mutacdo germinativa num alelo
de um gene de susceptibilidade de alta penetrancia (e.g. BRCALl, BRCA2, TP53,
STK11 ou PTEN) (Kenemans et al, 2004), associada a aquisicao de varias alteracdes
cromossOmicas e mutacdes pontuais somaticas. O CO hereditario pode resultar de
mutacfes germinativas no gene BRCAL ou BRCAZ2 tal como o CM hereditario ou pode
resultar de mutacdes nos DNA mismatch repair genes, nomeadamente MLH1 e MSH2

(pouco frequente) (Kurman e Shih, 2008).

4., Cancro da mama/ovario hereditario

O cancro da mama hereditario foi inicialmente referenciado pelo cirurgido
francés Paul Broca, que descreveu a histéria familiar de cancro da sua mulher e a
publicou em 1866 (Broca, 1866). A histéria familiar relatada sugeria j& uma
predisposicdo hereditaria para cancro nesta familia, mas a base genética subjacente
permaneceu desconhecida durante varias décadas (Figura 2).

Estudos de linkage em familias com multiplos casos de CM e CO revelaram
uma associagdo entre este fenotipo e o locus 17921 (King, 1990). J& em 1994 foi
clonado o gene de susceptibilidade localizado neste locus: BRCA1 (breast cancer 1,
early onset) (OMIM 113705) (Miki et al, 1994). No mesmo ano foi estabelecida a
relacdo entre o cromossoma 13 e o outro principal gene de susceptibilidade para

cancro da mama e/ou ovario hereditario: o gene BRCA2 (breast cancer 2, early onset)
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(OMIM 600185) localizado em 13g12.3, que foi clonado um ano mais tarde (OMIM
600185) (Wooster et al, 1995).
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Figura 2: Arvore genealdgica da familia da mulher de Paul Broca, baseada na descri¢do

original deste autor em 1866 (adaptado de Lynch et al, 2008).

Actualmente estima-se que o CM hereditario representa cerca de 5% de todos
os CM. Mutacdes germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2 sdo responsaveis por
50% dos casos de CM hereditario e predispdem para a sindrome de cancro da
mama/ovario hereditario (Hereditary Breast and Ovarian Cancer - HBOC), cuja
transmissdo € autossémica dominante (Lynch et al, 2008). A penetrancia das
mutacbes germinativas nos genes BRCAL e BRCA2 é incompleta e depende de
diferentes factores, como o tipo de mutacédo, a populacao e/ou factores exdégenos. Em
geral, mulheres portadoras de mutacfes germinativas no gene BRCA1 apresentam um
risco cumulativo de desenvolver CM de 51 a 95% aos 70 anos de idade, enquanto 22
a 66% das portadoras BRCA1 desenvolvem CO até a mesma idade. Relativamente ao
gene BRCA2, o risco cumulativo aos 70 anos oscila entre os 33 e 95% para CM e
entre 4 e 47% para CO (Narod e Foulkes, 2004; Turner et al, 2004; Bermejo-Perez et
al, 2007).

Existem outras sindromes com transmissdo autossémica dominante que
conferem também um risco aumentado de desenvolver CM, sendo, no entanto, menos
frequentes: Sindrome de Li-Fraumeni (mutacdes no gene TP53), Sindrome de
Cowden (mutacdes no gene PTEN) e a Sindrome de Peutz-Jeghers (mutages no
gene STK11) (Campeau et al, 2008).
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4.1. Identificacdo de familias com mutacdo no gene BRCA1 ou BRCA2

Individuos portadores de uma mutacdo germinativa patogénica no gene
BRCA1 ou BRCA2 tém um risco cumulativo bastante elevado de desenvolver CM e
CO, sendo portanto fundamental a identificacdo das familias portadoras desta
sindrome (Antoniou et al, 2003; Fackenthal e Olopade, 2007).

Os critérios que sugerem a presenca de HBOC numa determinada familia
encontram-se enumerados na Tabela 1. As familias que apresentam um fendtipo
sugestivo de HBOC séao seleccionadas em consulta de aconselhamento genético,
durante a qual se explicam as implicacbes de ser portador de uma mutacéo
germinativa no gene BRCAl ou BRCA2, as medidas de vigilancia e profilaxia
adequadas e a possibilidade de realizar a pesquisa da mutacdo nos restantes
familiares em risco (Metcalfe et al, 2008).

Tabela 1: Critérios de Referenciacdo para Consulta de Risco Familiar / Aconselhamento
Genético (VI Reunido de Consenso Nacional do Cancro da Mama, Sociedade Portuguesa de
Senologia (SPS), 2008).

1. Familiar de portador de mutacdo germinativa patogénica;

2. Trés casos de CM em familiares do 1° grau, do mesmo ramo da familia e um deles
diagnosticado antes dos 50 anos;

3. Trés casos de CM em familiares do 1° ou 2° grau se a linha paterna for a afectada e
um deles diagnosticado antes dos 50 anos;

4. Dois casos de CM em qualquer idade, desde que exista no mesmo ramo da familia um

caso de CO;

Um caso de CM antes dos 45 anos e de CO em qualquer idade;

CM bilateral antes dos 50 anos e um familiar com CM ou CO;

Duas irmds com CM antes dos 40 anos ou uma delas com CO antes dos 50 anos;

CM ou CO antes dos 30 anos;

© ® N o U

CM antes dos 40 anos com o diagnéstico histolégico de carcinoma pouco
diferenciado, medular ou com auséncia de expressao de receptores hormonais e de
HERZ2;

10. Homem com CM.

A probabilidade de uma dada familia ser portadora de uma mutacéo
germinativa patogénica nestes genes pode ser calculado recorrendo a programas

informaticos, como o BRCAPRO, que estima, com base na histdria familiar, o risco de
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determinado individuo ser portador de uma mutagcdo germinativa num destes genes
(Parmigiani et al, 1998; Berry et al, 2002).

Sempre que € detectada uma mutacdo patogénica no gene BRCAL ou BRCA2
num doente, a mesma alteragdo podera ser pesquisada nos elementos em risco da
familia. Este estudo molecular pode contribuir para a diminuicdo da ansiedade nos
familiares em que se venha a demonstrar ndo serem portadores da mutacdo
patogénica, bem como permitir a adop¢édo de medidas profilacticas e/ou de diagndstico
precoce nos portadores da referida mutacéo (Lynch et al, 2008; Metcalfe et al, 2008).

4.2. Caracteristicas clinico-patoldgicas dos tumores BRCA1 e BRCA2

Os CM de individuos portadores de mutacdo nos genes BRCA1 ou BRCA2
apresentam algumas diferencas relativamente aos CM esporadicos. Apesar das
diferentes caracteristicas clinicopatoldgicas dos dois grupos, ainda ndo existem dados
suficientes que permitam usar o status BRCA1/2 como factor de progndstico nestes
individuos.

Os CM associados ao gene BRCAL1 sdo mais frequentemente do que os
esporadicos carcinomas medulares, receptores hormonais (RE e RP) e HER2
negativos, de alto grau histolégico e com alta taxa de proliferacdo (Lakhani et al, 1998;
Honrado et al, 2005). Estes tumores sdo mais frequentemente aneupldides e
sobreexpressam a proteina TP53 (Honrado et al, 2005). E também comum estes
tumores apresentarem um fendétipo “basal-like”, com expressao de genes associados
ao fendtipo das células basais/mioepiteliais da mama, tais como as citoqueratinas
CKb5/6, CK14 e CK17, vimentina, p-caderina, aB cristallin, fascina e caveolina 1 e 2.
Muitos destes tumores “basal-like” sdo, do ponto de vista imuno-histoquimico, “triple
negative” (RE, RP e HER2 negativos) (Brekelmans et al, 2006; Robson, 2007; Reis-
Filho e Tutt, 2008). Apesar de o diagndstico de um tumor com este fendtipo poder
sugerir a presenca de mutacdo germinativa no gene BRCA1, os carcinomas da mama
“‘basal-like” representam mais de 15% de todos os CM e os associados a mutagdes
germinativas neste gene sdo apenas uma pequena parte de todos os CM com este
fenotipo. Por outro lado, existe uma proporcdo significativa dos CM hereditarios,
nomeadamente associados ao BRCAL, que ndo pertencem a este subtipo (Robson,
2007; Reis-Filho e Tutt, 2008). A sobrevida dos portadores de mutacdo BRCA1 é
equivalente ou inferior a dos individuos que desenvolvem tumores esporadicos
(Robson et al, 2001; Evans e Howell, 2004; Foulkes, 2006; Campeau et al, 2008).

Os CM de portadores de mutacdo no gene BRCA2 ndo tém um fendtipo tao

definido como os BRCA1, apresentando maior grau de semelhanga com os tumores
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esporadicos. No entanto, sdo mais frequentemente RE positivos, HER2 negativos e
ciclina D1 positivos do que os tumores esporadicos (Lakhani et al, 1998; Honrado et al,
2005). Os estudos que avaliaram a sobrevida dos portadores de mutagdo BRCA2 néo
encontraram diferencas relativamente aos individuos que desenvolvem tumores
esporadicos (Robson et al, 2001; Evans e Howell, 2004; Foulkes, 2006; Campeau et
al, 2008).

No gue respeita ao CO, os portadores de mutacdo no gene BRCAL1 ou BRCA2
desenvolvem frequentemente tumores serosos de moderado a alto grau, sendo pouco
frequente estes individuos desenvolverem tumores mucinosos ou tumores borderline
(Boyd et al, 2000).

4.3. Seguimento de portadores de mutagcdo no gene BRCA1 ou BRCA2

O seguimento dos portadores de mutacédo no gene BRCAL1 ou BRCA2 engloba
a adopcao de medidas de cirurgia profilactica ou de medidas preventivas nao
cirtrgicas.

A cirurgia profilactica tem como objectivo reduzir o risco de desenvolver cancro
e a mortalidade. As opcdes cirargicas de reducdo de risco incluem a mastectomia
bilateral profilactica (MBP), a mastectomia contra-lateral profilactica (MCLP, em
doentes ja diagnosticados com CM), e/ou a salpingo-ooforectomia bilateral profilactica
(SOBP) (Roukos et al, 2002).

Diversos estudos demonstraram uma reducdo de 85-100% do risco de
desenvolver CM em mulheres de alto risco que realizaram MBP (Hartmann et al, 1999;
Hartmann et al, 2001; Meijers-Heijboer et al, 2001; Rebbeck et al, 2004).
Adicionalmente Rebbeck et al (2004) verificaram uma reducdo de risco de
aproximadamente 95% em mulheres que realizaram previamente ou
concomitantemente SOBP, tornando estas as medidas mais eficazes para mulheres
portadoras de mutagéo nos genes BRCA1 ou BRCA2. Um estudo recente comparou a
gualidade de vida de mulheres que optaram por cirurgia conservadora ou por
mastectomia unilateral com a das que optaram por mastectomia da mama afectada e
MCLP e né&o observou diminui¢do da qualidade de vida neste ultimo grupo (Tercyak et
al, 2007). A SOBP ¢, provavelmente, a opcao cirurgica profilactica com maior adeséo
e confere uma reducdo de risco de CO de aproximadamente 90% e de CM de
aproximadamente 50% (Rebbeck et al, 2002; Eisen et al, 2005). Um estudo mais
recente revelou que além da reducdo de risco de desenvolver CO e CM, a SOBP

diminui a mortalidade nestas mulheres (Domchek et al, 2006).
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As opcdes de prevencdo ndo cirdrgicas incluem a vigilancia, a
quimioprevencdo e o controlo dos factores de risco ndo genéticos (semelhantes aos
do CM esporéadico). No entanto, ndo existem evidéncias de que o controlo dos factores
de risco seja suficiente como medida preventiva (Roukos e Briasoulis, 2007).

Relativamente as opc¢des de vigilancia mamaria, recomenda-se o inicio da
realizacdo do exame clinico e dos exames imagiolégicos 5 a 10 anos antes da idade
de diagnostico do CM mais precoce na familia ou a partir dos 25 anos de idade (VI
Reunido de Consenso Nacional do Cancro da Mama, SPS, 2008). Deve ser realizada
mamografia anual, auto-exame da mama mensal e exame clinico da mama duas
vezes por ano, a partir dos 25 anos (Pichert et al, 2003; Smith et al, 2003; NCCN,
2008). Em consequéncia das limitagbes da mamografia em mulheres jovens, com
tecido mamario denso, sugerem-se actualmente outras técnicas de diagndéstico
imagioldgico, assim como intervalos de realizagdo do mesmo menores do que um ano
devido ao rapido desenvolvimento do CM nas portadoras de mutacdo (Komenaka et
al, 2004; Kriege et al, 2004). A ressonancia magnética (RM) tem-se demonstrado uma
técnica mais sensivel do que a mamografia nas portadoras de mutacao. No entanto,
apesar desta maior sensibilidade, aproximadamente 40% das mulheres
diagnosticadas com CM apresentam ja envolvimento ganglionar aquando do
diagnéstico (Kriege et al, 2004).

A deteccdo precoce de CO deve iniciar-se a partir dos 35 anos com
periodicidade semestral. As medidas aconselhadas sdo a ecografia transvaginal com
doppler e o doseamento do CA 125 sérico, mas estas medidas tém-se revelado muito
pouco eficazes na deteccdo precoce desta neoplasia (Madalinska et al, 2007; VI
Reunido de Consenso Nacional do Cancro da Mama, SPS, 2008). Deste modo, apesar
de o risco de CO ser inferior ao de CM em portadores de mutacdo BRCAL ou BRCA2,
o diagnéstico destes tumores acontece geralmente em estadios avancados, o que,
aliado ao facto destas mulheres desenvolverem frequentemente tumores de alto grau,
Ihes confere uma sobrevida muito baixa (Hogg e Friedlander, 2004).

A quimioprevencado baseia-se no facto de os RE terem grande importancia na
origem e progressao do CM. O tamoxifeno € um inibidor dos RE amplamente usado no
tratamento de CM com RE positivos, conferindo-lhes um aumento significativo da
sobrevida. No entanto, ha alguma evidéncia de que a eficacia do tamoxifeno na
prevencdo de CM se verifica apenas em portadoras de mutagdo BRCA2, o que €&
consistente com o facto de estas desenvolverem maioritariamente tumores que
expressam RE (Fisher et al, 2005; Bramley et al, 2006; Kote-Jarai et al, 2007). De
referir também que o tamoxifeno possui efeitos secundarios graves, como 0 aumento

de risco de cancro do endométrio e de doencas tromboembodlicas (Cuzick et al, 2003).
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Uma vez que a maioria dos estudos acerca da eficdcia do tamoxifeno envolvem
doentes com CM esporadico e que a sua eficacia ainda ndo estd devidamente
demonstrada em portadores de mutacdo BRCA1 ou BRCAZ2, ainda nédo é consensual o

seu uso como estratégia de profilaxia nestes individuos fora de ensaios clinicos.

5. Funcbes e mutagbes dos genes BRCAL1l e BRCA2

5.1. Fun¢des dos genes BRCA1 e BRCA2

Os genes BRCA1 e BRCA2 sédo considerados genes supressores tumorais
(caretakers) devido as suas funcdes de manutencao da estabilidade gendmica, como
ja foi demonstrado por varios estudos que revelaram elevada instabilidade genémica
(translocacgdes, duplicacdes e aneuploidia) entre cromossomas ndo homélogos em
células sem BRCAL ou BRCAZ2 funcional (Figura 3) (Patel et al, 1998; Moynahan et al,
2001a, 2001b; Sharan et al, 2004).
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Figura 3: Instabilidade cromossémica em células de ratinho sem proteina BRCA2 funcional.
Observam-se quebras de crométides (CTB) e formag¢do de cromossomas tri-radiais (Tr) e
guadri-radiais (Qr) (adaptado de Patel et al, 1998).

