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B Resumo

A contribui¢do do BRCA1 e BRCA2 na incidéncia de cancer de mama no Brasil ainda néo foi ava-
liada previamente. O objetivo deste estudo foi estimar a proporg¢io de cancer de mama relacionado
a mutagdo do BRCA1 e BRCA2 em uma populacio de pacientes portadores de cancer de mama
escolhidos aleatériamente no Rio de Janeiro. Foram avaliadas 402 mulheres com diagndstico de
cancer de mama de um Hospital publico e de duas clinicas oncoldgicas privadas. Foram realizadas
uma historia clinica detalhada e colhidas amostras de sangue para analise de DNA. As mutacdes
de BRCA1 e BRCA2 foram identificadas através da combinacdo de técnicas especificas, porém
todas as mutag¢des foram confirmadas por sequenciamento direto. No total foram identificadas 9
mutacdes, seis no BRCA 1 e trés no BRCA2, representando 2,3% do total de pacientes. A mutagio
mais comum, 5382insC no BRCA1 foi encontrada em cinco casos, correspondendo a 56% das
mutacdes identificadas. Uma outra mutacdo no BRCA 2 (6633del5) foram evidenciadas em duas
situacdes clinicas nio relacionadas. Em resumo, as mutacoes do BRCA1 e BRCA2 nio sio incomuns
nas mulheres brasileiras portadoras de cincer de mama. Aparentemente existe um predominio de
alguns tipos de mutacdes, e se estas forem de fato prevalentes na populagio brasileira, aumentaria
a possibilidade do desenvolvimento de um teste genético rapido e economicamente acessivel para
o rastreamento da suscetibilidade adquirida do cancer de mama no Brasil.

B ABSTRACT

The contribution of BRCA1 and BRCA2 to breast cancer incidence in Brazil has not yet
been explored. In order to estimate the proportion of breast cancers due to BRCA1 and
BRCA2 mutations in Brazil, we conducted a study of unselected breast cancer patients
from Rio de Janeiro, Brazil. We enrolled 402 women with breast cancer from a large
public hospital and two private medical clinics in the city. A detailed family history
was obtained from each patient and a blood sample was obtained for DNA analysis.
Mutations in BRCA1 and BRCA2 were sought using a combination of techniques,
but all mutations were confirmed by direct sequencing. Overall, nine mutations were
identified (six in BRCA1 and three in BRCA2) representing 2.3% of the total. The
most common mutation, 5382insC in BRCA1, was seen five times and accounted for
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569% of all identified mutations. A second mutation, in BRCA2 (6633del5) was seen in
two unrelated women. In summary, BRCA1 and BRCA2 mutations are not uncommon
in Brazilian women with breast cancer. It appears that a small number of founder
mutations may be predominant. Moreover, a small number of founder mutations may
be prevalent in Brazil, raising the possibility that a rapid and inexpensive genetic
test may be developed to screen for inherited susceptibility to breast cancer in Brazil.

B INTRODUCAO

No Brasil o cancer de mama ¢ a causa de morte mais
comum entre mulheres com 40 e 69 anos. O Brasil ¢ o
quinto maior pais do mundo, com aproximadamente
186,000,000 habitantes. E estimado que 50,000 no-
vos casos de cancer de mama sejam diagnosticados
anualmente no Brasil. O fator ambiental e genético
como causa do cancer de ainda nio foram bem es-
tudados. Ambos os genes BRCA1 e BRCA2 conferem
susceptibilidade para o cincer de mama e ovario, e
uma alta propor¢io de cancer de mama familiar esta
associado com mutagdes no gene BRCA1 e BRCA2 (1).
Aproximadamente 10% das mulheres com diagnostico
de cancer de mama apresentam histéria familiar, mas
a minoria desses casos apresentara a mutacio em um
desses genes. Familias com multiplos casos em idade
precoce de cancer de mama ou ovario sdo os que apre-
sentam maior chance de ter a mutacdo no gene BRCA1
e BRCA2 (1). Uma das caracteristicas do cancer de mama
hereditario ¢ a tendéncia entre mulheres jovens. O risco
de desenvolver cancer de mama em mulheres que apre-
sentam a mutacio no gene BRCA1 e BRCA2 ¢ maior que
800, mas o risco absoluto pode variar de acordo com a
mutagio especifica e o pais de origem (2-6).

