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RESUMO

A maioria dos canceres ginecoldgicos sdo esporadicos, mas cerca de 5 a 10% dos
casos tem um padrdo hereditario. Destes, grande parte apresentam uma mutacdo deletéria em
um dos genes BRCA. Com menor frequéncia, o risco para neoplasias ginecoldgicas pode estar
associado a outras sindromes de predisposicdo ao cancer hereditario, como Sindrome de Li-
Fraumeni, Sindrome de Lynch e Sindrome de Cowden. O entendimento da predisposi¢éo
genética ao cancer leva a uma melhor identificacdo dos pacientes em risco e, assim,
ginecologistas, mastologistas, oncologistas e geneticistas podem coordenar em conjunto
estratégias para deteccdo, manejo e medidas preventivas contra a doencga. Foi realizado um
estudo retrospectivo que avaliou o perfil das mutacbes germinativas em pacientes que
realizaram o aconselhamento genético, para avaliacdo de risco para o cancer de mama (CM),
cancer de ovario (CO) e cancer de endométrio (CE), com possivel padrdo hereditario, em Minas
Gerais, Brasil. Foram analisados os prontuarios de 382 pacientes, provenientes de diferentes
regides do estado, com andlise das seguintes varidveis: idade, sexo, naturalidade, histéria
pessoal ou familiar de CM, CO e CE e outros tipos de cancer associado a sindromes hereditarias.
Os dados epidemioldgicos foram analisados por meio de ferramentas estatisticas apropriadas.
As variantes identificadas foram anotadas no Human Genome Variation Society (HGVS) e 0s
bancos de dados ClinVar e BRCA Exchange foram utilizados para determinar o significado
bioldgico de todas as variantes relatadas. Foram identificadas 53 mutacgdes distintas sendo: 29
eram variantes patogénicas, 13 de significado indeterminado (VUS) e 11 benignas. As mutacdes
mais frequentes encontradas foram BRCA1 c.470 471delCT, BRCAL ¢.4675+1G>T e BRCA2
c.2T>G. 25 variantes parecem ter sido descritas pela primeira vez no Brasil, das quais 3 nédo
foram descritas no Clinvar. Além das mutacGes em BRCA1/2, foram encontradas variantes em
outros genes relacionados as sindromes hereditarias que predispbe aos canceres ginecoldgicos.
Estes resultados foram descritos na forma de um artigo cientifico para publicacdo na Scientific
Reports, um vez que o estudo permitiu um aprofundamento sobre a compreenséo das principais
mutacdes identificadas nas familias no Estado de Minas Gerais e demonstra a necessidade da
avaliacdo da historia familiar de cAncer ndo-ginecoldgico para avaliagdo do risco de CM, CO e
CE. Além disso, constitui um esforgo para estudos populacionais a fim de avaliar o perfil de
mutacgdes na populacéo brasileira.

Palavras-chave: neoplasia ovariana, neoplasia de mama, neoplasia de endomeétrio, sindromes
neopléasicas hereditarias
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ABSTRACT

Most gynecological cancers are sporadic, but about 5 to 10% of cases have a hereditary pattern.
Most cases of hereditary breast cancer (BC) and ovarian cancer (OC) are attributable to
mutations in one of the BRCA genes. The risk of gynecological malignancies may be associated,
less frequently, with other hereditary cancer predisposing syndromes, such as Li-Fraumeni
Syndrome, Lynch Syndrome, and Cowden Syndrome. Understanding the genetic predisposition
to cancer leads to better identification of patients at risk thus gynecologists, mastologists,
oncologists and geneticists will be able to coordinate strategies for detection, management, and
preventive measures against the disease. This was a retrospective study that evaluated the
profile of germline mutations present in patients who underwent genetic counseling for risk
assessment for BC, OC, and endometrial cancer (EC) with a possible hereditary pattern, in
Minas Gerais, Brazil. Medical records of 382 patients from different regions of the state were
analyzed for the following variables: age, sex, place of birth, personal or family history of BC,
OC, EC, and other types of cancer associated with hereditary syndromes. Epidemiological data
were analyzed using appropriate statistical tools. The Human Genome Variation Society
(HGVS) nomenclature guidelines were used to name the identified variants and ClinVar and
BRCA Exchange databases were used to determine the biological significance of all related
variants. We identified 53 distinct mutations: 29 were pathogenic variants, 13 variants of
undetermined significance (VUS) and 11 benign. The most frequent mutations were BRCAL
€.470_471delCT, BRCAL ¢.4675+1G>T and BRCA2 c.2T>G. 25 variants appear to have been
described for the first time in Brazil, of which 3 were never described in ClinVar. In addition
to BRCAL/2 mutations, variants in other genes related to hereditary syndromes that predispose
to gynecological cancers were found. These results were described as a scientific article for
publication in Scientific Reports, since this study allowed a deeper understanding of the main
mutations identified in families in the state of Minas Gerais and demonstrates the need to assess
family history of non-gynecological cancer for risk assessment of BC, OC and EC. Moreover,
it is an effort for population studies to evaluate the mutation profile in the Brazilian population.
Key Words: ovarian neoplasm, breast neoplasm, endometrial neoplasm, hereditary neoplastic

syndromes
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INTRODUCAO

O céncer € uma das maiores causas de morte do mundo e sua causa béasica é o dano
a genes dos sistemas regulatorios da célula chamados oncogenes e genes supressores de tumor
(TSG, do inglés tumor supressor genes) (VOGELSTEIN; KINZLER, 2004). A doenca se
caracteriza por proliferacdo anormal das células e pode comecar em qualquer 6rgéo ou tecido,
com invasao de tecidos adjacentes ou a distancia (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
[s.d.]).

Os oncogenes sdo versdes mutadas dos proto-oncogenes, responsaveis pelo
controle do crescimento e diferenciagdo celular (Figura 1). Eles codificam fatores de
crescimento, receptores de tirosina quinase da superficie celular, fatores de transducéo de sinal
e fatores de transcri¢do nuclear (DIXON; KOPRAS, 2004). Apenas uma mutacdo em um alelo
pode ser suficiente para a sua ativacdo (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2016).

Os TSG bloqueiam a proliferagédo celular descontrolada que pode levar ao cancer.
A perda destes genes através de delegBes, inativacbes ou silenciamento epigenético faz com
que o produto génico reduza sua atividade e, assim, predisponha a tumorigénese. A perda da
funcdo do TSG requer, normalmente, mutacdes em ambos o0s alelos para a oncogénese ocorrer
(Figura 1)(NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2016). Instabilidade gendmica pode ocorrer
em razdo de defeitos nas proteinas necessérias para a divisdo celular precisa ou em proteinas
responsaveis pelo reparo do &cido desoxirribonucleico (DNA) (VOGELSTEIN; KINZLER,
2004).

Proto-oncogens
(mutagio ativadorz) -

W—— W

pelatan Mutagio ativadora permite] Células com
Gene suprassor de tumor q‘il?":;czie::t;:trmule 2 proliferagio
(perda da fungio) proitieracao ce desordenada

@ @

Célula normal Mutagio em vma | 5 Tmutag =
S inativadoras sliminam
copia do gene

- - funcionalments o gzne
nao tem efeito
b suprassor da tumor

Figura 1- Proliferacdo anormal de células devido a mutacdes em proto-oncogenes e/ou TSG. a) Mutagdo ativadora
em um alelo do proto-oncogene estimula a proliferacéo celular desordenada; b) Mutagdes em ambos os alelos de
um gene supressor de tumor causam proliferacdo celular desordenada. Fonte: (WIINHOVEN; VRIES, 2006)
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Hanahan e Weinberg (2000) propuseram um modelo conceitual acerca das
capacidades distintas e complementares que possibilitam a sobrevivéncia, proliferacdo e
disseminacéo de células cancerigenas, denominado as seis habilidades caracteristicas do cancer.
Essas habilidades incluem: sinalizacdo mitogénica sustentada, evasdo dos supressores de
proliferacdo, resisténcia a morte celular, imortalidade replicativa celular, inducdo da
angiogénese, capacidade ativa de invasdo e metastase. Em 2011, esses mesmos autores
adicionaram outras duas habilidades emergentes: a reprogramacao do metabolismo energético
celular e a evasdo do sistema imune (Figura 2)(HANAHAN; WEINBERG, 2000, 2011).

— - - Evaséao dos
Sinalizagao mitogénica supressores

sustentada de proliferagéo

Reprogramagao do
metabolismo
energetico celular

Evasao do sistema
imune

?n‘:;'tsetéc:‘liﬁa? Nt REY Imortalidade
e $Q. .0 replicativa celular

Instabilidade genémica Inflamacgao promovida
e mutagoes pelos tumores

Capacidade ativa de

Indugao da : 2 ;
invasao e metatase

angiogénese

Figura 2- Habilidades celulares que caracterizam e sustentam a carcinogénese. Fonte: (HANAHAN; WEINBERG,
2011)

A acgdo conjunta das habilidades do tipo sinalizagdo mitogénica sustentada, evasdo
dos supressores de proliferacdo, resisténcia a morte celular, imortalidade replicativa celular,
inducdo da angiogénese, capacidade ativa de invasdo e metastase, reprogramacdo do
metabolismo energético celular e a evasao do sistema imune colaboram com o desenvolvimento
dos tumores. A aquisicao dessas caracteristicas € possibilitada pela manutencdo de um ambiente
inflamatério e pela instabilidade genémica das células cancerigenas (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

2.1 Estatistica do cancer
A World Health Organization (WHQO) estimou que, em 2018, o céncer foi
responsavel por 9,6 milhGes de mortes no mundo, com 70% das mortes nos paises

subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Os canceres de pulmdo, prostata (CP), colorretal
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(CCR), estbmago e figado sdo os tipos mais comuns em homens, enquanto mama (CM), CCR,
pulméo, cervical e tireoide sdo os mais comuns entre as mulheres (WHO).

Entre os céanceres ginecoldgicos, o CM é a neoplasia com maior incidéncia,
excluindo-se os casos de pele ndo melanoma, e € principal causa de morte por cancer em
mulheres. Em 2018, foram estimados 2,1 milhdes de novos casos no mundo, 0 que representava
25% de todos os casos de cancer diagnosticados em mulheres (Bray et al., 2018).

O cancer de ovario (CO), apesar de pouco prevalente, & a neoplasia maligna
ginecologica mais dificil de ser diagnosticada e com menor chance de cura. A deteccdo em fase
tardia, falta de técnicas de rastreio eficaz e resisténcia a quimioterapia contribuem para as altas
taxas de mortalidade por CO (OHMAN; HASAN; DINULESCU, 2014). Em 2018, foram
estimados 295 mil casos e 185 mil mortes, sendo o sétimo tipo de cancer mais comum e oitava
causa de morte por cancer em mulheres (Bray et al., 2018).

O cancer de endométrio (CE) é o sexto cancer mais comum em mulheres, com uma
estimativa mundial de 382 mil novos casos e 90 mil dbitos, em 2018 (Bray et al., 2018). O CE
¢ a malignidade dos 6rgaos reprodutores mais comum nos Estados Unidos e o seu pico de
incidéncia ocorre na sexta década de vida (Cancer Facts and Statistics | American Cancer
Society, 2019). A maioria das pacientes sdo diagnosticadas com a doenca confinada ao Utero e
possuem mais de 90% de sobrevida em 5 anos (KIMURA et al., 2004).

A estimativa de novos casos das neoplasias estudadas, no Brasil, para o biénio
2020-2021 é: 6.650 mulheres com CO, por ano; 66.280 novos casos de CM, por ano; 6.640
mulheres com CE, por ano, segundo o Instituto Nacional do Céancer José Alencar Gomes da
Silva (INCA, 2020). Em Minas Gerais, séo estimados 8.250 casos de CM, 630 de CO e 670 de
CE, em 2020, segundo este mesmo Instituto (Tabela 1).

