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Lista de abreviaturas

ADN ou DNA Acido desoxirribonucleico

AT adenine-thymine

BRCA1 Gene Breast Cancer gene 1

BRCA2 Gene Breast Cancer gene 2

CcM Cancro da mama

CMTN Cancro da mama triplo negativo
ctDNA DNA circulante tumoral

DNA ou ADN Acido desoxxirribonucleico

ESMO European society of medical oncology
HER2 Human epidermal growth factor receptor
GC guanine-cytosine

MGP MutacOes germinais patogénicas
mRNA RNA mensageiro

NCCN National Comprehensive Cancer Network
NGS Next Generation Sequencing
Carcinoma NST Carcinoma “de nenhum tipo especial”
OR Resposta objetiva

(0} Sobrevivéncia global

PARP Poly ADP-Ribose Polymerase

PD-L1 Programmed Death-Ligand 1

PFS Sobrevivéncia livre de progressao

RE Recetores de estrogénios

RNA ou ARN Acido ribonucleico

RP Recetores de progesterona

RPC Resposta patoldgica completa

TiLs linfdcitos infiltrantes tumorais

TNM Tumor — Nodes - Metastasis







Resumo

O cancro € a principal causa de morte prevenivel em Portugal. Os cancros hereditarios
s8o responsaveis por 9% dos cancros da mama e 3% dos cancros gastricos. Um numero
de genes de elevada e moderada penetrancia para suscetibilidade a cancro foram
identificados e sdo hoje testados na pratica clinica, entre os quais 0 BRCAL1 e BRCA2,
cujos portadores tém um risco aos 80 anos de 69-72% de cancro da mama e o CDH1 que

oferece risco de 70% de cancro gastrico.

Foram objetivos do trabalho identificar a populacdo portadora de mutacGes germinais de
genes de alta e moderada penetrancia para cancro da mama e a mutagdo CDH1 no cancro
gastrico difuso no servico de oncologia do HESE, a partir de critérios clinicos e histdria
familiar, e determinar a relagcdo entre presenca de mutagdes e idade, historia familiar,

histologia, subtipo intrinseco e estadiamento.

Entre as mulheres com cancro da mama estudadas, foram identificadas 13,3% (15/113)
de portadoras de MGP nos genes BRCA, PALB2, ATM, PTEN, MUTHY e MSH2 e
PTEN. Observou-se associacdo estatisticamente significativa entre presenca de MGP (no
conjunto e no BRCA1/2 isolado) e o estadiamento avancado do cancro e a histéria

familiar, mas ndo a idade ou outras variaveis clinicas e moleculares.

Os resultados obtidos demonstram a necessidade de rever o conjunto de critérios
atualmente em vigor que orientam a pesquisa clinica de MGP no cancro da mama, cuja
identificacdo permite implementar tratamento personalizado e estratégias de reducédo de

risco.

Palavras-chave: cancro hereditario; mutagdes germinais patogénicas; cancro da mama;

BRCA,; cancro gastrico.
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Title:

Identification of germline mutations of genes associated with
hereditary breast cancer and the CDHL1 gene in diffuse gastric
cancer in patients in Alentejo

Abstract

Cancer is the main preventable cause of death in Portugal. Hereditary cancers are
responsible for 9% of breast cancers and 3% of gastric cancers. A number of genes with
high and moderate penetrance for cancer susceptibility have been identified and are
currently being tested in clinical practice, including BRCA1 and BRCA2, whose carriers
have a risk at age 80 of 69-72% of breast cancer and CDH1 which offers a 70% risk of
gastric cancer.

The objectives of this study were to identify the population carrying pathogenic germline
mutations (PGM) of genes of high and moderate penetrance for breast cancer and the
CDHL1 mutation in diffuse gastric cancer in the oncology service of HESE, based on
clinical criteria and family history, and to determine the relationship between the presence
of mutations and age, family history, histology intrinsic subtype, and staging.

