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Resumo

O cancro da mama continua sendo a neoplasia maligna mais prevalente nas mulheres em
todo o mundo. Estima-se que cerca de 7% tem origem hereditaria. O presente trabalho
pretendeu estudar a prevaléncia de mutacGes germinais nos genes BRCA1, BRCA2 e
CDH1 numa populacéo portadora de carcinoma da mama no Alentejo.

Os resultados demostraram que 13,25% apresentaram mutacdes germinais patogénicas
ou provavelmente patogénicas, das quais 53% foram BRCA, sendo a maioria BRCA2 (5/8
casos). As mulheres portadoras de mutagdes germinais tendem a ser mais jovens (71%
tinha idade<50 anos) e com diagndstico em estadios mais avancados (50% nos estadios 3

e 4). Adicionalmente, 86% destas mulheres tinha historia familiar de cancro da mama.

Em suma, os resultados neste trabalho apontam para uma necessidade de ajustar a idade
do rastreio principalmente em mulheres com histéria familiar de cancro da mama, sendo

este um indicador de risco para o desenvolvimento desta neoplasia.

Palavras Chaves: Carcinoma da mama; BRCA1; BRCA2; CDH.



Prevalence of mutations in the BRCAL, BRCA2 and CDH1 genes in breast cancer
patients in Alentejo.

Abstract

Breast cancer remains the most prevalent malignancy in women worldwide. It is
estimated that about 7% is of hereditary origin. The present work aimed to study the
prevalence of germline mutations in the BRCA1, BRCA2 and CDHL1 genes in a population

with breast cancer in Alentejo.

It was shown that 13.25% had pathogenic or probably pathogenic germline mutations,
and that 53% were BRCA, the majority being BRCA2 (5/8 cases). Women with germline
mutations tended to be younger (71% were aged <50 years) and 50% were diagnosed at

in stages 3 and 4. Additionally, 86% of these women had a family history of breast cancer.

In summary, the results in this study suggest that there is a need to adjust the breast cancer
screening towards younger ages, especially in women presenting a family history of the

disease, proven as an indicator of the risk for the development of breast neoplasia.

Keywords: Breast cancer; BRCA1l; BRCA2; CDH.

Xi






Prevaléncia de MutacGes nos Genes BRCA1, BRCA2 e CDH1 em Portadores de Cancro de Mama no Alentejo

|
1.1- Prevaléncia e incidéncia do cancro no mundo, na Europa e em Portugal

As doencas oncoldgicas constituem o obstaculo mais significativo ao aumento da
esperanga de vida da humanidade. O cancro refere-se a um conjunto de doencas
degenerativas caracterizadas por um crescimento anormal e descontrolado de células.
Estas, na maioria das vezes, tendem a multiplicar-se de forma mais ou menos agressiva
desencadeando a formacédo de tumores benignos ou malignos. A diferenca entre ambos
centra-se na capacidade que os tumores malignos tém em desenvolverem metastases,

invadindo e destruindo diferentes érgdos e tecidos vizinhos (Herr et al., 2013).

O cancro constitui uma das doencas do presente e do futuro. A incidéncia de novos
casos de tumores malignos tem vindo a expandir regularmente (Miranda et al., 2016).
Esta patologia pode afetar diversos 6rgaos, e contribui para diminuir a expectativa de vida
como resultado de alguns tipos de cancro dificilmente apresentarem sintomas
diferenciadores e, como consequéncia, a doenca s ser detetada em estadios avancgados
(SILVA et al., 2019).

Atualmente as doencas oncologicas, apresentam um peso significativo na
mortalidade e morbilidade mundialmente, em grande parte devido as mudancas nos
estilos de vida, a urbanizacdo e ao envelhecimento populacional. A nivel mundial, os
tipos de cancro mais comumente diagnosticado sdo: cancro de pulméo (11,6%) e o cancro
de mama (11,6%), seguido de cancro do célon (10,2%) e cancro de prostata (7,1%).
Estima-se que 1 em cada 5 homens e 1 em cada 6 mulheres desenvolve cancro durante a
vida e 23,4% dos casos de cancro em todo mundo ocorrem na Europa (Miranda et al.,
2016).

S6 em 2018 registaram-se 18,1 milhdes de novos casos de cancro em todo mundo
sendo que 50.000 corresponde aos casos de cancro em Portugal. Desses, 10.000
representa o cancro colorretal, 7.000 sdo casos de cancro da mama em mulheres e 6.600
corresponde ao cancro de prostata. Em Portugal a taxa de incidéncia aumenta em média
3% por ano, constitui a segunda causa de morte (25%) no pais. Estima-se que um quarto
da populagdo portuguesa esta sujeita a desenvolver esta doenca até aos 75 anos e
aproximadamente 10% corre o0 risco de morrer de cancro como mostra a Figura 1
(Organizacdo Mundial da Saude, 2018; Ferlay et al., 2021).
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Figura 1:As doencas oncoldgicas no mundo e em Portugal (adaptado de Organizagdo Mundial da
Salde, 2018)

A Organizacao Mundial de Saude prevé para o ano 2030 uma subida de cerca de

11 milhdes de mortes por cancro em todo o mundo, tornando-se a causa de morte mais

significativa a nivel mundial e cerca de 10.000 casos s6 em Portugal (Figura 2). (Araujo,

2014)
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Figura 2: Previséo da incidéncia do cancro em Portugal (2010 a 2030) (Retirado de Araujo,2014)
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O cancro da mama é responsavel por 7 milhGes de 6bitos anualmente e consta que
por ano, mais de um milhdo de mulheres sdo diagnosticadas com cancro de mama em
todo o mundo e cerca de 410.000 morrerdo dessa patologia neste periodo, sendo o
carcinoma da mama (CM) uma das neoplasias 0 mais comuns na populacdo feminina a
nivel mundial (em 154 dos 185 paises onde se efetua o registo (Ferlay et al., 2021). Assim,
0 CM constitui hoje uma doenca de elevado interesse no campo da saude publica sendo
a mais temida pelas mulheres por conta da sua elevada frequéncia, aos seus efeitos
psicoldgicos, sociais €, cujo tratamento tem muitas vezes efeitos mutiladores (Mansano-
Schlosser et al., 2017).

A nivel mundial, o CM ¢ o segundo tumor mais frequente em incidéncia e
mortalidade nas mulheres, apresentando uma curva ascendente de incidéncia a partir dos
25 anos de idade, com um pico entre os 75 e 79 anos de idade (Ewald, 2008). Por ano s&o
diagnosticados cerca de 1,7 milhGes de casos de CM no mundo e desses mais de 500 mil
morrem por causa dessa neoplasia. A incidéncia de CM € superior em mulheres > 50
anos, mas estima-se que 1/5 dos diagndsticos seja feito em mulheres de idade inferior
(Figura 3). Esta neoplasia corresponde a 25% de todos os tipos de cancros diagnosticados
nas mulheres, constituindo assim a maior causa de morte por cancro em paises em
desenvolvimento e segunda causa de morte por cancro em paises desenvolvidos (Maia et
al., 2016). Na Europa estima-se a existéncia de 1 novo diagnostico a cada 2 minutos e 1

morte a cada 6 minutos (Woijtyla et al., 2021).

Em Portugal, o CM € também o que apresenta com maior incidéncia e continua a
aumentar anualmente aproximadamente 2%, prevendo-se que, em 2040, 7100 novos
casos sejam diagnosticados anualmente (WHO, 2018)Segundo os dados de 2020, em
Portugal surgem aproximadamente 7041 novos casos anuais de cancro de mama. Este
aumento crescente e gradativo das taxas de incidéncia de doencas oncoldgicas,
proporciona um aumento desafiador ao Sistema Nacional de Saude, principalmente no
tocante a maior capacidade por parte dos Cuidados Primarios para detetar e acompanhar

os doentes oncoldgicos (Woijtyla et al., 2021).
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Figura 3: Diagndstico do cancro de mama no mundo e em Portugal (adaptado de Cancro Da Mama -
Saber Mais Conta, n.d.)

1.2- Etiologia da doencga oncoldgica: cancro esporadico versus cancro hereditério

A carcinogénese € um processo complexo e ainda pouco compreendido que ocorre
em multiplas etapas tornando as células malignas por intermédio de varias mutagdes
crescentes e cumulativas. Essas mutacdes manifestam-se por meio de lesdes estimulados

pela interacdo de agentes quimicos, fisicos e biolégicos com o material genético.

De facto, séo diversos os fatores, genéticos e ambientais, envolvidos na génese
das neoplasias (C Teixeira, 2017), isto porque constituem os potenciais indutores de erros
nareplicagcdo de DNA (A. Karimaian, M. Majidinia, HB. Baghi, 2017). Estes erros podem
ocorrer em diferentes localizagbes do genoma e as implicacdes clinicas acontecem de
forma variavel (C Teixeira, 2017). A causa especifica para o surgimento do cancro €é
desconhecida, porém, o que se encontra na base do desenvolvimento de diferentes tipos
de cancro no geral é a desregulacdo da reparacdo de DNA danificado (A. Karimaian, M.
Majidinia, HB. Baghi, 2017; N. Chatterjee, 2017) que, sendo compativeis com a
sobrevivéncia celular, originam células com alteracBes da regulacdo do ciclo celular
(Figura 4).
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Para que uma célula normal se transforme em uma celula cancerigena, os genes
envolvidos na regulacdo da multiplicagéo e diferenciacdo celulares devem ser alterados,
fazendo com que as células tumorais comecem a se dividir de forma descontrolada, isto
é, essas divisdes incontrolaveis das células tumorais acontecem devido a emissoes de
sinais fornecidos pelos genes que sofreram tais alteracGes. Enquanto os proto-oncogenes
promovem o crescimento celular e a mitose, 0s genes supressores de tumor desempenham
funcdo contraria inibindo ou interrompendo temporariamente a divisdo celular para
reparacao do DNA.
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Figura 4: Causas da formagdo do tumor maligno (Adaptado de Mandal, n.d).

De facto, o efeito cancerigeno acontece muitas vezes, quando 0s genes supressores
tumorais perdem suas fung¢des nos dois alelos (acumulagdo de mutacGes, com origem em
mutacdo na linhagem germinativa e/ou mutagdo somatica). Nos casos esporadicos é

necessario que haja duas mutagdes a nivel somatico, onde também resulta na inativagdo
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do gene. Ao perderem as suas funcgdes, estes genes tornam-se incapazes de estimular a
reparacdo do DNA e a apoptose de células mutadas, ocasionando um efeito carcinogénico
nas células (Coelho et al., 2018; Walavalkar et al., 2015). Essas células ao se proliferarem

dao origem ao tumor podendo provocar mestastases e inavadir outros tecidos e orgaos.

A proliferacéo e a diferenciacdo celular fazem parte dos processos rigorosamente
controlados objetivando as necessidades do organismo. Perante uma alteracdo nos
mecanismos que regulam esses processos podem ocorrer modificagdes na fisiologia da
célula normal que eventualmente levam ao desenvolvimento de um tumor. O processo de
transformacdo neoplésica inicia-se quando uma dada mutagdo provoca alteragdes nas
funcGes dos genes que regulam direta ou indiretamente a proliferagéo ou a sobrevivéncia
das celulas, designadamente os proto-oncogenes e/ou genes supressores de tumor
(Amendola & Vieira, 2005; Macleod, 2000), tornando-as incapazes de sofrer apoptose e
como consequéncia disso ha surgimento do cancro (Miranda et al., 2016; Cancro | SNS24,
n.d.).

1.3- Fatores de Risco para a doenga oncoldgica

A doenca oncologica é multifatorial e os riscos para o desenvolvimento do CM
compreendem fatores internos (predisposi¢do hereditéria) e externos (ambientais, agentes
quimicos, fisicos e bioldgicos). Também estdo os outros fatores tais como: 0 consumo de
alcool, excesso de peso, 0 sedentarismo e a exposi¢do a radiacdo ionizante, que podem
levar a danos no genoma e favorecer o desenvolvimento do carcinoma (Amendola &
Vieira, 2005).

1.3.1- Fatores ambientais

O meio ambiente é responsavel por cerca de 80% de todos os casos de cancro. De
entre esses fatores ambientais, estdo o consumo elevado de alcool, tabagismo, excesso de
peso e obesidade, inatividade fisica, sexo ndo-seguro, radiacdo solar e polui¢do do ar,
sendo os habitos tabagicos, alcool, dieta inadequada e inatividade fisica os principais
fatores de risco comportamentais em todo o mundo (Os Fatores de Risco Ambientais —
Centro de Combate Ao Cancer, n.d.; Mateus, 2016).
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Muitos estudos desenvolvidos até o momento evidenciam que o consumo do
tabaco causa cerca de 50 tipos de doencas, de entre eles o cancro, doencas
cardiovasculares e doengas pulmonar obstrutivas crdnicas. O tabagismo contribui para
aproximadamente 30% de todos os cancros no mundo desenvolvido, causando mais de
90% dos cancros de pulméo, aléem de uma grande variedade de outras doencas malignas,
como cancro de boca, laringe, eséfago, pancreas, estbmago, colon, colo do Utero, rim e

bexiga (Os Fatores de Risco Ambientais — Centro de Combate Ao Cancer, n.d.).

O consumo de bebidas alcoolicas continua sendo um fator de risco para
mortalidade por cancro. O uso de &lcool € a principal causa de cancro de esdfago e oral,
e mesmo a ingestdo moderada estd associada a um risco aumentado de cancro de mama
e colorretal. O uso persistente e pesado de alcool tem sido associado a um risco elevado
de cancro de figado. (Os Fatores de Risco Ambientais — Centro de Combate Ao Cancer,
n.d.).

Diversos componentes da alimentacdo tém sido associados ao processo de
desenvolvimento do cancro, principalmente do CM, co6lon, reto, préstata, eséfago e
estdbmago. (Mateus, 2016). Por outro lado, o excesso de peso altera os niveis de hormonios
e fatores de crescimento. O sobrepeso e a obesidade causam diversos tipos de cancro,
incluindo cancro de mama pds-menopausa, endometrial, renal e esofagico, com um risco
atribuivel populacional que varia de 9% (cancro de mama p6s-menopausa) a 39% (cancro
de endométrio) (Stein & Colditz, 2004).

Em relacdo aos agrotoxicos, cancro como leucemia, mieloma multiplo ja séo
patologias classicamente ligadas ao consumo e exposi¢ao aos agrotoxicos na literatura
cientifica, bem como o CM, de préstata, de cérebro, de figado e de rins. Os agrotdxicos
tém a funcdo de iniciadores, atuar na regido promotora e acelerar as mutacdes que dao
origem ao cancro, uma vez que esses induzem ao erro no DNA. Quando irreversiveis,
podem desencadear o crescimento descontrolado das células favorecendo muitas vezes

ao aparecimento de metastases.

De entre 0s agrotoxicos e poluentes quimicos, existem substancias que apresentam
propriedades bioquimicas idénticas ao estrogénio, ocasionando um estimulo hormonal
adicional. Segundo o INCA (Instituto Nacional de Cancro), quando é detectado 0s

agrotoxicos no organismo principalmente das mulheres, estas tém a maior probabilidade
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de desenvolver o CM (FEMAMA- Poluentes e Agrotoxicos Podem Influenciar No Cancer

de Mama, n.d.).

1.3.2- Fatores genéticos

Os fatores genéticos envolvidos na carcinogénese incluem as mutagGes somaticas,
que ocorrem durante a mitose, e as mutacbes germinais, que ocorrem nas células

germinais durante a meiose e/ou apresentando um caracter hereditério.

A predisposicdo hereditaria é considerada um fator epidemiologico essencial.
Estima-se que 5% a 10% de todos os casos de cancro de mama estéo relacionados com
heranca de mutacfes genéticas (Tonkelaar et al., 2001). Além disso, a historia familiar do
cancro de mama pode constituir um fator de risco, uma vez que as alteracdes em genes,
como os da familia BRCA, aumentam o risco do surgimento da doenca. Por isso, 0
diagndstico precoce torna-se indispensavel, para evitar possiveis implicacdes futuras
(Coelho et al., 2018).

1.3.2.1- MutacBes somaticas

Ao decorrer da replicacdo do DNA que precede a mitose, todas as células
sucessoras sao afetadas, todavia, tais células podem localizar-se em uma pequena parte
do corpo. As mutacfes somaticas estdo na origem de certos tipos de cancros, contudo,
ndo sdo transmitidas & descendéncia (Nagy, n.d.).