Tabela 1- Estimativa de novos casos das neoplasias estudas para o biénio 2020-2021 e mortalidade Brasil em

2017.
Lo_cal,lz_agao Estimativa de novos Estimativa de novos . ]
primaria da Mortalidade Brasil
. casos para 2020/2022, | casos para 2020, em
neoplasia . . . 2017
; no Brasil Minas Gerais
maligna
Mama 66.280/ano 8.250/ano 16.724
Ovario 6.650/ano 630/ano 3.879
Endométrio 6.540/ano 670/ano 1.827

Fonte: INCA, 2020

2.2 Sindromes de cancer hereditario na ginecologia
A maioria dos canceres ginecoldgicos sao esporadicos, mas cerca de 5% dos casos
de CE e 10% dos casos de CO e CM tem um padrdo hereditario (GRAFFEO et al., 2016;
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HOLMAN; LU, 2012). Destes, grande parte apresentam uma mutacdo deletéria em um dos
genes BRCA (FORD et al., 1998). Mutac¢des em BRCAL conferem um risco de 39 a 46% de CO
e 65 a 85% de CM; em BRCAZ2, o risco é de 11 a 27% para CO e 45 a 85% para CM (RING et
al., 2017). Além do risco de CM e CO, muta¢gbes em BRCA1/2 aumentam risco de cancer de
CP, pancreas e via biliar (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2016) e mutagdes em BRCA2
aumentam risco de melanoma, além das neoplasias citadas (RING; MODESITT, 2018). A
perda da funcdo do BRCAL esta associada ao CM e CO em idade precoce e, em geral, apresenta
tumores de alto grau histolégico com padrdo imunohistoquimico triplo negativo (receptores
hormonais negativos e HER2 negativo). Os tumores associados a BRCA2 usualmente sdo de
alto grau, receptor de estrogénio positivo e HER2 negativo (MAVADDAT et al., 2012).
Carreadores de mutacdo BRCA apresentam sobrevida maior nos primeiros anos apds o
diagnostico de CM e CO, o que pode refletir a maior sensibilidade a quimioterapia,
principalmente, as platinas (COPSON et al., 2018). Em 2014, a Sociedade Americana de
Ginecologia Oncoldgica divulgou uma recomendacdo que orientava oferecer teste genético
para mutaces germinativas em BRCA1/2 para todas pacientes diagnosticadas com CO, cancer
de tuba uterina e peritoneal (“Genetic Testing for Ovarian Cancer | SGO”). Essa recomendacao
foi endossada pelo National Comprehensive Cancer Network (NCCN).

BRCA1/2 sdo TSG que codificam proteinas envolvidas no reparo da fita dupla do
DNA, através da recombinacdo homologa (RH). Assim, tumores BRCA mutados realizam RH
de forma deficiente e sua sobrevivéncia depende de outras vias de reparo, gue possuem menor
fidelidade, como o reparo por unido de extremidades ndo-homdlogas (NHEJ, do inglés non-
homologous end joining)(FREY; POTHURI, 2017). As poli-ADP ribose polimerase (PARP)
sdo enzimas envolvidas neste tipo de reparo e sua inibigdo em pacientes BRCA-mutadas causa
uma letalidade sintética (Figura 3) (ASHWORTH; LORD, 2018). Recentemente, os inibidores
da poli-ADP ribose polimerase (PARPi) foram aprovados pelo US Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento de pacientes com CO BRCA-mutadas e pacientes com
CM metastatico HER negativo BRCA-mutadas, que j& foram tratadas com quimioterapia (FDA,
2019). Em 2017, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou o PARPI
olaparibe para o tratamento de manutengdo de pacientes adultas com CO seroso de alto grau,
incluindo carcinoma da trompa de Falopio e carcinoma do peritdnio, ou CO endometrioide de
alto grau, recidivado, sensivel a platina e que respondem a quimioterapia baseada em platina
(ANVISA, 2019). O medicamento também é indicado como monoterapia para tratar pacientes
com CM metastatico HER2 negativo, com mutacdo germinativa no gene BRCA (patogénica ou

suspeitamente patogénica), previamente tratados com quimioterapia (ANVISA, 2019). PARPI
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também podem causar letalidade sintética em tumores BRCAness (ASHWORTH; LORD,
2018). BRCAness € um termo utilizado para tumores que ndo possuem mutacdo germinativa
em BRCA, mas possuem mutacdo em outros genes envolvidos na RH e/ou vias de reparo de
DNA associadas (ATM, ATR, BARD1, PALB2, CDK12, RAD51B, RAD51C, RAD51D e os
genes MMR) e, assim, também apresentam RH deficiente (Ashworth & Lord, 2018; Easton,
2004; Frey & Pothuri, 2017; Silva et al., 2014).
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Figura 3- Mecanismo de letalidade sintética dos PARPi. A) Em células normais, o reparo por excisdo de bases
(REB) e a RH estdo disponiveis; B) Em células BRCA-mutadas, a RH é deficiente e o reparo é realizado por REB
ou outras vias de reparo; C) Com a inibicdo da PARP, 0 REB n&o pode ser realizado e a célula utiliza a RH para
o reparo do dano; D) Em células BRCA-mutadas e com inibi¢do da PARP, o reparo ndo pode ser realizado por
REB ou RH, assim, ocorre a morte celular. Figura adaptada: (IGLEHART; SILVER, 2009)

Além de BRCAL/2 e outros genes estdo relacionados a sindrome do CM (CDH1,
PTEN, TP53), outras variantes genéticas predispem ao risco desta neoplasia, tais como:
PALB2, associada a alto risco de desenvolver CM e CHEK2, ATM, BARD1, RAD51D a risco
moderado (COUCH et al., 2017). Muta¢Ges em RAD51C, RAD51D e BRIP1 também foram
relacionadas a um aumento no risco de CO (COUCH et al., 2017; PELTTARI et al., 2011,
2012; RAFNAR et al., 2011). Sindromes associadas a tumores hereditarios, como a sindrome
de Lynch (SL), sindrome Li-Fraumeni e Li-Fraumeni-like (SLF/LFL), sindrome de Cowden
(SC) e sindrome Peutz-Jeghers (SPJ) também representam uma caracteristica importante na
carcinogénese dos tumores ginecoldgicos.

A SL ¢ herdada de forma autossdmica dominante e esta associada a mutacdes em 1
dos 4 genes MMR (MSH2, MLH1, MSH6 e PMS2) ou no gene EPCAM, que é o regulador do
MSH2. Os genes mais afetados sdo o MLH1, MSH2, seguido pelo MSH6 e o PMS2
(PELTOMAKI; VASEN, 2004). Esses genes codificam proteinas envolvidas no sistema de
reparo de mal pareamento do DNA ou MMR, que mantém a fidelidade genémica ao corrigir
incompatibilidades nucleotidicas ocorridas durante a replicagdo do DNA. Assim, 0 MMR

desempenha um papel importante na via de resposta a danos no DNA, que elimina células
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severamente danificadas e impede a mutagénese a curto prazo e a tumorigénese a longo prazo
(LI, 2008). Inativacdo do MMR esta associado a canceres hereditarios e esporadicos, sendo
CCR, CE, CO e cancer de estomago as principais neoplasias relacionados a SL. Cerca de 15%
dos CO hereditarios e 2 a 6% dos CE sdo causados pela SL (LEENEN et al., 2012; RING et al.,
2017). O risco ao longo da vida para CE na SL pode chegar a 60% (SUN et al., 2019). Alguns
estudos sugerem risco aumentado de CM nos portadores da sindrome (BUERKI et al., 2012;
WALSH et al., 2010).

A SLF/LFL ocorre devido a mutacdes germinativas no gene supressor de tumor
TP53, cuja proteina codificada responde a diversos estresses celulares para regular a expressao
de mdltiplos genes envolvidos em processos cruciais na célula para a supressdo do tumor
(KRATZ et al., 2017). A sindrome esta associada a alto risco de desenvolver multiplos canceres
primarios, como mama, ovario, sarcomas, cérebro, adrenocortical e leucemias. O risco de CM
em pacientes mutadas é de 50% aos 60 anos (MASCIARI et al., 2012). MutacGes em TP53 sdo
as mais frequentes em canceres no mundo e mais de 45.000 mutagdes somaticas e germinativas
ja foram descritas (LEROY; ANDERSON; SOUSSI, 2014). No Brasil, a variante mais
frequente é a TP53 ¢.1010G>A (p.R337H), identificada em 0,3% da populacédo da regido Sul e
Sudeste do pais (HAHN et al., 2018; PALMERO et al., 2008), o que corresponde a uma
frequéncia 300 vezes maior do que qualquer mutacdo associada a SLF (GARRITANO et al.,
2010).

CHEK2 (ou CHK?2) codifica CHEK2, uma quinase que desempenha papel critico
no reparo do DNA. Apos fosforilacdo mediada por ATM, CHEK?2 ativada fosforila proteinas
criticas do reparo celular, como TP53, CDC25C e BRCAL, e, assim, promove interrup¢do do
ciclo celular e ativagdo do reparo do DNA (EASTON, 2004). A fosforilacdo de CDC25C e
CD25A interrompe o ciclo celular, enquanto fosforilacdo de BRCA1 medeia a via de reparo
RH e reprime a NHEJ. Quando o dano celular ndo pode ser reparado, CHEK2 regula a apoptose
por fosforilacdo de P53, E2F1 e PML (Figura 4) (STOLZ; ERTYCH; BASTIANS, 2011).
Alguns estudos tém demonstrado que mutagdes em CHEK2 aumenta o risco de outros tipos de
cancer, como CP, CCR e cancer renal (CYBULSKI et al., 2004). A variante mais estudada é a
1100delC presente em 0.2%-1.4% da populacdo europeia e que confere alto risco de CM
(CYBULSKI et al., 2004; EASTON, 2004).
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Figura 4- Papel do CHK2 em resposta ao dano ao DNA e regulagdo da mitose. Apds a quebra da fita dupla do
DNA, o complexo de sensores de danos Mrel-Rad50-Nbsl (MRN) recruta ATM, que fosforila e ativa CHK2.
CHK?2 ativada fosforila proteinas criticas do reparo celular, como TP53, CDC25C e BRCAL, e, assim, promove
interrupgdo do ciclo celular e ativagdo do reparo do DNA. Quando o dano ndo pode ser reparado, CHK?2 regula a
apoptose por fosforilagdo de P53, E2F1 e PML. Figura adaptada de: (STOLZ; ERTYCH; BASTIANS, 2011)

RAD51 é um gene que codifica uma recombinase de DNA que interage com
BRCAZ2 e catalisa a invasao e troca de cadeias entre as sequéncias homdlogas durante o reparo
de fitas duplas na RH. Esse processo é facilitado pelo recrutamento dos pardlogos de RAD51
(RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2 e XRCC3) que formam complexos distintos, para
catalisar o pareamento homdlogo entre 0 DNA de fita simples e dupla, via RH. (RAD51D
RAD51 PARALOG D [HOMO SAPIENS (HUMAN)] - GENE - NCBI, [s.d.]). Estudos tém
demonstrado que RAD51C e RAD51D sdo genes de susceptibilidade ao risco moderado a alto
para CO, com risco relativo de 6.3 (LOVEDAY et al., 2011; PELTTARI et al., 2011). Os
resultados a respeito de risco aumentado para CM em ambos 0s genes sdo conflitantes (LU et
al., 2019; MEINDL et al., 2010). Estudo realizado por Loveday et al evidenciou que pacientes
com cancer com mutacgdes em RAD51D podem se beneficiar de terapias com PARPI.

A SC é o tipo mais comum da Sindrome dos Hamartomas Multiplos e ocorre devido
a mutacdo no gene PTEN. Esse gene codifica uma fosfatase de dupla especificidade que
desempenha supressdo de tumor por regular negativamente a via de sinalizagéo
PIBK/Akt/mTOR de sobrevivéncia de células (BUBIEN et al., 2013; SALMENA,;
CARRACEDO; PANDOLFI, 2008; SONG; SALMENA; PANDOLFI, 2012) (Figura5). A SC
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confere um de risco de até 85,2% para CM e 30% de CE, além de elevar o risco de CCR, cancer
de tireoide, cancer renal e melanoma (NGEOW,; SESOCK; ENG, 2017; TAN et al., 2012). A
esclerose tuberosa (ET) € uma doenca decorrente da mutacdo nos genes TSC e esta associada a
ocorréncia de alguns tipos de tumor, como linfagioleiomiomatose, astrocitoma e,
ocasionalmente, carcinomas renais. Os TSC estdo envolvidos em importantes vias de
sinalizag&o para o desenvolvimento da tumorigénese, as quais convergem com vias de outros
TSGs, como APC, PTEN e LKB1 (Figura 5)(MAK; YEUNG, 2004; SALMENA;
CARRACEDO; PANDOLFI, 2008). Alguns estudos tém demonstrado que os produtos dos
genes TSC1 e TSC2, tuberina e hamartina, respectivamente, estdo diminuidos no tumores do
CM e tem sido associados a maior agressividade da doenca (JIANG et al., 2005; NUNEZ et al.,
2016).

