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RESUMO

As mutagbes germinativas do gene BRCAI conferem uma elevada susceptibilidade ao cancro
da mama e do ovdrio. Aproximadamente 460 mutagGes diferentes foram encontradas distribuidas
por todo o gene. No entanto, vdrias mutagdes foram detectadas repetidamente em individuos da
mesma origem étnica. Em Portugal n3o existem estudos sistemdticos de mutagSes no gene
BRCALI. O objectivo deste estudo € analisar mutagGes deste gene em doentes com cancro da ma-
ma e/ou ovdrio de origem portuguesa. Foram seleccionados 33 casos de cancro da mama e 3 de
cancro de ovdrio, tendo em conta a idade precoce de desenvolvimento da doenga e a histéria fami-
liar. Foi efectuada andlise de mutagdes neste gene utilizando as técnicas de Protein Truncation Test
e andlise de fragmentos. Duas mutagdes de novo no gene do BRCA1 foram identificadas na série
estudada: 1) uma mutagao localizada no exdo 11 do BRCAI originando uma proteina truncada foi
identificada por ambas as técnicas num caso de carcinoma do ovério. Posteriormente a sequen-
ciagdo directa identificou uma delecgéo de 4 nucleotideos (3444delAAAT); 2) uma alteragdo no
intrdo 18 (IVS18+80delT) foi observada num caso de cancro da mama. Esta € provavelmente a

Projecto: PRAXIS/  primeira descrigdo de mutagdes no gene BRCA1 em doentes com cancro da mama ou ovério na
;‘Ip ZS/’;Z/ CISAU/ populagdo portuguesa estudadas sistematicamente. As mutagdes encontradas ndio tinham sido
descritas em estudos prévios de séries de cancro da mama e/ou ovdrio noutras populagdes.

SUMMARY

Mutation Screening in BRCA1 Gene in Patients with Breast and/or Ovarian Cancer
in Portugal

Germline mutations in the BRCA1 gene confer an increased susceptibility to breast and
ovarian cancer. Approximately 460 distinct mutations were founded scattered throughout the
whole gene. However, several mutations were detected repeatedly in individuals of the same eth-
nic origin. There are no systematic studies concerning mutations in BRCA1 gene in Portugal.
The aim of this study is to identify mutations inh this gene in patients with breast and/or ovari-
an cancer of Portuguese origin. Thirty-three cases of breast cancer and 3 of ovarian cancer were
selected according to early age of onset and family history. Mutation screening of this gene was
done by Protein Truncation Test (PTT) and Fragment analysis. Two de novo mutations were
identified: 1) A frameshift mutation localised in exon 11 of BRCAI, was identify by the two
techniques in an ovarian cancer case. Direct sequencial revealed a deletion of 4 nucleotides
(3444delAAAT); 2) An alteration in intron 18 (IVS 18+80delT) was observed in a breast cancer
case. This is probably the first description of mutations in a series of patients with breast and/or
cancer in the Portuguese population. The mutations identified in this study have not been previ-
ously described in other populations according to the Breast Cancer Information Core web site.
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INTRODUCAO

Um dos principais factores de risco estabelecidos para
o cancro da mama € a existéncia de histéria familiar.
Recentemente, foram identificados dois genes que con-
ferem susceptibilidade ao cancro da mama: BRCAI e
BRCA2!.2, localizados respectivamente nos bragos lon-
gos dos cromossomas 17 e 13. Conjuntamente, estes dois
genes estdo implicados em cerca de 90% dos casos de
cancro da mama hereditdrio3. O gene do BRCA1 é cons-
tituido por 5592 nucleotideos distribuidos por 24 exdes €
codifica uma proteina de 1863 amino 4cidos. Embora a
fungiio da proteina nio seja ainda conhecida, existem
fortes evidéncias de ser uma proteina nuclear, que forma
um complexo com outras niicleoproteinas envolvidas na
reparacdo de erros de cadeia dupla de ADN#-. Estes estu-
dos sugerem que o0 BRCAI poderd ter um papel impor-
tante na integridade genémica. Consequentemente, a
perda de fung@o desta protefna leva ao aumento de erros
no genoma, o que poderd estar na origem do cancro.

A perda de fungio do BRCAI1 € determinada pela
inactivacdo dos dois alelos do gene. Com efeito, os
tumores associados ao BRCALI, apresentam mutaggo de
um alelo e delec¢do do segundo alelo, comportando-se
assim como um gene oncossupressor. Cerca de 460 difer-
entes mutagdes germinativas foram descritas até agora
no gene BRCA1 (Breast Information Core 4/99), sendo a
maioria destas muta¢des de elevada penetrancia. Os por-
tadores de mutagdes neste gene t&ém um risco cumulativo
de 80% de virem a desenvolver cancro da mama, valor
significativamente elevado quando comparado com o
valor estimado em 12% para a populagdo em geral. As
mulheres portadoras de muta¢des no BRCA1 tém tam-
bém um risco 65% superior a populagdo geral de desen-
volver cancro do ovério até aos 70 anos. Para além destes
dois tipos de tumores, os individuos portadores de
mutagdes neste gene estdo mais susceptiveis a desen-
volverem cancro do célon e da préstata.