Quando ocorrem mutacdes em proto-oncogenes, as suas fungdes podem alterar-
se, modificando a sua expressao e fungdo, podendo aumentar tanto a quantidade como a
atividade da proteina que é produzida. Na maior parte dos casos, quando isso acontece,
0S proto-oncogenes tornam-se oncogenes e essa transicdo acaba por afetar o equilibrio
normal da regulacdo do ciclo celular na célula, levando a divisdo descontrolado das
células. O oncogene ras encontra-se entre os primeiros oncogenes a ser definido na
investigacdo do cancro. MutagBes que ocorrem na familia ras dos proto-oncogenes
(especificamente H-Ras, N-Ras e K-Ras) geralmente sdo os mais predominates, sendo

identificadas em aproximadamente 20% a 30% de todos os tumores humanos (JL.Bos.,
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1989). Esse oncogene foi identificado pela primeira vez no genoma do virus do sarcoma
de Harvey, o que surpreendeu os pesquisadores pelo facto desse gene além de estar
presente no genoma humano, também, quando ligado a um elemento de controle
estimulante, pode induzir o aparecimento do cancro em culturas de linhagens de células
(Chang et al., 1982).

A maioria dos genes supressores de tumor encontram-se envolvidos nas vias de
transducéo de sinal que regulam a apoptose. Estes por sua vez, codificam proteinas que
tém a funcdo de interromper a progressdo do ciclo celular fazendo o reparo do DNA, de
modo a evitar que as mutagdes sejam transmitidas as células-filhas. A proteina p53
destaca-se como um dos genes supressores de tumor mais importante estudados, uma vez
que regula o ciclo celular, atua na divisdo celular e apoptose e constitui um fator de
transcricao ativado por diversos componentes de estresses celulares, sobretudo hipdxia e

danos provocados por radiagéo ultravioleta (Nagy, n.d.; Chang et al., 1982).

1.3.2.2- Mutagdes germinais

As mutacBes nas células germinativas, ocorrem durante a replicacdo do DNA que
precede a meiose. Essas mutacfes afetam os gametas e todas as células que deles
descendem apos a fecundagdo sendo transmitida & descendéncia (Brooks et al., 2022).

A transmissdo dos genes supressores tumorais mutados ocorre quando um
membro da familia herda uma cépia mutada de um dos pais e uma copia normal do outro.
Exemplificando, quando o individuo herda um alelo p53 mutante, sendo heterozigoto
para p53 mutado, pode desenvolver melanomas e cancro pancreatico, conhecido como

sindrome de Li-Fraumeni.

De entre outras sindromes de genes supressores tumorais hereditarios estdo as
mutacdes associadas as Rb, ligadas ao retinoblastoma, e mutagdes do gene APC, ligadas
ao cancro de colon adenopolipose. O CDH1 (Cadherin 1) codifica a glicoproteina
transmembranar, E-caderina que exerce as funcbes de adesdo epitelial, manutencdo da
arquitetura epitelial, integridade e polaridade, e prevengdo da migracédo e invasao destas
células. Em situa¢fes em que ha destruicdo desta adesdo célula-célula, organizacao e
polaridade através das variantes, as células passam a poder apresentar mobilidade e

invasdo desencadeando metastases (Guilford et al., 2010). Por fim, mutacdes herdadas
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nos genes BRCA1 (breast cancer 1, early onset) e BRCA2 (breast cancer 2, early onset)

levam ao desenvolvimento precoce do CM (Knudson, 1971).

Os genes BRCA1 e BRCA2 estdo intimamente ligados a aspetos centrais do
metabolismo celular relacionados com a reparagédo de danos ao DNA, regulacdo da
expressdo genética e também relacionados com controle do ciclo celular. Por este motivo

sdo classificados como genes supressores tumorais (Cesar et al., 2012).

1.4- Cancro da mama

O CM é a neoplasia mais preocupante nas mulheres em todo mundo, sendo a
principal causa de morte entre mulheres na Europa e nos EUA (Coelho et al., 2018; Maia
et al., 2016). A sua incidéncia cresce de forma rapida e progressiva apés os 35 anos de
idade, porém, é relativamente raro antes dessa faixa etéria. Trata-se de uma doenca
multifatorial onde uma pequena parcela dos casos é considerada hereditaria, isto €,
derivada de uma mutacdo germinativa em genes de predisposi¢do de alta penetrancia
(Martins et al., 2013; Ewald, 2008).

1.4.1- Incidéncia e diagndstico de cancro da mama

Ao longo da dltima década a mortalidade vem diminuindo na maioria dos paises
desenvolvidos. Isso pode ser explicado devido a crescente melhoria nos processos de
triagem, diagnostico, cirurgias e tratamento da doenca (Hennigs et al., 2016). Admite-se
que o0 avanco das técnicas de biologia molecular e genética, tem contribuido para uma
melhor compreenséo dos diferentes subtipos de CM, identificacdo das diferencas clinicas,

caracterizacdo da patologia e respostas terapéuticas distintas (Cesar et al., 2012).

Em mulheres mais jovens a doenga tem demonstrado ser biologicamente mais
agressiva e quando comparadas as mulheres com idade superior a 50 anos, séo as que

expressam piores prognadsticos (Martins et al., 2013).

Sé&o diversos os critérios morfologicos utilizados para relatar a agressividade de
um tumor, no qual incluem: o tipo e o grau de polimorfismo nuclear, o tipo histoldgico,
presenca ou auséncia de resposta inflamatoria, quantidade de mitoses e nivel de
comprometimento de vasos linfaticos e sanguineos. (de Melo et al., 2002; Einsenberg,
2001).
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A prevencao primaria é considerada de extrema importancia na assisténcia a saude
da mulher, em razdo dos dados de casos de prevaléncia, incidéncia, morbidade e
mortalidade na populagcdo mundial (Coelho et al., 2018; Pinheiro et al., 2013).

Apesar da incidéncia do CM na regido, ndo existem estatisticas sobre a incidéncia
do cancro da mama hereditario nem quais as muta¢@es mais frequentes nos genes BRCAL,
BRCA2 e CDH1 associados a esta patologia na populacdo do Alentejo. E nesse sentido
que compreender qual a prevaléncia de mutacBes existentes nesses trés genes sdo
essenciais para uma assisténcia individualizada, uma vez que a crescente acessibilidade
em estudos acerca do genoma podera trazer novos conhecimentos para a modificagdo do
risco de CM e ajudar na orientacdo e avaliacdo genética dos individuos e familias afetados
(Masciari et al., 2007).

1.4.1- Principais fatores de risco para o cancro de mama

O CM ¢é multifatorial, ou seja, a sua etiologia € condicionada por causas
endocrinas ou relacionada com a historia reprodutiva (Barjud & Borges Filho, n.d.). Além
dos fatores de risco implicados na reproducéo da mulher (a idade e os hormonais), outros
fatores como estilo de vida, sobrepeso, histéria familiar, predisposicdo genética
hereditaria e aspectos ambientais também estdo envolvidos no aumento do nimero de

casos de cancro de mama (Morais et al., 2008; Maia et al., 2016).

-ldade: o envelhecimento € considerado um forte fator de risco, uma vez que a
incidéncia de tumores em mulheres jovens é menor, quando comparadas a mulheres com
mais de 40 anos que apresentam 10 vezes mais chance de desenvolveram o cancro de
mama (Oldenburg, Meijers-Heijboer, Cornelisse, 2007). A incidéncia aumenta
drasticamente com a idade, alcancando cerca de 10 casos a cada 100 000 mulheres com
idade compreendida entre os 20 e 30 anos e mais de 200 casos em cada 100 000 mulheres
com idade superior a 60 anos. A doencga raramente é encontrada antes dos 25 anos de
idade e a média da idade do diagndstico é de 64 anos. Entretanto, a correlagdo entre a
idade e aumento da doenga ndo é linear, uma vez que ha um pico de elevacao da incidéncia
do cancro da mama em mulheres jovens, uma diminuicdo do pico durante e logo a seguir
a menopausa, finalizando em um novo pico de incidéncia anos depois da menopausa
(Ewald, 2008).
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-Fatores Hormonais: menarca precoce (antes dos 11 anos de idade), menopausa
tardia (apds os 54 anos de idade) e nuliparidade estdo entre os fatores de risco envolvidos
no desenvolvimento do cancro de mama (Koh et al., 2022) sugerindo que uma elevada
exposicdo ao estrogénio circulante aumentam as chances de desenvolvimento dessa
neoplasia. Acredita-se que a estimulacéo da proliferacdo celular seja o principal efeito,
levando ao aumento de chances de uma célula tumoral se multiplicar. O mesmo se verifica
com o0 uso de anticoncecionais, a obesidade na pds-menopausa e uma primeira gestacao
apos os 30 anos de idade (Marchbanks, McDonald, 2002). Ciclos anovulatérios seguidos
tambeém tém sido associado ao aumento do risco de desenvolvimento do CM, devido a
uma prolongada exposi¢do do parénquima mamaério aos efeitos fisiologicos do
estrogénio. Um estudo de metandlise evidenciou que o risco relativo para o CM diminui
7% e 4%, respetivamente, a cada nascimento de um filho e a cada ano de amamentacéo.
Mulheres com idade inferior a 20 anos de idade e comegam a usar contracetivos orais tém

maior risco de desenvolver o CM (Ewald, 2008).

-Obesidade: existe uma direta corelacdo entre cancro da mama e a obesidade.
Altos indices de massas corporais em mulheres na pré-menopausa ajudam a proteger
contra o risco de desenvolver o cancro de mama, entretanto, devido ao aumento do
estradiol circulante, 0 mesmo torna-se um fator de risco para mulheres na pés-menopausa
(Cancer, 2012). Além disso, mulheres obesas tendem a responder mal ao tratamento
quimioterapico (Rausch et al., 2017). Estipula-se que modificacdes na dieta, limitando o
consumo diario de gordura para menos de 15-20% da ingestéo, diminuira o risco para a
doencga (Ewald, 2008).

-Historia familiar: o risco do desenvolvimento do CM ao longo da vida aumenta
consoante 0 nimero de antecedentes familiares do primeiro grau (mée, irma ou filha)
afetados (Ewald, 2008). Cerca de 10 % dos casos de cancro de mama agrupam-se nas
familias e alguns sdo devido a mutacdes germinativas altamente penetrantes, originando
um elevado risco de cancro (Nathanson et al., 2001). O risco de desenvolvimento da
doenca € maior a medida que aumenta o numero de familiares afetados, havendo uma
associacdo mesmo em parentesco de terceiro grau (Colditz et al., 1993; Slattery & Kerber,
1993). Além disso, mulheres jovens com CM, apresentam possivelmente um padrdo
genético de predisposicéo e essa hipotese é reforcada se as mesmas vierem a apresentar
doenca bilateral, bem como associagcdo com outras neoplasias, incluindo ovario e colon
(Lynch et al., 1990; R. Dufloth, 2004).
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-Fatores genéticos: O cancro é caraterizado como uma doenca de carater genético
e/ou hereditario. Porém, as causas por mutagdes genéticas herdadas estdo relacionadas
com os genes BRCA1 e BRCA2, que com 0 avango nas areas da biologia molecular e
genética, posteriormente, foram conhecidos como genes suscetiveis para o CM e ovario,
podendo apresentar relagdo com outros tipos de neoplasias malignas. Estes sao
identificados como genes supressores tumorais e estdo envolvidos sobretudo no reparo de
DNA, regulacdo da expressao génica e controle do ciclo celular (Braganca et al., 2019).
Outros genes supressores tumorais que também desempenham um papel importante nos
processos relacionados ao metabolismo celular, encontram-se alterados, sendo eles: TP53
(tumor protein p53), PTEN (phosphatase and tensin homolog), PALB2 (partner and
localizer of BRCA2), CDH1 (cadherinl) supressor tumoral envolvido no processo de
adesdo celular, RAD51 (RAD51 recombinase), ATM (ATM serine/threonine kinase) e
BRIP1 (BRCAL interacting protein C-terminal) envolvidos no reparo de DNA (k. Schon,
2018).

Embora na génese do cancro as alteracdes genéticas estejam sempre presentes,
estima-se que cerca de 5% a 10% dos casos de CM sejam hereditarios, isto &,
independentemente dos fatores que contribuem para o cancro esporadico da mama,
identifica-se uma mutacdo no DNA germinal que, ao ser transmitida a um individuo,
confere-lhe um risco absoluto aumentado desta neoplasia. Contudo, este risco pode
atingir até 80%, quando, na populacdo em geral o risco é de 8% a 10%. Este elevado risco
poderia ser explicado pela alta penetrancia destas mutagdes (Dufloth, 2004; Hoskins et
al., 1995; Haber & Fearon, 1998).

1.4.2- Tipos de cancro de mama

Genericamente, os tumores malignos da mama podem ser divididos em 3 formas:

esporéadicos, familiais e hereditarios (Figura 5).

1.4.2.1 Cancro da mama esporadico

Os tumores do tipo esporadicos correspondem a grande maioria dos casos e
consideram-se que estejam associados a mutagdes somaticas predominantemente

decorrentes da exposicéo a fatores de risco ambientais (Ward, 2002). Na maior parte dos
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casos sdo tumores que aparecem em mulheres em idade mais avancada, entre os 60-70

anos de idade onde geralmente néo existe historico familiar importante da doenga.

Cerca de 75-80% dos casos de CM sdo do tipo esporadico, no qual ndo ha como
estabelecer um fator determinante Unico. Mesmo sendo 0 mais comum, 0S casos pontuais
sdo imprevisiveis e pode afetar mais do que um membro da familia. Dentre as possiveis
causas estdo as mutacGes somaticas, que ficam acumuladas no tecido mamario ao longo
da vida. Por isso, a identificacdo desses tipos de mutacdes permite ndo s6 uma melhor
compreensdo da carcinogénese como também possibilita a criacdo de tratamentos cada

vez mais personalizados dirigidos a alvos moleculares (Nagy,n.d.; Zanetti, 2015).

O cancro esporadico, além de ser causado pela exposicdo a fatores de risco
ambientais, as caracteristicas pessoais genéticas também aumentam a vulnerabilidade a
estes fatores de risco (Cancro Esporadico | Cancro Na Familia, n.d.). Normalmente ndo
se observa agregacdo de casos de cancro entre os familiares, sem padrdo de heranca
definido.

Uma menor parcela, aproximadamente 20-25%, s&o do tipo familiar (Freitas,
2019). Um dos fatores de predisposicédo para 0 CM é a ocorréncia de mutacao germinativa

nos genes BRCA1 ou BRCA2, afetando entre 5-10% das pacientes diagnosticadas.

O cancro familiar corresponde a casos associados a algum outro diagnéstico de
CM na familia. Geralmente ndo ha evidencias de um claro padréo de heranga autossomica
dominante e a idade referente ao diagndstico dos casos ndo é precoce, e além disso, ndo
se identificam mutacOes germinativas de predisposicdo ao CM. Estima-se que a
ocorréncia destes “agregados familiares de CM” advém de uma combinacao de fatores
genéticos (mutacdes e/ou polimorfismo em genes de baixa penetrancia) e ambientais
(exposicdo ambiental, perfil reprodutivo e/ou social comum a diferentes membros da

mesma familia).

Os tumores hereditarios da mama sdo decorrentes das alteracfes herdadas
(mutagdes germinativas em genes de predisposicao de alta penetrancia) no qual conferem
uma predisposi¢do mais elevada ao cancro correspondendo de 5-10% de todos 0s casos
de tumores malignos da mama (A. de la Chapelle, n.d.). Considera-se que a presenca de
uma mutacdo germinativa de alto risco para o desenvolvimento do CM constitui um
principal determinante da doenca, entretanto, mesmo 0s pacientes portadores destas

alteracdes acabam por sofrer influéncias advindas de outros fatores externos, podendo
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modular a expressdo de fendtipo. E importante notar que, apesar dos genes de
predisposicdo estarem no geral expressos em praticamente todos os tecidos, os portadores
de mutacgBes germinativas nestes genes sé apresentam tumores em apenas alguns 0rgaos.
Acredita-se que as variagOes alélicas e a atuacdo especifica de alguns genes modificadores

nos tecidos contribuam para este fenébmeno (Ewald, 2008; Fearon, 1997).

Esporadico

Familiar

Hereditario

Figura 5: Representagdo esquematica expressa em percentagem dos tipos de cancro de mama (retirado
de G. A. Silva et al., 2017)

Consoante o0 avanco da idade, a probabilidade de ocorréncia de alteragOes
mutagénicas aumenta, sendo o sexo feminino o mais predisposto a desenvolver o CM.
Todos os anos, mais de 1,6 milhdes de mulheres sdo diagnosticadas com CM, sendo que
apenas 13.000 representa CM masculino, o que constitui 1% de todos os casos de CM. O
CM masculino aparece com maior frequéncia em homens com idade compreendida entre

60 a 70 anos, embora também possa ocorrer em qualquer idade.

