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RESUMO 

  

 No Brasil, o câncer de mama é considerado um problema significativo de 

saúde pública, devido a suas altas taxas de incidência e mortalidade. No Rio Grande 

do Sul, os índices de incidência e mortalidade situam-se entre os maiores do país.  É 

sabido que 5-10% de todos os casos de câncer de mama são hereditários, ou seja, 

causados principalmente por mutações germinativas em genes de predisposição. A 

identificação dos casos hereditários de câncer de mama é importante por várias 

razões. Primeiro, porque indivíduos afetados apresentam risco cumulativo vital muito 

superior ao da população para o desenvolvimento de outros tipos de câncer. 

Segundo, porque outros familiares de um indivíduo afetado podem estar em risco 

para o câncer hereditário, tornando a família informada dos riscos e cuidados que 

devem ter ao longo da vida e, terceiro pelas medidas de rastreamento intensivo e 

intervenção preventiva (cirurgias profiláticas e quimioprofilaxia) que podem diminuir, 

significativamente, o risco de câncer em portadores de mutação. A síndromes de 

predisposição hereditária ao câncer de mama mais importante em número relativo 

de casos é a síndrome de predisposição hereditária ao câncer de mama e ovário 

(HBOC do inglês Hereditary Breast and Ovarian Cancer Syndrome), associada a 

mutações germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2. O diagnóstico molecular da 

síndrome HBOC é laborioso e caro devido à heterogeneidade molecular da doença 

que torna necessária a análise de toda a seqüência codificadora de ambos genes na 

maioria das populações. Alguns estudos recentes de caracterização molecular em 

pacientes HBOC no mundo e no Brasil sugeriram que determinadas mutações 

podem aparecer em maior freqüência o que justificaria uma abordagem inicial 

simplificada de rastreamento para estas alterações específicas. Os objetivos deste 



12 12

trabalho incluíram a verificação da prevalência de rearranjos gênicos em BRCA1 e 

de determinadas mutações fundadoras em BRCA1 e BRCA2 em famílias brasileiras 

de alto risco para a síndrome HBOC. Em um grupo de 175 indivíduos em risco não-

relacionados e de descendência não-judaica rastreados para as mutações 185delAG 

e 5382insC (BRCA1) e 6174delT (BRCA2) foram encontrados 7 portadores da 

mutação 5382insC (prevalência de 4%). Em um grupo de 90 indivíduos de risco não-

relacionados rastreados para rearranjos gênicos em BRCA1 pela técnica de MLPA 

(multiplex ligation-dependent probe amplification) foram identificados 7 portadores de 

rearranjos gênicos (7.8%), os quais estão sendo caracterizados detalhadamente 

quanto aos exatos pontos de quebra e ocorrência prévia em outras populações. Os 

resultados apresentados indicam que os rearranjos gênicos em BRCA1 são 

relativamente freqüentes em famílias brasileiras com o fenótipo HBOC e estudos 

adicionais de rastreamento de rearranjos no gene BRCA2 poderão complementar 

essa análise e definir a validade e aplicabilidade do rastreamento de rearranjos 

gênicos como primeira abordagem nos indivíduos e famílias com a síndrome HBOC.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O câncer é considerado um problema de saúde pública há muito tempo em 

países desenvolvidos. No entanto, um aumento na incidência de câncer tem sido 

também observado em países de baixa renda, especialmente na América Latina 

(Gallo et al., 2005). 

 O Brasil apresenta uma taxa bruta de incidência de câncer crescente. O perfil 

epidemiológico de tumores no país mostra uma sobreposição entre neoplasias 

normalmente associadas à pobreza, como câncer de estômago, útero, fígado e 

cavidade oral, e aquelas comumente relacionadas a países desenvolvidos, como 

câncer de mama, próstata, pulmão e cólon (Koifman & Koifman, 2003; Gallo et al., 

2005). Os tipos de câncer mais freqüentes nos países desenvolvidos estão 

associados principalmente a fatores da dieta, tabaco, falta de exercício físico e 

exposição a uma ampla gama de fatores de risco decorrentes do processo de 

industrialização e urbanização, destacando-se entre estes a exposição a 

substâncias químicas e hormônios (Cocco,2002). Em relação aos tumores 

associados à pobreza, destacam-se como possíveis fatores causais o consumo de 

álcool e cigarro (para tumores da cavidade oral, laringe e faringe), infecção por HPV 

para o câncer de cérvix uterina e por Helicobacter pylori para o câncer gástrico 

(Parkin et al., 1997; Britto, 1997).  

 O câncer de mama (CM) é provavelmente o tipo de câncer mais temido pelas 

mulheres, devido à sua alta freqüência e, sobretudo, pelos seus efeitos psicológicos, 

que afetam a percepção de sexualidade e a própria imagem pessoal. Ele é 

relativamente raro antes dos 35 anos de idade, mas acima dessa faixa etária sua 

incidência cresce rápida e progressivamente. Câncer de mama é considerado uma 
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doença multifatorial e uma pequena parcela dos casos é considerada hereditária, ou 

seja, determinada principalmente por uma mutação germinativa em gene de 

predisposição de alta penetrância. 

A identificação adequada de pacientes com formas hereditárias de câncer de 

mama e a abordagem molecular para a detecção das mutações associadas ainda 

são desafios no contexto do rastreamento e aconselhamento genético em todo 

mundo. Uma das principais e mais estudadas síndromes de predisposição 

hereditária relacionadas ao câncer de mama é a Síndrome de Predisposição 

Hereditária ao Câncer de Mama e Ovário (Hereditary Breast and Ovarian Cancer 

Syndrome ou HBOC, OMIM #114480). Esta síndrome é causada por mutações 

germinativas nos genes de predisposição BRCA1 e BRCA2 que são genes grandes 

e altamente heterogêneos. O diagnóstico de mutações patogênicas em um indivíduo 

ou família com o fenótipo HBOC envolve geralmente uma abordagem com múltiplas 

técnicas laboratoriais, de alta complexidade e custo. Embora mutações fundadoras e 

“hot spots” nos genes BRCA1 e BRCA2 tenham sido descritos e possam simplificar 

o diagnóstico da síndrome, elas parecem ocorrer somente em algumas populações. 

Com base nessas constatações, este estudo foi proposto para verificar a existência 

de mutações comuns nos genes BRCA1 e/ou BRCA2 em amostras de mulheres em 

risco da população brasileira que pudessem justificar uma abordagem diagnóstica 

inicial mais simplificada da síndrome HBOC. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Epidemiologia do câncer de mama 

 

No contexto mundial, o câncer de mama (CM) é o segundo tumor mais 

freqüente em incidência e mortalidade no sexo feminino, apresentando uma curva 

ascendente de incidência a partir dos 25 anos de idade que tem o seu pico entre 75 

e 79 anos de idade (American Cancer Society 2007).  

A doença é particularmente incidente nos Estados Unidos e Norte da Europa, 

intermediária em freqüência no Sul e Leste da Europa e América do Sul, e menos 

freqüente na Ásia. Porém, nos países asiáticos (particularmente Japão, Cingapura e 

em áreas urbanas da China), as taxas brutas de incidência vêm aumentando 

rapidamente e essa mudança tem sido atribuída a uma transição da economia e do 

padrão de comportamento reprodutivo das mulheres em direção ao perfil ocidental 

(Instituto Nacional do Câncer 2007; Harris et al., 1996). 

No Brasil, o CM é um importante problema de saúde pública sendo o tumor 

mais freqüentemente diagnosticado em mulheres de todos os estados brasileiros, e 

a primeira causa de morte por câncer em mulheres brasileiras de todas as idades. 

Segundo estimativas do Instituto Nacional do Câncer (INCa) para 2008, serão 

diagnosticados no Brasil, 49.400 novos casos de CM, o que corresponde a 51 novos 

casos a cada 100.000 mil mulheres (INCa 2007).  

O estado do Rio Grande do Sul (RS) aparece como o segundo estado com 

maior incidência da doença (85,5 casos de CM a cada 100.000 mulheres) 

antecedido e precedido pelos estados do Rio de Janeiro e São Paulo (92,77 e 72,5 

casos a cada 100 000 mulheres, respectivamente). O RS compreende 7% da área 
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nacional e tem aproximadamente 10 milhões de habitantes. É considerado o estado 

brasileiro com maior expectativa de vida (73,4 anos), superior à média brasileira de 

69,0 anos, e os idosos (indivíduos acima de 60 anos de idade) representam 

aproximadamente 10% da população. Esse dado epidemiológico tem relevância 

para a discussão das altas taxas de incidência de CM nesse estado, pois é sabido 

que a incidência desta neoplasia aumenta com a idade. A população do RS é 

bastante heterogênea, e quando comparada a de outros estados do país, é 

considerada uma das populações que recebeu maior número de imigrantes 

europeus, com menor contribuição de nativos (índios) e africanos (Marrero et al., 

2005). Porto Alegre, a capital do Rio Grande do Sul, apresenta uma incidência 

surpreendentemente alta de câncer de mama, estimada em 119.72 casos a cada 

100.000 mulheres para o ano de 2008 (INCa, 2007). Possíveis fatores de risco para 

a doença, mais prevalentes na região Sul do Brasil e que poderiam explicar em parte 

as alarmantes taxas de incidência incluem: predomínio de indivíduos de origem 

caucasiana, menor número médio de filhos, gestações iniciadas em idades mais 

avançadas, melhor nível socioeconômico e maior uso de terapia de reposição 

hormonal (Harris et al., 1996). No entanto, não existe uma explicação clara e 

definitiva para a observação das altas taxas de incidência de CM no Sul do Brasil. É 

mais provável que resulte de múltiplos fatores, incluindo aspectos sociais, culturais, 

ambientais e genéticos.  
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Em relação à mortalidade por CM, observou-se um aumento em todas as 

regiões brasileiras nas décadas de 1980 e 1990, mas o risco de morte nas regiões 

Sul e Sudeste foi pelo menos duas vezes maior. Um dos fatores determinantes mais 

importantes para a alta taxa de mortalidade por CM no Brasil é o avançado estágio 

da doença no momento em que as mulheres são submetidas ao primeiro tratamento. 

Em geral, 50% dos casos são diagnosticados em estágios avançados (Silveira et al., 

2008; Gonçalves et al., 2006). 

 O CM raramente acomete indivíduos do sexo masculino, sendo a proporção 

de ocorrência de 1 homem para cada 100 mulheres. Porém, em algumas síndromes 

de predisposição hereditária, o risco de ocorrência de CM em homens é muito maior 

do que o da população geral. Em relação à idade, o CM é menos freqüente entre 

mulheres mais jovens, existindo um aumento crescente dos índices de incidência 

específicos por idade até a menopausa. Mulheres brancas apresentam um índice 

global maior de incidência do que as mulheres negras, sendo esta diferença 

significante somente após a menopausa. Melhores condições sócio-econômicas 

também têm sido associadas a maior risco para desenvolver CM e mulheres 

solteiras apresentam incidência maior de câncer de mama, quando comparadas com 

as casadas. A contribuição de fatores genéticos na origem e desenvolvimento de 

neoplasias malignas da mama pode ser evidenciada pela ocorrência aumentada de 

câncer de mama em familiares de indivíduos afetados, pela ocorrência de agregados 

familiares de câncer de mama e pela ocorrência de síndromes geneticamente 

determinadas, que conferem aos seus portadores um alto risco de desenvolvimento 

de câncer de mama e outros tumores (Offit et al., 1998). 
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2.2 Principais Fatores de Risco para Câncer de Mama 

 

A alta freqüência do CM em mulheres de todo mundo motivou o estudo 

intensivo de fatores de risco etiológicos e de fatores de risco modificáveis, que 

seriam úteis para a definição de estratégias de prevenção. Os fatores de risco para o 

CM compreendem fatores intrínsecos (de predisposição hereditária ou dependente 

da constituição hormonal) e fatores externos (ambientais, incluindo agentes físicos, 

químicos e biológicos) (Veronesi et al., 2002). Segue-se uma breve descrição das 

informações conhecidas acerca dos diferentes fatores de risco para câncer de 

mama: 

História familiar. O risco de desenvolver CM ao longo da vida aumenta com o 

número de familiares de primeiro grau (mãe, irmã ou filha) afetados. A análise do 

histórico familiar revela freqüentemente a existência de outros casos da doença com 

características particulares. Entre essas características podemos citar a existência 

de: (a) familiares afetados em duas ou mais gerações sucessivas; (b) dois ou mais 

familiares de primeiro grau com diagnóstico da doença no período da pré-

menopausa; (c) familiares com câncer de mama bilateral e, (d) diagnóstico de CM 

em familiares do sexo masculino. A ocorrência de pelo menos uma dessas 

características em uma família sugere a existência de um componente genético 

hereditário que predispõe à doença (Rosenthal et al., 1999).  A presença de outros 

tumores associados ao CM pode oferecer informações adicionais acerca do tipo de 

síndrome de predisposição ao câncer de mama em questão (p.ex., presença de 

câncer de ovário associado ao CM leva á suspeita da síndrome HBOC, presença de 

câncer de cólon associado ao CM leva à suspeita da síndrome de câncer de mama e 

cólon hereditários, ou HBCC). 
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Idade.  A incidência de CM aumenta drasticamente com a idade, alcançando pouco 

mais de 10 casos a cada 100 000 mulheres entre os 20 e 30 anos de idade e mais 

de 200 casos em cada 100 000 mulheres com mais de 60 anos de idade. O câncer 

de mama raramente é encontrado antes dos 25 anos de idade e a média de idade 

ao diagnóstico é de 64 anos.  A correlação entre a idade e aumento da doença não 

é linear, havendo um pico de elevação da incidência de CM em mulheres jovens, 

diminuição do pico durante e logo após a menopausa, finalizando em um novo pico 

de incidência alguns anos após a menopausa (American Cancer Society 2007) 

 

Etnia. A incidência e mortalidade por CM variam consideravelmente entre diferentes 

grupos étnicos. A incidência é maior entre os caucasianos e afro-americanos, 

intermediária entre hispânicos e ameríndios, e mais baixa entre os asiáticos (Ghaffor 

et al., 2003). Apesar dos modernos métodos de detecção precoce do câncer de 

mama, de intervenção e das terapias pós-operatórias terem melhorado o prognóstico 

de pacientes com tumor primário de mama, existe uma profunda disparidade racial 

que, de fato, tem aumentado nos últimos anos (Butler & Cunningham, 2001; 

Moorman et al., 2001; Dessa forma, embora a incidência de câncer de mama seja 

maior em mulheres de raça branca, as taxas de mortalidade para negras são 

semelhantes e, em alguns casos, maiores.Com relação à distribuição etária e racial 

dos casos diagnosticados, observa-se que pacientes negras são diagnosticadas em 

faixa relativamente mais jovem, em torno de 56 anos, enquanto que pacientes 

brancas têm seu diagnóstico em torno dos 60 anos de idade.  Mulheres judias, 

especialmente aquelas com história familiar de primeiro grau de CM, apresentam um 

risco cerca de quatro vezes maior de desenvolver a doença (Egan et al., 1998).  
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Idade da Menarca. Mulheres que alcançam a menarca antes dos 11 anos de idade 

possuem um risco cerca de 20% maior de desenvolver CM ao longo da vida, em 

comparação às mulheres que alcançam a menarca com mais de 14 anos de idade. 

A menopausa tardia (após os 54 anos de idade) também aumenta o risco para CM, 

provavelmente devido a um maior tempo de exposição hormonal. Entretanto, a 

magnitude do risco atribuído à menopausa tardia em relação ao CM não foi 

quantificada (Robbins e Cotran, 2005). 

 

Nuliparidade e amamentação. A nuliparidade é considerada um fator de risco para 

CM, assim como a ocorrência da primeira gestação após os 30 anos de idade 

(Robbins e Cotran, 2005). Ciclos anovulatórios seguidos também têm sido 

associados com aumento do risco para a doença, devido à longa exposição do 

parênquima mamário aos efeitos fisiológicos do estrogênio. Longos períodos de 

lactação reduzem o risco para CM. Um estudo de metanálise evidenciou que a cada 

nascimento de um filho e a cada ano de amamentação, o risco relativo para CM 

diminui em 7% e 4,3%, respectivamente (Collaborative Group on Hormonal Factors 

in Breast Cancer 1997). Além disso, o tempo de amamentação é importante, sendo 

a redução do risco proporcional à duração da amamentação. A menor incidência do 

CM nos países em desenvolvimento poderia ser influenciada pela maior freqüência 

de gestações e da prática da amamentação, que também ocorre por períodos mais 

longos do que observado nos países desenvolvidos. 

 

Toxinas ambientais. Alguns estudos sugerem que os contaminantes ambientais, 

tais como pesticidas organoclorados, poderiam ter efeitos estrogênicos em 

humanos. O possível efeito de toxinas ambientais no CM está sendo intensamente 
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investigado. Nenhuma substância específica foi definitivamente associada a um risco 

aumentado até o momento (Robbins e Cotran, 2005).Tabaco e álcool. A relação 

entre o alcoolismo e o câncer de mama não é uma questão bem definida. O CM se 

relaciona linearmente e diretamente ao consumo de álcool. O risco para mulheres 

que consomem menos de 60g/dl por dia não é significativamente diferente das 

abstêmias. Acima desta dose, quanto maior a quantidade de álcool ingerida, maior a 

chance de vir a ter câncer de mama, especialmente se o uso for contínuo ou muito 

freqüente. O consumo de álcool está diretamente relacionado com os períodos pré - 

menopausico e pós - menopáusico. Entretanto, o risco relacionado ao álcool para 

desenvolvimento do CM é correspondente ao risco da droga para outros tipos de 

câncer (Boffetta et al., 2006). Em relação ao tabaco, não há associação definitiva 

com risco para CM, embora exista risco maior para mastite e outras patologias 

benignas da mama em fumantes (Robbins e Cotran, 2005).  

