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Enquanto houver amizade
Pode ser que um dia deixemos de nos falar, mas, enquanto houver amizade,
faremos as pazes de novo.
Pode ser que um dia o tempo passe. Mas, se a amizade permanecer, um do outro
ha de se lembrar.
Pode ser que um dia nos afastemos, mas, se formos amigos de verdade, a
amizade nos reaproximara.
Pode ser que um dia ndo mais existamos. Mas se ainda sobrar amizade,
nasceremos de novo, um para o outro.
Pode ser que um dia tudo acabe. Mas com a amizade, construiremos tudo
novamente, cada vez de forma diferente, sendo unico e inesquecivel cada

momento que juntos viveremos e nos lembraremos para sempre.

(Albert Einstein)
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ESTRUTURA

Apés os itens INTRODUCAO, REVISAO DA LITERATURA,
JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS, esta dissertacdo apresenta um manuscrito
redigido nos moldes do peridédico a que foi submetido: Cancer Letters. Materiais e
meétodos, resultados e discussao encontram-se no artigo.

O item CONSIDERACOES FINAIS contém interpretagbes e comentarios
gerais.

O item REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS refere-se somente as citagbes
que aparecem na introdugao e na revisédo da literatura.

O item ANEXOS contém dados da pesquisa bibliografica, protocolos, ficha
de coleta de dados utilizados, documentos do projeto e heredogramas de todas as

familias incluidas no trabalho.
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O céancer é uma doenca génica originada pelo acumulo de mutacbes
promovidas por um comportamento agressivo de crescimento de clones celulares.
A grande maioria dos casos de cancer € causada por mutagbes somaticas.
Entretanto, aproximadamente 1% dos tumores aparecem em individuos com uma
clara sindrome hereditaria ao cancer (Fearon, 1997).

O cancer afeta a todos (do jovem ao velho, do rico ao pobre, homens,
mulheres e criangas) e representa uma grande aflicdo para pacientes, familiares e
sociedades. Aproximadamente 40% de todos os tumores podem ser prevenidos.
Outros podem ser detectados precocemente, tratados e curados (OMS, 2009).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008, validas também para o ano
de 2009, apontam que ocorrerdo 466.730 casos novos de cancer. Espera-se que
os tipos mais incidentes, a excegcdo do cancer de pele do tipo ndo melanoma,
sejam os canceres de prostata e de pulméo, no sexo masculino, e os canceres de
mama e de colo do utero, no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da
magnitude observada no mundo (INCA, 2008).

O cancer de mama (CM) é o segundo tipo de tumor mais freqiente no
mundo e 0 mais comum entre as mulheres. A cada ano, cerca de 22% dos casos
novos de cancer em mulheres sdo de mama (INCA, 2008).

No que concerne a incidéncia, o cancer de colon e reto (CCR) é a terceira
forma mais comum de cancer no mundo, em ambos 0s sexos, € a segunda em
paises desenvolvidos (INCA, 2008).

A identificacdo adequada de pacientes com formas hereditarias de cancer

de mama e célon juntamente com a abordagem molecular para a deteccdo das
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mutagdes associadas ainda sao desafios no contexto do rastreamento e
aconselhamento genético em todo mundo.

Embora ndo haja consenso sobre a real existéncia de uma sindrome de
predisposi¢cao hereditaria ao cancer de mama e coélon, essa entidade foi descrita
em 2003 por Meijers-Heijboer e colaboradores (Meijers-Heijboer et al., 2003) e
posteriormente relatada também por outros autores como sindrome HBCC (do
inglés Hereditary Breast and Colorectal Cancer) (Lipton et al., 2002; Abajo et al.,
2005; Naseem et al., 2006).

Em virtude das altas incidéncias destes tumores na populacéo brasileira e
da escassez de estudos sobre a sindrome HBCC, propomos como resultado deste
trabalho oferecer a estas familias um aconselhamento genético acompanhado do

diagnéstico clinico através de rastreamento molecular confirmatério.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer de Mama

O céncer de mama (CM) é no mundo todo, incluindo o Brasil, um problema
de saude publica, sendo a primeira causa de morte por cancer em mulheres. O
CM, bem como outros tumores, é desenvolvido devido a uma desregulagdo da
proliferacdo celular causada por mutagdes em determinados genes relacionados
ao controle do ciclo celular. O acumulo de mutagdes nas células tumorais causa
instabilidade genbmica (por exemplo, deleg¢des, duplicacbes e/ou rearranjos

génicos) desencadeando o desenvolvimento do tumor. (Ferreira & Rocha 2006).

2.1.1 Epidemiologia do Cancer de Mama

O CM afeta uma de cada oito mulheres nos Estados Unidos. Mundialmente,
o CM é o tumor mais freqliente em incidéncia e mortalidade no sexo feminino,
correspondendo a 22% de todos os casos de cancer em mulheres, e 26% dos
casos em paises desenvolvidos, correspondendo a mais de duas vezes a
ocorréncia de cancer em mulheres comparado com a ocorréncia de cancer em
qualquer outro 6rgao (Tavassoli et al. 2003; Allain, 2008).

Em paises desenvolvidos, tem havido um aumento persistente na
incidéncia de CM, acompanhado da reducdo da mortalidade na faixa etaria maior

que 50 anos, provavelmente devido a garantia de acesso a saude e a adogéao de

politicas de deteccédo precoce do tumor. (Firth & Hurst , 2005; Tavassoli et al.

2003). O cancer de mama € o segundo tipo de cancer mais freqiente no mundo e

20



0 mais comum entre as mulheres. A cada ano, cerca de 22% dos casos novos de

cancer em mulheres sao de mama (INCA, 2008).

O numero de casos novos de CM esperados para o Brasil, no ano de 2008
e 2009, é de 49.400 a cada ano, com uma incidéncia estimada de 51 casos a cada
100 mil mulheres (INCA, 2008). Segundo estimativas do INCA (Instituto Nacional
do Céancer) para 2008 e 2009, na regido Sudeste o CM é o mais incidente entre as
mulheres, com uma estimativa de 68/100.000 novos casos. Sem considerar 0s
tumores de pele ndo melanoma, o CM também é o mais frequente nas mulheres
das regides Sul, Centro-Oeste e Nordeste com uma estimativa de 67/100.000,
38/100.000 e 28/100.000, respectivamente. Na regido Norte, o CM €& o segundo
tumor mais incidente (16/100.000) (INCA, 2008).

O estado do Rio Grande do Sul (RS) aparece como o segundo estado com
maior incidéncia da doencga (85,5/100.000 mulheres). Em primeiro lugar, esta o
estado do Rio de Janeiro (92,77/100.000) e o terceiro estado mais incidente em
CM ¢é Séo Paulo (72,5/100.000) (INCA, 2008).

A mortalidade por CM é a mais alta de todas as neoplasias malignas na
mulher, chegando a 15% nos EUA, com 40.410 mortes estimadas para 2007. Os
dados da American Cancer Society mostram que houve um aumento da
mortalidade entre 1983 e 1987, continuou o aumento, menos importante, entre
1987 e 2001, ficando estavel entre 2001 e 2003, revelando pequena reducao a

partir dali (Silveira, 2008).
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2.1.2. Principais Fatores de Risco para Cancer de Mama

O CM por ser uma doenca com alta incidéncia no mundo, € uma importante
questao de pesquisa, possuindo fatores de risco bem estabelecidos.

Existem tipos diferentes de fatores de risco para CM. Alguns fatores como
idade ou etnia ndo podem ser modificados. Outros estdo ligados a fatores
ambientais e também existem fatores associados ao estilo de vida (tabagismo,
consumo de alcool e dieta) (ACS, 2009).

Os principais fatores de risco para CM podem se dividir em: (a) Fatores de
risco inatos para CM e (b) Fatores de risco para CM relacionados a habitos e
ambiente.

Fatores de Risco Inatos. O CM é mais freqiiente em mulheres porque as células
mamarias estdo constantemente expostas a efeitos promotores de crescimento
celular através dos hormdnios femininos estrogenos e progesterona. A menarca
em idade precoce (antes dos 11 anos de idade), a menopausa tardia (com mais
de 54 anos de idade) e muitos ciclos ovulatorios (= 420) ininterruptos estdo
associados ao aumento no risco para CM. Mulheres com a menarca antes dos 11
anos de idade possuem um risco cerca de 20% maior de desenvolver CM ao
longo da vida, em comparagdo com aquelas com mais de 14 anos de idade, isto
pode ser explicado pelo maior tempo de exposi¢cdo a hormdnios (estrogenos e
progesterona) (ACS, 2009; Pike et al., 1981; Henderson et al., 1985). Em relagéo
ao cancer de mama masculino (CMM), esta € uma doenga rara (aproximadamente
1% de todos os canceres de mama), onde os principais fatores de risco séo
sindrome de Klinifelter, doengcas associadas com altas doses de estrégenos,

doencas testiculares e histéria familiar de CM (Wasielewski et al., 2008).
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Segundo a American Cancer Society (2009) uma mulher afetada por CM
possui um risco trés a quatro vezes maior de desenvolver um segundo tumor na
outra mama, ou em outra regido da mama ja afetada. Quando analisamos a
histéria familiar, um individuo com um parente em primeiro grau (mae, irma ou
filha) afetado, possui um risco de desenvolver CM duas vezes maior do que o da
populagcdo em geral, este risco aumenta consideravelmente se houver dois ou
mais parentes em primeiro grau afetados. (ACS, 2009; Allain, 2008).

A etnia também € um fator importante a ser considerado. Estudos sugerem
que mulheres judias, especialmente aquelas com histéria familiar em primeiro grau
de CM, apresentam um risco quase quatro vezes maior de desenvolver a doencga
(Egan et al., 1996).

Fatores de Risco Relacionados a Habitos e Ambiente. Mulheres que néo
tiveram filhos ou que tiveram sua primeira gestacao depois dos 30 anos de idade,
possuem um risco maior para CM. Mulheres nuliparas apresentam risco igual
aquelas em que o nascimento do primeiro filho foi entre os 25-29 anos de idade. O
efeito protetor da gravidez pode estar relacionado com a diminuigdo do numero de
ciclos menstruais na mulher. O tempo de amamentacdo é importante, sendo a
reducao do risco, proporcional ao aumento do tempo de amamentacéo. O uso de
contraceptivos orais esta associado a um risco maior de desenvolver CM do que
aquelas que nunca usaram, mas se Vviu que este risco pode cair uma vez que a
mulher pare de administrar a pilula (Collaborative Group on Hormonal Factors in
Breast Cancer 2002, Harris et al. 1996; Offit et al. 1996; ACS, 2009).

Muitos estudos tém mostrado que o CM é menos comum em paises onde a

dieta tipica é pobre em gorduras totais. Por outro lado, estudos comparando dieta
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e risco para CM em diferentes paises sao complicados por sofrer interferéncia de
fatores de confusao, como atividade fisica, ingestao de outros nutrientes e fatores
genéticos, que podem também alterar o risco para CM (ACS, 2009). Além disso, a
relagéo entre o CM e o alcoolismo também nao esta bem definida (Boffetta et al.,

2006).

2.1.3 Cancer de Mama Hereditario

Os tumores malignos da mama podem ser divididos genericamente em trés
formas: esporadicos, familiais e hereditarios (Figura 1). Os tumores esporadicos
correspondem a grande maioria dos casos e considera-se que sejam decorrentes
de mutacdes somaticas predominantemente associadas a exposi¢ao a fatores de
risco ambientais (Ward, 2002). Em sua grande maioria, sdo tumores que
aparecem em mulheres com idade mais avangada (superior aos 50 anos de idade)
e geralmente ndo ha histéria familiar importante da doenga. Os tumores descritos
como familiais descrevem casos associados a algum outro diagndstico de CM na
familia. Porém, geralmente ndo se evidencia um claro padrdo de heranca
autossOmica dominante, a idade ao diagndstico dos casos nao € precoce, € néao
se identificam mutagbes germinativas de predisposicdo ao CM; quando
investigados, a ocorréncia destes “agregados familiares” de CM esta relacionada a
uma combinacao de fatores genéticos (mutagdes e/ou polimorfismos em genes de
baixa penetrdncia) e ambientais (exposicdo ambiental, perfil reprodutivo e/ou
social comum a diferentes membros de uma mesma familia). Nestes casos a
doenca é aproximadamente duas vezes mais comum entre parentes de primeiro

grau do que entre mulheres da populagao em geral (Pharoah et al., 2008).
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Estima-se que cerca de 10% de todos os casos de CM tenham etiologia
hereditaria. As duas principais sindromes de predisposicdo hereditaria que
envolvem CM sao: Sindrome de Predisposicao Hereditaria ao Cancer de Mama e
Ovario (HBOC, do inglés: Hereditary Breast and Ovarian Cancer) e Sindrome de

Li-Fraumeni (SLF).

Figura 1. Representagcdo esquematica dos tipos de cancer de mama, com a
contribuigdo de cada um dos tipos expressa em %.(Modificado de ASCO).
Sindrome de Predisposi¢cao Hereditaria ao Cancer de Mama e Ovario (HBOC)
A sindrome de HBOC esta associada com um aumento significativo no
risco para a ocorréncia de tumores de mama e ovario quando comparado com o
risco da populagdo em geral. Esta sindrome €& causada por mutagdes nos genes
BRCA1 (OMIM #113705), e BRCA2 (OMIM #600185) (Allain, 2008). Mulheres com
mutacdes germinativas nos genes BRCA171 e/ou BRCA2 possuem um risco ao
longo da vida de 80% de desenvolver cancer de mama e de 20-60% de

desenvolver cancer de ovario (Roukos e Briasoulis, 2007).
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Critérios para o diagnéstico clinico foram desenvolvidos para HBOC em
varios paises e geralmente incluem caracteristicas especificas da sindrome. Os
principais critérios utilizados para diagnéstico clinico sdo os critérios do NCCN (do
inglés National Comprehensive Cancer Network) (http://www.nccn.org) e da ASCO
(do inglés Statement of the American Society of Clinical Oncology)
(http://www.asco.org) (item 8.1.1).

Além dos critérios para diagnéstico clinico é possivel utilizar modelos de
estimativa da probabilidade de existir uma mutacdo nos genes BRCA171/2 num
individuo a partir da historia familiar de cancer. Os principais modelos existentes
atualmente sdo os modelos de Couch modificado (Penn Il) (8.1.2) e as tabelas de
prevaléncia de mutacdo do laboratério Myriad (Frank et al.,, 2002,
http://acgh.afcri.upenn.edu, http://www.myriad.com) (8.1.3). Os critérios utilizados
para indicar o teste genético para identificagcdo de mutagdes nos genes BRCA1/2
variam em diferentes paises, mas uma probabilidade minima de mutacao de 10%

deve ser considerada (Antoniou et al, 2003).