O gene BRCAL localiza-se no brago longo do cromossoma 17 (17g21), contém
24 exbes e codifica uma proteina (BRCA1) com 1863 aminodacidos (aa). A sequéncia
deste gene é, em geral, pouco conservada ao longo das espécies de mamiferos, com
excepcdo de duas regides altamente conservadas: o dominio RING-finger localizado
no N-terminal da proteina e os dominios BRCA1 C terminus (BRCT) localizados no C-

terminal da mesma (Figura 4). O dominio RING-finger heterodimeriza com a BRCAL-

43



INTRODUCAO

associated RING domain 1 (BARD1) (Wu et al, 1996; Brzovic et al, 2001). Os dois
dominios BRCT compreendem aproximadamente 100 aa e estdo igualmente
presentes em outras proteinas de reparacdo. Estes dominios medeiam a interacgéo
proteina-proteina com fosfoproteinas, como a BRIP/FANCJ, CtIP, etc (Yu et al, 2003).

RING-finger NLS Dominios BRCT
[5-98 aa]  [200-300 aa] [1650-1859 aa)

(. I J 186330

Figura 4: Estrutura e principais dominios funcionais RING-finger, nuclear localization signal
(NLS) e dominios BRCT da proteina BRCAL (adaptado de Boulton, 2006).

A proteina BRCAL esta4 envolvida em varios processos celulares, como a

reparacao do DNA e a activagdo da transcrigdo (Figura 5).
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Figura 5: Esquema representativo das diferentes interac¢des da proteina BRCAL e funcdes

celulares em que esta envolvida (adaptado de Narod e Foulkes, 2004).

Hartman e Ford (2002) demonstraram que a proteina BRCALl activa a
expressao de diversos genes, mas nao se sabe se este efeito é directo ou resulta das
suas fungbes de reparacdo e regulacdo do ciclo celular. Adicionalmente, foram
descritas fungfBes desta proteina na ubiquitinagdo de outras proteinas devido a
presenca do dominio RING-finger no N-terminal, envolvido nesta fungéo, e também

presente na proteina BARD1 que interage com a BRCAL nesse local. Pensa-se que
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esta funcdo também decorre do stress induzido pela replicagdo do DNA, estando
portanto também relacionada com a funcao de reparacgéo da proteina BRCAL (Morris e
Solomon, 2004). A remodelacao da cromatina é outro dos processos em que a BRCA1
esta envolvida. Esta ocorre em torno das quebras da cadeia dupla de DNA (double-
strand breaks - DSBs) e pensa-se que facilita a reparacdo do DNA (Narod e Foulkes,
2004; Foulkes, 2007).

O gene BRCAZ2 localiza-se no braco longo do cromossoma 13 (13g12.3),
contém 27 exdes e codifica uma proteina com 3418 aa, que constitui uma das maiores
moléculas do proteoma humano. Na regido que compreende o segundo terco da
proteina encontram-se os dominios BRC, que se estendem ao longo de 1000 aa. Os
dominios BRC medeiam a ligacdo directa a Rad51 (proteina de reparacdo do DNA)
sendo portanto essenciais para as funcbes de reparacdo do DNA desempenhadas
pela proteina BRCA2 (Chen et al, 1998). Yang e colaboradores (2002) identificaram
uma regido de 800 aa na regido terminal da proteina que se associa ao polipéptido
DSS1. A andlise estrutural do terminal carboxilo da proteina BRCA2 revelou a
presenca de alguns dominios importantes, sendo o primeiro o dominio de ligacdo ao
DNA, constituido por hélices a e designado helical domain. Os trés seguintes séo
dominios oligonucleotide/oligosaccharide-binding (OB), designados OB1, OB2 e OB3,
gue apresentam homologia com outras proteinas de ligacdo ao DNA de cadeia
simples em procariotas e eucariotas. Surgem depois os dominios nuclear localization

signal (NLS) e o single Rad51-binding site (Figura 6).

BRC repeats OB-fold (x3) NLS

- .
( LORII heee i) -
T 1

Hefical domain sRad-51 bs

Figura 6: Estrutura da proteina BRCA2 e principais dominios funcionais: BRC repeats, 0
dominio de ligacdo ao DNA — helical domain, os dominios OB-fold, o nuclear localization signal
(NLS) e o single Rad51-binding site (sRad-51 bs) (adaptado de Boulton, 2006).

As proteinas BRCA1 e BRCA2 associam-se com a proteina Rad51 para a
reparacdo de DSBs por recombinacdo homologa (homologous recombination - HR)
(Scully et al, 1997; Chen et al, 1998). As DSBs ocorrem naturalmente devido ao

metabolismo celular ou sdo induzidos por radiagdo ionizante ou ainda por toxinas
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(Foulkes, 2007). As proteinas BRCAL, BRCA2 e Rad51 actuam juntas na reparagao
do DNA, enquanto que a interaccdo entre a BRCA1 e Rad51 parece ser indirecta. A
proteina BRCA2 interage directamente com a Rad51 formando um complexo da
maquinaria de HR em células humanas (Figura 7) (Anderson et al, 1998). Além da
Rad51, a proteina BRCA2 também interage directamente com pelo menos trés
proteinas: Rad51, DSS1 e PALB2. A DSS1 parece ter um papel fundamental em
proporcionar a associacdo do complexo BRCA2-Rad51 aos locais de reparacao
(Gudmundsdottir et al, 2004). A PALB2 associa-se com a BRCA2, sendo essencial
para a ancoragem desta Ultima as estruturas nucleares para as funcdes de reparagéo
do DNA (Xia et al, 2007).

||
I

BRCA2

DSS1
Rad51

4
N

Figura 7: Modelo representivo da accdo da proteina BRCA2 na reparacdo das quebras da
cadeia dupla de DNA por recombinagédo homodloga. A BRCA2 recruta a Rad51 para os locais de
DSB, seguindo-se a ligagdo do complexo BRCA2-DSS1 a juncdo ssDNA/dsDNA, facilitando a
ligacdo da Rad51 a extremidade ssDNA, formando um fragmento nucleoproteico. A Rad51,
tendo como molde um cromosoma homadlogo, forma um loop e catalisa a jungdo das cadeias

para que se processe a reparacao por recombinag¢do homaologa (adaptado de Boulton, 2006).

Apesar de ainda existirem duvidas acerca das funcdes, dos mecanismos
subjacentes e das proteinas envolvidas nas vias celulares onde actuam a BRCAL e
BRCA2, é consensual que estas duas proteinas desempenham papéis cruciais na

manutencédo da estabilidade gendémica (Boulton, 2006).
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5.2. Mutacdes germinativas patogénicas nos genes BRCA1 e BRCA2

A identificacdo de mutacBes patogénicas nas familias com critérios HBOC é
determinante no seu seguimento clinico, de modo a permitir realizar o diagnéstico pré-
sintomatico (Domchek e Weber, 2008). A patogenicidade de muitas mutacdes nestes
genes pode ser faciimente deduzida pela natureza das mesmas, como € o caso de
grandes delecdes exonicas e mutacdes do tipo frameshift que originam alteracdo da
grelha de leitura do RNA e formag&do de um codao de terminagdo permaturo. Existem
também outras mutagbes designadas nonsense que consistem na troca de um
nucledtido convertendo o coddo em que ocorre essa troca num codao de terminacgdo
permaturo. Estes tipos de mutacdes originam transcritos instaveis ou resultam na
perda de dominios funcionais importantes da proteina e sédo geralmente interpretadas
como patogénicas, ou seja, mutacdes que causam perda de funcdo da proteina
(Chenevix-Trench et al, 2006).

No entanto, estima-se que 20% das mutacbes germinativas detectadas nos
genes BRCA1 e BRCA2 séo variantes de significado desconhecido (VSD). As VSD
incluem mutacdes missense (que alteram um nucledétido originando a substituicdo do
aminodcido afectado), mutacdes silenciosas (que consistem na troca de um nucleétido
mas nédo alteram o aminoacido codificado pelo coddo afectado), mutagBes intronicas,
mutacfes que ocorrem nas regides de splicing e ainda delecbes ou insercdes in frame
(ndo alteram a grelha de leitura do RNA) (Easton et al, 2007).

O aconselhamento genético das familias portadoras de VSD ¢ dificultado pelo
facto de o resultado do estudo genético ser inconclusivo, ndo permitindo a realizacéo
de diagndstico pré-sintomatico aos familiares em risco. Deste modo, é de extrema
importancia para estas familias tentar esclarecer o significado destas VSD (Goldgar et
al, 2004; Chenevix-Trench et al, 2006).

5.3. Avaliacédo da patogenicidade de VSD nos genes BRCA1 e BRCA2

Existem alguns critérios que permitem avaliar a probabilidade da
patogenicidade ou neutralidade das VSD (Goldgar et al, 2004; Chenevix-Trench et al,
2006; Easton et al, 2007; Domchek e Weber, 2008). Cada um destes critérios é

discutido a seguir.
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5.3.1. Co-segregacdo da VSD com a doenca na familia

Assumindo que as VSD tém a mesma penetrancia média que as mutagdes
patogénicas em geral, quando uma VSD néo segrega com a doenca na familia (ndo
esta presente em pelo menos um familiar afectado com CM ou CO, em idade precoce)
torna-se improvavel que seja patogénica, podendo tratar-se de uma variante neutra ou
de um polimorfismo. Quando uma VSD segrega com a doenc¢a na familia, é possivel
gue seja patogénica. No entanto, nem sempre o numero de familiares afectados vivos
é suficientemente grande para se conseguir tirar conclusdes a partir dos dados de co-
segregacao (Goldgar et al, 2004; Chenevix-Trench et al, 2006; Easton et al, 2007;
Domchek e Weber, 2008).

5.3.2. Co-ocorréncia da VSD com mutacdo patogénica

A co-ocorréncia de uma VSD com uma mutacdo patogénica em trans (uma
mutacdo em cada alelo) no mesmo gene sugere que a VSD é neutra, uma vez que
individuos com duas mutacdes patogénicas no gene BRCAL sédo extremamente raros
e dado que existem fortes evidéncias bioldégicas e genéticas de que mutacdes
patogénicas homozigoticas neste gene sdo embrionicamente letais (Gowen et al,
1996; Hohenstein et al, 2001). E igualmente raro haver individuos com duas mutacdes
patogénicas no mesmo alelo (cis) (Domchek e Weber, 2008). Relativamente ao gene
BRCA2, assume-se que individuos homozigéticos para mutacdes patogénicas sdo
igualmente letais ou originam fenétipo de Anemia de Fanconi tipo D1 (Howlett et al,
2002; Alter et al, 2007).

5.3.3. Frequéncia das VSD em controlos normais

A deteccdo de uma VSD numa populagdo de controlos normais com frequéncia
igual ou superior a 1% sugere que se trata de um polimorfismo. No entanto, o facto de
uma VSD apresentar uma frequéncia inferior a 1% nao exclui a hipétese de se tratar
de uma variante neutra pouco frequente na populagéo. Segundo Chenevix-Trench et
al (2006), dado que a frequéncia de mutagdes nos genes BRCAl e BRCA2 na
populacdo caucasiana é inferior a 0,1% e dada a enorme variedade de mutagfes
patogénicas descritas nestes genes, a probabilidade de uma variante com uma
frequéncia de 0,5% na populacdo controlo ser patogénica é igualmente muito

pequena.
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5.3.4. Efeito das VSD ao nivel do processamento do mRNA

7

O splicing é o processo que envolve a remocdo dos intrdes do transcrito
priméario (pré-mRNA) dando origem ao mRNA maduro. Este processo € realizado por
um complexo multiproteico designado spliceosoma. O spliceosoma € constituido por
cinco tipos de small nuclear ribonucleoproteins (SsnRNPs) e centenas de outras
proteinas auxiliares que reconhecem as extremidades conservadas dos intrées. Estas
sequéncias sdo o 5'splice site (também designado donor splice site), onde o
dinucledétido GU é seguido de uma regiao menos conservada, e 0 3’splice site
(também designado acceptor splice site), que consiste num branch site (residuo
adenina bastante conservado) seguido de uma regido rica em pirimidinas (pyrimidine-

rich region) e do dinucledtido conservado AG (Figura 8) (Black, 2003).

I Intron

1
Excn1 |GU & (A3
GC GOlA c' c H-
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5 splice site Branch site 3’ splice site

Figura 8: Sequéncias consenso de splicing do pré-mRNA: 5splice site, 3" splice site,
pyrimidine-rich region e branch site. O tamanho de cada nucle6tido conservado € proporcional
a frequéncia com que ocorre em 1683 intrdes humanos, estando os nucle6tidos que pertencem
aos dominios consenso classicos representados a azul (com excepcdo do branch-point A)
(adaptado de Cartegni et al, 2002).

Aproximadamente 15% das mutacBes que causam doencas genéticas afectam
o splicing do pré-mRNA, sendo que tanto inactivam como criam splice sites. Quando
um splice site € completamente inactivado por mutacédo, € favorecido o uso de outro
mais proximo, originando moléculas de mRNA resultantes de splicing aberrante e
frequentemente proteinas nédo funcionais. Quando a alteragéo é parcial, os splice sites
criptico e mutado competem, originando moléculas de mRNA normais e aberrantes
com consequente reducao dos niveis de proteina normal produzida (Black, 2003).

Além das sequéncias consenso referidas anteriormente, existem elementos
exobnicos e intronicos que podem ser activadores — exonic e intronic splicing enhancers
(ESEs e ISEs) ou repressores - exonic e intronic splicing silencers (ESSs e ISSs).

Estas sequéncias contém aproximadamente 10 nucleétidos e sdo locais de
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reconhecimento de heterogeneous nuclear ribonucleoproteins (hnRNPs) e SR proteins
(serine/arginine-rich proteins) que estimulam ou reprimem o uso de outros splice sites
(Cartegni et al, 2002; Srebrow e Kornblihtt, 2006) (Figura 9). Deste modo, além das
mutacdes nas regides consenso de splicing, é importante ter em atencdo que as
mutacdes missense e silenciosas podem também afectar sequéncias reguladoras
(activadoras e repressoras) ao nivel exénico e provocar alteracdes na proteina
produzida. Por exemplo, se uma mutagéo missense abolir uma ESE e causar skipping
do exdo, vai originar ndo apenas uma proteina com um aa alterado mas uma proteina
com uma grande delecéo ou, se a grelha de leitura for alterada, a formagdo de um
codao de terminacdo permaturo (Cartegni et al, 2002; Srebrow e Kornblihtt, 2006). Liu
et al (2001) descreveram muta¢cBes missense e nonsense em VAarios genes, incluindo o
BRCAL, que originam skipping de exdes. Os coddes de terminagcdo permaturos,
independentemente de resultarem de mutacbes nonsense ou frameshift ou de skipping
de exbes induzido por mutacdes, normalmente despoletam o mecanismo de
nonsense-mediated mMRNA decay (NMD). Este mecanismo leva a degradacao de

MRNAs com coddes de terminagdo permaturos (Cartegni et al, 2002).