No momento a testagem genética ¢ oferecida em varios
centros da América do Norte, Europa, Australia e Israel,
mas geralmente ndo ¢ disponivel na América do Sul. A
realizacdo da testagem genética esta ganhando uma maior
aceitacdo mundial tendo em vista o numero de opcdes
preventivas que podem ser oferecidas as mulheres que
apresentem a mutacio e por causa do desenvolvimento
de novas e individualizadas terapias para o cancer (1).

A prevaléncia do cancer de mama associado a mutacio
BRCA na populacédo brasileira ainda néo foi avaliada.
A fim de determinar a prevaléncia das mutacées do
gene BRCA em pacientes com diagnostico de cancer
de mama na populacdo brasileira, nos realizamos a
analise do gene BRCA1 e BRCA2 em 400 pacientes ndo
selecionados com cancer de mama do Rio de Janeiro.

B POPULACAO DE PACIENTES

No6s conduzimos um estudo entre pacientes com
cancer de mama nio selecionados no Rio de Janeiro,
Brasil, de fevereiro de 2003 a setembro de 2005. A
fim de assegurar que nds incluimos os pacientes do

mesmo grupo étnico e social de forma balanceada, fo-
ram recrutados os pacientes de duas clinicas médicas
privadas que provéem de atendimento em cancerolo-
gia (O Centro de Tratamento de Tumor, Botafogo, Rio
de Janeiro, Brasil e a clinica de Dr.Roberto Vieira em
Copacabana, Rio de Janeiro) e um hospital publico
(Hospital da Universidade Federal de Rio de Janeiro)

0 estudo incluiu componentes que avaliam dieta,
fatores reprodutivos, estilo de vida e fatores here-
ditarios. Os resultados dos fatores hereditarios serdo
informados neste estudo. Os centros participantes da
pesquisa aprovaram o protocolo e todas as mulheres
no estudo deram seu consentimento informado por
escrito. Os pacientes foram convidados a participar do
estudo durante consulta no ambulatdrio de oncologia
clinica, ou durante admissdo no hospital.

Um total de 403 mulheres foram convidadas a parti-
cipar do estudo, 402 foram de acordo em participar
(uma das mulheres nio desejou receber o resultado do
teste genético). Dentre as 402 mulheres, todas apre-
sentavam diagnostico de cincer de mama invasivo
entre as idades de 25 e 67anos, e entre os anos 1978
e 2005. Em média, 2.7 anos tinham decorrido entre a
data do diagnostico e a data de entrevista. Dentre os
pacientes, 52% foram recrutados do hospital publico
e 48% foram recrutados de clinicas privadas.

Todos os participantes foram entrevistados pessoal-
mente quanto a histéria familiar delas de cancer, com
referéncia especifica para histéria de cancer de mama
ou ovario. A histologia do tumor, tamanho tumoral,
envolvimento de linfonodos e grau tumoral foram
retirados dos prontuarios médicos. Foram completa-
dos 381 dos 402 casos dos questiondrios quanto as
histérias familiares e fatores referentes ao estilo de
vida. Para os outros 21 casos s¢ informacdes limita-
das estavam disponiveis, como idade ao diagndstico

B METODOS E LABORATORIO

O DNA dos linfécito foram preparados a partir do san-
gue coletado dos pacientes através de procedimentos
standards. Todas as amostras foram avaliadas para
trés mutacdes comuns, inclusive as trés mutacgdes
comuns a judeus Ashkenazi e outros de ascendéncia
européia oriental. Estas muta¢des foram analisadas
usando o método multiplex rapido (8 ). Nos testamos
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separadamente para a presenca do exon-13 do BRCA1
duplicacdo 6-kb (9). Exon 11 do BRCA1 e exons 10
e 11 de BRCA2 foram analisados através do teste ,
protein truncation test(PTT). Seqiiéncias de leitura
usada para amplificacdo dos fragmentos foram obti-
das do Breast Cancer Information Core (BIC). PTT foi
realizado através do sistema TNT rabbit reticulocyte
lysate (Promega), envolvendo 35S metionina/cisteina
(o New England Nuclear) para deteccdo da proteina.

