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FELIX, Gabriela do Espirito Santo. Susceptibilidade ao cancer de mama: andlise de painel
multigene em mulheres afrodescendentes da Bahia, Brasil. 94 f. il. Tese (Doutorado em
Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa) - Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo
Moniz, Salvador, 2018.

RESUMO

INTRODUCAO: O cancer de mama é a neoplasia maligna mais frequente entre
mulheres no mundo, mas com diferentes taxas de mortalidade da doenca entre paises
emergentes e desenvolvidos. Isso pode ser atribuido a susceptibilidade particular de
cada populacéo, além do modelo de prevencado e tratamento estabelecido. Uma das
ferramentas que pode auxiliar na prevencdo e estabelecimento de tratamento
personalizado € o teste genético. OBJETIVO: Verificar o perfil de susceptibilidade ao
cancer de mama da populacdo feminina nordestina pouco estudada, particularmente a
afrodescendente. MATERIAL E METODOS: Foi estudado um painel personalizado de
28 genes de susceptibilidade ao cancer de mama (BROCA) em um grupo de mulheres
com cancer de mama e mulheres saudaveis. Os dados clinicos e epidemioldgicos de
173 mulheres com cancer de mama e 119 mulheres controle foram coletados durante
entrevista. RESULTADOS: A maioria dos individuos de ambos o0s grupos se
autodenominou como afrodescendentes (>60%). Foram detectadas alteracoes
genéticas de significado clinico em 37 mulheres grupo caso e uma mulher do grupo
controle, OR= 27,75 (p= 0,008). Nos genes BRCA1 e BRCAZ2 foi detectada a maioria
das alteracOes (64,85%) do que outros genes de susceptibilidade (35,15%). Mutacdes
fundadoras (recorrentes em populacbes ancestrais) foram mais frequentes do que
mutacbes novas, 81,1% (30/37) e 18,9% (7/37) respectivamente. CONCLUSOES:
Esse foi o primeiro estudo molecular de susceptibilidade ao cancer mama realizado
com mulheres afrodescendentes da Bahia, demonstrando que outros genes de
susceptibilidade além do BRCA1/2 estdo envolvidos no desenvolvimento desse cancer

e devem ser analisados nessas mulheres.

Palavras chave: Cancer de Mama, Afrodescendente, Susceptibilidade genética.



FELIX, Gabriela do Espirito Santo. Susceptibility to breast cancer: analysis of a multi-gene
panel in African-descendants women from Bahia, Brazil. 94 f. il. Tese (Doutorado em
Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa) - Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo
Moniz, Salvador, 2018.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Breast cancer is the most frequent maligned neoplasia in the world,
but with considerable differences of death rate among developed and developing
countries. These differences could be due to susceptibility particular of each population,
besides the prevention and treatment model used. One tool that could help in
prevention and adequate personalized treatment is the genetic testing. OBJECTIVE:
Verify the susceptibility profile to breast cancer of women from Northeast of Brazil,
specially the African-descendants. MATERIAL AND METHODS: It was studied a
personalized panel of 28 breast cancer susceptibility genes (BROCA) in women with
and without breast cancer. The clinical and epidemiological data of the 173 breast
cancer women and 119 control women were collected during the interview. RESULTS:
Most individuals of both studied groups self-reported as African-descendants (>60%).
Mutations of clinical significance was detected in 37 case women and only control, OR=
27.75 (p= 0.008). Most genetic alterations were observed in BRCA1 and BRCAZ2
(64.85%) than other susceptibility genes (35.15%). Founder mutations (recurrent in
ancestral populations) were more frequent than new mutations, 81.1% (30/37) and 18.9
% (7/37) respectively. CONCLUSIONS: This was the first molecular study about the
susceptibility to breast cancer done in African-descendants women from Babhia,
demonstrating that other genes than BRCA1/2 are involved in the development of this

cancer and must be analyzed in these women.

Key words: Breast cancer, African-descendants, Genetic susceptibility.
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama é a neoplasia maligna com maior taxa de incidéncia de casos
entre mulheres de paises em desenvolvimento (~53%), exceto cancer de pele ndo
melanoma (WCRFI, 2015). Nos ultimos anos, os paises desenvolvidos apresentaram
reducdo das taxas de mortalidade de cancer de mama, enquanto nos paises em
desenvolvimento como Brasil, RUssia, india e China foram observados significativos
aumento (SERVICK, 2014). Essa tendéncia nos alerta para o desenvolvimento urgente
de mudancas nos modelos de rastreio (prevencdo), como também modelos de
tratamento do cancer de mama personalizado de acordo com cada populacao, porque
modelos de tratamento e prevencao do tipo “one-size-fits-all” (um padréo para todos), €
inadequado e ultrapassado, pois ndo consideram as diferencas de riscos entre
populacdes (HARFORD, 2011).

Essa neoplasia maligna acomete em sua maioria mulheres, mas também pode
acometer homens (menos de 1%). A maior propor¢cédo dos casos de cancer de mama é
do tipo esporadico (75-80%) — casos diagnosticados em individuos com mais de 60
anos, sem agregacdo de casos de cancer entre os familiares. Enquanto, a menor
parcela cerca de 20-25% ¢é do tipo familiar e/ou hereditario (PAL et al., 2004).

No cancer de mama hereditario a deficiéncia genética € herdada, ou seja, todas
as células do corpo irdo apresentar a alteracdo no DNA gendmico (seja germinativo ou
somatico), resultando no cancer. Enquanto no cancer de mama do tipo esporadico a
alteracdo genética é adquirida devido, por exemplo, a exposicdo a agentes exdgenos
(ionizantes etc), e geralmente o individuo ndo tem parentes com 0 mesmo tipo de
cancer. Nesse apenas as células somaticas apresentardo a mutagdo genética (inicial) e
causadora do cancer. Ja no cancer do tipo familial observa-se uma soma dos dois
fatores, susceptibilidade genética sem padrdo claro de heranca e fatores de risco
ambiental (ex. dieta, tabagismo etc). Logo, observa-se que todos os tipos de cancer de

mama sdo genéticos, porque sao neoplasias malignas resultantes de alteragdes no
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material genético seja ele germinativo ou somatico (MYRIAD, [s.d.]; NJIAJU;
OLOPADE, 2012).

Por isso a importancia do teste genético para avaliar a susceptibilidade genética
ao cancer de mama seja no estudo do DNA germinativo e/ou somatico. Porque com
essa ferramenta podemos identificar previamente qual o individuo de alto risco. Assim,
o teste genético deve ser oferecido a todas as mulheres, aquelas com histéria familiar
caracteristicas de sindromes hereditarias, como também os casos de cancer de mama
esporadicos com fendtipo agressivos como os do tipo triplo negativos caracterizados
pela expressdo negativa dos receptores hormonais (estrégeno, progesterona e Her-2)
e/ou em idade jovem (menor que 50 anos) (ROBERTSON et al., 2012).

Uma vez que estudos tém demonstrado que cerca de 10% dos casos de cancer
de mama esporadicos do tipo triplo negativos apresentam mutacdo em BRCAL
(ROBERTSON et al.,, 2012). Possivelmente, esses casos de cancer hereditario,
passam “despercebidos” por apresentarem o0 nucleo familiar restrito e pouco
informativo, ndo preenchendo, os critérios previstos nos manuais clinicos que definem
as sindromes de predisposicdo hereditaria ao cancer. Desta forma, € de extrema
importancia o treinamento de profissionais de saude na deteccédo eficaz de individuos
de alto risco, como também o uso ferramentas preditivas de riscos calibradas para
cada populacao.

Por exemplo, para a populacdo norte-americana diretrizes e ferramentas
calibradas para calculos de risco mutacional (My Myriad Risk, BRCAPRO, Claus),
assim como escolas de aperfeicoamento estdo disponiveis para os profissionais de
saude atuarem na populagdo. Um importante manual muito utilizado pela comunidade
médica no mundo é o manual pratico baseado em evidéncias da National
Comprehensive Cancer Network®, o qual direciona qual teste genético solicitar de
acordo com a clinica e caracteristicas da historia familiar da paciente.

A utilidade do teste genético personalizado ja vem sendo discutida por muitos
pesquisadores no mundo como Maire Claire King (KING et al., 2014), que defende a
aplicabilidade do teste genético, pelo menos a analise dos genes BRCAl1 e BRCA2 a

gual deveria ser oferecida a populacdo feminina em geral, aumentando assim a
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utilidade do teste ao detectar os individuos de alto risco para cancer de mama antes do
mesmo ocorrer, aumentando as chances de diagndstico precoce e, portanto sobrevida.

Tal iniciativa traria muitos beneficios a pratica da medicina personalizada nas
areas da oncologia clinica. Nos Estados Unidos essa visdo sobre a pratica médica
adequada e precisa com menos gastos, foi um dos feitos e marcos do presidente
Barack Obama, com a Precision Medicine Iniciative (traducdo direta, Iniciativa da
Medicina Precisa) com investimentos em pesquisas de base populacional (COLLINS;
VARMUS, 2015). Essa iniciativa foi muito importante porque somente através do
estudo do perfil de risco da populacdo e seus subgrupos para cancer (de mama),
podendo-se tracar medidas preventivas mais eficientes tratamentos adequados (HALL;
OLOPADE, 2006; HARFORD, 2011; KNERR; WAYMAN; BONHAM, 2011).

No Brasil as acfBes de ensino e pesquisa da Rede Brasileira de Céancer
Hereditario (ReBraCH) vém se destacando desde 2006. Estudos significantes
comecaram a evidenciar o perfil de susceptibilidade genética da populacdo brasileira
ao cancer de mama com estudo dos genes BRCAL, BRCA2, TP53, PTEN e PALB2 etc
(CARRARO et al., 2013; FELIX et al., 2014; FERNANDES et al., 2016; PALMERO et
al., 2018; SILVA et al., 2014). Mostrando inclusive caracteristicas clinicas particulares
de pacientes brasileiras com cancer de mama e destacando a necessidade de manuais
de critérios clinicos para teste genético de acordo cada populacdo, como o estudo
realizado no Sudeste do Brasil que evidenciou que perfil clinico de namero significativo
de mulheres com HBOC nado se adequavam aos critérios do NCCN (ALEMAR et al.,
2017). Porém, ainda € necessario o investimento no estudo de subgrupos
populacionais brasileiros, especialmente pouco estudados como os afrodescendentes,
pois a populacao brasileira € extremamente heterogénea.

Como novos estudos evidenciam que outros genes de susceptibilidade além do
BRCA1 e BRCAZ2 estdo envolvidos no desenvolvimento do cancer de mama. E, com o
atual barateamento do sequenciamento, outros genes de susceptibilidade também
deverdo ser rastreados na populacdo. Contudo, o numero de estudos de minorias

populacionais € restrito devido ao baixo investimento em pesquisas de base
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populacionais em paises emergentes. Com isso o perfil de susceptibilidade da
populacdo afrodescendente e latina, por exemplo, é pouco conhecido.

O conhecimento do perfil susceptibilidade de uma populacdo é importante
porque cada populacdo tem caracteristicas proprias quanto ao padrao de formacao e
estruturacdo, como também fatores ambientais especificos. Por exemplo, popula¢fes
altamente homogénea e endogamica como os judeus Ashkenazi terdo um perfil
caracteristico com predominancia de mutacdes de origem Europeia como
BRCAL:c.68_69delAG (185delAG) e BRCAL1:c.5266dupC (5382insC),
BRCAZ2:c.5946_5946delT (6174delT) (LEVY-LAHAD et al., 1997; STRUEWING et al.,
1997). Enquanto populagbes mais heterogéneas como a brasileira, o espectro
mutacional € extremamente diversificado observando, por exemplo, mutacfes
fundadoras de diferentes origens na Europa, Asia e Africa (ASHTON-PROLLA;
VARGAS, 2014; DUTIL et al., 2015; OSSA; TORRES, 2016).

E importante ressaltar que todas as populagdes sdo heterogéneas, mas o grau
de miscigenacao e diversidade é variavel devido a fatores multiplos que influenciam o
fluxo génico (entrada e saida de alelos) na populacéo etc.

Assim, como cada populacdo tem um grau de miscigenacdo, consequentemente
tem um perfil intrinseco de susceptibilidade genética ao cancer de mama. Verificar o
perfil de risco de cada populacdo é essencial para o estabelecimento de medidas
preventivas e de tratamento adequadas, 0 que resulta no uso inteligente dos recursos
destinados a saude (KNERR; WAYMAN; BONHAM, 2011; SAULSBERRY; TERRY,
2013).