Sindrome de Li-Fraumeni (SLF)
A sindrome de Li-Fraumeni (OMIM#151623) € uma sindrome rara de
predisposicdo ao cancer com padrdao de heranca autossdbmica dominante,

caracterizada pelo desenvolvimento de varios tipos de tumores em idade precoce.
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Estima-se que pacientes com esta sindrome apresentam 50% de chance de
desenvolver tumores antes dos 30 anos de idade, comparados a 1% na populagao
em geral e que 90% desenvolverdo cancer até os 70 anos de idade. Acredita-se
que 1% dos casos de CM sejam explicados por esta sindrome (Gonzalez et
al.,2009; Ferreira & Rocha 2004; Allain 2008). A SLF esta associada a mutagdes
germinativas no gene supressor de tumor TP53 (17p13, OMIM#191170). Cerca de
70% e 40% dos casos de SLF e sindrome de Li-Fraumeni-Like (SLFL),
respectivamente, possuem mutagcdes neste gene. O gene TP53 codifica um fator
de transcricdo, chamado p53, que esta envolvido em varias vias de sinalizagao
intracelular associadas ao controle da proliferagao celular e integridade gendémica.
Mutacbes germinativas em CHEKZ2 (cromossomo 22q12.1, OMIM#604373) tem
sido atribuidas a muitas familias com SLF classico e SLFL (Tabela 1). Em 1999,
Bell e colaboradores identificaram em familias SLF e SLFL cinco mutacdes no
gene CHEK2, entre estas a 1100delC. Recentemente Ruijs e colaboradores
analisaram o gene CHEKZ2 em 65 pacientes com fendétipo SLF e sem mutagdes
em TP53. A mutagdo 1100delC foi encontrada numa frequéncia de 6,2% (4/65),
valor estatisticamente significativo quando comparado com 150 controles
(p=0,006) (Dawn 2008; Ruijs et al., 2009; Palmero et al., 2008; Achatz et al.,2007;

Bell et al., 1999).

27



Tabela 1. Descricdo na literatura de mutagdes em CHEKZ2 encontradas em
familias SLF (modificada de Ruijs et al., 2009).

Autores Numero de familias Total de analises em Mutagoes
testadas: LFS/LFL e Chek2 encontradas
sugestivo

Allinen et al (2001) 1/20/0 21 p.lle157Thr

Bell et al (1999) 4/18* 22 c.1100delC
p.lle 157Thr

Bourgeard et al (2001) 0/4/0 4 -

Lee et al (2001) 10/49* 59 p.Arg145Trp
p.Arg3Trp
p.lle157Thr

Siddiqui et al (2005) 1/13/1 0 -

Sodha et al (2002) 5/21/0 26 VS5-Il G>A
€.483-485delAGA

Vahteristo et al (2001) 1/6/32 39 1100delC

Walsh et al (2006) 3/7/0 10 -

Ruijs et al (2009) 1/35/29 34 p.Phe328Ser
c.1100delC

c.1081-_1771+?del

LFL sugestivo inclui sarcoma na infancia ou tumor no sistema nervoso central ou pelo menos dois tumores
primarios ou a ocorréncia de dois parentes em primeiro grau com cancer ou ainda cancer de mama antes dos
30 anos de idade; *LFL e LFS — sugestivo combinados, subdivisdo n&o foi mencionada; LFL se refere aos
critérios Birch e Eeles.

O diagnéstico clinico da SLF se da através do preenchimento de critérios
especificos denominados critérios classicos. Familias com caracteristicas
incompletas para SLF sao referidas como SLFL, e para tal foram propostos alguns
critérios clinicos: SLFL- Birch, SLFL- Eeles1, SLFL-Eeles2. Mais recentemente,
Chompret e colaboradores em 2001 recomendaram que o teste genético para
mutacdes em TP53 deveria ser considerado em familias com critérios ainda mais
estritos. Os critérios citados acima para SLF e SLFL estdo descritos no item 8.1.4
(Allain, 2008; Achatz et al., 2007; Gonzalez et al., 2009).

Quando associamos o fendétipo SLF com a prevaléncia de mutagdes em

TP53, vemos que em familias que n&do preenchem critérios estritos para SLF, a

28



chance de identificar mutagcbes germinativas em TP53 ¢é muito baixa.
Especificamente, usando os critérios para SLF-L descritos por Birch a taxa de
deteccao da mutagao estimada é de 21-40%, usando aqueles descritos por Eeles,
€ de 8%. Usando os critérios de Chompret e colaboradores, mutagées em TP53

seriam identificadas em 20% dos casos (Allain 2008).

2.2 Cancer Colorretal

No que concerne a incidéncia, o cancer de célon e reto € a terceira causa
mais comum de cancer no mundo, em ambos 0s sexos, € a segunda causa em
paises desenvolvidos. Os padrbes geograficos sdo bem similares entre homens e
mulheres, porém, a incidéncia de cancer de reto é cerca de 20% a 50% maior em
homens na maioria das populagdes. A sobrevida para este tipo de neoplasia &
considerada boa, se a doenga for diagnosticada em estadio inicial. A sobrevida
média global em cinco anos varia entre 40% e 50%, ndo sendo observadas
grandes diferencas entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Esse
relativo bom prognéstico faz com que o cancer de célon e reto seja o segundo tipo
de cancer mais prevalente em todo o mundo, com aproximadamente 2,4 milhdes

de pessoas vivas diagnosticadas com essa neoplasia (INCA, 2008).

2.2.1 Epidemiologia do Cancer Colorretal

O numero de casos novos de cancer de colon e reto estimado para o Brasil,
no ano de 2008 (também validos para 2009), € de 12.490 casos em homens e de
14.500 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 13

casos novos a cada 100 mil homens e de 15 para cada 100 mil mulheres. Sem
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considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de coélon e reto em
homens é o terceiro mais freqliente na regido Sudeste (19/100.000) e quarto na
regiao Sul (21/100.000). Para as mulheres, € o segundo mais frequente na regido
Sudeste (21/100.000), o terceiro mais frequente na regido Sul (22/100.000)(INCA,

2008).

2.2.2 Principais Fatores de Risco para Cancer Colorretal

Em geral, 90% dos casos de CCR sao diagnosticados apés os 50 anos de
idade e o risco de desenvolver CCR aumenta com a idade. De acordo com a
American Cancer Society, os fatores de risco para CCR serao descritos quanto a:

Dieta e Estilo de Vida, Fatores Modificadores. A alta incidéncia de
carcinomas colorretais € observada em populagdes onde a dieta é rica em calorias
e rica em gordura animal, associada ao sedentarismo. Estudos epidemiolégicos
tém indicado que o consumo de carne, fumo e alcool sdo fatores de risco.
Associagdes inversas incluem consumo de vegetais, uso prolongado de anti-
inflamatdrios ndo-esterodides e terapia de reposi¢cao hormonal. Uma rara, mas bem
reconhecida etiologia do CCR é a terapia de irradiagdo pélvica (Hamilton et
al.,2000; Offit, 1998)

Inflamagao Crénica. Doencgas inflamatdrias intestinais crénicas sao fatores
etiolégicos importantes no desenvolvimento de adenomas colorretais. A colite
ulcerativa € uma doenca crénica com etiologia desconhecida que afeta criangas e
adultos. Estudos populacionais mostram que as doencas inflamatorias estao
associadas a um risco de 4,4 vezes maior de mortalidade por carcinoma colorretal.

Em estudos clinicos este risco aumenta para 20 vezes. A doenca de Crohn
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também esta associada ao desenvolvimento de carcinomas, o risco é trés vezes

maior do que na populagao em geral (Hamilton et al.,2000; Offit, 1998).

2.2.3 Cancer Colorretal Hereditario

O CCR é uma doenga que atinge indistintamente tanto homens quanto
mulheres e geralmente apresenta trés padrdes distintos: esporadico, hereditario e
familial. A forma esporadica da doencga representa cerca de 70% dos casos de
CCR e é comum em pessoas com mais de 50 anos. Estes casos séo geralmente
causados por fatores ambientais ou pelos efeitos da idade. O CCR hereditario
(aproximadamente 5% de todos os casos) é causado por mutagdes em genes de
alta penetrdncia que causam sindromes hereditarias onde a maioria sao
transmitidas de uma maneira autossébmica dominante, como por exemplo, a
sindrome de Lynch. A etiologia do CCR nestes casos é devida a uma combinagao
de fatores genéticos e ambientais, mas os fatores genéticos tém um papel
dominante. Cerca de 20% de todos os casos sao categorizados como familiais e
estdo associados a mutagdes em genes de baixa penetrancia; aparecem em uma
frequéncia alta o suficiente para ndo serem considerados CCR esporadico, mas
nao seguem o padrao de heranga das sindromes hereditarias. (Ferreira & Rocha
2004; Abdel-Rahman et al., 2008; Vasen 2005). A sindrome hereditaria mais

comum associada ao CCR é a Sindrome de Lynch.
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Sindrome de Lynch

A sindrome de Lynch, também conhecida como Cancer Colorretal
Hereditario Nao Polipomatoso (HNPCC, do inglés Hereditary Non Polyposis
Colorectal Cancer, OMIM#120435) se caracteriza pelo desenvolvimento de CCR,
cancer de endométrio e varios outros tumores em pacientes com idade jovem
(aproximadamente 45 anos de idade). Trata-se de uma doenga com padrao de
heranca autossdmica dominante, na qual é possivel identificar individuos afetados
por cancer (principalmente CCR) em mais da metade da familia nas sucessivas
geracoes (Vasen, 2005; Robinson et al., 2007; Arnold et al., 2005; de la Chapelle,
2004; Abdel-Rahman et al., 2008).

A sindrome de Lynch é causada por mutagbes germinativas nos principais
genes do sistema MMR (do inglés Mismatch Repair) de reparo do DNA (MLH1,
MSH2, MSH6 e PMS2), com uma penetrancia de aproximadamente 80% para
CCR, 60% para cancer de endométrio e até 20% para os outros tipos de tumores.
Mutacbes nestes genes causam instabilidade gendmica em sequéncias curtas
repetidas do genoma (chamadas microssatélites) e o efeito cumulativo destas
alteracbes, nos genes relacionados ao controle do ciclo celular levam ao
desenvolvimento do tumor (Vasen, 2005; Arnold et al., 2005; de la Chapelle, 2004;
Hadley et al., 2008; Shia, 2008; Baudhuin et al., 2005; Watson et al., 2005;
Nagorni, 2002; Abdel-Rahman et al.,, 2008; Balaguer et al., 2007). Podemos
estimar a chance de um individuo ser portador de uma mutacdo em MLH1 e em
MSH?2 através de um modelo clinico de predicdo de risco, chamado PREMM 1,2

(http://www.dana-farber.org) (item 8.1.5).
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Nos primeiros estudos sobre a sindrome de Lynch que tiveram como
objetivo a definicdo das caracteristicas clinicas da sindrome, o Grupo Internacional
Colaborativo de HNPCC, atualmente chamado Sociedade Internacional de
Tumores Gastrointestinais Hereditarios (InSiGHT, International Society of
Gastrointestinal Hereditary Tumors) propds uma serie de critérios clinicos para a
sindrome de Lynch em 1990, chamados Critérios de Amsterda. Alguns
investigadores notaram que algumas familias classicas estavam sendo excluidas
por apresentarem tumores extracolénicos nao incluidos nos critérios clinicos
inicialmente propostos. A fim de solucionar esses problemas, em 1999 o InSiGHT
propds uma nova série de critérios (critérios de Amsterda Modificados, ou critérios
de Amsterda Il, descritos no item 8.1.6), incluindo tumores extracolbénicos
associados a sindrome de Lynch (Vasen, 2005).

Os critérios de Amsterda modificados reconheceram a importancia dos
tumores extracolonicos para o diagnéstico da sindrome. Porém, esses critérios
poderiam ser pouco sensiveis em casos onde a familia € pequena ou a historia
familiar ndo é conhecida. Para o auxilio no diagndstico de casos como estes,
portanto, foram propostas os Critérios de Bethesda (item 8.1.6), em 1996 (Boland
et al., 1998). Estes critérios descrevem, praticamente, todas as condigdes clinicas
suspeitas da sindrome de Lynch (Vasen, 2005; Umar et al., 2004). Nos pacientes
com diagnéstico de sindrome de Lynch, o risco de desenvolver cancer ao longo da
vida é dependente do sexo e do gene afetado. O risco de desenvolver CCR em
pacientes com mutacdo em genes MMR varia de 30-85%, o risco de desenvolver

cancer de endométrio varia de 30-60%, e o risco de desenvolver outros tipos de
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tumores do espectro Lynch é menor que 10% (Vasen, 2005; Lu et al., 2007; Lu et
al., 2005).

Um estudo recente na Holanda encontrou a mutagdo 1100delC no gene
CHEK2 em 10 de 237 pacientes (4,2%) selecionados pelos critérios HNPCC,
quando comparado com 1% encontrado no grupo controle, conferindo risco para

CCR (Wasielewski et al., 2008).

2.3 Sindrome de Predisposicdo ao Cancer de Mama e Célon Hereditarios
(HBCC, do inglés: Hereditary Breast and Colon Cancer)

A proposta do fendétipo HBCC (OMIM#604373), caracterizando uma
sindrome hereditaria de predisposicdo ao CM e CCR, teve inicio em 2003 quando
Meijers-Heijboer e colaboradores notaram que em muitas familias com CM e
portadoras da mutagdo 1100delC no gene CHEK2 também existiam casos de
CCR. Os autores selecionaram pacientes com CCR (classificados como HNPCC,
HNPCC Like e FAP, do inglés Familial Adenomatous Polyposis) Neste estudo
também foram incluidos individuos com pelo menos dois casos de CM parentes
em primeiro ou segundo grau, sendo um deles diagnosticado antes dos 60 anos
de idade. Aqueles casos onde nao foram encontradas mutagdes nos genes APC,
MLH1, MSH2 ou MSH6, foram testados para a mutagdo 1100delC no gene
CHEK?2. Neste estudo, foi verificado que a mutagao de interesse no gene CHEK?2
estava presente em 18,2% (10/55) das familias com fenétipo HBCC segundo os
critérios dos autores ( item 8.1.7 ) e em 4% (15/380) das familias sem estes

critérios (OR 5,41; 95% IC 2,29-12.8; P<0,001) (Meijers-Heijboer et al., 2003).
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2.3.1 Descricao e Riscos Associados

A maioria dos relatos que associa a sindrome HBCC ao gene CHEK2
descreve uma delecdo de uma citosina na posicao 1100 no éxon 10. A mutagao
1100delC em CHEKZ2 é uma mutacao “frameshift’ que resulta em um cédon de
parada prematuro (Stop Codon). Esta mutagcdo pode estar associada com um
risco elevado para CM e provavelmente com o fenétipo HBCC ou ainda com uma
susceptibilidade para outros tumores (Allain, 2008; Ruijs et al.,2008). Atualmente
existem poucos relatos disponiveis na literatura relacionados a sindrome HBCC.
Em um estudo realizado na Espanha em 2005, onde foram analisadas 34 familias
com critérios clinicos para HBCC, Abajo e colaboradores ndo encontraram a
mutacdo 1100delC no gene CHEKZ2 nos individuos analisados. As analises nao
foram restritas aos casos indices, mas todos os membros afetados e parentes em
primeiro grau dos mesmos, disponiveis de cada familia foram testados (Abajo et
al.,2005).