Os casos em que ndo foram encontradas mutagdes
pelos métodos acima, mas que apresentam uma forte
historia familiar de cancer de mama ou ovario, foi
realizada a avaliacdo de todas as regides de codifi-
cacdo dos dois gens BRCA1 e BRCA2. Para BRCAL,
foi usado fluorescent multiplex denaturing gradient
gel electrophoresis (DGGE) (10). Todos os exons de
codificacfo restante, os limites de exon-intron, e o
comeco e fim de exon 11 foi incluido; os exons néo
codificados 1a e 1b, e parte ndo codificados do exon
24 foi excluido. Para BRCA2, denaturing high perfor-
mance liquid chromatography (DHPLC) foi empregado
para avaliar os exons restantes codificados e os limites
de exon-intron neste gene.(11)

Todas as variantes identificadas por PTT, DGGE e
DHPLC foram confirmadas através do sequenciamento
direto do DNA. Todas as mutacdes observadas, inclu-
idas neste estudo sdo consideradas deletérias

B RESULTADOS

Um total de 402 pacientes foi testado para mutacodes
BRCA1 e BRCA2 usando uma combinacéo de técnicas de
laboratorio. Todos os 402 pacientes foram testados para
as quatro das mutacdes mais freqlientes e mutacoes para
protein-truncation do exons 11 do BRCA1 e exons 10 e 11
do BRCA2 (usando o teste PTT). Além disso, doze pacientes
com uma forte histéria familiar de cancer de mama e/ou
ovario tiveram a testagem que incluiu todas as regides de
codificacdo do gen BRCA1 e BRCA2.

Gomes et al.

A idade média dos pacientes ao diagndstico era de 46.4
anos (variando entre 25 a 67 anos) e a idade média du-
rante a entrevista era 49.1 anos (variando entre 25-82).
23% dos pacientes foram diagnosticados antes de 40 anos
e 66% foi diagnosticado antes dos 50 anos. Historias fa-
miliares estavam disponiveis para 381 pacientes (95%). 73
dos pacientes (19%) tiveram um parente de primeiro-grau
diagnosticado com cancer de mama ou ovario

Resumindo, nove mutacdes foram identificadas
(2.3%), incluindo seis do BRCA1 (1.5%) e trés do
BRCA2 (0.75%). Cinco das seis mutacdes do BRCA1
era a mutacdo 5382insC e dois das trés mutacdes do
BRCA2 eram 6633del5. No total, sete das nove muta-
coes (78%) eram mutacdes fundadoras; isto ¢, foram
vistas em mais de uma familia. A muta¢do 5382insC
sozinha representou 56% de todas as mutacdes no
estudo. Esta mutacdo parece estar presente em 1.3%
de todos os pacientes com cancer de mama no Brasil.

Uma mutacdo foi vista em cinco dos 87 pacientes
diagnosticado com cancer de mama com 40 anos ou
menos (5.7%), em trés dos 167 pacientes diagnostica-
dos entre idades de 41 e 50 (1.8%) e em um dos 127
casos diagnosticado acima de 50 anos de idade (0.8%).

Uma mutacdo foi vista em cinco de 73 pacientes
(6.8%) com uma histdria familiar de cancer de mama
ou ovario em um parente de primeiro-grau e em trés
de 308 (1.0%) de pacientes sem historia familiar em
um parente de primeiro-grau. Resumindo, oito de nove
mulheres com mutacéo tiveram diagnostico de cancer
de mama em idade precoce (diagnosticado com 50
anos ou menos) ou teve um parente de primeiro-grau
com ou cancer de mama ou ovario.

Por causa da alta prevaléncia da mutacdo 5382insC
na populacéo brasileira com cancer de mama, nos tes-
tamos esta mutacdo em 319 controles saudaveis para
tentar calcular a freqiiéncia pareando da populagéo.
Nenhuma mutacio foi achada nos controles.

Tabela 1. Mutacdo BRCA1 e BRCA2 identificada em pacientes brasileiras com cancer de mama

Paciente Gene Exon Mutation Age of diagnosis Family history

26257 BRCA1 11 3347delAG Br32 Ove4

24579 BRCA1 20 5382insC Br28 Br47

24122 BRCA1 20 5382insC Br38 Br50

24535 BRCA1 20 5382insC Br46 Br63

26288 BRCA1 20 5382insC Br37, NHL35 Br42, Br35, Br30, Br32, Br36, Br38
28844 BRCA1 20 5382insC Br41 Ut 56, Br60

26243 BRCA2 11 6174delT Br48 Br37, MBr 70, Ov37

26243 BRCA2 11 6633del5 Br32 NA

24591 BRCA2 11 6633del5 Br53 Br49

NA Indisponivel, Br Cancer de mama, Ov Cancer de ovario, NHL Linfoma nfao-Hodgkin,

Ut Cancer de utero, MBr Cancer de mama
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B DiscussAo

Este estudo ¢ a primeira publicacido da prevaléncia da
mutacio do gene BRCA1 e BRCA2 em uma populacéo
de mulheres com cancer de mama no Brasil. Nos iden-
tificamos a presenca de mutacdes no gene BRCA1 e
BRCA2 em 2.3% das mulheres brasileiras com cancer
de mama néo selecionadas.