 

Hormônios Exógenos. A relação entre terapia de reposição hormonal (TRH) e 

contracepção oral com CM tem sido amplamente discutida nas últimas décadas. A 

composição dos contraceptivos orais (tipo e dose de estrogênio e a presença ou não 

de progesterona) variou consideravelmente no decorrer dos anos. O uso de TRH 

está associado particularmente com carcinomas lobulares, invasivos, pequenos e 

com presença de receptores hormonais. O uso contínuo de contraceptivos orais está 

relacionado a um pequeno aumento no risco relativo para CM, mas esse risco 

desaparece após 10 anos de parada do uso. Mulheres que iniciaram o uso de 

contracepção oral antes dos 20 anos de idade apresentam um risco maior de 

desenvolver CM (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer 1997; 

Araújo et al., 2007) 
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Obesidade. A alta ingesta calórica, especialmente de gorduras saturadas, relaciona-

se a aumento de risco para câncer de mama, e foi postulado que modificações na 

dieta, limitando consumo diário de gordura para menos de 15-20% da ingesta, 

diminuiria o risco para a doença (Nordevang et al., 1992).Outros fatores de risco 

estabelecidos para câncer de mama incluem, o envelhecimento do indivíduo, a 

residência em determinadas regiões do mundo, a qualidade de vida devido às 

condições financeiras da família e a exposição a irradiação, citadas na tabela 1. 

 

Tabela 1. Fatores de risco estabelecidos para câncer de mama 

Fatores que influenciam o risco    Estimativa relativa de risco 

Envelhecimento  
   (idade 65 – 69 anos vs. idade 30 – 34 anos)  17 
Residência na América do Norte ou Europa 
   (vs. Ásia)       4 – 5 
Residência em zonas urbanas    1,5 
Renda familiar ou escolaridade maior   1.5 
Mãe ou irmã com câncer de mama   2 – 3 
Nuliparidade ou idade tardia na     2 - 3 
  primeira gestação  >30 anos 
Ausência de amamentação     1,5 
Idade da menarca (<12 anos  vs. > 15 anos)  1,5 
Idade da menopausa (>55 anos vs. 45 anos)  2 
Doença proliferativa da mama     2 - 4 
   (confirmada por biópsia) 
Densidade mamária elevada    2 – 4 
Obesidade  
(no período pós - menopáusico)    2 
Alta estatura       1,5 – 2 
Irradiação torácica em altas e moderadas doses 2 – 4 
História familiar de câncer de mama   2 – 4 
História de câncer primário    1,5 – 2 
de endométrio ou ovário 
 

Modificado de Brinton & Devesa, 1996 - Diseases of the Breast 
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Embora diversos fatores de risco para o desenvolvimento de câncer de mama 

tenham sido identificados, as causas exatas da ocorrência deste tumor e a 

magnitude da contribuição de cada um dos fatores de risco identificáveis para 

determinado indivíduo são difíceis de definir (Jose et al., 2004).  

Fatores de proteção para câncer de mama também podem ser identificados. 

A ocorrência desta neoplasia é menos provável em mulheres que tiveram pelo 

menos um filho antes dos vinte anos, mulheres com história de amamentação por 

períodos prolongados, retirada dos ovários antes dos 35 anos, prática regular de 

atividade física e aquelas com dietas pobres em gordura. Embora programas de 

prevenção da exposição a fatores de risco e de estímulo a hábitos saudáveis 

tenham sido criados globalmente para diminuir a incidência e mortalidade por CM, o 

diagnóstico precoce (prevenção secundária), por meio da mamografia ou de exame 

clínico da mama, ainda parecem ser as medidas de maior impacto na mortalidade 

(Sociedade Brasileira de Mastologia, 2007).  

 

2.3 Tipos de câncer de mama 

 

Os tumores malignos da mama podem ser divididos genericamente em três 

formas: esporádicos, familiais e hereditários (Figura 1). 

Tumores esporádicos correspondem à grande maioria dos casos, e 

considera-se que sejam decorrentes de mutações somáticas predominantemente 

associadas à exposição a fatores de risco ambientais (Ward, 2002). Em sua grande 

maioria, são tumores que aparecem em mulheres com idade mais avançada, e 

geralmente não há história familiar importante da doença.  
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Os tumores descritos como familiais descrevem casos associados a algum 

outro diagnóstico de CM na família. Porém, geralmente não se evidencia um claro 

padrão de herança autossômica dominante, a idade ao diagnóstico dos casos não é 

precoce, e não se identificam mutações germinativas de predisposição ao CM. 

Possivelmente, a ocorrência destes “agregados familiares de CM” está relacionada a 

uma combinação de fatores genéticos (mutações e/ou polimorfismos em genes de 

baixa penetrância) e ambientais (exposição ambiental, perfil reprodutivo e/ou social 

comum a diferentes membros de uma mesma família).  

Os tumores hereditários da mama decorrem de alterações herdadas 

(mutações germinativas em genes de predisposição de alta penetrância) que 

conferem uma maior predisposição ao câncer e correspondem a 5-10% de todos os 

tumores malignos da mama (de La Chapelle et al., 1998). A presença de uma 

mutação germinativa de alto risco para o desenvolvimento de CM é o principal 

determinante da doença; no entanto, mesmo pacientes portadores(as) destas 

alterações sofrem influência de outros fatores de risco externos, que podem modular 

a expressão do fenótipo. É interessante notar que, embora os genes de 

predisposição estejam geralmente expressos em praticamente todos os tecidos, os 

portadores de mutações germinativas nestes genes apresentam tumores restritos a 

apenas alguns órgãos.  Acredita-se que variações alélicas e a atuação tecido-

específica de genes modificadores contribuam para este fenômeno (Fearon et al., 

1997). 
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Figura 1. Representação esquemática dos tipos de câncer de mama, com a 
contribuição de cada um dos tipos expressa em %. 
 

 

2.4 Câncer de mama hereditário 

 No século XI, o cirurgião francês Paul Broca documentou, detalhadamente, o 

que seria um grupo de mulheres com câncer de mama, na família da sua esposa 

(madame “Z”), onde 10 de 24 mulheres foram afetadas pela doença. Em 1926, o 

ministro da saúde britânico documentou várias evidências indicando que familiares 

de primeiro grau de mulheres com CM tinham risco de desenvolver a doença (Benett 

et al., 1999). Anderson (1976) propôs que mulheres com história de múltiplos 

familiares de primeiro grau com CM possuíam um risco cumulativo vital (RCV) de 

desenvolver a doença 47 a 51 vezes maior que o risco da população em geral. O 

mesmo autor relatou que nessas mulheres, o câncer geralmente se desenvolvia 

antes da menopausa, era bilateral e parecia estar associado à função ovariana. 

Centenas de estudos posteriores confirmaram os achados iniciais de uma 

predisposição aumentada ao CM com base em achados da história familiar (Petrakis 

et al., 1977; Ottmann et al., 1983; Kozak et al., 1986; Hauser et al., 1992; Eisinger et 

al., 1998). 
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 Os rápidos avanços em técnicas de biologia molecular nas últimas décadas 

resultaram na identificação de genes que, quando alterados, aumentam 

significativamente o risco de desenvolver câncer de mama, câncer de ovário e outros 

tumores, dentre os quais destacam-se os genes supressores tumorais BRCA1 e 

BRCA2 (Miki et al., 1994; Wooster et al., 1994) que participam de etapas centrais da 

via de reparos de quebras bifilamentares de DNA. Outros genes de predisposição ao 

CM foram identificados que estão igualmente relacionados às formas hereditárias da 

doença, embora correspondam a uma parcela menor destes casos. Estes incluem 

TP53 (Li & Fraumeni 1969), CHEK2 (Bell et al., 1999; Meijers-Heijboer et al., 2003), 

ATM (Savitsky et al., 19), PTEN (Eng 1997, Lynch et al., 1997) STK11 (Giardiello et 

al., 1987; Hemminki et al., 1998; Jenne et al., 1998), e, mais recentemente o gene 

TWIST1 (El Ghouzzi et al., 1997; Howard et al., 1997; Rose et al., 1997).A 

identificação de indivíduos em risco para câncer hereditário é importante por várias 

razões. Primeiro, porque indivíduos afetados apresentam risco cumulativo vital muito 

superior ao da população para vários tipos de câncer. Segundo, porque outros 

familiares de um indivíduo afetado podem estar em risco para o câncer hereditário. 

Terceiro, porque medidas de rastreamento intensivo e intervenções preventivas 

(cirurgias profiláticas e quimioprofilaxia) se mostram eficazes em reduzir 

significativamente o risco de câncer em portadores de mutação (Rebbeck et al., 

1999; Hartmann et al., 1999; Eisen et al., 2000; Hartmann et al., 2001; Meijers-

Heijboer et al., 2001; Shih & Chatterjee., 2002; Kauff et al., 2002; Rebbeck et al., 

2002; Eisen et al., 2005). Atualmente, é possível diagnosticar uma mutação genética 

de predisposição ao câncer muito antes do diagnóstico de um tumor. No caso da 

predisposição hereditária ao CM, que é uma doença de início na vida adulta, o 

diagnóstico pré-sintomático de um indivíduo afetado tem um enorme potencial para 
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redução do risco de ocorrência de câncer e/ou diagnóstico precoce. Por outro lado, a 

identificação precisa de um indivíduo não-afetado em uma família de risco permite a 

sua tranquilização e elimina os gastos e complicações do rastreamento e de 

intervenções preventivas desnecessárias (Grusenmeyer & Wong, 2007; Meropol & 

Schulman, 2007). 

 A história familiar de câncer em familiares de primeiro grau e a presença de 

alguns aspectos específicos da história, como presença de câncer de mama 

bilateral, história familiar de câncer de mama e ovário e câncer de mama em 

indivíduo do sexo masculino, são indicadores importantes de risco para o câncer de 

mama hereditário, e em especial da síndrome de câncer de mama e ovário 

hereditários (HBOC) (Easton et al., 2002; Page et al., 2003). 

 

2.4.1 Síndrome de Predisposição ao Câncer de Mama e Ovário (HBOC) 

 

2.4.1.1 Descrição e riscos associados de câncer 

O primeiro gene relacionado à síndrome de predisposição hereditária ao 

câncer de mama e ovário (HBOC), BRCA1 (OMIM #113705), foi identificado em 

1994 por Miki et al. Esse gene foi mapeado no cromossomo 17q12-23 e sua 

descoberta foi decorrente de estudos de ligação em membros de famílias com 

múltiplos casos de câncer de mama e ovário. O segundo gene associado à 

síndrome, BRCA2 (OMIM #600185), está localizado no cromossomo 13q12-13 e, a 

exemplo de BRCA1, também é um gene supressor tumoral (Wooster et al., 1994). 

Conforme descrito anteriormente, estima-se que cerca de 5-10% de todos os casos 

de câncer de mama e ovário sejam causados por mutações germinativas em genes 

autossômicos dominantes de alta penetrância, e, destas, pelo menos 2/3 são 
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mutações em BRCA1 e BRCA2 (Miki et al., 1994; Easton et al., 1995; Wooster et al., 

1994; Nathanson et al., 2001; Antoniou et al., 2003; Scott et al., 2003). Acredita-se 

que BRCA1 seja responsável por cerca de 45-50% de todos os casos de CM 

hereditário. Portadoras de mutação germinativa nesse gene têm um RCV de 

desenvolver CM de 40-65% até os 80 anos de idade (Cass et al., 2003; Risch et al., 

2006). Além disso, o RCV para câncer de ovário nessas pacientes também é 

significativamente maior, e pode chegar até 40% aos 80 anos de idade (Cass et al., 

2003; Antoniou et al., 2006). Outros tumores que parecem ser mais freqüentes em 

portadores(as) de mutações em BRCA1 incluem câncer de trompa de Falópio,  

câncer de próstata, tumor de Wilms e câncer de mama masculino (Offit et al., 1998; 

Thompson & Easton, 2002; Hodgson et al., 2007; Couch et al., 1996; Liede et al., 

2004).  

Mutações germinativas em BRCA2, estão igualmente associadas ao 

desenvolvimento de múltiplos tumores. BRCA2 é responsável por cerca de 30-40% 

de todos os casos de CM hereditário. O RCV para CM em mulheres portadoras de 

mutações germinativas nesse gene é similar ao risco de portadoras de mutações 

germinativas em BRCA1 (40-65% até os 80 anos de idade) ( Antoniou et al., 2006; 

Risch et al., 2006), enquanto que o risco para câncer de ovário é de 15-30% (Cass 

et al., 2003;).  Embora menor que o RCV para câncer de ovário associado a 

mutações germinativas em BRCA1, este risco ainda é 10 vezes maior que o da 

população em geral (The Breast Cancer Linkage Consortium, 1999). Homens com 

mutações germinativas em BRCA2 têm um RCV significativamente maior que o da 

população de desenvolver câncer de mama, cerca de 6% até os 70 anos de idade, o 

que representa um aumento de 80-100 vezes em relação ao risco para a população 

em geral . Outros tumores identificados em portadores de mutação germinativa em 
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BRCA2 incluem: tumores de vias biliares, bexiga, esôfago, pâncreas, próstata, 

estômago, sistema hematopoiético, cavidade oral, faringe, e melanoma (Offit et al., 

1998; The Breast Cancer Linkage Consortium, 1999; Thompson & Easton, 2002).  

 

2.4.1.2 Diagnóstico clínico 

 

 Mutações freqüentes ou relacionadas a “hot-spots” em BRCA1 e BRCA2 não 

são comumente encontradas. Conseqüentemente, em cada nova família identificada 

é recomendável pesquisar toda a seqüência codificadora de ambos os genes em 

busca de uma mutação (Pena et al,2006). Para o diagnóstico clínico de síndrome 

HBOC, o ideal é documentar detalhadamente a história familiar, mediante registro do 

heredograma que deve incluir pelo menos três gerações, pelo lado materno e 

paterno do caso-índice e confirmação de todos os casos de câncer da família. 

Critérios para o diagnóstico clínico foram desenvolvidos em vários países e 

geralmente incluem características específicas da síndrome (Tabela 2). Os principais 

critérios utilizados para diagnóstico clínico da síndrome HBOC são os critérios de 

NCCN e ASCO (Statement of the American Society of Clinical Oncology, 1996): que 

estão descritos detalhadamente no 8.3.2. 
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Tabela 2 - Achados do heredograma que sugerem o diagnóstico de 
predisposição hereditária ao câncer de mama e/ou ovário por mutações em 
BRCA1 e BRCA2: 
 

Múltiplos casos de câncer de mama diagnosticados antes dos 50 anos de idade; 

Câncer de ovário (com história familiar de câncer de mama e/ou ovário); 

Câncer de ovário e mama em um mesmo indivíduo; 

Câncer de mama bilateral; 

Descendência judaica Askenazi e história familiar de câncer de mama e/ou 

ovário; 

Câncer de mama masculino. 

                                                              
 Modificado de Ashton-Prolla et al, 2008 

 

 Além dos critérios para diagnóstico clínico é possível utilizar modelos de 

estimativa da probabilidade de existir uma mutação em gene BRCA a partir da 

história familiar de câncer. Os principais modelos existentes atualmente são os 

modelos de Couch modificado (Penn II), BRCAPro, e as tabelas de prevalência de 

mutação do laboratório Myriad (Frank et al., 2002, http://acgh.afcri.upenn.edu,  

http://www.myriad.com), cuja descrição está detalhada no 8.3.0 e 8.3.1. Os critérios 

utilizados para indicar o teste genético para identificação de mutações em gene 

BRCA variam em diferentes países, mas uma probabilidade mínima de mutação de 

10% deve ser considerada. Recomenda-se que o teste deve sempre ser feito 

inicialmente em uma pessoa que sabidamente foi diagnosticada com câncer de 

mama ou câncer de ovário na família em estudo. A identificação de uma mutação 

germinativa reconhecidamente deletéria em um gene BRCA pode trazer desafios 
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adicionais ao processo de aconselhamento genético, pois não necessariamente um 

indivíduo portador de mutação desenvolverá câncer. Em uma metanálise sobre a 

penetrância de mutações em BRCA1 que compilou dados de 22 estudos (Antoniou 

et al, 2003), a penetrância média estimada para câncer de mama e câncer de ovário 

até os 70 anos para uma mulher com mutação em BRCA1 foi de 65% e 39%, 

respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Principais genes associados às formas hereditárias de câncer de 
mama e câncer de ovário 
 

2.4.1.3 Aspectos moleculares e funcionais 

 

a) Estrutura dos genes BRCA1 e BRCA2: 

 

O gene BRCA é composto de 22 exons codificantes; distribuídos em cerca de 

100 kb de DNA genômico (Bertwistle & Ashworth; 1999) (Figura 3). Ele codifica uma 

proteína de 1863 aminoácidos (brca1) que apresenta, na região amino-terminal, um 
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motivo dedo-de-zinco (“Zinc-finger” ou “RING-finger) apresenta importante função na 

interação de brca1 com diversas proteínas (Boddy et al., 1994). Há considerável 

variabilidade no processamento do gene decorrente da heterogeneidade das 

junções intron-exon da região 5’ (Fortin et al., 2005). Além do motivo “dedo de zinco” 

encontram-se, ao longo do exon 11, dois domínios de localização nuclear. A 

proteína brca1 apresenta uma região de interação à proteína rad51 e, na região 

carboxi-terminal, uma concentração de aminoácidos de carga negativa, que formam 

dois domínios BRCT (“BRCA C Terminus”), envolvidos na manutenção da 

estabilidade da proteína brca1 (Koonin et al., 1996) bem como na sua interação com 

outras proteínas (Deng & Brodie, 2000; Wang et al., 2000; Cantor et al., 2001; Wang 

et al, 2001).  