Em 2006, em um estudo realizado na Suécia, foram selecionadas mulheres
afetadas com CM e CCR através de uma analise retrospectiva. Neste estudo
foram incluidos 64 pacientes com CM como primeiro tumor, 25 pacientes com
CCR como primeiro tumor e 7 pacientes com tumores de mama e coélon
sincrénicos. Ao total, foram analisados 75 pacientes e a mutacdo 1100delC foi
encontrada em dois casos (2,5%), mas nao houve diferenca significativa quando
comparado ao grupo controle (p=0,26) (Isinger et al.,2006).

Neste mesmo ano, em 2006, Nasseem e colaboradores avaliaram a
associagao entre CM e CCR em familias de Manchester (Inglaterra) selecionadas

a partir de uma analise retrospectiva de casos referidos com CM e/ou CCR. Neste
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estudo foram selecionadas 8612 familias com suspeita de CM ou CCR familial:
1631 familias com CCR e 6981 familias com CM como primeiro tumor. Das 8612
familias selecionadas, 184 preenchiam critérios para HBCC (anexo 7), sendo 68
familias com casos de CM e 116 familias com CCR. Em apenas 113 casos
(provenientes de 83 familias) foi possivel analisar a mutagdo 1100delC do gene
CHEK2. Dos 113 casos analisados, apenas um individuo apresentou a mutacao
em questdo, correspondendo a uma frequéncia de 1%. Os autores mencionam
que seus resultados nao suportam um fenétipo para HBCC separado de genes de
alto risco ja conhecidos (BRCA1/2 e genes MMR) (Nasseem et al., 2006).

Em um estudo realizado na Dinamarca por Weisher e colaboradores a
mutacao 1100delC no gene CHEK?2, foi encontrado um OR de 3,2 (95% IC 1,0 a
9,9) paraCM e 1,6 (95% IC 0,4 a 6,5) para CCR (Weisher et al 2007).

A prevaléncia da mutagdo 1100delC no gene CHEKZ2 entre mulheres com
ou sem CM varia entres os paises (Mellemkjaer et al., 2008). A mutagdo 1100delC
quando analisada em associacdo ao CM parece ser mais prevalente em
holandeses (4% de pacientes com diagnostico precoce de CM), e rara na
Australia, Espanha e em judeus Ashkenazi. Esta presente em 1% dos pacientes
com CM nao selecionados para histéria familiar na Polénia e foi originalmente
relatada em multiplas familias da Republica Tcheca (Narod et al., 2006).

Um estudo realizado com 507 pacientes com CM familial, encontrou a
mutacdo 1100delC no gene CHEKZ2 em 28 casos (5,5%), uma frequéncia alta
quando comparado com o grupo controle (OR 4,18, 95% IC 2,4 — 7,2; p=0,0002)

(Vahteristo et al., 2002).
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Na Holanda, Schmidt e colaboradores, realizaram um estudo de coorte no
qual pesquisaram a mutagdo 1100delC no gene CHEKZ2 em 1479 mulheres que
foram tratadas devido ao diagnéstico de cancer de mama invasivo antes dos 50
anos de idade; as pacientes incluidas foram acompanhadas por uma média de 10
anos. A mutagao germinativa 1100delC no gene CHEK2 foi identificada em 54
pacientes (3,7%). Portadoras da mutacao tiveram um risco duas vezes maior de
desenvolver um segundo cancer de mama (OR ajustado para idade, 2.1; IC, 1.0 a
4.3; P = 0.049) e tiveram pior sobrevida livre de recorréncia (HR, 1.7; I1C, 1.2 a 2.4,
P = 0.006) (Schmidt et al., 2006).

Em 2007, um estudo realizado em Estocolmo (Suécia) por Margolin e
colaboradores encontrou uma associacdo entre pacientes com CM familial
(minimo de dois casos de CM em parentes em primeiro grau) e a presenga da
mutacao germinativa 1100delC do gene CHEK?Z2 (2.2% versus 0.7% em controles,
p=0.03), o que confirma resultados prévios de que a variante analisada confere
um risco para CM (Margolin et al .,2007).

Através de uma metanalise, Weisher e colaboradores em 2008 concluiram
que a mutagao 1100delC no gene CHEKZ2 é uma mutagao claramente associada a
um risco 3-5 vezes maior para o desenvolvimento de cancer de mama (Weisher et

al., 2008).

2.3.2 Diagnéstico Clinico
Nao ha um protocolo estabelecido no aconselhamento genético das familias
com diagndstico fenotipico HBCC. (Lipton et al., 2002). O diagndstico clinico da

sindrome HBCC ¢ feito através da analise do heredograma e segue critérios
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clinicos especificos (Meijers-Heijboer et al., 2003) contemplados com a histéria
familiar de tumores confirmada por laudos anatomo-patoldgicos.

Um estudo realizado por um grupo da Polénia em 2008, analisou o DNA de
4441 mulheres com CM diagnosticado antes dos 50 anos, procurando a presenca
de trés mutagdes descritas no gene CHEKZ2: 1100delC, IVS + 1G>A e del5395. O
objetivo do estudo foi verificar a associagao entre a presenga de alelos mutantes
no gene CHEK2 e pacientes com CM receptor de estrogeno positivo (ER, do
inglés: Estrogen Receptor). Os resultados confirmam que casos de CM (s)
associados a mutagbes no gene CHEK?2 sao predominantemente ER positivos.
Neste mesmo estudo é sugerido o uso de tamoxifeno como possivel tratamento
preventivo para portadores de mutagdes no gene CHEK2, ja4 que o tamoxifeno
pode ser também efetivo na supressdo de CM recorrentes em portadores destas
alteragdes génicas, pois espera-se que a maioria destes tumores sejam ER
positivos.
2.3.3 Diagnéstico Molecular

O diagndstico molecular para individuos com fenétipos clinicos da sindrome
HBCC é iniciado através do rastreamento da mutacdo 1100delC, embora sua
frequéncia na populagao brasileira ndo tenha ainda sido definida. Para evitar
amplificacdo de pseudogenes a técnica preferida para identificagdo da mutagéo no
éxon 10 é PCR de longo alcance seguido de sequenciamento, embora também
possam ser usadas técnicas como DHPLC (do inglés Denaturing High
Performance Liquid Cromatography) seguido de sequenciamento confirmatoério
(Sodha et al.,2002). Se o resultado da investigacao inicial for negativo, pode-se

investigar mutagdes no restante da sequéncia codificadora de CHEKZ2 ja que
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outras variantes alélicas foram descritas em associagdo com cancer (p.ex.
IVS2+1G-A, 157T, S428F) (http//www.ncbi.nim.nih.gov).

Pelo fato de n&o haver o reconhecimento desta sindrome, familias com
histéria significativa de casos de CM e CCR, devem ser analisadas para outras
sindromes clinicas envolvendo estes tumores (por exemplo, SLF, Sindrome de
Lynch e HBOC) e posteriormente, de acordo com o aconselhamento genético,
investigadas para mutagdes ja descritas nos genes conhecidamente envolvidos

nas mesmas.

2.3.4 Aspectos Moleculares do Gene CHEK2

CHEK2 é um gene importante envolvido no reparo do DNA, portanto,
alteragdes neste gene estdo associadas a predisposicdo ao cancer (Offit et al.,
2008). CHEK?2 foi primeiramente identificado em S. cerevisae como Rad53 e
pouco tempo depois em S. pombe como Cds1. Estes primeiros estudos revelaram
que Rad53 e Cds1 sao serinas/treoninas quinases que monitoram a replicacdo do
DNA e ativagao da parada do ciclo celular em resposta a danos ao DNA. Em 2002
a mutacado 1100delC em CHEK?2 foi sugerida como um alelo de baixa penetrancia
a susceptibilidade a CM em individuos nao portadores de mutagdes em BRCA1/2.
Antoni et al.,2007)

A figura 2 resume o histérico da descoberta do gene CHEK2 e a sua

associagcao com o cancer.
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Figura 2. Evolugdo de pesquisa no gene CHEKZ2 (Modificado de Antoni et

al.,2007).
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Estrutura e fungao do gene CHEK2

O gene CHEKZ2 (também conhecido como CHK2, OMIM#604373) esta
localizado no braco longo do cromossomo 22 na posi¢do 22q12.1. E um gene
supressor de tumor, mediador de resposta a danos ao DNA. O produto protéico do
gene CHEK2 é ativado através da fosforilagdo por ATM (OMIM#208900) em
resposta a danos na dupla-fita do DNA. O gene CHEK?Z2 codifica uma proteina
quinase (ortéloga a Cds1 de Schizosaccharomyces pombe e a Rad53 de
Saccharomyces cerevisiae), chek2, que esta envolvida no controle dos pontos de
checagem na fase de G1 do ciclo celular. Apds ser ativada, chek2 atua no controle
do ciclo celular e no reparo de danos no DNA através de sua atividade de
fosforilagdo de proteinas importantes, como p53 (OMIM#191170), Cdc25C
(OMIM#157680), Cdc25A (OMIM#116947) e BRCA1 (OMIM#113705), que
promovem a parada no ciclo celular, apoptose ou ativacdo dos mecanismos de
reparo (Schutte et al., 2003; Antoni et al., 2007; The CHEKZ2 breast cancer
consortium, 2002; The CHEK?Z breast cancer case-control consortium, 2004)

O gene humano CHEKZ2 tem um tamanho aproximado de 50 Kb e possui 16
éxons (http//www.ncbi.nlm.nih.gov). O produto protéico deste gene pode ser
dividido em trés dominios: Dominio N-terminal SQ/TQ (1), dominio FHA (2) e um
dominio serinal/treonina quinase (3) (Nevanlinna & Bartek , 2006). A figura 3
representa de maneira esquematica a estrutura da proteina.
1)Dominio N-terminal SQ/TQ: € um dominio regulatério que contém sete serinas
ou treoninas residuais seguidos de glutamina(SQ ou TQ) este dominio é

fosforilado por ATM, e esta fosforilagao ativa chek2 em resposta a radiacdes ou
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agentes genotdxicos que podem causar dano na dupla-fita do DNA (Nevanlinna &
Bartek , 2006)

2)Dominio Fork head-associated (FHA): esta envolvido em ligacbes com outras
proteinas fosforiladas, particularmente através do reconhecimento de residuos de
fosfo-treoninas. Este dominio participa na dinamica de interacdo fosfoproteina-
proteina de chek2 durante a ativagéo e sinalizagdo de danos ao DNA (Nevanlinna
& Bartek , 2006).

3)Dominio serina/treonina quinase: este dominio, quinase catalitico, ocupa a

regiao carboxi-terminal de chek2 (Nevanlinna & Bartek , 2006).

da
SI19/33/35  Te8 5260 T383 T387 5456 S516
SQ/TQ FHA Dominio kinase NLS
119 6 15 75 226 | 486 55 522 543
T loop
57T 100delc

b .

SQ/TQ

FHA
Kinase

Figura 3. Estrutura e ativagédo da proteina chek2 humana. a) dominios (1) SQ/TQ,
(2) FHA e o (3) dominio catalitico quinase. NLS: sinal de localizagédo nuclear (do
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inglés: Nuclear Localization Signal). b) Modelo esquematico ampliado do dimero
chek2. (Modificado de Antoni et at., 2007).

A ativacdo do dominio quinase de chek2 em resposta a danos ao DNA é

um processo dinamico e composto de multiplos passos (figura 4). Inicia-se por

uma rapida fosforilagdo realizada por ATM em muitos sitios de SQ/TQ, na regido

regulatéria N-terminal de chek2 o que promove uma homodimerizacédo e

intermolecular fosforilacdo de chek2. Pelo menos no inicio, a fosforilagcdo de

chek2, mediada por ATM, ocorre exclusivamente por danos no DNA. Apds a sua

ativacao, chek2 rapidamente se move através do nucleoplasma para difundir uma

cascata de sinalizacao intracelular de resposta a danos no DNA (Nevanlinna &

Bartek , 2006; Antoni et al., 2007).
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Figura 4. Mecanismo de amplificacdo do sinal de alerta a danos no DNA
promovido por CHEK?Z. Inicialmente o complexo de proteinas sinalizadoras, MRN
(composto por MREII, NBSI e RAD50) é requerido para ativar ATM, o qual ira
fosforilar CHEKZ2. Os substratos simbolizados por compartilhar as cores verde e
azul estdo envolvidos nas vias de CHEK1 e CHEKZ2. (Modificado e traduzido de
Antoni et at., 2007).
Mutacgoes descritas no gene CHEK2

Mutacbes no gene CHEKZ2 foram inicialmente descritas por Bell e

colaboradores em 1999 a partir de um estudo de pacientes com fenétipo SLF (Bell

et al., 1999). Na tabela 2 estdo descritas as mutagdes encontradas em CHEK?Z2.

Tabela 2. Mutagdes descritas no gene CHEK?2: fendtipos e tumores relacionados.

Autores Sindromes, Tumores Mutagoes
Relacionados

Bell et al. (1999) SLF, HBCC 1-BP DEL, 1100C

Vahteristo et al.( 2001, 2002) CM, CCR, Prostata

Meijers-Heijboer et al. (2002,2003)
Dong et al. (2003)

CHEK2 Breast Cancer Case-Control
Consortium (2004)

Bock et al. (2004)

Johnson et al. (2005)

Cybulski et al. (2006)

Bell et al. (1999) SLF ILE157THR
Dong et al. (2003) CCR, Préstata e outros

Kilpivaara et al. (2004, 2006) tumores

Cybulski et al. (2004,2006)

Lee et al. (2001) SLF ARG145TRP

Bell et al. (1999) SLF 1-BP DEL, 1422T
Walsh et al. (2006) CM, Prostata 5.4-KB DEL
Cybulski et al. (2006)

Cybulski et al. (2004, 2006) Préstata , outros tumores  IVS2DS, G-A, +1
Shaag et al. (2005) CM SER428PHE

Diversos estudos mostram a importancia do reconhecimento de pacientes

com alto risco genético para sindromes hereditarias, que é fundamental para que
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estratégias de rastreamento, diagndstico precoce e prevengcdo possam ser

desenvolvidas e oferecidas a estas familias.
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

3.1 Justificativa

O diagnéstico molecular esta cada vez mais sendo utilizado como
ferramenta no diagndstico clinico e manejo no aconselhamento genético. O
conhecimento da frequéncia de mutagdes nos genes envolvidos na predisposigcao
hereditaria ao cancer em nossa populagdo bem como a padronizagao de métodos
acurados de diagnéstico molecular € muito importante para que possamos
estabelecer rotinas de rastreamento em programas de prevencgéo.

Considerando a alta incidéncia e prevaléncia do cancer de mama e de
célon no Brasil e a importancia do diagndstico precoce da predisposi¢cao
hereditaria ao cancer pelo grande potencial de prevengao nestes individuos e seus
familiares, justifica-se verificar a freqliéncia de alteragbes moleculares especificas

para cancer hereditario em nosso meio.