1.4.2.2- Cancro de mama hereditario

Os cancros hereditarios séo caracterizados tipicamente pela presenca de mutactes
em genes de suscetibilidade que conferem um risco elevado de desenvolvimento de
cancro, pela transmisséo vertical por meio da mée ou do pai, assim como pela associagédo

a outros tipos de neoplasia. Este tipo de tumores normalmente tem uma idade de inicio
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mais precoce em relacdo aos cancros esporadicos e exibe um padrdo maior de transmissao
autossémico dominante (Boeri et al., 2011)\. Os individuos mais afetados sdo os que
pertencem a faixa etaria jovem, isto €, antes dos 50 anos de idade. Refere-se a um padrédo
de heranca autossémico dominante onde os sujeitos afetados, em cada geracao, sdo do
mesmo lado familiar (L. de S. Morais, 2016; Marchina et al., 2010).

O carcinoma hereditario da mama compreende uma doenca autossémica
dominante resultante de mutacGes da linha germinativa dos genes supressores tumorais
BRCAL e BRCA2, e em menor percentagem do gene CDH1 (Grady et al., 2000; Tamura
et al., 2000). Os genes BRCA1/2 foram os primeiros a serem associados ao CM
hereditario. Os portadores de mutacGes nestes genes apresentam um risco aumentado de
desenvolver CM, sendo causa mais comum de cancro da mama hereditario identificada
até ao momento (Parkes et al., 2017). Estima-se que 1 em cada 980 pessoas apresenta
uma mutacdo no gene BRCAL e que 1 em cada 735 possui uma mutacao no gene BRCA2
(Parkes et al., 2017). Até o momento, mais de 26900 variantes distintas ja foram descritas
em BRCA1 e BRCA2, sendo encontradas por toda a extensao de ambos os genes. Destas,
sdo classificadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas 4.311 mutacdes em
BRCAL e 5.198 em BRCA2. A maioria sdo pequenas alteracfes como substituices de
base ou delecdes e insercdes (Dunbier & Guilford, 2001).

O gene CDH1 também estd associado a alguns tipos de cancro hereditarios,
designadamente, carcinoma gastrico difuso (CGD) e carcinoma lobular da mama (CLM)
(Dunbier & Guilford, 2001; Cisco et al., 2008). Aproximadamente 100 mutacdes
germinativas no gene CDH1 ja foram identificadas. Os tipos mais comuns de mutacédo
sdo pequenas insercdes ou delecbes (35% das mutacbes). As outras mutacles estdo
espalhadas entre “missense” (28%), nonsense (16%), local de “splice” (16%) e grandes

delecBes exdnicas (5%) (Grady et al., 2000).

A histdria familiar constitui um importante fator de risco para o desenvolvimento
de CM, relacionado com fatores geneticos (Kerr & Ashworth, 2001; Walavalkar et al.,
2015). Segundo alguns estudos realizados na década de 90, mutagbes em genes
supressores de tumor, tais como BRCA1 e BRAC2, contribuem para um risco aumentado
de desenvolvimento do CM e do ovario (Coelho et al., 2018; Vieira et al., 2008). Por
exemplo, nas familias onde ha diversos casos de CM, a neoplasia estava implicada a
BRCAL em 52% e a BRCA2 em 32% das familias. Entretanto, para as familias com CM
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e de ovario, 84% dessa doenca estava ligada a BRCAL e 14% a BRCA2 (Walavalkar et
al., 2015; Kerr & Ashworth, 2001).

A identificacdo dos casos de cancro da mama hereditario é imprescindivel por
razdes diversas. Primeiramente, os individuos afetados apresentam um risco cumulativo
vital aumentado comparativamente ao da populacdo para o desenvolvimento de outros
tipos de cancro. Em segundo lugar, porque outros familiares de um individuo afetado
podem apresentar risco para o cancro hereditario (Cancro: Os Nameros Que Ja Sdo Uma
Realidade — Observador, n.d.-a). E por fim, porque medidas de rastreamento intensivo e
de profilaxias como cirurgias profilaticas e quimioprofilaxia auxiliam na diminui¢do
significativa do risco de desenvolvimento de cancro em portadores de mutacdo (Coelho
et al., 2018; (Mavaddat, n.d.).

1.4.3 - Classificacao histologica do cancro da mama

O CM ¢ uma neoplasia com origem nos tecidos mamarios, geralmente nos ductos
ou nos Iébulos. O adenocarcinoma esta entre 0 mais comum de todos os tipos de tumores
mamarios correspondendo a 95% dos casos. Dentro deste grupo estdo os tumores
invasivos, sendo os mais frequentes: o carcinoma ductal invasivo (CDI), que corresponde
a 55% dos casos e o carcinoma Lobular invasivo (CLI), que corresponde a 15% (Figura
6). Normalmente, ambos se originam nos ductos, na unidade terminal ducto-lobular que
comeca a invadir o parénquima. Os carcinomas ductais iniciam-se nos ductos e 0s
lobulares tem origem nos I6bulos. Quando inicia numa Udnica célula, em
aproximadamente 70% das doentes, comeca a expandir lentamente, duplicando o seu
volume de dois em dois, a nove em nove meses. A maioria dos tumores tem origem no
epitélio ductal e sdo conhecidos como carcinoma ductal invasivo (Amorim, 2011; STUR,
2017).

O cancro de mama por ser caracterizado como um grupo heterogéneo de doenga, hé outros
subtipos de carcinomas diagnosticados, como tumores epiteliais, carcinomas de mama
invasivo, tumores epiteliais-mioepiteliais, lesdes precursoras, lesbes proliferativas
intraductais, lesdes papilares, proliferagdes epiteliais benignas, tumores mesenquimais,
tumores fibroepiteliais, tumores do mamilo e linfomas malignos (Coelho et al., 2018;
STUR, 2017).
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Tébulo-lobular
Comedo Papilar
Micropapilar _ Cribiforme
Solido Baixa variagio Ductal Lobular
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Figura 6: Classificacdo histoldgica dos principais subtipos de cancro de mama (A)- Origem do
carcinoma ductal invasivo, (B)- Origem do carcinoma lobular invasivo, (C)- Esquema representativa
da heterogeneidade dos tumores mamarios baseados nos padrées de desenvolvimento da neoplasia
(Adaptado de STUR, 2017)

1.4.4- Estadiamento dos tumores mamarios

O estadiamento tem por objetivo avaliar a extensdo do tumor. Os estagios do
cancro de mama fazem referéncia a classificacdo da doenca de acordo com sua extensdo
ou gravidade. Esta classificacdo baseia-se nas caracteristicas do tumor primario (tumor
das mamas), nas caracteristicas dos ganglios linfaticos da mama (se o cancro invadiu 0s
ganglios préximos), e na presenca ou auséncia de metastase a distancia (Organization,
n.d.; Saslow et al., 2007).

Esta estratégia € essencial no progndstico e selecdo de tratamento adequado para
0 tumor. Para isso, utiliza-se a nomenclatura TNM: T — dimensdo do tumor; N-
atingimento dos ganglios regionais e M- metastases a distancia. No estadiamento clinico,
além da mamografia inicial, outros exames podem ser necessarios, como tomografia
computadorizada (TC) do torax, ecografia, tomografia computadorizada ou ressonancia
magnética do abdoémen e cintigrafia 6ssea. No caso do CM, existem cinco estadios como

ilustra a Tabela 1.

A combinagdo da informacdo obtida através da classificagio TMN permite
determinar o estadiamento do tumor (Tabela 2). Geralmente, quanto menor o estadio,

melhor o progndstico (Saslow et al., 2007).
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Tabela 1: Classificagdo TNM — Tamanho, Nodulos e Metastases (Adaptado de Sobin et al., 2004)

Dimensdo do Tumor Nédulos linfaticos afetados
Sem nodulos afetados

Sem evidéncias do tumor primario

Metastases nos ganglios linfaticos axilares

< 2em homolaterais
Metastases nos ganglios linfaticos axilares
2a4dcm homolaterais fixos entre se (conglomerado)
0u a outras estruturas
Metéstases nos ganglios linfaticos
> 4cm infraclaviculares homolaterais ou ganglios

linfaticos supraclaviculares homolaterais

Metéstase em outros drgaos
Sem metéastases a distancia
Com metastases a distancia

Tabela 2: Estadiamento do tumor de acordo com a classificagdo TNM, Tis-tamanho insito (Adaptado de
Brierley et al., 2017)

ESTADIOS T N M
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio 1 T1 NO MO
Estadio 2 T2 N1 MO
Estadio 3 T3 N2 MO
Estadio 4 Qualquer T N3 M1

1.4.5 - Classificacdo molecular do cancro da mama

A classificacdo molecular do CM ¢ feita com base no seu padrdo de expressdo
genética. Esta classificacdo inclui a determinacdo do nivel de expressdo de recetores de
estrogénio (ER), recetores de progesterona (PgR) e recetores do fator de crescimento
epidérmico tipo 2 (HER2- Human Epidermal growth factor Receptor-type 2), proteinas

que constituem os diferentes biomarcadores preditivos em cancro da mama.

De acordo com os parametros moleculares referidos, o cancro da mama pode
dividir-se em 4 subtipos diferentes: Luminal A e Luminal B, sobreexpressdo de HER2
(HER2+) e triplo negativo (Triple Negative Breast Cancer -TNBC) definidos pelos
imunofenotipos dos recetores hormonais ER, PgR e HER2 através do exame da
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imunohistoquimica (Oliveira, 2018; Monnot & Romero, 2018; Filho & de Lucena
Ferreira, 2011). Utilizando estes biomarcadores tumorais é possivel classificar os tumores
em seguinte grupos: cancro positivo para recetores hormonais; cancro negativo para
recetores hormonais com sobre-expressao de HERZ2; e os triplos negativos (Ramos et al.,
2016), no qual ndo existe expressdo aumentada de nenhum dos recetores (Tabela 3).
Além destes, nesta classificagdo é ainda considerado a expressao de Ki67, um marcador
de mitose, e, portanto, indicador de agressividade tumoral (STUR, 2017; A. Karimaian,
F. Majidinia, M. Baghi, HB, 2017; Oliveira, 2018).

Tabela 3: Classificagdo molecular do cancro da mama: subtipos distintos baseados no padréo de

expressao genética (Adaptado de Cirqueira et al., 2011; Nowikiewicz et al., 2017).

Subtipo de tumor Expressao de recetores hormonais e proteinas

Luminal A RE e/ou PgR positivo(s), HER2 negativo, Ki-67<14%

Luminal B1 RE e/ou PgR positivo(s), HER2 negativo, Ki-67>14%

Luminal B2 RE e/ou PgR positivo(s), HER2 Positivo, Ki-67>14%

HER?2 subexpressdo RE e PgR Negativo(s), HER2 Positivo

Triplo Negativo RE, PgR e HER2 Negativos

Na classe positiva para recetores hormonais, estdo os subtipos luminal A e luminal
B, que se diferenciam entre si por indice de proliferacdo celular, onde o subtipo luminal
B apresenta um valor elevado em relacdo ao luminal A e por conseguinte, um pior
prognoéstico(Gaudet et al., 2011). Este parametro € obtido por meio do indice mitético Ki-
67, no qual a expressao da proteina Ki-67 € avaliada através do percentual de ndcleos
marcados por imuno-histoquimica, de forma a determinar a fracdo de células em

proliferacdo (Ramos et al., 2016).

Os tumores do tipo Luminal A (ER+/PgR +/HER2-) (40% dos casos) originam-
se nas células do lumen dos ductos das glandulas mamarias. As celulas tumorais luminais
A tendem a ser positivas para ER e PgR, mas negativas para HERZ2, e estdo presentes em
tumores em estadios 1 e 2. Geralmente, sdo subtipo que apresenta melhor progndstico e

por conseguinte, respondem bem a terapia hormonal (Mehrgou & Akouchekian, 2016).
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Dentro do cancro luminal B (ER+/ PgR+/HER2-/+) inserem-se os subtipos B1 e
B2, podendo ou ndo expressar o HER2 (Amorim, 2011; (Cancro | SNS24, n.d.).
Normalmente, as neoplasias positivas para recetores hormonais, em especial as do subtipo
luminal A, séo sensiveis ao tratamento com tamoxifeno (agonista parcial dos recetores de
estrogenio) e com inibidores seletivos da aromatase, como o anastrozol. Por este motivo,
na maioria dos casos, o tratamento é apenas este. O subtipo Luminal B (20% dos casos)
também deriva das células epiteliais luminais, entretanto, € menos agressivo e nao
responde tdo bem ao tratamento com tamoxifeno, pelo que requer terapia citotoxica
adicional. Este tipo de neoplasia além de apresentar um crescimento mais lento, tem
menor probabilidade de atingir os ganglios linfaticos. Em comparagdo com os tumores
luminais A, os tumores luminais B sdo detetados em mulheres mais jovem e esta
associado a um pior progndstico em relacdo aos luminais A por conta de uma maior
potencial de proliferacdo evidenciado pelo Ki-67 (Gaudet et al., 2011; Monnot & Romero,
2018; Silva et al., 2019; Mehrgou & Akouchekian, 2016).

Os carcinomas HER2+(ER-/ PgR-/HER2+), em que existe um aumento da
expressao da proteina HER2 (10 a 15% dos casos), possui 0 segundo pior progndstico em
relacdo a pacientes que ndo apresentam esta amplificacdo génica, entretanto, o uso de
terapia alvo molecular melhora o prognostico. Neste tipo de carcinoma, no qual ha
auséncia de recetores hormonais, as células sdo estimuladas a se dividirem mais
rapidamente, existindo um maior risco de metastizacdo. Por este motivo, o tratamento
recomendado é a associacdo de quimioterapia e imunoterapia, com trastuzumab, um
anticorpo monoclonal anti-HER2, que inibe a ativacdo do HER2, através da sua ligacao
ao dominio extracelular do HER2 inibindo a proliferacdo de células neoplésicas com
sobre-expressdo do HER2. A utilizacdo de imunoterapia nos tumores que expressam o
HER2, permite um aumento de cerca de 30% da taxa de sobrevivéncia, quando

comparado ao uso somente de quimioterapia (Silva et al., 2019; Gaudet et al., 2011).

No caso de cancro triplo negativo (15 a 20% dos casos), no qual englobam os
carcinomas basal-like (ER/ PgR/HERZ2-), apresentam carateristicas bioldgicas Unicas,
devido a sua elevada heterogeneidade e pelo facto de ndo expressarem nenhum dos
marcadores acima mencionados, ndo sendo possivel estabelecer um tratamento padréo.
Uma dessas categorias é chamada de tipo basal porque essas células tumorais possuem
caracteristicas semelhantes as células externas (basais) que revestem os ductos mamarios.

Esses tumores tendem a ocorrer em mulheres mais jovens e afro-americanas. A maioria
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dos cancros de mama associados ao gene BRCAL ¢ triplo negativo. Esses subtipos de
tumores (triplo-negativo e 0 HER2+) sdo marcadores de progndstico para recorréncia
locorregional e estdo mais predispostos a desenvolver metéstase a distancia, quando
comparado aos pacientes com RH+ e HER2—-. Devido a expressao negativa de todos o0s
alvos moleculares, torna-se inelegivel o tratamento com terapias direcionadas, sendo a
quimioterapia a op¢do mais viavel e, em maior parte dos casos, a Unica. Hoje em dia,
estes doentes sdo submetidos a terapias combinadas incluindo cirurgia, quimioterapia e
radioterapia e por apresentarem uma particularidade de reincidir e desenvolver metastases
de forma mais agressiva, faz com que seja o subtipo de cancro da mama com pior

prognostico e com menor taxas de sobrevivéncia (Oliveira, 2018).

Regimes de quimioterapia baseados em antraciclinas e taxanos aumentaram a taxa
de resposta patologica completa. Ao contrario do subtipo molecular luminal A, em que a
taxa de resposta patoldgica completa é baixa, chegando apenas a 6,7% (Schott & Hayes,
2012; Von Minckwitz et al., 2012).

1.4.6 — Descricdo dos marcadores usados na classificacdo molecular do cancro da

mama

Os marcadores moleculares constituem alvos para a terapia farmacoldgica, sendo

assim muito relevantes e utilizados para a classificagdo dos tumores.

1.4.6.1- Recetor de estrogénio (ER)

O estrogénio € uma hormona esteroide que controla varios processos celulares de
entre eles, a divisdo celular, o crescimento, a diferenciacédo e a proliferacdo. A aromatase
é uma enzima que converte o androgénio em estrogénio. O estrogénio liga-se ao recetor
de estrogénio, levando a alteracfes na expressao de genes e consequentemente a ativacao
de vias de sinalizacdo no qual regulam os processos de crescimento celular, incluindo o
controlo do ciclo celular e a via de sinalizacdo (Saha Roy & Vadlamudi, 2012; L. de S.
Morais, 2016).