 

b). Função dos genes BRCA1 e BRCA2: 

Estudos em camundongos deficientes no gene BRCA1 têm sido de grande 

importância para elucidar vários aspectos das suas funções. Camundongos BRCA1 -

/- morrem entre os dias 6.5 e 8.5 pós-implantação por falha de proliferação do 

blastócito murino (Gowen et al., 1996; Hakem et al., 1996; Liu et al., 1996). No 

entanto, a criação de camundongos BRCA-/- TP53-/- retarda, mas não evita, a 

letalidade embrionária, o que sugeriu que BRCA e TP53 pudessem estar em uma 

mesma rota funcional (Hakem et al., 1997).  Camundongos heterozigotos para o 

gene defeituoso (BRCA+/-) têm fertilidade e sobrevida normais e não são 

predispostos a tumores (Hakem et al., 1996; Liu et al., 1996).  Já em humanos, a 

herança de um único alelo defeituoso é suficiente para aumentar a predisposição ao 

câncer (Venkitaraman et al., 2001).  
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As oito repetições presentes ao longo do exon 11 de BRCA2 estão envolvidas 

na interação com a proteína rad51, que atua nos processos de reparo e 

recombinação. A proteína apresenta, além desses oito domínios, uma região de 

ativação transcricional e uma região adicional de interação com rad51 (Bertwistle & 

Ashworth, 1999). A proteína brca2, juntamente com rad51, está envolvida na 

manutenção da estabilidade genômica através do seu papel fundamental nos 

processos de reparo de quebra das duas fitas de DNA por recombinação homóloga 

(Arnold et al., 2006). Estudos realizados com camundongos transgênicos, deficientes 

para BRCA2, revelam que uma perda total do gene acarreta letalidade na maioria 

dos animais. No entanto, a inativação bialélica em algumas regiões de BRCA2 pode 

levar a um fenótipo de anemia, hoje considerado um subtipo da Anemia de Fanconi, 

doença caracterizada por extrema sensibilidade a agentes causadores de danos 

cromossômicos, os quais originam quebras cromossômicas e favorecem o 

desenvolvimento do câncer (Howlett et al., 2002; Arnold et al., 2006). 
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Figura 3. Representação esquemática dos genes BRCA1 e BRCA2, seus exons 
codificantes, proteínas e domínios funcionais.  
 
Nota: A representação gráfica do gene BRCA1 foi baseada no Gen Bank (Entry U 
14680); a representação gráfica do gene BRCA2 foi baseada no Gen Bank (Entry 
NM 000059). As informações sobre os domínios funcionais de BRCA1 foram 
retiradas de http://www.ebi.uniprot.org (número de acesso PRO_0000055830); as 
informações sobre os domínios funcionais de BRCA2 foram retiradas de 
http://www.ebi.uniprot.org (número de acesso PRO_0000064984). 

 

A função de ambos os genes (BRCA1 e BRCA2) está relacionada a aspectos 

centrais ao metabolismo celular, tais como reparo de danos ao DNA, regulação da 

expressão gênica e controle do ciclo celular (Tutt & Ashworth., 2002; Quaresima et 

al., 2006). Variações patológicas nesses genes acarretam alterações na transcrição 

e, especialmente em vias de reparo a danos no DNA, levando ao conseqüente 

acúmulo de mutações e à instabilidade cromossômica. Dessa forma, mutações em 

BRCA1/2 conferem um alto risco de câncer, mas não ocasionam diretamente o seu 

surgimento, atuando como genes “cuidadores do genoma” (“caretakers”), 



35 35

preservando a estabilidade cromossômica e, quando inativados, facililtando o 

acúmulo de mutações em múltiplos genes. A natureza das alterações subseqüentes 

à inativação de BRCA1/2 é que definirá o destino celular, seja correção do defeito, 

proliferação celular descontrolada ou apoptose (Cipollini et al., 2004; Rosen et al., 

2005). 

Embora não haja grande homologia de seqüência entre BRCA1 e BRCA2, 

esses genes compartilham diversas similaridades. Dentre elas, destaca-se o fato de 

que mutações germinativas em ambos os genes predispõe a câncer de mama e de 

ovário; ambos codificam proteínas extensas, possuem um primeiro exon não-

codificante e um exon central (exon 11) maior que os demais. O exon 11 de BRCA1 

compreende mais de 60% da região codificadora (Bertwistle & Ashworth, 1999). 

Além disso, ambos os genes são pouco conservados ao longo da escala evolutiva (a 

proteína brca1 humana apresenta apenas 55,8% de identidade de seqüência com a 

proteína do camundongo e 74,6% com a do cão), ambos atuam como ativadores 

transcricionais; ambos se ligam (direta ou indiretamente) a rad51 e possuem um 

padrão similar de regulação do ciclo celular (Lakhani et al., 1998; Abkevich et al., 

2004). 

As proteínas brca1 e brca2 têm um papel central no reparo de quebras 

bifilamentares de DNA. Em resposta a agentes causadores deste tipo de dano ao 

DNA (agentes exógenos ou endógenos, tais como irradiação ionizante e espécies 

reativas de oxigênio), dois sistemas principais de reparo são acionados na célula: 

recombinação homóloga e não homóloga, mediados pelos produtos dos genes ATM 

e ATR. O reparo por recombinação homóloga geralmente ocorre nas fases S e G2 

pode ser ainda subdividido nos em dois mecanismos distintos: conversão gênica 

(conservativo) e anelamento de fita simples (não-conservativo). Os produtos dos 
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genes BRCA1 e BRCA2 estão envolvidos diretamente com o mecanismo 

conservativo de conversão gênica. Essa função pode ser demonstrada in vivo nos 

tumores resultantes de mutações germinativas em um destes genes que apresentam 

uma disfunção no reparo de quebras bifilamentares por recombinação homóloga e, 

conseqüentemente, são hiperssensíveis a drogas que ocasionam esse tipo de dano 

ao DNA (p.ex. mitomicina C e os análogos da platina) (Lord et al., 2006).  

Em relação à especificidade tecidual de BRCA1/2 (os tumores resultantes de 

mutações de perda de função nesses genes ocorrem principalmente em órgãos 

hormônio-responsivos como mama, ovário, útero e próstata), acredita-se que esta 

esteja relacionada à sua função na co-regulação da transcrição de certos genes em 

órgãos-alvo específicos. Diversas evidências indicam que BRCA1 se liga a fatores 

de transcrição seqüência-específicos e, dessa forma, estimula ou inibe a transcrição. 

Com base nesses achados, supõe-se que brca1 interaja diretamente com os 

receptores de hormônios esteróides (ER), inibindo-os e, ao mesmo tempo, 

estimulando os receptores de andrógenos (AR). Assim, se alguma alteração 

deletéria ocorrer em BRCA1/2, sua deficiência promove, por exemplo, um excessivo 

crescimento dos tecidos epiteliais da mama, devido à falta de regulação negativa 

dos receptores estrogênicos (Rosen et al., 2005). 

 

c) Rearranjos Gênicos em BRCA1 e BRCA2: Mutações pontuais incluindo 

inserções ou deleções de uma ou duas bases ou substituições de um aminoácido 

são os principais tipos de mutações deletérias encontradas em genes BRCA de 

famílias com a síndrome HBOC. Recentemente, além de mutações pontuais, 

grandes "rearranjos gênicos” em BRCA1 e BRCA2 vêm sendo identificados e 

associados ao fenótipo HBOC. Estas mutações são encontradas principalmente em 
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BRCA1, e variam de 0,5 a 23,8 kb e incluem deleções ou duplicações de grandes 

fragmentos do gene, incluindo um ou mais exons. Payne et al., 2000; descreveram a 

primeira grande deleção genômica que resulta na omissão do éxon 3 no mRNA do 

BRCA1 maduro. Essa deleção mantém a seqüência de leitura (ORF- Open Reading 

Frame), porém cria um códon de parada prematuro. 

 Uma grande proporção de rearranjos gênicos tem sido observado entre as 

mutações deletérias de BRCA1 nos Países Baixos, devido à ocorrência de mutações 

fundadoras que representam 27 – 36% dos diagnósticos (Preisler et al., 2006; 

Hogervorst et al., 2003). Uma proporção similar de rearranjos entre as mutações 

deletérias de BRCA1 foi descrita em uma pequena população ao norte da Itália 

(Montagna et al., 2003). Em contraste, famílias Dinamarquesas e Finlandesas com a 

síndrome HBOC apresentam uma freqüência bem menor de rearranjos entre as 

mutações patogênicas do gene, indicando uma menor importância em termos de 

freqüência para este tipo de mutação nos países nórdicos (Thomassen et al., 2006; 

Lahti-Domenici et al., 2001). A freqüencia de rearranjos entre as famílias HBOC de 

diversos países é bastante variável, tendo sido relatadas as freqüências de 6%,12% 

e 5,7% na República Tcheca, Estados Unidos da América e Alemanha (Vasickova et 

al., 2007; Hartmann et al., 2004, Walsh et al., 2006). No Canadá, este tipo de 

mutação não parece ser prevalente (Moisan et al., 2006).   

 Acredita-se que a maioria dos rearranjos detectados em BRCA1 esteja 

relacionada a eventos de recombinação desigual entre elementos Alu, seqüências 

repetitivas de DNA que estão associadas a inserções, deleções, recombinações e 

alterações na expressão gênica (Batzer et al., 2002). Possuem a denominação Alu 

porque a maioria dos seus membros é clivada por uma endonuclease de restrição 

bacteriana denominada Alu I. No total existem cerca de 500.000 membros da família 
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Alu no genoma humano, e estima–se que constituam cerca de 3% do DNA humano. 

Seqüências Alu correspondem a aproximadamente 41,5% das seqüências intrônicas 

de BRCA1 (Gad S et al., 2001; Payne et al., 2000). 

Poucos rearranjos têm sido descritos em BRCA2, o que pode ser explicado 

pelo fato que as seqüências intrônicas deste gene contém menor número de 

repetições Alu que BRCA1. Aparentemente, rearranjos neste gene são mais comuns 

em famílias HBOC com câncer de mama masculino (Woodward et al., 2006; Tounier 

et al., 2004) e em algumas populações, como a Portuguesa, por exemplo, podem 

existir mutações fundadoras do tipo rearranjo (Machado et al., 2007). Para uma 

revisão detalhada sobre rearranjos gênicos em genes BRCA, consultar o anexo 8.6 

 

d) Mutações Fundadoras. 

 

A maioria das mutações patogências em BRCA1 e BRCA2 “privadas” 

(descritas em uma única família) ou então, comuns a somente poucas famílias. 

Ocasionalmente, se observa uma alta freqüência de determinada mutação em uma 

população específica, geralmente decorrente de efeito fundador. O efeito fundador 

pode ser definido como a ocorrência com alta frequência de uma ou mais mutações 

especificas em dada população, originárias de um ancestral comum. O efeito 

fundador é caracterizado como um fenômeno de evolução. Acontece quando uma 

população em um ambiente isolado é invadida por apenas alguns indivíduos com 

determinado genótipo, que então se multiplicam rapidamente. De acordo com o 

princípio do fundador, criado em 1954, caso um grupo muito pequeno de indivíduos 

de uma população a deixe e vá fundar uma nova população, a freqüência gênica e a 

variância da nova população poderão ser diferentes, em comparação à população 
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original, dependendo de vários fatores como por exemplo, da freqüência de 

casamentos consangüíneos entre os membros da nova população (Burns & Bottino 

1991). 

Mutações fundadoras em BRCA1 e BRCA2 foram descritas em algumas 

populações (Tabela 3). Entre os judeus Ashkenazi, mais de 90% de todas as 

mutações patogênicas em BRCA1/2 são uma das seguintes: 185 del AG e 5382insC 

em BRCA1 e 6174delT em BRCA2 (Tonin et al., 1996). Desde o século 12, as 

comunidades de judeus Ashkenazi viviam em grupos relativamente isolados nos 

quais a prática de casamentos consangüíneos era comum. As drásticas reduções no 

número das populações de judeus durante as diferentes diásporas e durante a 

segunda guerra mundial contribuíram para a criação e manutenção das altas 

freqüências das mutações fundadoras. Atualmente, entre os judeus Ashkenazi de 

todo o mundo, as mutações fundadoras são encontradas em pelo menos um quarto 

de todas as mulheres diagnosticadas com câncer de mama em idade precoce (Offit 

et al., 1998). As mesmas mutações também foram observadas em caucasianos não 

judeus, mas com uma freqüência cerca de 10 vezes menor. Além de mutações 

fundadoras nos genes BRCA, os indivíduos de origem judaica Ashkenazi 

apresentam várias outras mutações fundadoras para diferentes síndromes de 

predisposição hereditária ao câncer (Tabela 4). 

Indivíduos de origem judaica Ashkenazi com fenótipo HBOC podem ser 

inicialmente testados somente para a presença de mutações fundadoras. Esta 

abordagem é bastante custo-eficaz devido ao menor custo em relação ao 

seqüenciamento de toda a região codificadora de ambos genes e à alta prevalância 

destas mutações neste grupo étnico. Não sendo encontrada nenhuma das 3 
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mutações se procede então ao teste de mutações ao longo de toda a seqüência 

codificadora de ambos genes. 

 

Tabela 3 - Mutações fundadoras em BRCA1 e BRCA2 
 

População Gene BRCA1 Gene BRCA2 Referência 

Africana 1832del5, 
5296del114  Gao et al, 1997 

    

Judaica Ashkenazi 185delAG, 
5382insC 6174delT Simard et al, 1994 

    
Britânica 4184del4 6503delT Neuhausen et al, 1996 

    
Finlandesa  L2776X Vehmanen et al, 1997 

    

Francesa 5149del4 9254del5, 
A2951T Stoppa Lyonnet et al 1997 

    
Húngara 5282insC  Ramus et al, 1997 

    
Islandesa 999del5  Thorlacius et al, 1996 

    
Italiana 1499insA  Montagna et al, 1996 

    
Holandesa 2804delAA  Peelan et al, 1996 

    
Norueguesa 1136insA  Andersen et al, 1996 

    

Sueca 

3166insTGAGA, 
2595delA, 
1201del11, 

G563X 

 Johannson et al, 1996 

    

Russa 5382insC, 
4153delA 4486delG Hakansson et al, 1997 
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Tabela 4 – Mutações fundadoras em genes de predisposição e freqüência 
populacional de portadores entre os judeus Ashkenazi 
 
Gene Mutação Síndrome Freqüência de portadores (%) 

APC I1307K PAF 6 

BRCA1 185delAG HBOC 1 

BRCA1 5382insC HBOC 0,1 

BRCA2 6174delT HBOC 1 

MSH2 1906G>C HNPCC Desconhecida 

HMPS/CRAC1  (15q13-14) CCR Hereditário 1 

BLM BLMASH de Bloom 1 

FANCC IVS4 Anemia de Fanconi 1,25 
PAF = Polipose Adenomatosa Familiar; HBOC = Síndrome de câncer de mama e ovário hereditários; 
HNPCC = Câncer Colorretal Hereditário Não Poliposo; CCR = Câncer colorretal  
 

2.4.1.4 Diagnóstico molecular 

 Do ponto de vista técnico, a pesquisa de mutações germinativas em BRCA1 

RCA2 é um processo de alta complexidade, laborioso e caro. Essa dificuldade 

resulta do tamanho desses genes e da extensa heterogeneidade molecular 

observada na doença (até o presente momento mais de 3.400 alterações já foram 

descritas para ambos os genes e encontram-se depositadas no Breast Cancer 

Information Core, disponível em http://research.nhgri.nih.gov/bic). Atualmente, duas 

estratégias principais são utilizadas para identificação de mutações germinativas na 

seqüência codificadora dos genes BRCA: a) seqüenciamento de todos os exons 

codificadores de ambos os genes e posterior análise comparativa da seqüência 

obtida com uma seqüência de referência (p.ex. GenBank), ou b) rastreamento de 

mutações utilizando uma de diversas técnicas: Denaturing High Performance Liquid 

Chromatography – DHPLC (Oefner & Underhill, 1995,  Underhill et al., 1997), Single 

Strand Conformation Polymorphism – SSCP (Markoff et al., 1997), Protein 

Truncation Test – PTT  (Hogervorst et al., 1995) ou Denaturing Gradient Gel 
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Electrophoresis – DGGE (Fodde & Losekoot, 1994) com posterior sequenciamento 

dos exons com padrão variante identificado no rastreamento inicial.  

 Mais recentemente, a análise de rearranjos gênicos, utilizando técnicas como 

Multiplex Ligation Probe-dependent Amplification – MLPA (Schouten et al., 2002; 

Hogervorst et al., 2003), Long-Range Polymerase Chain Reaction – PCR de longo 

alcance (Payne et al., 2000) ou Southern Blotting (Southern et al., 1974), vem sendo 

realizado em alguns países, especialmente em casos onde os métodos tradicionais 

geralmente não são capazes de detectar alterações.  