Figura 9: Modelo de actuacé@o das SR proteins nos mecanismos de splicing dependentes de
ESEs. A - Mecanismo dependente de SR proteins que se ligam as ESEs através dos dominios
RRM (RNA recognition motifs) e recrutam toda a maquinaria de splicing através do dominio RS
(dominio rico em dipéptidos Arg/Ser). B - Mecanismo independente do dominio RS em que a
principal funcdo das SR proteins é ligarem-se as ESEs e antagonizar o efeito negativo no
processo de splicing induzido pela ligacdo de proteinas inibidoras as sequéncia ESE (adaptado
de Cartegni et al, 2002).
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O splicing alternativo (SA) € um mecanismo fundamental que permite a sintese
de proteinas estrutural e funcionalmente diferentes a partir do mesmo gene. Este
processo ocorre em mais de 70% dos genes humanos, sugerindo que o SA e as
modificacbes poOs-traducdo sao 0s responsaveis pela complexidade do proteoma
humano. Existem pelo menos cinco padrdes de SA que podem ser combinados
originando multiplas isoformas de mRNA do mesmo gene (Figura 10) (Cartegni et al,
2002; Black, 2003). O SA é controlado de acordo com o tipo celular, o estado de
desenvolvimento, processos fisioldgicos, determinacdo do sexo ou em resposta a
factores de stress (Pajares et al, 2007).
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Figura 10: Mecanismos de splicing alternativo: inclusdo de exdes (A), exdes mutuamente
exclusivos (B), 5'splice sites alternativos (C), 3"splice sites alternativos (D) e retencao de intrdo
(E) (adaptado de Pajares et al, 2007).

5.3.5. Algoritmos informaticos: SpliceSiteFinder, ESEfinder e Polyphen

Existem varios programas informaticos disponiveis para prever o efeito de uma
mutacdo missense ou de splicing baseados no grau de conservacdo, posicdo e
natureza do aminoacido ou nucleétido alterado.

O SpliceSiteFinder é um algoritmo informético baseado em Shapiro e
Senapathy (1987), que prevé a presenca e eficiéncia relativa (score) dos locais
conservados donor e acceptor apds a introducéo das sequéncias nucleotidicas normal
e mutada.

Contrariamente as mutacdes que afectam as regides consenso de splicing, que
frequentemente alteram o decurso normal deste processo, o efeito de uma VSD que
afecta uma sequéncia ESE nem sempre é claro (Pettigrew et al, 2008). O ESEfinder é

uma ferramenta informéatica que permite avaliar se a VSD em causa pode estar
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incluida num local ESE e pode comprometer o splicing baseando-se na afinidade de
SR proteins humanas (SF2/ASF, SC35, SRp40 e SRp55) para reconhecerem esse
local (Cartegni et al, 2003; Pettigrew et al, 2005, 2008).

O PolyPhen é outra ferramenta informatica que prevé o impacto da substituicdo
de um aminoéacido na estrutura e funcdo de uma proteina. Este algoritmo classifica o
efeito de uma mutacdo missense em trés categorias: probably damaging, possibly
damaging e benign. Esta classificacdo baseia-se nas caracteristicas quimicas da
substituicdo, no alinhamento de sequéncias homdlogas e nas caracteristicas tri-

dimensionais da proteina (Ramensky et al, 2002).

5.3.6. Perda de heterozigotia e caracteristicas histopatolégicas

Os genes BRCA1 e BRCA2 sédo considerados genes supressores tumorais
classicos, considerando-se, portanto, a teoria dos dois eventos de Knudson aplicavel a
estes genes. No entanto, estudos mais recentes revelaram uma elevada
heterogeneidade na perda de heterozigotia (Loss of Heterozigosity - LOH) em CM de
portadores de mutacdo germinativa, sugerindo que a perda do alelo wild-type (wt)
podera ndo constituir um passo fundamental para o desenvolvimento da tumorigénese
mamaria nestes individuos (King et al, 2007; Meric-Bernstam, 2007). De referir que
grande parte da literatura nesta area refere consistentemente a LOH do alelo wt como
evento necessario e sugestivo de patogenicidade de uma mutacdo. Segundo
Chenevix-Trench et al (2006), este enviesamento deve-se ao facto de a grande
maioria dos dados publicados serem referentes a mutacdes truncantes. Por outro lado,
as mutacbes missense patogénicas podem actuar como mutacdes dominantes-
negativas, sendo a perda do alelo wt menos comum nesta situacdo. Portanto, quer a
co-existéncia dos dois alelos, quer a perda do alelo wt sdo consistentes com a
patogenicidade. A perda do alelo mutado considera-se um evento menos consistente
com a patogenicidade de uma mutacdo (Chenevix-Trench et al, 2006; Domchek e
Weber, 2008).

E também importante avaliar as caracteristicas histopatolégicas dos tumores
de portadores de uma VSD, no sentido de analisar o grau de semelhangca com o
fendtipo “BRCA1-like” no caso de se tratar de uma VSD no gene BRCAL1 (Domchek e
Weber, 2008). No que respeita aos tumores BRCA2, esta analise ndo é tao informativa

devido a sua maior semelhanga com os tumores esporadicos.
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OBJECTIVOS

O presente trabalho tem como objectivos:

1.

Investigar o significado de VSD dos genes BRCA1 e BRCAZ2, identificadas em
familias Portuguesas.

Demonstrar a importancia dos diversos parametros de avaliacdo de
patogenicidade, nomeadamente os estudos ao nivel do processamento de
MRNA dos genes BRCA1 e BRCA2.

Proporcionar o diagndéstico pré-sintomatico aos elementos em risco das
familias portadoras de mutacao patogénica, permitindo a adop¢éo das medidas
de vigilancia e profilaxia adequadas aos portadores e reduzir a ansiedade dos

nao portadores da mutacdo da familia.
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MATERIAL E METODOS

1. Material biolégico

No presente trabalho foram estudadas 18 familias portadoras de 11 VSD no
gene BRCAL e 16 familias portadoras de 14 VSD no gene BRCA2 (a familia 25 é
portadora de uma VSD em cada gene). A identificacdo destas VSD resultou da
pesquisa de mutacOes germinativas nos genes BRCAL1 e BRCAZ2, realizada no Servico
de Genética do IPO-Porto, nas familias com critérios para estudo genético
seleccionadas previamente em consulta de aconselhamento genético.

Das 25 VSD estudadas, seis ndo estavam descritas na literatura e dez néo
tinham patogenicidade avaliada. As restantes nove variantes, apesar de ja terem sido
classificadas na literatura, foram analisadas para confirmar a respectiva classificacdo
com os dados obtidos a partir das nossas familias. Para a variante BRCAL ¢.4484G>T
apenas havia sido descrito na literatura o efeito ao nivel do processamento de mRNA
in vitro e ndo existiam dados de co-segregacdo da variante com a doenca. No que
respeita a variante BRCA1 c.211A>G e dado que identificamos trés familias
portadoras, tornou-se relevante confirmar a patogenicidade atribuida na literatura.

As VSD do gene BRCAL estudadas apresentam-se na Tabela 2 e as VSD do
gene BRCA2 na Tabela 3, estando representada a nomenclatura segundo a Human
Genome Variation Society (HGVS) e a designacdo do efeito previsto ao nivel da
proteina. A histdria familiar foi classificada segundo cinco categorias, de acordo com

0s critérios publicados em Peixoto et al (2006):

= >2CM - 2 ou mais casos de CM na familia (pelo menos 1 antes dos 50
anos);

= CM+CO -CM e CO na familia;

=  CMH - CM no homem com historia familiar de CM/CO;

= CMB - CM bilateral (pelo menos 1 diagnosticado antes dos 50 anos);

= 1CM - CM em idade precoce (antes dos 35 anos).

Apresenta-se também nas Tabelas 2 e 3 a probabilidade da familia ter mutacéo
patogénica no gene BRCAL1 ou BRCA2 estimado através do programa BRCAPRO, a
descricdo da VSD na literatura e o significado atribuido pelos autores que a

descreveram.
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Tabela 2: Dados referentes as 11 VSD do gene BRCAL1 identificadas em 18 casos indice

suspeitos de predisposi¢do hereditaria para CM e/ou CO.

Caso Variante Efeito na Histéria S ] )
o b o BRCAPRO | Significado | Descri¢céo na literatura
indice (HGVS)2 proteina familiar
22° CM+CO 0,16
7 c.211A>G p.Arg71Gly =2CM 0,20 Pat Vega et al (2001)
12 =2CM 0,99
11 2CMB 0,94
20 c.591C>T | p.Cys197Cys | =2CM 0,44 Poli Diez et al (2003)
30 2CMB 0,78
32 €.1486C>T | p.Arg496Cys | =2CM 0,32 SD Meindl (2002)
1 C.2428A>T | p.Asn810Tyr | CM +CO 0,04 SD Peixoto et al (2006)
6 €.2883C>T | p.Asn961Asn | =2CM 0,15 ND N&o descrita
9 22CM 0,33
€.3600G>T | p.GIn1200His PN Anczukow et al (2008)
10 22CM 0,36
4 >2CM 0,06 Deffenbaugh et al (2002)
8 CMH 0.94 Peixoto et al (2006)
c.4039A>G | p.Argl347Gly SD; PN Tavtigian et al (2006)
>
16 22CM 0,98 van der Hout et al (2006)
25¢ 22CM 0,36 Osorio et al (2007)
13 c.4132G>A | p.Vall378lle 22CM 0,05 SD Peixoto et al (2006)
Easton et al (2007)
24 c.4484G>T | p.Argl495Met | 22CM 0,52 Pat
Yang et al (2003)
22° €.4941C>T | p.Asnl647Asn| CM+CO 0,16 ND N&o descrita
3 ¢.5122G>C | p.Alal708Pro | CM+CO 0,91 SD Peixoto et al (2006)

Nota: @Nomenclatura de acordo com HGVS, BRCAL: GenBank U14680.1, com a numeracdo a comegar

no A do primeiro ATG. PEfeito previsto ao nivel da proteina. “Caso indice portador de duas VSD. dcaso

indice portador de uma VSD no gene BRCA1 e outra no gene BRCA2; PN - potencialmente neutra; SD -

significado desconhecido; ND - ndo descrita; Pat - patogénica; Poli - polimorfismo.
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Tabela 3: Dados referentes as 14 VSD do gene BRCAZ2 identificadas em 16 casos indice

suspeitos de predisposi¢do hereditaria para CM e/ou CO.

Caso Variante Efeito na Histéria S ] )
o b o BRCAPRO | Significado Descricdo na literatura
indice (HGVS)2 proteina familiar
21 c.2T>G p.MetlArg 22CM 0,27 SD BIC
26 1CMB 0,32 Santarosa et al (1999)
c.68-7T>A N Cod SD ]
258 >2CM 0,36 Milner et al (1999, 2000)
23 €.632-2A>C N Cod 22CM 0,88 ND N&o descrita
29 22CM 0,32 van der Hout et al (2006)
€.2803G>A | p.Asp935Asn SD; PN
31 =2CM 0,61 Spurdle et al (2008)
28" €.2817C>T | p.Thr940Thr 1CMB 0,25 ND N&o descrita
27 c.4271C>G |p.Serl424Cys| =22CM 0,78 SD BIC
] Wagner et al (1999)
18° | c.4563G>A | p.Leul52lLeu| =2CM 0,11 Poli o
Giannini et al (2006)
15 CM+CO 0,99
€.4670C>G | p.Thrl557Ser SD BIC
17 22CM 0,03
19 22CM 0,58
5 €.6347A>G | p.His2116Arg | =2CM NC SD BIC
14 =2CM 0,94
. ] Wagner et al (1999)
18 €.6513C>G | p.vVal2l71val | =2CM 0,11 Poli o
Giannini et al (2006)
Chenevix-Trench et al (2006)
2 C.7994A>G | p.Asp2665Gly | =2CM 0,11 SD; PN )
Peixoto et al (2006)
28" | c.8488-1G>A N Cod 1CMB 0,25 ND N&o descrita
33 | €.8954-5A>G N Cod >2CM 0,52 ND N&o descrita
28° C.9586A>G | p.Lys3196Glu| 1CMB 0,25 SD BIC

Nota: @Nomenclatura de acordo com HGVS, BRCA2: GenBank U43746.1, com a numeracdo a comegar

no A do primeiro ATG. "Efeito previsto ao nivel da proteina. NC - BRCAPRO n&o calculado por falta de

dados completos da histéria familiar. N Cod - N&o codificante. “Caso indice portador de duas mutacdes.

dcaso indice portador de trés mutacdes. ®Caso indice portador de uma VSD no gene BRCAL e outra no

gene BRCA2; PN - potencialmente neutra; SD - significado desconhecido; ND - n&do descrita; Pat -

patogénica; Poli - polimorfismo; BIC - Breast Cancer Information Core Database.
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Como controlos, foram analisadas amostras de DNA extraido de sangue
periférico de 186 individuos saudaveis (dadores de sangue), dos quais 5,9% eram do
sexo feminino e 94,1% do sexo masculino, com uma idade média de 46,6 anos e 52,2

anos, respectivamente.

2. Métodos

2.1. Extraccéo de 4cidos nucleicos

2.1.1. Extraccdo de DNA de sangue periférico

As amostras de sangue periférico foram colhidas em tubos esterilizados,
contendo o anticoagulante EDTA.

O isolamento do DNA gendémico a partir de células nucleadas foi realizado
recorrendo ao kit QIAmp® DNA Blood Maxi Kit (Qiagen) segundo as normas do

fabricante.

2.1.2. Extraccao de DNA de tecido incluido em parafina

Sempre que possivel, efectuou-se extraccdo de DNA de cortes de blocos de
parafina incluindo exclusivamente tecido tumoral ou tecido normal para evitar a
contaminacdo que possa estar inerente & macrodisseccdo. Quando ndo foi possivel
efectuar cortes independentes, realizou-se macrodisseccdo das areas de tumor e
tecido normal. A extraccdo de DNA foi efectuada segundo um método adaptado de
Lungu et al (1992). A qualidade do DNA extraido foi avaliada através de electroforese

em gel de agarose 0,8% (p/v), corado com solucdo de brometo de etideo 5ug/pL.

2.1.3.Extraccdo de RNA de sanque periférico

Para efectuar a extraccdo de RNA, efectuou-se primeiro a lise dos eritrocitos
com uma solugdo hipoténica (AKE: NH,Cl 155 mM; KHCO; 10 mM; EDTA 0,1 mM;
pH=7,4). AplGs a incubacgdo a 4°C e duas centrifugagbes, obteve-se um sedimento
(pellet) de células nucleadas. A extraccéo foi efectuada com solucdo monofésica de

fenol e guanidina tiocianato (Tripure™ - Roche) segundo as normas do fabricante.
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2.2. Reaccéo em cadeia da polimerase (PCR)

Para as reaccdes de PCR utilizaram-se os primers (oligonucleétidos iniciadores
de sintese) e as condicdes de PCR descritos por van der Hout et al (2006).
Efectuaram-se electroforeses em gel de agarose a 2% (p/v) corado com brometo de
etideo de todos os produtos amplificados. Posteriormente, procedeu-se a andlise dos
mesmos por DGGE e/ou sequenciacéo.

2.3. Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)

O método de denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) foi usado para os
estudos de segregacédo, co-ocorréncia e pesquisa das VSD em controlos normais. O
protocolo, assim como as condi¢des utilizadas, foram as descritas por van der Hout et
al (2006).

Na pesquisa de VSD em controlos normais, as amostras cujo padrdo diferia do
normal (independentemente de terem ou ndo padrdo de migracdo semelhante ao

controlo positivo) foram sequenciadas.

2.4. Sequenciacao

Para proceder a sequenciacao de produtos de PCR ou de bandas excisadas de
gel de agarose, efectuou-se a purificacdo dos mesmos através do kit GFX PCR DNA
and Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech). Os produtos de PCR ou
as bandas excisadas de gel foram purificados segundo o protocolo recomendado pelo
fabricante. Para avaliar a qualidade e quantidade dos produtos purificados,
submeteram-se os produtos a electroforese em gel de agarose a 2% (p/v) corado com
brometo de etideo.