Sobrevivéncia
celular, proliferagdo
celular e
metabolismo celular

Sintese proteica

Figura 5- A via de sinalizacdo PTEN-PI3BK-AKT-mTOR. PTEN hidrolisa o 3-fosfato no fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato  (PtdIns(3,4,5)P3) para gerar fosfatidilinositol-(4,5)-bifosfato (PtdIns(4,5)P2) e, assim, regula
negativamente a sinalizacéo a jusante mediada pelo PtdIns(3,4,5)P3. Acimulo de PtdIns(3,4,5)P3 recruta proteina
quinase B (AKT) e cinase-1 dependente de fosfoinositideo (PDK1); a)PDK1 fosforila AKT; b) A ativacdo das
AKT-quinases promove a sobrevivéncia, proliferacdo, crescimento, angiogénese e metabolismo celular através da
fosforilagdo inibitéria de proteinas (em vermelho) e fosforilacdo ativadora de outras proteinas (em azul); ¢) A
ativacdo da AKT também leva & ativacdo do complexo 1 da mTORcinase (mMTORCL1) através de uma fosforilacéo
inibidora do complexo supressor de tumor TSC; d) TSC inibem via mTOR através de inativacdo do RHEB. AKT
realiza fosforilacdo inibitéria do complexo TSC e ativacdo da RHEB. Fonte: (SONG; SALMENA; PANDOLFI,
2012)

MutacBes no gene STK11 estdo associadas a SPJ, uma sindrome caracterizada pelo
crescimento de pdlipos no sistema gastrointestinal, maculas pigmentadas na pele e boca e
aumento do risco de varias neoplasias, como cancer do sistema gastrointestinal, mama e ovario

(do tipo néo epitelial). O gene regula proliferacédo celular via parada do ciclo celular G1, tem
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papel importante na polaridade celular e regula a via de sinalizagdo Wnt, por inibicdo da
glicogénio sintase quinase 3 (GSK3) responsavel pela fosforilagdo da B-catenina (Figura
6A)(LIN-MARQ; BOREL; ANTONARAKIS, 2005). STK11 (LKB1) também esta envolvido
na regulacdo negativa da via mTOR, por ativar proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e,
assim, regular a via TSC (Figura 5)(BEGGS et al., 2010). Mais de 90% dos portadores da SPJ
desenvolverdo malignidade, sendo metade, aproximadamente, no sistema gastrointestinal (LIN-
MARQ; BOREL; ANTONARAKIS, 2005). O risco ao longo da vida de CM é de,
aproximadamente, 55%, com diagnéstico em idade média aos 37 anos, e CO 21%, com idade
média de 28 anos (BEGGS et al., 2010; GIARDIELLO et al., 2000).
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Figura 6- Controle do ciclo celular por inibigdo da GSK3 na auséncia da sinalizagdo via Wnt. (A) Na auséncia de
Wnt, a B-catenina citoplasmatica forma um complexo com as proteinas supressora de tumor axina, APC, GSK3 e
caseina quinase-1 (CK1), e ¢ fosforilada por CK1 (azul) e GSK3 (amarelo). A B-catenina fosforilada é reconhecida
pela ubiquitina ligase B-Trcp E3, que tem como alvo a B-catenina para degradagdo proteossdbmica. Os genes alvo
Whnt sdo reprimidos por TCF-TLE/Groucho e histona desacetilases (HDAC); (B) Na presenca do ligante Wnt,
forma-se um complexo receptor entre frizzled receptor (Fz) e LDL Receptor Related Protein 5 (LRP5). O
recrutamento de Dishevelled Protein (Dvl) por Fz leva a fosforilagcdo de LRP5/6 e ao recrutamento da axina, o que
interrompe a fosforilagdo/degradagdo da B-catenina, mediada por axina. A B-catenina se acumula no ndcleo, onde
serve como um coativador do T-cell factor (TCF) para ativar os genes responsivos a Wnt, os quais conduzem a
um aumento da proliferacdo e invasdo celular. Figura adaptada de: (MACDONALD; TAMAI; HE, 2009)

O gene APC desempenha importante fungdo supressora de tumor em muitos
processos celulares, como migracdo, proliferacdo, diferenciacdo, adesdo, estabilidade
cromossémica, transporte mitocondrial e apoptose (NARAYAN et al., 2016). Na via Wnt, o
gene tem funcdo na degradacédo da B-catenina, portanto, sua mutacao acarreta aumento da f3-
catenina no nucleo e consequente ativacdo dos genes responsivos a Whnt, os quais conduzem a
um aumento da proliferacdo e invasdo celular (MACDONALD; TAMAI; HE, 2009;
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NARAYAN et al., 2016). Além disso, APC esta envolvido na via de REB, assim, a ineficiéncia
do reparo, pela mutacdo neste gene, pode acumular dano ao DNA e predispor ao cancer,
inclusive ao CM (NARAYAN et al.,, 2016). Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos,
presentes na fumaca do cigarro, dieta e poluicéo do ar, sdo importantes carcindgenos para CM
(BOSTROM et al., 2002) e a maior parte do reparo do DNA lesado é realizada pela via REB,
cujo gene APC esta envolvido. O MUTYH também é responsavel pelo REB, pois codifica uma
DNA-glicosilase responsavel por danos oxidativos ao DNA. MutacBes neste gene sdo
associadas ao CCR, além de CE e CM (CONDE et al., 2009; RENNERT et al., 2012; WIN et
al., 2011). Alguns estudos mostraram risco aumentado de CM associado a algumas variantes
de MUTYH (RENNERT et al., 2012; WASIELEWSKI et al., 2010).

Papel do APC no reparo do DNA, carcinogénese e
terapéutica

| Drogas alguilantes do DNA |
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Figura 7- Papel do APC na via de reparo por exciséo de bases, carcinogénese e terapéutica. APC bloqueia a DNA
polimerase B (Pol-B) e impede o REB. Dependendo da severidade do dano ao DNA, ocorre apoptose ou
carcinogénese. Figura adaptada de: (NARAYAN; SHARMA, 2015)

A sindrome do tumor estromal gastrointestinal familiar € uma doenca rara e esta
relacionada a mutacéo no gene PDGFRA ou KIT. A superexpressdo PDGFRA esté associado a
tumorigénese e proliferacdo celular, particularmente em CMs (CABRAL et al., 2017;
SPANHEIMER et al., 2015; XU et al, 2017). PDGFRA codifica glicoproteinas
transmembranas altamente homologas que pertencem a familia do receptor tipo 11 tirosina-
quinase e sua superexpressdo esta associada a ativacédo de vias de transducéo de sinal a jusante
que promovem a sobrevivéncia celular, a proliferacdo e a tumorigénese celular, inclusive em
CM (CABRAL et al., 2017; LASOTA; MIETTINEN, 2008; SPANHEIMER et al., 2015; XU

etal., 2017). Inibidores dos receptores de tirosina-quinases tem sido estudados como potenciais
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alvos terapéuticos do CM nas pacientes com mutagéo neste gene (HOJJAT-FARSANGI, 2014;
SPANHEIMER et al., 2015).

2.3 Importancia do estudo genético na ginecologia

O céancer € uma doenca fundamentalmente genética, que pode ocorrer como
resultado de mutacGes somaticas e/ou germinativas (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD,
2016). O conhecimento acerca da genética da doenca estd em crescimento, uma vez que as
informacdes sobre novos genes e 0s ja conhecidos sdo associadas a canceres hereditarios. Ha
um aumento nos achados de variantes genéticas de significado indeterminado (VUS) com os
testes de painéis multigenes (YURGELUN; HILLER; GARBER, 2015), assim a realizacdo de
pesquisas de registro deve ser encorajada, para tentar entender o significado dessas variantes e
correlaciona-las ao cancer. As predisposicdes herdadas sdo significativamente determinantes
do risco de um individuo desenvolver cancer e, assim, a pesquisa de mutagdes genéticas permite
identificar pacientes e familiares nos quais o risco é elevado. A identificacdo da predisposi¢cdo
de um céncer hereditario, associado a mutacdo genética, € de suma importancia na saude
publica, pois muda o manejo da doenca e permite que os pacientes e seus familiares em risco
se beneficiem de medidas voltadas para o diagnéstico precoce e intervengdo, condutas
profilaticas voltadas para reducgdo do risco para o cancer e o progndstico seja melhor para esses
individuos, com diminui¢do da morbidade e mortalidade. Além disso, em alguns casos, pode
possibilitar tratamentos oncolégicos especificos (GARNIS; BUYS; LAM, 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o perfil de mutacdes germinativas em pacientes oriundos de diferentes
regibes do Estado de Minas Gerais, que foram submetidas a aconselhamento genético para
avaliacdo de risco para 0 CM, CO e CE com possivel padrdo hereditério.

3.2. Objetivos especificos

1. Avaliar a presenca de mutacdes germinativas nos genes associados a sindrome
de CM, CO e CE, em pacientes com historia pessoal ou familiar de CM, CO e CE com possivel
padrdo hereditario.

2. Avaliar a presenga de mutagdes germinativas em outros genes ndo associados a
sindrome de CM e CO, em pacientes com histdria pessoal ou familiar de CM, CO e CE com
possivel padréo hereditario.

3. Associar a presenca de mutacdes nos genes com as caracteristicas clinicas das
pacientes e o tipo de tumor.

4. Caracterizar as variantes genéticas detectadas através do banco de dados Clinvar
e BRCA Exchange.

5. Comparar os dados obtidos com dados ja reportados na literatura da populacédo
brasileira e “The Cancer Genome Atlas”.
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4. METODOLOGIA

4.1. Analise de prontuarios

Entre abril de 2017 e outubro de 2018, foram analisados os prontuarios de 382
pacientes que realizaram o aconselhamento genético, devido a suspeita de cancer com padrao
hereditéario. Para a composicdo da amostra deste estudo foram selecionados os pacientes que
apresentaram historia pessoal ou familiar de CM, CO e/ou CE.

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais (CAEE: 01758418.0.0000.5149, Parecer # 3.134.990).

Foram considerados os seguintes critérios para participacao neste estudo:

Critérios de inclusio:

= Pacientes com diagnostico de CM, CO, CE, acima de 18 anos, que
realizaram aconselhamento genético e que podem ter realizado teste para
pesquisa de mutacdo genética associada a predisposicdo ao cancer
hereditério

= Pacientes assintomaticos com historia familiar de CM, CO e/ou CE ou
outros tipos de cancer hereditario, acima de 18 anos, que realizaram
aconselhamento genético e que podem ter realizado teste para pesquisa de
mutacao genética associada a predisposicdo ao cancer hereditario

= Termo de consentimento livre e esclarecido assinado

Critérios de exclusdo:

= Pacientes cujos prontuarios apresentam dados incompletos.
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4.2. Andlise dos dados

Para a composicdo da amostra foram analisadas as variaveis: idade, sexo,
naturalidade, histdria pessoal ou familiar de CM, CO e CE e outros tipos de cancer associado a
sindromes hereditarias, solicitacéo e resultado de teste genético. A idade considerada foi a do
diagnostico para pacientes com historia pessoal de cancer e a idade da consulta para os pacientes
assintomaticos. Para os pacientes com CM, também foram analisados os resultados de
histologia e imunohistoquimica. A naturalidade foi definida de acordo com as mesorregifes de
Minas Gerais, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (Figura 8) (IBGE). A
historia familiar associada as sindromes hereditéarias foi definida de acordo com os critérios do
National Comprehensive Cancer Network (NCCN) para as sindromes hereditérias relacionadas
ao risco de cancer. Muitos outros tipos de cancer fazem parte do fenétipo da histéria familiar
de CM, CO e CE: cancer de pancreas, cancer de prostata (CP), melanoma, sarcoma, carcinoma
adrenocortical, cancer cerebral, cancer difuso, cancer de colon, cancer de tireoide e cancer de
rim. Outras manifestacBes clinicas foram consideradas como manifestacdes dermatolégicas

e/ou macrocefalia e pdlipos hamartomatosos do trato gastrointestinal (Pilarski et al., 2019).
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Figura 8- Mesorregides do Estado de Minas Gerais, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
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O teste genético foi realizado usando metodologias distintas, incluindo analise
genética completa por Sanger ou sequenciamento de proxima geracdo, analise de mutagéo
pontual por Sanger e Amplificacdo de Sonda Dependente de Ligacdo Multiplex (MLPA) para
analise de grandes rearranjos gendémicos, de acordo com a histéria dos pacientes.

Os dados foram armazenados no programa Excel do Microsoft Office. As variantes
identificadas foram nomeadas segundo as diretrizes da nomenclatura da Human Genome
Variation Society (HGVS) (http://varnomen.hgvs.org/) e o seu significado bioldgico foi

determinado pela analise do banco de dados do ClinVar (www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) e do
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BRCA Exchange (https://brcaexchange.org/). Os dados obtidos foram comparados com 0s

dados da populagdo em geral e a literatura internacional.