Sabendo que a populacédo brasileira € uma das populacées mais heterogéneas
do mundo, do ponto de vista genético, por ser uma populagdo jovem — um pouco mais
de 500 anos de formacéo e por ter sido formada por diversos povos, € imprescindivel o
conhecimento do perfil de risco ao cancer de mama dessa populacdo, em especial 0s
grupos menos estudados como o de afrodescendentes da regido do Nordeste do

Brasil.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EVOLUCAO DE POPULACOES HUMANAS E SUSCEPTIBILIDADE A DOENCAS

A espécie humana, Homo sapiens, € uma das espécies mais novas da terra
datando cerca de 200,000 anos. Acredita-se que 0s primeiros humanos modernos
surgiram no continente africano e de la parte do grupo migrou para 0S outros
continentes do globo, primeiramente Europa, depois Asia e por fim as Américas. Esse
modelo tedrico € mais conhecido como “out-of-Africa” (LIU et al., 2006; STRINGER,
2003).

Existe, contudo outra teoria com a hip6tese de que a espécie humana surgiu em
diversas regibes ao mesmo tempo, resultado do acasalamento, por exemplo, da
espécie como Homo erectus com outras espécies mais arcaicas em cada continente, o
Africano, o Europeu e o Asiatico que evoluiram a espécie mais moderna dos humanos,
o Homo sapiens. Essa teoria € mais conhecida como a hip6tese multiregional
(WOLPOFF; HAWKS; CASPARI, 2000).

Na literatura existem dados que compelem para as duas hipéteses, mas
considerando que a espécie humana é uma das mais novas datadas, muitas questées
ainda ndo podem ser totalmente esclarecidas devido ao pequeno passo registrado na
escala evolutiva.

Embora a espécie humana tenha sido originada ha pouco tempo, € possivel
observar caracteristicas (fenotipos) que foram favoravelmente selecionadas em
determinadas populacdes em detrimento a outras, como por exemplo, a variagao de
altura e IMC com variagcdes na populacdo europeia (AMATO et al., 2011; ROBINSON
et al., 2015), variagdo da cor da pele (MCEVOY; BELEZA; SHRIVER, 2006; STURM,
2009), susceptibilidade a doencas inflamatorias, autoimune e metabdlicas (ZHANG et
al., 2013), susceptibilidade a anemia falciforme (ELGUERO et al., 2015) etc.
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Da mesma forma para o cancer de mama, observamos diferengas de risco entre
populacbes humanas, nas quais populagdes humanas mais homogéneas com
tendéncia a maior frequéncia dos alelos deletérios em genes de susceptibilidade ao
cancer de mama do que as populacdes heterogéneas (THOMSEN et al., 2015).

Dois fatores irdo influenciar no grau de miscigenacéo de uma populagcéo: como a
populacdo foi formada e como essa estrutura é mantida. Por exemplo, a populacao
brasileira € uma das popula¢des mais heterogéneas do mundo. Por ser uma populacao
recentemente formada, um pouco mais que 500 anos, e também por varios grupos
populacionais da Europa, Africa, Asia e nativos americanos terem contribuido para a
sua formacao. Além disso, é importante destacar que essa miscigenacao nao ocorreu
da mesma forma em todas as regifes do Brasil. Na regido nordeste é observada maior
frequéncia de afrodescendentes, no norte nativos americanos, e no sudeste maior
contribuicdo europeia (SALZANO e SANS, 2014).

Por ser uma politica que apoiava a escravidao, Portugal também trouxe isso ao
Brasil, ao trazer escravos da Africa. E esses embora fossem a forga trabalhadora, néo
tiveram as mesmas chances de ter unides e procriar com outros subgrupos, devido ao
grupo que pertenciam na sociedade (IBGE, 2007). Isso acabava servindo de gargalo
genético. Outro fator também foi a viagem dos imigrantes até a terra colonizada
(Brasil), pois devido as condi¢cdes da viagem muitos individuos morriam, e assim a
representatividade genética era mais uma vez comprometida. Ou seja, as frequéncias
dos alelos fundadores (originados nas populacdes ancestrais Europeia, Africana e
Amerindia) ndo foram as mesmas da populacao brasileira, recém-formada.

Estudos moleculares utilizando marcadores uniparentais (mtDNA e cromossomo
Y) demonstraram que os individuos europeus procriavam com liberdade com mulheres
de todos grupos populacionais, indias, africanas e europeias, diferentemente dos
individuos africanos e amerindios. Além disso, estudos com marcadores autossomicos
mostram que o grau de mistura varia de acordo com a regido, com a regiao do
Nordeste com maior frequéncia de individuos com elevada contribuicdo ancestral
africana do que as regides do Sul do Brasil (ABE-SANDES; SILVA; ZAGO, 2004;
ALVES-SILVA et al., 2000; CARVALHO-SILVA et al., 2001).
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Essa alta heterogeneidade genética observada na populagéo brasileira, também
€ uma caracteristica de outras populagcbes da América Latina, ex-colbnias de
populacdes europeias. Contudo, as propor¢cdes de contribuicdo ancestral sdo diferentes
(ABE-SANDES et al., 2010; KEHDY et al., 2015; LIMA-COSTA et al., 2015; MACHADO
et al., 2013).

Por exemplo, diferente do Brasil, no México a Espanha utilizou em maior parte
como forga escrava os nativos americanos. Sendo esse na América Latina um dos
paises com maior proporcao de descendentes de Nativos Americanos. Assim, embora
ambas as populacdes, brasileira e mexicana, tiveram praticamente as mesmas
populacbes ancestrais — Europeia, Amerindia e Africana — as proporcdes de
contribuicdo ancestral sdo diferentes e espelham as condi¢cbes de quando foram
estabelecidas (colonizadas) (SALZANO e SANS 2014).

Ja como exemplo de populacdo homogénea, temos os Judeus Ashkenazi, um
grupo altamente homogéneo e endogamico observando-se uma elevada taxa de
doencas raras com 1 a cada 4 judeus Ashkenazi portador de doenca de Gaucher,
fibrose cistica, doenca de Tay-Sachs e doenca de Canavan (OSTRER; SKORECKI,
2013; RIVAS et al., 2018).

Acredita-se que esses alelos deletérios ndo foram removidos da populacao por
conferir, primeiramente, vantagem na natureza ou ainda por serem “carregados” em
heterozigose. Veja-se no caso a variante da hemoglobina que confere Anemia
Falciforme tem como vantagem conferir resisténcia ao Plasmodium falciparum o
parasita da malaria (ELGUERO et al., 2015).

Recentemente, um grupo propds responder através de um estudo
epidemiologico quais seriam as vantagens que individuos que carregam alteragfes
patogénicas em BRCA1l e BRCA2 tém sobre aqueles que carregam alelos do tipo
selvagem. Nesse estudo francés, os pesquisadores analisaram dados clinicos e
epidemiologicos compilados de mais de 2.000 familias entre 1988 e 2013. E foi
observado associagcédo estatisticamente significante entre o gene BRCA1 ou BRCA2
alterado e o aumento de fertilidade — os homens e as mulheres que tinham mutacao

patogénica em BRCAL ou BRCAZ2, tinham mais filhos dos que os que ndo carregavam
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alteracdo genética (KWIATKOWSKI et al., 2015). Contudo, deve-se ressaltar que tais
dados sdo achados iniciais, sendo necessarios outros estudos para validar essa
hipotese.

Outro fator que também poderia explicar a permanéncia desses alelos deletérios
na populacdo seria a idade em que a doenca é manifestada. Na populacdo geral o
cancer € comumente diagnosticado depois dos 60 anos, enquanto na populacdo de
alto risco — pessoas com alteracdes em genes de susceptibilidade e historia familiar de
cancer — a idade média ao diagndstico menor que 50 anos.

Como nos ultimos anos tem se observado aumento da expectativa de vida —
devido a melhorias nas condi¢cdes de saneamento, vacinas entre outros fatores — é
esperado o0 aumento das taxas de doencas nao transmissiveis associadas ao
envelhecimento, como o cancer de mama (WHO, 2014). Consequentemente, torna-se
necessario o investimento imediato no estudo de melhorias no diagndstico preciso e
eficaz do cancer de mama. Pois isso pode possibilitar a identificacdo dos individuos
mais suscetiveis precocemente, aumentando assim as chances de sobrevida com
gualidade dos pacientes e reducdo de gastos com tratamentos agressivos e invasivos

das agéncias de saude.

2.2 SUSCEPTIBILIDADE AO CANCER DE MAMA

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude, 38 milhdes de pessoas
morrem anualmente em todo mundo devido doencas ndo transmissiveis, sendo 8,2
milhdes dessas mortes por cancer. O cancer de mama € a neoplasia maligna mais
frequente entre todas as mulheres no mundo, mas com grandes diferencas entre
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, quanto as taxa de incidéncia e
mortalidade (SERVICK, 2014; WHO, 2014). No Brasil foi estimado cerca de 59.700

casos novos de cancer de mama, para cada ano do biénio 2018-2019, com um risco
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estimado de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres (INCA - INSTITUTO NACIONAL DE
CaNCER - ESTIMATIVA 2018).

Acredita-se que essas diferencas entre as populacdes, ndo sejam somente
relacionadas a diferencas de susceptibilidade genética e ambiental, mas também com
os modelos de rastreio e tratamento para o cancer de mama estabelecidos pelos
orgaos de saude em cada popula¢do (HARFORD, 2011; SERVICK, 2014).

Desta forma, os o6rgdos de saude governamentais deveriam estabelecer
medidas adequadas ao perfil da populacéo, identificando primeiramente quais o0s
individuos de alto risco. Como descrito anteriormente, sabe-se que um individuo que
tem historia familiar de céncer, ele/ela tem mais chances de desenvolver cancer ao
longo da vida do que aquele(a) quem nao tem agregacao familiar (casos de cancer na
familia) (PETRUCELLI; DALY; FELDMAN, 2013).

Contudo outros fatores ambientais como exposi¢ao a agentes quimicos toxicos e
radiol6gicos, assim como comportamentos pessoais podem agir como modeladores do
risco ao desenvolvimento ao cancer de mama (SMITH, 2012). Pode-se citar como
fatores comportamentais associados ao cancer de mama: dieta hipercalorica,
manutencdo do peso corporal, reposicdo hormonal, tabagismo e nuliparidade
(FRIEBEL; DOMCHEK; REBBECK, 2014).

Mas entre todos os fatores listados acima, a susceptibilidade genética é a
caracteristica de maior importancia nessa balanca de riscos. Isso porque um individuo
gue carrega uma alteracdo genética (em heterozigose) em um gene de susceptibilidade
ao cancer de mama, ja nasce com desvantagem, pois um dos seus genes codificara
uma proteina defeituosa, comprometendo a homeostasia celular em pelo menos 50%
(KNUDSON, 2001).

Os genes de susceptibilidade ao cancer de mama codificam proteinas que
desempenham papéis importantes, principalmente no reparo a danos na fita de DNA
nas etapas de checagem do ciclo celular. Os primeiros genes de susceptibilidade ao
cancer de mama descobertos foram o BRCAL1 e o BRCA2 na década 90 (HALL et al.,
1990; WOOSTER et al., 1994).
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Individuos que carregam mutacfes patogénicas em um desses genes tem maior
probabilidade de desenvolver cancer ao longo da vida, sendo o risco entre 50-80%
para BRCA1, enquanto para o BRCA2 este risco varia entre 40-70% (PETRUCELLI,
DALY; FELDMAN, 2013). A penetrancia ndo €& completa, porque outros fatores
genéticos, comportamentais e ambientais podem modular esse risco (FRIEBEL;
DOMCHEK; REBBECK, 2014).

Além dos genes BRCAL1 e BRCAZ2, que estdo alterados em cerca de 15% dos
casos de cancer de mama hereditario, outros genes de susceptibilidade estdo
associados a essa sindromecomo o TP53, PTEN, PALB2, CHEK2, ATM entre outros,
mas com o percentual de mutacdes relacionadas a tais genes estd entre 10-15%
(APOSTOLOU; FOSTIRA, 2013; FILIPPINI; VEGA, 2013). Desta forma, cerca 70% dos
casos de cancer de mama familiar ainda ndo se sabe especificamente a causa
genética (FILIPPINI; VEGA, 2013).