A sequenciacio foi realizada em sequenciador automatico ABI PRISM ™ 310
Genetic Analyser, segundo o método de Sanger (Sanger et al, 1977). Na reaccéo de
sequenciacdo usaram-se 30 a 90 ng de DNA purificado com 4puL de Terminator Ready
Reaction Mix (Applied Biosystems), 0,7uL de primer e agua bidestilada (Braun) até
perfazer o volume de 20uL. Esta reaccdo, realizada num termociclador, consistiu numa
desnaturagdo inicial a 96°C durante 5 minutos (min), seguido de 35 ciclos de
desnaturagdo a 96°C durante 10 segundos (s), annealing a 52°C durante 5s e
extensdo a 60°C durante 4min.

Os produtos de sequenciagéo foram precipitados e purificados com acetato de
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soédio e etanol (Merck) de acordo com protocolos convencionais. De seguida as
amostras foram analisadas num sequenciador automatico ABI PRISM ™ 310 Genetic

Analyser.

2.5. Algoritmos informéaticos

Foram utilizados trés algoritmos informaticos acedendo aos respectivos

enderecos electronicos:

= ESEfinder verséo 2.0 - http://exon.cshl.edu/ESE/

=  PolyPhen - http://coot.embl.de/PolyPhen

= SpliceSiteFinder versdo 0.5 - http://violin.genet.sickkids.on.ca/ali-cgi-
bin/splicesitefinder.cgi.pl

Foram calculadas as respectivas eficiéncias (scores) para a sequéncia normal
e para a sequéncia com a VSD (do gene em causa), utilizando o algoritmo ou

algoritmos adequados a cada situacao.

2.6. Reverse Transcriptase - Polimerase Chain Reaction (RT-PCR)

As reaccoes de RT-PCR (Reverse Transcriptase - Polimerase Chain Reaction)
foram realizadas recorrendo ao QIAGEN OneStep RT-PCR Kit (Qiagen), seguindo as
instrucdes do fabricante. Os primers usados encontram-se na Tabela 4, assim como a
temperatura de annealing do RT-PCR e o nimero de repeticbes correspondentes. As
condicbes de RT-PCR foram 50°C durante 30min, 95 °C durante 15min, Nx ciclos de
94°C for 30s, Ta (°C) durante 1min e 72°C durante 1min, e extensédo final de 72°C

durante 10min.
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Tabela 4: Primers usados e condi¢bes para analise de mRNA por RT-PCR.

Gene

Variante
(HGVS)?2

Sequéncia dos primers

F- forward; R- reverse

Ta
(°C)

Prod.
ampl.
(bp)

N° de
ciclos
(Nx)

BRCA1

C.211A>G

B1EXx3F:
GTTGATCAAGGAACCTGTCTC (*)
B1EX6R:
ACTCCAAACCTGTGTCAAGCTG (*)

58

214

35

C.591C>T

B1EX6F:
CTTTTCAGCTTGACACAGGTTTGG
B1Ex10R:
GATTTCATCCCTGGTTCCTTGAGG

62

374

40

€.4484G>T

B1Ex13F:
GGCTGAACTAGAAGCTGTGTTAGAAC
B1Ex16R:
TCCATTGCATTATACCCAGCAGTA

57

654

40

BRCA2

c.2T>G

B2Ex1F:
GCGCGGTTTTTGTCAGCTTA
B2Ex3R:
ATGGTTTCCTTTGTGGAGTTTTAAA

55

201

40

C.68-7T>A

B2Ex1F:
GCTTACTCCGGCCAAAAAAGA
B2EXx6/7R:
GGTGTCTGACGACCCTTCACA

55

608

40

€.632-2A>C

B2EX7F:
TTAGCTACACCACCCACCCTTAGTT
B2Ex10R:
ATCAGTATCATTTGGTTCCACTTCAGAT

58

501

35

€.8488-1G>A

B2Ex18F:
ACCTCTTGAAGCCCCAGAATC
B2Ex21/22R:
CTTGCAAAGCACGAACTTGC

57

401

40

€.8954-5A>G

B2Ex21F:
GTGAAGAATGCAGCAGACCC
B2Ex23/24R:
GAAACCGGTAGTTGTTGATACTGA

60

401

35

Nota: @Nomenclatura de acordo com HGVS, BRCAL: GenBank U14680.1 e BRCA2: GenBank U43746.1 com a

numeracdo a comecar no A do primeiro ATG;

annealing; Prod. ampl. - produto amplificado.

2.7. Analise de fragmentos semi-quantitativa

(*) Primers descritos por Vega et al (2001); Ta - Temperatura de

Para a analise de fragmentos semi-quantitativa, foram realizadas reacc¢des RT-

PCR em multiplex usando simultaneamente os primers de RT-PCR da regido alvo do

controlo interno beta-2-microglobulina (B2M) (Tabela 5).
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Tabela 5: Primers usados para andlise de fragmentos semi-quantitativa.

Variante | Sequéncia dos primers T N° de
a .
Gene Fluor. (°C) ciclos

(HGVS)2 | F-forward; R- reverse (Nx)

B1Ex3F:
GTTGATCAAGGAACCTGTCTC
BRCA1 c.211A>G B1EXx6R: TET

ACTCCAAACCTGTGTCAAGCTG

B,MF: 58 3

CCTCCATGATGCTGCTTACATGTC
B2M NA BoMR: 6-FAM
ATGTCTCGCTCCGTGGCCTTAGCT

Nota: @Nomenclatura de acordo com HGVS, BRCAL: GenBank U14680.1 com a numeragdo a comegar no A
do primeiro ATG; TET - 4,7,2',7-tetracloro-6-carboxifluoresceina e 6-FAM - 6-carboxifluoresceina. NA - ndo

aplicavel; Fluor. - Fluorocromo; Ta - Temperatura de annealing.

A reaccdo ocorreu sob as condicdes acima descritas para o RT-PCR.
Submeteram-se os produtos amplificados a electroforese em gel de agarose a 2%
(p/v) corado com brometo de etideo. Uma vez verificada a amplificagcdo dos produtos
do RT-PCR, colocou-se 24puL de formamida (Merck) e 1uL de standard TAMRA
(internal fluorescence size standard - N,N,N,N’-tetrametil-6-carboxirodamina) (Applied
Biosystems), adicionou-se 0,1yuL do produto de RT-PCR, homogeneizando-se
suavemente. Apés desnaturacao (95°C, 5min), os produtos de RT-PCR foram sujeitos
a andlise de fragmentos num sequenciador automatico ABI PRISM ™ 310 Genetic
Analyser.

As areas dos diagramas obtidos por analise de fragmentos foram
normalizadas com a area do controlo interno (B2M) amplificado em multiplex.

A andlise estatistica dos resultados foi efectuada recorrendo ao programa
SPSS for Windows (versdo 11), considerando-se diferencas significativas quando
p<0,05.

2.8. RT-PCR Quantitativo

O RT-PCR Quantitativo foi realizado utilizando primers e sondas TagMan MGB
desenhados com base no programa Primer Express 2.0 (Applied Biosystems) e
adquiridos a Applied Biosystems. A sequéncia dos primers e sondas usadas
encontram-se na Tabela 6. Foi usado como gene de referéncia o gene c-abl oncogene
1 (ABL1), cujos primers e sonda se encontram disponiveis comercialmente (Applied

Biosystems).
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Para a realizacdo da reaccao de transcricdo reversa, sintetizou-se cDNA com o
kit SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen), de acordo
com as instrugcbes do fabricante. Cada amostra foi testada em triplicado, foram
incluidas varios controlos negativos com agua destilada e em cada andlise foram
incluidas vérias diluicdes em série de forma a construir as respectivas curvas padrao.
As reaccdes ocorreram num aparelho TagMan® ABI PRISM 7000 Sequence Detection
System (Applied Biosystems).

As reaccdes foram efectuadas em volume final de 25uL, contendo 5upL de
cDNA, 12,5ul de TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0,3uM de
cada primer e 0,2uM de sonda. As condi¢cbes de RT-PCR quantitativo foram as
seguintes: 2 min a 50°C, 10min a 95°C, seguidos de 50 ciclos de 15s a 95°C e
annealing a 60°C durante 1min.

Para determinar a expressao relativa dos transcritos alvo utilizou-se o método
Comparative Ct Method descrito por Schmittgen e Livak (2008). A andlise estatistica
dos resultados foi efectuada recorrendo ao programa SPSS for Windows (verséo 11),

considerando-se diferencas significativas se p<0,05.

Tabela 6: Primers e sondas usados para RT-PCR quantitativo.

Variante Sequéncia dos primers: F- forward; R- reverse;

Gene (HGVS): Transcrito

Sequéncia das sondas:S

F: GGGCCTTCACAGTGTCCTTTAT

R: CACAAATGATTTTCAATAGCTCTTCAAC
BRCA1-ex5FL

S: 5-FAM-TAAGAATGATATAACCAAA-MGB-3'
BRCAL | c.211A>G

F: ACCAGAAGAAAGGGCCTTCA

R: CACAAATGATTTTCAATAGCTCTTCAAC
BRCA1-A22ntex5

S: 5-FAM-TGTCCTTTATGAGCCTACAA-MGB-3’

Nota: 2Nomenclatura de acordo com HGVS, BRCAL: GenBank U14680.1 com a numeragdo a comegar no A

do primeiro ATG.
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2.9. Perda de heterozigotia e caracteristicas histopatolégicas dos

tumores

Foram obtidas amostras de tecido de blocos de parafina dos portadores de

VSD tratados no IPO-Porto para estudo de LOH, sendo os dados histopatolégicos

obtidos a partir do respectivo relatério histolégico (Tabelas 7 e 8). De referir que muitos

dos doentes ou familiares estudados ndo tinham sido operados nesta instituicdo, ndo

tendo sido possivel a obtencdo de amostra de tumor nestes casos.

Para o estudo de LOH nos portadores de VSD, procedeu-se a extraccdo de

DNA segundo os protocolos acima descritos. A andlise da perda de heterozigotia foi

efectuada por sequenciacao (quando possivel também por DGGE) do amplicdo que

englobasse a VSD.

Tabela 7: Dados histopatoldgicos dos tumores de portadores de VSD no gene BRCAL.

o Variante . . - . Receptores de Receptores de
Familia (HGVS)? Tipo histoldgico Origem estrogénio progesterona
22 (caso c.211A>G Carcinoma invasor grau 3, ¢/  Mama ND ND
indice) caracteristicas de medular esg.
atipico

22 (caso C.211A>G Carcinoma medular atipico Mama dta. Negativo Negativo

indice) grau 3

7 (irma) C.211A>G Carcinoma invasor grau 3, ¢/ Mama Negativo Negativo
caracteristicas medulares esq.

24 (caso C.4484G>T Carcinoma lobular invasor Mama dta. Positivo Positivo

indice) grau 2

24 (irm&) C.4484G>T Carcinoma ductal invasor Mama Negativo Negativo
grau 3 (dois nddulos esq.

independentes)

Nota: 2Nomenclatura de acordo com HGVS, BRCAL: GenBank U14680.1 com a numeragdo a comegar no A

do primeiro ATG; ND: Né&o disponivel.
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Tabela 8: Dados histopatoldgicos dos tumores de portadores de VSD no gene BRCA2.

Variante Receptores Receptores
Familia a Tipo histologico Origem ptores de
(HGVS) de estrogénio
progesterona
23 (irm&) €.632-2A>C  Carcinoma invasor multifocal Mama Positivo Positivo
(carcinoma ductal invasor
grau 2 e carcinoma mucinoso
grau 1)
23 (caso €.632-2A>C  Carcinoma ductal invasor Mama Positivo Positivo
indice) grau 3 com aspectos esq.
medulares
18 (caso €.4563G>A Carcinoma ductal invasor Mama Positivo Positivo
indice) grau 2
18 (caso €.6513C>G Carcinoma ductal invasor Mama Positivo Positivo
indice) grau 2

Nota: 2Nomenclatura de acordo com HGVS, BRCA2: GenBank U43746.1 com a numeragdo a comegar no A
do primeiro ATG; ND: Nao disponivel.

Analisaram-se também com a mesma metodologia cinco tumores de
portadores de mutacdes patogénicas do tipo frameshift nos genes BRCAL1 e BRCAZ2,

para posterior comparacao e validacéo de resultados (Tabela 9).

Tabela 9: Dados histopatoldgicos dos tumores de portadores de mutagdes patogénicas do tipo
frameshift no gene BRCA1 ou BRCAZ2.

Mutac&o patogénica Receptores Receptores de

Familia (HGVS)? Tipo histoldgico Origem de estrogénio  progesterona

34 (irmd)  BRCAL Carcinoma ductal ~ Mama Negativo Negativo
€.2155delG2155insCC ~ invasor grau 3

34 (caso BRCA1 Carcinoma ductal Mama ND ND

indice) €.2155delG2155insCC invasor grau 3

35 (caso BRCA1 Carcinoma papilar ~ Ovério NA NA

indice) €.2155delG2155insCC  seroso

36 (caso BRCA2 Carcinoma ductal Mama ND ND

indice) €.9097_9098insA invasor esq.

37 (caso BRCA2 Carcinoma ductal Mama ND ND

indice) €.9097_9098insA invasor grau 3 dta.

Nota: @Nomenclatura de acordo com HGVS, BRCA1l: GenBank U14680.1, BRCA2: GenBank U43746.1 com a

numeracdo a comecar no A do primeiro ATG; NA - Na&o aplicavel; ND - N&o disponivel.
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1. Estudos de segregacéao

Nas familias portadoras de VSD em que existiam familiares vivos afectados
com CM e/ou CO, efectuaram-se estudos de segregacédo da respectiva VSD com a
doenca. Verificou-se que dez VSD segregavam com a doenca na familia e oito VSD
nao segregavam. Os resultados obtidos encontram-se resumidos nas Tabelas 10 e 11.

2. Co-ocorréncia de VSD com mutacdes patogénicas

Verificou-se que cinco VSD co-ocorriam com mutacdo patogénica no mesmo
gene e trés VSD co-ocorriam com mutagédo no outro gene (BRCA1 ou BRCA2). Em
duas familias foi possivel verificar que as VSD co-ocorriam em trans com a mutagéo
patogénica no mesmo gene. Os resultados desta pesquisa encontram-se resumidos

nas Tabelas 10 e 11.
3. Frequéncia das VSD em controlos normais

A frequéncia das VSD na populacdo controlo foi avaliada em cinco VSD que
segregaram com a doenca na familia e nas quais nédo foi estudado o efeito ao nivel de
MRNA. Esta pesquisa foi efectuada por DGGE numa populacdo controlo de 186
individuos. Os resultados desta pesquisa encontram-se resumidos nas Tabelas 10 e
11.
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Tabela 10: Resultados dos estudos de segregacao, co-ocorréncia com mutacdes patogénicas e frequéncia na populagéo controlo das VSD do gene
BRCAL.