4.3. Aconselhamento genético

O estudo de mutagdes germinativas foi precedido de aconselhamento genético pré
e pos teste com intuito de orientar as pacientes sobre a repercussao e influéncia dos resultados
no manejo preventivo da propria paciente e de seus familiares. Assim a decisdo do teste foi
realizada de forma consciente e informada conforme TCLE assinado pelos pacientes (ANEXO
1).
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ABSTRACT

Most gynecological cancers are sporadic, but about 5 to 10% of cases have a hereditary pattern.
Most cases of hereditary breast cancer (BC) and ovarian cancer (OC) are attributable to
mutations in one of the BRCA genes. The risk of gynecological malignancies may be associated,
less frequently, with other hereditary cancer predisposing syndromes, such as Li-Fraumeni
Syndrome, Lynch Syndrome, and Cowden Syndrome. Understanding the genetic predisposition
to cancer leads to better identification of patients at risk, thus the health care professionals will
be able to coordinate strategies for early detection and risk reductions cancer management for
patients with pathogenic/likely pathogenic mutations. The present study evaluated the profile
of germline mutations present in patients who underwent genetic counseling for risk assessment
for BC, OC and endometrial cancer (EC) with a possible hereditary pattern. Medical records of
382 patients who underwent genetic counseling after informed consent were analyzed. For the
composition of the sample, the following variables were analyzed: age, sex, place of birth,
personal or family history of BC, OC, EC, and other types of cancer associated with hereditary
syndromes. Epidemiological data were analyzed using appropriate statistical tools. The Human
Genome Variation Society (HGVS) nomenclature guidelines were used to name the identified
variants and ClinVar and BRCA Exchange databases were used to determine the biological
significance of all related variants. We identified 53 distinct mutations: 29 pathogenic variants,
13 variants of undetermined significance (VUS) and 11 benign. The most frequent mutations
were BRCA1 ¢.470_471delCT, BRCAL ¢.4675+1G>T and BRCA2 ¢.2T> G. 25 variants appear
to have been described for the first time in Brazil, of which 3 were never described in ClinVar.
In addition to BRCAL/2 mutations, variants in other genes related to hereditary syndromes that
predispose to gynecological cancers were found. This study allowed a deeper understanding of
the main mutations identified in families in the state of Minas Gerais and demonstrates the need
to assess family history of non-gynecological cancer for risk assessment of BC, OC, and EC.
Moreover, it is an effort that contributes to population studies to evaluate Brazilian’s risk cancer
mutation profile.

Key Words: ovarian neoplasm, breast neoplasm, endometrial neoplasm, hereditary

neoplastic syndromes
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INTRODUCTION

Breast cancer (BC) is the most common cancer, excluding non-melanoma skin
cancer, and is the leading cause of cancer death in women. In 2018, there were almost 2.1
million new cases of BC worldwide, which represents 25% of all cancer cases diagnosed in
women (Bray et al., 2018; “Global Cancer Observatory,” 2019). On the other hand, ovarian
cancer (OC) is difficult to be diagnosed and the most lethal gynecological malignancy. Late
detection, lack of effective screening techniques, and resistance to chemotherapy contribute to
high OC mortality rates (OHMAN; HASAN; DINULESCU, 2014). In 2018, there were
295.414 cases of OC and 184,799 deaths from it. OC is the seventh most common cancer and
eighth cause of cancer death in women (Bray et al., 2018; “Global Cancer Observatory,” 2019).
Endometrial cancer (EC) is the sixth most common cancer in women, with a worldwide
incidence in 2018 of 382,069 and 89,929 deaths (Bray et al., 2018; “Global Cancer
Observatory,” 2019). EC is the most common gynecological malignancy in the United States
and its peak incidence occurs in the sixth decade of life (“Cancer Facts and Statistics | American
Cancer Society,” 2019). Most patients are often diagnosed with disease confined to the uterus
and have a 5-year survival of 90% (MORICE et al., 2016). In Brazil, for the 2020-2022
biennium, 6,650 cases of OC were estimated, per year, 66,280 new cases of BC per year, 6,540
new cases of EC, per year, according to the National Cancer Institute José Alencar Gomes da
Silva (INCA, 2020). In Minas Gerais, 8,250 cases of BC, 630 of OC and 670 of EC were
estimated in 2020, according to this same Institute.

Most gynecological cancers are sporadic, but approximately 5 % of EC, 25% of OC
and 10-30% of BC have hereditary pattern (APOSTOLOU et al., 2013; GRAFFEO et al., 2016;
HOLMAN; LU, 2012; KONSTANTINOPOULOS et al., 2020). Most cases of hereditary BC
and OC are attributable to mutations in one of the BRCA genes (FORD et al., 1998; GRAFFEO
et al., 2016). BRCA1 mutations confer a lifetime risk for developing OC of 39-46 % and 65-
85 % for BC. BRCA2 mutations are associated with a lifetime risk of 11-27% for OC and 45-
85% for BC (RING et al., 2017). BRCA1/2 mutations also increase the risk of prostate cancer
(PC), pancreas cancer and bile duct cancer (Nussbaum et al., 2016), and mutations in BRCA2
increase the risk of melanoma, besides these neoplasms (RING; MODESITT, 2018). These two
genes are tumor suppressor genes that encode proteins involved in the double-stranded
DNA repair pathway, via homologous recombination (HR). Thus, BRCA-mutated tumors have
deficient HR and their survival depends on other repair pathways like non-homologous end-
joining (NHEJ)(FREY; POTHURI, 2017).
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Hereditary tumor-associated syndromes such as Lynch syndrome (LS), Li-
Fraumeni syndrome (LFS), Peutz-Jeghers syndrome (PJS), and Cowden syndrome (CS) also
represent an important feature in the carcinogenesis of gynecological and breast tumors. LS is
an autosomal dominant inherited syndrome associated with mutation in 1 of the 4 mismatch
repair (MMR) genes (MSH2, MLH1, MSH6 and PMS2) or in the EPCAM gene, which is
MSH2’s regulator. About 15% of OC’s cases and 2-6% of EC’s cases are caused by LS
(LEENEN et al., 2012; RING et al., 2017). Some studies suggest an increased risk of BC in
patients with LS (BUERKI et al., 2012; ROBERTS et al., 2018; WALSH et al., 2010). In 2017,
US Food and Drug Administration (FDA) approved the use of pembrolizumab as a possibility
of immunotherapy in patients with EC, who have microsatellite instability (MSI) or MMR-
deficient (LEE et al., 2018). LFS is associated with germline mutations in the TP53 tumor
suppressor gene and its carriers are at high risk of developing primary cancers such as breast,
ovarian, sarcoma, brain, adrenocortical and leukemia. The lifetime risk of BC in mutated
patients is 50% by the age of 60 (MASCIARI et al., 2012). PJS is a rare disorder associated
with pathogenic mutations in STK11. This syndrome confers an elevated lifetime risk of several
cancers as gastrointestinal, BC and OC (APOSTOLOU; FOSTIRA; BAUDI, 2013). CSis a
rare but clinically diagnosable Multiple Hamartoma Syndrome and is associated with germline
mutations in the PTEN tumor suppressor gene. CS confers up to 85% lifetime risk of BC and
up 30% of EC (NGEOW; SESOCK; ENG, 2017; TAN et al., 2012).

Besides BRCAL/2 and other BC syndrome-related genes (CDH1, PTEN, TP53),
other genetic variants predispose to the risk of this neoplasm such as: PALB2 is associated with
high risk (COUCH et al., 2017), and CHEK2, ATM, BARD1, RAD51D associated with moderate
risk (COUCH et al., 2017). Mutations in RAD51C, RAD51D and BRIP1 were also related to
increased risk of OC (COUCH et al., 2017; PELTTARI et al., 2011; RAFNAR et al., 2011).

The understanding of genetic predisposition to cancer leads to better identification
of patients at risk thus gynecologists, mastologists, oncologists, and geneticists will be able to
coordinate strategies for detection, management, and preventive measures against the disease.
Furthermore, integrate genetic testing with clinical practice is essential for patients diagnosed
with cancer, as genetic knowledge can impact treatment (RANDALL et al., 2017). The aim of
this study was to evaluate the profile of germline mutations in patients from different regions
of Minas Gerais State, who were submitted to genetic counseling for risk assessment for BC,
OC, and EC with possible hereditary pattern.
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MATERIAL AND METHODS

Between April 2017 and October 2018, it was analyzed a cohort of 382 of patients
undergoing genetic counseling due to suspected hereditary cancer at a genetic referral center in
Belo Horizonte. This study was approved by the Research Ethics Committee of the Federal
University of Minas Gerais (CAEE: 01758418.0.0000.5149, Parecer No. 3,134,990) and prior
written consent was accepted from all participants. The following variables were analyzed for
the composition of this study: age, gender, naturality, personal or family history of BC, OC,
EC, and other cancers associated with hereditary syndromes, genetics tests and its outcome.
The age was defined by the one at the diagnosis of patients with personal history of cancer and
the age of the medical exam for asymptomatic patients. For patients with BC, we also analyzed
the results of histology and immunohistochemistry. Naturality was defined according to the
mesoregions of Minas Gerais, according to the Brazilian Institute of Geography and Statistics
(IBGE) (Figure 1). Family history associated with hereditary syndromes was defined according
to the National Comprehensive Cancer Network (NCCN) for the hereditary syndromes related
to cancer risk. Many other cancers were part of family history phenotype besides BC, OC and
EC: pancreatic cancer, prostate cancer (PC), melanoma, sarcoma, adrenocortical carcinoma,
brain cancer, diffuse cancer, colonic cancer, thyroid cancer, kidney cancer. Other clinical
manifestation were considered like dermatologic manifestations and/or macrocephaly, and
hamartomatous polyps of the gastrointestinal tract (PILARSKI et al., 2019).
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Figure 1- Minas Gerais State mesoregions, according to Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE)

Genetic testing was performed using distinct methodologies including complete
Sanger Sequencing or Next Generation Sequencing, Sanger point mutation analysis and
Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) for analysis of large genomic

rearrangements according to patients’ history.
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Data were stored in the Microsoft Office Excel program and were analyzed using
appropriate statistical tools SPSS Statistics 19 for Windows (IBM, SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) to identify the types of mutations present in the studied population, determine their
prevalence and assess the outcomes.

The Human Genome Variation Society (HGVS) nomenclature guidelines
(http://varnomen.hgvs.org/) were used to name the identified variants and the ClinVar

(www.nchi.nlm.nih.gov/clinvar/) and BRCA Exchange (https://brcaexchange.org/) database

were used to determine the biological significance of all reported variants.
Germline mutations tests and its study were preceded by genetic counseling in order
to guide the patients on the repercussion and influence of the results on the cancer reducing risk

management for the patients and their family.

RESULTS

A total of 382 patients with personal and /or family history of BC, OC, EC, and
other cancers associated with hereditary syndromes were selected at a referral center in Belo
Horizonte, Minas Gerais. 55.76% patients (213/382) were symptomatic (personal history of
cancer) and 44.24% (169/382) were asymptomatic (absence of the disease). Of the symptomatic
patients, 159 had personal history of BC, 10 of OC, 4 of EC, 32 were diagnosed with non-
gynecological cancers associated with hereditary syndromes, and 8 patients had more than one
type of cancer: 1 had BC and OC associated, 1 BC and EC, 1 BC, OC and melanoma, and 5
had BC and non-gynecological cancers. Of the asymptomatic patients, 54 sought genetic
counseling due to previous identified family mutation and 115 due to family history of cancer
without previously identified mutation (Figure 2). 354 patients were females (354/382, 92.7%)
and 28 males (28/382, 7.3%). There were no patients younger than 18 years (0/382), according
to exclusion criteria, 1 between 18-20 years (1/382, 0.26%), 45 between 21-30 years (45/382,
11.78%), 113 between 31-40 years (113/382, 29.58%), 101 between 41-50 years (101/382,
26.44%), 64 between 51-60 years (64/382, 16.75%), 43 aged 61-70 years (43/382, 11.26%), 8
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aged over 70 years (8/382, 2.10%), and there was no data on the age of 7 patients (7/382,
1.83%).
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Figure 2- Personal and genetic family history of the patients recruited for the study. BC, personal history of breast
cancer; OC, personal history of ovarian cancer; EC, personal history of endometrial cancer; non-gyn CA, personal
history of non-gynecological cancer associated with hereditary syndromes; >1CA, personal history of more than
one type of cancer; FamMut, identified family mutation; FH CA, family history of cancer without previously
identified mutation.

Most patients are from the Belo Horizonte Metropolitan Region (277/382),
followed by West of Minas Gerais with 21 patients, 18 from the Rio Doce Valley, 10 from
Campo das Vertentes, 9 from the North of Minas Gerais, 8 from the Central Region and 8 from
Zona da Mata, 4 from South/Southwest of Minas Gerais, 3 from Mucuri Valley, 2 from
Tridngulo Mineiro/Alto do Parnaiba and 2 from Jequitinhonha. There were no cases from the
Northwest of Minas Gerais. Three cases have Ashkenazi ancestry, all from the Belo Horizonte
Metropolitan Region, but 1 with family from Poland, 1 from Turkey and 1 from Romania. Four
cases were from other countries: 3 from Lebanon and 1 from Italy. There was no data in the
medical records about place of birth of 5 patients.