Estes recetores sdo fundamentais para o desenvolvimento sexual e funcéo
reprodutora, entretanto, desempenham também um importante papel noutros tecidos,

incluindo o 0sseo. Os recetores de estrogenio também estdo envolvidos em processos
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patoldgicos, como o CM. A expressdo da proteina ER ocorre em 73-75% de todos 0s
CMs, geralmente, acompanhada da expressdo do PgR, no qual ocorre em metade dos
CMs positivo para HER2 (L. de S. Morais, 2016; (TL, Gonzalez, M. Hancock, S. Sun,
CL. Gersch, JM. Larios, W. David, 2020).

O ER por fornecer um indice de sensibilidade ao tratamento enddcrino tanto com
o tamoxifeno como com inibidores de aromatase, representa o primeiro e 0 mais
importante biomarcador de progndstico e predicdo no CM. Aproximadamente 70-80%
dos CMs expressam esse marcador (Dai et al., 2016; T. Okumura, K. Ikeda, T. Ujihira,
K. Okamoto, K. Horie-Inoue, S. Takeda, 2018).

O ER é o alvo direto das terapias enddcrinas uma vez que 0s tumores que possuem
recetor de estrogénio positivo (ER+) usam o esteroide estradiol como seu principal
estimulo para crescimento. Nisto os beneficios na terapia enddcrina sdo elevados, com
reducdo de taxas de recorréncia local, contralateral e a distancia e reducéo da mortalidade
por CM em 15 anos (T. De Marchi, J. A. Foekens, A. Umar, n.d.)

Os ER estdo divididos em recetores de estrogénio-alfa (ER-0) e recetores de
estrogénio-beta (ER-B). O ER-a é, por conseguinte, o0 mais abundante no organismo. Este
é codificado pelo gene ESR1, localizado no genoma humano, no braco longo do
cromossoma 6, na posicao 25 (6g25.1). Por outro lado, 0 ER-B, é codificado pelo gene
ESR2 que esta localizado no braco longo do cromossoma 14, na posigdo 22 (14g22). A
sinalizacdo por estrogénio resulta de um balango entre esses dois ER opostos: o ERa
(forma avaliada clinicamente) e o Erf. A expressdo do ER é muito relevante uma vez que
auxilia na classificacdo do tipo de CM, atua no reparo de DNA, na angiogénese,
progressao do ciclo celular e apoptose (Surekha et al., 2009). Por outro lado, constitui um
importante dado preditor de eficacia em trés classes de agentes endocrinos, usados para
o tratamento do CM, como: os “downregulators” seletivos do estrogénio (SERD), 0s
inibidores de aromatase e os moduladores seletivos do recetor de estrogénio (SERM)
(How to Read Hormone Receptor Test Results, n.d.; National Center for Biotechnology
Information, U.S. National Library of Medicine, Clinically Relevant Variation (ClinVar)
-NCBI, n.d.)
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1.4.6.2- Recetor de Progesterona (PgR)

O PgR faz parte de um membro da superfamilia dos recetores de horménios
esteroides e pertence um efetor negativo da sinalizacdo de ER. Os PgR-A e PgR-B séo as
duas isoformas primarias existentes do PgR codificadas pelo mesmo gene. Mesmo sendo
semelhantes, estas na transcricdo na célula apresentam atividades muito diferentes. Esta
diferenga centra-se na regido amino-terminal, onde o0 PGR-B apresenta um dominio de
transativacdo adicional. Tal diferenca ira fazer com que a PGR-A atue como um repressor
da atividade de PGR-B. Alguns Estudos sugerem que PGR-A e PGR-B estejam
implicados na regulacéo de diferentes genes, e que 0s seus niveis de expressdo estejam
relativamente diferentes (STUR, 2017; L. de S. Morais, 2016).

A expressdo do PgR é fortemente dependente da presenca do ER. Normalmente,
a expressdo do PgR acontece juntamente com ER, e 50% dos tumores no minimo
apresentam esta caracteristica. Apenas 1% de todos os casos de CM apresentam tumores
que expressam apenas PgR sem estar acompanhado do RE. Por esta razao, tumores desta
natureza passam por um novo teste com o intuito de avaliar o ER e descartar a
possibilidade da existéncia de um falso negativo. Foram descritos alguns beneficios
limitados com o uso de tamoxifeno em alguns casos raros onde existe apenas expressao
PgR, por isso, a terapia endocrina € ainda a mais recomendada (STUR, 2017; (Buitrago
etal., 2011).

O PgR pode potencializar a proliferacdo de glandulas mamarias podendo
desencadear o desenvolvimento do CM (STUR, 2017; Kos & Dabbs, 2016). Este gene
esta localizado no braco longo do cromossoma 11, na posi¢do 21 (11g22.1). A proteina
esta implicada no processo fisioldgico do progesterona, e tal como o estrogénio, esta
também desempenha um importante papel na reproducdo, estabelecimento e manutencao
da gravidez. Além disso, o PgR também desempenha um papel imprescindivel na
patogenicidade dos cancros, sobretudo no CM. Em aproximadamente metade dos casos
de CM ocorre a expressdo dos PgR e nos CM invasivos ocorre em 55 a 58% dos casos.
Estudos evidenciam que no CM metastatico, 0s pacientes com expressdo tanto do ER
como do PgR respondem melhor ao tratamento anti-estrogénio comparado com aqueles

que apresentam apenas ER (Buitrago et al., 2011; L. de S. Morais, 2016).
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1.4.6.3- Recetor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2
(HER?2)

O HER?2 pertence & familia dos recetores de crescimento epidermais humanos
(EGFR - epidermal growth factor receptors), juntamente com HER1, HER3 e HER4. Os
membros dessa familia estdo implicados na regulacdo do crescimento, sobrevivéncia,
diferenciacdo e migracdo celular, assim como outras respostas celulares por meio de
diversas vias de sinalizacdo onde promovem o crescimento tumoral (Ferrero-Pods et al.,
2000; STUR, 2017; Kos & Dabbs, 2016).

O HER2 é uma tirosina quinase ligada @ membrana. O gene HER2 também
denominado ERBB?2, esté localizado no cromossoma 17. Assim como 0s ER e 0s PgR, o
gene HER2 é codificada por uma proteina HER2 com funcdo de recetor, que ajuda no
controle do crescimento natural das células e na sua divisao, entretanto, a sua expressdo
esta aumentada em cerca de 25% dos casos de cancro de mama, exercendo a mesma
fungéo, mas de forma mais intensa (L. de S. Morais, 2016). A expressdo do HER2 tem
sido associada a maior agressividade bioldgica do tumor, resisténcia a alguns tipos de
tratamento, metastase linfonodal, e a piores prognosticos. Isto acontece porque a proteina
de membrana codificada por HER2 permite que as células tumorais principalmente da
mama, se desenvolvam mais rapidamente, aumentando a sua duplicacdo tornando os

tumores mais agressivos (Slamon et al., 1987; Di Fiore et al., 1987).

Nos casos de CM, com uma amplificacdo no gene HER2, estes sdo denominados
de HER2+ e tendem a ser mais agressivos em relacdo aos CMs HER2-. Em casos de
cancro de mama hereditarios, por exemplo: mutagcdes nos genes BRCA gue sdo genes de
alta penetrancia, estes por norma ndo expressam HER2+. A presenca do HER2 por sua
vez estd associada a maior risco de recidiva tumoral. (Buitrago et al., 2011; L. de S.
Morais, 2016).

Em aproximadamente 20-30% de todos os CMs humanos existe uma forte
corelacdo entre a superexpressdo de HER2 e amplificacdo do gene que codifica esta
proteina. Por esta razdo, 0 HER2 é constitui um importante alvo molecular para terapias
especificas, como trastuzumab e lapatinib (Dai et al.,, 2016; EMC, 2014; Toss &
Cristofanilli, 2015).
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1.4.6.4- Proteina Ki-67

O gene MKI67 encontra-se localizado no brago longo do cromossoma 10, na
posicao 26 (10g26.2). Este gene codifica uma proteina nuclear associada ao processo de
proliferacdo celular. A proteina nuclear Ki-67 ndo € expressa nas células em repouso
(G0), entretanto, pode ser detetada nas fases G1, S, G2 e M do ciclo celular (Inwald et
al., 2013; Yadav et al., 2015).

O método de analise mais usado atualmente para a avaliacao deste marcador (ki-
67) é por imunohistoquimica. Em amostra de tecido mamario normal, no qual ndo ha
componente tumoral, é expresso em niveis muito baixos, aproximadamente 3% das
células. Através de coloracdo consegue-se usar 0 anticorpo monoclonal Ki-67 para
avaliacdo as fracGes de crescimento das populacdes de células tumorais em estudo

imunologico (Li et al., 2015).

Descobriu-se que através do percentual de células positivas para Ki-67 consegue-
se determinar se 0 pacientes possui bom prognostico ou se este pertence aos grupos de
mau prognostico, por meio da utilizacdo deste marcador de proliferacdo celular (Brown
et al., 1996; Molino et al., 1997).

Em 2007, foi realizado um estudo meta-analitico que demonstrou que um
resultado Ki-67+ confere um maior risco de recorréncia de CM diminuindo a taxa de
sobrevivéncia em pacientes com CM em idade mais precoce. A atividade proliferativa do
Ki-67 esta associada tanto ao grau de diferenciacdo tumoral, invasdo e metastase, como

prognostico (De Azambuja et al., 2007).

Existem diversos marcadores de proliferacdo, no entanto, o Ki67 além de sere uma
técnica de facil avaliacdo e reprodutivel e possuir um preco acessivel, também tem a
vantagem de ser um marcador que pode ser avaliado em blocos de parafina de material
do tumor (Klintman et al., 2010).

A expresséo de Ki-67 fornece informacéo tanto do estado de proliferacdo das
células tumorais, a capacidade de invasao das celulas tumorais, o estado de crescimento
do tumor como também da capacidade de metastizacdo dessas células. Quando o nivél de
expressao de Ki-67 é elevada, traduz-se num aumento de todos estes fatores, verificando-
se um aumento na proliferacdo das células, capacidade de invasdo das células tumorais,
metastases, e consequentemente um aumento do tamanho do tumor (Saslow et al., 2007;

Gonzalez, Hancock, Sun, Gersch, Larios, David, 2020).
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1.5- Genes associados a cancro da mama hereditario, com Elevada Penetrancia

Genes de elevada penetrancia sdo genes que ao sofrerem uma mutacdo hereditaria perdem
as suas fungdes podendo levar ao desenvolvimento de uma determinada doenca ou uma
alteracdo percetivel. Os genes BRCALl e BRCA2 sdo genes de elevada penetrancia,
carateristica no qual ira depender de diversos fatores (tipo de mutacdo e fatores
exogenos). Quando existe uma mutacao nestes genes, estes tornam-se inativos, levando
ao crescimento descontrolado de células podendo resultar no desenvolvimento do cancro
da mama. O gene CDH1 é também é um gene de elevada penetrancia. Mutagdes neste
gene poderd desencadear o desenvolvimento do cancro, especialmente da mama e
também do cancro gastrico (Hoyer et al., 2018). Diante do exposto, sera abordado a seguir

esses 3 genes acima mencionados.

1.5.1-BRCA1

O BRCAL1 foi mapeado pela primeira vez em 1994 como o primeiro gene de
predisposicdo ao cancro de mama, localizado no braco longo do cromossoma 17, na
posicdo 21, (17921) (Figura 7). Esse gene é composto por 5.500 pares de bases
distribuidas em 22 exdes nos quais codificam uma proteina de suscetibilidade ao CM tipo
1, com aproximadamente 1863 aminoacidos (Dufloth, 2004).

17¢21
BRCA1
I Chromosome 17

/”’/\

Nucleotides €.-232 c671 c.4097 4676 €.5468
1719 21

Exons 12345678 9 10 1112 1314} 15 16|18|20 IZ 23

-t e 1 e o |1mLlle|

1380dupA|
190T>G

4964_4982del19 |

Mutations

181T>G 3239T>A

(?_-4821)_(80+1_81-1)del 3257T>G
3331_3334delCAAG

3481_3491delGAAGATACTAG 5509T>C

5266dupC

3704_3707delACAA
3916_3917delTT

7/19 (36.8%) mutations within a region defined by ¢.3239-¢c.3917

Figura 7: Distribuicao de variantes patogénicas de BRCA1. As mutagdes detetadas duas

vezes sdo mostradas em negrito (Retirado de Toss et al., 2019)
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O gene BRCAL ¢ expresso em varios tecidos, como tecido mamario e ovariano.
Esse gene tem como principal fungdo o reparo do DNA na recombina¢do homologa e
também atua na regulacdo do ciclo celular. A expressdo do BRCAL acontece quando ha
uma instabilidade genémica mediada por estrogénio (Walavalkar et al., 2015; R. M.
Dufloth et al., 2005)

A proteina do gene BRCAL é um supressor tumoral e desempenhando um importante
papel na manutencdo da integridade e estabilidade genética da célula. O BRCA esta
implicado com diversas proteinas, como outros supressores de tumor, sensores de dano
no DNA e transdutores de sinal. Estas associag0es resultam na formacdo de um complexo
proteico, denominado de complexo de fiscalizacdo do genoma de BRCA1 (Basc) (Roy et
al., 2012; Amendola & Vieira, 2005).

A intervencgdo do gene BRCAL é descrita em varios mecanismos da vida celular,
interagindo na regulacéo da transcricao de genes, na ubiquitinacdo, influenciando também
na reparacdo do DNA e consequentemente na progressao do ciclo celular (Yang et al.,
2015). A reparacdo do DNA é a funcdo principal do BRCAL.

A proteina BRCAL possui quatro dominios principais: O dominio zinc finger, dois
dominios BRCT e o dominio da serina. O dominio RING zinc finger localizado na
extremidade amino-terminal da proteina interage com o dominio RING da outra proteina
denominada de BARDL1 (Figura 8). O complexo BRCA1/BARD1 funciona como uma
ligase ubiquitina E3. Na regido de repeti¢do carboxi terminal, estdo os 2 BRCT que sdo
responsaveis pela ativacdo da transcri¢do dos genes ligando a um dominio da proteina
GAL4 regulando assim a ativacdo da transcricdo do DNA. Além disso, as 2 repeticGes
BRCT néo so se liga a fosfopeptideos que participam do reparo do DNA e dos pontos de
checagem do ciclo celular, como também interagem com outras proteinas como
BACHL,CtIP, RAP80 e CCDC98. O dominio da serina possui varios sitios de
fosforilacdo que sdo fosforilados por quinases ATM. Quando hd um dano no DNA as
quinases ATM séo ativadas e a proteina BRCA faz o reparo do DNA. Por outro lado, o
BRCA1 também interage com a RAD51 participando na detecdo e recombinagdo de
quebras da dupla fita de DNA(Fostira et al., 2012; Sheikh et al., 2015).

Quando o gene BRCAL é danificado devido a uma mutacéo, todos 0s mecanismos
celulares em que este esta envolvido acabam por ser comprometidos, originando uma

reparacdo deficiente do DNA, defeitos na transcricdo dos genes e comprometimento da
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fase G2, 0 que leva a uma desregulacdo do ciclo celular, principalmente ao nivel dos
“checkpoints”. Todas essas mutagdes resultam em um encurtamento proteina BRCAL que
a impede de realizar suas fungdes fisiologicas dando origem ao aparecimento do cancro.
A extrema agressividade do cancro de mama do tipo triplo negativo tem sido associado a
mutacdes BRCA1 (Fostira et al., 2012; Sheikh et al., 2015). Atualmente, mais de 1.600
mutacOes foram identificadas no gene BRCAL, e a maioria delas promove frameshifts
resultando em proteina missense ou ndo funcional (Petrucelli et al., 1993; Petrucelli et al.,
2010).

RING finger NLS BRCT

T t

« 7 —p—
BRCAI D D 1863 aa

Proteinas de BARDI1 MNR BRCA2

interag¢ao BACH1
CtIP

RNAPII

Figura 8: llustracdo da proteina BRCAL representando a posi¢do do dominio RING finger do sinal de
localizagdo nuclear (NLS) e dos 2 dominios BRCTs ( Adaptado de West, 2003)

1.5.2- BRCA2

No ano seguinte (1995), foi mapeado o BRCA2 identificado no brago longo do
cromossomo 13, na posicdo 12 (13g12.3) (Figura 9). Esse gene é composto por 11.000
pares de bases dispostas em 27 exons que codificam uma proteina de suscetibilidade ao
CM tipo 2, compreendendo 3418 aminoé&cidos (Dufloth, 2004).
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13q12-13
BRCA2 V|

-

Chromosome 13 |

4

b y . =

//\

Nucleotides c.-227 ¢.1910 ¢.6842 c.8488 c.9649

13 15 17 19 21 23
Exons 1 23456789 10 11 12 14|16|18| 20 I 22I 24 25 26|27

ol 1o [ ie s

3847_3848delGT |

Mutations ‘ 51_52delAC 7180A>T|

9871delT
4889C>G

5621_5624delTTAA 7480C>T
75580T
6468_6469delT

8246_8247delAG
8247_8248delGA

9097dupA
9098_9099insA

7/16 (43.7%) mutations within a region defined by c.7180-c.8248

Figura 9: Distribuicdo de variantes patogénicas de BRCA2. As mutacdes detetadas duas

vezes sdo mostradas em negrito (Retirado de Toss et al., 2019)

Oito copias de 30-80 aminoacidos repetidos em uma parte da proteina é codificado
pelo exon 11. Esta repeticdo denominada de dominio BRC é a caracteristica mais
marcante da proteina BRCA2 e est4 presente em um terco dessa proteina. A sua funcéo é
mediada por interacdo com a RAD51 na reparacdo das quebras na dupla fita de DNA
(Walavalkar et al., 2015; Esteves et al., 2009). O dominio BRC serve de local de ligacao
para Rad51. Outra localizagdo na proteina BRCA2 que serve como local de ligacdo para
Rad51 é o terminal carboxilico da regido de BRCA2 denominada TR2 (Walsh et al.,
2010).