3.2 Objetivos
3.2.1 Objetivo Principal

Determinar a frequéncia da mutagédo 1100delC no gene CHEK2 em uma
amostra de individuos brasileiros com diagnostico clinico de sindrome de
predisposi¢cao hereditaria ao cancer de mama e coélon (do inglés: Hereditary

Breast and Colon Cancer).
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3.2.2 Objetivos Especificos

(1) Caracterizar as familias quanto aos critérios clinicos para outras
sindromes hereditarias de predisposicdo ao cancer de mama e coélon: HBOC
(critérios NCCN e ASCO), SLF classicos e SLF — Like (Birch, Eeles e Chompret) e
Sindrome de Lynch (Amsterda e Bethesda).

(2) Estimar a chance de o caso indice ser portador de uma mutagdo em
MLH1 e MSHZ2 através de um modelo clinico de predicao de risco, chamado
PREMM I/ll, BRCA1/2, utilizando as tabelas de prevaléncia de mutacdo do

laboratério Myriad e o modelo PENN I.
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Abstract

We have assessed the frequency of the CHEK2 1100delC germline mutation in 59
unrelated Brazilian individuals with clinical criteria for the Hereditary Breast and
Colorectal Cancer syndrome (HBCC) using a Long-range PCR strategy followed
by sequencing. The 1100delC germline mutation was encountered in one (1,7%)
individual. This indicates that the CHEKZ2 1100delC is not commonly encountered
in Brazilian families with multiple diagnoses of breast and colorectal cancer. These
results should be confirmed in a larger series of families and further testing should
be undertaken to investigate.

Keywords: CHEK2 1100delC mutation; Hereditary Breast and Colon Cancer

Syndrome, Hereditary Cancer Predisposition
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Introduction

The CHEK2 gene (OMIM#604373, also known as CHKZ2) is the mammalian
homologue of the Saccharomyces cerevisiae RAD53 and Schizosaccharomyces
pombe Cds1 genes. In humans, it is located in 22q12.1, and encodes a cell cycle
checkpoint kinase that is implicated in DNA damage responses [1,2]. Following the
occurrence of double-stranded DNA breaks, CHEKZ2 is activated through
phosphorylation by ATM. Activated CHEK?2 then phosphorylates critical cell-cycle
proteins, including Cdc25A and Cdc25C phosphatases, P1K3 kinase and the E2F1
transcription factor, as well as proteins involved in DNA repair (such as brca1) and
in regulation of cell death (such as p53-mdm2 and pml-1). This reflects the wide
mediator role of CHEK?Z2 in the signaling pathways in response to DNA damage,
with direct impact on downstream effectors within the cell cycle checkpoints, DNA
repair and apoptosis machineries. These findings has been well documented in
cells that have a functional deficiency of CHEKZ2 [3-5].

CHEKZ2 has been considered a candidate tumor suppressor gene, and germline
mutations in this gene seem to predispose to familial Breast Cancer (BC) and other
malignancies [6]. In 1999, germline mutations in CHEKZ2 were associated with the
Li-Fraumeni Syndrome (LFS) phenotype [7], however a strong association with the
syndrome and this variants has never been confirmed [8]. In 1999, Bell et al.
described for the first time the 1100delC mutation in exon 10 of CHEKZ2 in families
with breast and/or colorectal cancer. In 2003, Meijers-Heijboer et al. [9]
investigated the frequency of CHEK2 1100delC in 55 families with multiple breast
and colorectal cancer diagnoses and encountered the mutation in 18.2% of the
analized families. Considering these results, the authors proposed a new
phenotype associated to the CHEK2 1100delC mutation called Hereditary Breast
and Colon Cancer Syndrome (HBCC, OMIM#604373). The majority of reports that
associate germline CHEK2 mutations with HBCC Syndrome, describe the
1100delC mutation. However, the association of CHEK2 1100delC with a high

penetrance hereditary cancer syndrome is still controversial and the existence of

62



HBCC as a true syndromic entity has been questioned by some authors [10,11]. In
fact, limited data is available in the literature on true associations of germline
CHEKZ2 mutations with the HBCC phenotype. Finally, in addition to the HBCC
phenotype, germline CHEK2 1100delC mutation has also been associated with a
high risk of occurrence of breast cancer and other tumors [12-15].

In this study, we describe the frequency of CHEK2 1100delC mutation in Brazilian

families with multiple cases of breast and/or colorectal cancer.

Materials and Methods

Patient recruitment. A total of 112 families with multiple diagnoses of breast
and/or colorectal cancer fulfilling HBCC criteria (described by Meijers-Heijboer et
al. 2003, and Naseem et al. 2006) were recruited from cancer genetics clinics
located in three Brazilian capitals: Rio de Janeiro (Instituto Nacional do Cancer,
INCA), Sdo Paulo (Hospital A. C. Camargo, HCACC) and Porto Alegre (Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, HCPA) between March 2007 and October 2008. In
addition, families with multiple diagnoses of breast and colorectal cancer (at least
one diagnosis and at least one patient under the age of 50 years), but not fulfilling
the HBCC criteria described above, were also included (Table I). Of the 112
families interviewed, 59 unrelated index cases had their personal and family
histories of cancer confirmed by medical records, pathology reports and/or death
certificates, and agreed to participate in the study, providing clinical data and
biological samples after informed consent. Clinical data were obtained from review
of medical records and from patient interviews by a clinical geneticist. Medical and
family histories (FH) were recorded in detailed pedigrees with information traced as
far backwards and laterally as possible, extending to paternal lines and including a
minimum of three generations. Confirmation of cancer in the FH was attempted in
all cases and pathology reports, medical records and/or death certificates were
obtained whenever possible for relatives. Detailed information on tumor type,
diagnosis and treatment were obtained for all index cases. All pedigrees were

classified according to the clinical phenotypes that were observed. In addition to
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previously described criteria for the diagnosis of HBCC [9,11], families were also
reviewed for the presence of criteria for other cancer predisposition syndromes:
HBOC [16,17], LFS/LFL (Classic, Birch, Eeles and Chompret) [18-22] and Lynch
syndrome (Amsterdam, Bethesda) [23,24]. All pedigrees and phenotypic criteria
attributions were reviewed independently by two clinical geneticists. The study was

approved by the local ethics committees in all three participating institutions.

Genotyping. DNA was extracted from peripheral blood using the llustra blood
genomicPrep Mini Spin kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Samples were
submitted to PCR ampilification using a long-range PCR methodology as described
by Sodha N et al. (2002) [25]. Amplified products were submitted to sequencing in
an ABI 3730 automated sequencer using the Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) as described by the

manufacturer. All analysis were performed in duplicates.

Statistical Analysis. SPSS version 15.0 was used for data handling and statistical
analyses. For descriptive analysis, categorical variables were described by their
absolute and/or relative frequencies and quantitative variables were expressed as

mean and standard deviation (SD).

RESULTS

Clinical data of the 59 patients included are summarized in Table Il. The mean age
at recruitment was 48.5 years and the majority of probands were affected with
breast cancer (69.6%). The average prior probability of being a carrier of a BRCA
mutation in the overall sample was 16,0% and 16,4% using the mutation
prevalence tables [26] and the Penn Il model [27] respectively. Among breast
cancer-affected probands (n=41) the overall probability of carrying a BRCA
mutation was 20% and 18.2% using these two models, respectively. The prior

probability of being a germline MMR mutation carrier (MLH1 and MSHZ2 genes)
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using the Premm 1,2 Model [28] was 7.3% in the overall sample and 13.8% among
CRC affected probands.

CHEKZ2 1100delC mutation was identified in one of the 59 (1,7%) individuals
included. The CHEKZ2 1100delC germline mutation carrier is a 61 year-old woman
diagnosed with breast cancer at the age of 52 years, her family matched clinical
criteria for HBCC according to Meijers-Heijboer et al. and Naseem et al. and none
of the other criteria for hereditary breast and colorectal cancer syndromes that
were considered in this study (Fig 1). Proband tumor's characteristics included an
invasive ductal carcinoma histology, HER-2/neu oncoprotein overexpression,

positive staining for progesterone receptor and negative for estrogen receptor.
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Fig 1: a) Pedigree of the patient identified as CHEK2 1100delC mutation carrier.
Cancer-affected individuals are shown in blackened symbols. Arrowhead indicates
proband; current age is indicated in parenthesis. Dx: age at diagnosis; d: age at
death; wt: wild-type. b) Proband’s electropherogram: direct sequencing of CHEK2
exon 10 indicating frameshift after the 1100C position.
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Discussion

A recurrent mutation in the CHEK2 gene (1100delC) was first reported to be an
important cause of breast cancer by Meijers-Heijboer et al. in 2002 [9]. Since then,
numerous studies have documented the prevalence of this single mutation in
breast cancer-affected women from different countries. In a recent meta-analysis
study, Weischer et al. [15] conclude that CHEKZ2 1100delC is an important breast
cancer-predisposing mutation, which increases the risk of developing breast
cancer by three-to five-fold in its carriers. In 2008, Wasielewski et al. [29], found a
frequency of 4.2% of CHEK2 1100delC mutation in 237 patients diagnosed with
Lynch Syndrome , compared with a frequency of 1.0% in population controls,
suggesting a strong association of this specific mutation with familial colorectal
cancer (P=0.002).

In our study, we assessed the CHEKZ2 1100delC mutation among families with
multiple breast and colorectal cancer diagnoses, and we encountered a frequency
of 1.7% (1/59 individuals), which is significantly lower than reported originally by
Meijers-Heijboer et al. [9] in families with similar cancer histories. Several mutation
prevalence studies among HBCC families in different countries point to a frequency
of CHEK2 1100delC below 5% among HBCC families, including studies in
Sweden, Spain and the United Kingdom [30,31,11]. However, in the Netherlands,
the CHEKZ2 1100delC mutation appears to be unusually frequent, this is reflected in
the finding that 4% of women with early onset breast cancer (irrespective of CRC
history in the family) carry CHEKZ2 1100delC . In other northern European
countries, the frequency of the mutation among early-onset BC patients varies from
2.3% (Germany) and 2.5% (Finland). Finally, in certain countries (Spain, Australia)
its frequency seems to be very low [32]. Based on these data, the worldwide
distribution of the CHEKZ2 1100delC mutation is clearly heterogeneous and the
definition of its relevance in different countries should be known before mutation
screening initiatives are considered.

An important finding of our study is that the majority of families with the HBCC

phenotype also fulfilled criteria for other cancer predisposition syndromes, like
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SLF/LFL, Lynch. Considering this fact, we conclude that in our sample of Brazilian
families, recruited from the Southern and Southeastern regions of the country and
with a strong family history of breast and colorectal cancer, CHEK2 1100delC is
not frequent. Further investigations of other CHEK2 mutations and/or mutations in

other cancer predisposition genes are being undertaken in these families.
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Tables

Table I. Clinical Criteria HBCC Syndrome

Meijers-Heijboer (7)

At least two patients with breast cancer who were first- or second-degree relatives and of
whom at least one is diagnosed before age 60 years and

1. At least one patient with breast cancer and colorectal cancer diagnosed at any age; or

2. At least one individual with colorectal cancer diagnosed before age 50 years who was a first-
or seconddegree relative of a patient with breast cancer; or

3. At least two patients with colorectal cancer diagnosed at any age of whom at least one was a

first or second-degree relative of a patient with breast cancer.
Naseem (11)

1. At least one patient with breast cancer and colorectal cancer diagnosed at any age, and an

additional case of BC or CRC in a first- or a second-degree relative,

2. At least one individual with CRC diagnosed before the age of 50 years who was a first- or

second-degree relative of a patient with BC, and the BC was ,50 or there were at least two BCs

in first- or second-degree relatives or

3. At least two patients with CRC diagnosed at any age, of whom at least one was a first- or

second-degree relative of a patient with BC and the BC was ,50 or there were at least two BCs

in first- or second-degree relatives

Suggestive HBCC (in the present study)

1. Atleast one patient with breast cancer and an additional two cases of colorectal cancer at
any age; or

2. At least one patient with colorectal cancer and an additional two cases of breast cancer at
any age.

Table Il. Demographic and Clinical Features of the sample studied, n=59
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Features
Proband
Sex
Female
Origin
RS
SP
RJ
Cancer Type
BC
CRC
Multiple*
Other**
Age of cancer onset
Family
Cancer diagnoses
Number of cancer-affected

generations
Number of CRC cancers
Number of Breast cancers
Total CRC + BC per family
Criteria
Meijer-Heijboer et al.[7]
Naseem et al.[11]
Suggestive
Criteria for other cancer

predisposition syndromes

Lynch
Amsterdam
Bethesda

HBOC
ASCO
NCCN

LFS/LFL
Classic
Chompret
LFL

53

28
14
17

29
12
15

16
28
29
53

7
23

22
25

0
4
29

%

89.8

47.5
23.7
28.8

49.2
20.3
25.5
5.1

271
47.5
49.2
88.3

11.9
39.0

37.3
42.4

6.8
49.2

Mean (Range)

2.8

SD

*BC (n=5), CRC + BC (n=5), CRC + other (n=3), BC + other (n=2).