Genetic testing was requested for 175 patients, in some cases for more than one
gene. 163 tests were performed for BRCA1 gene, 162 for BRCA2, 7 for APC, 3 for MUTYH, 3
for RET, 2 for MMR, 1 for TP53 and 1 for PTEN. Tests for specific mutations were requested
for 75 patients: 43 for BRCAL, 19 for BRCA2, 11 for TP53, 2 for MMR; MLPA was requested
for 60 patients, in some cases for more than one gene: 54 for BRCA1, 53 for BRCA2, 4 for APC,
2 for MUTYH, 1 for TP53 and 1 for MMR. Multigene panels were requested for 30 patients.
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Ninety-one patients did not return to medical consultation until the date of the survey
completion.

A total of 85 variants were identified in 72 patients. Of these, there were 53 distinct
mutations, 20 in BRCA2, 18 in BRCAL, 2 in APC, 2 in MUTYH, 2 in TSC1, 2 in MSH2, 1 in
MLH1, 1 in RAD51D, 1 in CHEK2, 1 in PDGFRA, 1 in PTEN and 1 in STK11 (Figure 3).
Among these 53 distinct mutations, 29 pathogenic variants were found, 13 VUS, and 11 benign
variants, of which 10 were previously classified as VUS (Table 1). The most frequent mutation
was BRCAL ¢.470_471delCT, which appeared in 7 cases (7/53) in 5 distinct families, followed
by BRCA1 ¢.4675 + 1G> T, 6 cases (6/53), 5 of which were in the same family, and BRCA2
¢.2T> G with 5 cases (5/53) identified in 4 distinct families.

Quantity of variants detected
= =
o (6, ]

Genes detected

Figure 3- Number of distinct variants detected in each gene evaluated.

The following variants appear to have been described for the first time in Brazil: APC
€.5465T>A, BRCAL c.1713A>G, ¢.220C>A, c.4113G>A, ¢.5467 + 3A>C, ¢.-19- 115T>C and
€.1486C>T; BRCA2: c¢.5985delC, ¢.7819 7819delA, c¢.6591 6592delTG, ¢.7397C>T,
€.1146A>T, c.2978G>A, ¢.3196A>C, c.6275 6276del, c.640G>A, ¢.8305G>C, c.8755-
66T>C, CHEK2 c¢.319+3966G>A, MSH2 c.1894 1898del, PDGFRA c¢.718A>C, PTEN
€.246T>G, RAD51C c. 428A>G, TSC1 ¢.3301G>A and TSC1 c.625A>G. Of these, BRCA2
€.5985delC, BRCA2 ¢.7819 7819delA and MSH2 ¢.1894 1898del were not find in any world

database.
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Table 1- Different Variants identified in cohort study. (#) number of probands; P/LP, pathogenic/ likely
pathogenic; VUS, variant of uncertain significance; B/LB, benign/ likely benign; * This variant has 4
classifications VUS and 4 Benign. Variants in bold were identified in more than one patient. ClinVar, 2019

PILP S B/LB
APC del éxons 17-18 (1) BRCAL c.1713A>G (1) APC c.5465T>A (1)
BRCAL ¢.2037delinsCC (1) BRCA1 ¢.220C>A (1) BRCAL ¢.804G>A (1)
BRCAL ¢.211A>G (1) BRCA2 c.1146A>T (1) BRCAL ¢.-19-115 T>C (2)
BRCAL ¢.3331_3334deICAAG (2) BRCA2 ¢.3196A>C (1) BRCAL ¢.2612C>T (1)
BRCAL C.4675+1G>A (1) BRCA2 ¢.5096A>G (1) BRCAL c.1486C>T (1)
BRCAL c.4675+1G>T (6) BRCA2 ¢.6988A>G (1) BRCA2 ¢.7397 C>T (2)
BRCAL ¢.470_471delCT (7) BRCA2 ¢.8305G>C (1) BRCA2 ¢.7806-14 T>C (2)
BRCAL ¢.4964_4982del (1) BRCA2 ¢.640G>A (1) BRCA2 ¢.8755-66 T>C (2)
BRCAL ¢.5266dupC (3) CHEK2 ¢.319+3966G>A (1) MUTYH ¢.1014G>C (1)
BRCAL ¢.5467+3A>C (2) PDGFRA ¢.718A>C (1) STK11 ¢.1038C>T * (1)
BRCAL ¢.798_799delTT (3) RAD5IC c.428A>G (1) TSC1 c.625A5G (1)
BRCA1 del éxons 18-19 (1) RAD51D ¢.26G>C (1)
BRCAL ¢.4964C>T (1) TSC1 ¢.3301G>A (1)

BRCAZ2 c.6591_6592del (4)

BRCA2 ¢.156_157insAlu (1)
BRCA2 c.1796_1800delCTTAT (2)
BRCA2 ¢.2978G>A (1)

BRCA2 ¢c.2T>G (5)

BRCA?2 ¢.4829_4830delTG (1)
BRCA2 ¢.5985delC (1)

BRCA2 ¢.6275_6276del (1)

BRCA? ¢.6405_6409delCTTAA (2)
BRCA2 ¢.7819_7819delA (1)
BRCA2 ¢.9154C>T (3)

MLH1 del éxons 17, 18 e 19 (1)
MSH2 ¢.1894_1898del (1)

MSH2 ¢.2152C>T (1)

MUTYH ¢.536A>G (1)

PTEN c.264T>G (1)

Of the 72 patients who tested positive for some mutation, 50% had personal history
of BC (36/72), 1 of which was associated with EC, and 1 associated with a non-gynecological
cancer, 29 were asymptomatic (29/72), 5 had previous history of non-gynecological cancers
(5/72) and 2 had personal history of OC (2/72). Of the 29 asymptomatic patients, 23 were
patients with family history of previously identified mutation and 6 had family history of
cancer, with no previously identified mutation. Of the 15/72 patients with variants in other
genes, excluding BRCA1/2, 5 were diagnosed with BC, 1 with BC and EC, 10 were
asymptomatic or diagnosed with non-gynecological cancer, but all had family history of BC,
and 1 asymptomatic had family history of OC. The age at diagnosis of BC in these patients
ranges from 33 to 64 years.

Most patients who had mutations identified were from Belo Horizonte Metropolitan
Region (38/72), followed by West Minas Gerais (11/72), Rio Doce Valley (6/72), Zona da Mata
(4/72), Central Region (3/72), North of Minas Gerais (2/72), other country- Italy and Lebanon
(2/72), Campo das Vertentes (1/72), South/Southwest of Minas Gerais (1/72), Jequitinhonha
(1/72), Mucuri Valley (1/72) and another State (1/72). There was no information about the
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naturalness of 1 patient (1/72). None of these patients came from the Northwest of Minas, from
the Tridngulo de Minas or declared Ashkenazi ancestry.

Among the 36 patients diagnosed with BC and positive for mutation, 15 presented
variants in BRCA1, 12 in BRCA2, 1 in RAD51C, 1 in CHEK2, 1 in MLH1, 1 in STK11 and 5
patients had more than one mutation identified: 2 with 1 benign (previously described as VUS)
mutation in BRCAL, 1 pathogenic and 3 benign (previously described as VUS) mutations in
BRCA2, 1 with 1 pathogenic in BRCAL and 1 VUS in RAD51D, 1 with 2 VUS in BRCA1, and
1 with 1 VUS and 1 pathogenic in BRCA2. Regarding the histology of the BC cases, 27 were
ductal carcinomas (27/36), 1 micropapillary (1/36) and 8 had no histological information (8/36).
Estrogen receptors (ER) were positive in 15 cases (15/36) and negative in 13 (13/36);
progesterone receptors (PR) were positive in 16 (16/36) and negative in 12 (12/36); HER2 was
positive in 7 (7/36), negative in 20 (20/36) and undetermined in 1 case (1/36). There was no
information on ER, PR and HER2 in 8 cases (8/36). There were 9 cases of triple negative BC
(ER, PR and HERZ2 negative), of which 7 had mutations in BRCAL, 1in MLH1 and 1 in CHEK2
(Table 2).
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Table 2- Mutation classification and clinical data of BC patients: P/LP, pathogenic/likely pathogenic; V, variant
of uncertain significance; B/LB, benign/likely benign; NI, no information; Histology: DC, ductal carcinoma; DPC,
ductal and papillary carcinoma; MPC, micropapillary carcinoma.; (NI) none information; ER, estrogen receptor,
PR, progestin receptor, Her2, Her2 receptor; (+) positive. (-) negative, (I) indeterminate

Patient Age Mutation Histology ER PR Her2
9 42 BRCAL1 ¢.211A>G (P) NI NI NI NI
17 44 BRCA2 DC NI NI NI
€.6405_6409delCTTAA (P)
19 43 BRCAL ¢.798_799delTT (P) DC - - +
24 54 BRCA1 ¢.470_471delCT (P) DC - - -
40 53 BRCAL1 ¢.5266dupC (P) NI NI NI NI
48 41 BRCA2 ¢.7819_7819delA DC + + =
(LP)
50 31 BRCAL c.804G>A (LB) DC NI NI NI
54 76 BRCA2 c.1146 A>T (V) DC + + =
72 63 BRCA2 NI NI NI NI
€.1796_1800delCTTAT (P)
83 38 BRCAL ¢.798_799delTT (P) DC - - -
95 32 BRCAL c.470_471delCT (P)  DC - - -
103 25 BRCA1 DC - - -
34 €.3331_3334delCAAG (P) DC - - +
106 50 RAD51C ¢.428A>G (V) DC NI NI NI
127 35 BRCA2 ¢.2978G>A (P) DC + + +
163 39 BRCA2 ¢.8305G>C (V) DC + + -
171 46 BRCA2 ¢.640G>A (V) DC - - +
177 45 BRCAL c.470 471delCT (P)  DC - - +
178 30 BRCAL1 ¢.470_471delCT (P) DC NI NI NI
186 31 BRCA2 ¢.2T>G (P) DC + + -
192 53 BRCA2 ¢.6591_9592del (P) NI + + +
BRCA1 ¢.-19-115 T>C (B)
BRCA2 ¢.7397 C>T (B)
BRCA2 ¢.7806-14 T>C (B)
BRCA2 ¢.8755-66 T>C (B)
196 34 BRCAL1 ¢.5266dupC (P) DC - - -
202 63 BRCAL del éxons 18 e 19 (P) DC + + +
218 54 BRCA2 ¢.6988A>G (V) DC + + -
61 DC + + -
222 65 BRCA2 ¢.6591_9592del (P) NI + + -
BRCAL c.-19-115 T>C (B)
BRCA2 ¢.7397 C>T (B)
BRCA2 ¢.7806-14 T>C (B)
BRCA2 ¢.8755-66 T>C (B)
233 33 BRCA2 ¢.2T>G (P) DC + + -
BRCA2 ¢.3196A>C (V)
252 69 BRCAL ¢.1713A>G (V) DPC + + I
70 BRCAL1 ¢.220C>A (V) DC + + |
255 51 BRCAL c.4675+1G>A (P) NI NI NI NI
262 56 BRCA2 c.2T>G (P) NI + + -
309 40 BRCAZ2 ¢.4829_4830delTG DC + + +
(P
310 37 BRCAL ¢.5467+3A>C (LP) MPC - + -
351 64 STK11 ¢.1038C>T (V)/(LB) DC + + -
360 39 CHEK2 ¢.319+3966G>A DC - - -
376 55 MLHZ1 del éxons 17,18 e 19 DC - - -
(P)
378 46 BRCA2 ¢.156_157insAlu (P) DC + + -
379 33 BRCAL1 c¢.5266dupC (P) NI - - -
RAD51D ¢.26G>C (V)
382 26 BRCA1 ¢.470_471delCT (P) DC - - -
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DISCUSSION

The identification of patients at high risk for gynecological cancer through genetic
testing enables preventive strategies such as salpingo-oophorectomy and mastectomy
(CARNEVALI et al., 2019), as well as specific therapeutics, such as the use of PARP inhibitors
in BRCA-mutated patients (GORI et al., 2019). The poly-ADP ribose polymerase (PARP) are
enzymes involved in this type of repair and their inhibition in patients BRCA-mutated cause
synthetic lethality (ASHWORTH; LORD, 2018). Recently, the US Food and Drug
Administration (FDA) approved the use of poly-ADP ribose polymerase inhibitors (PARPI) for
the treatment of patients with deleterious or suspected deleterious germline BRCA-mutated,
HER2-negative metastatic BC who have been treated with chemotherapy and for patients with
deleterious or suspected deleterious germline or somatic BRCA-mutated advanced ovarian,
fallopian tube or primary peritoneal cancer who have been treated with chemotherapy (FDA,
2019). In 2017, the National Health Surveillance Agency (ANVISA) approved the
PARPI Lynparza™ (olaparib) for the maintenance treatment of patients with high-grade serous
OC, including fallopian tube and peritoneum carcinoma, or relapsed platinum-sensitive high-
grade endometrioid OC (ANVISA, 2019). The drug is also indicated as monotherapy treatment
for patients with germline BRCA mutation (pathogenic or suspected pathogenic) and metastatic
HER2-negative BC previously treated with chemotherapy (ANVISA, 2019). PARPi may also
cause synthetic lethality in BRCAness tumors (ASHWORTH; LORD, 2018). BRCAness is a
term used for tumors with mutations in other genes involved in HR, excluding BRCA, and/or
mutation in genes associated with other DNA repair pathways (ATM, ATR, BARD1, PALB2,
CDK12, RAD51B, RAD51C, RAD51D and the MMR genes) and thus also have defective HR
(ASHWORTH; LORD, 2018; EASTON, 2004; FREY; POTHURI, 2017; SILVA et al., 2014).
Among US patients, where testing for BRCA mutation has become universal in clinical practice
for patients with OC, it is estimated that strategic measures to reduce the risk of the disease in
healthy family members with positive mutation should reduce in 40% the incidence of OC and
37-64% of BC, in 10 years (BAYRAKTAR; ARUN, 2017).