O gene BRCA2 tal como 0 BRCAL, é um supressor tumoral, atuando como protetor
do genoma celular. Esta proteina trabalha em diferentes fases da resposta aos danos no
DNA, e na reparacdo do mesmo. Desempenha funcdes importantes em diferentes
processos celulares, no qual inclui a ativacédo e a regulacéo transcricional, a reparacgao de
lesbes no DNA, além de atuar no controle do ciclo celular, da proliferacdo e diferenciacdo
celular (Pereira,1999).

O BRCA2 ¢é um mediador do principal mecanismo de recombinacdo homologa
interagindo com a proteina RAD51 (Figura 10). Células deficientes de RAD51 exibem
um fendtipo semelhante as células deficientes de BRCA2, fornecendo evidéncias a nivel

genético. As interacOes entre BRCA2 e RAD51 séo essenciais para a manutencdo da
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divisdo celular e da estrutura dos cromossomas (Amendola & Vieira, 2005; Roy et al.,
2012). Por outro lado, o PALB2 interage com o aminoterminal do BRCA2 levando a uma
maior estabilidade de BRCA2 em estruturas nucleares. Este permite que o BRCA2 realize
0 reparo de DNA na fase S do ciclo celular. O BRCA2 também esta envolvido na
recombinacdo homdloga na meiose atraves de uma interacdo com RAD51 e DMC1. A
deficiéncia de BRCA2 leva a déficits na segregacdo cromossdmica e a diversas
anormalidades cromossdmicas inesperadas que se desenvolvem ap0s Vérias divisdes
celulares (Nasmyth et al., 2000; Sheikh et al., 2015).

MutagOes nos genes BRCALl e BRCA2 levam a uma elevada predisposicéo
genética para 0 CM. Quando se trata do cancro de mama hereditério, tais mutagdes sdo
herdadas em padrdo mendeliano, ou seja, se um dos pais possuir mutacdo nos seus genes,
h& uma probabilidade de aproximadamente 50% de o filho herdar a mutacdo (Petrucelli
et al., 1993). Atualmente, mais de 1.800 mutacGes foram identificadas em BRCA2 e
grande parte dessas mutacdes consiste em dele¢des frameshift, insercdes ou mutacoes
sem sentido no qual levam a uma transcricdo prematura e consequentemente uma
producdo deficiente da proteina, conduzindo a perda de funcgéo significativas em genes
supressores de tumor (Yang et al., 2015; L. de S. Morais, 2016; Petrucelli et al., 2010).

helical domain

OB
. Dominios BRC ' 1 2 3 NLS
e LI R s
. — [——]
Proteinas de —— _0551

interag¢do

Figura 10: llustracdo da proteina BRCA2, aa=amino&cidos (Adaptado de West, 2003)

1.5.3-CDH1

O gene CDH1 (16g22.1) localizado no brago longo do cromossoma 16, na posigéo
22, codifica uma proteina transmembranar, a caderina—E, cujo segmento citoplasmatico
interage com as cateninas formando um complexo de ades&o intracelular. Os complexos
caderina-E- catenina s&o o tipo de ades&o intercelular mais comum no corpo humano. A

caderina—E desempenha um papel critico na formacdo da arquitetura normal da célula e
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manutencdo e integridade dos tecidos epiteliais. Além disso, também & considerado um

supressor tumoral do cancro de mama (Berx & Roy, 2001).

A perda de expressdo da caderina-E, estd associado ao principal acontecimento
carcinogénico no CLI da mama. A maioria dessas mutacGes sdo do tipo frameshift ou
nonsense. Essas mutacGes resultam na producdo de uma molécula de caderina—E néo
funcional com diminuicdo da atividade de adesdo. MutacGes gene CDH1 estdo
correlacionadas com o desenvolvimento do cancro gastrico, cancro lobular (CL) da
mama, colorretal, tiredide e cancro de ovario. Acredita-se que a perda da funcdo desse
gene contribua para a progressédo do cancro, aumentando a proliferacéo, invasdo e / ou
metéstase (Masciari et al., 2012; Cleton-Jansen et al., 2001; Sheikh et al., 2015).

A Figura 11 ilustra o tipo e localizagdo das variantes encontradas no gene CDH1 por
sequenciamento de nova geracdo através de um estudo realizado para analisar as
alteracdes somaticas de CDH1 em pacientes mexicanos com cancro gastrico esporadico

difuso e misto (Bustos-Carpinteyro et al., 2019).

(-3
=
16qg22.1 CDHI o
{ | Chromosome 16 o
o £
(13 w
= ) =t
k) @ ; i
n Precursor Extracellular = Cytoplasmic domain
1 2 3 4 5 61 7. 8
88C>A|  283C>T 1223C>T 1465insC 2164+2T>A 2494G>A|
4841G>A Del S17insA 1008+1G>\  1297G>A 1582del 1942G>T 2398delC

Figura 11: AlteragBes da linha germinativa CDH1 identificadas em carcinoma lobular da mama. As
mutacOes da linha germinativa CDH1 afetam toda a regido de codificacdo: 1 peptideo sinal, 3 sitios
precursores, 7 dominios extracelulares, 1 transmembranar e 2 citoplasmaticos, respectivamente
(Adaptado de Corso et al., 2016)

1.6- Mutacdes patogénicas em cancro da mama

Milhares de variantes que afetam os genes BRCA ocorrem no genoma humano,
mas apenas uma fragéo delas é conhecida de forma confiavel por causar suscetibilidade

ao cancro (Cline et al., 2018; Venkitaraman, 2019).
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Individuos que carregam mutagdes patogénicas em genes de predisposi¢do ao cancro tem
maior probabilidade de desenvolver a doenga ao longo da vida, sendo o risco entre 50-
80% para BRCA1 e 40-70% para 0 BRCA2 (Freitas, 2019). As mutagOes patogénicas mais
frequentes e que estdo presentes em pelo menos um quarto das mulheres com CM,
principalmente em idade jovem, sdo do tipo INDEL (insercdes e delecdes). (Chang et al.,
1982).

MutacOes em genes de alta, moderada e de baixa penetrancia constituem os trés
tipos de mutacdes genéticas associadas ao aumento do risco de desenvolvimento de CM.
As mutagdes em genes de alta penetrancia sdo do tipo mais raros na populagédo geral
(=0.1%), entretanto, quando estdo presentes representam um elevado risco de
desenvolvimento do cancro da mama (até 45 vezes superior ao da populacéo geral). No
caso das mutacbes em genes de moderada penetrancia estes tém uma prevaléncia de
=0.6% e estdo associadas a um aumento moderado do risco de desenvolvimento da
patologia (até 4 vezes superior ao da populacdo geral). No entanto, as mutagdes nos genes
de baixa penetrancia, no qual séo bastante comuns (5-50% da populacéo), apresentam um
risco minimo de desenvolvimento de CM (<2 vezes o risco da populacgéo geral) (Stratton
& Rahman, 2008).

De todas as muta¢6es conhecidas que aumentam o risco de CM, as muta¢c6es nos
genes BRCAL e BRCA2, sdo as mais importantes sendo ambos de alta penetrancia. Estas
mutacdes sdo responsaveis, s6 por si, por 7% dos casos de CMs, 14% dos cancros do
ovario e por aproximadamente 40% dos casos de CM hereditario. (Berliner & Fay, 2007)

Além de BRCA1 e BRCAZ2, existem alelos de suscetibilidade a mutac6es raras com
diferentes niveis de penetrancia e sao responsaveis por uma pequena fracdo dos casos de
cancro de mama hereditario (Tabela 4) . Por exemplo, 0 STK11/LKB1 que € um gene
que codifica um membro da familia serina-treonina quinase, regula a polaridade celular
e funciona como supressor de tumor. Mutacbes no gene STK11 esta relacionado a
sindrome de Peutz-Jegher, que é caracterizada por polipos hamartomatosos no intestino
delgado e esta associada também a um risco relativo de cancro de mama. Outra mutacao
altamente penetrante ocorre na fosfatase homéloga a tensina (PTEN) que é uma proteina
codificada pelo gene PTEN, um gene supressor de tumores. Mutagdes nesse gene esta
relacionada a sindrome de Cowden e esta associada a um aumento de 20 a 30% do risco
de cancro de mama ao longo da vida. Pacientes com mutagdes germinativas em TP53,

relacionadas a sindrome de Li-Fraumeni, a penetrancia do cancro de mama se aproxima
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de 100% se os portadores da mutacdo sobreviverem a infancia (Boardman et al., 1998;
Malkin et al., 1990; Godet & Gilkes, 2017).

Os genes de penetrancia moderada foram considerados recentemente como tendo
o status de genes hereditarios do cancro de mama e muitas vezes estdo relacionados a
funcdo BRCA. Portadores de mutacGes no gene ATM (ataxia-telangiectasia) ttm um risco
aumentado de cancro de mama (Renwick et al., 2006). O CHEK2, uma proteina quinase
envolvida em um ponto de checagem do ciclo celular na via de reparo do DNA
envolvendo BRCAL e TP53, possui variantes patogénicas que resultam em um risco duas
vezes maior de desenvolver o cancro de mama. No entanto, ndo confere risco em
portadores de mutacdo BRCA. Outro exemplo, o gene PALB2, também identificado como
o principal gene de interacdo com BRCAZ2, esta relacionado com a producdo de uma

proteina funcional que interage com BRCAZ2 para reparar o DNA danificado.

Estudos recentes demonstram que mulheres com niveis anormais de PALB2 tém
14% de risco de desenvolver cancro da mama até os 50 anos e 35% de risco até os 70
anos (Antoniou et al., 2014). Um estudo recente utilizando um painel de 25 genes
sequenciados em mais de 35.000 mulheres com cancro de mama revelou 9,3% da
populacdo testada apresentaram variantes patogénicas. Destas variantes, 51,5%
ocorreram em genes BRCA, 9,7% em ATM, 11,7% em CHECK2 e 9,3% em PALB2.
Perante esses resultados os autores ressaltaram a importancia de reconhecer que BRCAL,
BRCA2, PTEN, ATM , PALB2, CHEK2 bem como um grande nimero de variantes de
baixa penetrancia juntas respondem por aproximadamente 50% de suscetibilidade ao
cancro de mama (Couch et al., 2016). Esta descoberta demonstra a natureza poligénica
do risco de cancro de mama e indica que mais variantes que contribuem para o risco de

cancro de mama precisam ser descobertas (Godet & Gilkes, 2017).
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Tabela 4: Mutacgdes em genes de alta, moderada e baixa penetrancia e risco relativo de desenvolvimento
do cancro da mama (Adaptado de N. Mavaddat, AC. Antoniou, DF. Easton, n.d.)

ALTA PENETRANCIA
BRCA1 17921 5-45
BRCA2 13q12.3 9-21
TP53 17p13.1 2-10
PTEN 10g23.3 2-10
STK11 19p13.3 2-10
CDH1 16qg22.1 2-10

MODERADA PENETRANCIA

PALB2 16p12.1 2-4
ATM 11g22.3 2-3
CHECK2 22ql12.1 2-3
BRIP1 17q22-g24 2-3

BAIXA PENETRANCIA
ESR1 60g25.1 1.29
FGFR2 10926 1.26
TOX3 16q12 1.20
MRPS30/FGFR10 5p12 1.19
NOTCH2/FCGR1B 1p11.2 1.14
MAP3K1 5q11 1.13
TNP1/IGFBP5/IGFBP2/TNS1 2935 1.12
NEK10/SLC4A7 3p24 1.11

Na populacdo em geral as mutacbes deletérias nos genes BRCAL e BRCA2 sdo
raras, entretanto, sao mais elevadas nos casos de CM hereditario. Este tipo de mutacdes
em familias com historial de CM é predominante em aproximadamente 20% e 12,4% em
casos de cancro de mama em idades inferiores a 35 anos. Os casos com mutagdo deletéria
no gene BRCAL a predominancia é para carcinomas ductais triplo negativos e historia
familiar de CM. Por outro lado, as mutagdes nos genes BRCA2 apresentam igualmente
mais casos ductais do que lobulares, sendo assim os casos de CM de componente

hereditaria sdo minoritariamente de origem lobular (EI Saghir et al., 2015).

As mutacdes nos genes BRCA podem ser diferentes dependendo da populacéo em
causa. A Tabela 5 representa as muta¢des mais prevalentes nos genes BRCA1 e BRCA2

em alguns paises da Europa.

w
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Tabela 5: Mutagdes mais prevalentes nos genes BRCAL e BRCA2 em alguns paises da Europa (Retirado
de Sirvent et al., 2008)

Mutacioes no gene BRCA1 Mutacies no gene BRCA2
c.181T=G c.8363G=A
c.53206dupC c.3754+1GA
c.1687C=T c.3860delA
c.3016 3019del4
c.2676_267%deM
c.3481 3491delll Nao descritas
c.5128G=T
.68 6%delAG c.2808 2811del4 (Castilla-Leon)
¢.211A=G (Galicia) c.6629 6630delAA
c.5117G=A c.9026_9030del5
c.5123C=A c.9310 9311delAA
c.470 471delCT c.5146 5149deld
c.3153-1G=A
Niio descritas c.156 _157insAln
exon 17 deletion c.1813dupA
¢.5266dupC c.4478del4
c.181T=G c.2098dupA
c.4065_4068deld
c.2338C=T
c.2350dup G c.510+1G=A
c.212+3A-G c.6275 6276delTT
c.3601G=T c.8904delC
c.2685 26086delAA c.5351dupA
c.2103del5 c.6275 6276delTT
c.1292dupT
exon 13 deletion (3.8-kb)
exon 22 deledon (510-bp)

A identificacdo de mutacdes hereditarias que permitam avaliar precocemente o risco de
desenvolvimento de carcinoma hereditario da mama € de grande pertinéncia para as
populacdes atingidas. Os dados relacionados a prevaléncia, incidéncia, mortalidade e
sobrevida de pacientes com cancro sdao uma fonte indispensavel de informacdes com
relacdo as estratégias, detecdo precoce, diagnéstico e tratamento da doenca e um suporte
para a melhoria das politicas de salde e dos sistemas de cuidados com a saude (Freitas,
2019). Atualmente, os painéis geneticos utilizados para diagnostico de mutacdes em
genes de predisposicdo a cancro permitem analisar mutacoes em 25 ou 30 genes, de
acordo com o painel escolhido, originando assim, uma grande quantidade de informagéo
cuja anélise pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes de
detecdo precoce e/ou recomendacdes terapéuticas, para as quais se almeja contribuir neste

trabalho de mestrado.
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2- Objetivos

As neoplasias da mama constituem atualmente um grave problema de satde publica e a
do carcinoma lobular da mama nédo tem diminuido em Portugal (Freitas, 2019). Embora
seja do conhecimento comum que nas neoplasias estdo envolvidos fatores genéticos
hereditarios e/ou fatores ambientais, a contribuicdo da componente hereditaria esta ainda

pouco explorada e é desconhecida na populacéo do Alentejo.

A identificacdo precoce de mutacOes hereditarias associadas a sindrome de mutacdes
germinais dos genes BRACAL, BRACA2 e CDH1 permitira providenciar aconselhamento
genético e adotar estratégias de reducdo de risco de desenvolvimento de cancro da mama

em portadores e seus familiares.

Nesse sentido, o principal objetivo deste trabalho consiste em estudar a prevaléncia de
mutacdes dos genes BRCA1, BRCA2 e CDH1 na populacdo de doentes portadores de

carcinoma da mama no Alentejo. Especificamente pretende-se:
a) Analisar a prevaléncia das mutacdes germinais em BRCA1, BRCA2 e CDH1;
b) Identificar mutac6es nos genes, BRCA1, BRCA2 e CDH1,;

c) Analisar a associacdo de mutacOes nestes genes com alguns fatores de risco

(idade, historia familiar e subtipo de tumor).
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2.1 Local do estudo

Os dados foram recolhidos da base de dados do Servigo de Oncologia do Hospital do
Espirito Santo de Evora, localizado no Largo do Sr. da Pobreza, 7000-811 Evora.