Frequéncia da VSD

,Cas_o Variantg Efeitq n% Co-segregacio da VSD na familia Co-gporréncia com mutacao patogénica na na populacio
indice (HGVS) proteina familia controlo

7 c.211A>G p.Arg71Gly S em irma CM 49 anos N&o co-ocorre com MP N&o analisada
32 €.1486C>T p.Arg496Cys NS em irm& CM 51 anos N&o co-ocorre com MP N&o analisada
1 C.2428A>T p.Asn810Tyr NS em prima CM 38 anos N&o co-ocorre com MP N&o analisada
6 €.2883C>T p.Asn961Asn NS em prima CM 45 anos N&o co-ocorre com MP N&o analisada
9 €.3600G>T p.GIn1200His  N&o foi possivel estudar Co-ocorre com BRCAL1 ¢.2088C>T" (trans?) N&o analisada
8 N&o foi possivel estudar Co-ocorre com BRCA2 ¢.156_157insAlu N&o analisada
16 c.4039A>G p.Argl347Gly Na&o foi possivel estudar Co-ocorre com BRCA2 ¢.156_157insAlu N&o analisada
25 NS em prima CM 42 anos N&o co-ocorre com MP N&o analisada
13 c.4132G>A p.Vall378lle NS em tia CM 40 e prima CM 46 anos  N&o co-ocorre com MP N&o analisada
24 c.4484G>T p.Argl495Met in%r: irma CM 50 e sobrinha CM 43 N&o co-ocorre com MP N&o analisada
22 €.4941C>T p.Asn1647Asn Nao foi possivel estudar Co-ocorre com BRCA1 ¢.211A>G? (trans) N&o analisada
3 c.5122G>C p.Alal708Pro S na mde CMB 37 e 39 anos N&o co-ocorre com MP 0/186

Nota: @Nomenclatura de acordo com HGVS, BRCA1: GenBank U14680.1, com a numeracdo a comegar no A do primeiro ATG; "Efeito previsto ao nivel da proteina; S - segrega; NS - néo
segrega; CM - Cancro da mama; CMB - Cancro da mama bilateral; MP - Mutacdo patogénica; 1Mutag€10 nonsense; 2Muta(;:?lo missense, cuja patogenicidade é esclarecida no presente
trabalho.
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Tabela 11: Resultados dos estudos de segregacao, co-ocorréncia com mutacdes patogénicas e frequéncia na populagéo controlo das VSD do gene

BRCA2.
Caso Variante Efeito na Co-seqreqacio da VSD na familia Co-ocorréncia com mutacéo patogénica na rl:;queggag:ioa vsb
indice (HGVS)® proteina® gregac familia popuiag
controlo

21 c.2T>G p.MetlArg S em sobrinha CM 38 anos N&o co-ocorre com MP N&o analisada
23 €.632-2A>C N Cod S em irma CM 45 anos N&o co-ocorre com MP N&o analisada
29 S namée CM 80 anos N&o co-ocorre com MP

€.2803G>A p.Asp935Asn 2/186
31 Nao foi possivel estudar N&o co-ocorre com MP
28° €.2817C>T p.Thr940Thr N&o foi possivel estudar Co-ocorre com BRCAZ2 ¢.8488-1G>A (trans?) N&o analisada
27 c.4271C>G p.Serl424Cys NS em prima CO 38 anos Co-ocorre com BRCA1 ¢.3817C>T! N&o analisada
18¢ c.4563G>A p.Leul521lLeu S na mae CM 54 anos N&o co-ocorre com MP 0/186
15 €.4670C>G p.Thr1557Ser NS em prima CMB 47 e 50 anos Co-ocorre com BRCA2 ¢.156_157insAlu (trans) Nao analisada
19 NS em prima CM 33 anos N&o co-ocorre com MP
14 C.6347A>G p.His2116Arg NS em irma CM 39 anos Co-ocorre com BRCAL c¢.2156delinsCC N&o analisada
5 N&o foi possivel estudar Co-ocorre com BRCAL c¢.2156delinsCC
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Frequéncia da VSD

%ZSige X_?gsgt)i EIgitteoinna% Co-segregacédo da VSD na familia fi‘?r;cl?l?;)rréncia com mutagdo patogénica na gsnpt(r)gltélagéo
18¢ €.6513C>G p.Val2171Val S na mde CM 54 anos N&o co-ocorre com MP 0/186
2 C.7994A>G p.Asp2665Gly S em irma CM 60 anos N&o co-ocorre com MP 0/186
28° €.9586A>G p.Lys3196Glu  Nao foi possivel estudar Co-ocorre com BRCAZ2 ¢.8488-1G>A (trans?) N&o analisada
33 €.8954-5A>G N Cod S em irma CMB 52 e 56 anos N&o co-ocorre com MP N&o analisada

Nota: @Nomenclatura de acordo com HGVS, BRCA2: GenBank U43746.1, com a humeracdo a comecar no A do primeiro ATG; "Efeito previsto ao nivel da proteina; © “Casos indice

portadores de duas VSD; S - segrega; NS - ndo segrega; CM - Cancro da mama; CMB - Cancro da mama bilateral; CO - Cancro do ovario; MP - Mutag&o patogénica; ‘Mutacdo nonsense; N

Cod - N&o codificante.
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4. Algoritmos informaticos: ESEfinder, Polyphen e

SpliceSiteFinder

No caso das VSD do tipo exoénico (missense) que ndo afectam regibes
consenso de splicing (exao-intrdo) foram aplicados os algoritmos ESEfinder e
Polyphen. No caso das VSD silenciosas foi apenas usado o ESEfinder (Tabelas 12 e
13). Para as VSD que afectam regides consenso de splicing ou regides intronicas foi
usado o SpliceSiteFinder (Tabelas 14 e 15).

Tabela 12: Resultados da previsao dos algoritmos informaticos ESEfinder e Polyphen para as
VSD do gene BRCAL.

Como, e EeShescinge

11;20; 30  ¢.591C>T p.Cys197Cys n&o altera ESEs NA

32 €.1486C>T p.Arg496Cys  diminui 1 SRp55 benign

1 C.2428A>T p.Asn809Tyr ganha 1 SRp55 grobab]y
amaging

6 €.2883C>T p.Asn961Asn ndo altera ESEs NA

9;10 €.3600G>T p.GIn1200His girg/iégsgﬁ?ﬁg;gquislc% benign

4;8;16;25 c.4039A>G p.Argl347Gly diminui 1 SF2/ASF ggonﬁggilzg

13 €.4132G>A p.Vall378lle  diminui SC35 benign

22 C.4941C>T  p.Asn1647Asn gi;{”g’;‘éi 1 SC35 e aumenta NA

3 ¢.5122G>C  p.Ala1708Pro g‘ggg 1 SRp55 e aumenta g;onfg‘gi'%’g

Nota: @aNomenclatura de acordo com HGVS, BRCAL: GenBank U14680.1, com a numeracdo a comegar no A

do primeiro ATG; PEfeito previsto ao nivel da proteina; NA- ndo aplicavel; SR proteins: SRp55, SC35, SF2/ASF,

SRp40.
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Tabela 13: Resultados da previsao dos algoritmos informéticos ESEfinder e Polyphen para as
VSD do gene BRCAZ2.

Caso Variante Efeito na .
indice (HGVS)? proteina® ESEfinder Polyphen
probably
21 c.2T>G p.MetlArg perde 1 SRp55 damaging
. x possibly
29; 31 €.2803G>A  p.Asp935Asn nao altera ESEs damaging
28 €.2817C>T  p.Thro940Thr perde 1 SF2/ASF NA
27 c.4271C>G p.Serl424Cys diminui 1 SC35 benign
18 €.4563G>A p.Leul521Leu perde 1 SRp40 NA
15; 17 c.4670C>G p.Thrl557Ser perde 1 SRp40 benign
o . L probably
5; 14;19 C.6347A>G  p.His2116Arg diminui 1SF2/ASF e 1SC35 damaging
18 c.6513C>G  p.val2171Val perde 1 SF2/ASF e ganha NA
SRp55
probably
2 C.7994A>G  p.Asp2665Gly perde 1 SRp40 damaging
28 €.9586A>G  p.Lys3196Glu ganha 1SF2/ASF benign

Nota: 2Nomenclatura de acordo com HGVS, BRCA2: GenBank U43746.1, com a numeragdo a comegar no A do
primeiro ATG; PEfeito previsto ao nivel da proteina; NA- ndo aplicavel; SR proteins: SRp55, SC35, SF2/ASF, SRp40.

Tabela 14: Resultados das eficiéncias (scores) dos splice sites previstas pelo algoritmo

informético SpliceSiteFinder para as VSD do gene BRCAL.

Caso Variante  Efeito na SpliceSiteFinder E(ﬁsiioérne(;ia
indice (HGVS)? proteina WT VSD WT VSD
7,12;22 c.211A>G  p.Arg71Gly AG|gtatat GG|gtatat 74,3 66,4
11; 20; 30 ¢.591C>T  p.Cysl97Cys CAG|gtgagt TAG|gtgagt 96,7 96,7
24 c.4484G>T p.Argl495Met AG|gtaaga AT|gtaaga 94,4 81,6

Nota: @Nomenclatura de acordo com HGVS, BRCAL: GenBank U14680.1, com a numeragdo a comecar no A do

primeiro ATG; PEfeito previsto ao nivel da proteina.
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Tabela 15: Resultados das eficiéncias (scores) dos splice sites previstas pelo algoritmo
informéatico SpliceSiteFinder para as VSD do gene BRCA2.

Caso Variante Efeito na SpliceSiteFinder Ef(i;:icir;g;a

indice (HGVS)? proteina® WT VSD WT VSD

26; 25 C.68-7T>A N Cod ttaaatag|A taaaatag|A 86,7 81,6

23 €.632-2A>C N Cod ttttgcag|A ttttgccg|A 89,0 0

28 €.8488-1G>A N Cod tattacag|T tattacaa|T 76,6 0

33 €.8954-5A>G N Cod caaacag|T cagacag|T 88,1 88,1
----------- tctccag|A 0 91,5

Nota: @Nomenclatura de acordo com HGVS, BRCA2: GenBank U43746.1, com a numeragdo a comegar no A do

primeiro ATG; "Efeito previsto ao nivel da proteina; N Cod - N&o codificante.

5. Efeito de VSD ao nivel do processamento do mRNA

O efeito das VSD que afectam as regifes consenso (exao-intrdo) foi testado ao

nivel do processamento de mRNA.
5.1. VSD do gene BRCA1

» C.211A>G

Esta mutacao foi identificada em trés familias aparentemente nao relacionadas,
estudadas no Servico de Genética do IPO-Porto. Trata-se de uma mutacéo localizada
na penultima base do exdo 5 do gene BRCAL, que havia sido descrita por Vega et al
(2001) como tratando-se de uma mutagéo patogénica fundadora da Galiza (Espanha).
Deste modo, tornou-se relevante quantificar o efeito deletério da referida alteragéo a
nivel do RNA e verificar se havia partilha de um ancestral comum entre as familias
portuguesas e espanholas (Santos et al, enviado para publicacao).

Realizou-se inicialmente RT-PCR com primers que amplificam do ex&o 3 ao
exdo 6 e obtiveram-se os resultados ilustrados na Figura 11. ApOs sequenciagdo das

bandas excisadas do gel de agarose, obteve-se a sequéncia dos referidos produtos:
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= bl: transcrito com a sequéncia integra entre os exdes 3 a 6 quer nos
individuos normais quer nos portadores de c.211A>G, sendo que estes Ultimos
apresentam apenas alelo normal a codificar o transcrito “normal” (Figura 12A).

= Db2: transcrito com delecdo out of frame de 22bp a 3" do exdo 5
(r.191 212del ou p.Cys64X) que esta presente nos individuos normais e nos
portadores de c.211A>G, (Figura 12A).

= b3: transcrito com delecdo in frame do exdo 5 (r.135_212del ou
p.Phe46_Arg71del) presente nos individuos normais e nos portadores de c.211A>G
(Figura 12B).

M PL P2 P3 N1 N2 N3

/ del 22bp

bl
b2—>

b3,

200bp

Figura 11: Padrdo electroforético dos produtos de RT-PCR obtidos para trés individuos
portadores da VSD ¢.211A>G (P1, P2 e P3) e trés controlos normais (N1, N2 e N3), sendo M o
marcador de pesos moleculares. A direita apresenta-se de forma esquemaética a sequéncia
correspondente as bandas obtidas no gel de agarose. De referir que o gene BRCAL néo
apresenta exdo 4 porque quando foi clonado designou-se erradamente como exdo 4 uma

insercdo Alu.
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ex. 3 ex. 5

I
‘. | ‘\ {lc.211A>G\

ex.3 ex.@ﬁ

A

Figura 12: Electroforogramas dos produtos de RT-PCR obtidos para a VSD c.211A>G. A -
sequenciacdo da banda b1l de um portador de ¢.211A>G (em cima), estando assinalado o local
da mutacdo que apresenta apenas o alelo normal. Em baixo esta representada a sequenciagéo
da banda b2 (igual nos individuos normais e nos portadores da VSD); B - sequenciacdo da

banda b3 (igual nos individuos normais e nos portadores da VSD).

Para confirmar as diferencas de quantidade de transcritos observadas na
electroforese dos produtos de RT-PCR entre os individuos portadores de ¢.211A>G e
os individuos normais, realizaram-se duas abordagens de quantificacdo dos referidos
transcritos:

v' Analise de fragmentos semi-quantitativa

Os resultados obtidos encontram-se ilustrados na Figura 13A. Verificou-se que
o transcrito “normal” (designado BRCA1-ex5FL) apresentava uma expressao média
relativa de 0,79 e 0,28 nos individuos normais e nos portadores de c.211A>G,
respectivamente (p=0,046). O transcrito com delecdo de 22bp a jusante do exdo 5
(BRCAL1-A22ntex5) representava 0,10 e 0,52 da expresséo total do gene BRCAL em
controlos e portadores da mutagdo, respectivamente (p=0,046). O transcrito com
delecdo do exdo 5 (BRCAL1-Aex5) representava 0,11 nos controlos e 0,20 nos

portadores de mutacéo, ndo sendo a diferenca estatisticamente significativa.
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v' RT-PCR Quantitativo

Utilizou-se RT-PCR quantitativo para confirmar por uma técnica independente

as diferencas observadas para os transcritos BRCA1-ex5FL e BRCAL1-A22ntex5 entre

0s portadores de mutacdo e o0s controlos normais. Verificou-se que a expressao

relativa do transcrito BRCAl-ex5FL era cinco vezes inferior nos portadores

relativamente aos normais, enquanto que o transcrito BRCA1-A22ntex5 apresentava

uma expressao trés vezes superior nos portadores da mutacdo relativamente aos

normais (Figura 13B). Esta diferenca € estatisticamente significativa (p=0,014).

BRCAI-A22ntex5

BRCAI-AexS BRCAI-ex5FL B2M

100 T m a T o
a0 |
200

I

i I

100 m k1] a
40
- |

) ‘ 1

il m M o
400
n | J

BRCAI-A22ntex5
BRCAI-Aex5 BRCAI-ex5FL B2M
10 T i} 30 T L]

i ‘

000

W

0.25 q

BRCAT-ex5FL BRCA1-A22ntex5
m N % P

Figura 13: A - Analise de fragmentos semi-quantitativa dos produtos de RT-PCR do exdo 3-6,

demonstrando a expressao relativa de cada transcrito e do controlo interno (B2M) em controlos

normais (em cima) e em portadores de ¢.211A>G (em baixo). B - Expressado relativa dos
transcritos (BRCA1-ex5FL e BRCA1-A22ntex5) por RT-PCR quantitativo em controlos normais

(N) e em portadores de c.211A>G (P). Ambos os métodos demonstram um aumento da

expressdo de BRCA1-A22ntex5 e uma diminuigdo de BRCAl-ex5FL nos portadores de

€.211A>G comparativamente aos controlos normais.
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» ¢.591C>T

A VSD ¢.591C>T localiza-se na antepenultima base do exao 9 e foi estudada
por RT-PCR usando primers que amplificam os exdes 6 a 10. Da analise por RT-PCR
de um portador da VSD ¢.591C>T e de controlos normais, obtiveram-se duas bandas
em ambos. ApGs a excisdo e sequenciacao das referidas bandas (bl e b2 na Figura
14) obteve-se:

= bl: banda de maior peso molecular correspondendo ao transcrito do exao
6-10 integro e também a um transcrito com dele¢éo dos trés primeiros nucleétidos do
exao 8 (CAG) (r.442_444del ou p.GIn148del) com manutencéo da grelha de leitura (in
frame).