A maioria das mutacoes detectadas nos genes de susceptibilidade ao cancer de
mama sao mutacdes fundadoras (recorrentes), que sdo aquelas mutacdes originadas e
frequentes em um determinado grupo populacional, mas uma pequena parcela podem
ser mutacdes do tipo de novo (PETRUCELLI; DALY; FELDMAN, 2013).

Em populagbes miscigenadas e recentemente formadas, como a populagao
brasileira espera-se detectar mutagcdes fundadoras das populagbes ancestrais, mas em
frequéncias diferentes devido a miscigenacdo e estruturacdo populacional. Foi
observado na Bahia, por exemplo, cerca 50% dos casos de cancer de mama e ovario
com mutagdo patogénica no gene BRCA1, tinham a mutacdo fundadora galega
BRCAL: c.211G>A (p.R71G). Acredita-se que essa frequéncia elevada esteja
relacionada com namero de individuos da Galicia que migraram para Bahia (FELIX et
al. 2014). Ja outra mutacdo também fundadora, a TP53: ¢.1010G>A (p.R337H) é
encontrada em baixa frequéncia em mulheres com cancer de mama da Bahia, mas
entre mulheres com cancer de mama do sul e do sudeste do Brasil esta € a mutacao
fundadora mais frequente (GIACOMAZZI et al., 2014).

Assim como em outras populagbes, no Brasil observou-se que a maioria da

mulheres com cancer de mama e ovario hereditario apresentam alteracbes
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germinativas no genes BRCA1 e BRCA2 (CARRARO et al., 2013; FELIX et al., 2014;
PALMERO et al., 2018; SILVA et al., 2014). E com a melhoria nas ferramentas de
sequenciamento outros genes de susceptibilidade foi observado que outros genes de
susceptibilidade também estdo associados com o cancer de mama hereditario como
PTEN, ATM, RAD50, RAD51, BRIP1, PALB2, TP53, FANCM, SLX4 etc
(ECONOMOPOULOU; DIMITRIADIS; PSYRRI, 2015; FILIPPINI; VEGA, 2013;
PALMERO et al., 2018).

Mutacbes patogénicas nesses genes de susceptibilidade estdo associadas ao
cancer de mama, mas o quadro clinico e espectro de agregacao de casos de cancer
familiar sdo diferentes. Por exemplo, mutacdes em BRCAl geralmente estdo
associadas a sindrome do cancer de mama e ovario hereditario (CASTILLA et al.,
1994), enquanto mutacdes em TP53 estdo associadas a sindrome de Li-Fraumeni e Li-
Fraumeni like (OLIVIER; HOLLSTEIN; HAINAUT, 2010; VARLEY, 2003). Portanto, o
estudo do perfil genético de susceptibilidade de um individuo ou populacdo pode ajudar
no delineamento de medidas preventivas e de tratamento especificos. Pois além de
identificar o grupo de alto risco para cancer de mama, devem-se oferecer tratamentos
diferenciados, porque embora o desenvolvimento do cancer seja no mesmo 6rgao (por
exemplo mama), sdo tumores com diferentes caracteristicas prognésticas (SORLIE et
al., 2003; WANG et al., 2018).

Mutacbes patogénicas germinativas em BRCA1l estdo frequentemente
associadas a tumores de mama do tipo basal, ou seja, auséncia de expressdo dos
receptores de estrogeno, progesterona e HER-2, o qual € mais agressivo e de dificlil
tratamento (SORLIE et al., 2003). J& muta¢gBes patogénicas germinativas em TP53
observa-se que os tumores sao receptores estrégenos e progesterona positivos e HER-
2 negativo (CARRARO et al. 2013). Consequentemente, cada cancer de mama deve
ser tratado de forma personalizada, pois como pontuado por Harford (2011) um modelo
de tratamento igual para todos € ineficiente e caro.

Embora hoje com o melhoramento da técnica de sequenciamento seja possivel
sequenciar varias regiées do genoma ao mesmo tempo. No Brasil, o uso do teste

genético ainda é limitado e muitas mulheres de alto risco para o cancer de mama ainda
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ndo foram testadas. Considerando as questdes econdmicas atuais seria inviavel testar
todas as mulheres, logo, ferramentas preditoras de riscos — questionarios padronizados
gue a partir de informacdes clinicas e epidemioldgicas para o calculo da probabilidade
de um individuo vir a ter cancer ao longo da vida e/ou ter mutacdo em gene de
susceptibilidade — poderiam servir de triagem inicial distinguindo individuos de baixo e
alto risco.

Ferramentas preditoras de risco mutacional como BRCAPRO, PENN II, Claus,
BOADICEA e de risco clinico como o modelo de Galil ja foram analisadas em diversas
populacdes, contudo, € importante a calibracdo dessas ferramentas em cada
populacdo, pois cada grupo populacional possui caracteristicas distintas de riscos,
sejam essas extrinsecas (ambientais) ou intrinseca (genética) (FISCHER et al., 2013;
KURIAN et al., 2009; LEE et al., 2014).

Considerando que estudos cientificos iniciais no Brasil mostram diferencas do
perfil de mulheres com céncer de mama entre regides do Brasil, como também
ressaltam que essas diferencas podem estar associada com a ancestralidade genética
(FELIX et al., 2014; FERNANDES et al., 2016; VIEIRA et al., 2015). O investimento em
estudos epidemiolégicos moleculares pode ser o passo inicial para o conhecimento do
perfil de susceptibilidade da populacéo brasileira ao cancer de mama — principalmente
0os subgrupos populacionais menos estudados como afrodescendentes — que pode
interferir no delineamento de medidas de tratamento e prevencdo adequadas,

baseadas em evidéncias cientificas.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Verificar a frequéncia de mutagcbes nos genes de susceptibilidade e
caracteristicas clinico-epidemiolégicas de trés grupos de mulheres: (1) com apenas
histéria pessoal de cancer de mama,; (2) com histéria pessoal de cancer de mama e
familiar de qualquer tipo de céancer incluindo cancer de mama; e (3) mulheres

saudaveis sem histdria pessoal de cancer de mama.

3.2 ESPECIFICOS

= Verificar a frequéncia de mutacdes de significado clinico nos genes de
susceptibilidade para o céncer de mama do painel multigénico BROCA nos
grupos estudados e suas associacdes com o estado clinico patolégico e fenétipo
tumoral,

= Classificar as novas mutagcdes encontradas nos genes de susceptibilidade do
painel multigénico BROCA,;

= Verificar o perfil de susceptibilidade dos grupos de mulheres estudas de acordo
com a auto-denominacao de raca/cor e historia familiar de cancer;

= Verificar a performance de ferramentas de célculos de risco mutacional — My
Myriad risk, BRACAPRO e PENN - nas mulheres com cancer de mama
analisadas;

= Verificar o desempenho do Modelo de Gail nas mulheres com cancer de mama

analisadas.
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4. METODOLOGIA

4.1 CONSIDERACOES ETICAS E POPULACAO DE ESTUDO

Com o intuito de verificar a frequéncia de mutacbes de susceptibilidade em
mulheres com céancer de mama e mulheres saudaveis, um estudo caso-controle foi
desenhado e conduzido no Servico de Aconselhamento Genético da Universidade
Federal da Bahia, Laboratorio de Imunologia e Biologia Molecular, sendo o protocolo de
pesquisa aprovado pelo CONEP e registrado na Plataforma Brasil, CAAE
37352114.5.0000.5032 (ANEXO ).

Os individuos do grupo caso foram entrevistados por uma geneticista e
preencheram um questionario padronizado para coleta de informacfes clinicas e
epidemiologicas. Enquanto os individuos do grupo controle preencheram um
guestionario especifico, padronizado para o respectivo grupo e foram entrevistados por
um colaborador treinado.

A todos os individuos participantes da pesquisa foi apresentado um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) de acordo com grupo, se caso ou controle.
A coleta da amostra biolégica como também dos dados clinicos epidemiol6gicos
somente foi realizada apds o consentimento por meio de assinatura do TCLE. Durante
a realizacdo do presente estudo foram seguidas resolucfes N°466/2012 e N°441/2011

do Conselho Nacional de Saude.

4.2 SELECAO GRUPO CASO

A populagéo estudo do grupo caso foi composta por mulheres com céncer de
mama referidas ao Ambulatério de Oncogenética do Laboratério de Imunologia e

Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia



30

entre 2008 e 2015. Todos individuos formalizaram o aceite mediante assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE 1) e foram
submetidos a um questionario clinico-epidemiolégico padronizado (APENDICE IIl)
durante a consulta com a médica geneticista que obteve dados da historia familiar
como também dados clinicos. O resultado dos testes genéticos, foram entregues na
consulta com os médicos geneticistas do grupo de pesquisa, sendo discutidos com a
paciente o significado do testes e possiveis duvidas. O convite para o aconselhamento
foi feito por telefone e/ou e-mail. Os critérios de inclusdo e exclusédo foram os referidos

abaixo:

4.2.1. Critérios de inclusao

» |ndividuos com idade igual ou maior do que 18 anos com diagnostico
histopatolégico de cancer de mama;

= Concordar em fazer parte do estudo e que tenham lido, analisado e assinado o
termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE 1);

= Ter condicBes de responder o questionario a ser aplicado.
4.2.2. Critérios de exclusao
= Dados clinicos e/ou epidemiolégicos insuficientes;

= Amostra insuficiente e/ou de baixa qualidade para analise do painel;

» Solicitagcdo de saida do estudo pelo individuo participante.

4.3 SELECAO GRUPO CONTROLE

Os individuos do grupo controle foram abordados no Laboratério de Imunologia

e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
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Bahia entre 2014 e 2015. Tais individuos foram ao presente laboratorio fazer exames
laboratoriais de rotina e na recepcdo foram convidados por entrevistadores (membros
da equipe de pesquisa) para participar do estudo. Na abordagem foi mencionado que a
pesquisa contava com uma equipe de aconselhamento genético e que os resultados da
pesquisa, caso o participante quisesse, estava disponivel numa consulta com a médica
geneticista que pode esclarecer possiveis duvidas. Convidamos os individuos para o
aconselhamento por telefone. Para os individuos do grupo controle somente foram
coletados os itens 1 a 16 do questionario (APENDICE 1l), e o TCLE aplicado foi o
descrito no (APENDICE II).

4.3.1. Critérios de inclusao

» Individuos com idade superior a 18 anos sem diagnostico histopatolégico
de qualquer tipo de cancer, podendo ou nao ter histéria familiar de cancer
de mama e outro tipo de cancer;

= Que tivessem condicdo de responder a primeira folha do questionario
(itens 1 ao 16 APENDICE )

* Que apds esclarecimento, concordaram em fazer parte do estudo e

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE 1).
4.3.2. Critérios de exclusdo
= Dados clinicos e/ou epidemioldgicos insuficientes;

= Amostra insuficiente e/ou de baixa qualidade para analise do painel;

» Solicitagéo de saida do estudo pelo individuo participante.
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4.4 CONTROLE DE QUALIDADE DAS AMOSTRAS DE DNA

As amostras de DNA germinativo de cada individuo foram obtidas a partir de
sangue periférico coletado em tubo de EDTA K, BD Vacutainer®. Para extrair o DNA
foi utilizado kit comercial DNeasy® Blood & Tissue QIAGEN® kit (Austin, TX, USA).

Em seguida foi realizado um processo de controle de qualidade das amostras de
DNA em trés etapas. A primeira etapa foi a quantificacdo do DNA em
espectrofotobmetro especifico para dosagem de acidos nucléicos, NanoDrop™ 1000
(Thermo Fisher Scientific©, Wilmington, DE, EUA). As configuragcbes de comprimento
de ondas usadas durante o ensaio foi a recomendada pelo fabricante (A260:A280).
Todas as amostras foram quantificadas em duplicata e em cada dosagem foi utilizado
2ul de amostra DNA.

Na segunda etapa, foi feita uma diluicdo de 10ng/ul de cada amostra de DNA.
Em seguida foi feita uma eletroforese em gel de agarose a 10% com TAE 1x, utilizando
7 ul de cada amostra de DNA, com o0 objetivo de observa a integridade do DNA, ou
seja, a qualidade da banda (como a presenca de sinais de degradacdo). E, por ultimo
foi realizada a terceira etapa do controle de qualidade de DNA, a qual consistiu na
guantificacdo do DNA com o uso do Quant-iT™ PicoGreen ® dsDNA Reagent and Kits
(Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, EUA). Com o auxilio desse kit € possivel
guantificar especificamente DNA de dupla fita, ou seja, uma molécula de DNA né&o
degradada. Utilizando o protocolo de uma curva padréao de low range (baixo alcance)
recomendado pelo fabricante do PicoGreen Assay, em uma microplaca todas as
amostras de DNA em teste foram diluidas de 1:1000 como também as amostras DNA
padréo conforme protocolo.