**Other cancer: one thyroid, one ovary and one endometrium.

LFL included Birch (n=3, 5.1%) and Eeles (n=26, 44.1%) criteria.
Abbreviations: RS, Rio Grande do Sul — Brazil; SP, Sao Paulo — Brazil; RJ, Rio de Janeiro — Brazil;

HBOC, Hereditary Breast and Colon Cancer; LFS, Li Fraumeni syndrome; LFL, Li Fraumeni Like.
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10

11

12

13

HBCC
Criteria

M-H+
Naseem

M-H+
Naseem

Naseem

M-H+
Naseem

Suggestive

Suggestive

Naseem

Naseem

M-H+
Naseem

Suggestive

Suggestive

Suggestive

Suggestive

Others Syndromes
Criteria

HNPCC (Bethesda) + LFL
(Eeles1)

Lynch (Bethesda) +

LFL (Eeles1, Eeles2, Birch)

HBOC(NCCN),
Lynch (Amsterdam and
Bethesda)
HBOC (NCCN)

Lynch (Bethesda)
HBOC (NCCN, ASCO)

Lynch (Bethesda)

LFS (Eeles1)

Lynch (Amsterdam,
Bethesda);
HBOC (ASCO); LFS
(Eeles1)

HBOC (NCCN)

HBOC (ASCO)

Proband cancer site

Breast
(F-47)

Breast
(F-42)

Breast
(F-43),
CRC (F-48)

CRC (F-42)

BBC (F-39,F-48)

Breast (F-38)
Breast (F-61)
and CRC (F-68)
BC (F-45)
CRC (F-49)

CRC (F-38)
BBC
(F-47, F-49)

CRC (M-62)
Prostate (58)

Bil BC
(F-34, F-44)

BC (F-75)

Other cancer diagnoses relatives (by site)

Breast (F-51, F-80, F-70, F-50); CRC (M-ND, F-69);
Lung and Breast (F-72); Gastric (M-ND, M-ND);
Bladder(M-ND); Unknown (F-ND)

BBC (F-45, F-65); CRC (M-50, M-70);

Uterine and Ovarian (F-40); Esophageal and Gastric (M-
ND); Carcinoma Basocel ( F-ND)

Melanom (F-47); Leukemia (M-6); CRC (F-73); Bladder
(F-65)

Skin and Breast (F-43); Carcinoma Basocel (M-60);
Lung( M-62, M-78, M-73, M-ND, M-ND); Skin (F-38, F-
ND);

Breast (F-<50, F-62); Prostate (69); Stomach ( M-70, ND-
ND);

Liver (F-38); Throat (M-46); Sarcoma (F-19);

Eye (F-ND)

Liver (M-ND); Uterus (F-32); CRC (F-60, F-57);
Stomach (F-ND)

Breast (F-37); CRC (M-ND); Ovary (F-38)
Breast (F-30, F-42, F-90, F-ND, F-ND);
Gastric (M-68); Throat (M-60); Uterus (F-ND)
CRC (F-48); BC (F-40); Lung (M->60);
Liver (M->70)

CRC (M-52); BC (F-52, F-40);

Gastric (F-ND); Head/Neck (M-ND)

BC (F-<50, F-51, F-47, F-45);
Leukemia (M-23); Stomach (M-ND); CRC (F-ND)

Stomach (M-70, F-50); BC (F-50, F-80, F-58);
Uterus (70, <50, ND); Lung (M-ND); Throat (M-ND)

BC (F-ND); CRC (F-75); Stomach (M-45)

CRC (M-64); BC (F-60, F-60, F-63, F-68);
Endometrium (70); Uterus (84); Ovary (>70)
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14
15

16

17

18
19
20

21
22

23

24

25

26

27

28

29

30

Suggestive
Naseem

Suggestive

Suggestive

M-H+
Naseem

Suggestive
Naseem

Suggestive
Naseem

Naseem

Suggestive

M-H+
Naseem

Naseem

M_H+
Naseem

Suggestive

Suggestive

Suggestive

HBOC (ASCO, NCCN)
LFS (Eeles1)
HBOC (ASCO, NCCN)

Lynch (Bethesda)
LFS (Eeles1)

HBOC (ASCO, NCCN)
LFS (Eeles1)

LFS (Eeles1)

LFS (Eeles1)

Lynch (Bethesda)
LFS (Birch, Eeles1 e 2,
Chompret)

Lynch (Bethesda)
HBOC (ASCO, NCCN)
LFS (Eeles1)

Lynch (Bethesda)
LFS (Eeles1)

Lynch (Bethesda)
HBOC (ASCO, NCCN)

LFS ( Eeles1)

Lynch (Amsterdam)
LFS (Birch, Eeles1)
Lynch (Bethesda)
LFS (Eeles1)

BC (F-37)
BC (F-44)

CRC (F-72)

BC (F-44)

BC (F-52)
Bil BC (F-65)
BC (F-55)

CRC (F-70)

BC (F-50)
Prostate (63)
Sarcoma (36)

CRC (55)

BC (70)

BC (F-49)

BC (F-56)
CRC (F-60)

BC (F-31)

BC (F-44)

CRC (M-53)

CRC (M-63)

Ovary (61); BC (F-40, F-39); Leukemia (F-53, M-19); CRC
(M-72)
CRC (M-28); BC (F-38); Liver (F-46, F-60)
Uterus (50); CRC (F-35, M-13, F-60); BC (F-60);
Prostate (-ND, -ND); Pancreas (F-ND);

Liver (F-ND, F-40); Ovary (68); Esophagus (M->70)
BC (F-32, F-49); BBC (F-40, 55); Gastric (M-ND, M-ND,
M-ND);

CRC (M-ND); Esophagus (M-12)

Lung (M-62), Uterus (64, 25, 41); BC (F-25); CRC (F-68)

BC (F-ND, F-36, F-82); Lung (F-ND); CRC (M-ND),
Leukemia (M-ND)
BC ( F-50, F-40); CRC (F-79, F-37); Prostate (ND); Uterus
(84)
BBC (F-70); BC (F-45); Abdominal (M-ND, M-ND, F-ND,
F-ND)
CRC (M-65, F-48, F-64)

BC (F-29); CRC (M-38)

BBC (F-36); BC (F-70); CRC (F-52)

CRC (F-30, M-ND); Ovary (40); BC (F-<50)
Esophagus (F-79); Lung (M-ND, M-ND, M-ND)
Liver (M-60), Leukemia (M-19)

Lymphoma Hodgkin (F-19); CRC (M->50, F-33);
Gastric (M-38, F->50); BC (F-48); SNC (M-53); Liver (M-
74); Pituitary Gland (M-78); Melanom (F-65)

BC (F-37, F-31, F-39, F-36, F-ND, M->50, F->50);
CRC (F->50); Stomach (M->50)

BC (F-46, F-43, F-73); Melanom (F-36); Ovary (17); CRC
(F-60);

Lip (M-ND); Skin (M-70); Face (M-ND, M-ND), Uterus(60),
Prostate (80); Esophagus (M-50)

BC (F-80, F-49); Stomach (M-50, M-70);
Leukemia (ND-4); Skin (M-85);Kidney (M-60)

BC (F-70); CRC (F-30); Leukemia (M-52);
Stomach (-70); Eye (M-ND); Throat (M-ND)
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31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46
47

M-H+
Naseem

Suggestive

M-H+
Naseem

Suggestive

Naseem
Naseem

Suggestive
Suggestive
Suggestive
Suggestive
Suggestive

Suggestive
Naseem
M-H
Naseem

M- H

Naseem

HBOC (ASCO, NCCN)

Lynch
(Amsterdam, Bethesda)

HBOC (ASCO, NCCN)

HBOC (ASCO, NCCN)

Lynch (Amsterdam)
LFS (Eeles1)

Lynch (Bethesda)
HBOC (ASCO)

Lynch (Bethesda)
HBOC (NCCN)
Lynch (Bethesda)
HBOC (NCCN)
HBOC (ASCO, NCCN)
LFS (Eeles1)
HBOC (ASCO, NCCN)
LFS (Chompret)
HBOC (ASCO, NCCN)
LFS (Chompret)

HBOC (ASCO, NCCN)
Lynch Bethesda
LFS (Eeles1)

LFS (Eeles1)

HBOC (ASCO, NCCN)
Lynch (Amsterdam,

BC (F-41)
CRC (F-40)

BC (F-38)

BC (F-47),
Endometrium (53)
CRC/Hybrid
(M-45)

CRC (F-45)
BC (F-45)

CRC (F-39)
Ovary (43)

BC (F-40)
BC (F-47)
BC (F-44)

BBC
(F-39, F-50)
CRC (F-44)

BC (F-46)
Thyroid (F-ND)

BC (F-48)
CRC (F-50)

BC (F-32, F-35, F-28, F-<50); CRC (M-50); Kidney (M-

ND);

Lung (M-ND, M-ND); Spinal Cord (M-ND)

CRC (M-58); Gastric (M-45, M-49); Esophagus (M-47); BC
(F-52)
BC (F-36, F-62, F-25, F-ND); Uterus (M-ND);
CRC (M-48, M-ND, M->50);
Ovary (ND); Prostate (ND); Head (M-ND)

BC (F-41); CRC (F-ND, M-ND)

BC (F-40, F-<50); CRC (F-60, F-63, F->70, F->70);
Gynecologic (F-60, F-37); Stomach (M-42); Prostate (71)
BC (F-46, F-84); BBC (F-41); CRC (M-97, M-ND); Gastric

(F-89); Lung (M-ND); Larynx (M-ND);
Vocal Folds (M-ND); Endometrium (ND)
BC (M-76); Uterus (50, 65); CRC (F-35); Sarcoma (F-50);
Lung (M-60); Ovary (65)

CRC (F-50); BC (F->50)
BC (F-39, F-40); CRC (F-67); Lymphoma Hodgkin (M-60)

Ovary (46, 30), BC (F-40); CRC (F-60)
BC (F-28, F-47); Lung (M->70); CRC (M-ND)

BC (F-<50, F-70); Uterus (>30); CRC (M-60)

Uterus (40, 53); BC (F-50); CRC (F-ND); Esophagus (M-
60);
Spinal Cord (M-60); Leukemia (F-52)
Skin (M-59); CRC (F-50); Prostate (>70); BC (F-63, F-
>60)
Central nervous system (M-ND); Skin (M-ND, F-ND);
Prostate (>50);
CRC (M-ND, M -59); BC (F-46)
BC (F-70, F-55, F-50, F-65); BBC (F-ND); CRC (F-ND, M-
60)
BC (F-55, F-ND); CRC (F-30,
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48

49

50

51

52
53

54

55

56

57

58

59

Suggestive
M-H+
Naseem

M-H+
Naseem

M-H+
Naseem

Suggestive
Suggestive

Naseem

Suggestive

M-H+
Naseem

M-H+
Naseem

Suggestive

Suggestive

Bethesda)

HBOC (NCCN)
HBOC (ASCO, NCCN)

Lynch (Bethesda)

LFS (Eeles1)

LFS (Eeles1)
HBOC (ASCO, NCCN)
LFS (Eeles1)

Lynch (Amsterdam,
Bethesda)
LFS (Eeles1, Chompret)

LFS (Eeles1)

Lynch (Bethesda)
HBOC (ASCO, NCCN)

Lynch (Bethesda)
HBOC (ASCO, NCCN)

Bethesda

HBOC (ASCO, NCCN)

BC (F-43)
BC (F-49)
CRC (56)

BBC (F-43)

BC (F-55)
Hybrid (F-61)

BC (F-61)
BC (M-73)

CRC (F-71)

BC (F-36)

BC (F-48)

Ovary (52)

Endometrium (45)

BC (F-29)

F-42);
Stomach (M-83); Glioblastoma (F-20)
Skin (M-ND, M-ND, M-ND, M-17); BC (F-<50, F-68, F-53);
CRC (M-57), Stomach (M-78)
CRC (F-75, M-50); BC (F-53,
F-43, F-67);
Gastric (M-56)
BC (F-54, F-43, F-ND, F-ND,
F->44); Uterus (65);
CRC (M->60, F-56, M-ND, M-ND, M-ND, F->80);
Pituitary Gland (M-42); Esophagus (->50)

BC (F-43, F-64); CRC (F-50); Hybrid (F-44);
Esophagus (M-ND, M-ND, F-64, M-ND); Throat(M-ND);
Pancreas (M-32)

BC (F-41); CRC (M-52)

BC (F-63, F-52, F-49, F-<50); CRC (M-72); Lung (F-45);
Prostate (66, ND); Liver (F-72); Spine Cord (M-56);
Testicle (ND)

BC (F-<50); Skin (M-ND, F-ND); CRC (F-60); Stomach(M-
41, F-60);

Lymphoma (F-ND, M-ND); Leukemia (F-ND); SNC (M-33,
M-ND)

BC (F-61, F-48, F-45); CRC (M-65); Prostate(60)
Gastric (F-57); Hybrid (F-ND)

CRC (F-36); BC (F-36)

BC (F-36, F-44, F-45, F-44, F-62); CRC (M-ND, F-45, F-
69);
Stomach (M-ND, M-68); Lung (M-ND), Uterus (62, ND, 78)
Ovary (66, 76); Throat (M-ND)
Skin (F-ND), CRC (F-ND, M-ND, M-69);
BC (F-38, F-ND); Testicle (ND)
BC (F-26, F-50, F-47, F-43); Bone (M-53, M-77);
Liver (M-57, M-59); CRC (M-66)

Abbreviations: BBC, Bilateral Breast Cancer; BC, Breast Cancer; CRC, Colorectal Cancer; F, Female; M, Male; ND: Non
Determined.



6. CONSIDERAGOES FINAIS

As consideragdes finais desta dissertacdo serao descritas de acordo
com os objetivos propostos.

O objetivo principal deste estudo foi estimar a frequéncia da mutagao
1100delC no gene CHEKZ2 em uma amostra composta por individuos
brasileiros em risco para cancer de mama e coélon hereditarios. Encontramos
uma frequéncia da mutacdo 1100delC no gene CHEKZ2 de 1,7%. Esta
frequéncia é significativamente menor do que a observada nos estudos
originais que relacionam a mutagdo ao fendtipo de sindrome HBCC na
Holanda. No entanto, em outros estudos de frequéncia da mutagcado entre
familias HBCC, como a de Nasseem e cols. (2006) com familias inglesas e
Isinger e cols. (2006) com familias suecas, as frequéncias de mutacdo CHEK?2
1100delC foram similares aquela encontrada aqui, com valores de 1% e 2,5%,
respectivamente.

Apesar de apenas um individuo apresentar a mutagdo 1100delC no
gene CHEKZ2 na amostra total de 59 pacientes estudados, identificamos uma
outra alteracdo no sequenciamento do exon 10 em 23,7% dos pacientes
(14/59) ndo descrita anteriormente. Observamos esta variante de sequéncia
em uma regido localizada aproximadamente 100 pares de bases apos a regiao
de interesse, e ocorre uma alteracdo no padrdao do eletroferograma com
alteracao de fase, o que reflete provavelmente uma deleg¢ao ou inser¢gao de um
pequeno numero de bases. Continuaremos a investigacdo para elucidar as
caracteristicas dessa variante de sequUéncia por sequenciamento

individualizado de cada um dos alelos do gene em cada um dos 14 pacientes
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apos clonagem. Uma vez definida qual a variagao exata, faremos uma analise
de segregacao nas familias afetadas recrutando o maior niumero possivel de
familiares afetados e nao-afetados por cancer em cada uma delas. Finalmente
sera investigada a ocorréncia de perda de heterozigosidade no tumor de alguns
dos individuos portadores dessa variante.

Em relagdo ao primeiro objetivo especifico, as familias foram analisadas
de acordo com critérios clinicos para as sindromes HBOC, SLF, SLF-Like e
Lynch. A grande maioria das familias (88,3%), preenchia critérios clinicos para
outras sindromes. Este dado demonstra que estas familias possuem um risco
genético para outras sindromes hereditarias, e indicagdo para investigacao
molecular de outros genes, e que existe uma sobreposig¢ao fenotipica entre as
diferentes sindromes hereditarias que envolvem cancer de mama e célon.

Em relagdo ao segundo objetivo especifico, foram realizados testes de
predicao de risco para mutagdes em MLH1, MSH2 , BRCA1 e BRCAZ2 através
de modelos disponiveis na literatura. Para os genes MMR associados a
sindrome de Lynch, a probabilidade média estimada da amostra para mutacgdes
calculada através do modelo PREMM 1,2 foi de 7,3%. Para os genes BRCA1 e
BRCAZ2, relacionados a sindrome HBOC, e utilizando o modelo PENNII e as
tabelas de frequéncia de mutacao do Laboratério Myriad a probabilidade média
estimada de mutagdo na amostra foi proxima de 15%. Concluimos que estas
ferramentas podem auxiliar na indicacdo do teste molecular para confirmagao
de suspeita clinica de outras sindromes de predisposicdo ao cancer nestas
familias.