2.2 Populacéo

Foram recolhidos dados de 112 mulheres identificados como portadoras de carcinoma da
mama para 0s quais, durante o processo de diagndstico, tenha sido solicitado exame

genético que inclua pelos menos os genes BRCAL, BRCA2 e CDHL.

A populacdo em estudo foi selecionada pelo Dr. Rui Dinis e consiste hum grupo de
pacientes do servico de Oncologia que apds a aprovacao do Conselho Cientifico da Escola
de Ciéncias e Tecnologias, no periodo de janeiro de 2021, foram informadas da finalidade
e objetivos da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
autorizando a utilizacdo dos dados para o estudo.

Os dados clinicos foram transformados numa base de dados, sendo estes dados protegidos
estando de acordo com o regulamento geral da protecao de dados. Os dados clinicos foram
reunidos e elaborados numa base de dados contendo informacéo sobre as mutacfes nos
genes BRCA1, BRCA2 e CDH1. A base de dados foi construida em formato Excel e
posteriormente, foram realizadas andlises estatisticas e descritivas dos dados obtidos
relativos a populacdo em estudo no programa SPSS com a orientacédo do professor Russell

Alpizar-Jara do departamento de matematica.

A base de dados contempla mutacfes obtidas em amostras de tecido sanguineo a partir
das quais foi extraido o DNA leucocitéario. Posteriormente procedeu-se a extracdo do
DNA e através do método de NGS (Next-Generation Sequencing) fez-se a analise do

genoma e a identificacdo de mutacdes no DNA germinal.

A definicdo da populacdo obedeceu aos seguintes critérios:

i) Critérios de Inclusao

A coleta de dados foi realizada atraves da procura ativa em base de dados do Servico de
Oncologia do Hospital do Espirito Santo de Evora.
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Durante a elaboracdo da base de dados, foram incluidas pacientes portadoras de
carcinoma da mama nos quais tenha sido solicitado exame genético que inclua pelos
menos os genes BRCA1, BRCA2 e CDHL. Foi adotado para a analise posterior, variaveis
como a idade do paciente no momento do diagndstico; historia familiar de cancro- seja
ele de mama ou outro; o estadiamento clinico segundo classificacdo TNM, perfil
histopatologico, imunohistoquimica, mama afetada pelo tumor e entre outros. Vale
ressaltar que neste estudo foi analisado apenas as variantes das mutacGes classificadas

atualmente como patogénicas ou provavelmente patogénicos.

Dos critérios clinicos sobre o cancro da mama, foram identificados como lobular, ductal

e ductal-lobular.

i) Critérios de Excluséo

Foram excluidos pacientes com as seguintes caracteristicas: pacientes cujo cancro da
mama foi diagnosticado antes do ano 2008; pacientes cujos dados continham pouca

informacao.

2.4. A Sequenciacao genética: aplicacdo no diagndstico médico

Em 1975 foi descrita a técnica de sequenciacdo genética que determinou o inicio de uma
nova fase em Genética, conduzindo a um crescimento exponencial do conhecimento nesta
area (Sanger & Coulson, 1975). Tudo isso foi possivel gracas a possibilidade de
identificar as sequéncias de nucleotideos do DNA culminando no inicio do mapeamento
gendmico dos seres vivos, na descoberta de genes e de suas funcbes assim como na

associacdo direta dos genes com as doencas.

2.4.1. A técnica de Sanger

O método de Sanger baseia-se no uso de sequéncias de nucleotideos iniciadores, onde se
anelam com a sequéncia alvo, iniciando o processo de replicacdo do DNA atraves da a¢ao
de uma DNA polimerase e foi até recentemente utilizado. Esta técnica utiliza nucleotideos

modificados, didesoxi-ribonucleotideos (ddNTPs), promove a paragem aleatéria da
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extensdo da fita de DNA em diversos pontos distintos e permite sequenciar 400-700 pares

de bases de uma determinada regido alvo em cada reagéo.

A sequenciacdo de Sanger propiciou a identificacdo de variantes germinativas ou
somaticas, num determinado gene, associadas a um dado fendtipo, estabelecendo uma
causa genética para um numero imenso de doengas. Porém, a técnica possui algumas
limitacbes que dificultam a sua implantacdo na rotina laboratorial. De entre essas
limitacGes, destacam-se doencas genéticas nas quais ndo se identificam pontos frequentes
suscetiveis ao achado de mutagdes, denominadas de regides “hot spot”. Tal
heterogeneidade genética tem implicacbes que se repercutem na necessidade de
sequenciacao de toda a regido codificante do gene.

2.4.2. Next Generation Sequencing (NGS)

Mais recentemente, tém sido desenvolvidas novas técnicas de sequenciacao, designada
de sequenciacdo de nova geracdo (Next Generation Sequencing — NGS), com o intuito de
genotipagem mais ampla, estendendo a area de cobertura de um determinado gene assim
como incluindo a cobertura simultanea de outros genes potencialmente relacionados com
uma dada doenca. Tais sequenciadores apresentam maior velocidade de obtencdo de
informacBes com menor custo. O NGS permite também a avaliacdo de toda a regido
codificante de um determinado gene e até mesmo de varios genes simultaneamente numa

Unica reacdo (Liu et al., 2012).

A busca por alteracdes germinativas conhecidas utilizando como ferramenta o0 NGS tem
vindo a revelar-se de grande valia para o diagnostico, principalmente em alguns casos

bem definidos, como o cancro hereditario de mama e ovario.

O NGS compreende vérias etapas (preparacdo de bibliotecas; sequenciacdo; detecdo e
identificacdo de mutagdes germinais) como se pode observar na Figura 12:
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Figura 12: Principais etapas do NGS. (Retirado de Mendelics, 2021)

Apbs a preparacdo laboratorial, a amostra do paciente € submetida a sequenciagdo. Os
aparelhos NGS sequenciam a amostra de DNA gerando milhdes de fragmentos curtos
(chamados de reads). Para saber exatamente onde essas sequéncias estdo localizadas no
genoma da amostra analisada, esses fragmentos sdo comparados a um genoma de

referéncia construido no Projeto Genoma Humano.

2.4.2.1 Sequenciacao por NGS e Preparacao de Bibliotecas
A tecnologia NGS pode ser categorizada em sequenciamento de leitura curta e longa. A
diferenca esta no comprimento da leitura: 100-600 bp para a primeira técnica e até 900

Kb para a segunda.

Atualmente a abordagem de sequenciamento de leitura usada € a mais curta, mais barata
e tem maior precisdo. No entanto, o comprimento de leitura curta limita sua capacidade
de resolver regides complexas com sequéncias repetitivas ou heterozigoticas, para as

quais uma técnica de leitura longa € mais adequada.

Illumina, lon Torrent, 454 Life Science e SOLID sdo as principais plataformas criadas
usando uma tecnologia de leitura curta. Os primeiros utilizam uma técnica chamada de
sequenciamento “por sintese”, enquanto o sistema SOLiD ¢ baseado no sequenciamento

“por ligacao”.
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O sistema MinlON, baseado em sequenciamento de nanoporos, e o sequenciador PacBio,
que utiliza uma abordagem de sequenciamento “Single Molecule, Real-Time (SMRT)”,
representam as principais tecnologias de leitura longa disponiveis no mercado (Morganti,
Tarantino, Ferraro, D’ Amico, Viale, et al., 2019).A biblioteca de sequenciacéo € criada
pela fragmentacao aleatoria de um molde de DNA. Os fragmentos séo entdo ligados aos
primers e amplificados por PCR ou técnicas alternativas (amplificagdo de ponte de fase
solida ou amplificacdo de circulo rolante). Alteracdes (variagdes) genéticas detetadas na
amostra do paciente em relagdo ao genoma de referéncia sdo denominadas de “variantes”

(NIU et al., 2021).

A grande quantidade de dados brutos gerados é entdo inserida em fluxos de trabalho de
bioinformatica para converter essas sequéncias de nucleotideos em resultados bioldgicos
significativos. Um “pipeline” de analise de dados NGS tipico pode ser dividido em quatro
operacdes principais: chamada de base, alinhamento de leitura, identificacdo de variantes

e anotacgéo de variantes.

2.4.2.2. NGS aplicado a genética médica

Na etapa laboratorial do NGS sdo realizados protocolos que permitem a
captura/amplificagéo exclusiva das regides de interesse de acordo com o exame solicitado
pelo médico, o qual investiga na literatura e nos bancos de dados a possivel associacdo
da(s) variante(s) identificadas no sequenciamento ao quadro clinico do paciente

(Morganti, Tarantino, Ferraro, D’ Amico, Duso, et al., 2019).

A aplicacdo de NGS em paralelo com outras técnicas convencionais possibilitam uma
melhor compreensdo da sua capacidade e confiabilidade quando validada em cada campo
especifico, podendo complementar 0 método ja existente na definicdo de diagndstico e
dependendo da doenca, auxiliar também no diagnostico (Hughes et al., 2019)Existem ja
no mercado painéis adaptados com o intuito de buscar variantes patogénicas germinativas

em 21 genes, incluindo BRCA 1 e 2, conhecidas por causar tumores nestes 6rgaos.

Até recentemente, o diagnostico genético de CM era direcionado para a analise genética

somente dos genes BRCAL e 2, nos casos onde havia histérico familiar.
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Neste trabalho procurou-se tirar a partir dos painéis de analise genética disponiveis no
mercado, o estudo da prevaléncia e penetrancia de mutaces genéticas nos genes BRCA
1 e 2 e CDH1 em doentes com diagnostico de cancro da mama confirmado.

2.4.3 Detecao e identificacdo de mutagbes germinais

Para a detecdo de mutac6es germinais foi utilizado um painel de 30 genes, no qual foram
analisados todos os exdes e transi¢oes intrdo-exao (no minimo +/- 5pb) por sequenciagédo
de nova geracdo (NGS) através da plataforma lonTorrent (lon GeneStudioTM S5 System)
(lon Torrent | ThermoFisher Scientific - PT, n.d.).

2.4.3.1 Painel NGS 4013

Foi utilizado o painel 4013 - Cancro da mama e ovario hereditario (30 painel). A analise
de todos os exdes e das transi¢des intrdo-exdo (no minimo +/- 5pb) dos genes BRCAL
(OMIM: 113705), BRCA2 (OMIM: 600185), PTEN (OMIM: 601728), TP53 (OMIM:
191170), STK11 (OMIM: 602216), CDH1 (OMIM: 192090), CHEK2 (OMIM: 604373),
PALB2 (OMIM: 610355), ATM (OMIM: 607585), BRIP1 (OMIM: 605882), RAD51D
(OMIM: 602954), RAD51C (OMIM: 602774), MLH1 (OMIM: 120436), MSH2 (OMIM:
609309), MSH6 (OMIM: 600678), PMS2 (OMIM: 600259), MUTYH (OMIM: 604933),
EPCAM (OMIM: 185535), RECQL4 (OMIM: 603780), SLX4 (OMIM: 613278), NBN
(OMIM: 602667), BARD1 (OMIM: 601593), XRCC2 (OMIM: 600375), MRE11A
(OMIM: 600814), FANCC (OMIM: 613899), SMARCA4 (OMIM: 603254), RINT1
(OMIM: 610089), RAD50 (OMIM: 604040), NF1 (OMIM: 613113), BLM (OMIM:
604610) foi feita por sequenciacao de nova geracdo usando a plataforma lonTorrent (S5).

2.4.3.2 Amplificacdo e sequenciacdo genética

A amplificacdo foi feita com o Ion AmpliSeq™ On-Demand Panel e Ion AmpliSeq™
Library Kit 2.0 (Amplicon based). A preparagdo das bibliotecas é feita com lon 510 &
lon 520 & lon 530 Kit-Chef. E garantida uma profundidade média de cobertura superior
a 250x, com uma uniformidade > 65%, e uma cobertura minima a 20x superior a 98.5%

nesta analise. Todas as variantes reportadas sdo declaradas como patogénicas ou
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provavelmente patogenicas, e ocorrendo em regioes codificantes com frequéncias

maiores que 30% foram confirmadas por sequenciacao de Sanger.

No caso de mutacdes nos genes BRCAL1 e BRCA2, foi também utilizado o método de
MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification) com o objetivo de pesquisar
grandes rearranjos, delecdes e/ou duplicacGes, em particular, para a validacdo das
amostras que se apresentaram como positivas na andlise da mutacdo fundadora

portuguesa (c_156 157 insergao Alu) no gene BRCA2.

A pesquisa de grandes rearranjos, delecdes e/ou duplica¢bes nos genes BRCA2 e BRCA1
foi feita atraves da metodologia de MLPA. A analise de fragmentos foi feita por
eletroforese capilar usando o painel de sondas MLPA® Salsa® P002-BRCA1 (MRC
Holland) e o painel de sondas MLPA® Salsa® P090-BRCA2 (MRC Holland). A insercéo
ALU analise da mutagdo fundadora portuguesa (c_156 157 inser¢ao Alu) no gene
BRCA2 (OMIM:600185) foi realizada por metodologia de MLPA (Multiplex ligation-
dependent probe amplification), com o painel de sondas MLPA® Salsa® P090-BRCA2
(MRC Holland).

2.4.3.3 Anotacao genética e identificacdo de variantes

A anotagéo das variantes foi feita tendo como referéncia a versdo GRCh37 do genoma
humano, e com base na informagdo contida nas bases de dados ClinVar (2019-12),
Varsome (2019-12), dbSNP (152) e EBI Variation HomoSapiens 91-37. A previsao dos
efeitos de mutacdes no caso das variantes identificadas foi feita com recurso aos métodos
PolyPhen, SIFT, LoF, Condel, BLOSUM®62, CAROL e fathmm-MKL. A classificagcdo
das variantes foi baseada nas recomendacdes do American College of Medical Genetics
and Genomics (PMID: 25741868). A nomenclatura utilizada segue os critérios da Human
Genome Variantion Society (HGVS).

Em relacdo a descricdo das diferentes mutagcdes encontradas recorreu-se a base de dados

ClinVar (Clinically Relevant Variation).
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2.5. Consideracdes Eticas

A pesquisa iniciou apos a aprovacéo do Comité de Etica e com a assinatura do inquérito

de consentimento informado para a anlise genética.

A confidencialidade sera garantida e as bases de dados serdo anonimizadas de acordo com

o0 imposto pelo Regulamento Geral de Protecdo de Dados em vigor.

2.6 LimitacOes do Estudo

l. Populagéo em estudo

Este estudo recorreu a uma populacdo selecionada de acordo com os critérios de inclusao

e exclusdo identificados, ndo sendo representativo da populagdo em geral.
. Dados constantes no relatorio clinico

No relatério clinico, as variantes que foram reportadas sdo consideradas como
patogénicas ou possivelmente patogénicas e ocorrem em regides codificantes com

frequéncias superiores a 30%, sendo confirmadas por sequenciacao de Sanger.
I1l.  Analise gendmica

A identificacdo de mutagdes foi efetuada utilizando o painel de 30 genes “4013 - Cancro
da mama e ovario hereditario”. Este teste ndo exclui a existéncia de variantes patogénicas
fora das regides sequenciadas, nomeadamente regides regulatorias a montante do gene ou
nos seus intrdes (a partir de pelo menos +/- 5pb); embora seja avaliado toda e qualquer
variante em regifes gendmicas complexas, é impossivel excluir a possibilidade de

variantes em regifes altamente repetitivas ou com contetido elevado de GC.

N&o exclui também a possibilidade de variantes de outro tipo, nomeadamente CNVs e/ou
outros grandes rearranjos cromossomicos. Finalmente, este teste ndo exclui a

possibilidade de variantes em outros genes néo identificados neste estudo.

2.7 Andlise estatistica

Os dados relativos a todas as variaveis de interesse foram analisados recorrendo
ao software estatistico SPSS (IBM 2017). Primeiro procedeu-se a uma analise univariada,

caracterizando a populagdo em estudo segundo o tipo de mutacdo germinal, a idade da
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utente, historia familiar, tamanho e estadio do tumor, nimero de nodulos, classificacdo
molecular, etc. Posteriormente, estudam-se relagdes bivariadas para caracterizar as
associacles entre o tipo de mutacdo germinal e as restantes variaveis explicativas que
podem ser utilizadas para a avaliacdo dos potenciais fatores de risco. Utilizam-se
representacdo gréafica e tabular, principalmente graficos de barra e tabelas de frequéncias
no caso univariado, e gréaficos de caixas e bigodes, gréaficos de barras comparativas e
tabelas de contingéncia para o estudo das associacdes entre as varias varidveis de

interesse. Os resultados sao apresentados em valores percentuais e absolutos.