Nas mulheres em que a mutacdo ¢ identificada, o
risco de desenvolver o cincer de mama durante a
vida esta entre 65 a 85% até os 70 anos. (7,13-16). A
penetrancia pode variar de acordo com a posigdo da
mutacdo, porém a penetrancia especifica das mutagdes
brasileiras ainda ndo pode ser estimada. No unico
outro estudo do Brasil publicado até o momento,
Dufloth e colaboradores (17) identificaram a mutacéio
5382insC no gene BRCAlem uma familia com cancer
de mama em Sdo Paulo e identificou uma mutacédo no
gene BRCA2 (S2219X) em duas familias.

A mutacdo mais comum encontrada no presente estu-
do foi mutagdo 5382insC. Esta mutacio ¢ a mais co-
mum identificada no mundo e ¢ encontrada em judeus
Ashkenazi e em mulheres de origem Eslava (18,19).

Nio esta claro como, ou quando, estas mutacdes
foram introduzidas no Brasil, mas uma analise preli-
minar confirma uma origem comum com a mutacdo
Européia. ( Foulkes et al., manuscrito em preparagio).
Uma possivel explicacdo pode estar no fato de que
uma grande populacdo judaica residia em Portugal
ate 1509, sendo apos deportada pela Inquisicio. Eles
foram transportados para outros paises incluindo o
Brasil, o qual era uma coldénia portuguesa no século
XVI. Por esse motivo, os estudos genéticos realizados
na populacio brasileira foram capazes de identificar
algumas caracteristicas relacionadas a ancestralidade
judaica. (20). No atual estudo a mutacdo 5382insC
foram encontradas em cinco familias alem de em uma
familia no estudo prévio de Sdo Paulo.

No Chile, dois estudos analisando a mutacido foram
realizados. Jara e colaboradores(21) encontraram sete
mutacdes do BRCA1 e trés do BRCA2 em 64 familias
chilenas com cancer de mama e todas as mutacdes
foram diferentes. Gallardo e colaboradores (22) iden-
tificaram trés mutacdes do BRCA1 e cinco do BRCA2
em 54 familias chilenas com cancer de mama/ovario.
Apenas uma mutacio recorrente do BRCA1 foi eviden-
ciada( Q1273X, em duas familias). Seria importante a
realizacdo de outras analise de mutacdo nos demais
paises da América do Sul para obter informacdes e com-
parar com as mutacdes mais comuns ja identificadas,
porque isto facilitaria a testagem genética destes paises.

0 nosso trabalho ¢ o primeiro estudo da América do
Sul com casos nédo selecionados de ciancer de mama

e deste modo permite a estimativa de casos de can-
cer em decorréncia das mutacdes do BRCA. Nos 7
estimamos que essa prevaléncia seja de 2.3% porém
este dado pode estar subestimado. Todas as familias
foram testadas para as mutacdes mais comuns além
das mutacdes nos exons mais longos; todavia o se-
quenciamento genético completo foi realizado apenas
nos doze casos com historia familiar fortemente po-
sitiva. Nos estimamos que as regides codificadas do
exon longo contem aproximadamente 75% de todas
as mutacoes (23). Além disso, 10 % das mutacées fo-
ram ocasionadas por rearranjos e delecdes gendmicas
longas (24) e esses podem néo ser identificados uti-
lizando a estratégia aplicada. Foram incluidos casos
de diferentes classes sociais para representar toda a
populacio do Rio de Janeiro.

Esses dados confirmam que a testagem genética para
as mutacdes mais comuns devem ser oferecidas as
pacientes brasileiras com cincer de mama menores
de 50 anos e com historia familiar de cancer de mama
ou ovario em um parente de primeiro grau.

Se considerarmos a incidéncia de novos casos diag-
nosticados na populacéo brasileira, aproximadamente
1.000 dos 50.000 casos de cancer de mama anuais se-
riam atribuidos a muta¢des do BRCA, incluindo cerca
de 500 casos de mutacdo do 5382 insC isoladamente.
E importante que se torne economicamente acessivel
a testagem genética para este grande numero de mu-
lheres brasileiras com diagndstico de cancer de mama.
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