As mutac¢Ses no BRCA1 encontram-se distribuidas por
todo o gene. A maioria (80%) origina um coddo stop,
produzindo uma proteina truncada. Das diversas técnicas
moleculares para andlise de mutagdes, a técnica de
Protein Truncation Test (PTT) € provavelmente a mais
utilizada pois para além de analisar um fragmento grande
de ADN (cerca de 1000pb), € a técnica adequada para
identificar mutagdes por truncagao.

Virios estudos sugerem a existéncia de grupos de mu-
tagdes em populacdes de diferentes origens étnicas®-8.
Contudo, em Portugal ndo hd estudos sisteméticos sobre
o padrao de mutacdes do gene BRCAL.

O objectivo deste estudo foi o de identificar mutagGes
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numa populagio de doentes com cancro da mama e/ou
ovdrio de origem portuguesa.

MATERIAL E METODOS

Foram seleccionados pela histdria familiar e idade pre-
coce de aparecimento da doenca trinta e trés doentes com
cancro da mama e trés com cancro do ovério tratados no
Instituto Portugués de Oncologia do Porto ou no
Hospital de S. Jodo - Porto.

O ADN isolado de leucécitos periféricos foi amplifi-
cado por PCR utilizando marcadores especificos para o
exdo 11 do BRCAL. Seguidamente, foi efectuada a téc-
nica de PTTY. Resumidamente, os produtos amplificados
por PCR foram transcritos e traduzidos em protefna, uti-
lizando um lisado de reticuldcitos de coelho (kit TnT,
BIORAD) e RNALt biotinilado. Os peptideos transcritos
in vitro foram separados por Western blot em gel de
acrilamida (BIORAD). A visualiza¢do das bandas apos
reacgio com estreptavidina-HRP, foi efectuada utilizan-
do um método baseado numa sonda marcada com
peroxidase (ECL, Amersham) seguida de exposi¢cdo em
peliculas radiogréficas (Hyperfilm, Amersham).

Um segundo método de detecgdo de mutagdes utilizado
foi a andlise de fragmentos com 12 marcadores fluores-
centes especificos para vérios loci do BRCAL. Os produtos
de PCR foram corridos em gel long ranger a 6% (FMC,
USA) no sequenciador automatico ABI377 (Perkin Elmer).

Para ambos os métodos de andlise de mutagdes foram
utilizados controlos positivos provenientes do labo-
ratério de Genética da Universidade de Leiden, Holanda.

A detecgio de mutagdes foi confirmada por sequencia-
¢do directa no sequenciador automatico ABI377 (Perkin
Elmer), utilizando marcadores com cauda M13.

RESULTADOS

As técnicas utilizadas para detecgdo de mutacdes per-
mitiram identificar dois casos com alteracdo da sequén-
cia génica. Foi detectada uma mutacdo no exdo 11 num
caso de carcinoma papilar seroso do ovério por PTT ¢
por andlise de fragmentos (Figura 1A e 1B). Por sequen-
ciacdo directa foi identificada uma delecgio de 4 pb
(3444delAAAT), que originou uma proteina truncada.
Uma segunda alteragdo foi encontrada por andlise de
fragmentos num caso de carcinoma ductal invasivo da
mama (Figura 2). Esta alteracfio deve-se a uma delecgio
de um nucleotideo de timina no intrdo 18 (INVI§-
80delT).

As duas mutagtes encontradas sdo mutagdes de novo,
de acordo com a informagfo obtida através da base de
dados do Breast Cancer Information Core 4/9.
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Fig. 1A/B - Carcinoma do ovdrio com mutagdo no exdo 11 do
BRCAI. (A) PTT ilustrando a mutagdo (seta). (B) Delecgdo de
4 nucleotideos observada por andlise de fragmentos. A seta
indica a presenga de um pico extra originado pelo alelo mu-
tado. 1 - Controlo negativo. 2 - Caso com mutagdo
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Fig. 2 - Caso de cancro da mama apresentando uma variante
intrénica. A seta indica alteragdo do padrdo devido a delecgéo
de 1 nucleotideo de timina. 1 - Controlo negativo; 2 - Caso com
mutagdo
DISCUSSAO

Desde a clonagem dos genes de susceptibilidade para
o cancro da mama BRCA1 e BRCAZ2, tornou-se possivel
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realizar testes genéticos para identificar individuos com
risco elevado de desenvolver cancro da mama e/ou
ovdrio. Foram j4 identificadas cerca de 300 familias por-
tadoras de mutagdes no BRCA1. Virias destas mutagdes
sd0 encontradas em mais do que uma familia da mesma
origem étnica. A ocorréncia de mutagBes recorrentes
pode ser explicada pela existéncia de um ancestral
comum numa determinada area geogrifica, como tem
sido descrito num nimero de populagles étnicas e
geogréficas definidas®. As mutacdes 185delAG e
5382insC do BRCAI, por exemplo, aparecem em
numerosas familias de origem Ashkenazi’, enquanto a
mutacdo 2804delAA foi encontrada em 19 familias dis-
tintas da Holanda8. Em Portugal ndo existem estudos sis-
temdticos sobre as muta¢des do BRCAL. Este estudo tem
como objectivo analisar mutag¢des do gene BRCA1 numa
populacdo de doentes com cancro da mama ou cancro do
ovdrio de origem portuguesa.