Considerando estes dados como se fossem uma amostra representativa de uma
populacdo de interesse com caracteristicas muito semelhantes a amostra em causa, € para
eventuais inferéncias/generalizacGes, recorremos a ensaios de hipoteses para testar a
independéncia/associacdes entre variaveis, ou comparacdes entre grupos. Usamos testes
de qui-quadrado com esse propdésito quando a dimensdo da amostra € razoavel, mas
tipicamente tivemos que recorrer ao teste exato de Fisher para amostras de pequena
dimensdo. Finalmente, nalguns casos em que a dimensdo da amostra 0 permitia,
exploramos relagdes multivariadas usando o teste de Cochran—Mantel-Haenszel test
(CMH) e modelos de regressao logistica para identificar os principais fatores de risco
associados a prevaléncia de mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2 (SPSS, 2017).
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3.1 Analise da prevaléncia de mutacgdes germinais

Ao analisar a presenca de mutagdes germinais nas 112 pacientes em estudo, os resultados
demostraram que 86,73% das pacientes ndo apresentaram mutacdes germinais e 13,25%
apresentaram mutacfes germinais patogénicas ou provavelmente patogénicas.
Relativamente a prevaléncia das diferentes mutacGes germinais, 2,65% das mulheres
foram identificadas com mutacdes no gene BRCAL, 4,42% no BRCA2, 2,65% no
MUTYH, 1,77% no PALB2 e 0,88% nos genes PTEN e ATM ambos nas mesmas
proporgdes. As mutagfes mais prevalentes foram as que afetam o gene BRCA
correspondendo 53% do total da amostra, sendo que a maior percentagem dos casos, recai

sobre a mutacdo no gene BRCA2 (5/8 dos casos) (Figura 13).
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Figura 13: Distribuicdo em percentagens das diferentes mutacfes germinais

Relativamente as mutac6es patogénicas ou provavelmente patogénicas encontradas, uma
das pacientes do presente estudo foi identificada com duas variantes da mutagdo sendo
ambas mutacdes por substituicdo (PALB2 ¢.2257 C>T (p.Arg753Ter) e ATM ¢.1236-2
A>G (intrdo 9, splicing). Relativamente ao gene BRCA1 foram encontradas 3 variantes
da mutacdo sendo 1 de substitui¢do e 2 de duplicacdo. Em relagcdo ao gene BRCA2 foram
registadas 5 variantes de mutacOes, de entre elas 3 mutacdes por duplicacdo e 2 por
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insercdo, sendo que esses dois ultimos casos se tratam da mesma variante. No caso do
gene MUTHY foram encontradas 3 variantes de mutacfes sendo ambas mutagfes por
substituicdo. O Gene PALB2 apresentou 2 variantes de mutacdo. No gene PTEN registou-
se 1 variante de mutacdo do tipo mutacdo por delecdo e por ultimo no gene ATM se

registou uma variante de mutacéo por substituicdo como se pode observar na Tabela 6.

Tabela 6: Dados relativos a populacdo com mutacdes germinais nos genes BRCAL, BRCA2, MUTYH,
PALB2, PTEN e ATM

Caraterizagdo

ID Idade Mama Histologia | Estadio Gene Variante da Mutagdo da Mutagao
1D015 51 Esquerda Ductal 1 BRCA1 c.1333G>T (p.Glu445Ter)
D018 43 Direita Ductal 1 BRCA1c.5329dup(p.GIn1777ProfsTer74)
1D109 50 Direita Ductal 2 BRCAL1 c.5266dupp.(GIn1756ProfsTer74)
1D017 52 Esquerda Ductal 4 BRCA2 BRCA2 c.7171dup Duplicagdo
D020 | 37 Esquerda Ductal 2 BRCA2 BRCA2 c. 8866_8988-2133dup Duplicacgo
D022 | 41 Esquerda Ductal 3 BRCA2 BRCA2 (LRG_293t1:c.8642_8729dup) Duplicacgo
1D091 44 Esquerda Ductal 2 BRCA2 BRCA2 c.156_157insAlu (384insAlu) Inser¢do
D101 45 Direita Ductal X BRCA2 BRCA2 c.156_157insAlu (384insAlu) Inser¢do
1D006 46 Direita Ductal 4 MUTYH ¢.527A>G (p.Tyr176Cys)
1D028 52 Esquerda Ductal 4 MUTYH ¢.1178G>A (p.Gly393Asp)
D104 42 Direita Ductal 3 MUTYH c.734 G>A
1D032 47 Direita Ductal 2 PALB2 PALB2 ¢.2323C>T (p.GIn775Ter) Substitui¢do
ID105 | 55 Esquerda Ductal 3 PALB2 PALB2 c.2257 C>T (p.Arg753Ter) Substituicdo
1D089 36 Esquerda Ductal X PTEN PTEN c.96del p(lle33LeufsTer21) Delegdo
1D105 55 Esquerda Ductal 3 ATM ATM ¢.1236-2 A>G (intrdo 9, splicing) Substitui¢do

Tendo em conta as mutacbes no gene BRCAL, a primeira variante representada
[BRCALc.1333G>T (p.Glu445Ter)] envolve a substituicdo do nucleétido Guanina por
uma Timina, implicando assim uma alteracdo do aminoécido Glutamina na posicéo 445

por um codéo terminal levando ao truncamento do péptido.

As outras duas variantes no gene BRCAL [BRCA1c.5329dup(p.GIn1777ProfsTer74)];
[BRCAL c.5266dupp.(GIn1756ProfsTer74) ], referem-se a mutacgdes por duplicacéo.

Quanto as mutacbes no gene BRCA2 foram identificadas 3 variantes de mutacdes por
duplicagdo [BRCA2 c.7171dup]; [BRCAZ2c.8866_8988-2133dup] e [BRCAZ2
(LRG_293t1:c.8642_8729dup)]. Dada a natureza destas variantes, € provavel que estas
duplicacdes tenham uma ou mais das seguintes consequéncias: influenciarem o splicing

do transcrito BRCA2 tendo como consequéncia a alteracdo da grelha de leitura do
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transcrito BRCAZ2; a alteracdo da grelha de leitura que daré origem a uma zona da proteina
BRCA2 codificada incorretamente e/ou poderd mesmo originar um coddo STOP
prematuro. Portanto, a provavel natureza patogenica destas variantes pode também
indicar a existéncia de predisposi¢cdo genética e risco aumentado para patologias
oncologicas. Essas variantes apresentam implica¢es no risco genético ndo sé de cancro

de mama, mas também de outras patologias oncoldgicas.

Ainda no gene BRCA2 registou-se 2 mutacGes por inser¢do [BRCA2 ¢.156_157insAlu
(384insAlu)] (Insercdo Alu) que é conhecida como mutacdo fundadora portuguesa na
exdo 3 do gene BRCA2. Esta influéncia o splicing RNA, isto €, o processo de maturagao
do pré-mRNA, o que pode provocar alteraces na expressdo da proteina. Apresenta por
isso claras implicac6es no risco genético de cancro de mama e ovarios independentemente
de outras variantes patogénicas em BRCA2. A identificacdo desta variante patogénica no
gene BRCAZ2, a historia pessoal e familiar de doengas oncoldgicas, séo indicativas da
existéncia de predisposi¢do genética e risco aumentado para patologias oncoldgicas.

Relativamente as mutac6es no gene MUTHY, a primeira variante representada [MUTYH
c.527A>G (p.Tyrl76Cys)] envolve a substituicdo do nucledtido Adenina por uma
Guanina, implicando assim uma alteracdo do aminoacido de uma Tirosina para uma
Cisteina. As duas ultimas variantes no gene MUTYH [MUTYH c.1178G>A
(p.Gly393Asp) e [MUTYH c.734 G>A] referem-se a mutacGes por substituicdo no qual

implica a alteragcdo do aminoacido de uma Guanina por uma Adenina.

Quanto a mutacdo no gene PALB foram identificadas 2 variantes de mutacdo por
substituicdo em que o primeiro [PALB2 ¢.2323C>T (p.GIn775Ter)] envolve a
substituicdo do nucleétido Citosina por uma Timina, tendo como implicacdo para a
proteina a substituicdo de uma Glicina na posi¢do 775 por um codao terminal levando ao
truncamento do péptido. Em relacdo a segunda variante da mutacdo [PALB2 ¢.2257 C>T
(p.Arg753Ter)] localizada no exd@o 5 do gene PALB2, trata-se de uma variante do tipo
nonsense, que se traduz na substituicdo de um residuo de Arginina por um coddo STOP
prematuro. Este STOP prematuro da origem a sintese de uma proteina PALB2 truncada
e consequentemente ndo funcional. Variantes truncadas no gene PALB2 sdo conhecidas
por serem patogénicas, um mecanismo conhecido da doenca associada ao cancro da
mama/ovario (PMID:17200668, 24136930, 25099575).
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Em relagéo a variante no gene PTEN [PTEN c.96del p(lle33LeufsTer21)], esta refere-

se a delecdo dos aminoacidos leucina e tirosina.

Por altimo, a variante [ATM ¢.1236-2A>G] localizada no intrdo 9 do gene ATM, é uma
variante do tipo splicing, que consiste numa substituicdo de um nucleétido Adenina por
uma Guanina que altera o local aceitador de splicing candnico, sendo expectavel que leve
a um splicing aberrante e resulte numa proteina ausente ou alterada. E uma variante
(rs80159221) classificada como patogénica na base de dados de significado clinico
ClinVar (VCV000419300.7 - ClinVar - NCBI, n.d.), mas nao esta descrita em bases de
dados populacionais, sendo possivelmente rara, 0 que é expectavel em variantes com
potencial patogénico. Esta variante (também conhecida como IVS9-2A>G elVS11-2A>G
na literatura) encontra-se descrita em individuos afetados com Ataxia telangiectasia
(PMID:15039971). Relativamente a previsGes bioinformaticas de patogenicidade o0s
resultados dos algoritmos bioinforméticos quanto ao potencial deletério desta variante
apontam para que seja deletéria (6 previsdes), tendo sido demonstrado que esta variante
altera o local de splicing 3' original e ativa um novo local de splicing 3' criptico sete
nucleotidos a jusante da variante, resultando na delecdo dos primeiros sete nucleotidos do
exdo e uma alteracdo da grelha de leitura (PM1D:15039971, 14695534). As razdes atrés

citada justificam a sua patogenicidade.

Quanto ao gene CDHL1 ndo foram encontradas mutagdes, 0 que sugere que o cancro de
mama presente nas pacientes em estudo esta relacionado a mutagdes noutros genes. Ndo
é possivel, porém, excluir a possibilidade de existirem mutagdes que ndo foram
identificadas através desta técnica por se situarem numa zona fora das regiGes do gene

analisadas nesse painel.

3.2 Anélise da idade de diagnostico e historia familiar entre pacientes com cancro
esporadico e germinal ou familiar

A populagdo em estudo consistiu numa amostra de 112 pacientes com diagnostico de
cancro de mama identificados, cujas datas de primeiro tratamento se estendem entre 2000
a 2020. 12,5% dos casos (14 mulheres em 112) apresentaram mutacfes germinais
patogénicas ou potencialmente patogénicas, sendo portadores de cancro hereditario ou

familiar.
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As idades em relacdo ao cancro de mama apresentam uma grande dispersao, sendo que a
idade mé&xima e a idade minima séo de 80 e 34 anos, respetivamente, resultando numa
idade média de 49 + 10 anos (Figura 14) em regra, as mulheres com diagnostico de
cancro hereditario ou familiar sdo mais jovens, sendo a idade média inferior a 5 anos (45

anos +5 anos).
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Figura 14: Distribuicéo da idade dos pacientes segundo a presenga ou ndo, de mutacfes germinais.

(anélise da média, mediana e desvio-padrao)

Analisando a idade das mulheres com a auséncia e presenca de mutacao, os resultados
demostraram que independentemente de se tratar da presenca ou auséncia de mutacgdes
germinais, a maioria das mulheres foram diagnosticadas com idade inferior a 50 anos.
Entretanto, quando se observa para 0 grupo das mulheres com mutacGes germinais, a
percentagem de mulheres diagnosticadas antes dos 50 anos é ainda maior 71% (n=10)
relativamente as mulheres que ndo apresentam mutac6es germinais 62% (n=61), ou seja
quase a totalidade das mulheres com mutacgdes germinais tinham idade inferior a 50 anos
no momento do diagnostico (Tabela 7).

Tabela 7: Distribuicéo das idades das pacientes nos grupos com e sem mutacdo germinal

Auséncia de Presenca de
mutacdo mutacdo
Idade |50 anos ou menos 61 (62%) 10 (71%)
Mais de 50 anos 37 (38%) 4 (29%)

Total 98 (100%) 14 (100%)

54




Prevaléncia de Mutacdes nos Genes BRCA1, BRCA2 e CDH1 em Portadores de Cancro de Mama no Alentejo

Ao analisar a média de idade das pacientes por gene mutado, observa-se que a idade
média foi de 45 anos para as pacientes com mutacdo no gene BRCA1L, 44 anos para as
pacientes com mutacdo no gene BRCA2, 47 anos para as pacientes com mutagdo no gene
MUTHY e 51 anos para as pacientes que apresentaram mutacfes no gene PALB2.
Curiosamente as mutacGes no gene PALB2 foram identificadas em mulheres em idades

mais avancgadas (51 anos) conforme se pode observar na Tabela 8.

Tabela 8: distribuicdo da média das idades das pacientes por gene mutado, N-nimero de pacientes.

Mutacdo Germinais Media de Idades N Desvio Padrdo
BRCAl 45 3 5
BRCA2 44 5 6
MUTHY 47 3 5
PALB2 51 2 6

PTEN 36 1
Total 45 15 5

Além da idade como fator de risco, a historia familiar também foi avaliada e
correlacionada com a presenca e auséncia de mutacdo germinal. Segundo os dados da
Tabela 9, foi possivel observar na populacdo global que no grupo das mulheres com
auséncia de mutacédo, 57% (N=56) possuem histdria familiar, ou seja, em mais da metade
das mulheres sem mutacdo existia historia familiar e 43% (N=42) ndo tinham histdria
familiar. Portanto, isso demostra que a histéria familiar ¢ um indicador muito relevante
no acompanhamento das mulheres, entretanto, ela é ainda mais relevante quando se trata
do grupo com mutacdo germinal onde 86% (N=12) delas tinham historia familiar, ou seja,

quase a totalidade e apenas 14% (N=2) ndo tinham historia familiar.

Tabela 9: Analise de frequéncia de histdria familiar nos grupos das mulheres com mutacao e sem

mutacéo germinal

Auséncia de Presenca de
mutacao mutacao
Histéria | C/ historia familiar 56 (57%) 12 (86%)
Familiar | g/ histéria familiar 42 (43%) 2 (14%)
Total 98 (100%) 14 (100%)
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Ao analisar a relacédo entre a idade com a auséncia de mutacdo germinal, mutacéo no gene
BRCA e mutagdo noutros genes, os resultados demostraram que das 98 pacientes sem
mutagdes germinais, 62% (n=61) tinham idade igual ou inferior a 50 anos e 38% (n=37)
tinham idade superior a 50 anos. Em relagdo ao grupo com mutacfes no gene BRCA a
maioria tinha idade igual ou inferior a 50 anos, ou seja, das 8 pacientes com mutagdes no
gene BRCA 75% (n=6) delas tinham idade igual ou inferior a 50 anos e apenas 25% (n=2)
tinham idade maior que 50 anos. E por fim, do grupo das 6 pacientes que apresentaram
mutacgdes noutros genes 67% (n=4) tinham idade igual ou inferior a 50 anos e 33% (n=2)

tinham idade superior a 50 anos conforme se pode constatar na Tabela 10.