 

2.4.1.5. Diagnóstico molecular da Síndrome HBOC no Brasil 

 

 Como a população Brasileira é extremamente heterogênea, tendo recebido 

imigrantes dos mais diferentes grupos étnicos ao longo dos séculos, mutações 

comuns ou fundadoras não são particularmente freqüentes no País, exceto em 

algumas regiões específicas, em que efeito fundador pode ser demonstrado para 

alguns subgrupos da população. (Severini et al., 1999; Ribeiro et al., 2001; Jardim et 

al., 2001). Consequentemente, na grande maioria das famílias HBOC é 

recomendável avaliar toda a região codificadora de ambos genes BRCA, um 

processo laborioso, complexo e caro (Pena, 2006). As descrições de mutações 

patogênicas em genes BRCA no Brasil são poucas e muitas vezes não contemplam 

ambos genes ou a sequência completa (Dufloth et al. 2005), analisaram 31 

pacientes brasileiras com história pessoal prévia de câncer de mama e história 

familiar sugestiva de HBOC, onde investigaram os exons 2, 3, 5, 11 e 20 de BRCA1, 

e os exons 10 e 11 do gene BRCA2. Os autores encontraram uma prevalência de 

13,0% de mutação em ambos os genes (4/31). Por fim, Gomes et al., 2007, 
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investigaram 402 mulheres com história pessoal de câncer de mama não 

selecionadas para história familiar e provenientes do Rio de Janeiro, quanto à 

presença das mutações fundadoras Ashkenazi, e em 12 delas foi realizado 

sequenciamento gênico completo. Das 402 mulheres testadas, 9 (2.3%) 

apresentaram mutações patogênicas, sendo seis em BRCA1 e três em BRCA2. A 

mutação 5382insC, no gene BRCA1, foi detectada cinco vezes e representou 56% 

das mutações verificadas.   

 

3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

3.1 JUSTIFICATIVA 

 

Considerando: 

a) a alta incidência do câncer de mama no Brasil,  

b) a importância de diagnosticar indivíduos com predisposição hereditária ao câncer 

de mama pelo potencial de prevenção do câncer nestes indivíduos e seus familiares, 

c) o alto custo e complexidade do diagnóstico molecular dos principais genes 

associados ao câncer de mama hereditário, este estudo pode ser justificado para 

verificar se existem mutações comuns nos genes BRCA entre mulheres Brasileiras 

com o fenótipo da síndrome HBOC, qual a sua prevalência e também para verificar 

se uma estratégia simplificada e de menor custo para identificação de mutações 

patogênicas nos genes BRCA pode ser proposta como abordagem inicial de 

identificação de mutações. 
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3.2 OBJETIVOS 

 

3.2.1 Geral: 

O objetivo geral do estudo é verificar a prevalência de determinadas 

mutações patogênicas nos BRCA1 e BRCA2 em indivíduos Brasileiros em risco para 

a Síndrome de Câncer de Mama e Ovário Hereditários. 

 

3.2.2 Específicos:  

(1) verificar a prevalência de rearranjos gênicos no gene BRCA1; 

(2) verificar a prevalência de mutações fundadoras nos genes BRCA1 e 

BRCA2 em indivíduos não-judaicos. 
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ABSTRACT 

 

About 10% of breast and ovarian carcinomas are hereditary and most of these 

result from germline mutations in the BRCA1 and BRCA2 genes. In women of 

Ashkenazi Jewish descent, up to 30% of breast and ovarian carcinomas may be 

attributable to mutations in these genes, where 3 founder mutations (185delAG and 

5382insC in BRCA1 and 6174delT in BRCA2) are commonly encountered. The goal 

of this study was to determine the prevalence of these mutations in a sample of 

Brazilian cancer-affected non-Ashkenazi women at high risk for the hereditary breast 

and ovarian cancer (HBOC) syndrome. We studied 175 unrelated patients from the 

Brazilian States of Rio de Janeiro and Rio Grande do Sul and found the BRCA1 

5382insC mutation in 7 (4%) individuals. This prevalence is similar to that 

encountered in non-Ashkenazi HBOC families in other populations. The BRCA1 

185delAG and BRCA2 6174delT mutations did not occur in this sample. Our results 

indicate that in non-Ashkenazi HBOC families the initial screening for common 

founder mutations identifies only a small number of mutation-positive individuals and 

is likely not justified.  
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Breast cancer (BC) is the most common malignancy in Brazilian women of all 

ages. In the Southern and the Southeastern States of Brazil, the estimated BC 

incidence rates for 2008 reach 67 and 68 per 100,000 women, the highest in the 

country. In spite of continuous efforts to improve early detection and treatment, BC 

remains the leading cause of deaths by cancer in Brazilian women. Furthermore, 

mortality rates by this type of cancer are increasing in the Southern States of the 

country. 

Approximately 5-10% of BC cases are hereditary, arising from highly penetrant 

germline mutations in cancer predisposition genes. The majority of individuals with 

hereditary breast cancer have mutations in BRCA1 (OMIM # 113705) and BRCA2 

(OMIM # 600185), tumor suppressor genes involved with the repair of DNA double-

strand breaks. Carriers of such mutations are usually predisposed to breast, ovarian, 

prostate and other cancers, a constellation of malignancies referred to as the 

hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) syndrome (Ford et al., 1994). BRCA1 

and BRCA2 are similar in their structure and quite large (100 and 70 kb, 

respectively). Germline mutations in these genes are usually point mutations 

scattered along their entire coding sequences and mutational hot-spots are 

uncommon. Deleterious gene rearrangements may also occur in up to 30% of the 

cases. Therefore, mutation screening of their entire sequences is warranted for 

accurate diagnosis in most individuals. In a few populations, however, founder 

mutations have been described and are responsible for a significant proportion of the 

mutation-positive diagnoses. This is the case for the 185delAG and 5382insC 

mutations in BRCA1, and the 6174delT mutation in BRCA2 which are found in 10-

12% of Ashkenazi Jewish women diagnosed with BC, the BRCA2 999del5 mutation 

described in Finland and Iceland ; and the BRCA1 del exon17 found in 3% of 
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German high-risk breast cancer families . In these populations, initial screening of a 

clinically suspicious case by testing for founder mutations is acceptable and allows 

the diagnosis of a significant number of carriers using fast and straightforward 

methodologies at a lower cost. In a recent study done in the Brazilian State of Rio de 

Janeiro , 402 non-Ashkenazi unrelated women affected with breast cancer were 

screened for the three Ashkenazi founder mutations and a small subgroup of them 

was also tested for mutations in the entire coding sequence of both BRCA1 and 

BRCA2. Of the nine mutation-positive individuals identified, five (56%) harbored the 

BRCA1 5382insC mutation in exon 20 and the overall prevalence of this particular 

mutation in the sample studied was 1.24%. The women enrolled in this study were 

not selected for a family history of the disease, and their ancestry was not described. 

In a previous study of 47 unrelated breast cancer-affected women from Rio de 

Janeiro with a family history of cancer suggestive of the HBOC syndrome,  had 

already identified the BRCA1 5382insC mutation in a significant proportion of the 

mutation-positive patients (four in seven). Interestingly, none of them reported Jewish 

ancestry. Finally, reported occurrence of the BRCA1 5382insC mutation in Jewish 

and non-Jewish HBOC families from the Brazilian State of São Paulo. Although 

commonly encountered in Ashkenazi Jews, the BRCA1 5382insC mutation is also 

the second most common mutation described in the Breast Cancer Information Core 

(BIC) database (http://research.nhgri.nih.gov/bic/) for HBOC families worldwide. It 

has been found in approximately 14%, 10% and 4% of Russian, Ashkenazi Jewish 

and German women with BC, respectively. To our knowledge, it has not been 

described in Spain, Portugal and in South American countries other than Brazil, 

although only a few mutation studies in HBOC families of these countries have been 

done . The penetrance of the BRCA1 5382insC mutation has been well defined in 
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Ashkenazi women, being associated with a cumulative lifetime risk of 67% for BC 

and 33% for ovarian cancer.  

Considering the importance of identifying mutation-positive HBOC patients for 

genetic counseling purposes and the previous reports of the literature indicating that 

the Ashkenazi founder mutations, in particular the 5382insC in BRCA1, may be 

common in Brazilian patients diagnosed with BC, we aimed to determine the 

prevalence of these mutations in non-Ashkenazi individuals diagnosed with cancer 

and with well defined clinical criteria suggestive of the HBOC phenotype.  

A consecutive sample of 175 unrelated patients was evaluated at cancer 

genetic counseling services from the two Brazilian States with the highest BC 

incidence rates: Rio Grande do Sul and Rio de Janeiro. All patients confirmed 

residence in the States from which they were recruited and had been diagnosed with 

HBOC related tumors, or they were cancer unaffected individuals likely to be obligate 

carriers of BRCA mutations. In addition, their families either fulfilled the American 

Society of Clinical Oncology (ASCO) criteria for HBOC (ASCO Subcommittee on 

Genetic Testing for Cancer Susceptibility, 1996) or had a prior probability of 

harboring a BRCA mutation ≥ 30% by pedigree analysis using the Myriad mutation 

prevalence tables or the Penn II mutation prediction model (Frank et al. 2002; 

http://www.afcri.upenn.edu/itacc/penn2/; http://www.myriad.com). Women diagnosed 

with bilateral breast cancer under the age of 50, regardless of family history were 

also included. After signature of informed consent, genomic DNA was extracted from 

peripheral blood by conventional methods (www.puregene.com) and screening for 

the founder mutations was performed by PCR-amplification and DNA sequencing in 

both directions using the Dyenamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit and the 

Megabase automated ABI sequencer. The amplification and sequencing primer 
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sequences used were: (a) for BRCA1 exon 2 (185delAG mutation): ,5’-

GTTCTTTGGTTTGTATTATTCT-3’ and 5’-AGAGGCAGAGTGGATGGA-3’; (b) for 

BRCA1 exon 20 (5382insC mutation): 5’-ATATGACGTGTCTGCTCCAC-3’ and 5’-

GGGAATCCAAATTACACAGC-3’. and (c) for BRCA2 exon 11 (6174delt mutation): 

5’-AACGAAAATTATGGCAGGTTGTTAC-3’ and 5’-

GCTTTCCACTTGCTGTACTAAATCC-3’. All mutation-positive samples were 

confirmed in a second independent analysis. The amplification and sequencing 

protocols are available upon request.  

Among the 175 index cases included in the study, 42 (24%) were recruited in 

Rio Grande do Sul and 133 (76%), in Rio de Janeiro. All but one of the patients were 

female and the mean age at cancer diagnosis was 43.4 years (SD=10,1; range: 20-

75 years). Most of the patients (156, 89.1%) had been diagnosed with breast cancer 

and of these, 133 (85.2%) were diagnosed under the age of 50. Ten (5.7%) had 

ovarian cancer and one (0.6%) had been diagnosed with both, breast and ovarian 

cancer. One patients was unaffected and the remaining seven patients had other 

BRCA-associated tumors.  

A germline mutation was identified in seven (4%) of the 175 patients studied 

and in all of them, it consisted of the 5382insC mutation in exon 20 of the BRCA1 

gene. A more detailed description of the mutation-positive cases is shown in Table 1. 

The other founder mutations (185delAG in BRCA1 and 6174delT in BRCA2) were not 

identified in the sample studied.  

The identification of individuals at-risk for hereditary breast cancer is important 

to ensure that appropriate cancer-reducing preventive measures are offered, to 

counsel patients and families regarding reccurrence risk to other close relatives and 

to guide the decisions regarding cancer treatment interventions in affected 
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individuals. The precise identification of at-risk individuals in a given family depends 

on the identification of a deleterious germline mutation in a cancer predisposition 

gene. In the case of the HBOC syndrome, genetic testing is often hampered by the 

complexity and cost of testing the BRCA genes, especially in lower resource 

countries. In Brazil, such testing is not yet provided by the public health system and 

its cost in private laboratories is prohibitive for most at-risk families. The initial 

screening of founder BRCA1 and BRCA2 before investigation of their entire coding 

regions has been well established in individuals of Ashkenazi Jewish ancestry. 

Previous reports from Brazilian breast-cancer affected patients have suggested that 

these mutations may also be encountered in non-Ashkenazi patients with breast 

cancer and/or the HBOC phenotype, at a significant prevalence (Lourenço et al. 

2004; Gomes et al. 2007). In the present study, we screened 175 unrelated non-

Ashkenazi individuals at high risk for the HBOC syndrome and only one of these 

mutations, 5382insC in BRCA1, was identified in 4% of the sample. As expected, this 

prevalence is higher than that described by Gomes et al. (2006), and most likely, this 

is a result from sample selection, including only patients with a positive cancer history 

and specific HBOC criteria. However, the difference in mutation prevalence of both 

studies did not reach significance (p = 0.052).  

Our results are in agreement with previous prevalence studies of the 5382insC 

mutation in other high-risk non-Ashkenazi populations, such as the Italian (6.0%) and 

German (4.0%) populations. The origin of the BRCA1 5382insC mutation in Brazilian 

patients and its relation to the Eastern-European counterpart remain to be 

determined. Although some authors have postulated that the entry of this mutation 

into Brazil is related to immigration of European Jews from Portugal in the sixteenth 

century, definitive haplotype studies showing a common origin have not yet been 
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published. The absence of this mutation in BRCA1 mutation studies from Portugal 

and Spain and the relatively small contribution of Eastern/Central-European 

individuals among the approximately 4.5 million immigrants that entered Brazil 

between 1884-1959 (less than 10%) is against this hypothesis (IBGE, 2000). 

We conclude that in this sample of non-Ashkenazi Brazilian individuals at high 

risk for the HBOC syndrome, the relatively low prevalence of the 5382insC mutation 

(< 5%) and the absence of the other two founder mutations indicate that an initial 

approach of screening these mutations must be considered with extreme caution in 

such cases, since most of the mutation carriers would remain unidentified. However, 

if this approach is choosen and a negative result is obtained, genetic counseling by a 

trained professional should ensure understanding that the definitive risk and 

molecular diagnosis of an HBOC family will depend on further testing of the entire 

coding region of the BRCA1 and BRCA2 genes, possibly including also screening for 

gene rearrangements. 
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Table 1. Description of the seven BRCA1 5382insC-positive cases. 

Prior Probability of Mutation  
In a BRCA gene

Case # 
Cancer  

diagnosis  
(index-case) 

Age at 
diagnosis 

(ys) 
Cancer family history* ASCO 

criteria 
Myriad 

Mutation 
Prevalence 
Tables (%) 

Penn II 
Mutation 

Prediction 
Model (%) 

1-RJ  Breast 33 
 

MAT   Br (F-45) 
 

Yes 16.3 20.0 

2- RJ Ovarian 47 
 

PAT   Ov (60), Br (F-30), End (64) 
 

Yes 46.8 44.0 

3-RS Ovarian 52 

 
MAT   Br (F-44), Ov (F-76), Ov (F-

66),  
Ut (F-78), Ut (N/A), Ga (M-68),  

CRC (M-69), HeN (M-N/A),  
HeN (M-75) 

 
PAT   Lu (M-N/A), CRC (M-N/A),  
CRC (F-N/A), Ut (35), Br (M-62),  

Ga (M-N/A), Br (F-36), Bilat Br (F-
45),  

Br (F-44), Br (F-45)  
 

No 
 
 
 

Yes  

46.8 
 
 
 

40.8 

43.0 
 
 
 

33.0 

4-RJ Bilateral 
breast 45, 50 

 
MAT  BilatBr (F-45,50),Ov (39)  

Br (F-49), Bilat Br (F-47,50) 
 

Yes 40.7 31.0 

5-RS Bilateral 
breast 46, 47 PAT Lu (M–N/A), Ga (M–N/A)  

CRC (M–N/A) No 6.9 9.0 

6-RJ Bilateral 
breast 33, 38 - No 6.9 15.0 

7-RS Bilateral 
Breast 35, 45 

 
MAT  Ov (F-58), Ov (F-49), Br (F-

90) 
Br (F-49), Ga (M-70), Liv (M-70) 

 

Yes 40.7 47.0 

 
Legend: RJ: family recruited from Rio de Janeiro; RS = family recruited from Rio Grande do Sul;  
(*) MAT = cancer history in maternal side of the family, PAT = cancer history in paternal side of the 
family; other cancer diagnoses in family are indicated by the abbreviated cancer type (Br = breast, Lu 
= lung; Ga = gastric Ov = ovarian; Prost = prostate; Esoph = esophageal; Liv = liver; End= 
endometrial; CRC = Colorectal; HeN = head and neck cancer; Ut = uterine cancer, not defined 
whether cervix or endometrium) followed by followed by sex (M = male, F = female) and age at 
diagnosis (N/A= not available). 
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ABSTRACT 

 

Breast cancer is one of the most common malignancies affecting women 

worldwide and approximately 5-10% of the diagnoses are caused by germline 

mutations in predisposition genes. Among these, BRCA1 and BRCA2, associated 

with the hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) syndrome, are the most 

frequently affected. The observed frequencies of BRCA mutations in HBOC families 

are lower than predicted by linkage analysis and recent studies confirm that gene 

rearrangements, especially in BRCA1, are responsible for a significant proportion of 

mutations in certain populations. In this study, we determined the prevalence of 

BRCA1 rearrangements in 90 unrelated Brazilian individuals at-risk for HBOC that 

were not previously tested for BRCA mutations. Using multiplex-ligation dependent 

probe amplification (MLPA) we identified 7 (7.8%) individuals with BRCA1 

rearrangements including three with distinct duplications (exons 2, 10 and 22) and 4 

with deletions (exons 9-19, exon 11 and exon 19 in two cases). Our results indicate 

that BRCA1 rearrangements are frequent in Brazil and that initial screening of HBOC 

families by MLPA may be a cost-effective strategy in this population. This hypothesis 

should be better explored in a larger sample and should include evaluation of the the 

BRCA2 gene.  
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INTRODUCTION 

 

Breast cancer is one of the most common malignancies affecting women 

worldwide and approximately 5-10% of the diagnoses are caused by germline 

mutations in breast cancer predisposition gene. Among these, the tumor suppressor 

genes BRCA1 (OMIM # 113705) and BRCA2 (OMIM # 600185) are the most 

frequently affected genes and those better studied. Mutations in these genes have 

been associated with the hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) syndrome 

that predisposes affected individuals to several tumors including breast, ovarian, 

prostate, and pancreatic cancer, melanoma, among others. The HBOC syndrome is 

an adult-onset autosomal dominant disorder and identification of at-risk individuals is 

important because several risk-reducing strategies may be offered to these 

individuals, especially if they are not yet affected by cancer.  