Em seguida todas as amostras foram quantificadas em espectofotdmetro
utilizando como comprimentos de onda padrédo Excitacdo ~ 480 nm e emissao ~ 520
nm. Depois, o valor da fluorescéncia do reagente branco foi subtraido de cada amostra
e uma curva padrao de baixo alcance foi construida. As amostras que sairam da curva,

com valores abaixo ou acima do limite foram submetidas a uma nova dosagem.
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Ao final das trés etapas, as amostras de DNA que estavam integras na
eletroforese em gel de agarose 10% e que apresentaram quantidades de moléculas de
DNA integra = 500ng para analise do painel multigénico BROCA foram entdo
selecionadas e utilizadas, correspondendo a 173 amostras do grupo caso e 119

amostras do grupo controle.

4.5. SEQUENCIAMENTO — PAINEL BROCA

Como descrito anteriormente, todas as amostras de DNA dos individuos
participantes do estudo de ambos grupos casos e controles que passaram no controle
de qualidade foram selecionadas para sequenciamento paralelo de 28 genes de
susceptibilidade, associados ao risco de cancer de mama e/ou ovario — ATM, ATR,
BAP1, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK1, CHEK2, CTNNAL, FAM175A,
FANCM, GEN1, MRE11A, NBN, PALB2, PPM1D, PTEN, RAD51B, RAD51C, RAD51D,
RECQL, RINT1, SLX4, STK11, TP53 e XRCC2.

| gDNA (1ug)

l Sonicacéo, polimento e ligacdo de adaptadores

Paired-end library (200pb insercées) ‘

|

Enriquecimento da biblioteca nas regides genémicas alvo

!

‘ Dados brutos de sequéncia (~3.5Gb) |

Hibridizacéo as iscas e purificacdo

Sequenciamento de 2x76pb por leitura

¢ Anélises bioinformaticas (filfro de dados)

‘ Alinhamento ao genoma humano (hg19)

e ' ~
| Variantes conhecidas (dbSNP) Variantes novas \ ‘ Cobertura de leitura ‘
v |
‘ Comparacdo com bancos de dados mutagdes \ Grandes delec¢des e duplicagdes

' /
‘ Predicdo de feito no mRNA e proteina

Adaptado de Walsh et al., 2010

Figura 1. Etapas do sequenciamento do painel BROCA.
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Para sequenciar esses 28 genes de susceptibilidade, utilizamos o painel
multigénico BROCA (Breast and Ovarian Cancer — Cancer de mama e ovario). Esse
painel foi patenteado pela Universidade de Washington, e através de uma colaboracéao
internacional as amostras foram sequenciadas no laboratério da pesquisadora
detentora da patente. As etapas do sequenciamento do painel estdo descritas na
Figura 1 adaptada de Walsh et al. 2010 onde foi descrito inicialmente o painel. Todas
as mutacdes patogénicas encontradas foram confirmadas por sequenciamento de
Sanger.

Apos a finalizacdo do sequenciamento na plataforma lllumina Genome Analyzer
[IX, os dados brutos obtidos foram tratados conforme descrito por Walsh et al. 2010 e

por fim realizado o variant calling daquelas com significado clinico e/ou incerto.

4.6. ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas descritivas e multivariadas dos dados clinicos-
epidemioldgicos obtidos durante a entrevista e/ou aconselhamento genético foram
realizadas no Epi Info™ versao 7.2 (Center for Disease Control and Prevention, Atlanta,
GA USA) e no SPSS® (SPSS Inc. Chicago, IL, USA). O escore de grau de
conservagao das variantes encontradas foi obtido utilizando a Varsome database
(VARSOME, [s.d.]) que utiliza o algoritmo GERP ja descrito na literatura (COOPER et
al., [s.d.]).

Nos proximos topicos serdo apresentados em formato de artigos os dados

obtidos no projeto cientifico da presente tese de doutorado.
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Abstract

State of Bahia in Northeast of Brazil has the highest frequency of African-descendants in Latin
Americans, whose genetic susceptibility of cancer is understudied. We sought to evaluate the
burden of inherited predisposition to breast cancer in this population. Cases were 173 women
(mean age at diagnosis 47.42 +13.13 years) with invasive breast cancer selected regardless of
age at diagnosis, family history, or prior genetic testing, and 119 controls were cancer-free
women (mean age at interview 47.98 + 14.25 years). 67% cases and 91% controls self-reported
as African-descendant. 68.79% and 39.49% of cases and controls had family history of any
cancer including breast cancer, respectively. Among cases, 76% were diagnosed with invasive
ductal carcinoma, while 15.6% were triple-negative breast cancer (TNBC). BROCA panel
sequencing was used to identify damaging mutations in known and candidate breast cancer
genes. Thirty-one distinct damaging mutations were found in 37 (21.4%) cases and in one
(0.8%) control (p = 0.008, odds ratio [OR] = 27.8). In breast cancer patients, majority of
mutations were found in BRCA1 or BRCA2 (n = 23, 13.3%) compared to other breast cancer
genes (n = 14, 8.1%). 27 (15.6%) damaging mutations in cases were detected in TNBC. In
addition, we observed four African and nine non-African founder mutations, which highlights the
unique degree of admixture of this Brazilian population. This is the first deep cancer-risk panel
sequencing study with African-descendants in Brazil suggests inherited susceptibility to breast
cancer results from germline damaging mutations in a group of genes. This finding underscores
the need for comprehensive risk assessment and cancer panel genetic testing in this

population.

Key words: breast cancer, Brazilians, BROCA panel, African-descendants
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Introduction

Breast cancer is the most commonly diagnosed cancer among women worldwide®. This non-
communicable disease is the first or second leading cause of female death in many
countries, with substantial epidemiological disparities between developed and developing
countries. These differences are due to many intrinsic (e.g. genetic) and extrinsic (e.g.
environment, life style) factors®. Despite these differences, the “one-size-fits-all” screening
and management approaches are usually applied, which are inconvenient in reducing breast
cancer mortality and morbidity in different ethnic groups *.

This rising global burden of breast cancer in developing countries demands innovative
interventions to accelerate progress in cancer control and prevention. Through genomic
analysis of breast cancer predisposition genes, the burden of inherited breast cancer can be
better estimated, so that clinical recommendations can be tailored for the mutation carriers
and their families *.

With advances made in sequencing technologies, now it is possible to analyze numerous
genomic regions simultaneously at reduced cost. Many multigene panels such as BROCA
panel have been developed and applied successfully in many mutation screening studies in
the United States and the Europe >°. However, there is a paucity of data in understudied
populations like Latinos, Amerindians and African descendants.

Given the difference in breast cancer susceptibility among European and African populations

° we

"% and the high prevalence of aggressive breast cancer in Brazilian young women
sought to examine genetic susceptibility to breast cancer among women from the State of
Bahia in the Northeast of Brazil, which has the highest population of African descendants in

Latin America °.
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Methods

Study population and eligibility

Between 2008 and 2015, 437 Brazilian women were recruited. Genomic DNA of each
subject was extracted from peripheral blood. After strict DNA quality control, 330 were
eligible for targeted panel sequencing: (a) 173 breast cancer patients (case group), (b) 119
unrelated women without personal history of any cancer (control group), and (c) 38 relatives
of eighteen breast cancer probands (familial control group). The individuals from the case
group were women with personal history of breast cancer with or without cancer family
history. They were from private and public practices mainly from State of Bahia, Northeast of
Brazil. All cases were referred to the cancer risk assessment program of the Servico de
Oncogenética do Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular, Instituto de Ciéncias da
Saulde, Universidade Federal da Bahia by their primary care physicians. Controls were
cancer-free women who were doing routine lab tests in the Laboratério de Imunologia e
Biologia Molecular of Universidade Federal da Bahia. And the probands’ relatives were
individuals with (n = 33) and without (n = 5) personal history of cancer. All participants signed
informed consent and data regarding their epidemiological and clinical profile were collected.
The research protocol was approved by the Brazilian National Committee of Ethics in
Research (CONEP, Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa) document #1.383.884.

Next-generation Sequencing

A total of 28 genes were analyzed in the BROCA panel as previously described °. Genes
sequenced included established breast cancer genes of both high and moderate penetrance,
and genes that have been suggested as candidate breast cancer genes, with varying levels
of evidence: ATM, ATR, BAP1, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK1, CHEK2,
CTNNA1, FAM175A, FANCM, GEN1, MRE11A, NBN, PALB2, PPM1D, PTEN, RAD51B,
RAD51C, RAD51D, RECQL, RINT1, SLX4, STK11, TP53 and XRCC2. Paired-end reads
were mapped to the human genome reference hgl9. Single nucleotide variants and small
insertions and deletions were called using GATK **, Pindel *2, and Breakdancer **, and copy
number variants were detected using our method described previously **. Only mutations
leading to loss of gene function or experimentally demonstrated to damage gene function
were included in further analysis. In-frame deletions were included only if a critical domain
was deleted, and splice or enhancer mutations were included only if functionality was tested

experimentally (by us or others).
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Clinical estimated risk

We analyzed the mean risk estimated by online BRCA Risk Calculators — Myriad Pro, The
PENN Il Risk Model, and BRCAPRO, based on epidemiological, clinical-pathological data
and mutations in different groups: BRCA1, BRCA2, another breast cancer genes of the
panel, and wild-type. We tested the performance of Gail model in this Brazilian cohort as

well.

Statistical analysis

Descriptive and Multivariate analysis was performed on Epi Info™ software (CDC, Atlanta,
GA, USA) and SPSS® (SPSS Inc. Chicago, IL, USA). Two-tailed Fisher's exact test or
ANOVA One-way test was employed as appropriate. Odds ratios (OR) and 95% confidence
intervals (CI) were calculated.
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Results

African-descendants predominated among the 3 groups: 67.0% in the case group, 68.4% in
the familial control group, and 90.7% in the control group. Over 90% of the study population
was from the Northeast region of Brazil, particularly from the State of Bahia (Table 1, Supp
Fig 1).

The mean age at breast cancer diagnosis of cases (<50yrs) and the age at study entry of
cancer-free controls (~50yrs) was statistically different (p = 5.65%, ANOVA One-way
Cl95%). The mean age at breast cancer diagnosis was not statistically different between
self-reported African and non-African descendant patients (43.2 + 11.1 years vs. 46 + 11.6
years, p = 0.104). Though the proportion of patients diagnosed with breast cancer before 50
years old was higher among African-descendants than non-African descendants, 79.3% and
68.4%, respectively (Tablel).

Occurrence of only breast cancer were mostly observed between the cases groups (>95%),
but the occurrence of both breast and ovarian cancer, as well thyroid cancer was observed in
low frequencies (2.6%, Table 1). Invasive ductal carcinoma was frequent between breast
cancer patients of both African and non-African self-reported ancestry, 81.9% and 79%.
About 30% breast cancer patients were TNBC (Table 1-3). Familial history of cancer
including breast cancer was more common among the cases groups regardless of the self-
reported ancestry than the controls groups (p = 0.012, Table 1).

Thirty-eight pathogenic variants were found in thirty-seven breast cancer patients, one of
those carried variants in two genes, BARD1:c.1921C>T and BRCAZ2:c.3860delA. Among the
controls only one pathogenic variant was found, RAD51C:c.264_265insA. Pathogenic variant
frequency differences between breast cancer and control groups was statistically significant
(p = 0.008, OR = 27.8, Supp Table 1).

In the African-descendant breast cancer group, 13 pathogenic variants in ATM, BARD1,
BRCA1, BRCA2, BRIP1, FAM175A, FANCM, PALB2 and TP53 genes were found in 29
cases (25%). BRCA1 and BRCA2 were the genes frequently mutated in these women, 32%
and 36% respectively (Table 2 and Figure 1). While among the non-African descendant
breast cancer individuals, eight pathogenic variants in BRCAL, BRIP1, NBN, PALB2 and
SLX4 were discovered in eight cases (14%). In this group, BRCA1 and BRIP1 were the most
frequently mutated, 29% each (Table 2 and Figure 1). Clinical features and pathogenic
variant annotation are shown in Table 2 and Supp Table 2.