As técnicas de PCR e sequenciamento foram padronizadas, permitindo

no futuro oferecer estas analises como apoio diagndstico em nossa instituicao.
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Para os membros da familia do individuo portador da mutagao foi oferecido o
teste molecular e aconselhamento genético. Em uma primeira etapa, o teste foi
oferecido em sessdo de aconselhamento genético aos filhos e irmaos da
pacientes portadora da mutacado. Entre os dois filhos com idade acima de 18
anos, somente a filha optou por realizar o teste preditivo, sendo efetivamente
identificada a mutacdo. Ela sera agora encaminhada para um programa
especifico de rastreamento para cancer de mama e colon. Nenhum dos
irmaos/irmas da paciente se mostrou interessado em realizar o teste genético
no momento.

Em nosso estudo, concluimos que a frequéncia encontrada nesta
amostra foi de 1,7%, e que devido a este dado, outras mutagdes em CHEK?Z2 e
em outros genes devem ser analisados para tentar explicar o grande numero
de familias com multiplos diagndsticos de CM e CCR diagnosticados em idade

jovem no Brasil.
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7. PERSPECTIVAS

Investigagcbes subsequentes com as familias estudadas aqui poderiam
ser realizadas e incluem:

1) analise da mutagdo R337H no éxon 10 do gene TP53 de todas as
familias pela recente associacdo de cancer de célon ao fenétipo SLF/LFL em
familias brasileiras;

2) analise de mutagdes germinativas de TP53 em familias com criétrios
para SLF/LFL;

3) analise de mutag¢des germinativas de MLH1 e MSH2 em familias com
critérios para a sindrome de Lynch;

4) analise de mutagdes germinativas de BRCA1 e BRCA 2 em familias

com critérios para a sindrome HBOC.
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8. ANEXOS

8.1 Anexos Referidos na Revisao Bibliografica

8.1.1 Critérios clinicos para a Sindrome de Predisposi¢cao ao Cancer de
Mama e Ovario: ASCO e NCCN.

Critérios ASCO(American Cancer Society)
*Trés ou mais casos de cancer de mama e um caso de cancer de ovario em qualquer idade ou;

*Mais de trés casos de cancer de mama < 50 anos ou;

*Par de irméas (ou mée e filha) com um dos seguintes critérios (< 50 anos):
++ dois casos de cancer de mama; ou
++ dois casos de cancer de ovario; ou

*Um caso de cancer de mama e 1 caso de cancer de ovario
Critérios NCCN (National Comprehensive Cancer Network)
Caso for familiar (ou seja se a paciente nao tem cancer) usar “e/” antes do critério.

eFamilia com mutagao detectada em BRCA7T ou BRCA2
*Histodria pessoal de cancer de mama associada a um ou mais dos seguintes:
eediagnéstico antes dos 40 anos
eediagnostico antes dos 50 anos ou 2 tumores primarios de mama (bilateral ou ispilateral)
associado com um ou mais casos de cancer de mama < 50 ou um caso de céncer de
ovario
sediagndstico em qualquer idade, com 2 familiares préximos com cancer de mama e/ou
ovario em qualquer idade
eefamiliar do sexo masculino com cancer de mama
shistoria pessoal de cancer de ovario
esascendéncia étnica associada a uma alta frequéncia de mutagdes deletérias
(ex.ascendéncia Ashkenazi)
« Historia pessoal de cancer de ovario
e Histéria pessoal de cancer de mama em homem particularmente se um ou mais dos
seguintes:

«sfamiliar do sexo masculino com cancer de mama

esfamiliar do sexo feminino com cancer de mama e/ou ovario.
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8.1.2 Modelo de Probabilidade de mutagao em BRCA71 e BRCA2 - Penn Il
mecn] UNIVERSITY OF
PENNSYLVANIA
Abramson Cancer Center

The Penn II Risk Model-
'What is the Penn II Model?

This model can be used to predict the pre-test probability, or prior
probability, that a person has a BRCA1 or BRCA2 mutation. In general,
individuals with at least a 5-10% chance of having a mutation in either gene
are considered good candidates for genetic testing.

This model does not predict breast cancer risk. It focuses only on the

chance that an individual has inherited a mutation in BRCA1 or BRCA2.

Instructions for use

. Please answer the following questions.

. Information from a single lineage in the family should be used and
restricted to three generations.

. If there is cancer history present on both the maternal and paternal sides,
each lineage should be entered separately.
Since this model depends on the family history being accurate, attempts
should be made to confirm the family history with pathology reports,
epecially for cases of ovarian cancer

. Further information can be found by clicking the icon

Part A. Select the Side of the Family in Question: © Maternal o Paternal
Part B. Please provide Following Information:

1. Presence of Ashkenazi Jewish ancestry? " no a yes

2. Number of women in family diagnosed with both breast and ovarian cancer? (0-
100)

3. Number of individual women in family diagnosed with ovarian or fallopian tube
cancer in the absence of breast cancer? (0-100)

4. Number of breast cancer cases in family diagnosed in individuals under the age

of 502 (0-100)
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5. What is the age of the youngest breast cancer case? (18-130)

6. Presence of mother-daughter breast cancer diagnosis in family? * no yes
7. How many individuals with bilateral breast cancer in family? (0-100)
8. Number of male breast cancer diagnoses in family? (0-100)

. . . v "
9. Presence of pancreatic cancer in family? no yes

10. Number of prostate cancer diagnoses in family? (0-100)

Part C. Closest Relative with Breast or Ovarian Cancer: : Aunt/Uncle First Cousin

Grandparent/Grandson/Granddaughter Sibling/Parent/Child The

Patient/Proband Unknown

Part D. Patient Information (Optional- for use on report only):
1. Patient's first name

2. Patient's last name

3. Patient's age

4. Clinic location
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8.1.3 Tabelas de Prevaléncia de Mutagcao do Laboratério Myriad

1. The Prevalence of Deleterious Mutations in BRCA1 and BRCA2 (Excludes Individuals of Ashkenazi Ancestry)

Family History (Includes at least one first or second degree relative)

Mo breast Breast cancer <50 Breast cancer <50  Ovarian cancer at Ovarian cancer in Breast cancer
cancer <50, or  in one relative; no in more than one any age in one more than cne <50 and ovarian
ovarian cancer,  ovarian cancer in relative; no ovarian  relative; no breast  relative; no breast cancer at any
inany relative.”  any relative. cancer in any cancer <50 in any cancer <50 inany  age. '
Patient's History relative. relative. relative.
No breast cancer
or ovarian cancer 28% 4.5% 8.7% 5.6% 9.6% 12.2%
at any age
Breast cancer > 50 29% 5.3% 11.4% 6.4% 12.2% 15.9%
Breast cancer <50 6.8% 15.8 % 30.1% 16.9% 27.3% 39.2%
Male breast cancer 12.8% 21.8% 41.9% 20.0% 40.0%* 61.9%
Ovarian cancer at
any age, no breast 8.8% 23.1% 42.3% 21.1% 33.2% 46.5%
cancer
Breast cancer =50
and ovarian cancer 17.6% 26.1% 46.2% 30.3% 46.2% 60.0%
at any age
Breast cancer <50
and ovarian cancer 39.1% 53.9% 67.2% 66.0% 70.8% 79.0%
at any age
T May include families with breast cancer =50 (in women or men). Number of observations in Table 1is 49149
™ Includes family members with either or both diagnoses. “N<20
2. The Prevalence of Deleterious Mutations in BRCA1 and BRCAZ2 in Individuals of Ashkenazi Ancestry
Family History (Includes at least one first or second degree relative)
No breast Breast cancer <50 Breast cancer <50  Ovarian cancer at Ovarian cancer in Breast cancer
cancer <50, or  in one relative; no in more than one any age in one more than one <50 and ovarian
ovarian cancer, ovarian cancer in relative; no ovarian  relative; no breast  relative; no breast  cancer at any
in any relative.”  any relative. cancer in any cancer <50 in any cancer <50 inany  age T
Patient's History relative. relative. relative.
No breast cancer
Of ovarian cancer 6.9% 13.7% 19.9% 15.6% 23.6% 27.5%
at any age
Breast cancer > 50 4.4% 9.4% 11.3% 15.8% 20.0% 19.9%
Breast cancer <50 12.0% 24.2% 38.3% 38.8% 59.2% 51.4%
Male breast cancer 15.0% 30.8% 0.0% * 40.0% * 100.0% * 70.0% *
Owarian cancer at
any age, no breast 222% 37.0% 60.6% 42.0% 43.2% 72.3%
cancer
Breast cancer =50
and ovarian cancer 29.5% 64.3% * 50.0% * 50.0% * 100.0% = 63.6% *
at any age
Breast cancer <50
and ovarian cancer 71.1% 88.9% * 80.0% * 90.9% * 100.0%* 75.0%*
at any age
T May include families with breast cancer >50 (in women or men). Mumber of observations in Table 2 is 15345
™ Includes family members with either or both diagnoses. “N<20

Table 2 includes individuals that tested for MultiSite3, which may have been for a known mutation in the family
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8.1.4 Critérios clinicos para a Sindrome de Li-Fraumeni: Classicos,
Birch, Eeles e Chompret.

Critérios Classicos Li & Fraumeni et al., 1988

*Paciente indice diagnosticado com sarcoma antes dos 45 anos e
eFamiliar de primeiro grau com cancer antes dos 45 anos e

eFamiliar de primeiro ou segundo graus com qualquer tumor diagnosticado antes dos 45 anos

ou com sarcoma em qualquer idade.
Critérios Birch (utilizados em familias que nao possuem critérios classicos)

*Cancer na infancia ou sarcoma, tumor do sistema nervoso central ou cancer adrenocortical
antes dos 45 anos e

eFamiliar de primeiro grau ou segundo grau com cancer tipico da LFS (sarcoma, cancer de
mama, tumor do sistema nervoso central, cancer adrenocortical ou leucemia) em qualquer
idade e

*Familiar de primeiro ou segundo grau com qualquer cancer antes dos 60 anos.
Critérios Eeles

Eeles 1. Presencga de dois familiares de primeiro ou segundo grau com cancer tipico da LFS
em qualquer idade (sarcoma, cancer de mama, tumor SNC, leucemia, cancer adrenocortical,

melanoma, cancer de préstata, cancer pancreatico).

Eeles 2. Sarcoma em qualquer idade no probando com dois dos seguintes tumores (podendo
estar presentes no mesmo individuo) cancer de mama <50 anos e/ou cancer tipico da LFS

aos <60 anos ou sarcoma em qualquer idade.
Critérios Chompret

*Sarcoma, tumor do sistema nervoso central, cAncer de mama ou cancer adrenocortical antes
dos 36 anos e

s Familiar de primeiro grau ou segundo grau com cancer antes dos 46 anos ou

e+ Familiar com multiplos tumores primarios em qualquer idade
* (ou) Multiplos tumores primarios, incluindo dois tumores que sejam do tipo sarcoma, tumor
do sistema nervoso central, cancer de mama ou cancer adrenocortical, com o primeiro tumor
diagnosticado antes dos 36 anos, independente da histéria familial.

* (ou) Cancer adrenocortical em qualquer idade e independente da histéria familial.
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8.1.5 Modelo de probabilidade de mutacao nos genes MLH1 e MSH2 -
PREMM 1,2.

Contact Us En Espaiiol

DANA-FARBER

CANCER INSTITUTE

-

: ) 4 a .
,[ PatientCare | Research | Cancerinformation rllawtu}lela ,r About Dana-Farber l

Dedicated to Discovery.
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Lynch Syndrome (Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer)

PREMM1,2 Model: Prediction Model for MLH1 and MSH2 Gene Mutations

The PREMM1,2 model is a clinical prediction rule designed to be used by healthcare professionals to
estimate the probability that an individual carries a mutation in MLH1 or MSH2. Mutations in these genes
are found in most patients with the Lynch syndrome.

Proband Information ("Proband” refers to the individual being evaluated. Ideally,

this individual should have a cancer or adenoma diagnosis.)

How many separate colorectal cancers has the proband had?

~
None

~
One

~
Two or more

If one, what was the age at diagnosis?
(if unknown, estimate)

Has the proband had colonic adenoma(s)?

r~
Yes

~
No

What was the youngest age at diagnosis?
(if unknown, estimate)

Has the proband had endometrial cancer?

~
Yes

~
No

What was the youngest age at diagnosis?
(if unknown, estimate)

Has the proband had another HNPCC-associated cancer?

~
Yes

~
No
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(Other HNPCC-associated cancers include ovary, stomach, small intestine, urinary tract/kidney, bile ducts,
glioblastoma multiforme, sebaceousgland tumors, and pancreas.)

Relatives Information - First Degree (Only from affected side of family)

How many first-degree relatives
have had colorectal cancer?

None
~
One
Two or more
If one, what was his/her age at diagnosis?

(if unknown, estimate)

If two or more, what was the youngest age at diagnosis?
(if unknown, estimate)

How many first-degree relatives have had endometrial cancer?

None
~
One
~
Two or more

If one, what was her age at diagnosis?
(if unknown, estimate)

If two or more, what was the youngest age at diagnosis?
(if unknown, estimate)

Have any first-degree relatives had another HNPCC-associated cancer?

~
Yes

~
No

Relatives Information - Second Degree (Only from affected side of family)

How many second-degree relatives have had colorectal cancer?
None

~
One
Two or more

If one, what was his/her age at diagnosis?

(if unknown, estimate)
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If two or more, what was the youngest age at diagnosis?
(if unknown, estimate)

How many second-degree relatives have had endometrial cancer?

None
~
One
~
Two or more

If one, what was her age at diagnosis?
(if unknown, estimate)

If two or more, what was the youngest age at diagnosis?
(if unknown, estimate)

Have any second-degree relatives had another HNPCC-associated cancer?

~
Yes

~
No

Calculate Clear All

Predicted Probability of Mutation

If the Predicted Probability of Mutation is more than five percent, please consider a genetic
evaluation for your patient. You may refer your patient to our Cancer Risk and Prevention Clinic, by
calling (617) 632-2178 to schedule a clinic appointment. If you are not in the Boston area, please
contact a cancer center nearest you, and they may be able to refer you to a genetics program in
your area.

Additional Information

We developed the Prediction of MLH1 and MSH2 Mutations model (PREMM1,2) as a web-based tool for
clinicians evaluating patients at risk for Lynch Syndrome. For those investigators who want to use the
equation on which the model is presented, please consider the clarifications summarized in this table to
ensure that the correct values are obtained, and/or check the results with those obtained with this excel
spreadsheet.
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8.1.6 Critérios clinicos para a Sindrome de Lynch: Amsterdam (l),
Amsterdam (ll), Bethesda e Bethesda Modificado.

Critérios de Amsterdam (I)

*Pelo menos 3 membros da familia afetados por CCR:
*« Um dos afetados deve ser parente em primeiro grau dos outros dois.
*sPelo menos duas geracdes sucessivas devem ser afetadas.
*«Pelo menos um tumor deve ser diagnosticado antes dos 50 anos de idade.
++0 diagnostico de Polipose Adenomatosa Familiar deve ser excluido.