= b2: banda de menor peso molecular correspondendo a um transcrito com
delecdo do exdo 9 (r.548_593del) e alteracdo da grelha de leitura (out of frame) com
formacdo de um codao de terminacdo permaturo na posicao 36 (p.Gly183ValfsX36).

Identificou-se também a delecao referida para bl (r.442_444del).

De referir também que, como esta se trata de uma mutacao exénica (localizada
a -3 no exao 9), foi possivel verificar a presenca dos dois alelos, ao nivel de cDNA, no

local da mutac&o no transcrito “normal” (Figura 15C).

M P N1 N2 N3

del CAG

7
E; del CAG
Y

Figura 14: Padrao electroforético dos produtos de RT-PCR obtidos para um individuo portador

200bp

da VSD c.591C>T (P) e trés controlos normais (N1, N2 e N3), sendo M o marcador de peso
molecular. A direita apresenta-se de forma esquematica a sequéncia correspondente as

bandas obtidas no gel de agarose.
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ex.7 ex. 8 +del CAG

A | | |‘ ! | | \
gDNA cDNA
MR IR RN MRS E KUERRI AR
in.9 ex.9 12 ex. 9
c.591C>T c.591C>T

A

Figura 15: A - Electroforograma da banda bl (comum aos portadores da VSD e ao individuos

normais) obtida por RT-PCR para a VSD ¢.591C>T; B - electroforograma do DNA gendmico de
c.591C>T onde esta assinalado o local da mutacdo (G>A na cadeia reverse); C -
electroforograma do DNA codificante de ¢.591C>T onde esté assinalado o local da mutagéo
(G>A na cadeia reverse).

> €.4484G>T

Para o estudo do efeito ao nivel de RNA da mutacéo ¢.4484G>T (localizada na
Gltima base do exdo 14) utlizaram-se primers do exdo 13-16 do gene BRCAL e
estudaram-se dois individuos portadores da referida alteracdo (o caso indice e uma
irma afectada na qual a VSD segregava) e cinco controlos normais. Da andlise de RT-

PCR obtiveram-se os transcritos ilustrados no gel de agarose (Figura 16), a saber:

= Dbl: banda de maior peso molecular correspondendo ao transcrito que
engloba a sequéncia integra dos exfes 13 a 16. De referir que no local da mutagdo
(Ultima base do exdo 14), apenas se observa o alelo normal (eletroforograma da
sequenciacdo em reverse assinalado com uma seta na Figura 17A).

= Db2: transcrito correspondendo a delecdo do exdo 14 out of frame
(r.4358_4484del) com formagéo de um cod&o de terminagdo permaturo na posi¢édo 10
(p.Alal1453GlyfsX10) (Figura 17B).

= (*): ndo foi possivel caracterizar este transcrito.
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= b4: este transcrito corresponde a delecédo in frame dos exdes 14 e 15
(r.4358_4675del ou p.Alal453 Leul558del) (Figura 17C).

M P1 P2 N1 N2

a 3 3 ~
= " Wy I . b1>| SXd0 18 | exaold | exdols | exdo 16 |

600bpfll
e

- . RN TR

INETERESE

Figura 16: Padrdo electroforético dos produtos de RT-PCR obtidos para 2 individuos
portadores da VSD c.4484G>T (P1 e P2) e dois controlos normais (N1 e N2), sendo M o
marcador de pesos moleculares. A direita apresenta-se de forma esquemaética a sequéncia

correspondente as bandas obtidas no gel de agarose.

C.4484G>T

|

AJ P W

ex. 13 ex. 15 ex. 13 ex. 16

h g i
| .“ ) / \V )

B LA A N VTR

Figura 17: Electroforogramas dos produtos de RT-PCR obtidos para a VSD ¢.4484G>T. A -
sequenciacao da banda bl de um portador da VSD onde se observa apenas o alelo normal (C
na cadeia reverse, assinalado com uma seta); B - sequenciagdo da banda b2 onde se observa

a delecdo do exdo 14; C - sequenciacdo da banda b4 revelando a delecdo dos exdes 14 e 15.
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5.2. VSD do gene BRCA2

> ¢.2T>G

A VSD ¢.2T>G afecta o coddo de iniciagdo do gene BRCAZ2, consistindo na
troca da meteonina iniciadora por uma arginina. Dada a localizacdo da mutacéo, e
mesmo nao se tratando de uma mutacdo de splicing, decidiu-se avaliar se esta
produzia algum efeito ao nivel do processamento do mRNA e se os dois alelos eram
efectivamente transcritos. Com este objectivo realizou-se RT-PCR com primers do
exao 1-3 e obteve-se o resultado ilustrado no gel de agarose da Figura 18. Depois de
sequenciados os produtos de RT-PCR (Figura 19), verificou-se que tanto os individuos
normais como o portador de ¢.2T>G apresentavam a sequéncia integra do exao 1 a 3,
verificando-se que o pico do alelo mutado (G) ao nivel do cDNA (Figura 19B) se

apresenta bastante menor do que ao nivel do DNA genémico (gDNA) (Figura 19A).

M P N1 N2

—> | exaol exao 2 exao 3

300bp

Figura 18: Padrao electroforético dos produtos de RT-PCR obtidos para um individuo portador
da VSD c.2T>G (P) e dois controlos normais (N1 e N2), sendo M o marcador de pesos
moleculares. A direita apresenta-se de forma esquematica a sequéncia correspondente ao

transcrito obtido no gel de agarose.
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gDNA cDNA

E
oo o|f

c.2T>G

A

Figura 19: A - Electroforograma da VSD c¢.2T>G onde se encontra assinalado o local da
mutacdo no DNA gendmico; B - Electroforograma do produto de RT-PCR obtido para a VSD
€.2T>G onde se encontra assinalado o local da mutag¢éo no cDNA.

» C.68-7T>A

A VSD c.68-7T>A afecta a posicdo -7 no intrdo 2 e foi identificada em duas
familias aparentemente nao relacionadas. Foi efectuado RT-PCR com primers do exéo
1 ao 6 e obtiveram-se trés transcritos (Figura 20) nos individuos portadores da VSD e

nos controlos normais, cujas sequéncias se apresentam a seguir:

= bl: transcrito “normal”’ (exado 1-6).

= b2: transcrito com delecdo in frame do exdo 3 (r.68 316del ou
p.Asp23_LeulO5del).

= b3: transcrito com delec¢do out of frame dos exbes 3 e 4 (r.68_425del), com
formacdo de um coddo de terminacdo permaturo na posicdo 10
(p.Asp23ValfsX10).

De referir que os transcritos normal (Figura 21A) e com dele¢do in frame do
exao 3 (Figura 21B) apresentam heterozigotia do SNP c.-26G>A, revelando que o

alelo mutado produz ambos os transcritos.

87



RESULTADOS

M
e’
e ?

P N

600bp

- B

2>

b3>

Figura 20: Padréo electroforético dos produtos de RT-PCR obtidos para um individuo portador
da VSD ¢.68-7T>A (P) e um controlo normal (N), sendo M o marcador de pesos moleculares. A
direita apresenta-se de forma esquematica a sequéncia correspondente aos transcritos obtidos

no gel de agarose.

PHF FTB B AU L £ e HTE 8 2

c.-26G>A C.-26G>A lﬂ '\
1 - |

/'\ 'Ik ,- .‘I‘I I\ ‘.U.’F".‘ -‘[‘I"‘] | )

Figura 21: Electroforogramas dos transcritos “normal” (A) e com delegc&o do exao 3 (B) obtidos

para a VSD ¢.68-7T>A. Ambos o0s transcritos sédo produzidos pelos dois alelos, como é visivel
pela presenca do SNP c.-26G>A em heterozigotia.
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> €.632-2A>C

A VSD ¢.632-2A>C localiza-se no intrdo 8 e afecta o nucleétido A da regido
conservada (AG) do 5'splice site. Para analisar o seu efeito ao nivel do
processamento do RNA, realizou-se RT-PCR com primers do exdo 7 ao 10, obtendo-
se os resultados da electroforese representada na Figura 22. A sequenciacdo das
bandas excisadas do gel (Figura 23) demonstrou tratar-se de:

= Dbl: banda de maior peso correspondendo ao transcrito normal (exdo 7 a
10) comum aos portadores de ¢.632-2A>C e aos individuos normais.

» Db2: banda intermédia correspondendo ao transcrito com delecdo dos
primeiros 73 bp do exdo 9 out of frame (r.682_754del), que leva a formag¢do de um
codao de terminagdo permaturo na posi¢ao 25 (p.Asn228ThrfsX25).

= b3: banda correspondente ao transcrito com delecdo out of frame do exao
9 (r.682_793del) que leva a formacdo de um coddo de terminagdo permaturo na
posicdo 12 (p.Asn228AspfsX12).

f del 73bp
500bp

exao 7 exao 8 exao 10

Figura 22: Padrdo electroforético dos produtos de RT-PCR obtidos para dois individuos
portadores da VSD ¢.632-2A>C (P1 e P2) e trés controlos normais (N1, N2 e N3), sendo M o
marcador de peso molecular. A direita apresenta-se de forma esquemaética a sequéncia

correspondente as bandas obtidas no gel de agarose.
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ex. 8' ex. 9

éx. 8 - dei 73pr ex. 9 I - | ' ex. 8 ex. 10

B A "}-' '-‘:I‘Il"‘ C

Figura 23: Electroforogramas dos produtos de RT-PCR obtidos para a VSD ¢.632-2A>C. A -
sequenciacdo da banda bl que apresenta o transcrito integro do exdo 7-10 tanto nos
individuos normais como nos portadores da VSD ¢.632-2A>C; B - sequenciacdo da banda b2,
exclusiva dos portadores de ¢.632-2A>C, onde se observa a delecdo de 73bp a 5'do exdo 9; C
- sequenciacéo da banda b3, exclusiva dos portadores de ¢.632-2A>C, revelando a delecéo do

exdo 9.

»> €.8488-1G>A

A mutacdo intronica ¢.8488-1G>A localiza-se na regido conservada do 3"splice
site (AG), afectando o ultimo nucledtido do intrdo 19. Esta VSD foi analisada por RT-
PCR com primers do ex&o 18 até a juncdo dos exdes 20 e 21 e obteve-se o resultado
ilustrado na imagem da electroforese dos produtos de RT-PCR (Figura 24). Obtiveram-
se trés bandas, quer no portador da referida VSD quer nos controlos, que foram
excisadas do gel de agarose e sequenciadas, tendo-se obtido os seguintes resultados
(Figura 25):

= b1l: transcrito com delecédo in frame de 12bp a 5°do ex&o 20 e retencdo de
64bp do intrdo 20 (r.8488_8499del; 8632_8633ins8632+4243_8363-1264), originando
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um coddo de terminagdo permaturo na posicdo 22 (p.Trp2830_Lys2833del;
p.Glu2878ValfsX22).

= Db2: transcrito correspondendo a banda com peso molecular intermédio

(~400bp) consistindo na sequéncia normal entre os exdes 18 e 21, apenas com
delecéo in frame de 12bp a 5 do ex&o 20 (r.8488_8499del ou p.Trp2830_Lys2833del).

» Db3: transcrito correspondendo a banda de menor peso molecular que

revelou a delecéo out of frame do exdo 20 (r.8488_8632del), com provavel formacao
de um cod&ao de terminacdo permaturo na posicao 13 (p.Trp2830LysfsX13).

»  b4: transcrito correspondendo a banda de maior peso molecular obtida nos
individuos normais, correspondendo a retencdo de 64bp do intrdo 20
(r.8632_8633ins8632+4243_8363-1264) com provavel formacdo de um coddo de
terminacdo permaturo na posicao 22 (p.Glu2878ValfsX22).

» Db5: transcrito obtido nos individuos normais, que consiste na sequéncia
normal entre os exfes 18 e 21.

= Db6: transcrito obtido nos individuos normais, que revelou a delecao in

frame do exdo 19 (r.8332_8487del ou p.lle2778_GIn2829del).

del 12bp

bl exdo s | exao19 | ex.20
del 12bp

b2>"exdo 15 |"exao 19 | "ex.20 | exao 1 |

b3>"exdo 16 | exao 19 | exdo 21 |

ba>

b5>

b6 >("exao 18 | exao 20 | exao 21 |

Figura 24: Padréo electroforético dos produtos de RT-PCR obtidos para um individuo portador
da VSD ¢.8488-1G>A (P) e dois controlos normais (N1 e N2), sendo M o marcador de peso
molecular. A direita apresenta-se de forma esquematica a sequéncia correspondente as

bandas obtidas no gel de agarose.
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ex. 19 ex. 20; del 12bp do ex. 20

ex.19 ex.21 ex. 20 ins 63bp do intrdo 20

Figura 25: Electroforogramas dos produtos de RT-PCR obtidos para a VSD ¢.8488-1G>A. A -
sequenciacdo que apresenta a delecao de 12bp no inicio do exdo 20 comum aos transcritos bl
e b2; B - sequenciacdo da banda b3, exclusiva do portador de ¢.8488-1G>A, onde se observa a
delecéo do exdo 20; C - sequenciacdo que apresenta a retencdo de 63bp do intrdo 20 comum
aos transcritos bl e b4.

» €.8954-5A>G

A mutacédo intronica ¢.8954-5A>G localiza-se no 3" splice site na posicdo -5 do
intrdo 22. Esta VSD foi analisada por RT-PCR com primers que amplificam os exdes
21 a 24 e obteve-se o resultado ilustrado na imagem da electroforese dos produtos de
RT-PCR (Figura 26). As bandas obtidas foram excisadas do gel de agarose e

sequenciadas (Figura 27), tendo-se obtido os seguintes resultados:

= Db1l: transcrito com retengéo out of frame das ultimas 4bp (ACAG) do intréo
22 no exdo 23 (r.8954-4 _8954-1ins), com formacdo de um coddo de terminacdo
permaturo na posicéo 34 (p.Val2985AspfsX34).

* b2 e b6: transcritos com delecdo in frame de 51bp do inicio do ex&o 23
(r.8954 9004del ou p.Val2985_ Thr3001del).
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= b3: transcrito in frame com dele¢do do exdo 22 e retencdo das ultimas 4bp
(ACAG) do intrédo 22 no exao 23 (r.8755_8953del; 8954-4 8954-1ins).

* b4: transcrito com delecdo out of frame do exdo 22 e 51bp do inicio do
exao 23 (r.8755_9004del), com formacgédo de um codao de terminacdo permaturo na
posicao 26 (p.Gly2919LysfsX26).

= Db5: transcrito correspondendo a sequéncia normal entre os exdes 21 e 24.