Four recurrent variants were observed among the African-descendants breast cancer
unrelated patients, BRCA1:c.3331_3334delCAAG (13.8%), BRCAL:c.211A>G (10.3%),
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BRCAZ2:c.1389_1390delAG (6.9%) and PALB2:c.1671_1674delTATT (6.9%). No recurrent
variant was found in non-African descendant breast cancer patients.

BRCA1 gene was the only mutated among TNBC patients (Supp Table 1). For the other
tumor phenotypes, ER(+)/PR(+)/HER2(-) was the most frequent (36.4%) next to ER(-)/PR(-
)JJHER2(+) with 10.4% and ER(+)/PR(+)/HER2(+) with 7.5% (Table 3), but no significant
difference was detected regarding the mutational profile and self-reported ancestry.

Breast cancer risk was measured by My Myriad Risk, The PENN Il Risk Model and
BRCAPRO model, taking the mutation status into account. Risk was higher in breast cancer
patients carrying germline pathogenic variants in BRCAL and/or BRCA2 (p < 0.05 in all three
models except BRCA2 in PENN I, Supp Table 3). No statistical significance was observed in
the Gail's model, regarding their mutational profile (p > 0.05, Supp Table 3). Compared to
non-African descendant, African-descendant breast cancer patients had lower estimated

mean risks, which varied between different tools (p = 0.021, Supp Table 4 and Figure 2).
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Discussion

This was the first deep breast cancer germline mutation profiling in Northeastern women
from Brazil, a population with scarcity data about its genetic susceptibility to breast cancer.
Since previous studies showed that the Brazilian populations has some intricacies e.g. highly
genetic admixture that varies according the regions of that country™. This study provides
insightful view about the molecular susceptibility spectrum to breast cancer of the Brazilian
African descendants which made-up most of the Northeast region, a population group that
remains under studied.

Knowing that each population have a unique degree of admixtures and this is associated
with the risk to genetic diseases™. Thus, it is important to obtain molecular data about all
population specially the understudied groups, like developing populations groups in Latin
America, Africa and Asia’. These data can help to improve the health of high-risk individuals,
because it can provide tailored preventive and treatment measures.

For example, population structure differs in Brazil, with the highest frequency of African
ancestry contribution found in the Northeast region compared with the South and Southeast

of the country*™**

It can be expected that the diseases incidence and the mutation spectrum
vary between different regions of Brazil, hence “one-size-fits-all” approach should not be
applied in this highly heterogeneous population.

In the present study, 31 damaging mutations were found in 37 breast cancer patients and in
one control, with BRCA1 or BRCA2 mutations contribute to the major risk.

Compared with the BRCA1 and BRCA2 mutational spectrum reported by the Brazilian
Consortium of Hereditary Cancer®®, among 17 BRCA1/2 pathogenic variants detected in our
African-descendant  breast cancer  patients, nine  (52.9%) were  distinct
(BRCAL:c.825_826insGCCATGTGGA, BRCA2:c.738delT, BRCA2 ¢.1389 1390delAG,
BRCAZ2:c.2111delC, BRCAZ2:c.3860delA, BRCAZ2:c.5904_5907delAGTC, BRCA2:c.6938-
1G>C, BRCA2:c.7672G>T, BRCAZ2:c.9945delA). It highlights the unique degree of admixture
and susceptibility to BC of this Northeastern population. As observed in other studies BRCA1
and BRCA2 genes were the most altered in breast cancer patients from different regions in
Brazil, here in the Northeast as well in the South and Southeast®,?>. But among breast
cancer patients in the South and Southeast the third most altered gene was TP53, and most
patients harbored the variant TP53: ¢.1010G>A. In those regions of Brazil this genetic
alteration has a known founder effect, while among the Northeast breast cancer patients only

one was found carrying the TP53 ¢.1010G>A variant (Table 2).
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Among the African-descendants women studied the other genes frequently mutated were
ATM, BRIP1 and PALB2, which is similar with the data of Churperk et al® in African-American
patients from USA, expect for the BRIP1 gene were no mutation was found. And among
indigenous African breast cancer women were also observed that BRCA1 and BRCAZ2 genes
were the most frequent mutated genes followed by ATM, BARD1, TP53, BR1P1 and
PALB2. But in that cohort any pathogenic variants were found in FAM175A and FANCM
genes as were found in this Brazilian African-descendant BC patient cohort (Supp Table 1,
Figure 1).These comparisons show that the frequencies of pathogenic variants vary from one
population to another and even inside a population, especially in highly heterogeneous
population like the Brazilian. Besides, it is also important to considered how useful is the
multigene panel testing since many susceptibility genes play important role in the inherited
susceptibility to breast cancer. Though recurrent mutations have higher frequencies, it must
be considered the occurrence of new variants®.

In this Brazilian cohort, four recurrent variants among unrelated African-descendant breast
cancer patients were discovered BRCA1:¢.3331_3334delCAAG (13.8%), BRCAL:c.211A>G
(10.3%), BRCA2: c.1389 1390delAG (6.9%) and PALBZ2:c.1671_1674delTATT (6.9%)
(Table 2, Supp Table 1). The first two were previously described in Spanish descendants®*?°
and in this Northeast Brazilian population®. The third variant BRCA2:c.1389_1390delAG
found in two unrelated patients was described in diverse populations in Central Europe®°.
The fourth recurrent variant PALB2:¢.1671_1674delTATT remains uncharacterized and was
documented only once in ClinVar (Variation ID: 410108). Thus, additional studies would be
needed to evaluate the haplotype of these women harboring the PALB2
€.1671_1674delTATT mutation and confirm the origin and founder effect.

Although the recurrent variants observed among Brazilian African-descendants BC patients
are of European origin, it was also observed in these patients variants that are described and
recurrent in African populations ATM:c.7913G>A%3
BRCAL1:c.815_824dupAGCCATGTGG**, BRCA2:c.9945delA® and
FAM175A:c.1011delA®.

That substantial difference in frequencies of African and European mutations in this studied
population, which is known by significant contribution of African ancestry reported

previously™>*

, may be due to founder effect since many factors influenced in the dynamics of
the genetic flux of the Brazilian population as was showed elsewhere®.

In addition, our data showed that predicators tools have different power in differentiating the
BRCA1 and BRCA2 mutations carriers from the individuals carrying mutations in other breast

cancer susceptibility genes and non-mutation carriers. The performance was better in African
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descendants compared to their non-African counterparts -- one possible reason is that fewer
mutations were found in the latter group. Larger studies are needed to validate our findings
and further improve the risk prediction models in Brazilian populations with high degree of
genetic admixture.

Given the paucity data about the susceptibility to breast cancer in Brazilian African-
descendant population, our study first reveals that in the Northeastern of Brazil one in five
breast cancer patients carry germline pathogenic variants in a breast cancer susceptibility
gene. Hence, it urges the need of innovative approaches to screening all women, since
resourceful and personalize methods are now available to prevent and treat breast cancer in

this new genomic era.
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Table 1. Baseline characteristics of the Brazilian cohort according self-reported African ancestry.

Mean age + SD yrs 432+11.1 46 + 11.6 48.5+20.9 45 + 16.06 53.0+13.3 43.8 +13.9 5.6E-06**
R <50 yrs 92 (79.3%) 39 (68.4%) 15 (57.7%) 9 (75%) 43 (39.8%) 7 (63.6%) 0.038
ge
>50yrs 24 (20.7%) 18 (31.6%) 11 (42.3%) 3 (25%) 76 (70.37% 4 (36.4%) 0.000
Only breast 113 (97.4%) 54 (94.7%) 3 (11.5%) 1(8.3%) - - -
0, - - - - -
Breast and Ovarian 3 (2.6%) 1(1.7%)
Breast, Ovarian and Thyroid - 1(L.7%) ) i . i i
Type of Cancer
0, - - - - -
Breast and Thyroid - 1(L.7%)
Ovarian - ) 1(3.8%) i . i i
Any ) - 22 (84.6%) 11 (91.7%) 108 (100%) 11(100%) -
e TNBC 16 (13.8%) 9 (15.8%) 1 (3.8%) - - - -
Tumor Histology/ Other 79 (68.1%) 36 (63.2%) - - - - -
IHC phenotype TNBC 1 (0.9%) 1 (1.7%) = - - ) )
Others
Other 20 (17.2%) 11(19.3%) 3 (11.5%) 1 (8.3%) = - =
0, 0, 0, 0,
Salvador (Capital of Bahia) 43 (37.1%) 15 (26.3%) 2(7.7%) 2 (16.7%) 45 (41.7%) 2 (18.2%) 0.001
() 0 0, 0,
Countryside of Bahia 60 (51.7%) 25 (43.9%) 23 (88.5%) 8 (66.7%) 57 (52.8%) 9 (81.9%) 0.060
Place of Birth* N N o o N
Other States in NE Brazil 9 (7.8%) 8 (14.0%) 4(3.7%) 0 (0%)
Other States 3 (2.6%) 6 (10.4%) - - 1 (0.9%) 0 (0%) -
Missing 1 (0.9%) 3 (5.3%) 2 (7.7%) 2 (16.7%) 1 (0.9%) 0 (0%) -
\Ves 77 (66.4%) 42 (73.7%) 26 (100%) 12 (100%) 41 (38%) 6 (54.5%) 0.012
Cancer family
history No 39 (33.6%) 15 (26.3%) - - 67 (62.0%) 5 (45.4%) -

Note: IDC = invasive ductal carcinoma, TNBC = triple negative breast cancer (ER-,PR-,HER2-), NE = northeast of Brazil, Familial history of any cancer including breast cancer, TNBC =triple negative
breast cancer, IHC= immunohistochemistry. *Fisher’s exact test.
**One-Way ANOVA



Table 2. Tumor characteristic of the high-risk breast cancer patients studied with germline pathogenic variants in the susceptibility genes studied.

Self- Tumor stage
reported : IHQ
Ind. ID# Variant Type of cancer d‘Age at race/color FH Histology Crade TNM
lagnostic ER PR HER2
o T4cN3M1
ACMO76 NBN c.156_157delTT Breast 56 Missing No IDC Pos Pos Pos
] v T2N1MO
ACMO088 BRIP1 c.1741C>T Breast 40 White No IDC Pos Pos
o 1 T2NOMO
CMO003 BRCA2 c.2108delC Breast 42 Missing Yes IDC Pos Neg Neg
BRCA1 African- | T1INOMO
CM023 ¢.3331_3334delCAAG Breast 36 descendant Yes IDC Pos Pos Neg
) Afican- IDC + Lobular carcinoma B T2N1MO
CMO033 BRCA1 c.1115G>A Breast and Ovarian 36 Yes (Breast); Serous Pos Pos Neg
descendant : .
adenocarcinoma (Ovarian)
African- Medullary carcinoma of - -
CM048 BRCAL c.211A>G Breast 39 descendant Yes the breast Neg Neg Pos
CM130 BRCAL Breast and Thyroid 64 White Yes IDC ’ ’ Ne Ne Ne
€.825_826insGCCATGTGGA V! g g g
. African- . - -
CM179 BRIP1 c.2392C>T Breast and Ovarian 42 o Yes Lobular carcinoma Pos Pos Neg
. i TisNOMO
CM211 SLX4 c.4828delT Breast 28 White Yes DCIS Neg Neg Pos
BRCA1 African- n T2NOM1
ekiees €.3331_3334delCAAG SIeest e descendant VEE 1o Neg Neg Neg
African- Medullary carcinoma of - -
CM242 BRCAL1 c.211A>G Breast 41 descendant Yes the breast Neg Neg Neg
BRCA2 African- I T2N1MO
CM247 ¢.5904_5907delAGTC Breast 34 descendant | Y€S IbC Pos Neg Neg
e African- Vi o lla T2NOMO . " "
M25 BRCAL1 c.211A>G Breast 52 e es C eg eg eg
CM266 PALB2 c.1671_1674delTATT Breast 35 African- Yes IDC ’ ’ Pos Pos Neg
’ — descendant
cM277 PALB2 .1671_1674delTATT Breast 49 s No IDC g ) Pos Pos Ne
’ — descendant 9
) 1l pT2pNOpMx
CM278 BRIP1 ¢.2097+1G>C Breast 52 White Yes IDC Neg Neg Pos
CM293 PALB2 c.355delC Breast 49 White Yes IDC ’ ) Pos Pos
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Self- Tumor stage
: reported : IHQ
Ind. ID# Variant Type of cancer d‘Age at_ race/color FH Histology CTae TNV
lagnostic ER PR HER2
African- - -
CM297 ATM ¢.3801delG Breast 38 descendant Yes IDC Pos Pos Pos
FANCM African- - -
CM309 ¢.5766_5769delGACT Breast 38 descendant Yes IDC Pos Pos Neg
African- vV T3N2M1
CM318 BRCA2 c.7672G>T Breast 27 Yes DCIS Pos Pos Pos
descendant
ican- 1l T4pN3
CM322 FAML75A c.1011delA Breast 43 AILTEEL No IDC A Pos Neg Pos
descendant
CM362 BRCA2 c.1389_1390delAG Breast 47 African- No IDC g ) Pos Pos Ne
' = descendant 9
African- I TIN1MO
CM385 TP53 ¢.1010G>A Breast 28 Yes IDC Pos Pos Neg
descendant
African- - -
CM389 BRCAL c.1327A>T Breast 34 Yes IDC Neg Neg Neg
descendant
African- 1l T1INOMO
CM403 BRCA2 c.8488-1G>A Breast 34 Yes IDC Pos Neg Neg
descendant
BRCA1 African- I T2NOMO
CM420 ¢.3331_3334delCAAG Breast 38 descendant | €S IbC
CM440 BRCAZ2 c.736delT B 42 IEET Y ID |v TAeNZMX P P P
CA2 c.736de reast e es C 0s 0s 0s
African- I TIN1MO
CM512 ATM ¢.7913G>A Breast 38 Yes IDC Pos Pos Neg
descendant
CM243 BRCAL c.470_471delCT Breast 60 White Yes IDC | ) Neg Neg Neg
African- I TINOMO
CM536 BRCA2 c.1389delAG Breast 46 Yes IDC Neg Pos Neg
descendant
BRCA1 African- I pT3pN3a
Sy C.3331_3334delCAAG SIeest e descendant | N© 1o Neg Neg IPEE
African- 1l -
CM564 BRCAL1 c.5251C>T Breast 40 No IDC Neg Neg Neg
descendant
ican- 1l -
CM569 BRCA2 c.9945delA Breast 35 African Yes IDC
descendant
BRCA2 c.3860delA, BARD1 African- - -
CM575 €.1921C>T Breast 41 descendant Yes IDC
Niroan Il T2NOMO
CM581 BRCA2 ¢.6938-1G>C Breast 43 Yes IDC Pos Pos Neg