++Os tumores devem ser verificados através de exame histopatoldgico.
Critérios Modificados de Amsterdam (ll)

*Pelo menos 3 membros da familia afetados por CCR ou tumor associado a sindrome de
Lynch: cancer de endométrio, intestino delgado, ureter ou pélvis renal.
*sUm dos afetados deve ser parente em primeiro grau dos outros dois.
*+Pelo menos duas geracdes sucessivas devem ser afetadas.
**Pelo menos um tumor deve ser diagnosticado antes dos 50 anos de idade.
++Q diagnostico de Polipose Adenomatosa Familiar deve ser excluido.

++Os tumores devem ser verificados através de exame histopatoldgico.
Critérios de Bethesda

eIndividuos com dois tumores do espectro Lynch incluindo: CCR sincrénico ou metacrdnico, ou
cancer extracolonico (endométrio, intestino delgado, de células transicionais de pélvis renal ou
ureter).

¢Individuos com CCR e um parente em primeiro grau com CCR e/ou cancer extracolénico do
espectro Lynch e/ou adenoma colorretal; um dos casos de cancer diagnosticado antes dos 45
anos de idade, e 0 adenoma diagnosticado antes dos 40 anos de idade.

eIndividuos com CCR ou CE diagnosticado antes dos 45 anos de idade.

*Individuos com CCR no colon direito com padréo histopatoldgico indiferenciado diagnosticado
antes dos 45 anos de idade.

eIndividuos com CCR e tipo celular em anéis de sinete, diagnosticado antes dos 45 anos de
idade.

Individuos com adenoma diagnosticados antes dos 45 anos de idade.

Critérios de Bethesda Modificados
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eIndividuos com diagnéstico de CCR antes dos 50 anos de idade.

*Presenca de tumores sincrénicos ou metacronicos colorretais ou do espectro Lynch
(endométrio, estbmago, ovarios, pancreas, ureter, pélvis renal, trato biliar, tumores cerebrais,
adenomas das glandulas sebaceas, ceratoacantomas da Sindrome Muir-Torre e carcinoma do
intestino delgado), independente da idade ao diagndstico.

eIndividuos com CCR com histologia IMS-H* diagnosticado antes dos 60 anos de idade.
eIndividuos com CCR com um ou mais parentes em primeiro grau com tumor do espectro
Lynch, sendo um dos casos diagnosticado antes dos 50 anos de idade.

eIndividuos com CCR e dois ou mais parentes em primeiro ou segundo grau com tumor do

espectro Lynch, independente da idade.

*Alta instabilidade de microssatélites
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8.1.7 Critérios clinicos para a Sindrome de Predisposicao Hereditaria ao
Cancer de Mama e Célon de acordo com os seguintes autores: Abajo et

al., Meijers-Heijboer et al. e Nasseem et al.

Abajo et al. (2005)
Preencher um dos critérios abaixo e pelo menos um dos critérios adicionais:

1. Dois parentes em primeiro grau com cancer de mama diagnosticados antes dos 50 anos; ou

2. Uma mulher com cancer de mama e ovario concomitantes; ou
3. Uma mulher com cancer de mama bilateral; ou

4. Uma mulher com diagnostico de cancer de mama antes dos 35 anos.

Critérios adicionais:

1.Um individuo com diagndstico de cancer colorretal antes dos 50 anos; ou
2. Dois parentes em primeiro grau com cancer colorretal em qualquer idade; ou

3. Uma mulher com diagnéstico de cancer de mama e colorretal concomitantemente
Meijers-Heijboer et al. (2003)

Pelo menos dois individuos com céncer de mama, familiares de 1° ou 2° grau com pelo menos um

diagndstico < 60 anos e, adicionalmente:

1. Pelo menos um individuo com cancer de mama e de coélon diagnosticados em qualquer idade; ou

2. Pelo menos um individuo com cancer colorretal < 50 anos, familiares de 1° ou 2° grau de um

individuo com cancer de mama; ou

3. Pelo menos dois individuos com cancer colorretal diagnosticados em qualquer idade e pelo

menos um familiar de 1° ou 2° grau com cancer de mama.
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Nasseem et al. (2006)

1. Pelo menos um paciente com cancer de mama e cancer colorretal diagnosticados em qualquer
idade, e um caso adicional de cancer de mama ou cancer colorretal em um familiar de 1° ou 2°

grau; ou

2. Pelo menos um paciente com cancer colorretal < 50 anos, com um familiar de 1° ou 2° grau com
cancer de mama < 50 anos ou com pelo menos dois familiares 1° ou 2° grau com cancer de mama;

ou
3. Pelo menos dois pacientes com cancer colorretal diagnosticados em qualquer idade, com pelo

menos um familiar de 1° ou 2° grau diagnosticado com cancer de mama < 50 anos ou com pelo

menos dois familiares de 1° ou 2° grau diagnosticados com cancer de mama.
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8.2 Protocolos e Documentos

8.2.1 Protocolo de extragcao de DNA

Protocolo Extragao de DNA pelo Método d Puregene

Reagentes:
Solugao de Lise RBC 5 mM MgCl.
1 mM EDTA pH 8,0
Solugédo de Lise Celular 10 mM Tris pH 7,5
1 mM EDTA pH 8,0
1% SDS
Solugao de Precipitagao de Proteina 7,5 M NH.Ac
Outros Agentes Utilizados Isopropanol 100%

Etanol 70%
Tampao TE 1X
RBC 0,5ml-MgCl; 1M
0,2ml-EDTAOQ,5M
dHO -g5p 100 ml
CLS Tml-Tris1M
0,2ml-EDTA05M
10 ml - SDS 10%
dH,0 - gsp 100

Etapa 1 — Lise Celular

1-Adicionar 3 ml de sangue total a um tubo falcon de 15 ml contendo 9 ml da solugéo
de lise RBC. Inverter o tubo e incubar a temperatura ambiente por 10 minutos. Inverter
pelo menos uma vez mais durante a incubagéo;

2-Centrifugar por 10 minutos a 3400 rpm (2000g). Remover o sobrenadante deixando
um pellet visivel de células brancas e 100-200 ul de liquido residual;

3-Vortexar o tubo vigorosamente para ressuspender as células brancas no
supernadante residual, o que facilita em muito a lise na etapa seguinte;

4-Adicionar 3 ml da solucdo de lise celular ao tubo contendo as células
ressuspendidas e misturar com pipeta de transferéncia diversas vezes até a solugao
ficar homogénea. Apds misturar, nenhum residuo celular (ou aglomerado de células)
deve ser visivel. Se houverem residuos, incubar a 37°C até a solucdo ficar
homogénea. A amostra é estavel se armazenada nessa solucdo a temperatura
ambiente por 18 meses;
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Etapa 2 — Precipitagao da Proteina

1-Resfriar a amostra até a temperatura ambiente;
2-Adicionar 1 ml da solugao de precipitacdo de proteina ao lisado celular;

3-Vortexar vigorosamente por 20 segundos para misturar a solugdo uniformemente
com o lisado celular;

4-Centrifugar a 3400 rpm por 10 minutos. As proteinas precipitadas formarao um pellet
marrom escuro e compacto;

Etapa 3 — Precipitagcao do DNA

1-Transferir o sobrenadante contendo o DNA para um tubo falcon de 15 ml contendo 3
ml de isopranol 100%;

2-Inverter o tubo lentamente cerca de 50 vezes até que aparegam os “novelos” de
DNA;

3-Centrifugar a 3400 rpm por 3 minutos, o DNA sera visivel como um pellet branco
pequeno;

4- Retirar o sobrenadante e drenar o tubo em papel absorvente. Adicionar 3 ml de

etanol 70%. Inverter o tubo varias vezes para lavar o pellet de DNA;

5-Centrifugar a 3400 rpm por 1 minuto. Retirar o sobrenadante cuidadosamente.O
pellet podera estar solto, por isso é preciso inverter o tubo lenta e cuidadosamente
para nao perdé-lo;

6-Drenar o tubo em papel absorvente e deixar a amostra “secar” a temperatura
ambiente por 15 minutos;

Etapa 4 — Precipitagao da Proteina

1-Adicionar 200-250 ul de tampdo TE 1X que resulta em uma concentragcao
aproximada de 400 ug/ul. Deixar o DNA hidratar neste tampé&o a temperatura ambiente
por 12-24 horas ou alternativamente, incubar o DNA a 65° C por 1 hora;

2-Armazenar o DNA a 2-8° C;
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8.2.2 Protocolo da quantificagcao do DNA: Qubit® Invitrogen (Fluorémetro)

1) Mix

*1ul Quantit TM (Reagente flourescente)
* 199ul de Buffer

Reagentes contidos no Kit.

2)Ap0os, pipetar 198ul do mix preparado e 2ul do DNA extraido.

Realizar leitura no equipamento Qubit®.

Obs: Quantidades para uma amostra.

99



8.2.3 Primers utilizados para a amplificagao do exon 10

PCR Longo F3

5- TTAAAGCCAGAGAATGTTTTACTGTCATCTCAAG -3’
PCR Longo R3

5- TCAACTAAAGAACCGATTATCAAGCAGAAGCACAAAG-3

Nested PCR F2

5'- ATAACAGGAAACAGCTATGACCAACTTGCAAAGACATGAATCTG-3’

Nested PCR R1

5- GCAAGACACATTTGTGACTTC-3
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8.2.4 Protocolo do PCR de longo alcance

A) CONDIGOES DO PCR
PCR LONGO

1)Passo 1: Mix 1 do pcr longo(conforme protocolo)

Condicbes
2’ — 94°C

30”"— 80°C

2)Pause

3)Passo 2: Mix 2 do pcr longo(conforme protocolo)

Condicbes
10” — 94°C
30”"— 64°C

10’ — 68°C

Obs:Repetir 10 vezes as condicbes do passo 2.

4) Passo 3

Condicbes
10" — 94°C
30”"— 64°C

10’ 20” — 68°C

Obs:Repetir 20 vezes o passo 3
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5)Passo 4 : 17— 68°C

Hold: 10°C

NESTED PCR

1) Mix nested primeira parte (conforme protocolo)
Condigbes: 2" — 94°C

2)Pause

3)Passo1: Mix nested segunda parte(conforme protocolo)

Condicbes
30" — 94°C
1'— 64°C

1" —72°C

Obs: repetir 34 vezes o passo 1.

4)Passo2:

Condicbes
5 - 72°C

10"— 25°C
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B) PROTOCOLO PCR LONGO CHEK2

Programa termociclador: CHEK2
Volumes modificados no nested para um volume final de 50l

PCR Longo

Mix1

*dntp: 0,875 pl

*primer F3: 0,375 pl

*primer R3: 0,375

*H,0: 7,875pl

**9,5ul por tubo + 3,0l DNA (20ng)
**abrir a maquina depois de 2’

Mix 2

*tampao A: 1,0ul

*tampéo B: 3,1l

*elongase: 0,83l

* H,0: 7,6l

**12,5ul em cada tubo do mix1
**tempo duragao: 6 horas

**diluir produto de Pcr Longo 1:10

PCR Nested

Mix 1

*tampao 10X:3,33ul

*MgCl.: 3,0pl

*dntp: 1,0ul

*primer F2: 2,504l

*primer R1: 2,504l

*lote: 17,67l

**30ul por tubo + 1l do produto pcr longo diluido

Mix 2

*tampao10x: 1,67l

*lote: 15,0ul

*taq platinum: 1,67ul

**16,67ul em cada tubo do mix 1 nested

Produtos:
—Pcr longo: 920pb
-Nested: 416pb
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Gel agarose 0.8%:

*100ml TBE 1x

*0,8g agarose comum/ 9,0l de brometo de etidio
*~ 83V, 1hora

*4ul per + corante(BFB)
*marcador: 4l

Marcador:

OBS/Comentarios gel:

EXPERIMEHT O 01 - CHEKZ2 02/03,2007

Figura 5: Eletroforese horizontal em gel de agarose 0,8% corado com brometo
de etidio mostrando a amplificagdo da regido de interesse (100pb: marcador de
peso molecular; B: branco; 1-4: amostras).
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8.2.5 Protocolo de quantificagdao do PCR

A quantificagdo dos produtos de PCR foram realizadas
comparativamente com o marcador molecular Low DNA Mass Ladder
(Invitrogen), em eletroforese horizontal em gel de agarose 2% corado com

brometo de etidio e visualizado em transluminador de raios UV.
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8.2.6 Protocolo de Sequenciamento dos PCR(s)

Utilizamos o protocolo de purificacdo do Kit GFX da GE (GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit) para purificacdo de produtos de PCR. Para o
sequenciamento utilizamos o Kit Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit da
Applied Biosystems.
1)-Distribuir as amostras de DNA, os respectivos primers e agua millig (quando
necessario) na placa de 96 pogos, perfazendo um volume final 7,5 uL por pogo;
2)Calcular, de acordo com o numero de placas, e preparar a mistura de reagao para a
reacao de sequenciamento de DNA. A mistura de reacido para uma placa é formada
por: 100 uL de BigDye (Applied Byosystems) e 150 uL de tampao de sequenciamento
5x (Applied Byosystems);
3)Adicionar 2,5 yL da mistura de reagao em cada pog¢o da placa;
4)Colocar a placa no termocicaldor e acionar o protocolo de sequenciamento, o qual
apresenta a seguinte ciclagem: 94°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C
por 4 minutos; com 40 repeticbes desse mesmo ciclo. A placa de amostras pode ser
estocada a —20°C por no maximo 03 (trés) meses;
5)Apds a reagdo de sequenciamento € feita uma precipitacdo das amostras para
retirada de ddNTPs livres que podem interferir na leitura da sequéncia de DNA no
analisador de DNA.
6)Apos ciclagem da reacdo de sequenciamento, os produtos presentes na placa

deverao passar pelo processo de precipitagao. Este consiste em:

6.1) Centrifugar brevemente (spin) a placa contendo os produtos da ciclagem;

6.2) Adicionar 30 yL de Isopropanol 75% em cada pogo da placa;

6.3)Vortexar a placa por 10 segundos;

6.4)Manter a placa em repouso, por 15 minutos, sob abrigo da luz;

6.5)Centrifugar, por 45 minutos, a 4.000 rpm;

6.6) Descartar sobrenadante usando papel-toalha. Verter a placa sobre o papel-
toalha e, através de movimentos circulares apoiada sobre uma bancada, descartar o
sobrenadante;

6.7)Adicionar 50 yL de Etanol 75% em cada pogo da placa;

6.8)Centrifugar, por 15 minutos, a 4.000 rpm;

6.9)Descartar sobrenadante usando papel-toalha, de acordo com o descrito
anteriormente;

6.10)Centrifugar a placa invertida (“spin down”). Utilizar novamente o papel-toalha,

invertendo a placa nele, porém levando-a para uma breve centrigugagao, deixando

chegar até 600 rpm e interrompa a centrifugagao;
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6.11)Colocar a placa em um bloco aquecido a 60°C, permanecendo por 10 minutos,
sob abrigo da luz;
Armazenar a placa, sob abrigo da luz, a -20°C, pelo tempo maximo de 1 més,

aproximadamente.