It is necessary to identify the most common mutations in each population to develop
a specific panel, thus make the process more efficient and less costly. So, studies of mutation’s
frequencies in the desired population should be conducted (Rebbeck et al., 2018). The Hispanic
Mutation Panel (HISPANEL), for example, includes 115 recurrent mutations in the Mexican or
Hispanic population (VILLARREAL-GARZA et al., 2015) and it was created based on a study
that evaluated 746 US Hispanic patients with personal or family history of BC and/or OC
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(WEITZEL et al., 2013). For the self-declared Ashkenazi patients, research has been offered on
the 3 founder mutations in BRCA (BRCA1 ¢.5266dupC, BRCA1 c.68_69del and BRCA2
¢.5946del) which are present in approximately 2-2.5% of this population and correspond to 98-
99% of mutations identified in Ashkenazi (JANAVICIUS, 2010; REBBECK et al., 2018;
ROSENTHAL et al., 2015; RUBINSTEIN, 2004).

The Brazilian population is one of the most heterogeneous in the world. Portuguese,
Africans and Native Americans are the main people who contributed to the genetic diversity in
the country, as well as Spanish, German and Italian (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA- IBGE, 2007). Studies on genetic mutations performed in
Brazil show this diversity, since different variants are found in different parts of the country
(Felix et al., 2014; Fitarelli-Kiehl et al., 2015; Gomes et al., 2007; Palmero et al., 2018). The
migration pattern was different in Brazil, which confirms this finding. This was the first study
to evaluate the population profile of germline mutations in Minas Gerais State.

In this study the most frequent mutation was BRCAL1 ¢.470_471delCT, which
differs from those already performed in Brazil, where the most common variant was BRCAL
€.5266dupC (ESTEVES et al., 2009; FERNANDES et al., 2016; LEGAL et al., 2015;
PALMERO et al., 2018). The c.470_471delCT mutation has been reported in 49 studies in the
BRCA Exchange database and it is the most prevalent mutation in Hong Kong (Rebbeck et al.,
2018), Malaysia, Southeast China (KWONG et al., 2012), Japan (ARAI et al., 2018) and Spain
(JANAVICIUS, 2010). In our study, of the 5 different families in which ¢.470_471delCT
variant was identified, 2 are native from Vale do A¢o. One possible explanation for the presence
of ¢.470_471delCT in Vale do Aco is the beginning of commercial exploratory activities
between Japan and Brazil, in the 1950, in this region (EMPRESA | CENIBRA, [s.d.];
USIMINAS CELEBRA 60 ANOS DE PARCERIA COM O JAPAO, 2017). Another
possibility is that BRCAL ¢.470_471delCT is a founder mutation there. Of the 7 cases identified
with BRCAL ¢.470_471delCT mutation, 5 had personal history of BC, 3 of them were diagnosed
under 40 years of age and 1 had OC at 36 years. ldentifying the mutation in these patients and
their families is extremely important because of the high risk of developing OC, which doesn’t
have an effective screening and can be reduced with prophylactic salpingo-oophorectomy.

The most prevalent mutation in BRCA2 was ¢.2T>G, with 5 positive patients from
4 different families. Despite being described by Palmero (2018) and Fernandes (2016), this
variant wasn’t the most prevalent found in these studies. Among the 5 BRCA2 ¢.2T>G carriers,
3 were diagnosed with BC, 2 of them before 40 years old (31 and 33 years). The patient
diagnosed at 33 years had recurrence of the disease at 41 and 51 years. In all cases family history
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is significant for BC and PC, which demonstrates the importance of diagnosing this variant for
predictive medicine in gynecological oncology.

BRCAL ¢.5266dupC is a founder mutation in Ashkenazi Jews and it is one of the
most frequent mutations worldwide, including Brazil (Ferla et al., 2007; Fernandes et al., 2016;
Janavicius, 2010; Palmero et al., 2018; Rebbeck et al., 2018). However, in this study 3 cases
were identified, none of them reported as knowingly Ashkenazi Jewish ancestry.

The Portuguese founder mutation BRCA2 ¢.156_157insAlu corresponds to more
than a quarter of the BRCA1/2 mutations found in Portugal JANAVICIUS, 2010; MACHADO
etal., 2007) and in Brazil it was frequent in Palmero's study (PALMERO et al., 2018). Although
Brazil received more than 2 million Portuguese between 1500 and 1991 (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA- IBGE, 2007), this variant had low
prevalence in other studies conducted in the country, including one that investigated the
presence of BRCA2 c.156_157insAlu in 1,380 patients with criteria for hereditary breast and
ovarian cancer (HBOC) in the South and Southeast of the country, where the prevalence found
was 0.65% (FELICIO et al., 2018). In our study, the mutation was found in only 1 patient from
the state of Rio de Janeiro and living in Belo Horizonte. This mutation may not have been
identified in the tests performed, such as Sanger and MLPA sequencing, because it is a large
insertion and requires a specific PCR-based test and, therefore, had a low prevalence.

Mutations prevalent in other studies in Brazil, such as BRCAlL
€.3331_3334delCAAG (FERNANDES et al., 2016; PALMERO et al., 2018) and BRCA1
€.211A>G (FELIX et al., 2014; PALMERO et al., 2018) were found in this study in 2 and 1
patients, respectively. In BRCAZ2, the frequent variants ¢.2808 2811delACAA and c¢.5946ddel T
(FERNANDES et al., 2016; PALMERO et al., 2018) weren’t identified.

In this study, BRCA1/2 and other genes involved in the predisposition to
gynecological cancers were evaluated. Among them, germline mutations in TP53 that causes
LFS or Li-Fraumeni-like (LFL) and are related to various types of cancer, such as early-onset
BC, sarcomas, brain tumors, colorectal cancer (CRC) and adrenocortical carcinoma in children.
In southern and southeastern Brazil, the founder mutation TP53 ¢.1010G>A (p.R337H) was
identified in 0.3% of the population (HAHN et al., 2018; PALMERO et al., 2008), which
corresponds to 300 times higher than any LFS-associated mutation (GARRITANO et al., 2010).
Andrade et al evaluated the AC Camargo Cancer Center database in the State of Sdo Paulo and
found 42 families carrying the TP53 ¢.1010G>A (p.R337H) mutation in 348 tested. In this
study, we didn’t identify any case with this variant although a search for the specific mutation
TP53 ¢.1010G>A (p.R337H) was requested for 11 patients with suspected LFS or LFL. There
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are no studies about this mutation research in the State of Minas Gerais, but one study in Belo
Horizonte evaluated the presence of BRCAL/2 and TP53 ¢.1010G>A (p.R337H) mutations in
OC patients and the TP53 variant wasn’t identified in any participant (SCHAYEK et al., 2016).
These data suggest that, despite being frequent in the Southeast, TP53 ¢.1010G>A (p.R337H)
may not be prevalent in the population of Minas Gerais.

The patient diagnosed with a pathogenic mutation in APC had no personal history
of cancer but has family history of BC and CRC. Three patients were diagnosed with LS: one
had EC at 54 years and BC at 55 years, besides family history of BC, CRC, pancreas cancer
and melanoma; one was asymptomatic with family history of OC, PC, CRC and leukemia, and
the other one had CRC at 51 years and has family history of CRC and pancreas cancer. The
diagnosis of LS in patients and their families is extremely important, due to the high risk of
developing EC and OC and the evaluation of possible preventive measures. The three mutations
identified in this study are pathogenic, two in MSH2 and one in MLH1.The patient who was
diagnosed with a pathogenic mutation in MUTYH had no personal history of cancer, but has
family history of BC, CRC, PC and sarcoma. MUTYH mutations are associated with elevated
risk of CRC, EC and BC (CONDE et al., 2009; RENNERT et al., 2012; WIN et al., 2011).

One patient was diagnosed with CS and had the pathogenic mutation PTEN
€.264T>G, which seems to have never been described in Brazil. Although she was diagnosed
with thyroid cancer at 24 years and has no family history of gynecological cancers, it is
particularly important to identify this mutation, since the patient and the affected family
members are at high risk of developing BC and EC.

In this study, 13 VUS were find: 2 in BRCAL, 6 in BRCA2 and 1 in CHEK2,
PDGFRA, RAD51C, RAD51D and TSC1, each. VUS is an alteration in the gene sequence with
unknown consequence on the function of the gene (ECCLES et al., 2015). Counseling patients
with VUS results is challenging because it does not estimate the cancer risk and therefore,
doesn’t allow guidance on preventive measures. Initially, VUS must be treated as negative and
the risk assessment should be based on family history (CHERN et al., 2019).

LIMITATIONS

In this study the patients were selected from a private genetic center, which limits

our study since most of Brazilian population depends on the public health system (SAUDE,

[s.d.])
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Most patients had only access to BRCAL and BRCA2 genes study, since the largest
number of cases were related to breast cancer. Even in the era of multigene panels, the coverage
of the tests by the health insurance was limited to the BRCA's genes at that time. Moreover,
MLPA was not performed in all patient submitted to genetic tests, so some structural variants
couldn’t be identified. The large number of patients that did not finish the cancer risk
assessment process through genetic counseling also limited our study, since we couldn’t

evaluate the final test’s results.

CONCLUSION

This is the first study to evaluate the profile of gynecological cancer-related genetic
mutations in Minas Gerais. The most frequent mutations found BRCAL ¢.470 _471delCT and
BRCA2 ¢.2T>G were also described in other studies in Brazil, but with lower prevalence. The
BRCA1 ¢.5266dupC variant, prevalent in other studies, was identified in this study. There were
no cases of TP53 p.R337H, previously described as prevalent in the Southeast. In addition to
mutations in BRCAL/2, variants in other genes related to hereditary syndromes that predispose
to gynecological cancers have been found. Thus, it is essential for gynecologists to evaluate
family history of non-gynecological cancer in their patients.

Three variantes were not cited in the world databases: BRCA2 ¢.5985delC, BRCA2
€.7819 _7819delA and MSH2 ¢.1894 1898del.

These findings suggest that the profile of genetic mutations in Minas Gerais differs
from the findings published to date in the literature and it’s necessary a larger study to confirm
our findings and to guide the possibility of a cost-effective germline mutation test accessible to
the population. Considering the impact a pathogenic/likely pathogenic mutation have to the
patient and their family members, it is important to understand these population genetic profile
to elucidate more and more the genotype-phenotype correlation to guide clinical decisions and
effective management to reduce the cancer risk in a more democratic way and adaptable to
health care (public and private) in countries with an extensive territory and a heterogeneous

population like Brazil.
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6. DISCUSSAO

A identificacdo de pacientes com alto risco para desenvolver cancer ginecologico,
através de testes genéticos, possibilita a realizacdo de medidas preventivas, como
salpingooforectomia e mastectomia (CARNEVALI et al., 2019), além de medidas terapéuticas
especificas, como uso de PARPi em pacientes BRCA mutadas (GORI et al., 2019). Entre os
pacientes americanos, onde o teste para pesquisa de mutacdo em BRCA se tornou universal em
pacientes com CO, estima-se que medidas estratégicas para reducdo do risco da doenga em
familiares sauddveis com mutacdo positiva deve reduzir em 40% a incidéncia de CO, em 10
anos (BAYRAKTAR; ARUN, 2017).