descendant
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Self- Tumor stage
' reported _ IHQ
Ind. ID# Variant Type of cancer d‘Age at race/color FH Histology Grade TNM
iagnostic ER PR HER2
IDC (Breast); Serous Ib (l/)reast)
) African- papillary i
CM582 BRCAZ c.2T>G Breast and Ovarian 49 descendant No cystadenocarcinoma (ovarian) T2 NO MO
(Ovarian)
CM590 ATM c.8264_8268delATAAG Breast a1 ALl Yes - ’ i
— descendant
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Abbreviations: Ind = Individual, IDC = Invasive Ductal Carcinoma, DCIS = Ductal carcinoma in situ, Pos = positive, Neg = negative, ER = estrogen receptor, PR = progesterone receptor, HER2 = human epidermal growth factor
receptor 2, and missing or unknown data (-), FH = familial history of any cancer including breast cancer.



Table 3. Genotype and breast tumor phenotype by immunohistochemistry according to self-reported African ancestry.
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BRCA1 5 2 0 2 0 1 10 (5.8%)
0,
African- BRCA2 0 2 1 0 4 3 10 (5.8%)
descendants Other genes 0 6 0 0 2 1 9 (7.8%)
(n=116) Wild type 12 35 1 10 24 5 87 (75%)
Total 17 45 1 12 30 10 116 (100%)
BRCA1 2 0 0 0 0 0 2 (1.1%)
Non-African BRCA2 0 0 0 0 0 0 0 (0%)
descendants
0,
(n = 57) Other genes 0 0 1 2 2 0 5 (2.89%)
wild type 8 18 10 4 3 6 49 (28.32%)
Total 27 (15.6%) 63 (36.4%) 13 (7.5%) 18 (10.4%) 36 (20.8%) 16 (9.2%) 173 (100%)

Abbreviations: Immunohistochemistry (IHC) staining, ER = estrogen receptor, PR = progesterone receptor, HER2 = Human Epidermal growth factor Receptor 2, missing = incomplete data and/or

test not realized.




Supp Table 1. Description of genes and variants founds with BROCA panel according the groups analyzed.

¢.3802delG (1), c.7913G>A (1), . - -
ATM €.8264_8268delATAAG (1)
BARD1 €.1921C>T (1)* - - - -
BROAL | S ioC o saomsocoaroToo | <0 ZSAGT) | €3 TmCAG ) : :

.5251C>T (1), ¢.1115G>A (1) | (1) 6-470_471delCT (1) ' '

c.2T>G (1), ¢.2111delC (10) - -
¢.5904_5907delAGTC (1),
c.7672G>T (1),
BRCA2 ¢.1389_1390delAG (2), ¢.8488-
1G>A (1), c.738delT (1),

€.9945delA(1), ¢.6938-1G>C (1),

¢.3860delA (1)*, c.2111delC (1)
BRIP1 €.2392C>T (1) €.1741C>T (1), c.2097+1G>C - _ N

i @

FAM175A c.1011delA (1) - - B -
FANCM ¢.5766_5769delGACT (1) - - - -
NBN ¢.156_157delTT (1) - - -
PALB2 €.1671_1674delTATT (2) ¢.355delC (1) - c.355delC (1) - -
RAD51C - - - €.264_265insA (1) -
SLX4 - c.4828delT (1) - - -
TP53 ¢.1010G>A (1) €.1010G>A (1) - -
Total 29 (25%) 8 (14.0%) 13 (50%) 3 (25%) 1(0.9%) 0 (0%)

Note: *individual has two mutations, one in BRCA2 gene and another in BARD1 gene.
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Supp Table 2. Description of the variants found on high-risk breast cancer women from Northeast of Brazil.
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Gene Transcript Qodmg HGVS c.DNA level HGVS Protein level G2 GERP ClinVar ID dbSNP EXAC EXAC
impact NR RS max popn
ATM NM_000051.3 | Frameshift ¢.3802delG 56799 | 1.3500 127374 rs587779834 | 0.0001 | AMR
ATM NM_000051.3 Nonsense ¢.7913G>A - %ﬁg%%;*) 5.09 5.09 141233 rs377349459 | 0.0001 | AFR
-6.5100
. Tyr2755Cysfs
ATM NM_000051.3 | Frameshift C.8264_8268delATAAG 55500 | 4.4299 181865 rs730881294 | 0.0001 | AMR
(p.Y2755fs)
5.5509
BARDL NM_000465.3 Nonsense c.1021C>T R641* (. AIg641") | 5.77 3.89 141702 rs587781948 | 0.0000 | NFE
BRCAL NM_0072943 | Nonsense ¢.5251C>T R1751* 5.07 1.58 55480 rs80357123 - -
(p.Arg1751%)
1.4700
. 46500 | 2.2899
BRCAL NM_007294.3 | Frameshift c.3331_3334delCAAG ol I o 37523 rs80357701 - -
4.1500
BRCAL NM_007294.3 Nonsense C1327AST K443 (p.Lys443¥) 4 -0.4099 91545 (5398122630 | - -
BRCAL NM_007294.3 Nonsense Cc.1115G>A W372* (p.Trp372%) 5 4.85 54134 rs397508838 | 0.0000 | NFE
BRCAL NM_007294.3 | Frameshift °'825—826'”SECCATGTGG 4.9499 3.96 - - -
. 3.0499
BRCAL NM_007294.3 | Frameshift C.470_471delCT 5.25 S e 37608 rs80357887 - -
BRCAL NM_007294.3 Missense C211ASG R71G (p.Arg71Gly) | 4.64 4.64 17693 rs80357382 - -
BRCA2 NM_000059.3 Missense c.2T>G MLR (p.MetLArg) 5.07 5.27 51385 rs80358547 | 0.0001 | AMR
BRCA2 NM_000059.3 | Frameshift c.738delT 455 | -2.9900 - - -
BRCA2 NM_000059.3 | Frameshift c.1389_1390delAG 5.3 g'éggg 51113 rs80359283 - -
BRCA2 NM_000059.3 Frameshift c.2111delC 4.71 1.96 - . - -
BRCA2 NM_000059.3 | Frameshift c.3860delA 571 | -2.1600 51545 rs80359406 - -



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/141233/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000051.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/141702/
https://varsome.com/variant/rs587781948
https://varsome.com/variant/rs398122630
https://varsome.com/variant/rs397508838
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/37608/
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. Coding " GERP GERP . ExXAC ExXAC
Gene Transcript impact HGVS c.DNA level HGVS Protein level NR RS ClinVar ID dbSNP max popn
0.9419
. 4.9600 1.0199
BRCA2 NM_000059.3 Frameshift €.5904_5907delAGTC 5.3600 0.2720 51963 rs80359547 - -
-3.4200
BRCA2 NM_000059.3 Splice €.6938-1G>C 5.03 5.03 - - -
BRCA2 NM_000059.3 Nonsense Cc.7672G>T E2558* (p.Glu2558*) 5.15 5.15 - . - -
BRCA2 NM_000059.3 Splice €.8488-1G>A 5.0999 5.0999 38164 rs397507404 - -
BRCA2 NM_000059.3 Frameshift €.9945delA 5.06 1.13 96890 rs778530487 | 0.0003 AFR
BRIP1 NM_032043.2 Nonsense €.2392C>T R798* (p.Arg798*) 5.63 3.5099 4738 rs137852986 | 0.0002 NFE
BRIP1 NM_032043.2 Splice €.2097+1G>C 5.2899 5.2899 186424 rs786202941 - -
BRIP1 NM_032043.2 Nonsense c.1741C>T R581* (p.Arg581%*) 5.25 1.6399 - rs780020495 | 0.0001 EAS
. M381V
CHEK2 NM_007194.3 Missense c.1141A>G (VUS) (p.Met381Val) 5.8899 5.8899 140959 rs375130261 | 0.0001 NFE
CHEK2 NM_007194.3 Missense C.962A>C (VUS) - GEIL??Z,ZlfAIa) 55399 | 5.5399 232111 rs374395284 | 0.0000 | NFE
CHEK2 NM_007194.3 Splice €.592+3A>T (VUS) 5.8699 2.5699 142956 rs587782849 | 0.0001 SAS
CHEK2 NM_007194.3 Missense €.170C>G (VUS) S57C (p.Ser57Cys) 5.42 5.42 - . - -
FAM175A NM_139076.2 Frameshift c.1011delA 5.61 1.48 - rs764429803 | 0.0008 AFR
1.5800
. 2.0199
FANCM NM_020937.3 Frameshift c.5766_5769delGACT 5.84 4.7800 - - -
5.8400
NBN NM_002485.4 Frameshift €.156_157delTT 6.0399 _22%:;%99 - rs767454740 | 0.0000 NFE
1.1399
. 4.6799 1.2400
PALB2 NM_024675.3 Frameshift c.1671_1674delTATT 4.9400 5.6100 - - -
1.4500
PALB2 NM_024675.3 Frameshift c.355delC 5.7699 3.68 - - -
PTEN NM_000314.6 Missense c.421C>T (VUS) Hialy 5.2199 5.22 - - -

(p-His141Tyr)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000059.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000059.3
https://varsome.com/variant/rs397507404
https://varsome.com/variant/rs786202941
https://varsome.com/variant/rs780020495
https://varsome.com/variant/rs587782849
https://varsome.com/variant/rs764429803
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Gene Transcript Qodlng HGVS c.DNA level HGVS Protein level CI=KP ISR ClinVar ID dbSNP e 218
impact NR RS max popn
RAD51C NM_058216.2 Frameshift €.264_265insA 5.65 5.65 - . - -
SLX4 NM_032444.2 Frameshift c.4828delT 5.6399 5.64 - . - -
TP53 NM_000546.5 Missense ¢.1010G>A R337H 5.43 3.45 12379 rs121912664 | 0.0001 AMR
- (p-Arg337His)

Abbreviation: AFR = African population, AMR = American population, EAS = East Asian population, NFE = European (Non-Finnish), SAS = South Asian, EXAC max = maximum frequency observed in the EXAC database, EXAC popn = population where the variant has already been described. The Genomic Evolutionary Rate Profiling (GERP) is a conservative score
that calculates the quantification of substitution deficits between multiple alignments of orthologous (genes) of the genome of 34 mammals. This score ranges from -12.3 to 6.17, with 6.17 being the most conserved. The GERP NR corresponds to the neutral rate (NR) of the genomic site. It is a measure used to calculate an alternative conservation measure the GERP RS
score, which is the ratio between NR / RS. The rejected substitution (RS) quantifies evolutionary constraint at the specific position by estimating the actual number of substitutions at that location minus the expected number assuming neutrality (Adapted from the VARSOME database).