= b7: transcrito com delecéo out of frame do exédo 22 (r.8755_8953del), com
formacgdo de um codao de terminacdo permaturo na posicao 3 (p.Gly2919LeufsX3).

ins 4bp

b1>
P1 P1 N1 N2
del 51bp

Mt e »| exao2l [ exdo22 | ex23 | exdo2e |

ins 4bp

b3> S

del 51bp

ba>

b5>["S@0 2 607 | exa0o2s | exao ot |

b7>

Figura 26: Padrao electroforético dos produtos de RT-PCR obtidos para o individuo portador
da VSD ¢.8954-5A>G (P1) e os controlos normais (N1 e N2), sendo M o marcador de peso

molecular. A direita apresenta-se de forma esquemética a sequéncia correspondente as
bandas obtidas no gel de agarose.
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ex. 23 ex. 22 ex. 23 ins4bpdoin. 22

del 51bp do ex. 23 ex. 22

ex é3 d ex. 21 ' ex 23 del ex. 22 +ins 4bp in. 22

del 51bp do ex. 23  ex. ZJF
[

FLULE R AA L B A

Figura 27: Electroforogramas dos produtos de RT-PCR obtidos para a VSD ¢.8954-5A>G
(sequenciacdes da cadeia reverse). A - sequenciacdo correspondente ao transcrito normal dos
controlos normais (b5); B - sequenciacdo correspondente a banda bl dos portadores da VSD
onde se observa a retencao de 4bp do intréo 22; C - sequenciac¢éo correspondente as bandas
b2 e b6, comum aos portadores de mutacdo e aos controlos normais, que apresenta a delecao
de 51bp do inicio do exdo 23; D - sequenciacdo da banda b7 que apresenta delecdo do exao
22; E — sequenciacdo da banda b3 que apresenta dele¢@o do exd@o 22 e reten¢éo de 4bp do
intrdo 22; F — sequenciacdo da banda b4 que apresenta delecdo do ex&o 22 e de 51bp do exéo
23.
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6. Perda de heterozigotia

A analise de perda de heterozigotia ao nivel de tumores de portadores de VSD

e de portadores de mutacdo patogénica revelou os resultados apresentados nas
Tabelas 14 e 15.

Tabela 14 - Resultados da analise de perda de heterozigotia em tumores de portadores de
VSD nos genes BRCA1 e BRCAZ2.

Gene Variante Origem LOH
(HGVS)*

BRCA1l c.211A>G Mama esq. Presenca do alelo normal e mutado
BRCA1 C.211A>G Mama dta. Presenca do alelo normal e mutado
BRCA1l c.211A>G Mama esq. Presenca do alelo normal e mutado
BRCA1 c.4484G>T Mama dta. Presenca do alelo normal e mutado
BRCA1l C.4484G>T Mama esq. Presenca do alelo normal e mutado
BRCA2 €.632-2A>C Mama Presenca do alelo normal e mutado
BRCA2 €.632-2A>C Mama esq. Presenca do alelo normal e mutado
BRCA2 c.4563G>A Mama Presenca do alelo normal e mutado
BRCA2 €.6513C>G Mama Presenca do alelo normal e mutado

Nota: @8Nomenclatura de acordo com HGVS, BRCAL: GenBank U14680.1, BRCA2: GenBank U43746.1, com a

numeracao a comecgar no A do primeiro ATG.

Tabela 15 - Resultados da analise de perda de heterozigotia em tumores de portadores de

mutacgfes patogénicas no gene BRCA1 ou BRCA2.

Mutacgéo patogénica

Gene Origem LOH

(HGVS)*
BRCAl €.2155delG2155insCC Mama Presenca do alelo normal e mutado
BRCAl €.2155delG2155insCC Mama Presenca do alelo normal e mutado
BRCAl €.2155delG2155insCC Ovério Presenca do alelo normal e mutado
BRCA2 €.9097_9098insA Mamaesq. Presenca do alelo normal e mutado
BRCA2 €.9097_9098insA Mamadta. Presenca do alelo normal e mutado

Nota: @Nomenclatura de acordo com HGVS, BRCA1: GenBank U14680.1, BRCA2: GenBank U43746.1, com a

numeracao a comecgar no A do primeiro ATG.
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DISCUSSAO

Este trabalho teve como principal objectivo avaliar a patogenicidade de VSD
nos genes BRCA1 e BRCA2. Para melhor interpretacdo dos resultados subdividiram-
se as VSD em trés grupos: variantes muito provavelmente patogénicas, variantes

muito provavelmente neutras ou polimorficas e variantes que permanecem como VSD.
1. Variantes muito provavelmente patogénicas

v' BRCA1 c.211A>G (p.Arg71Gly)

Esta mutacdo afecta a penultimo nucleétido do exdo 5 e foi descrita por Vega
et al (2001) como sendo uma mutacdo patogénica que origina splicing aberrante.
Contrariamente ao descrito por estes autores, nds verificAmos que o mecanismo
responsavel pela patogenicidade desta mutacao é a alteracdo dos niveis normais de
transcritos alternativos produzidos nos portadores de mutagcdo comparativamente com
os individuos normais. Assim, o transcrito descrito como aberrante por Vega et al
(2001) é na realidade um transcrito alternativo presente também nos individuos
normais, mas em quantidade diferente dos individuos com mutacéo. Este desequilibrio
deve-se a producdo de transcrito wt (BRCA1-ex5FL) apenas pelo alelo normal nos
portadores, como se verificou pela sequenciacdo deste transcrito. Por RT-PCR
guantitativo, detectaram-se diferencas significativas na quantidade de transcrito wt e
BRCA1-A22ntex5 entre os portadores da mutacio e individuos normais, sendo que
nos primeiros a quantidade de transcrito wt é cinco vezes inferior e a quantidade de
transcrito BRCAL1-A22ntex5 €& trés vezes superior a quantidade detectada nos
segundos. Claes et al (2002) verificaram um efeito semelhante de alteracdo dos niveis
de transcritos alternativos produzidos, induzida por mutacfes intrénicas fora das
regides de splicing altamente conservadas (AG/GT) do exdo 5. Adicionalmente, as
caracteristicas histopatologicas dos tumores de dois portadores desta mutacdo sdo
compativeis com o fenétipo “BRCAL-like” descrito na literatura (Honrado et al, 2005), o
qgue reforga a conclusdo de que esta mutacdo € muito provavelmente patogénica e

confere predisposi¢éo hereditaria para CM e/ou CO nestas familias.
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v BRCAL c.4484G>T (p.Arg1495Met)

A mutacdo BRCAL c.4484G>T afecta o ultimo nucle6tido do exao 14 (acceptor
splice site). Segundo o programa SpliceSiteFinder, a substituicio de uma guanina por
uma timina nesta posicao diminui a eficiéncia deste splice site de 94,4 para 81,6. Na
andlise de RT-PCR identificaram-se transcritos alternativos (r.4358_4484del,
r.4358 4675del) tanto nos portadores de ¢.4484G>T como nos controlos. No entanto,
verificou-se que o transcrito wt s6 era produzido pelo alelo wt (G). Yang et al (2003)
estudaram in vitro a mesma mutacdo e verificaram que o alelo mutado apenas
produzia o transcrito com delecdo do exdo 14 (r.4358_4484del). Adicionalmente, nés
identificamos esta mutagcédo em trés familiares afectadas (caso indice com CMB aos 52
e 54 anos e duas familiares com CM em idade precoce). Dada a inexisténcia de dados
de segregacao na literatura e de estudos de RNA nos portadores da mutacdo, os
nossos resultados permitem-nos afirmar que esta mutacdo é muito provavelmente
patogénica e responsavel pela predisposi¢cdo hereditaria para CM e/ou CO nesta

familia.

v" BRCA2 c.632-2A>C

A VSD c.632-2A>C localiza-se a -2 no intrdo 8 (acceptor splice site), ndo esta
descrita na literatura e trata-se de uma variante que afecta a regido consenso de
splicing, originando dois transcritos aberrantes com alteracdo da grelha de leitura, o
gue leva a formacdo de coddes de terminacdo permaturos. Este splicing aberrante
estd de acordo com o indicado pelo SpliceSiteFinder, que prevé a perda completa do
acceptor splice site do intrdo 8 (onde ocorre a mutacéo). Esta variante segrega ha irma
do caso indice afectada com CM em idade precoce. Dado que esta mutacao origina
splicing aberrante e uma vez que ocorre na regido consenso de splicing altamente
conservada, podemos classificA-la como muito provavelmente patogénica e

responséavel pela predisposicdo hereditaria para CM e/ou CO nesta familia.

v' BRCAZ2 c.8488-1G>A

A VSD ¢.8488-1G>A nao esta descrita na literatura e afecta a posi¢cdo -1 do
acceptor splice site no intrdo 19, dando origem a dois transcritos aberrantes (delecéo
do exdo 20 e delecdo 12bp do inicio do exdo 20). Estes resultados estdo de acordo
com o indicado pelo SpliceSiteFinder, que prevé a perda do acceptor splice site do

exdo 20. De referir que foram detectadas duas formas de splicing alternativo
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classificadas como tal por estarem presentes nos controlos normais. Uma delas
consiste na retencédo de 63bp do intrdo 20 (descrita por Speevak et al (2003) como
“‘exdo 20A”) e outra na delec¢éo in frame do exdo 19. Deste modo, dada a presenca de
dois transcritos aberrantes no portador da VSD, ndo detectados em controlos normais,
podemos classifica-la como muito provavelmente patogénica e responsavel pela

predisposicdo hereditaria para CM e/ou CO nesta familia.
v" BRCAZ2 ¢.8954-5A>G

A VSD ¢.8954-5A>G nao esta descrita na literatura e afecta a posicdo -5 do
acceptor splice site no exao 23. Esta variante leva a formagdo de um transcrito
aberrante com retencao de 4bp do intrdo 22, que origina uma proteina truncada. Este
resultado estd de acordo com o programa SpliceSiteFinder, que mantém a eficiéncia
do acceptor splice site que da origem ao transcrito normal mas atribui uma eficiéncia
superior a um novo acceptor splice site induzido pela mutacdo (A>G), que leva
exactamente a retencao dos 4bp que nés observamos ao nivel do transcrito aberrante.
Adicionalmente, verificou-se a existéncia de transcritos alternativos (r.8755 8953del,
r.8954 9004del, r.8755 9004del) também descritos por Speevak et al (2003). No
entanto, o transcrito alternativo com delecdo do exdo 22 apresenta no portador da
VSD a retencédo de 4bp do intrdo 22 (Figura 26, banda b3), tornando-se deste modo
aberrante. Dado que a variante ¢.8954-5A>G foi identificada numa familiar afectada
com CMB e origina splicing aberrante podemos classifica-la como muito
provavelmente patogénica e responsavel pela predisposicao hereditaria para CM e/ou

CO nesta familia.

2. Variantes muito provavelmente neutras ou polimorfismos

v" BRCA1 ¢.591C>T (p.Cys197Cys)

A variante do gene BRCAL ¢.591C>T foi detectada em trés familias e afecta o
nucleotido -3 do exdo 9, originando a substituicdo de uma citosina por uma timina sem
alteracdo do aminoécido codificado (mutacdo silenciosa). Nao foi possivel efectuar
estudos de segregacdo da variante em nenhuma das familias portadoras. Dada a
localizagéo desta alteracdo (acceptor splice site) calculou-se a eficiéncia prevista pelo

SpliceSiteFinder e verificou-se que ndo havia alteracdo da eficiéncia de splicing
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prevista para este local (96,7). Apesar de a electroforese dos produtos de RT-PCR
poder sugerir uma maior quantidade de transcrito normal nos controlos
comparativamente ao portador da alteracdo, verificamos que o transcrito wt €
codificado por ambos os alelos. Adicionalmente Diez et al (2003) identificaram esta
alteracdo em 3% de uma populacdo controlo. Deste modo, 0s nossos dados
juntamente com os descritos na literatura permitem concluir que esta alteracdo é

provavelmente polimérfica.

v' BRCA1 ¢.1486C>T (p.Arg496Cys)

A partir dos estudos de segregacao foi possivel classificar esta variante como
provavelmente neutra por ndo segregar hum familiar afectado com CM aos 51 anos.
Adicionalmente, esta VSD é classificada como benign pelo Polyphen. Apesar de néo
se poder excluir a hipétese de se tratar de uma fenocépia, o facto de a VSD nao

segregar numa familiar afectada é altamente sugestivo do seu potencial neutro.

v' BRCA1 c.2428A>T (p.Asn810Tyr)

A VSD c.2428A>T nado segrega numa familiar afectada com CM em idade
precoce (38 anos). Esta variante é classificada pelo programa Polyphen como
probably damaging, corroborando Fleming et al (2003) que referem que esta VSD (por
se encontrar em local conservado) podera afectar a funcao da proteina. Estes dados
aparentemente contraditérios demonstram a necessidade de integrar os diferentes
critérios de avaliacdo de patogenicidade com a avaliacdo dos programas informaticos.
Sendo assim, o facto de esta alteracdo ndo segregar com a doenca, num familiar

afectado em idade precoce, € altamente sugestivo do seu potencial neutro.

v" BRCA1 ¢.2883C>T (p.Asn961Asn)

A variante ¢.2883C>T ndo segrega em familiar afectada com CM aos 45 anos.
Considerando pouco provavel que esta familiar se trate de uma fenocépia, e
atendendo a ndo segregacgéo desta VSD com a doenga, consideramos esta variante

muito provavelmente neutra.
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v BRCAL1 ¢.3600G>T (p.GIn1200His)

A VSD do gene BRCAL1 c.3600G>T foi detectada em duas familias, uma das
guais é também portadora da mutacao patogénica do gene BRCAL ¢.2088C>T. Dado
gue nao foi possivel efectuar estudos de segregacao nestas familias, ndo foi também
possivel avaliar se a variante se encontra ou ndo em trans com a mutacédo patogénica.
Adicionalmente, a referida VSD foi recentemente descrita por Anczukéw et al (2008)
como ndo estando associada a aumento de risco de desenvolver CM e/ou CO por ndo
segregar numa familia portadora e ndo provocar splicing aberrante. Apesar de nao ter
sido possivel verificar se a referida variante se encontra ou ndo no mesmo alelo da
mutacdo patogénica, atendendo aos dados da literatura que referem que a
coexisténcia de duas mutacfes patogénicas no mesmo alelo (cis) € um evento muito
raro (Domchek e Weber, 2008), e em concordancia com a descricdo de Anczukéw et

al (2008), pode-se classificar a VSD ¢.3600G>T como provavelmente neutra.

v BRCA1 c.4039A>G (p.Arg1347Gly)

A VSD ¢.4039A>G do gene BRCAL foi identificada em quatro familias, duas
das quais (8 e 16) portadoras da mutacdo patogénica do gene BRCA2
c.156_157insAlu cujo efeito deletério foi demonstrado por Peixoto et al (2008). Na
familia 25 verificou-se que a VSD nao segregava numa prima do caso indice afectada
com CM aos 42 anos. Adicionalmente, esta alteracdo foi classificada como
potencialmente neutra por varios autores (van der Hout et al, 2006; Tavtigian et al,
2006; Osorio et al, 2007). Apesar de muito raros, existem casos descritos na literatura
de individuos portadores de duas muta¢fes patogénicas (uma no gene BRCAL e outra
no gene BRCA2) (Choi et al, 2006; Smith et al, 2008). O programa Polyphen classifica
esta alteracdo como probably damaging devido ao grau de conservacdo da regido
onde esta presente, mas a co-ocorréncia desta VSD com uma mutacdo patogénica
noutro gene (BRCA2) em duas familias e a ndo segregacdo com a doenga numa

terceira familia, permite-nos classifica-la como provavelmente neutra.

v BRCAL c.4132G>A (p.Val1378lle)

Esta VSD nao segrega em duas familiares afectadas com CM aos 40 e 46 anos.