The majority of disease-causing BRCA1 and BRCA2 mutations are single 

base substitutions or small insertions/deletions resulting in premature stop codons 

(http://research.nhgri.nih.gov/bic/). Mutational hot-spots are not common and founder 

mutations have been described in only a few populations. Overall, the observed 

frequencies of deleterious BRCA1 and BRCA2 mutations in HBOC families are lower 

than predicted by linkage analysis: pathogenic variations in the coding region or in 

splice sites of the gene were found in approximately two-thirds of BRCA-linked 

families. This has suggested that other dominant genes and/or low penetrance 

alleles contribute to the phenotype. An additional explanation for the existence of 

families without detectable BRCA point mutations is the occurrence of alterations that 

escape most of the current molecular diagnostic approaches, which are usually 

qualitative PCR-based . These alterations include partial or complete exon losses or 
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amplifications and are usually pathogenic because they result in an out-of-frame 

translation leading to a mutant peptide of abnormal structure and/or function.  

Several recent reports have confirmed that BRCA gene rearrangements, 

particularly in BRCA1, are quite frequent in HBOC families from selected countries. 

These types of mutations are scattered throughout the gene and although most of 

them are deletions, duplications, triplications or combined deletion/insertion events 

have also been described. The higher prevalence of rearrangements in BRCA1 as 

compared to BRCA2, has been attributed to its molecular structure, characterized by 

an extremely high density of intronic Alu repeats and by the presence of a duplicated 

promoter region containing a   pseudogene that favor unequal homologous 

recombination events . 

The highest proportion of BRCA1 rearrangements in HBOC families has been 

observed in the Netherlands; they are related to a founder effect and represent 

approximately 30% of the identifiable mutations in the gene. A similar frequency of 

deleterious BRCA1 gene rearrangements has been described in HBOC families from 

Northern Italy . In contrast, Danish families with HBOC have a BRCA1 rearrangement 

prevalence of less than 5% and in Finland and Canada no BRCA1 rearrangements 

have been identified in high-risk families. Considering the specificity of mutation 

prevalence in different populations, and the importance of the precise identification of 

mutations carriers in at-risk families, the aims of this study are to determine the 

frequency and nature of germline BRCA1 rearrangements in Brazilian HBOC 

families.  
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MATERIALS AND METHODS 

 

Patient recruitment 

 

Ninety index-cases where consecutively recruited from cancer genetic 

counseling services located in two Brazilian capitals, Porto Alegre (in the State of Rio 

Grande do Sul) and Rio de Janeiro (in the State of Rio de Janeiro). Cancer-affected 

individuals at high risk for the HBOC syndrome seen at counseling sessions were 

approached during their visits and invited to participate in the study. None of them 

had been previously tested for germline BRCA mutations. All participants signed 

informed consent, were at or above age 18 years, and fulfilled one or more of the 

following criteria: (a) personal and family history consistent with the American Society 

of Clinical Oncology (ASCO) criteria for the HBOC syndrome (ASCO Subcommittee 

on Genetic Testing for Cancer Susceptibility, 2006); or (b) a prior probability for a 

BRCA mutation ≥ 30% using either mutation prevalence tables published by Myriad 

Genetics Laboratories, Inc. (http://www.myriad.com) or the Penn II mutation 

prediction model. Ethical approval for this study was obtained from the institutional 

ethics committees.  

 

Detection of BRCA1 rearrangements 

 

Relative quantification of the copy numbers of all 24 BRCA1 exons was 

performed using the Salsa P002B BRCA1 MLPA probe mix assay (M.R.C. Holland, 

Amsterdam, The Netherlands). In brief, the protocol consisted of hybridization and 

ligation of specific probes to target genomic DNA that were posteriorly amplified by 
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PCR. Approximately 40 to 50 target sequences were analyzed simultaneously, and 

the entire BRCA1 gene was screened for rearrangements in one single amplification 

reaction. Fragment analysis was carried out on an automated, capillary sequencer 

(ABI 3130 XL Genetic analyzer; Applied Biosystems). An electropherogram showing 

the 34 amplification products, ranging in size from 127 to 454 bp was generated 

using the GeneMaper V3.2 software. Crude data were exported to an Excel 

document and analysed using the Coffalyser version 7.0 software, supplied by MRC 

Holland. Two rearrangement-negative controls were concomitantly analysed in all 

MLPA experiments. The definition of rearrangement was made whenever the ratio of 

the peak area for each amplification product over the mean area of the 

corresponding product of both negative controls was below 0.70 (deletion) or above 

1.30 (duplication). All positive results were confirmed in two additional independent 

experiments. Further confirmation and rearrangement breakpoint definition will be 

done for all rearrangement-positive samples by a different set of MLPA probes (Salsa 

P087 MLPA probemix, MRC Holland, Amsterdam, The Netherlands) and by full-gene 

sequencing.  

 

RESULTS 

 

The characterization of the individuals included in this study is summarized in 

Table 1. Screening of the BRCA1 gene by MLPA in ninety at-risk index cases 

identified 7 (7.8%) rearrangement-positive individuals. In one of the patients, the 

results of rearrangement screening by MLPA were inconclusive with ambiguous 

amplification results at different coding regions, and full gene sequencing, as well as 

MLPA with the Salsa P087 MLPA probemix are underway in an attempt to define the 
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genotype in this case. Among the rearrangements identified, three were duplications 

(of exons 2, 10 and 22, one case of each) and 3 were deletions (exons 9-19 in one 

case, exon 11 in another case and exon 19 in two cases). Clinical data of the 

rearrangement-positive index cases and their families are depicted in Table 2.  No 

statistically significant difference was identified between rearrangement-positive and -

negative individuals regarding age at cancer diagnosis, tumor type and profile (i.e. 

estrogen receptor status, grade, size, multicentricity, lymph node invasion), prior 

probability of mutation in a BRCA gene, number of cancer-affected individuals in the 

family, or presence of multiple primary tumors in the index case and family members.  

 

DISCUSSION 

 

Using MLPA as a first approach to identify BRCA1 germline mutations in a 

sample of cancer-affected Brazilian individuals with a high clinical suspicion for the 

HBOC syndrome, we identified a considerable proportion of rearrangement-positive 

(7.8%) cases. Apparently, most of them have not been described previously, except 

for the large deletion encompassing exons 9-19. In our series, this rearrangement 

was identified in a woman that developed breast cancer at the age of 41 and 

endometrial cancer at the age of 44 years, and had a significant cancer history with 

the presence of several early-onset BRCA-related tumors. Interestingly, the cancer 

family history could be traced back to her maternal grandfather, who emmigrated to 

Brazil from Italy in the 19th century. The previous description of a BRCA1 deletion 

encompassing exons 9-19 has appeared in an Italian series of HBOC families; full-

gene sequencing of this case should further characterize the rearrangement 

breakpoints, and determine if this is the same mutation as that described in the Italian 
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study. For the other rearrangements that were identified, confirmatory sequencing 

should also help to determine the exact breakpoints and to define whether these are 

indeed novel rearrangements. 

An important limitation of this study is the relatively small sample size (which 

could have influenced our negative findings in the comparative analysis of 

rearrangement-positive and –negative individuals) and ideally, our results should be 

confirmed in a larger sample of high-risk patients. Another limitation is that screening 

for rearrangements in BRCA2 was not performed. Considering that two recent 

studies have identified a significant prevalence of rearrangements in this gene 

among Portuguese HBOC families and that a large proportion of the Brazilian 

population has a Portuguese background, this analysis could significantly increase 

the rearrangement prevalence in our sample. 

Most of the studies describing the prevalence of BRCA1 rearrangements in 

HBOC individuals have screened for such mutations only after a negative result of 

testing for point mutations or small insertions/deletions, i.e. by gene sequencing. The 

use of MLPA as an initial approach for the diagnosis of BRCA1 rearrangements in 

this group of Brazilian HBOC patients identified a significant number of 

rearrangement-positive individuals, but the rearrangement prevalence encountered is 

likely underestimated, and would be higher if other mutation-positive cases had been 

previously excluded by sequencing. On the other hand, MLPA for BRCA genes is an 

unexpensive and straightforward methodology when compared to gene sequencing 

and enables mutation screening of the entire coding region of a gene in a few hours. 

Although our sample size is relatively small and included only patients from two 

States of the Brazil, our results indicate that BRCA1 rearrangements are frequent in 
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this country and that initial mutation screening for HBOC families by MLPA may be a 

cost-effective strategy in this population.  

 

Table 1. Characterization of the 90 individuals at-risk for HBOC included in the 
study 
 
Feature N % Mean Range SD (±) 
Index case (n = 90)      
Sex 
    Female 

 
88 

 
97.77 

- - - 

Age at the first diagnosis of cancer (years)* - - 42.74 (24-73) 8.66 
Type of cancer 
    Breast 
    Ovarian 

 
82 
9 

 
91.1 
10 

- - - 

Multiple primaries** 
    Bilateral breast 
    Breast and ovarian 
    Other multiple primary tumors# 

22 
13 
5 
7 

24.72 
14.60 
5.61 
7.87 

- - - 

Families (n = 90)      
Criteria for HBOC ‡ 
     ASCO criteria  
     Prior probability BRCA mut ≥30% 
         Myriad mutation prevalence tables 
         Penn II mutation prediction model 
 
Overall prior probability of BRCA mutation 
in sample 
         Myriad mutation prevalence tables 
         Penn II mutation prediction model 
 
Syndromic features 
         Li Fraumeni-like 
         Hereditary Breast and Colon Cancer 
 

 
85 

 
49 
18 

 
 
 
 
 
 
 

24 
18 

 
94.4 

 
54.4 
20 

 
 
 
- 
- 
 
 

26.7 
20 

 
- 
 
- 
- 
 
 
 

25.12 
22.92 

 
 
- 
- 

 
- 
 
- 
- 
 
 
 

8.7-67.2 
4.0-93.0 

 
 
- 
- 

 
- 
 
- 
- 
 
 
 

12.58 
16.05 

 
 
- 
- 

*  valid number of cases = 88 (one patient unaffected by cancer and one with missing data) 
** valid number of cases = 89 (one patient unaffected by cancer) 
# Other multiple primaries included: endometrial, thyroid, esophagus, gastrointestinal stromal tumor  
‡ One family may fulfill more than one criterion. 
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Table 2. Description of the seven BRCA1 rearrangement-positive cases. 
 

Prior Probability of 
Mutation in BRCA 

Case # 
BRCA1   

Rearrangement 
identified 

Cancer 
diagnosis 

(index-case) 

Age at 
diagnosis 

(years) 
Cancer family history* ASCO 

criteria 
Myriad 

Mutation 
Prevalenc
e Tables 

(%) 

Penn II 
Mutation 

Prediction 
Model (%) 

1-RS 
 

Duplication 
 exon 2 Breast 37 

 
PAT  Br (F-43), Br (F-
49), uterine cervix (F-

28),  
Lip (M-N/A), HeN (M-41) 

 

Yes 30.1 15 

2-RS 
 

Deletion 
 exons 9-19 

Multiple 
primary:  

breast and 
endometrial 

41,44 

 
MAT   Hepatob (M-36), 
Esoph (M-N/A), Br (F-

30), Panc (M-N/A),  
Blad (M-N/A), Br (F-50),  
Br and Panc (F-40,80), 
Prost (M-60), Ut (F-40),  
CNS (M-8), Br (F-60). 

 
PAT   Br (F-60), 

Lu (M-N/A) 
 

Yes 
 
 
 
 
 
 

No 

30.1 
 
 
 
 
 
 

6.9 

36 
 
 
 
 
 
 

10.0 

3-RS 
 

 
Duplication 
 exon 10 

 

Breast 49 MAT Br (F-49) Yes 15.8 10 

 
4-RJ 

 

 
Deletion 
 exon 11 

Breast  47 SIB Br (F-49) Yes 15.8 9 

5-RS 
 

Deletion 
 exon 19 

 
Multiple 
primary: 
bilateral  
Breast 

 

46,48 
MAT Br (F-48), Br (F-

42), 
Skin (F-46), Skin (F-N/A) 

Yes 30.1 18 

6-RS 
 

Deletion 
 exon 19 

 
Multiple 
primary: 

breast and 
ovarian 

 

35,49 
MAT   Br (F-52), Ut (F-

54), Ut (F-47) Ut (F-N/I), 
Br (F-52) 

No 39.1 29 

7-RS 
 

Duplication 
 exon 22   Not affected N/A 

 
MAT  Panc (F-25), 

Ovarian and CRC (F-
32,40),  

Panc (M-50), Lung (F-
60), Ovarian (F-36), 

Bilateral Br (F-47,50),  
 

Yes 66 38 

 
Legend: RJ: family recruited from Rio de Janeiro; RS = family recruited from Rio Grande do Sul;  
(*) SIB = cancer history in sibling; MAT = cancer history in maternal side of the family, PAT = cancer 
history in paternal side of the family; * Other cancer diagnoses in family are indicated by the 
abbreviated cancer  type (Br = breast, Prost = prostate; Esoph = esophageal; Hepatob = 
hepatoblastoma; End= endometrial; CNS = central nervous system, panc = pancreatic, blad = bladder; 
Ut = uterine cancer, not defined whether cervix or endometrium) followed by sex (M = male, F = 
female) and age at diagnosis (N/A= not available). 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O presente estudo teve como objetivo verificar a prevalência de determinadas 

mutações patogênicas nos genes BRCA1 e BRCA2 em indivíduos brasileiros em 

risco para a Síndrome de câncer de mama e ovário hereditários (HBOC). 

Tradicionalmente, o diagnóstico molecular dessa síndrome é particularmente difícil, 

pois os genes associados, BRCA1 e BRCA2, são genes grandes e as mutações 

patogênicas, geralmente mutações de ponto ou pequenas inserções ou deleções, 

estão distribuídas ao longo de toda a seqüência codificadora. Em certas populações 

fora do Brasil ou mesmo em amostras de famílias Brasileiras com a síndrome e/ou 

com câncer de mama, foi sugerido que algumas mutações são mais prevalentes 

possibilitando uma abordagem inicial de rastreamento simplicado.  

Em amostras de pacientes em risco para HBOC atendidas em ambulatórios 

de risco para câncer hereditário nos estados do Rio de Janeiro (região Centro-oeste) 

e Rio Grande do Sul (região Sul), os dois estados Brasileiros com as mais altas 

taxas de incidência de câncer de mama no país, foram realizados dois estudos de 

prevalência. No primeiro estudo, as mutações fundadoras 185delAG e 5382insC em 

BRCA1 e 6174delT em BRCA2, freqüentes em famílias HBOC de origem judaica 

Ashkenazi, foram rastreadas por seqüenciamento em 175 casos-índice sendo 

identificados 7 indivíduos portadores da mutação 5382insC (4.0%). As outras 

mutações não ocorreram na amostra. Esta prevalência é similar à encontrada em 

outras séries de pacientes HBOC de origem não-Ashkenazi realizados na Alemanha 

e Itália (Backe et al., 1999; Tommasi et al., 2005) e vai de encontro com a 

informação de que esta é uma das mutações patogênicas mais comumente 

encontradas na síndrome HBOC.  Em comparação com estudos prévios realizados 
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com pacientes Brasileiros, especialmente o estudo de Gomes et al. (2007), que 

avaliou 402 mulheres com câncer de mama não-selecionadas para história familiar, 

a prevalência da mutação 5382insC em nosso estudo foi um pouco maior, embora a 

diferença não tenha atingido significância. Essa diferença é esperada, considerando 

os diferentes critérios de inclusão dos dois estudos. Embora esse estudo tenha sido 

realizado com um número relativamente pequeno de pacientes, o resultado sugere 

que em indivíduos Brasileiros não-Ashkenazi em risco para a síndrome HBOC, a 

prevalência relativamente baixa (<5%) de apenas uma das três mutações 

fundadoras não justifica a indicação rotineira desse tipo de triagem, pois a grande 

maioria das mutações germinativas nesse grupo de pacientes não seria identificada. 