A populacdo brasileira € uma das mais heterogéneas do mundo. Portugueses, africanos
e amerindios sdo o0s principais povos que contribuiram para a diversidade genética no pais, além
de espanhdis, alemaes e italianos (IBGE, 2007). Estudos sobre mutagdes genéticas realizados
no Brasil mostram essa diversidade, uma vez que diferentes variantes sao encontradas em
diferentes partes do pais (Felix et al., 2014; Fitarelli-Kiehl et al., 2015; Gomes et al., 2007;
Palmero et al., 2018). O padréo de imigragéo foi diferente nas diversas partes do Brasil o que
corrobora esse achado. Este foi o primeiro estudo a avaliar o perfil de mutagdes genéticas na
populacdo do Estado de Minas Gerais.

Em nosso estudo, além das mutacgdes identificadas em BRCA1/2, foram encontradas
mutacdes em outros genes envolvidos na predisposicdo aos canceres ginecolégicos: APC,
CHEK2, MUTYH, MSH2, MLH1, PDGFRA, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11 e TSCL1.

Foram identificadas 13 VUS: 2 em BRCAL, 6 em BRCA2 e 1 em CHEK2, PDGFRA,
RAD51C, RAD51D e TSC1, cada. A VUS é uma alteracdo na sequéncia génica com
consequéncias desconhecidas na funcdo do produto génico ou no risco de causar
doenca(ECCLES et al., 2015). O aconselhamento das pacientes com resultado de VUS é
desafiador, porque o teste ndo quantifica o risco e, assim, ndo permite a orientacdo sobre o
manejo. Inicialmente, a VUS deve ser tratada como negativa e avaliacdo do risco deve ser
baseada na histéria familiar (CHERN et al., 2019). Os pacientes com resultados de VUS podem
sofrer intervengdes irreversiveis com riscos associados e beneficios pouco claros, assim, a
comunicacdo periddica com o prestador de servico genético pode ajudar a garantir que o
paciente compreenda esse tipo de resultado e seu risco de doenca associado (Eccles, Copson,
Maishman, Abraham, & Eccles, 2015).

Mutacdes em CHEK2 estéo associadas com maior frequéncia a CM com receptores
positivos (DECKER et al., 2017; LU et al., 2019) e a variante mais reportada neste gene é a
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€.1100delC, que confere alto risco de BC (EASTON, 2004), porém em nosso estudo a paciente
apresentou a VUS CHEK?2 ¢.319+3966G>A, sem descricdo prévia no Brasil, e foi diagnosticada
com CM triplo negativo aos 39 anos, além de historia familiar de CCR e CP.

O paciente que apresentou mutacdo VUS em PDGFRA foi diagnosticado com
cancer de apéndice aos 26 anos e tem histdria familiar significativa de CM e CP. E importante
a identificacdo de uma mutacao patogénica neste gene, uma vez que inibidores dos receptores
de tirosina-quinases tem sido estudados como potenciais alvos terapéuticos do CM nas
pacientes com mutacao neste gene (HOJJAT-FARSANGI, 2014; SPANHEIMER et al., 2015).

O risco de CM em pacientes com mutacdo em RAD51C e RAD51D sédo conflitantes
(LU et al., 2019; MEINDL et al., 2010). Neste estudo, a paciente diagnosticada com VUS em
RAD51C apresentou CM aos 50 anos e tem histéria familiar de CM, CP e cancer cerebral. A
que apresentou VUS em RAD51D teve CM aos 33 anos, além de historia familiar de CM, CP,
CO e céncer cerebral, porém ela também foi diagnosticada com a mutacéo patogénica BRCA1
¢.5266dupC. E importante a detecgio de mutacdes nestes genes, uma vez que as pacientes tém
risco aumentado de CO, além do possivel beneficio do uso de PARPi (LOVEDAY et al., 2011,
PELTTARI etal., 2011).

A mutagdo VUS STK11 ¢.1038C>T nunca foi descrita no Brasil e a paciente
portadora da variante foi diagnosticada com CM aos 64 anos e possui diversos familiares com
CM, CCR, cancer de figado, ttero, entre outros. Esta mutacéo teve 8 submissdes no Clinvar e
possui interpretacdo de patogenicidade conflituosa, com 4 interpretacfes benignas e 4 VUS
(ClinVar, 2019).

As duas mutagbes VUS encontradas em TSC1 nunca foram descritas no Brasil e
tém uma submissdo no ClinVar, cada. Uma das pacientes teve CCR aos 49 anos e a outra era
assintomatica, porém ambas tinham histéria familiar de CM.

As seguintes variantes parecem ter sido descritas pela primeira vez no Brasil: APC
€.5465T>A, BRCAL c.1713A>G, c.220C>A, c.4113G>A, ¢.5467+3A>C, ¢.-19-115T>C e
€.1486C>T; BRCA2 ¢.5985delC, c.6591 6592delTG, ¢.7397C>T, ¢.7819 7819delA,
c.1146A>T, ¢.2978G>A, ¢.3196A>C, c.6275 6276del, c.640G>A, ¢.8305G>C, c.7806-
14T>C, ¢.8755-66T>C, CHEK2 ¢.319+3966G>A, MSH2 ¢.1894 1898del, MUTYH ¢c.536A>G,
PDGFRA c¢.718A>C, PTEN c.246T>G, RAD51C c.428A>G, STK11 ¢.1038C>T, TSC1
€.3301G>A e TSC1 c.625A>G. Destas, BRCA2 ¢.5985delC, ¢.7819 7819delA e MSH2
€.1894 1898del ndo estédo descritas no ClinVar.

O atual governador do estado de Minas Gerais sancionou, recentemente, uma lei

(Lei 23.449/2019) que garante a mulheres com alto risco de desenvolver CM e CO a realizagéo
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gratuita de exame genético, através do Sistema Unica de Salde (SUS). Os critérios para
realizacdo dos exames serdo estabelecidos em um regulamento e as pacientes portadoras das
mutacOes terdo direito a ressonancia magnética das mamas para rastreamento, mastectomia
profilatica e reconstrucdo mamaria. Em um pais onde 70-80% da populacdo depende do SUS
(Ministério da Salde, 2019), a realizacdo da pesquisa e deteccdo de mutacBes genéticas que
predispde ao cancer trardo novas informacdes acerca do perfil genético da populacéo, além de

possibilitar estratégias para manejo e medidas preventivas contra a doenca.
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7. CONCLUSOES

Em conclusdo, este é o primeiro estudo a avaliar o perfil de mutagdes genéticas
relacionadas a canceres ginecoldgicos em Minas Gerais. As mutacfes mais frequentes
encontradas BRCA1 ¢.470_471delCT e BRCA2 ¢.2T>G foram descritas em outros estudos no
Brasil, porém com menor prevaléncia. A variante BRCA1 ¢.5266dupC, predominante em outros
estudos, foi identificada em nosso trabalho e ndo houve casos de TP53 p.R337H, previamente
descrita como prevalente no Sudeste. Além das mutacGes em BRCA1/2, foram encontradas
variantes em outros genes relacionados as sindromes hereditarias que predispde aos canceres
ginecoldgicos, dessa forma, é imprescindivel que ginecologistas avaliem também a historia
familiar de cancer ndo-ginecol6gico em suas pacientes. Os nossos achados sugerem que o perfil
de mutacdes genéticas em Minas Gerais difere do restante do Brasil e que para a defini¢éo de
um painel de mutacdes germinativas proprio para essa regiao € necessario um estudo com maior
namero de participantes, para confirmar nossos achados. Os pacientes avaliados recorreram a
um centro particular de referéncia em genética, o que limita o nimero de casos, uma vez que a
maior parte da populacdo depende do Sistema Unico de Saude (SUS). A aprovacio da Lei
23.449/2019, em Minas Gerais, que permitira a realizacdo de exames e identificacdo de
mutacOes germinativas para pacientes do SUS com alto risco de desenvolver CM e CO
contribuird para a analise da frequéncia das mutacdes identificadas em nosso estudo. Além
disso, estudos regionais com um maior nimero de pacientes podem permitir a criagdo de um
painel de genes e a busca de variantes especificas, abrindo perspectivas de um custo mais

reduzido dos exames para atingir uma populacdo maior.
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ANEXO A- PARECER DO COEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS %orl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Perfil de mutagdes germinativas em pacientes submetidas ao aconselhamento
genético para cancer hereditario de mama, ovario e endométrio, em Minas Gerais,
Brasil

Pesquisador: Agnaldo Lopes da Silva Filho

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 01758418.0.0000.5149

Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina da UFMG
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.134.990

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de versdo do projeto de pesquisa que responde diligéncias elencadas no parecer de numero
3.078.927, emitido por este CEP.

Desenho inalterado em relagéo aquele parecer:

Conforme informado no formulario de informacdes basicas:

"Avaliar o perfil de mutagdes germinativas em pacientes com cancer de mama, ovario e endométrio
submetidas a aconselhamento genético para cancer hereditario, bem como associar a presenga dessas
mutagdes com as caracteristicas clinicas das pacientes e o tipo de tumor, caracterizar as variantes
genéticas detectadas nos genes entre as pacientes com cancer ginecoldgico hereditario e comparar os
dados obtidos com dados ja

reportados na literatura da populagéo brasileira e 'The Cancer Genome Atlas'.

[..]

Metodologia Proposta:

Seréo analisados os prontuarios de todos pacientes que realizaram o aconselhamento genético, devido a
suspeita de cancer hereditario. Para a composi¢do da amostra deste estudo serdo selecionados 300
pacientes que apresentaram histéria pessoal ou familiar de cancer de mama, ovario, endométrio e outros
tipos de cancer associado a sindromes hereditarias".
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Continuagéo do Parecer: 3.134.990

Objetivo da Pesquisa:

Conforme formulario de informagdes basicas atual:

Objetivo Primario:

Avaliar o perfil de mutacdes germinativas em pacientes com cancer de mama, ovario e endométrio

submetidas a aconselhamento genético para cancer hereditario.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Conforme formulario de informagdes basicas atual, descrito pelos pesquisadores:

"Riscos:

Os riscos decorrentes da participacdo nesta pesquisa sao minimos, pois podem decorrer de possivel
constrangimento dos participantes com a divulgagédo de dados confidenciais, invasédo de privacidade e
seguranca dos prontudrios. Para mimizar estes riscos, o pesquisador ira tratar a identidade dos participantes
com padrdes profissionais de sigilo, divulgacdo do nome ou qualquer material que indique o participante
sem sua

permisséo.

Beneficios:

Nao havera beneficio direto para as pacientes, exceto nos casos em que forem identificadas mutagdes
genéticas que ja estdo associadas, na literatura, a sindromes neoplasicas, pois muda o manejo do risco da
doenga e permite que os pacientes e seus familiares em risco se beneficiem de medidas voltadas para o
diagnéstico precoce e intervencéo, condutas profilaticas voltadas para reducéo consideravel do risco para o
cancer e o progndstico seja melhor para esses individuos, com diminuicdo da morbidade e mortalidade".

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pendéncias emitidas no parecer de numero 3.078.927 foram atendidas, a saber:

1) incluséo do Hermes Pardini como centro coparticipante;

2) inclusdo de novo TCLE exclusivo para a pesquisa (independente do documento de TCLE de
aconselhamento genético). Este novo TCLE esclarece que seréo utilizados dados de prontuarios e que tais
dados serao tratados sob sigilo, com uso exclusivo para pesquisa.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacado obrigatéria:

Termos adequados.

Recomendacodes:
Afirmar, no TCLE, que os dados serdo utilizados de maneira agregada, sem possibilitar identificagdo do
participante.
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UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE

Telefone: (31)3409-4592 E-mail: coep@prpq.ufmg.br

Pagina 02 de 04



UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS %orl

Continuagéo do Parecer: 3.134.990

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Tendo sido atendidas as diligéncias do parecer de nimero 3.078.927, aprova-se o projeto de pesquisa.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagédo vigente (Resolugdo CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteracédo do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificacdo relatérios parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um
sumario dos resultados do projeto (relatério final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 06/01/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1190397.pdf 19:40:32
Projeto Detalhado / | projeto_detalhado.docx 06/01/2019 |CAMILA MARTINS Aceito
Brochura 19:40:18 |DE CARVALHO
Investigador
Outros Carta_resposta_ao_parecer.docx 05/01/2019 [CAMILA MARTINS Aceito
21:04:23 |DE CARVALHO

TCLE / Termos de | TCLE_para_pesquisa.doc 05/01/2019 |CAMILA MARTINS Aceito

Assentimento / 21:03:11 DE CARVALHO

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de | TCLE.docx 15/10/2018 | CAMILA MARTINS Aceito

Assentimento / 15:12:47 |DE CARVALHO

Justificativa de

Auséncia

Outros parecer_departamento.pdf 13/10/2018 |CAMILA MARTINS Aceito
17:38:22 | DE CARVALHO

Outros carta_anuencia_hermes_pardini.pdf 13/10/2018 |CAMILA MARTINS Aceito
17:37:15 _|DE CARVALHO

Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO.pdf 13/10/2018 |CAMILA MARTINS Aceito
17:35:09 |DE CARVALHO

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
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ANEXO B- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSETIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO PARA
REALIZACAO DE TESTES GENETICOS

Este informe foi preparado para auxilid-lo a esclarecer questdes sobre os testes
genéticos. Nosso objetivo é Ihe fornecer informagdes importantes sobre os testes antes de
realizar uma coleta do material a ser testado.