Apods o processo de precipitagdo, os produtos de sequenciamentos devem ser
preparados para serem submetidos a eletroforese no sequenciador. Para tal
procedimento, a desnaturacdo, utiliza-se a formamida, fator este altamente
desnaturante que permite a separacao da dupla-fita de DNA que ira ser analisada no
sequenciador automatico capilar. Este processo consite em:

7) Adicionar 10 yL de formamida em cada pogo da placa seca;

8) Centrifugar brevemente para permitir o preenchimento correto de cada pogo;

9) Colocar a placa em um bloco aquecido a 95°C, permanecendo por 3 minutos, ob
abrigo da luz;

10) Logo apds o término do aquecimento, colocar a placa num recipiente com gelo,
temperatura préxima a 4°C, e 1a permanecer por 5 a 10 minutos;

11) Centrifugar brevemente para permitir que os produtos aderidos as paredes dos
tubos dos pogos concentrem-se ao fundo.

Levar a placa para eletroforese. Caso a placa nao seja submetido a
eletroforese logo apdés o processo de desnaturagdo amostras poderdo ser

armazenadas a 4°C por 5 dias , no maximo.
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8.2.7 Software utilizado para interpretacao dos sequenciamentos

B FinchTV.zip - WinRAR (c6pia de avaliagio) === |
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FAWHHW DR W

. Adicionar Bxrair Para Testar Visualizar Excluir Localizar Assistente Informacfes | Antivirus Comentarios  SFX

: m g FinchTV zip - Arquive 7IP, tamanhe descomprimido 3.706.880 bytes
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8.2.8 TCLE -Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo
GPPG sob o numero 07-076

ANEXO 2 - TCLE PROJETO 07-076

IDENTIFICACAO E ANALISE DE ALTERAGOES EM GENE DE PREDISPOSICAO
HEREDITARIA AO CANCER DE MAMA E COLON.

INVESTIGADORES: Jamile Abud, Ingrid Petroni Ewald, Silvia Liliana Cossio, |,
Fernando Vargas, Miguel Angelo Moreira, Maria Isabel W. Achatz, Edenir Inéz
Palmero, Patricia Koehler Santos, Patricia Ashton-Prolia,Hector Yuri Conti Wanderley,
Joao Carlos Prolla.
Hospital de Clinicas de Porto Alegre Hospital do Cancer A. C. Camargo, Instituto
Nacional do Cancer .
Telefone para contato: (51) 2101 8011/7661 em Porto Alegre

(11) 38890124 em Sao Paulo

(21) 32331469 no Rio de Janeiro

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

OBJETIVO:

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa que
vai estudar alteraces genéticas no gene CHEK2 que podem causar maior
risco para céncer de mama e de célon. Estdo sendo selecionadas para este
estudo familias que tenham pessoas diagnosticadas com céncer de mama
efou colon e que preenchem alguns critérios especiais em termos do nimero
de casos de cancer na familia e idade ac diagnéstico de cancer.

PROCEDIMENTOS QUE SERAO UTILIZADOS:

O estudo envolve pelo menos uma consulta de aconselhamento genético (AG),
leitura e assinatura do termo de consentimento, coleta de sangue e teste genético. A
sua participacio nesse estudo é voluntaria e nac vai influenciar ou modificar seu
acesso a tratamento médico agora ou no futuro. Como esse & um projeto de pesquisa
€ o exame ndo sera realizado em um laboratério comercial, o prazo para entrega dos
exames sera ao final do projeto em aproximadamente dois (02) anos. Em caso de
qualquer modificagdo nos prazos ou intercorréncias na pesquisa, vocé serd
informado(a). Nao ha garantia absoluta de resultado conclusivo (0 resultado do teste
poderé ser inconclusivo por material insuficiente ou inadequado, por exemplo). Porém,
todo esforgo sera feito para que o resultado seja liberado dentro do prazo estipulado.
O teste genético requer a coleta de 10 ml de sangue do paciente para estudo de ‘
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alteragBes geneticas em genes de predisposicdo e em algumas vezes, poderd ser
necessario repetir essa coleta. Vocé tem a opgédo de ndo querer receber ou retardar o
recebimento dos resultados da andlise genética durante qualquer momento do
processo de testagem.

Se vocé decidir que quer saber o resultado do teste, este sera preferencialmente
disponibilizado a vocé, em uma consulta de aconselhamento genético no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. O resultado n&o serd transmitido por telefone, fax ou carta.
Vocé podera trazer um ou mais familiares na ocasifio se assim desejar. Em caso de
impossibilidade de vir pessoalmente para receber o resultado do teste genético, vocé
tem a opgfo de indicar, antecipadamente, uma pessoa para fazé-io em seu lugar.
Durante o aconselhamento vio |he explicar que ha trés resultados possiveis para o
teste:

1) Vocé pode ter herdado essa alteragdo no gene CHEK2 de predisposicdo ao
céncer de mama e colon. Com isso, vocé podera descobrir que tem um risco
aumentado de ter um segundo cancer, do mesmo tipo, ou de um tipo diferente
do que ja teve;

2) Vocé pode ndo ter herdado essa alteragdo no gene CHEK2 de predisposigcdo
ao cancer de mama e cdlon. Com isso, podemos chegar a conclusao que essa
alteragéo néo explica sua histéria pessoal e familiar de cancer. Ainda assim, é
possivel que vocé tenha herdado uma outra alteragio em CHEK2 ou uma
alteragdo em um outro gene de predisposigéo para a qual ndo foi testada;

3) Pode ser impossivel determinar se vocd herdou ou ndc um gene de
predisposicio alterado (teste inconclusivo).

COMPLICAGOES E RISCOS ESPERADOS:

Normalmente ha riscos minimos envolvidos na coleta de uma amostra de sangue,
que incluem dor local, sangramento, hematoma e infecgdo. Os riscos deste estudo
sdo principaimente de origem psicolégica para aqueles participantes que desejarem
saber o resultado. Saber que vocé tem maior risco de desenvolver certos tipos de
cancer por ter uma alterago genética poderia causar depresso, ansiedade, raiva e
medo do futuro. O aconselhamento genético tem ¢ objetivo de ajuda-lo(a) a ajustar e
lidar com a informagéo recebida.

A Sindrome de Cancer de Mama e Célon Hereditarios (HBCC) é uma sindrome
hereditéria de predisposigéio ao cancer, que aumenta as chances de desenvolvimento
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de cancer de mama e colon predominantemente. O risco aparenta ser maior em
mulheres, devido ao alto risco de desenvolvimento de cancer de mama, mas homens,
podem ter cancer de colon. Esses tumores podem ser rastreados e encontrados em
estagios iniciais € muitas vezes menos invasivos. O teste genético, nesse caso, visa
identificar quem tem maior risco e quem pode se beneficiar de condutas de
prevengéo, seja em relagdo a mudanga de habitos de vida, seja com um
acompanhamento mais rigoroso, na tentativa de identificar lesdes em estagios iniciais.

BENEFICIOS QUE PODERAO SER OBTIDOS:

Este estudo permite o diagndstico molecular de uma mutagio j4 associada
previamente a maior risco para cancer de mama e célen. Uma vez identificada esta
mutacdo, o diagndstico em demais familiares assintomaticos pode ser realizado,
acompanhado de aconselhamento genético das familias acometidas. A realizagio do
teste possibilita identificar pessoas em risco e encaminhé-las para programas mais
intensivos de prevencdo, diminuindo desta forma os danos causados pelo tumor
devido ao diagnéstico e tratamento precoce. A descoberta de alterages nos genes de
predisposi¢do e a comparagéo com alteragdes previamente descritas possibilitardo
uma melhor compreensdo dos mecanismos da doenga e o desenvolvimento de
estratégias de rastreamento mais eficazes.

AR 09 ok
01036
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DOCUMENTAGAO DE CONSENTIMENTO:
1. Declaro ter sido esclarecido sobre a garantia de receber resposta a qualquer
pergunta ou esclarecimento sobre procedimentos, riscos, beneficios ligados &
pesquisa & ao tratamento e que serei informado quanto ao desenvolvimento de novos
exames relacionados.
SIM NAO

2. Declaro estar ciente de meu direito de retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isso traga prejuizo a continuidade de meu tratamento.
SimM NAO

3. Declaro ter sido esclarecido que ndo receberei nenhum tipo de remuneragéo
financeira.

Sim NAO

4. Declaro ter sido esclarecido sobre a seguranca de que minha identidade sera
preservada e que todas as informagbes por mim fornecidas serio confidenciais.
SiM NAO

5. Autorizo o armazenamento de minha amostra do meu DNA, obtida nesse projeto de

pesquisa para utilizagio futura em projetos de pesquisa sobre o risco para cancer de

mama, colon e outros tumores. Neste caso, entendo que os pesquisadores fardo novo

contato comigo para explicagéo e autorizagfo para realiza¢éo desta nova pesquisa.
SIM NAO

8. Declaro estar ciente de que poderei optar por ndo saber o resultado do teste
quando este estiver disponivel.
Sim NAO

7. Entendo que o resultado deste teste genético serd preferentemente entregue a
mim. Em caso de impossibilidade de receber o resultado pessoalmente, autorizo
outra pessoa a recebé-lo.

SiM NAO
Em caso afirmativo indique o nome e telefone desta
pessoa
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8. Documentagao de consentimento
Eu expliquei a os objetivos e procedimentos necessarios

para este teste genético e os possiveis riscos e beneficios na minha melhor
capacidade.

Assinatura Nome por extenso Data

Eu li e recebi uma copia deste formulario de consentimento. Eu concordo em realizar
a analise genética e aceito os riscos. Eu entendo a informagéo forecida por este
documento e eu tive a oportunidade de fazer perguntas e esclarecer dividas que eu
tinha sobre o teste, o procedimento, os riscos associados e as alternativas.

Participante Data .Data de nascimento

Testemunha Data
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8.2.9 FICHA CLiNICA CANCER DE MAMA E COLON HEREDITARIO (HBCC)

IDENTIFICACAO
GGC: TCLE:

1.Data: /| [ 2.FAMILIA
No.:

3. Nome completo:

(letra de forma e legivel, exatamente como consta na carteira de identidade)

4. No. Prontuario: 5. Instit.:
6. Nome de familia materno:
7. Nome de familia
paterno:

8. Endereco: 9. Telefone:
10. Municipio: 11. Estado:
12. CEP: 13. Contato
(tel):

14. Data de nascimento: _ / [/ 15. Idade: anos

16. Sexo: 1. Masc 2. Fem

17. Etnia: 18. Peso: kg

19. Altura: cm

20. Naturalidade: 21. Estado:

22. Escolaridade : 1. Analfabeto 2. Prim. incompl 3. Prim. completo 4.

Secund. Incompl
5. Secund completo 6. Sup incompleto 7. Sup completo
23. Ocupagao: A
B
24. Estado civil: 1. Solteiro(a) 2. Casado(a) 3. Viuvo(a) 4. Separado(a)
5. Outro:
25. Encaminhado(a) por: Dr.(a)

26. Local de origem: 1. Amb risco HSR 2. Amb Onco HSR 3. Amb Cir HSR
4. Outro Hospital 5. Outro:
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DIAGNOSTICO

27. Caso: 1. Portador de ca. de célon
3. Portador de outro ca

5. Familiar com ca de mama

2. Portador de ca. de mama
4. Familiar com ca de célon
6. Familiar com outro ca:

28.Médico e /ou instituicao onde foi feito o} diagndstico:
29. Data do diagnéstico: /[
30.Localizagao:
31. Idade ao diagndstico: anos 32. Tipo histolégico:
33. Estagio: T N M
Numero AP: Data AP:
Laboratdrio:
Laudo:
34. Acompanhantes: 1. Sim 2. Nao
35.Quem? 1.Mae 2.Pai 3. Irméao/lrma 4.Tioltia
5. Cénjuge 6. Amigo(a) 7. Outro
36.HDA:
37.HMP:
38.HCP:

RASTREAMENTO PARA CANCER: Realiza atualmente:

39. Sangue oculto nas fezes 1. Sim 2. Nao Periodicidade:
40. EGD 1. Sim 2. Nao Periodicidade:
41. Colonoscopia 1. Sim 2. Nao Periodicidade:
42. Retossigmoidoscopia 1. Sim 2. Néo Periodicidade:
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43. Exame clinico 1. Sim 2. Nao Periodicidade:

44. Mamografia: 1. Sim 2. Nao Periodicidade:
45. Auto-exame de mamas: 1.Sim 2. Nao Periodicidade:

HISTORIA MASTOLOGICA
46. Idade na 1a. mamografia: anos

47. No. total de mamografias:

48. Doenca benigna da mama? 1. Sim 2. Nao
49. Tipo:
50. Biopsias de mama? 1. Sim 2. Nao

51. Numero de bidpsias:

FATORES DE RISCO PARA CANCER DE COLON

52. Historia familiar de CCR 1. Sim 2. Nao
53. Doenca inflamatéria intestinal 1. Sim 2. Nao
54. Dieta rica em gorduras e pobre em fibras 1. Sim 2. Nao
55. Historia pessoal de adenomas ou CCR 1. Sim 2. Nao
FATORES DE RISCO PARA CANCER DE MAMA

56. Histdria familiar de ca de mama 1. Sim 2. Nao
57. Bidpsias mamarias prévias 1. Sim 2. Nao
58. Hiperplasia atipica da mama 1. Sim 2. Nao
59. Uso de hormdnios (TRH OU ACO) 1. Sim 2. Nao
70. Consumo de Alcool: 1. Sim 2. Nao
71. Tipo: 1. Cerveja 2. Vinho 3. Destilados

72. Volume: copos/doses

73. Frequéncia: 1. Diario 2. Semanal 3. Mensal 4,
Anual

74. Fumo: 1. Sim 2. Nao 77.Ha;____ anos
75. No. cigarros/dia:

DADOS RESUMIDOS DA HISTORIA FAMILIAR

76. Consanguinidade: 1. Sim 2. Nao

77. Numero casos de ca de célon na familia:_ Confirmados:

78. Numero casos de ca de célon < 50 anos: Confirmados:

79. Idade média dx casos de ca célon (anos):_ (excluindo casos sem idade

determinada)

80. Numero casos de ca de mama na familia: Confirmados:
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81. Numero casos de ca de mama < 50 anos: Confirmados:

82. Idade média dx casos de ca mama (anos): (excluindo casos sem idade

determinada)

83. Outros tumores : 1. Sim 2. Nao

84. Outros tumores tipo/N: 1. Endométrio 2. Ovario

4. Vias urinarias 5. Gastrico 6. Pele

8. Outro

85. Preenche critérios de Amsterdam ? 1.Sim 2. Nao
86. Preenche critérios de Bethesda ? 1. Sim 2. Nao
87. Sugere: 1. HNPCC 2. Muir -Torre 3. Turcot
88. Preenche critérios de HBOC? 1. Sim 2. Nao

( )ASCO () Myriad % (

Outro(s) critério(s)?

3. Pancreas

7.SNC

) Penn i

%

Probabilidade de Mutagao:
HNPCC: PREMM 1,2: % PROMMR;: %
HBOC: MYRIAD: % PENN II: %
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8.2.10 Heredogramas das familias incluidas no estudo
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