No entanto, se esta abordagem for escolhida como primeira etapa no teste de 

mutações, pela sua simplicidade e baixo custo, é essencial que a solicitação do teste 

e a informação do resultado, especialmente se negativo, sejam  realizados no 

contexto de aconselhamento genético por um profissional devidamente treinado para 

garantir o entendimento de que o risco e o diagnóstico molecular definitivo 

dependerão de investigações adicionais.    

No segundo estudo desta dissertação, foi realizado o rastreamento de 

mutações patogênicas do tipo rearranjos gênicos no gene BRCA1 por MLPA em 90 

casos-índice com critérios clínicos sugestivos de HBOC antes de qualquer outra 

investigação molecular, sendo identificados 7 (7.8%) portadores. A escolha pelo 

estudo de BRCA1 somente se deu por relatos da literatura que indicavam ser este 

gene mais freqüentemente acometido por rearranjos gênicos, devido à alta 

densidade de elementos Alu ao longo de sua seqüência. No entanto, estudos 

recentes (Peixoto et al., 2006; Machado et al., 2007) relataram uma alta prevalência 

de rearranjos gênicos de BRCA2 em famílias Portuguesas com HBOC. 
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Considerando que uma significativa parcela da população brasileira é de 

descendência portuguesa, justifica-se complementar o estudo realizado aqui com 

rastreamento de rearranjos em BRCA2. Embora o resultado do rastreamento de 

rearranjos em BRCA1 aqui descrito seja preliminar e deva ser confirmado para 

melhor definir os pontos de quebra dos rearranjos identificados, a freqüência nesta 

amostra indica que este tipo de mutação é relativamente comum em famílias HBOC 

Brasileiras. O estudo adicional de BRCA2 poderá complementar esse resultado, 

especialmente se os rearranjos identificados em Portugal, ou outras alterações 

forem também encontradas com relativa freqüência.  

O diagnóstico molecular da síndrome HBOC é complexo e requer o estudo de 

toda a seqüência codificadora dos genes BRCA1 e BRCA2 na grande maioria dos 

casos. Embora mutações pontuais sejam as alterações deletérias mais comuns, 

rearranjos gênicos têm uma contribuição importante em diversas populações. Nas 

amostras de indivíduos Brasileiros em risco para HBOC aqui estudadas conclui-se 

que a prevalência da mutação 5382insC em BRCA1 foi de 4.0% e o resultado 

preliminar do rastreamento de rearranjos em BRCA1 foi 7.8%. Estudos adicionais 

em um número maior de pacientes e incluindo rastreamento de rearranjos em 

BRCA2 são necessários para definir se o rastreamento de rearranjos gênicos por 

MLPA se justifica como abordagem inicial em indivíduos Brasileiros em risco para a 

síndrome HBOC. 
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8. ANEXOS 

8.1 Seqüenciamento 

8.1.1 Resultados de amostras positivas para a mutação 5382insC no éxon 20 

de BRCA1.  

Exemplo 1. Caso # 1. BRCA1 – Éxon 20 – 5382insC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A = seqüência normal  
B = amostra de paciente portadora da mutação 5382insC – BRCA1 
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Exemplo 2. Caso # 3. BRCA1 – Éxon 20 – 5382insC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A = seqüência normal 
B = amostra de paciente portadora da mutação 5382insC – BRCA1 
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8.1.2 Protocolo de amplificação para Mutações Comuns em BRCA1/2 

 
BRCA1 exon 20 ( 5382 insC) 
BRCA 1 exon 2 ( 185 del AG) 
BRCA2  exon 11L ( 6174 del T) 
 
Mix da reação 
 

Reagente 
Concentração de 

uso 

Volume final por 

amostra (ul) 
Concentração final 

H2O - 37.9 - 

Tampão 10X 5 1X 

MgCl2 50 mM 3 3 mM 

dNTP 1uM 1 0.02 uM 

Primer F 20 uM 1 0.4 uM 

Primer R 20 uM 1 0.4 uM 

Taq Patinum 5 U/ul 0.1 0.01 U/ul 

DNA  100 ug/ul 1 - 

    

 Volume final: 50 ul  

 
 
Programa de termociclador: Mastercycler – Eppendorf 
 
 

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Número de ciclos 

94 5 1 

94 3 

60 1 

72 1 

34 

72 10 1 

10 20 1 
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Primers utilizados: Invitrogen –  20 pmol, 
 
BRCA1 - exon 2 
5’-GTTCTTTGGTTTGTATTATTCT-3’ and 5’-AGAGGCAGAGTGGATGGA-3’ 
 
BRCA1 – exon 20 
5’-ATATGACGTGTCTGCTCCAC-3’ and 5’-GGGAATCCAAATTACACAGC-3’  
 
BRCA2 – exon 11L 
5’-AACGAAAATTATGGCAGGTTGTTAC-3’ and 5’-
CTTTCCACTTGCTGTACTAAATCC-3’ 
 

8.1.3 Protocolo de sequenciamento gênico 

 

*Após a purificação feita com enzimas de restrição Exonuclease I e Fosfatase 

Alcalina (feito em gel de agarose 2%e Low Mass Ladder – Invitrogen) para checar o 

tamanho (bp) de cada fragmento a ser seqüenciado e estimar o volume a ser usado 

no sequenciamento 

10ng – 100bp do fragmento, para cada amostra 

Montar tabela de acordo com a placa a ser montada 

 1 2 3 4 X X X X X X X X  

A             H

B             G

C             F

D             E

E             D

F             C

G             B

H             A

 X X X X X X X X 4 3 2 1  
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Preencher a placa com H2O Milli-Q, primers e produto de PCR, por último pré-mix do 

kit utilizado: DYEnamicTM ET dye terminator kit (MegaBaceTM) – GE Healthcare. 

 

Reação de sequenciamento: 

Primer (5µM) 1µL 

Pré-mix 4µL 

Amostra ≤5µL (variável de acordo com a concentração da amostra) 

H2O Milli-Q YµL (variável de acordo com a quantidade de amostra) 

Volume total 10µL (pode exceder) 

 

Fechar a placa com o adesivo, vortexar por alguns segundos, dar um spin na placa 

(até ± 800rpm) e colocar no termociclador 

 

Ciclar:  95°C 20” 

  55°C 15”  30 ciclos 

  60°C 1’30” 

  

Congelar ou Precipitar: 

Adicionar no fundo 1µL de acetato de amônio 7,5M 

Adicionar 27,5µL de etanol 100% 

Agitar a placa para misturar bem o acetato e o etanol 

 

Centrifugar a placa a temperatura ambiente ou a 4°C por 40”, full speed. 

Remover totalmente o sobrenadante, invertendo a placa. 

Lavar o pellet com 150µL de etanol 70% 

Centrifugar por 10”, full speed. 

Remover o sobrenadante, invertendo a placa gentilmente e dar um spin na placa 

invertida sobre um papel absorvente. 

Deixar a placa secar dentro do fluxo até 20” 

Ressuspender as amostras com 10µL de MegaBace Loading Solution, fechar com 

adesivo. 

Vortexar 10-20 seg – Congelkar ou aplicar no MEGABACE 
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8.2 Multiplex Ligation Probe Amplification - MLPA 

 

8.2.1 Eletroferogramas representativos de análise de MLPA. A = amostra com 

deleção; B = amostra sem rearranjos 
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8.2.2 Resultados brutos das análises de rearranjos gênicos em BRCA1 pela 

técnica de MLPA 

 

Tabela 1 – Análise da área de pico observada nos eletroferogramas de 11 

amostras sem rearranjos gênicos.  

Nas colunas observam-se: (a) tamanhos das sondas de MLPA utilizadas no 

kit P002B; (b) número do fragmento de amplificação e respectiva área de pico; (c) 

região correspondente do gene BRCA1, incluindo 9 controles genômicos; (d) 

resultados brutos de MLPA de 11 amostras sem rearranjos gênicos identificáveis. Os 

resultados estão expressos como a razão entre a área do pico de cada região 

identificada pela respectiva sonda sobre a média das áreas correspondentes em 2 

amostras controle, sabidamente negativas para rearranjos gênicos (não 

representados na tabela). Razões entre 0.70 e 1.30 são consideradas normais. 

Razões inferiores a 0.70 (incluindo 2 desvios-padrão) ou superiores a 1.30 (incluindo 

2 desvios-padrão) seriam referidas como regiões de deleção ou duplicação, 

respectivamente. Análise realizada com o software Coffalyzer versão 7.0 disponível 

gratuitamente no site www.mrc-holland.com. 

 

Tabela 2 – Análise da área de pico observada nos eletroferogramas de 7 

amostras positivas para rearranjos gênicos.  

Nas colunas observam-se: (a) tamanhos das sondas de MLPA utilizadas no kit 

P002B; (b) número do fragmento de amplificação e respectiva área de pico; (c) 

região correspondente do gene BRCA1, incluindo 9 controles genômicos; (d) 

resultados brutos de MLPA de 7 amostras com rearranjos gênicos identificáveis. Os 

resultados estão expressos como a razão entre a área do pico de cada região 
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identificada pela respectiva sonda sobre a média das áreas correspondentes em 2 

amostras controle, sabidamente negativas para rearranjos gênicos (não 

representados na tabela). Uma razão inferior a 0.70 (incluindo 2 desvios-padrão) ou 

superior a 1.30 (incluindo 2 desvios-padrão) é referida como uma região de deleção 

ou duplicação, respectivamente. Análise realizada com o software Coffalyzer versão 

7.0 disponível gratuitamente no site www.mrc-holland.com. 

 

Legenda para os controles internos:  

Controle 1 0518-L0098 localizado em 2q14 

Controle 2 0673–L0117 localizado em 3p21 

Controle 3 0655-L0304 localizado em 4q26 

Controle 4 0797-L0093 localizado em 5q31 

Controle 5 0662-L0158 localizado em 6p21 

Controle 6 2946-L3265 localizado em 7q 

Controle 7 0596-L0083 localizado em 11p13 

Controle 8 0495-L0303 localizado em 12p12 

Controle 9 0678-L0124  localizado em 12p13 



 

Tabela 1 
 

  Caso # 65 66 67 68 69 71 72 74 73 75 76 
Tamanho 
sonda (nt) 

Região 
BRCA1 Pico             

148 exon 01A 1 Normal (0,97) Normal (0,94) Normal (0,98) Normal (0,91) Normal (1) Normal (0,96) Normal (0,95) Normal (0,97) Normal (0,93) Normal (1) Normal (0,99) 

157 exon 01B 2 Normal (1,11) Normal (1,05) Normal (1,05) Normal (1,03) Normal (0,99) Normal (0,92) Normal (0,98) Normal (0,93) Normal (0,92) Normal (0,88) Normal (0,95) 

166 exon 02 3 Normal (1,07) Normal (1,04) Normal (1,05) Normal (1,02) Normal (1,01) Normal (1) Normal (1) Normal (0,95) Normal (0,9) Normal (0,95) Normal (0,98) 

175 exon 03 4 Normal (0,97) Normal (0,99) Normal (0,96) Normal (0,96) Normal (0,94) Normal (1) Normal (0,98) Normal (0,95) Normal (0,99) Normal (0,99) Normal (0,99) 

184 exon 05 5 Normal (1,07) Normal (1,04) Normal (1,03) Normal (1) Normal (1,02) Normal (0,94) Normal (1,01) Normal (0,9) Normal (0,93) Normal (0,98) Normal (0,95) 

208 exon 06 6 Normal (1,01) Normal (0,93) Normal (0,92) Normal (0,93) Normal (0,97) Normal (0,94) Normal (0,93) Normal (0,9) Normal (0,92) Normal (0,92) Normal (0,94) 

217 exon 07 7 Normal (0,92) Normal (0,9) Normal (0,94) Normal (0,92) Normal (0,93) Normal (0,97) Normal (0,97) Normal (0,95) Normal (0,81) Normal (1) Normal (0,98) 

226 exon 08 8 Normal (0,93) Normal (0,9) Normal (0,91) Normal (0,91) Normal (1) Normal (0,99) Normal (0,98) Normal (0,95) Normal (0,85) Normal (0,95) Normal (0,97) 

235 exon 09 9 Normal (0,94) Normal (0,86) Normal (0,95) Normal (0,85) Normal (0,92) Normal (0,89) Normal (0,94) Normal (0,87) Normal (0,89) Normal (0,98) Normal (0,96) 

244 exon 10 10 Normal (1) Normal (1) Normal (1,02) Normal (0,93) Normal (1,02) Normal (0,96) Normal (0,97) Normal (0,94) Normal (0,84) Normal (0,9) Normal (0,95) 

268 exon 11A 11 Normal (0,88) Normal (0,9) Normal (0,88) Normal (0,95) Normal (0,9) Normal (0,91) Normal (0,92) Normal (0,89) Normal (0,83) Normal (0,92) Normal (0,91) 

277 exon 11B 12 Normal (1,06) Normal (1,06) Normal (1,01) Normal (0,98) Normal (1,02) Normal (1,02) Normal (1,04) Normal (0,96) Normal (1,07) Normal (1,03) Normal (1,07) 

286 exon 12 13 Normal (1) Normal (0,98) Normal (0,99) Normal (0,97) Normal (1,03) Normal (0,98) Normal (0,93) Normal (0,89) Normal (0,95) Normal (0,93) Normal (0,94) 

295 exon 13 14 Normal (0,86) Normal (0,94) Normal (0,91) Normal (0,9) Normal (0,99) Normal (0,89) Normal (0,89) Normal (0,84) Normal (0,81) Normal (0,85) Normal (0,87) 

304 exon 14 15 Normal (1,06) Normal (1,03) Normal (1,03) Normal (0,98) Normal (1,03) Normal (0,96) Normal (0,99) Normal (0,9) Normal (0,96) Normal (0,98) Normal (0,99) 

328 exon 15 16 Normal (0,97) Normal (1,06) Normal (1,02) Normal (1) Normal (1,08) Normal (1,1) Normal (1,04) Normal (0,92) Normal (0,99) Normal (1,03) Normal (1) 

337 exon 16 17 Normal (0,82) Normal (0,93) Normal (0,93) Normal (0,96) Normal (1,01) Normal (0,97) Normal (1) Normal (0,96) Normal (0,8) Normal (0,99) Normal (0,98) 

346 exon 17 18 Normal (1,08) Normal (1,02) Normal (1,04) Normal (0,95) Normal (1) Normal (1,03) Normal (1,01) Normal (0,96) Normal (1,03) Normal (1,05) Normal (1,07) 

355 exon 18 19 Normal (1,04) Normal (1,07) Normal (0,96) Normal (1,01) Normal (1,04) Normal (0,95) Normal (0,95) Normal (0,95) Normal (0,97) Normal (0,92) Normal (0,95) 

364 exon 19 20 Normal (0,99) Normal (0,95) Normal (0,96) Normal (0,95) Normal (0,95) Normal (0,92) Normal (0,95) Normal (0,94) Normal (0,93) Normal (0,99) Normal (0,99) 

388 exon 20 21 Normal (1,15) Normal (1,11) Normal (1,03) Normal (0,99) Normal (1,02) Normal (0,97) Normal (0,96) Normal (0,89) Normal (0,86) Normal (0,88) Normal (0,92) 

397 exon 21 22 Normal (1) Normal (1,06) Normal (1,1) Normal (1,01) Normal (1,07) Normal (1,02) Normal (1,03) Normal (1) Normal (0,93) Normal (0,95) Normal (0,99) 

406 exon 22 23 Normal (1,19) Normal (1,21) Normal (1,19) Normal (1,12) Normal (1,09) Normal (1,02) Normal (1,05) Normal (1) Normal (0,89) Normal (0,88) Normal (0,96) 

415 exon 23 24 Normal (1,16) Normal (1,04) Normal (1,06) Normal (0,96) Normal (1,03) Normal (0,91) Normal (0,99) Normal (0,94) Normal (0,85) Normal (0,89) Normal (0,96) 

424 exon 24 25 Normal (1,05) Normal (1) Normal (0,98) Normal (0,91) Normal (0,98) Normal (0,9) Normal (0,97) Normal (0,84) Normal (0,98) Normal (1) Normal (0,97) 

256 Contr. Int. 26 Normal (1) Normal (0,97) Normal (1,03) Normal (1,01) Normal (1) Normal (1,02) Normal (1,02) Normal (1) Normal (1,02) Normal (1,04) Normal (1,02) 

454 Contr. Int 27 Normal (0,95) Normal (1) Normal (1,03) Normal (1,02) Normal (1) Normal (1,09) Normal (1) Normal (1) Normal (1,04) Normal (1,08) Normal (1,08) 

376 Contr. Int 28 Normal (0,98) Normal (0,88) Normal (0,93) Normal (0,88) Normal (0,96) Normal (0,96) Normal (0,95) Normal (0,94) Normal (0,97) Normal (0,95) Normal (0,97) 

127 Contr. Int 29 Normal (1,13) Normal (1,03) Normal (1,12) Normal (1,09) Normal (1,11) Normal (1,1) Normal (1,01) Normal (1,02) Normal (1,02) Normal (1) Normal (1,03) 

136 Contr. Int 30 Normal (1,06) Normal (1,02) Normal (1,1) Normal (1,05) Normal (1,13) Normal (1,12) Normal (1,12) Normal (1,07) Normal (1,17) Normal (1,1) Normal (1,12) 

198 Contr. Int 31 Normal (1,11) Normal (1,04) Normal (0,96) Normal (0,97) Normal (0,98) Normal (1) Normal (0,95) Normal (0,97) Normal (0,96) Normal (0,97) Normal (0,99) 