Supp Table 3. Mutational and disease risk estimated according mutated status by BROCA panel.

. . . Mean risk by gene altered
Disease and risk predicator tool - Total F P-value
BRCA1 BRCA2 Other BC gene Wild type

Gail’s 5-year breast cancer risk 2,5 1,6 1,6 24 2,2 1,471 0,225
Gail’s 5-year breast cancer risk for average woman 0,7 0,7 0,7 1,0 1,0 1,591 0,194
Gail’s lifetime breast cancer risk 24,1 18,9 19,3 20,7 20,6 0,382 0,766
Gail’s lifetime breast cancer risk for average woman 8,6 8,7 8,8 9,0 8,9 0,121 0,948
Myriad risk 19,2 16,4 11,2 10,5 11,7 3,557 0,016"
PENN BRCAL1 individual 14,0 13,4 6,5 8,2 8,9 2,896 0,038"
PENN BRCAL familial 18,6 14,3 8,3 9,7 10,7 2,73 0,047
PENN BRCA?2 individual 8,7 10,5 7,0 8,0 8,2 0,801 0,495
PENN BRCAZ2 familial 10,1 7,2 8,4 9,2 9,1 0,699 0,555
BRCAPRO BRCA1 47,9 14,6 10,8 11,7 14,9 9,209 0"

BRCAPRO BRCA2 8,5 18,1 7,5 6,6 7,8 4,313 0,006"




Supp Table 4. Mean mutation risk estimated according mutated gene by BROCA panel and self-reported African ancestry.

i i One-Wa
Breast cancer group | Mutated status by i eSF::znrll?\ltor o BRCAPRO | BRCAPRO ANOVAy
BROCA panel i i

p Myriad Risk | PENN BRCA1 BRCA2 BRCAL BRCA?2 P value
BRCA1/BRCA2 (n=20) 18.05 27.6 14.85 28.15 10.02 0.021
African-descendants Other genes (n=9) 11.6 13.11 10.7 13.9 7.8 0.801
Wild type (n = 87) 9.31 11.05 12.2 10.72 6.14 0.036
_ BRCA1/BRCA2 (n=3) 16.30 32 32.7 50.83 34.20 0.786
Non-African Other genes (n=5) 9.37 6 12.8 4.8 6.27 0.829

descendants

Wild type (n = 49) 12.42 16.6 14 13.17 7.56 0.165




Figure 1.
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1.2% 1.2%
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ATM BARD1 BRCA1 BRCA2 BRIP1  FAMI175A  FANCM PALB2 P53
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Frequency of the genes altered between African-descendant and non-African descendants breast cancer patients.
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African Breast Cancer cases

6.14%
BRCAPRO BRCA2 7.80%
10.02%

10.72%

BRCAPRO BRCA1 13.90%

|

28.15%

12.20%

PENN Il BRCA2 10.70%

14.85%

11.05%

PENN Il BRCA1 13.11%

f

27.60%

9.31%
Myriad Risk 11.60%

18.05%
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Non-African Breast Cancer cases

7.56%
BRCAPRO BRCA2 6.27%
34.20%

13.17%

BRCAPRO BRCA1 4.80%

14%
PENN Il BRCA2 12.80%
32.70%
16.60%
PENN Il BRCA1 6%
32%
12.42%
Myriad Risk 9.37%
16.30%

50.83%

= Wt mOther genes mBRCA1/2

Figure 2. Mean mutation risk estimated according self-reported African ancestry and gene altered in BROCA panel.

Note: In green and blue are depicted the mean risk estimated of individuals carrying germline alterations in BRCA1/2 and other genes, respectively. While the yellow represents

individuals with no germline alterations detected in the panel.
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Supp Figure 1. Distribution of the Brazilian cohort according the place of origin (birth).
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6. ARTIGO DE REVISAO

Também foi redigido um artigo de revisédo sobre o tema da tese de doutorado
— 0 uso do teste genético e seu impacto na saude (publica), destacando os grupos
populacionais minoritarios pouco estudados, como afrodescendentes, latino-
americanos e asiatico. Como o0 mesmo ja se encontra publicado e por questdes de
direitos autorais e reprints cedidos para a revista Familial Cancer, apenas citaremos

0 presente artigo, o qual estd anexado (ANEXO l1).

» FELIX, G. E. S.; ZHENG, Y.; OLOPADE, O. |I. Mutations in context:
implications of BRCA testing in diverse populations. Familial Cancer,
[s. ], p. 1-13, 2017. a. Disponivel em:
<http://link.springer.com/10.1007/s10689-017-0038-2>. Acesso em: 31
out. 2017.
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7. CONCLUSOES

» Entre as mulheres da Bahia com alto risco para cancer de mama 0s genes
BRCAL1 e BRCA2, mas outros genes de susceptibilidade como ATM, PALB2,
BRIP1, BRCA2/BARD1, FAM175A, FANCM, NBN, SLX4 e TP53 também
estédo alterados em menor frequéncia;

* A maioria das variantes detectadas eram recorrentes e/ou fundadoras, mas
percentual significativo de variantes novas do tipo frameshift and nonsense
também foram observadas;

= Entre as mulheres com historia pessoal e familiar de cancer de mama foi
detectado mais alteracdes em genes de susceptibilidade do que entre as
mulheres com apenas histéria pessoal de cancer de mama;

= No cancer de mama de fenotipo triplo negativo apenas o gene BRCAL estava
alterado, e a maioria das mulheres com esse fendtipo tumoral se
autodenomiram como afrodescendentes;

= Os trés preditores de risco mutacional nos genes BRCA1 e BRCA2 avaliados
— My Myriad Risk, The PENN Il e BRCAPRO — apresentaram maior risco de
estimativa entres as mulheres nas quais foram detectadas alteracbes nos
genes BRCA1 ou BRCA2. Contudo entre as mulheres afrodescendentes o
risco estimado foi menor do que as mulheres ndo-afrodescendentes;

= As mulheres do presente estudo apresentaram maior percentuais de risco
Gail de desenvolver cancer de mama ao longo da vida e em cinco anos.
Contudo ndo houve diferenca significativa de acordo o perfil mutacional da
mulher, se BRCAL ou BRCA2, outro gene de susceptibilidade ou se perfil ndo

alterado no painel BROCA.
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TCLE GRUPO CASO

% LABORATORIO DE IMUNOLOGIA E BIOLOGIA MOLECULAR

Coordenadora e Oncologista Responsavel pelo projeto:

Dra. Ivana Lucia de Oliveira Nascimento - CREMEB: 10845
Endereco: Av. Reitor Miguel Calmon, s/n - Vale do Canela
Salvador, BA, CEP: 40.110-100

Tel: (71) 3235-9682 ramal 234/235

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ANALISE DA ANCESTRALIDADE E DE GENES DE SUSCEPTIBILIDADE EM
PORTADORES DE CANCER DE MAMA E DE PROSTATA NO ESTADO DA BAHIA

Caro participante:

Gostariamos de convidar vocé a participar voluntariamente de um estudo que identificara a
contribuigdo ancestral (antepassados) dos indios, dos africanos e europeus na formacéo da nossa
populacgéo e a relagdo desta contribuigdo com o desenvolvimento dos cancer de mama e cancer de
prostata.

Para isso faremos testes para verificacdo de possiveis alteracfes (mudancas) do seu DNA e RNA
(material genético). Primeiro serd analisado um painel genes (regibes do DNA) de
susceptibilidade (risco) ao cancer de mama e prostata, depois se necessario (se o primeiro teste for
negativo) serd analisado todo o genoma (toda a molécula do DNA) na busca de outras regies
associadas ao risco de cancer de mama e cancer préstata. Este estudo é de extrema importancia
porque 0 nimero de casos de cancer de mama e préstata estdo aumentando em nossa populagéo,
além de que melhor compreensdo destas doencas pode vir a contribuir com melhor estratégia de
tratamento e, portanto, sobrevida através de um diagnostico diferenciado.

Vocé € livre para aceitar participar ou nao, como também tem tempo para refletir e/ou consultar,
seus familiares ou seu médicos que possam ajuda-los na tomada de decisdo. Qualquer davida que
vocé tenha o entrevistador, como também toda a equipe esta disposta para esclarecimentos. Caso
vocé concorde sera feito uma entrevista seguida da coleta dos seguintes materiais bioldgicos:
sangue por puncdo na veia do brago (8 mL), equivalente a 4 colheres de sopa, que sera coletado
por um professional de salde treinado. Os riscos associados a coleta do sangue venoso sao
minimos como desconforto no local da coleta, dor ou talvez uma pequena mancha roxa no braco.
Para a coleta do tecido tumoral vocé concedera a equipe da pesquisa acesso a amostras tumorais
fixadas em parafina (pedacinho do tumor que foi retirado na cirurgia).

Entrevistador: Participante:
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Vocé também pode ficar apreensivo, ansioso em relacdo aos resultados da pesquisa, pois trard
informacdo sobre sua susceptibilidade genética (risco herdado) no desenvolvimento de cancer de
mama e cancer de prostata., 0 que terd impacto sobre sua familia também. Mas, esse desconforto
também pode ser amenizado pois a equipe de pesquisa conta com uma psicéloga treinada, além
da médica geneticista da equipe que esta disponivel para vocé e sua familia. Ressaltamos também
gue em casos de qualquer dano decorrentes da pesquisa, fisico, morais ou psicolégicos sera
garantido indenizacdo e assisténcia integral e imediata, pelo tempo que for necessario, de forma
gratuita.

Durante a entrevista com a médica geneticista, serdo coletados dados pessoais e clinicos, ou vocé
pode conceder a equipe responséavel, acesso ao seu prontuario para informac6es complementares,
o0 qual contém dados clinicos importantes descritos pelo seu médico. Como também acesso a
amostra do tumor.

Todos os materiais colhidos para essa pesquisa serdo armazenados em caréater de biorepositério e
analisadas no Setor de Oncogenética do Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular do
Instituto de Ciéncias da Salde da Universidade Federal da Bahia e no Laboratério de Dra
Olopade no Centro Médico da Universidade de Chicago. E caso ocorram novas pesquisas,
entraremos em contato com vocé para obtencdo do seu consentimento como também
submeteremos 0s novos protocolos de estudo aos Comités de Etica em Pesquisa conforme
requerido resolucbes n° 466/2012 e n° 441/2011 do Conselho Nacional de Saude.

Em nenhum momento do desenvolvimento da pesquisa seu nome sera revelado, o que garante seu
anonimato e preserva a sua identidade e previne a estigmatizacdo e discriminacdo. Também nao
sera cobrado nada de vocé. Como sua participacdo € voluntaria, ou seja, vocé pode recusar-se a
participar ou ainda retirar seu consentimento em qualquer fase do estudo, sem penalizacdo
alguma.

Aceitando participar do estudo vocé ficara com uma via deste termo assinada por vocé e o
entrevistador. E como beneficio iremos convidar vocé, caso queira, para ter acesso aos seus
resultados dos testes realizados nessa pesquisa através de uma consulta com uma médica
geneticista colaboradora da pesquisa, que explicara os resultados a vocé sobre sua ancestralidade
genética (grau de mistura) e susceptibilidade (risco) genética ao cancer de mama ou cancer de
préstata. E, em caso de davida(s), desisténcias, e outros esclarecimento(s), vocé pode entrar em
contato conosco pelo telefone Oxx71 3235 9682 ramal 235; ou ivanasci@gmail.com.

Este projeto cientifico foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Instituto Mantenedor de Ensino Superior da
Bahia — IMES e COmissao Nacional de Etica em Pesquisa (CAAE 37352114.5.0000.5032 em XX/XX/XXXX).