O teste genético € voluntario. Somente vocé pode decidir se quer ou néo realiza-lo. O
médico responsavel pela solicitacdo do exame e pelo aconselhamento genético deve ajuda-lo a
compreender a proposta do teste e como o resultado pode interferir nas condutas médicas,
mudancas de estilo de vida e implicacao para os familiares.

Nascemos com um conjunto Unico de genes, localizados no DNA de nossas células.
Alteracdes nos genes, conhecidas como mutacfes, podem determinar o aparecimento de
doengas em diferentes etapas da vida ou o aumento de chances para desenvolvimento de
algumas dessas doencas. Existem muitos tipos de testes que podem avaliar a estrutura genética
do individuo e permitir uma abordagem especifica para cada paciente em situacBes que
envolvam uma doenga ou uma chance para desenvolvé-la. Normalmente, os testes sdo
realizados em amostra de sangue, mas podem ser realizadas em outros materiais como saliva,
vilosidade coribnica, liquido amnidtico, pele e outros. As propostas dos testes genéticos sdo
variaveis e podem ser indicados para finalidades diagndsticas, rastreamentos de doencas,
avalicdo de predisposicao para doencgas. Ndo existe um teste que seja indicado para determinar
todas as doencas genéticas. A maioria dos testes € especifica para uma ou algumas condicGes e
devem ser indicados por um especialista capaz de interpreta-lo diante da situacdo para o qual
foi solicitado. Os testes, se devidamente indicados, geralmente tém uma alta acuracia ou uma
alta chance de determinar a mutacdo, apesar de existirem limitacbes. Por isso, € muito
importante ter uma historia clinica, inclusive familiar, detalhada e o laboratorio deve ser
informado exatamente sobre qual € o teste desejado para a investigacdo. Existem inimeros tipos
de testes genéticos com diferentes técnicas laboratoriais e, com a evolucdo da informética e
biotecnologia, novos testes chegam aos laboratérios no decorrer do tempo. Em alguns casos,
problemas podem acontecer em relacdo a amostra do material a ser testado e isso compromete
a interpretacdo dos achados laboratoriais. Contaminacdo da amostra e quantidade insuficiente
de material genético sdo exemplos de problemas que podem gerar necessidade de uma nova

coleta de material para que o laboratdrio finalize o teste.



78

As vezes, os resultados desses testes ndo determinam respostas diretas como “sim” ou
“nao” ou “positivo” ou “negativo”. Os testes revelam alteracdes que podem ter significado
clinico ou ndo. O resultado pode ainda ter um significado indeterminado, para o qual ndo é
possivel determinar uma situacéo causal para a doenca, mesmo baseando-se em conhecimentos
mais atualizados possiveis. Mesmo um resultado negativo nem sempre exclui a chance para
determinada doenca ou um diagndstico. Entretanto, os testes podem trazer muitas vantagens.
Determinar um diagnostico genético, além de esclarecer a causa da doenca, pode direcionar o
manejo clinico dos pacientes para a equipe médica que o acompanha; pode ajudar a definir o
aconselhamento genético e as chances de recorréncia da doenga em futuras geracdes de uma
familia; pode permitir predizer para uma pessoa que foi diagnosticada como portadora da
mutacdo, que ha uma chance consideravelmente aumentada de uma doenca. Isso possibilita a
equipe médica estabelecer uma estratégia individualizada para diagnéstico precoce de doencas
graves, a fim de evitar complicagbes, podendo em determinadas situacdes possibilitar
estabelecer medidas profiléticas (tratamento e cura) e de prevencdo (modificar estilo de vida,
evitar agentes ou substancias causadoras ou usar substancias protetoras para a doenca, realizar
exames mais especificos e visitar médicos especializados).

Os riscos relacionados a realizacdo dos exames geralmente sdo minimos, mais ainda
quando se trata de coleta de amostra de sangue periférico, ou swab bucal. Se o teste envolve
coleta de material através de um procedimento que envolva situagdes cirdrgicas ou que
necessitem de estrutura especifica para coleta como punc¢do de material fetal ou de medula de
0ssea, a equipe meédica responsavel deve esclarecer bem sobre 0s respectivos riscos envolvidos.
Neste servico, 0s exames se restringem a procedimentos que ndo envolvem complexidade na
coleta- Eventualmente, o material podera ser coletado pela equipe do hospital quando o paciente
se encontrar internado.

A decisdo de realizar o teste genético pode ser dificil, pois envolve questdes ou reagdes
comportamentais relacionadas a propria decisdo de fazer ou ndo fazer o teste. Para essas
questdes, solicitar um acompanhamento psicolégico pode ser indicado. O resultado do teste
pode influenciar as proprias relagdes familiares. Uma pessoa que realizard o exame podera,
muitas vezes, preocupar-se com o qué e como informara outros membros da familia quando se
trata de um teste de alguma doenca genética que pode ter um padrdo hereditario.

Ap0s o recebimento do resultado do teste genético o paciente devera ser orientado pelo
geneticista sobre a necessidade de acompanhamento médico seja por ele ou por outros

especialistas.



79

O teste genético faz parte do seu arquivo medico confidencial e o resultado podera ser
revelado para outros apenas com seu consentimento ou repassado para alguém que vocé
designou no termo de consentimento que segue abaixo.

A equipe de Genética Médica coloca-se a disposicao para maiores esclarecimentos.

Segue o termo de consentimento o qual devera ser assinado antes da realizagdo do

teste genético.



NOME COMPLETO:

op
(@)

Data de Nascimento

RG:

TESTE GENETICO SOLICITADO PARA (nome da doenga em questio)

Material Solicitado: (assinale com X)
____sangue periférico

___liquido amniético

____Amostra de vilosidade cori6nica

__ Pele

___”swab” de mucosa oral

__tecido contido em bloco de parafina
____medula 6ssea

Outros

Intencéo da pesquisa de alteracdo genética para
____diagnéstico

____identificacdo de portador

___avalicdo de predisposicao

____avaliacdo pré-natal

___ pré-sintomético

____rastreamento

Outros

Fui informado sobre a proposta do teste genético.

Recebi explicacdes sobre as limitacdes do teste genético.

Recebi orientacdes e esclarecimentos sobre as vantagens e desvantagens do teste genético proposto
e entendi gque o resultado do exame pode promover propostas médicas, envolver questes
psicoldgicas, de planejamento de vida, tanto meu quanto dos meus familiares.

Entendi sobre as possibilidades dos resultados do teste e como irei recebé-lo.

Fui informado que é de responsabilidade do laboratério questes sobre o0 armazenamento do

material utilizado para o teste

Recebi uma cépia do termo de consentimento e as questdes propostas foram esclarecidas

Concordo com as informacg6es acima citadas:

(assinatura do paciente ou responsavel designado)

Em caso de impossibilidade de receber o resultado do teste genético, autorizo a seguinte pessoa a recebé-lo por mim:

Nome:

Endereco

RG:

Telefone:

Nome completo do médico responsavel:

Assinatura:

Local e data:
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ANEXO C- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARTICIPACAO EM PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Sr (a). estd sendo convidado (a) como voluntério (a) a participar da pesquisa “Perfil
de mutacdes germinativas em pacientes submetidas ao aconselhamento genético para cancer
hereditario de mama, ovario e endométrio, em Minas Gerais, Brasil”. Pedimos a sua autorizacao
para consulta ao prontudrio e coleta dos dados referentes a histéria pessoal e familiar de cancer,
além dos exames solicitados e seus resultados. Este estudo permitird um aprofundamento sobre
a compreensao das principais mutagdes identificadas nas familias no Estado de Minas Gerais e
contribuird com os esforcos dos estudos populacionais para avaliar o perfil de mutacGes na
populacdo brasileira. A consulta ao seu prontuario esta vinculada somente a este projeto de
pesquisa. Para esta pesquisa serdo analisados os prontudrios de todos pacientes que realizaram
0 aconselhamento genético, devido a suspeita de cancer hereditario. Os riscos decorrentes de
sua participacdo nesta pesquisa sdo minimos, podendo decorrer de um possivel
constrangimento com a divulgacao de dados confidenciais, invasdo de privacidade e seguranca
dos prontuarios. Para assegurar lhe, o pesquisador ira tratar a sua identidade com padrées
profissionais de sigilo. Seu nhome ou o0 material que indique sua participacao ndo sera liberado
em nenhuma hipo6tese sem sua permissao e o (a) Sr (a). ndo sera identificado (a) em nenhuma
publicacdo que possa resultar deste estudo.

Como é um projeto de pesquisa béasica, o (a) Sr (a). ndo tera beneficios diretos, pois
estas pesquisas ndo geram um resultado de exame. Os beneficios de sua participacdo se
restringem a contribuir positivamente para a melhor compreensdo do perfil de mutacbes
presentes em Minas Gerais e, consequentemente, no Brasil.

Para participar deste estudo o (a) Sr (a). ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer
vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes
desta pesquisa, o Sra. tem assegurado o direito a indenizacdo. A Sra. tera o esclarecimento sobre
0 estudo em qualquer aspecto que desejar, basta contactar os pesquisadores, e estara livre para
participar ou recusar-se a participar e a qualquer tempo e sem quaisquer prejuizos, valendo a
desisténcia a partir da data de formalizacdo desta. A sua participacdo é voluntaria, e a recusa
em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que a o (a) Sr
(a). é atendida pelo seu médico e/ou medico pesquisador.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que
uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Hospital das Clinicas da UFMG, e a outra
sera fornecida ao (a) Sr (a). Os dados utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o
pesquisador responsavel por um periodo de 10 (dez) anos no Departamento de Ginecologia e
Obstetricia da Faculdade Medicina da UFMG e apds esse tempo serdo destruidos. Os
pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a
legislagdo brasileira (Resoluges N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional
de Saude e suas complementares), utilizando as informacdes somente para fins académicos e
cientificos.
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Eu, , portador (a) do
documento de Identidade fui informado (a) dos objetivos, métodos,
riscos e beneficios da pesquisa “Perfil de mutagdes germinativas em pacientes submetidas ao
aconselhamento genético para cancer hereditario de mama, ovario e endométrio, em Minas
Gerais, Brasil” de maneira clara e detalhada e esclareci minhas dividas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informac@es e modificar minha deciséo de participar se assim
0 desejar.

() Concordo que os meus dados sejam utilizados somente para esta pesquisa.

() Concordo que os meus dados possam ser utilizados em outras pesquisas, mas serei
comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e
esclarecido que explique para que serdo utilizadas as informacgdes.

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo
de consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a
oportunidade de ler e esclarecer todas as minhas davidas.

Data: / /

Assinatura do participante

Nome completo do Pesquisador Responséavel: Agnaldo Lopes da Silva Filho

Endereco: Avenida Professor Alfredo Balena 110/4° andar, Bairro Santa Efigénia,
Belo Horizonte, Minas Gerais. CEP: 30.130-100. Tel: (31) 3409-9764/99225-0909

CEP: 30.130-100 / Belo Horizonte — MG

Telefones: (31) 3409-9764/99225-0909

E-mail: agnaldo.ufmg@gmail.com

Data: / /

Dr. Agnaldo Lopes da Silva Filho

Nome do(s) Pesquisadores assistentes/alunos:

Leticia da Conceicdo Braga (Tel: (31) 99113-8818), Camila Martins de Carvalho (Tel: (31)
99119-3201), Anisse Marques Chami (Tel: (31)99587-8345)

Medico Pesquisador responsavel no Hospital das Clinicas: Agnaldo Lopes da Silva Filho
(Tel: (31) 99225-0909)

Data: / /

Assinatura do pesquisador (mestrando ou doutorando)



consultar:
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Em caso de davidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera

COEP-UFMG - Comisséo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antbnio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592.


mailto:coep@prpq.ufmg.br