Adicionalmente, segundo o Polyphen esta variante é classificada como benign. Face a
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nao segregagdo em duas familiares afectadas com CM em idades precoces

consideramos esta variante provavelmente neutra.

v' BRCA1 c.4941C>T (p.Asn1647Asn)

A VSD ¢.4941C>T do gene BRCAL foi identificada no caso indice de uma
familia (22) portadora da mutacdo muito provavelmente patogénica BRCAL c.211A>G.
A referida variante ndo esta presente no Unico familiar portador da mutagdo
patogénica identificado até a data (filho do caso indice), o que significa que a VSD e a
mutacao patogénica encontram-se em alelos diferentes (trans). Deste modo, segundo
os dados da literatura que demonstram que individuos portadores de mutacbes
patogénicas em trans no gene BRCA1 sdo embrionicamente letais (Gowen et al, 1996;
Hohenstein et al, 2001; Howlett et al, 2002; Alter et al, 2007), pode-se concluir que

esta VSD é provavelmente neutra.

v BRCA2 ¢.2803G>A (p.Asp935Asn)

A VSD ¢.2803G>A foi detectada em duas familias, sendo que numa delas (29)
se verificou que estava presente na mée do caso indice com CM diagnosticado em
idade tardia. Apesar desta alteracdo se encontrar huma regido conservada do gene
BRCA2 (Polyphen), detectamo-la numa frequéncia superior a 1% na populacédo
controlo. Adicionalmente, Spurdle et al (2008) verificaram que esta alteracdo co-
segrega com mutacdo patogénica em trans. Deste modo, esta variante pode ser

classificada como polimorfismo.

v. BRCA2 ¢.2817C>T  (p.Thr940Thr); BRCA2  c.9586A>G
(p.Lys3196Glu)

Estas duas VSD estéo presentes no caso indice (28) portador de uma mutacéo
intrbnica no mesmo gene cuja patogenicidade é demonstrada no presente trabalho.
N&o foi possivel avaliar se as VSD se encontravam em trans com a mutagdo muito
provavelmente patogénica, devido a inexisténcia de familiares afectados. No entanto,
segundo os dados da literatura individuos homozigéticos para mutagbes patogénicas
sdo letais ou originam fenétipo de Anemia de Fanconi tipo D1 (Howlett et al, 2002;

Alter et al, 2007) e é muito raro haver individuos com duas mutac¢des patogénicas no
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mesmo alelo (cis) (Domchek e Weber, 2008). Deste modo, & luz dos resultados

obtidos, classificamo-las como provavelmente neutras.

v' BRCA2 ¢.4271C>G (p.Ser1424Cys)

A VSD ¢.4271C>G néo segrega em familiar diagnosticada com CO em idade
precoce e co-ocorre com mutagdo patogénica no gene BRCAL. Deste modo, podemos

classifica-la como provavelmente neutra.

v. BRCA2 .4563G>A (p.Leul521Leu); BRCA2 ¢.6513C>G
(p.Val2171Val)

As VSD c.4563G>A e ¢.6513C>G estdo presentes no caso indice (18) e
segregam na mae afectada com CM aos 54 anos. Estas variantes silenciosas néo
foram encontradas na nossa populacéo controlo, mas Wagner et al (1999) descrevem
uma frequéncia superior a 1% numa populacdo de 166 individuos para ambas as
mutacdes. Os nossos dados ndo o permitem afirmar, mas atendendo aos dados da

literatura classificamo-las como polimorfismos.

v BRCA2 ¢.4670C>G (p.Thr1557Ser)

A VSD ¢.4670C>G foi identificada em duas familias, sendo que numa delas
(15) ndo segrega num familiar afectado com CMB e co-ocorre em trans com mutacao

patogénica no mesmo gene. Podemos entéo classifica-la como provavelmente neutra.

v BRCA2 ¢.6347A>G (p.His2116Arg)

Esta VSD foi detectada em trés familias e em duas delas (14 e 19) ndo
segregou em individuos diagnosticados com CM em idade jovem. Adicionalmente,
duas das familias (5 e 14) séo portadoras de mutagdo patogénica no gene BRCAL.
Atendendo a estes resultados, podemos classifica-la como variante provavelmente

neutra.

105



DISCUSSAO

3. Variantes que permanecem como VSD

v" BRCA1 ¢.5122G>C (p.Alal708Pro)

A VSD ¢.5122G>C do gene BRCA1l foi identificada em dois familiares
afectados (caso indice com CO e mée do caso indice, afectada com CMB aos 37 e 39
anos de idade). Esta alteragdo nao foi identificada em 186 controlos normais e esté
descrita na literatura apenas nesta familia como VSD (Peixoto et al, 2006). Esta
descrita uma mutacdo missense patogénica que afecta o mesmo codao, mas que
origina um aminoacido diferente (Vallon-Christersson et al, 2001; Diez et al, 2003).
Adicionalmente, este codao localiza-se no terminal carboxilo do BRCAL na regido dos
dominios BRCT, envolvidos nas funcbes de reparacdo do DNA. Estdo também
descritas como patogénicas outras mutacdes que afectam estes dominios (Vallon-
Christersson et al, 2001; Osorio et al, 2002; Diez et al, 2003; Carvalho et al, 2007;
Spurdle et al, 2008). Apesar da variante ¢.5122G>C originar a troca de uma alanina
por uma prolina (ambos aa neutros), é classificada no Polyphen como probably
damaging. Serdo necessarios estudos funcionais para avaliar o efeito desta alteracao

ao nivel da funcéo da proteina.
v' BRCA2 ¢.2T>G (p.Met1Arg)

A VSD ¢.2T>G esté localizada no codao de iniciacdo do gene BRCA2 e esta
descrita na BIC como variante de significado desconhecido. Ao nivel do
processamento do mMRNA nao se observaram altera¢cdes no portador da VSD, apenas
se verificou uma aparente reducdo do alelo mutado ao nivel de cDNA
comparativamente ao obtido no gDNA. Verificou-se também que esta VSD segrega
em familiar afectada com CM em idade precoce. Existem dados na literatura que
referem uma eficiéncia de traducdo de apenas 7,4% do coddo AGG em vez de ATG
no gene ACAT1/T2 (Mitocondrial Acetoacetyl-CoA Thiolase) (Fukao et al, 2003). Estes
dados sugerem que esta alteracdo é patogénica, mas serd necessario efectuar
estudos quantitativos de RNA e de proteina de forma a confirmar os dados acima

referidos.
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v" BRCA2 c.68-7T>A

A VSD c.68-7T>A afecta o acceptor splice site do intrdo 2 do gene BRCAZ2 e foi
inicialmente descrita por Santarosa et al (1999) como de significado desconhecido. O
gene BRCA2 apresenta splicing alternativo do exédo 3 ja descrito por alguns autores
(Nordling et al, 1998; Peixoto et al, 2008; Vreeswijk et al, 2008). Apesar de se tratar de
uma delecéo in frame ndo se sabe qual a implicacdo funcional da auséncia do exao 3
na proteina BRCA2. Por um lado, esta regido contém dois dominios de transactivacao
importantes e € necessaria para a fosforilacdo da BRCA2 (Milner et al, 1997, 2000).
Por outro lado, verificamos que tanto o alelo mutado como o wt contribuem para o
transcrito “normal”, ao contrario do que observamos com a mutagdo patogénica
BRCA2 c.156_157insAlu, em que se observa que apenas o alelo ndo mutado produz
transcrito wt (Peixoto et al, 2008). Dado que segundo o SpliceSiteFinder existe uma
ligeira diminuicdo de eficiéncia do acceptor splice site afectado por esta VSD e que
nao dispomos de familiares para efectuar estudos de segregacdo ou de outros dados

gue nos permitam tirar conclusfes, esta variante permanece classificada como VSD.

v BRCA2 ¢.7994A>G (p.Asp2665Gly)

A VSD ¢.7994A>G segrega na irma do caso indice com CM aos 60 anos. Esta
variante ndo foi detectada na nossa populacdo controlo, mas Chenevix-Trench et al
(2006) detectaram esta alteracdo numa baixa proporcdo de controlos (1/180). Como
esta alteracdo se encontra huma regido conservada do gene BRCA2 (Polyphen) e
segrega com a doenca, sera necessario estudar um maior nimero de controlos e

realizar estudos funcionais para esclarecer o efeito desta variante ao nivel da proteina.

4. Avaliacao integrada da patogenicidade das VSD

Foram obtidos dados de segregagédo em 18 das 33 familias analisadas, o que
permitiu classificar oito VSD (presentes em nove familias) como provavelmente
neutras por ndo segregarem com a doenca na familia. Por outro lado, as restantes 10
VSD (presentes em nove familias) segregam com a doencga. A co-ocorréncia com
mutacdo patogénica no mesmo gene permitiu classificar quatro VSD como
provavelmente neutras (duas do gene BRCAl e duas do gene BRCA2). A co-

ocorréncia com mutagdo patogénica no mesmo gene em concomitdncia com a néo
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segregacao da VSD permitiu classificar uma variante do gene BRCA2. A frequéncia
detectada na nossa populagdo controlo permitiu classificar uma VSD como
polimorfismo. Em trés das VSD os dados de segregacdo corroboraram os resultados
obtidos do processamento de mMRNA, que indicaram ser altamente provavel a
patogenicidade destas alteracOes. No total, o efeito no mMRNA permitiu demonstrar a
patogenicidade de cinco VSD, presentes em sete familias.

Como se pode verificar nas Tabelas 12 e 13, a previsdo do programa
ESEfinder na maioria dos casos ndo foi concordante com o significado que se veio a
atribuir as diversas VSD com base nos restantes critérios avaliados. Por este motivo,
nao foi incluido este parametro na discussao individual das VSD. Por outro lado, os
resultados obtidos pelos programas Polyphen e SpliceSiteFinder foram, em geral, mais
congruentes com os dados derivados de outras estratégias de avaliacdo de
patogenicidade. Este facto demonstra que os programas informaticos por si s6 nédo
sdo um critério suficiente para avaliacdo da patogenicidade e devem ser integrados
com os restantes parametros.

A analise de LOH nos tumores analisados de portadores de VSD nao foi
conclusiva, uma vez gque nao foi observada perda de heterozigotia em nenhum caso.
Como foi possivel verificar, as mutacdes BRCA1 c¢.211A>G, BRCAL ¢.4484G>T e
BRCA2 632-2A>C sdo muito provavelmente patogénicas e, no entanto, ndo se
observou perda do alelo wt nas amostras de tumor analisadas. De referir que foram
analisadas amostras de tumor de portadores de mutacdes patogénicas (frameshift) de
forma a validar os resultados obtidos por este tipo de analise e verificou-se que estes
tumores também apresentavam retencéo do alelo normal. Assim sendo, ndo sabemos
se estes resultados se devem a contaminag¢do com tecido normal (dado que nao foi
efectuada microdissec¢do dos tumores) ou se indicam que a perda do alelo normal
nao € um evento crucial no desenvolvimento tumoral. Estes resultados podem ser
explicados por fendmenos de haploinsuficiéncia dos genes BRCA (King et al, 2007;
Meric-Bernstam et al, 2007) ou por silenciamento epigenético do alelo normal nas

células tumorais (Esteller et al, 2001; Herman et al, 2003).
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5. Conclusao

Neste estudo analisaram-se seis VSD novas, trés das quais se verificou serem
muito provavelmente patogénicas e as outras trés provavelmente neutras. Os nossos
resultados permitiram alterar a classificacédo da literatura de 10 VSD classificando nove
como provavelmente neutras e uma como polimorfismo. Relativamente as restantes
nove variantes analisadas, manteve-se a classificacdo da literatura de quatro
classificadas como VSD e de trés como polimorfismos (Tabela 16). Apesar de
corroborarem a patogenicidade atribuida na literatura as variantes BRCAL c.211A>G e
BRCAL1 ¢.4484G>T, os nossos resultados permitiram clarificar os mecanismos
responsaveis por essa patogenicidade.

Neste trabalho demonstrou-se, também, a importancia da integracdo dos varios
parametros de avaliacdo da patogenicidade de VSD com os modelos tedricos,
nomeadamente programas informaticos. Verificou-se também a relevancia dos
estudos de mRNA nos genes BRCAL e BRCA2 e sua interpretacdo por comparacao
com individuos normais, nomeadamente devido aos diversos mecanismos de SA que
ocorrem nestes genes.

Os resultados deste trabalho tornaram possivel proporcionar a realizacdo de
diagnéstico pré-sintoméatico em sete familias portadoras de mutacdes muito
provavelmente patogénicas, tendo-se até a data realizado o diagndstico pré-
sintomatico de 15 individuos pertencentes a estas familias. Este diagndstico permite a
adopcdo de medidas profilacticas nos individuos portadores de mutacdo e a reducao
da ansiedade dos ndo portadores. Por outro lado, este estudo permite seleccionar as
familias cujas variantes ndo se revelaram patogénicas para o estudo de outros genes

ou para o estudo de mutacBes ndo detectaveis pelas técnicas actuais.
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Tabela 16: Sintese da classificacdo das VSD dos genes BRCA1 e BRCA2 analisadas e da

contribuicdo deste trabalho para o seu esclarecimento.

Gene VSD Classificacéo actual Contribuicdo

BRCA1 c.211A>G Muito provavelmente patogénica Confirmacéo de classificagéo
BRCA1 ¢.591C>T Polimorfismo Confirmacéo de classificagédo
BRCA1 ¢.1486C>T Provavelmente neutra Alteracao de classificacdo
BRCA1 c¢.2428A>T Provavelmente neutra Alteracao de classificacdo
BRCA1 ¢.2883C>T Provavelmente neutra Variante nova

BRCA1 ¢.3600G>T Provavelmente neutra Alteracao de classificacdo
BRCA1 ¢.4039A>G Provavelmente neutra Alteracao de classificacdo
BRCA1 cc.4132G>A Provavelmente neutra Alteracao de classificacdo
BRCA1 .4484G>T Muito provavelmente patogénica Confirmacdéo de classificagédo
BRCA1 c¢.4941C>T Provavelmente neutra Variante nova

BRCA1l ¢.5122G>C Significado desconhecido Confirmacdéo de classificacédo
BRCA2 ¢.2T>G Significado desconhecido Confirmacdao de classificacédo
BRCA2 c.68-7T>A Significado desconhecido Confirmacéo de classificacdo
BRCA2 ¢.632-2A>C  Muito provavelmente patogénica  Variante nova

BRCA2 ¢.2803G>A Polimorfismo Alteracédo de classificagédo
BRCA2 ¢.2817C>T Provavelmente neutra Variante nova

BRCA2 ¢.4271C>G Provavelmente neutra Alteracéo de classificagéo
BRCA2 ¢.4563G>A Polimorfismo Confirmagéo de classificagéo
BRCA2 ¢.4670C>G Provavelmente neutra Alteracéo de classificagéo
BRCA2 ¢.6347A>G Provavelmente neutra Alteracéo de classificagéo
BRCA2 ¢.6513C>G Polimorfismo Confirmagéo de classificagéo
BRCA2 ¢.7994A>G Significado desconhecido Confirmagéo de classificagéo
BRCA2 ¢.8488-1G>A Muito provavelmente patogénica  Variante nova

BRCA2 ¢.8954-5A>G Muito provavelmente patogénica  Variante nova

BRCA2 ¢.9586A>G Provavelmente neutra Alteracéo de classificagéo

110



ESTUDOS FUTUROS






ESTUDOS FUTUROS

Face aos resultados obtidos no presente trabalho, propomos como estudos

futuros:

1. Alargar a populacdo controlo para as VSD j& estudadas e avaliar a
frequéncia das VSD que segregam com a doenca na familia ou que co-
ocorrem com mutagfes patogénicas;

2. Quantificar os transcritos produzidos ou realizar estudos de expressao
proteica nas VSD sugestivas de alterar os niveis de transcritos ou de
proteina;

3. Realizar estudos funcionais nas VSD que afectam regibes conservadas e

gue permanecem com significado desconhecido.
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