Tabela 10: distribuicdo da frequéncia da idade nos grupos sem mutacgéo germinal, nos grupos com

mutacdo BRCA e o grupo com mutagdes noutros genes

Auséncia de
mutacao BRCA Outras
Idade < 50 anos 61 (62%) 6 (75%) 4 (67%)
> 50 anos 37 (38%) 2 (25%) 2 (33%)
Total 98 (100%) 8 (100%) 6 (100%)

3.3 Andlise e Caracterizagdo dos tumores diagnosticados nos grupos em estudo

A analise da relacdo entre a histologia com a auséncia de mutacéo germinal, mutagédo no
gene BRCA e mutagdo noutros genes, demostrou que o carcinoma ductal é de facto o mais
prevalente independentemente de se tratar de mulheres com cancro esporadico ou com
mutacdo germinal, ou seja, das 98 pacientes com auséncia de mutacdes germinais, a
maioria apresentou tumor do tipo ductal (84%) e apenas 16% foi diagnosticada com tumor
do tipo lobular e ductal-lobular. Relativamente ao grupo com mutacgdes no gene BRCA a
totalidade apresentou o carcinoma do tipo ductal (100%). Portanto, o que se observa aqui
€ que das poucas vezes em que ha presenca de carcinoma do tipo ductal e ductal lobular,
0S Mmesmos ndo se encontram associados as mutagdes no gene BRCA. Finalmente, o grupo
das pacientes que apresentaram mutagdes noutros genes, 86% apresentaram tumor do tipo

ductal e apenas 14% apresentaram tumor do tipo lobular e ductal-lobular (Tabela 11).
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Tabela 11: Distribuicdo da frequéncia do tipo histolégico nos grupos sem mutagdo germinal, com

mutacdo BRCA e no grupo com mutacgdes noutros genes

Auséncia de
mutacdo BRCA Outras
Histologia | Carcinoma Ductal 82 (84%) 8 (100%) 6 ( 86%)
Carcinoma Lobular & DL 16 (16%) 0(0%) 1(14%)
Total 98 (100%)  8(100%) 7 (100%)

Ao analisar o tamanho do tumor nas pacientes em estudo, os resultados demostraram que

a maioria das pacientes apresentaram o tamanho T1 (tumor < 2cm) e T2 (tumor > 2cm e

<5cm) nas mesmas proporcoes (36.28%), seguido de T3 (tumor >5cm) apresentando uma

percentagem de 16.81% e T4 (tumor de qualquer tamanho) com 7,96% dos casos. E por

fim, a minoria apresentou o tamanho in situ (1,77%) (Figura 15).
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Figura 15: Distribuicédo segundo o tamanho do tumor
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A analise para determinar o envolvimento ganglionar axilar nas pacientes em estudo,
revelaram que a maioria das pacientes (46.56%) ndo apresentaram nodulos afetados e dos
que apresentaram a doenca, o mais frequente foi N1 (1-3ganglios linfaticos axilares)
correspondendo a 40,71% dos casos, seguido de N2 (4-9 ganglios linfaticos axilares) com
5,31% dos casos e N3 (<10 ganglios linfaticos intraclaviculares) representando 3,54%
dos casos. Com isto, constatou-se uma maior frequéncia de pacientes com cancro nos
estagios clinicos | (49,56%) e Il (28,32%). Entre as demais pacientes 15,04%

apresentaram tumor no estagio Il e 5,31% no estagio IV (Figura 16).
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Figura 16: Distribui¢do segundo o nimero de nddulos afetados

Ao analisar a distribuicdo do estadiamento nos grupos com auséncia de mutacao,
mutacdo no gene BRCA e mutagdo noutros genes, nota-se que o pico atinge-se no estadio
| para o grupo das mulheres com auséncia de mutagdo germinal e no estadio 111 para as
mulheres com mutacdo no gene BRCA. Observando o grupo das mulheres portadoras de
mutacdes noutros genes, € possivel observar que a maioria delas se encontravam nos

estadios Il e IV no momento do diagnéstico conforme ilustra a (Figura 17).
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Porcentagem

Estadio

Figura 17: Estadiamento dos tumores segundo a escala TNM

Assim, o grupo de mulheres com mutagGes germinais apresentavam tumores em estadios

mais avancados aquando do diagnostico (Figura 18).
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Figura 18: Distribui¢do do estadiamento nos grupos sem mutacéo germinal, mutacéo no gene BRCA e

mutag&o noutros genes.
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3.4 Analise do perfil histoldgico e imunohistoquimico dos tumores diagnosticados

nos grupos em estudo

Tendo em conta a populacéo global, o estudo do perfil imunohistoquimico das pacientes
avaliadas, demostrou que o subtipo luminal B esta presente em 39.82% dos carcinomas
correspondendo o subtipo mais prevalente nas amostras analisadas, o HER2 foi
encontrado em 23,01% das pacientes, o triplo negativo foi encontrado em 18,58% da
amostra, e por fim, o subtipo luminal A foi encontrado em 17,70%.

Analisando o grupo das pacientes com auséncia de mutacdo, o luminal B foi o mais
predominante (40,8%). No grupo das pacientes com mutacdo no gene BRCA nota-se que
0 luminal B também foi o mais prevalente (50%), seguido do subtipo triplo negativo
(25%). Entretanto, quando se observa o grupo das mulheres com mutagdes noutros genes,
0 subtipo mais prevalente foi o HER2 (66,7%), conforme demostra a Figura 19.
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Figura 19: Distribuicéo segundo a classificagdo molecular em pacientes com cancro de mama

Em relacdo a populacdo global, a Tabela 12 demostra que de entre as doentes com
mutacOes germinais, a maioria apresentou Ki67 acima dos 14%. Em detalhe, das 8
pacientes com mutagdes no gene BRCA, 75% (n=6) apresentaram Ki67 acima dos 14% e
apenas 25% (n=2) apresentaram Ki67 igual ou inferior a 14%. Das 6 pacientes com
mutagdes noutros genes 83% (n=5) apresentaram Ki67 acima dos 14% e apenas 17%
(n=1) apresentaram ki67 inferior ou igual a 14%, sugerindo tumores com caracteristicas

mais agressivas.
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Tabela 12: distribuigdo da frequéncia do Ki67 < 14% e >14% nos grupos sem mutagdo germinal, com

mutacdo BRCA e o grupo com mutagdes noutros genes

Auséncia de mutacdo BRCA Outras
Ki67 <14% 26 (27%) 2 (25%) 1(17%)
>14% 72 (73%) 6 (75%) 5 (83%)
Total 98 (100%) 8 (100%) 6 (100%)
61



Prevaléncia de Mutacdes nos Genes BRCAL, BRCA2 e CDH1 em Portadores de Cancro de Mama no Alentejo

S~ Ubiseussiae

62



Prevaléncia de Mutacfes nos Genes BRCAL, BRCA2 e CDH1 em Portadores de Cancro de Mama no Alentejo
|

O cancro de mama permanece sendo um desafio para o sistema de satde portugués
e a saude da mulher. A prevaléncia populacional de mutagdes germinativas dos genes
encontrados nesse estudo é variavel. As mutaces patogénicas nos genes BRCA1/2 séo
as mais frequentes, a semelhanca do observado noutros estudos (de Carvalho, 2020) e
destas mais de 90% sdo do tipo INDEL, por exemplo, BRCA1 exdo -185delAG e BRCA2
-6174delT presente em pelo menos um quarto das mulheres com cancro de mama

diagnosticadas principalmente em idade precoce (Coelho et al., 2018).

Um estudo também realizado recentemente nos EUA, envolvendo 1781 pacientes
indicados para pesquisa de teste genético de predisposicéo ao cancro de mama utilizando
25 genes, detetou uma taxa de mutacdo de 13,5% (Tung et al., 2015), resultado esse

semelhante ao que foi encontrado no presente estudo (13,25%).

Segundo o resultado de um estudo realizado em 2014, avaliando 6 genes (BRCAL,
BRCA2, TP53, PTEN, STK11 e CDH1) em pacientes com risco de cancro de mama nos
EUA, as mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2 foram as Unicas que foram identificadas,
com uma taxa de detecdo de mutacédo de 5,2% (Doherty et al., 2015) e cerca de 5-10% do
total de cancros da mama estdo associados a mutagdes BRCA1/BRCA2 segundo outro
estudo (Dupont, 2019). No presente estudo, a maioria das mutacdes identificadas recai
sobre os genes BRCA2, seguido de BRCAL e MUTHY nas mesmas proporcdes (2,65%).
E de sublinhar que a mutac&o fundadora portuguesa c.156_157insAlu, localizada no gene
BRCAZ2, representou 13% (2/15) das mutacBes patogénicas encontradas neste estudo.
Além de estar ser superior a prevaléncia descrita no estudo de Machado e colaboradores
onde esta mutacdo representava 8% de todas as mutacdes encontradas (Machado et al.,

2007), identificou-se pela primeira vez esta mutacdo na populacdo do Alentejo.

No presente estudo as 8/15 mutacbes sdo BRCAL/BRCA2, sendo as mutacdes
BRCA2 as mais prevalentes. Segundo alguns estudos recentes, a probabilidade de uma
mulher portadora de mutacdo no gene BRCAL desenvolver cancro da mama ao longo da
vida é de aproximadamente 72%, e de 69% em mulheres portadoras de mutacdes no gene
BRCAZ2 (risco populacional de 12%). A probabilidade de desenvolver um segundo cancro
da mama também esta aumentada (40% de risco em portadoras BRCAL, e 26% em
portadoras BRCA2). A maior prevaléncia da mutacdo BRCA nesse estudo vai de encontro
com o descrito para a populacdo em geral, exceto no estrangeiro em que as mutacdes
BRCAL sdo habitualmente as mais prevalentes, enquanto que em Portugal as mutagdes no

gene BRCAZ2 séo as mais predominantes (Figueiredo, 2014).
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Ainda nesse mesmo estudo o gene PALB2 foi 0 que mais apresentou mutacdes
patogénicas a seguir aos genes BRCAL e BRCA2, o que vai de encontro com o que foi
encontrado no presente estudo (Tung et al., 2015).

E de realcar que ndo foi encontrada nenhuma mutacio no gene CDH1 neste
estudo. Uma explicagéo para isso pode dever-se ao fato de que caso exista mutagdes nesse
gene, as mesmas ndo foram identificadas por esta técnica, por se situarem numa zona fora
das regides sequenciadas por este painel sendo este uma das limitacdes do estudo

enfatizado anteriormente.

Mediante a analise da idade, foi possivel inferir claramente que a idade em relacéo
ao cancro da mama apresenta uma grande dispersdo sendo que a idade minima e a idade
maxima sdo de 34-80 anos respetivamente resultando numa idade de 49 + 9 anos. A maior
incidéncia do cancro de mama apds os 40 anos no presente estudo condiz com o que é
apresentado por varios autores, inclusive por ( da Silva & Riul, 2011), que diz que o
cancro da mama cresce rapida e de forma progressiva com a idade, podendo ser
identificado principalmente, entre 40 e 60 anos de idades. Neste trabalho observou-se que
0 grupo das pacientes com muta¢6es no gene BRCA a maioria tinha idade igual ou inferior
a 50 anos no momento do diagnostico e que, no geral, 0s pacientes que apresentaram
mutacdes germinais desenvolveram tumores numa idade média mais precoce.
Exceptuam-se as mulheres com muta¢6es no gene PALB2, que por serem poucos casos,
ndo permite considerar este resultado conclusivo. No conjunto dos dados, pode entdo
afirmar-se a associacao entre a presenca de mutacdes germinais a um desenvolvimento

de tumores mais precoce.

O diagndstico precoce estd habitualmente associado a melhor progndstico e a
maior taxa de cura, qualquer que seja o tumor maligno. Em Portugal, a Liga Portuguesa
contra o Cancro, com os seus nucleos regionais, realiza um programa de rastreio de cancro
da mama, através da realizacdo de mamografia, a todas as mulheres com idade
compreendida entre os 45-69 anos de idade pertencentes a todos os distritos da Zona
Centro e distritos de Santarém e Alentejo cuja periodicidade é de dois em dois anos
(Marques, 2003).

Os resultados neste trabalho apontam para a necessidade urgente de incluir nos
programas de rastreio para as mulheres mais jovens que tenham historia familiar de
cancro da mama, de modo a abranger a maior parte das mulheres, eventualmente

64



Prevaléncia de Mutacfes nos Genes BRCAL, BRCA2 e CDH1 em Portadores de Cancro de Mama no Alentejo
|

diminuindo a idade de inclusdo 40 anos para o grupo mencionado. Sendo assim, 0
resultado demostra que tendencialmente a maioria dessas mulheres estéo fora da idade do
rastreio. Isto relaciona-se com o fato de elas serem diagnosticados num estadio mais
avancado. De facto, a presenca de mutacdes germinais na populacdo em estudo encontra-
se associada a um estadio de cancro mais avangcado no momento do diagndéstico do

paciente.

Apesar de nédo se ter observado uma relacédo estatisticamente significativa entre a
historia familiar e mutacdo germinal neste trabalho (provavelmente devido ao baixo
namero de casos disponiveis), 0s nossos resultados sugerem que este fator € importante
enquanto indicador de risco. De facto, um dos critérios utilizados para a solicitacdo de
testes genéticos é a existéncia de historia familiar, que se baseia nos dados da literatura
(Sanchez Chaparro, 2020).

Outro aspecto importante é que 0s genes mutantes encontrados nesse estudo
podem ser transmitidos de geracdo a geracdo e com isso pode-se explicar a existéncia de
historico familiar para essas mutacdes (Economopoulou et al., 2015). Efetivamente, o
risco do desenvolvimento do carcinoma da mama ao longo da vida aumenta consoante o
numero de antecedentes familiares do primeiro grau (mae, irma ou filha) afetados (Ewald,
2008), e cerca de 10 % dos casos de cancro de mama agrupam-se nas familias e alguns
sdo devido a mutagdes germinativas altamente penetrantes, originando um elevado risco
de cancro (Nathanson et al., 2001). E o risco de desenvolver a doenga aumenta a medida
que aumenta o ndmero de familiares afetados, havendo uma associagdo mesmo em

parentesco de terceiro grau (Colditz et al., 1993; Slattery & Kerber, 1993).

Em concordancia com a literatura (Raffo et al., 2017), o carcinoma ductal foi o
tipo histologico mais prevalente neste estudo com uma percentagem 85,84% dos casos, e
o perfil imunohistoguimico luminal B foi o mais prevalente em 39,82% das pacientes.
Este resultado vai de encontro com um estudo conduzido na Sérvia identificando o
luminal B como o mais prevalente (47,2%) (Inic et al., 2014). Ainda um outro estudo
realizado na China, cujo o objetivo era identificar a associagdo do subtipo molecular com
resposta a quimioterapia neoadjuvante demostrou que o subtipo Luminal B foi o mais
predominante (Lv et al., 2011). Portanto, os resultados do presente estudo corroboram os
estudos supracitados, demonstrando maior prevaléncia do subtipo Luminal B tanto para
a populacéo em geral como para o grupo das mulheres com mutag6es BRCA. Diante disto,

é de salientar que apesar da predominancia do subtipo luminal B ser um aspecto positivo
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na medida em que a maioria das pacientes possam utilizar a hormonoterapia (A. C. P. D.
S. Pereira, 2021), o subtipo luminal B por estar associado a um pior prognéstico em
relacdo ao luminal A, o estudo aponta para a importancia de realizar um diagndstico
precoce por meio de prevencdo secundaria na populacdo, de modo a minimizar as

implicacdes progndsticas advindas deste subtipo de tumor.

No que concerne a propor¢do de mutagdes encontrada nesse estudo, 0 mesmo é
semelhante a proporcdo descrita para a populacdo em geral. Apesar da amostra ser
pequena, foi possivel observar que de facto a mutacdo no gene BRCA2 é a mais prevalente
entre os casos de mutacdes encontradas no presente estudo, contudo foi encontrada
algumas mutacgdes raras que ocorrem de maneira precoce (em mulheres mais jovens)
(mutacdes no gene PTEN com uma média de idade de 36 anos) o0 que proporciona um

risco aumentado para o desenvolvimento do cancro (Lajus, 2010).
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6- Conelusao
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O cancro da mama constitui, sem davida, um problema de satde publica a nivel
mundial, no qual afeta principalmente mulheres e cujo tratamento eficaz e duradouro

ainda permanece, um desafio.

Os resultados deste trabalho permitiram observar que as mulheres com mutagoes
germinais desenvolvem cancro mais precocemente do que a média. A prevaléncia de
mutacdo no Alentejo a mais importante € 0 BRCA2, entretanto, existe algumas mutacoes
raras que sao preocupantes uma vez que provocam o cancro em mulheres mais jovem. O
presente trabalho aponta para a necessidade de ajustar a idade do rastreio principalmente

para as mulheres com historia familiar de cancro da mama.

Assim, este trabalho também demostra que é extremamente importante que se faca
a identificacdo de individuos e/ou familias com probabilidade de desenvolverem cancro
da mama hereditario e a sua referenciacdo para consultas de risco familiar de cancro e

oncogenética, de forma a orientar e aconselhar da melhor forma possivel.

A historia familiar continua a ser um bom indicador de risco, sendo assim,
conciliando a histdria familiar com a idade, o trabalho sugere que o rastreio para esse
grupo de risco seja iniciado mais precocemente. E de salientar que este processo é
determinante no prognostico mais favoravel e, portanto, na reducéo de risco de morte por

cancro da mama.
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7- Perspetivas Futuras

Numa perspetiva futura, a crescente disponibilidade de estudos sobre o genoma
podera trazer novos conhecimentos acerca da suscetibilidade ao cancro da mama
hereditério, incluindo a descoberta de novos genes associados a uma maior predisposicao
para o cancro da mama. Portanto, a identificacio de uma mutacdo em genes de
suscetibilidade ao cancro de mama pode justificar programas de vigilancia mais

intensivos e personalizados.
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