436 Contr. Int 32 Normal (0,96) Normal (0,93) Normal (0,98) Normal (0,91) Normal (0,98) Normal (0,97) Normal (0,95) Normal (0,92) Normal (0,97) Normal (0,95) Normal (0,98) 

316 Contr. Int 33 Normal (0,93) Normal (0,95) Normal (1) Normal (0,94) Normal (1) Normal (0,96) Normal (0,98) Normal (0,9) Normal (1) Normal (1) Normal (0,96) 

445 Contr. Int 34 Normal (1,04) Normal (1,1) Normal (1) Normal (1) Normal (0,99) Normal (0,93) Normal (1,01) Normal (1) Normal (0,92) Normal (1,11) Normal (1) 
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Tabela 2 

 

  Caso # 3 7 2 6 5 4 1 
Tamanho 

sonda 
(nt) 

Região 
BRCA1 Pico         

148 exon 01A 1 Normal (1,17) Normal (0,98) Normal (0,91) Normal (0,94) Normal (1,05) Normal (0,96) Normal (0,94) 

157 exon 01B 2 Normal (1,24) Normal (1,14) Normal (1,02) Normal (0,99) Normal (1,27) Normal (1,06) Normal (1,05) 

166 exon 02 3 Normal (1,15) Normal (1,13) Normal (0,94) Normal (1,14) Normal (1,1) Normal (0,95) Dupl (1,36) 

175 exon 03 4 Normal (0,96) Normal (0,92) Normal (0,93) Normal (1,1) Normal (1,01) Normal (1) Normal (0,98) 

184 exon 05 5 Normal (0,98) Normal (1,02) Normal (0,88) Normal (1) Normal (1,06) Normal (0,93) Normal (1,03) 

208 exon 06 6 Normal (1,06) Normal (0,98) Normal (0,93) Normal (1,03) Normal (1,08) Normal (1,03) Normal (0,95) 

217 exon 07 7 Normal (1,14) Normal (1,27) Normal (1,05) Normal (0,96) Normal (1,09) Normal (0,95) Normal (0,9) 

226 exon 08 8 Normal (0,96) Normal (0,85) Normal (1,13) Normal (1,05) Normal (1,16) Normal (0,99) Normal (0,94) 

235 exon 09 9 Normal (1,08) Normal (0,99) Del (0,47) Normal (0,99) Normal (1,08) Normal (1,12) Normal (1,02) 

244 exon 10 10 Dupl (1,31) Normal (1,09) Del (0,49) Normal (0,95) Normal (1,12) Normal (1,1) Normal (1,09) 

268 exon 11A 11 Normal (1,14) Normal (0,98) Del (0,52) Normal (1,02) Normal (1,02) Normal (0,91) Normal (0,87) 

277 exon 11B 12 Normal (0,96) Normal (0,95) Del (0,5) Normal (1,28) Normal (0,99) Del (0,47) Normal (1,11) 

286 exon 12 13 Normal (0,96) Normal (1,02) Del (0,53) Normal (1,17) Normal (1,09) Normal (0,86) Normal (0,89) 

295 exon 13 14 Normal (0,95) Normal (1,08) Del (0,46) Normal (1,11) Normal (1,1) Normal (0,91) Normal (1,02) 

304 exon 14 15 Normal (1,17) Normal (1) Del (0,47) Normal (1) Normal (1,05) Normal (1,05) Normal (1,08) 

328 exon 15 16 Normal (1,08) Normal (0,86) Del (0,59) Normal (1,04) Normal (1,09) Normal (1,01) Normal (1) 

337 exon 16 17 Normal (1,13) Normal (1,07) Del (0,57) Normal (1,07) Normal (1,12) Normal (1,11) Normal (0,9) 

346 exon 17 18 Normal (0,86) Normal (1,09) Del (0,60) Normal (1,09) Normal (0,96) Normal (0,95) Normal (1,01) 

355 exon 18 19 Normal (1,14) Normal (0,92) Del (0,49) Normal (1,06) Normal (1,07) Normal (1,06) Normal (1,05) 

364 exon 19 20 Normal (1,03) Normal (0,89) Del (0,54) Del (0,56) Del (0,56) Normal (0,94) Normal (0,99) 

388 exon 20 21 Normal (1,29) Normal (1,28) Normal (0,87) Normal (1,1) Normal (1,19) Normal (0,97) Normal (1,07) 

397 exon 21 22 Normal (1,12) Normal (1,11) Normal (0,72) Normal (0,97) Normal (1,04) Normal (0,9) Normal (1,04) 

406 exon 22 23 Normal (1,21) Dupl (1,36) Normal (1,01) Normal (1,09) Normal (1,1) Normal (1,19) Normal (1,07) 

415 exon 23 24 Normal (1,25) Normal (0,92) Normal (1,02) Normal (1,06) Normal (1,07) Normal (1,02) Normal (1,16) 

424 exon 24 25 Normal (1,07) Normal (0,93) Normal (1,17) Normal (0,99) Normal (1,19) Normal (1,02) Normal (1,03) 

256 Controle 1 26 Normal (1) Normal (0,87) Normal (0,89) Normal (1,07) Normal (1,04) Normal (0,98) Normal (0,95) 

454 Controle 2 27 Normal (0,95) Normal (1,05) Normal (1,04) Normal (0,82) Normal (0,96) Normal (1,21) Normal (1,09) 

376 Controle 3 28 Normal (0,96) Normal (1) Normal (1,08) Normal (1) Normal (0,85) Normal (0,91) Normal (1) 

127 Controle 4 29 Normal (1,25) Normal (1,03) Normal (0,95) Normal (1,1) Normal (1,02) Normal (1,1) Normal (1,1) 

136 Controle 5 30 Normal (1,04) Normal (1,03) Normal (0,98) Normal (1,08) Normal (1) Normal (1,05) Normal (1,12) 

198 Controle 6 31 Normal (1,06) Normal (1,02) Normal (1,04) Normal (0,98) Normal (1) Normal (1) Normal (0,89) 

436 Controle 7 32 Normal (0,92) Normal (0,98) Normal (0,96) Normal (0,94) Normal (1,05) Normal (1) Normal (1,01) 

316 Controle 8 33 Normal (0,99) Normal (0,93) Normal (1,01) Normal (1,03) Normal (0,92) Normal (1,08) Normal (0,98) 

445 Controle 9 34 Normal (1,26) Normal (0,8) Normal (1) Normal (0,99) Normal (1,08) Normal (0,98) Normal (1) 

 

Del.: deleção; Dupl.: duplicação. 
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8.2.3 Protocolo de MLPA 

MRC-Holland – Kit P002B 
 
1° Etapa: Hibridização 
Em tubos de 0,2ml - as amostras de DNA: 5ul por amostra (com concentração média 
de 50ng/ul com H2O)  
 
*Desnaturar as amostras a 98°C por 5 minutos no termociclador. 
 
*Adicionar à amostra 1,5ul de SALSA probemix (black cap) + 1.5 3l MLPA buffer 
(yellow cap) para cada tudo. 
 
*Incubar por 1 minuto a  95 °C, durante 16 hrs a 60 °C. 
 
2° Etapa: Reação de Ligação 
*Reduzir a tempreratura do termo a 54°C: adicionar 3ul de buffer A + 3ul de buffer B 
+ 25 ul de H2O + 1ul de ligase 65 (colocar 32ul desse mix por amostra) 
 
*Incubar 15 minutos a 54 °C, e  5 minutes at 98 °C. 
 
3° Etapa : Reação de PCR 
*4 ul de SALSA PCR buffer + 26 ul de H2O + 10ul da reação de ligação  
 
[Colocar esse mix (30ul no total por amostra) em novos tubos de 0,2ml  
 
*Posteriormente colocar 10ul do produto de ligação que está no termo e aquecer a 
60°C durante 5 minutos. 
 
Por fim: 
 
*2ul (salsa PCR primers)  
 
*2ul (SALSA Enzyme Dilution buffer) 
 
*5,5ul de H2O 
 
*0,5ul (SALSA Polymerase) 
 
*Adicionar 10ul do mix para cada amostra e deixar no termo com o seguinte 
programa de PCR: 
 
35 ciclos: 30 segundos 95°C; 30 segundos 60°C; 60 segundos 72°C e  20 minutes 
incubando a 72°C. 
 

 



95 

8.2.4 Legenda para a caracterização das sondas utilizadas no kit P002B (MRC-

Holland) 

SONDA Tamanho 
(nt) 

Nome Região 
BRCA1 

Seqüência no sítio de 
ligação 

Distância 
até próxima 
sonda (Kb) 

   startcodon    
1 148 0763-L0268 exon 1A CAGAGGGTGA-

AGGCCTCCTG 0.3 Kb 

2 157 0764-L0269 exon 1B GGGGCACTGA-
GTGTCCGTGG 1.0 Kb 

3 166 0765-L0270 exon 2 TTTATCTGCTC-
TTCGCGTTGA 8.3 Kb 

4 175 0826-L0341 exon 3 AAGGAACCTG-
TCTCCACAAA 9.3 Kb 

5 184 0767-L0272 exon 5 TTCTCAACCA-
GAAGAAAGGG 1.6 Kb 

6 208 0827-L0342 exon 6 AGATTTAGTC-
AACTTGTTGA 0.8 Kb 

7 217 0769-L0274 exon 7 CCGTGCCAAA-
AGACTTCTAC 4.4 Kb 

8 226 1004-L0569 exon 8 TGGAACTGTG-
AGAACTCTGA 2.6 Kb 

9 235 1005-L0581 exon 9 TTAATAAGGC-
AACTTATTGC 1.3 Kb 

10 244 0772-L0277 exon 10 GTTACAAATC-
ACCCCTCAAG 1.2 Kb 

11 268 0830-L0345 exon 11 GCGTGCAGCT-
GAGAGGCATC 2.8 Kb 

12 277 0774-L0279 exon 11 CTAGCCCTTT-
CACCCATACA 1.0 Kb 

13 286 0775-L0280 exon 12 CTGAAGACTG-
CTCAGGGCTA 8.5 Kb 

14 295 2603-L2074 exon 13     TGGCTGAACT-
AGAAGCTGTG 5.9 Kb 

15 304 0833-L0349 exon 14 AGAAGGCCTT-
TCTGCTGACA 2.1 Kb 

16 328 0778-L0347 exon 15 CTGGGAGTCT-
TCAGAATAGA 3.2 Kb 

17 337 0779-L0003 exon 16 CTGGAATCAG-
CCTCTTCTCT 3.5 Kb 

18 346 0780-L0283 exon 17 GCCAGAAAAC-
ACCACATCAC 3.7 Kb 

19 355 0781-L0284 exon 18 TGTGTGTGAA-
CGGACACTGA 0.6 Kb 

20 364 0782-L0285 exon 19 CCAGTCTATT-
AAAGAAAGAA 6.3 Kb 

21 388 0783-L0356 exon 20 GTCAATGGAA-
GAAACCACCA 6.0 Kb 

22 397 0784-L0287 exon 21 AATCTGTTGC-
TATGGGCCCT 1.9 Kb 

23 406 0785-L0288 exon 22 CTGTGGTGAA-
GGAGCTTTCA 1.5 Kb 

24 415 0786-L0289 exon 23 CACCCAATTG-
TGGTTGTGCA 2.0 Kb 

25   stopcodon   
 424 2831-L2260** exon 24 AATGGAAGGA-

GAGTGCTTGG 
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8.3 Critérios de Inclusão 

8.3.1 Tabelas de Prevalência de mutação do Laboratório Myriad 
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8.3.2 Modelo de avaliação de risco de mutação em BRCA1 e BRCA2 – Penn II  

II  

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  

1. Please answer the following questions.  

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

three generations.  

3. If there is cancer history present on both the maternal and paternal sides, 

each lineage should be entered separately.  

4. Since this model depends on the family history being accurate, attempts 

should be made to confirm the family history with pathology reports, especially 

for cases of ovarian cancer  

 

Part A. Select the Side of the Family in Question: Maternal Paternal 

Part B. Please provide Following Information: no yes  

1. Presence of Ashkenazi Jewish ancestry?  (0-100)   
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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 

50?  (18-130)  

5. What is the age of the youngest breast cancer case? no yes   

6. Presence of mother-daughter breast cancer diagnosis in family?  (0-100)   

7. How many individuals with bilateral breast cancer in family?  (0-100)  

8. Number of male breast cancer diagnoses in family? no yes  

9. Presence of pancreatic cancer in family?  (0-100)  

10. Number of prostate cancer diagnoses in family?  

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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8.3.3 Critérios de inclusão para Síndromes de Predisposição ao Câncer de 

Mama: 

HBOC – SÍNDROME DE PREDISPOSIÇÃO AO CÂNCER DE MAMA E 

OVÁRIO – CRITÉRIOS DA ASCO: 

 

[1] 3 ou mais casos de cancer de mama e 1 ou mais de cancer de ovário em 

qualquer idade; 

[2] Mais de 3 casos de cancer de mama com dx antes dos 50 anos; 

[3] 3 casos de cancer de mama com dx antes dos 50 anos; 

[4] Pares de irmãs (ou mãe-filha) com 2 dos seguintes antes dos 50 anos: 

4A)  2 casos de câncer de mama 

4B) 2 casos de câncer de ovário 

4C) 1 câncer de mama e 1 câncer de ovário 

 

 

HBOC – SÍNDROME DE PREDISPOSIÇÃO AO CÂNCER DE MAMA E OVÁRIO 

– CRITÉRIOS NCCN: 

 

Caso for familiar (ou seja se a paciente não tem câncer) usar “e/” antes 

do critério. 

 

B1. Ca de mama diagnosticado em idade igual ou inferior aos 40 anos, com 

ou sem história familiar; 
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B2. Ca de mama diagnosticado em idade igual ou inferior a 50 anos, com um 

ou mais familiares com câncer de mama ou um ou mais familiares com ca de 

ovário; 

B3. Ca de mama diagnosticado em qquer idade, com no mínimo dois 

familiares próximos com ca de ovário em qquer idade ou ca de mama, 

especialmente se, em no mínimo 1 mulher o dx foi antes dos 50 anos ou se 

foi bilateral; 

B4. Familiar do sexo masculino com ca de mama; 

B5. História pessoal de ca de mama e de ovário; 

B6. Descendência judaica Ashkenazi e dx do ca de mama em idade inferior a 

50 anos, mesmo sem HF de ca ou em qquer idade se houver história de ca de 

mama ou de ovário em algum familiar. 

C1. No mínimo 2 familiares com ca de ovário; 

C2. 1 familiar com ca de ovário e, no mínimo, 1 mulher com ca de mama < 50 

anos ou ca de mama bilateral; 

C3. 1 familiar com ca de ovário e, no mínimo, 2 familiares com ca de mama; 

C4. 1 familiar com ca de ovário e, no mínimo 1 homem com ca de mama; 

C5. 1 familiar com ca de ovário e, se de descendência judaica Ashkenazi, 

nenhuma HF adicional é requerida. 

 

D1. 2 casos de ca de mama masculino; 

D2. 1 caso de ca de mama masculino e 1 ou mais mulheres com ca de mama 

ou de ovário;  

D3. 1 caso de ca de mama masculino e, se de descendência judaica 

Ashkenazi, nenhuma HF adicional é requerida. 



 

8.4 Heredogramas de alguns dos indivíduos incluídos no estudo 

8.4.1 Heredogramas das pacientes positivas para a mutação 5382insC no éxon 20 de BRCA1.   

Família 1 
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Família 2 
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Família  3 
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Família 4 
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Família  5 
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Família 6 
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Família 7 
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8.4.2 Heredogramas das pacientes positivas para rearranjos gênicos identificadas por rastreamento com MLPA. 

Família 1 
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Família 2 
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Família 3 
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Família 4 
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Família 5 
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Família 6 
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Família 7 
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8.5 Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

8.5.1 TCLE 1 
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8.5.2 TCLE 2 
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8.5.3 Carta de concordância da participação do estudo (INCa) 
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8.6 Ficha Clínica 
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ABSTRACT 

 

Women with mutations in BRCA1 or BRCA2 have an increased lifetime risk of 

developing breast, ovarian and other BRCA-associated cancers. However, the 

number of detected germline mutations in families with the hereditary breast and 

ovarian cancer (HBOC) syndrome has been lower than expected based upon genetic 

linkage data. Undetected deleterious mutations in the BRCA genes in some high-risk 

families are due to the presence of intragenic rearrangements such as deletions, 

duplications or insertions spanning whole exons. This article reviews the molecular 

aspects of BRCA1 e BRCA2 rearrangements and their reported frequency among 

different populations. An overview of the techniques used to screen for BRCA1 and 

BRCA2 large rearrangements is also presented. The detection of rearrangements in 

BRCA genes, especially BRCA1, offers a promising outlook for mutation screening in 

clinical practice, and especially for families with previously negative results of 

mutation testing using traditional methods. 
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INTRODUCTION 

 

The precise identification of BRCA1 and BRCA2 pathogenic mutations is a 

major concern for geneticists counseling families at high risk for breast and ovarian 

cancer. The most frequent mutations encountered in these genes involve deletions or 

insertions of a few bases or single-base substitutions resulting in premature stop 

codons. Such point mutations are spread throughout the coding sequences of both 

genes and in some series account for only 10.0–50.0% of the germline mutations 

found in families with the hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) syndrome, 

depending on the selectivity of inclusion criteria.  