Encontrdmos duas mutag¢des distintas do gene BRCA1
na série de doentes estudada. Estas duas altera¢bes do
gene sdo mutagdes de novo, i.e., ndo foram descritas pre-
viamente no Breast Cancer Information Core (BIC
4/99). Uma mutagdio por truncagfo foi encontrada no
exdo 11, sendo detectada pelos dois métodos utilizados:
PTT e anélise de fragmentos. A doente com carcinoma
papilar seroso do ovdrio portadora desta mutagdo germi-
nativa apresentava uma histéria familiar com pelo
menos um caso de cancro da mama e outro caso de can-
cro do ovario, estando assim, dentro dos critérios estabe-
lecidos pelo Breast Cancer Linkage Consortium para
cancro hereditério associado ao BRCA119, Embora as
caracteristicas histoldgicas dos carcinomas hereditarios
do ovdrio estejam ainda pouco estudadas, vdrios autores
descreveram a existéncia de um predominio de adeno-
carcinomas do tipo seroso nos tumores do ovdrio
associados ao BRCAI, relativamente a casos esporadi-
cos! .12, A segunda alteragio foi encontrada por anilise
de fragmentos num caso de carcinoma ductal invasor da
mama. A mutagfo encontrada € uma variante do intrdo
18, regido ndo codificante do gene BRCA1, podendo ser
apenas um polimorfismo do gene, e ndo estar relaciona-
da com a doenga. Embora esta mutagao esteja a 80 pb da
regido codificante, a possibilidade de ser uma variante de
splicing ndo deve ser ignorada. Estudos subsequentes
estdo a ser realizados para avaliagdo desta alteragdo.

Devido as mutacdes no BRCA1 se encontrarem dis-
tribuidas por todo o gene, e ao facto deste gene ser cons-
titufdo por 81 kb, numerosos métodos de andlise de
mutagdes no BRCA1 t€m sido descritos. Contudo, ne-
nhum destes métodos permite analisar a existéncia de
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mutagdes em todo o gene. A técnica de PTT utilizada
neste estudo fornece informagdo sobre uma regido codi-
ficante de cerca de 60% da proteina. Esta técnica identi-
fica mutagdes que originam protefnas truncadas, que s3o
as mais frequentes neste gene. A técnica de analise de
fragmentos utilizada neste estudo foi concebida para o
padrio de mutagGes encontrado na populagdo holandesa
e obtém informagdo sobre 12 loci abrangendo dreas
intrénicas e exénicas do gene, frequentemente alterados
nessa populagio. Embora ndo tenha sido adaptada
especificamente para o padrio de mutagdes da populagéo
portuguesa, esta técnica identificou as 2 mutagdes encon-
tradas na série avaliada.

A identificacdo de mutagSes num doente pode permi-
tir a decisdio sobre a melhor estratégia de tratamento. E
frequente o aparecimento de novos tumores primdrios da
mama ou do ovério em doentes com cancro da mama
portadores de mutagBes num dos genes de susceptibili-
dade (BRCA1 e BRCA?2). Por outro lado, a pesquisa de
mutagdes em familiares de doentes € importante para a
identificagio de individuos de alto risco, que devem
seguir um protocolo de seguimento periédico.

Actualmente investigadores, geneticistas e clinicos
concordam que mulheres de familias de alto risco de can-
cro da mama e/ou ovdrio devem ter oportunidade de
decidir se querem ou ndo fazer a andlise de mutag¢bes dos
genes de susceptibilidade. Existe também consenso
sobre esta andlise ser realizada num centro de investi-
gacdo com referéncia a um centro oncolégico com um
protocolo para a sua realizagdo. A andlise de mutagdes
nos genes de susceptibilidade ao cancro da mama est4 ji
a ser efectuada em diversos centros mundiais!3. No
entanto, para que este teste se torne disponivel a grande
escala € necessdria uma estratégia inicial que permita
detectar a maioria das muta¢Ges presentes numa deter-
minada populagdo, a custos razodveis. Uma andlise mais
aprofundada deverd ser restrita aos casos com elevada
probabilidade de serem portadores de mutagdes.

CONCLUSAO

Em conclusdo, este estudo permitiu identificar
mutagdes numa populagio de doentes com cancro da
mama e/ou ovdrio de origem portuguesa. As mutagoes
encontradas ndo foram descritas em estudos anteriores. A
identificagfio de mutagdes mais frequentes numa deter-
minada populagéo de doentes definidos de acordo com o
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critério estabelecido pelo BCL.C, permite uma estratégia
inicial de detecgiio de mutagdes com elevada sensibili-
dade e a um baixo custo.
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