Coordenacgdo: Dra. lvana Lucia do Nascimento (CRM 10845)

Equipe colaboradora: Kiyoko Abe Sandes, Maria Betania Pereira Toralles, Maura Alice Santos Romeo, Rodrigo Santa
Cruz Guindalini, Olufunmilayo Olopade, Taisa Manuela Bonfim Machado, Thais Ferreira Bomfim, Gabriela do
Espirito Santo Felix, Polyanna Cardzo de Oliveira e Roberto Meyer

Instituicdes participantes: (A) Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular, Instituto de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal da Bahia localizado na Av. Reitor Miguel Calmon, s/n, Vale do Canela, Salvador, Bahia, Brasil,
CEP 40.110-000. (B) Center for Clinical Cancer Genetics, University of Chicago, 5841 S. Maryland Avenue, MC
2115 Chicago, Illinois 60637-1470Chicago-Illinois, USA, 60637.

Entrevistador: Participante:
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Eu, '
CPF/RG , declaro que
0 entrevistador explicou-

me os objetivos, riscos e beneficios da pesquisa “Analise da ancestralidade e de genes de
susceptibilidade em portadores de cancer de mama e prostata no estado da Bahia”, como também a
forma de participacdo. E, apds ler e compreender o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
concordo em participar como voluntario do presente estudo.

Individuo participante da pesquisa

Impressdo digital

Membro da equipe que apresentou o TCLE (entrevistador)

Dra. Ivana Lucia do Nascimento CRM 10845
Pesquisador responsavel

Salvador-BA, de de

Entrevistador: Participante:
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TCLE GRUPO CONTROLE

% LABORATORIO DE IMUNOLOGIA E BIOLOGIA MOLECULAR - ICS - UFBA

Coordenadora e Oncologista Responsavel pelo projeto:

Dra. Ivana Lucia de Oliveira Nascimento — CREMEB: 10845
Endereco: Av. Reitor Miguel Calmon, s/n - Vale do Canela
Salvador, BA, CEP: 40.110-100

Tel: (71) 3235-9682 ramal 234/235

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ANALISE DA ANCESTRALIDADE E DE GENES DE SUSCEPTIBILIDADE EM
PORTADORES DE CANCER DE MAMA E DE PROSTATA NO ESTADO DA BAHIA

Caro participante:

Gostariamos de convidar vocé a participar voluntariamente de um estudo que identificard a
contribuicdo ancestral (antepassados) dos indios, dos africanos e europeus na formagdo da nossa
populacdo e a relagdo desta contribuicdo com o desenvolvimento dos cancer de mama e cancer de
prostata.

Para isso faremos testes para verificacdo de possiveis alteracfes (mudancas) do seu DNA e RNA
(material genético). Primeiro sera analisado um painel genes (regides do DNA) de susceptibilidade
(risco) ao cancer de mama e prostata, depois se necessario (se o primeiro teste for negativo) sera
analisado todo o genoma (toda a molécula do DNA) na busca de outras regides associadas ao risco de
cancer de mama e cancer prostata.

Vocé é livre para aceitar participar ou ndo, como também tem tempo para refletir e/ou consultar, seus
familiares ou seu médicos que possam ajuda-los na tomada de decisdo. Qualquer ddvida que vocé
tenha o entrevistador como também toda a equipe esta disposta para esclarecimentos

Caso vocé concorde serd feito uma entrevista seguida da coleta dos seus dados pessoais, vocé vai
responder um questionario e iremos coletar também seu sangue por puncdo na veia do brago (8 mL),
equivalente a 4 colheres de sopa, que serd coletado por um professional de satde treinado. Os riscos
associados a coleta do sangue venoso sdo minimos como desconforto no local da coleta, dor ou talvez
uma pequena mancha roxa no brago.

Vocé também pode ficar apreensivo, ansioso em relacdo aos resultados da pesquisa, pois trara
informacdo sobre sua susceptibilidade genética (risco herdado) no desenvolvimento de cancer, o que

Entrevistador: Participante:
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tera impacto sobre sua familia também. Mas, esse desconforto também pode ser amenizado pois a
equipe de pesquisa conta com uma psicdloga treinada, além da médica geneticista da equipe que esta
disponivel para vocé e sua familia. Ressaltamos também que em casos de qualquer dano decorrentes
da pesquisa, fisico, morais ou psicolégicos serad garantido indenizacao e assisténcia integral e imediata,
pelo tempo que for necessério, de forma gratuita. Durante a entrevista com o entrevistador, membro da
equipe, serdo coletados dados pessoais.

Todos os materiais colhidos para essa pesquisa serdo armazenados em carater de biorepositorio e
analisadas no Setor de Oncogenética do Laborat6rio de Imunologia e Biologia Molecular do Instituto
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia e no Laboratorio de Dra Olopade no Centro
Médico da Universidade de Chicago. E caso ocorram novas pesquisas, entraremos em contato com
vocé para obtencdo do seu consentimento como também submeteremos 0s novos protocolos de
estudo aos Comités de Etica em Pesquisa conforme requerido resolugdes n° 466/2012 e n° 441/2011
do Conselho Nacional de Saude.

Em nenhum momento do desenvolvimento da pesquisa seu nome sera revelado, 0 que garante seu
anonimato e preserva a sua identidade e previne a estigmatizacao e discriminagdo. Também néo sera
cobrado nada de vocé. Como sua participacdo € voluntaria, ou seja, vocé pode recusar-se a participar
ou ainda retirar seu consentimento em qualquer fase do estudo, sem penalizagdo alguma.

Aceitando participar do estudo vocé ficard com uma via deste termo assinada por vocé e o
entrevistador. E como beneficio iremos convidar vocé, caso queira, para ter acesso aos Seus
resultados dos testes realizados nessa pesquisa através de uma consulta com uma médica geneticista
colaboradora da pesquisa, que explicara os resultados a vocé sobre sua ancestralidade genética (grau
de mistura) e susceptibilidade (risco) genética ao cancer de mama ou cancer de prostata. E, em caso
de davida(s), desisténcias, e outros esclarecimento(s), vocé pode entrar em contato conosco pelo
telefone 0xx71 3235 9682 ramal 235; ou ivanasci@gmail.com.

Este projeto cientifico foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Instituto Mantenedor de Ensino Superior da Bahia
— IMES e Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (CAAE 37352114.5.0000.5032 em XX/XX/XXXX).

Coordenagéo: Dra. Ivana Lucia do Nascimento (CRM 10845)

Equipe colaboradora: Kiyoko Abe Sandes, Maria Betania Pereira Toralles, Maura Alice Santos Romeo, Rodrigo Santa Cruz
Guindalini, Olufunmilayo Olopade, Taisa Manuela Bonfim Machado, Thais Ferreira Bomfim, Gabriela do Espirito Santo
Felix, Polyanna Car6zo de Oliveira e Roberto Meyer

InstituigBes participantes:  (A) Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular, Instituto de Ciéncias da Salde,
Universidade Federal da Bahia localizado na Av. Reitor Miguel Calmon, s/n, Vale do Canela, Salvador, Bahia, Brasil, CEP
40.110-000. (B) Center for Clinical Cancer Genetics, University of Chicago, 5841 S. Maryland Avenue, MC 2115 Chicago,
Illinois 60637-1470Chicago-Illinois, USA, 60637.

Entrevistador: Participante:
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Eu, '
CPF/RG , declaro que
0 entrevistador explicou-

me os objetivos, riscos e beneficios da pesquisa “Analise da ancestralidade e de genes de
susceptibilidade em portadores de cancer de mama e prostata no estado da Bahia”, como também a
forma de participacdo. E, apds ler e compreender o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

concordo em participar como voluntario do presente estudo.

Individuo participante da pesquisa
Impressao digital

Membro da equipe que apresentou o TCLE (entrevistador)

Dra. lvana Lucia do Nascimento CRM 10845
Pesquisador responsavel

Salvador-BA, de de

Entrevistador: Participante:




APENDICE Il

ANALISE DA ANCESTRALIDADE E DE GENES DE SUSCEPTIBILIDADE EM PORTADORES DE CANCER DE MAMA E DE
PROSTATA NO ESTADO DA BAHIA

Questionario 1

n Data da entrevista: Entrevistador(a):
" |Endereco
Nome do participante:
Nome do Pai:
2. |Nome da Mae:
Filiacdo Bioldgica: ( )1.Sim ( )2.Ndo ( )3.N3o sabe informar
3 Data de Nascimento:
" |Sexo: ( )1.Feminino ( )2.Masculino
4. |Cidade de residéncia: De nascimento:
CARACTERIZACAO FENOTIPICA DO PACIENTE
5. |Raca/Cor (Auto-denominagdo): ( )1. Negro ( )2.Pardo ( )3.Branco ( )4.Indigena ( )0.Outros
6.
Cabelo (Textura): ( )1. Crespo () 2.0ndulado () 3. Liso
7. | Nariz: ( )1. Achatado ( )2.Médio ( )3.Fino
8 |Labios (Forma): ( )1. Grossa ( )2.Média ( )3.Fina
9. |Pele (Cor): ( )l.Preta (' )2. Marrom ( )3. Branca
10 Raga/Cor (Analise fenotipica):
" | (). Negro ( )2.Mulato Escuro ( )3. Mulato Médio ( )4. Mulato Claro ( )5. Branco ( )0. Outros
ANCESTRALIDADE REFERIDA DOS PAIS E AVOS DO PACIENTE
1 Pai:( )l. Negro ( )2.Mulato ( )3.Branco ( y4.Indio  ()5. Outro: ( )0. Nao sabe informar
" |Local de nascimento:
1 Mae: ( )1. Negro ( )2.Mulato ( )3.Branco ( W.indio ()5 Outro ( )0. Ndo sabe informar
" |Local de nascimento:
13 Avo Materna: ( )1. Negro ( )2.Mulato ( )3.Branco ( y4.Indio ( )5. Outro ( )0. Nio sabe informar
" |Local de nascimento:
14. |Avd Materno: ( )1. Negro ( )2.Mulato ( )3.Branco ( y4.Indio ( )5. Outro ( )0. Nao sabe informar
Local de nascimento:
15 Avé Paterna: ( )1. Negro ( ) 2.Mulato ( )3.Branco ( )4.Indio ( )3. Outro ( )0. Ndo sabe informar
" |Local de nascimento:
16 Avd Paterno: ( )1. Negro ( )2Mulato ( )3.Branco ( )4.indio ( )5. Outro ( )0. Niio sabe informar
" |Local de nascimento:
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DADOS CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS — CANCER DE MAMA

17.

Estadiamento: ( )1.1 ( )2.11 ()3. 1l ( )4 IV

T: N: M: ( ) ( )0.Nao tem dados
Tipo histolégico:
( )1. Carcinoma ductal infiltrante ( )2. Carcinoma ductal “ in situ” ( )3. Microinvasdo: Sim( )N&o () ()
18 4. Outros:
" | Grau histolégico:
( )1. Bem diferenciado ( )2. Moderadamente diferenciado () 3. Pouco diferenciado ( )4. Indiferenciado ( ) 5.
Ndo avaliado.
Imunoistoquimica ( )1. Sim; Onde foi realizada? () 2.Nao
RE: ()1:0 ()2+ ()3++ ()4 +++ ( )5++++
19 RP:  ()1:0 ()2.+ ()3.++ ( )4 +++ ()5, ++++
" HER-2:( )1:0 ( )2+  ( )3++  ( )A+++
TP53: ( )1.Neg ( )2.Pos ( )0.Né&o tem dados
KI-67: ()1.Neg. ()2.Pos ( )O0.Né&otem dados
20. |Data do diagnostico histopatoldgico — Onde foi realizado-
Tratamento:
1. Cirurgia: ( )1.Sim (" )2.Néo
Tipo: ( )1.Quadrantectomia ( )2. Mastectomia
2. Esvaziamento axilar: ( )1.Sim (' )2.Nédo
2 Linfonodo sentinela: ( )1.Sim () 2.Nédo
" |3. Radioterapia: ( )1.Sim ( )2.Néo
4. Quimioterapia: ( )1.Sim (' )2.Néo
Protocolo: ( )1.CMF ( )2.FAC ( )3.AC ( )4AAC-T ( )5.AC-D ( )6.Outro
5. Hormonioterapia: ( )1.Sim ( )2.Néo
Protocolo: ( )1.Tamoxifeno  ( )2.Inibidor de aromatase  ( )3. Qual?
29 Recidiva:
" {()LSim ( )2.Néo Data:
23 Tipo de recidiva:

(' )1. Ossea ( )2. Visceral (' )3. Loco-regional
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