The observed frequencies of BRCA1 mutations in HBOC families are lower 

than predicted by linkage analysis: pathogenic variations in the coding region or in 

splice sites of the gene were found in approximately two-thirds of BRCA1-linked 

families. This has suggested that other dominant genes and/or low penetrance 

alleles, such as the 1100delC mutation in the CHEK2 gene contribute to the 

phenotype . An additional explanation for the existence of families without detectable 

BRCA1 or BRCA2 point mutations is the occurrence of alterations that escape most 

common molecular diagnostic approaches, such as large intragenic rearrangements. 

These mutations may be overlooked because most of the screening and diagnostic 

methods available are PCR-based, i.e., qualitative rather than quantitative methods, 

which usually do not detect partial or complete exon losses or amplifications. Large 

intragenic rearrangements are usually pathogenic because removal or insertion of 

genomic sequences within a coding region results in an out-of-frame translation 

leading to a mutant peptide of abnormal structure and/or function. 
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FREQUENCY OF LARGE REARRANGEMENTS 

 

 The frequency of large genomic rearrangements varies considerably among 

examined populations and a summary of existent data is depicted in Table 1. Higher 

proportions of BRCA1 rearrangements among HBOC families have been observed in 

Northern Italy, where genomic large deletions account for approximately one-third of 

the pathogenic BRCA1 mutations and the overall prevalence of rearrangements in 

the families studied was 23.0%. In the Netherlands, rearrangements also represent a 

high proportion of all deleterious mutations in BRCA1 (27.0-36.0% of all germline 

mutations in the gene) and are due to founder mutations. In contrast, western Danish 

families with HBOC have a BRCA1 rearrangement prevalence of 3.8%. Another 

study performed in Finland failed to detect any rearrangements among 82 families at 

moderate or high risk for HBOC . Taken together, the latter two studies indicate a 

lower frequency of genomic rearrangements in the Nordic countries. Finally, a study 

conducted in Canada found no evidence of BRCA1 or BRCA2 genomic 

rearrangements in high-risk French-Canadian breast/ovarian cancer families. The 

most likely explanation for this wide range in the observed prevalence of 

rearrangements is the different genetic background of the populations studied, 

although the heterogeneity of HBOC clinical inclusion criteria used in each study may 

also have influenced the results. Furthermore, rearrangement prevalence will be 

different in samples that include only BRCA mutation-negative individuals by 

sequencing as compared to those that include previously untested individuals at risk 

for HBOC. 

More recent studies have encountered an intragenic rearrangement 

prevalence of 6.0% and 12.0%, respectively, in high-risk patients that were negative 
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for BRCA1/2 point mutations by sequencing in families from the Czech republic and 

the United States of America. In the German population, the prevalence of BRCA1 

rearrangements is lower, ranging from 1 in 59 (1.7%) to 1 in 17.5 (5.7%) among high-

risk families who are mutation-negative by sequencing.  

Only a few studies have examined the prevalence of BRCA2 rearrangements 

in larger sets of high-risk patients. In one recent report from Australia, large genomic 

rearrangements in BRCA2 were identified in 2.0% of 149 high-risk families that tested 

negative for BRCA1 and BRCA2 point mutation. Agata et al. found a similar 

frequency (2.5%) of BRCA2 rearrangements among 121 highly selected Italian 

families. In a recent study of Portuguese HBOC families, a single founder BRCA2 

rearrangement (c. 156_157insAlu) was identified in 8.0% of the families studied. It is 

the most frequent BRCA2 rearrangement described to date. 

 

MOLECULAR PATHOLOGY OF BRCA1 REARRANGEMENTS  

 

 Several different BRCA1 germline rearrangements with well characterized 

breakpoints have been reported to date. These rearrangements are scattered 

throughout the whole gene and although most of them are deletions, duplications, 

triplications or combined deletion/insertion events have also been described. The 

genetic structure of BRCA1, characterized by an extremely high density of intronic 

Alu repeats and the presence of a duplicated promoter region containing a BRCA1 

pseudogene are the most likely explanations for the occurrence of “hotspots” that 

favor unequal homologous recombination events. At present, 45 different large 

genomic rearrangements have been characterized worldwide, including both 

deletions and duplications of one or more exons (Table 1). 
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a) Alu Sequences. The human genome contains up to 1 million copies of 

interspersed Alu elements (one Alu repeat at every 5 kb, approximately) that appear 

to mediate chromosomal rearrangements and homologous recombination events 

resulting in translocations, duplications, inversions or deletions. These sequences are 

named Alu because most of the members of this family of repeats is cleaved by the 

bacterial restriction endonuclease Alu I. Members of the Alu family show significant 

homology but do not have identical sequences. Around 500.000 members of the Alu 

family have been identified and it is estimated that together they comprehend 3.0% of 

the human genome. Approximately 41,5% of the intronic sequences of BRCA1 

consist of Alu elements. Their size ranges from 0.5 to 23.8 Kb and they are located 

along the entire gene. 

Alu sequences have often been regarded as genomic instability factors 

because they are responsible for recombinational “ot spots” in certain genes and are 

frequently involved with exon shuffling during meiosis due to non-homologous 

recombination. They also may act as regulatory factors in transcription; both 

structural roles (acting as “physical separators" of protein-protein interactions during 

the condensation of the chromosomes in cellular division), and functional roles (in 

alternative “splicing” or connection between transcription factors) in transcription have 

been proposed. 

 The two most prevalence sub-classes of repetitive elements in the Alu family 

are the LINEs (Long Interspersed Elements) and the SINEs (Short Interspersed 

Elements). LINEs are the longest sequences (6-8 kb), and represent around 21.0% 

of the total human genome DNA, including genes involved in transposition. SINEs, 

which are derived from RNA polymerase transcripts, are shorter (100-300 bp) and 
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represent around 13.0% of the human genome. LINEs and SINEs are mobile 

elements that move via reverse transcription. 

  The complete genomic sequence of BRCA1 published by Smith et al. 

identified 138 individual Alu elements within the BRCA1 gene. Rearrangements are 

less common in the BRCA2 gene, probably due to a lower frequency of Alu 

sequences (17.0%). In most of the well characterized rearrangements described in 

the literature, there is good evidence for involvement of Alu repeat elements in the 

occurrence of the recombination event. For example, the BRCA1 exon 5–7 deletion 

described in German families results from a non-allelic homologous recombination 

between AluSx in intron 3 and AluSc in intron 7. Both Alu repeats share a 

homologous region of 15 bp at the crossover site.  

b) Non-functional pseudogenes. Another important cause of unequal 

recombination within the coding region of certain genes is the presence of 

nonfunctional pseudogenes with high sequence homology to at least parts of the 

functional counterpart. Pseudogenes are usually non-functional “relatives” of known 

genes that have lost their protein-coding ability or are no longer expressed in the cell.  

Puget et al  were the first to report this mutational mechanism for the BRCA1 

gene. In two families with HBOC, they showed that the first exons of the gene were 

replaced by those of the BRCA1 pseudogene, ψBRCA1. This pseudogene had 

previously been shown to lie ~ 30 kb upstream of BRCA1. The presence of a 

duplication  containing most of BRCA1 exons 1 and 2 and the identification of two 

different recombination events involving homologous regions located in the BRCA1 

gene and ψBRCA1, respectively, lead the authors to postulate that these regions 

were strong hot spots for recombination. The mutant alleles identified in the study 

harbored a chimeric gene that consists of ψBRCA1 exons 1A, 1B, and 2 fused to 
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BRCA1 exons 3–24. This chimeric gene lacks both the BRCA1 promoter and 

translation initiation codon and is thus non-functional .c) Tandemly arranged short 

sequence repeats. Gross chromosomal deletions and/or insertions may also be 

mediated by tandemly arranged short sequence repeats. Highly repetitive 

nonconding human DNA often occurs in arrays (or blocks) of tandem repeats of 

sequence which may be simple (1-10 nucleotides), or moderately complex (tens to 

hundreds of nucleotides). Individual arrays can occur at a few or many different 

chromosomal locations. Satellite DNA, which constitutes most of the heterochromatic 

regions of the genome and is notably found in the vicinity of the centromeres, is 

comprised of very large arrays of tandemly repeated DNA. Short repeats may cause 

slipped mispairing during replication, causing deletions or duplications of varying 

sizes. Recombination involving tandemly arranged short sequence repeats underlies 

the 244-bp deletion in BRCA1 exon 5 described in German HBOC families. 

 

BRCA2 REARRANGEMENTS 

 

 Only a few studies have investigated the presence and frequency of 

deleterious BRCA2 rearrangements, and most of these were either done on a 

relatively small number of samples or employed cumbersome mutation detection 

methods of variable sensitivity.  

Until recently, only two genomic rearrangements had been identified in two of 

six different studies that analyzed hereditary breast cancer patients or primary breast 

tumors among diverse European populations. The greatly reduced incidence of large 

genomic alterations affecting BRCA2 compared to BRCA1 is likely the result of 

differences in the density of Alu repeat sequences at the two loci, and these initial 
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studies were not very supportive of including this type of analysis in routine mutation 

testing of HBOC families.  

To date, sixteen BRCA2 germline rearrangements have been reported. More 

recent studies have reported the frequent occurrence of large genomic BRCA2 

rearrangements in male breast cancer families. Woodward et al. reported three 

BRCA2 rearrangements in 25 families with at least one male breast cancer, but no 

BRCA2 rearrangements in 114 families without male breast cancer, and Tournier et 

al. described three BRCA2 rearrangements in 39 French families with at least one 

case of male cancer. These evidences indicate that large genomic rearrangements in 

BRCA2 are more frequent in families with male breast cancer.  

Another recent study conducted in Portugal described a common BRCA2 

rearrangement involving an Alu element, c.156_157insAlu in exon3, in 17 (8.0%) of 

210 HBOC families. 

 

REARRANGEMENT DETECTION METHODS 

 

 The different strategies currently used to search for mutations in the BRCA1 

gene all share a preliminary step: they are based on PCR amplification reactions, 

whether the template is genomic DNA, cDNA, or both. Thus, if a rearrangement of 

the deletion type is present, only the wild-type allele may be amplified, and as a 

result, such mutations would not be detected if conventional screening techniques 

(Single strand conformation polymorphism, denaturing gradient gel electrophoresis, 

denaturing high performance liquid chromatography and/or sequencing) are used . 

Deletions can be detected by reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT-

PCR) analysis, but this method may also be prone to false-negative results, either 
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due to preferential amplification of the wild-type transcript or due to increased 

instability of the transcripts carrying the rearrangement.  

Large gene duplications may not be identified either, since most of the 

screening methods are qualitative rather than quantitative. Thus, depending on the 

breakpoint location, partial or complete exon loss or amplification might be 

completely overlooked because of the presence of a wild-type allele that gives rise to 

a positive PCR signal . Alternative methods to improve the diagnostic performance 

for genomic rearrangements include Southern blotting, and/or long-range PCR. 

However, these techniques are not widely applicable either because of technical 

difficulties (i.e. use of radioactive materials) and/or lack of sensitivity.  

The use of multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) has 

facilitated genomic rearrangement screening and has been implemented in many 

laboratories for BRCA1  and recently also BRCA2 rearrangements testing . This 

technique enables the determination of the relative copy number of all BRCA1 exons 

simultaneously with high sensitivity (Figure 2) . MLPA probes are able to discriminate 

between sequences that differ in only one nucleotide. In brief, the protocol consists of 

the hybridization and ligation of specific probes that are posteriorly amplified by PCR. 

Approximately 40 to 50 target sequences are analyzed simultaneously, and the entire 

BRCA1 gene is screened for rearrangements in one single amplification reaction. 

Fragment analysis is carried out on an automated, preferably capillary, sequencer 

that identifies each of the fragments based on the specific PCR fragment length. The 

average measured peak area is used to calculate the relative quantity of each probe.  
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CONCLUSION 

 

 In addition to conventional DNA diagnostic testing by sequencing, familial 

breast cancer patients and especially those at high risk for the HBOC syndrome from 

certain populations, could greatly benefit from large genomic rearrangements 

screening at the BRCA1 and probably also at the BRCA2 gene locus. The availability 

of relatively unexpensive and technically straightforward rearrangement screening 

methods, such as MLPA, greatly simplifies this process. Results from several studies 

have proved the usefulness of testing for large BRCA1 rearrangements in different 

populations, however, rearrangement prevalence in a given population should be 

known before more strict recommendations regarding the routine use of such 

techniques are made. In certain populations were rearrangements are highly 

prevalent, such as those where a founder effect exists, may even benefit from the 

use of rearrangement screening methods as the first approach for pathogenic BRCA 

gene mutation testing.  
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Figure 1.  Alu elements in BRCA1 (reproduced from Pavlicek et al. 2004 by 
permission). Exons are depicted as red rectangles and Alu sequences as arrows. 
Alu elements known to be involved with human exonic deletions and/or duplications 
are shown in blue.  
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Figure 2.  Overview of the Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification 
(MLPA) technique. A: MLPA probe description. Red: complementary sequences to 
the PCR primers, common to all probes. Blue: target DNA hybridization sequence, 
specific to each probe. Pink: stuffer sequence containing a variable number of 
nucleotides, which differs for each probe. Black: DNA target sequence. B: The two 
fragments of each probe hybridize to adjacent target sequences. C: Hybridized 
probes are ligated by a thermostable ligase. D: All ligation products are amplified by 
PCR using a single primer pair; amplification products of each probe have a unique 
length (130-480 bp). E: Amplification products are separated by electrophoresis. 
Relative amounts of amplification products, as compared to control DNA samples, 
reflect the relative copy number of target sequences. Numbers above peaks 
represent BRCA1 exon number, c: control probes. Modified from by permission. 
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Table 1. Frequency of BR 

CA1 and BRCA2 genomic rearrangements among different populations.  

8 Country 
Previously BRCA-
negative patients 

by sequencing 

Rearrangement 
prevalence in  the 
families studied 

Proportion of 
rearrangements 
in relation to all 

mutations* 

Rearrangements 
Described Reference 

BRCA1 Netherlands Yes/No 7-9.1% 27-36% Del. ex 8, ex 13, ex 20-22, ex 22;  
Dupl. ex 13, ex 21-23; Tripl. ex 17-19 

(Petrij-Bosch et al., 1997; 
Hogervorst et al., 2003) 

BRCA1 Italy Yes 23% 40% Del. ex 1A/1B-2,  ex 9-19, 
ex 18-19, ex 20 (Montagna et al., 2003) 

BRCA1 Czech 
Republic Yes 6% - Del. ex 1A/1B-2, ex 5-14, ex 11-12, ex 18-19, ex 

20, ex 21-22 (Vasickova et al., 2007) 

BRCA1 Portugal Yes 9.6% - Del. ex 1-22, ex 8-13, ex 15-16;  
Dupl. ex 3-8, ex 18-20 (Casilli et al., 2002)  

BRCA1 
USA -

Hispanic 
community 

Yes 3.8% - Del. ex 9-12  (Weitzel et al., 2007) 

BRCA1 USA Yes 12.7% - Del. ex 14-20, ex 22, ex 13;  
Dupl. ex 13 (Hendrickson et al., 2005) 

BRCA2 Spain Yes 1.5% - Del. ex 2, ex 10-12, ex 15-16;  
Dupl. ex 20  (Gutierrez-Enriquez et al., 2007) 

BRCA2 Italy Yes 2.5% - Del. ex 17-18, ex 8-11, ex 20 (Agata et al., 2005) 
BRCA2 Portugal No 8% - Dupl. exon 3 (Machado et al., 2007) 

BRCA1/2 Australia Yes 2% - BRCA1: Del. ex 3, ex 5, ex 21-23  
BRCA2: Del. ex 1-2, ex 14-16  (Woodward et al., 2005) 

BRCA1/2 Denmark Yes 1.3% 3.8% BRCA1: Del. ex 3-16, ex 13-15  (Thomassen et al., 2006) 
BRCA1/2 Finland Yes 0% 0% None (Lahti-Domenici et al., 2001) 

BRCA1/2 Germany 
Yes 
Yes 
Yes 

1.7– 5.7% 8% BRCA1: Del. ex 1A/1B-2, ex 5, ex 5-7, ex 17;  
Dupl. exon 13.  

(Hofmann et al., 2003; 
Hartmann et al., 2004;  

Preisler-Adams et al., 2006) 

BRCA1/2 Portugal Yes 1.1%  6.7% BRCA1: Del. ex 11-15  (Peixoto et al., 2006) 
 

BRCA1/2 USA Yes 12% - BRCA1: Del. ex 1A/1B-2, ex 3, ex 8-9, ex 17, ex 
20; Dup. ex 13, among others (Walsh et al., 2006) 

BRCA1/2 Poland Yes 4.7% 4.5% BRCA1: Del. ex 1A/1B-2, ex 17-19 (Ratajska et al., 2008) 
BRCA1/2 Singapore Yes 3% 14.3% BRCA1: Del. ex 13-15; Dupl. ex 13  

BRCA2: Dupl. ex 4-11 (Lim et al., 2007) 
BRCA1/2 Canada Yes 0% 0% None (Moisan et al., 2006) 

(*) In most of the studies, BRCA point mutations were not excluded. Legend: ex = exon; Del. = deletion; Dupl. = duplication and Tripl. = triplication. 
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8.7.2 Artigo Original 
 
“Detection of R337H, a germline TP53 mutation predisposing to multiple cancers in 
asymptomatic women participating in a breast cancer screening program in Suthern Brazil” 
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