Among the women with breast cancer studied, 13.3% (15/113) were identified as carriers
of PGM in the BRCA, PALB2, ATM, PTEN, MUTHY, MSH2, and PTEN genes. There
was a statistically significant association between the presence of PGM (as a whole and
in BRCA1/2 alone) and advanced cancer staging and family history, but not age or other
clinical and molecular variables.

The results obtained demonstrate the need to review the set of criteria currently in force
that guide the clinical research of PGM in breast cancer, whose identification allows the

implementation of personalized treatment and risk reduction strategies.

Keywords: hereditary cancer; pathogenic germline mutations; breast cancer; BRCA,;
gastric cancer.
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Preambulo

A ciéncia moderna, a partir de Galileu, afastou o método indutivo e criou 0 método
hipotético-dedutivo que ndo parte mais da observacdo empirica, mas de um facto
problema surgido numa dada teoria, seguindo os passos: a formulacdo de um problema
segue-se a enunciacdo de uma hipotese alicercada nas teorias vigentes, a deducdo das
consequéncias a partir da hipotese, a verificacdo da hipotese e finalmente a confirmacéo
ou refutagdo da hipoOtese. Por conseguinte, a ciéncia moderna procura atingir o

conhecimento verdadeiro.

Mas temos a garantia da verdade do conhecimento? Numa perspetiva critica, Karl Popper
definiu a ciéncia apenas como um saber conjetural em que a teoria € uma hipétese aceite
até a sua falsificacdo. Deste modo, temos a ciéncia apenas como um modo de

aproximacdo a verdade (Wilkinson, 2013).

O progresso cientifico trouxe o deslumbramento de que a tecnologia nos conduziria ao
conhecimento da verdade sem necessidade de intermediarios, o que abalou fortemente a
relacdo médico-doente, relegando a entrevista médica ou historia clinica para um papel
secundario no processo da doenca. Do lado do médico, também ndo foi alheio a este
resultado a rapida ultra-especializacdo da medicina (Loefler, 2000) e o cada vez menor
tronco comum de formacao humanista no ensino universitario, como denota o abandono
gradual desde o inicio do século XX de disciplinas nucleares como a filosofia (substituida
pela psicologia) e as linguas e literaturas classicas (substituidas pelo inglés técnico), o
que contribuiu para formar médicos centrados na técnica e na estatistica mas incapazes
de compreenderem o processo saude-doenca na sua multidisciplinariedade e com uma
extrema dificuldade em experimentar empatia pelos doentes e em projetarem neles o

sofrimento alheio e a sua prépria morte (Pavlova et al., 2021).

A Genética Médica ocupa-se em primeiro do diagnostico e identificagdo de genotipos
associados a doencas, o que resulta em estratégias de redugéo do risco do fendtipo doenga,
em segundo do desenvolvimento de terapias que possam vir a substituir genes defeituosos
e em terceiro da farmacogendmica (compreensao das diferencas de resposta de diferentes
individuos aos mesmos farmacos em funcgdo das suas caracteristicas genéticas), estando
a ela consagrados laboratorios e empresas farmacéuticas. A genética médica estuda

tambeém a transmissdo hereditaria das doengas humanas de origem genética, numa
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perspetiva de prevencao e de tratamento. Os genes tém, por conseguinte, um evidente

triplo valor cientifico, médico e economico (Bozgeyik, 2021).

Por oposicao a composicao genética subjacente, o gendtipo, que compreende o genoma e
0 epigenoma, o fendtipo € o conjunto de carateres morfoldgicos, fisiologicos e
comportamentais de um individuo, refletindo o estado real do individuo num processo
dindmico que varia no tempo e no espago e, portanto, reversivel. O fenotipo compreende
0 transcriptoma, o proteoma, o metaboloma, o interactoma e o degradoma (Wheeler,
Wang, 2013).

O conhecimento do genoma humano trouxe varias consequéncias:

» O aperfeicoamento da medicina preditiva (de doencas futuras);

» O aumento os lucros das empresas de biotecnologia, dos empregadores e das
seguradoras;

» A ideologia da saude e do homem perfeito (risco de eugenia);

» O acesso a intimidade genética da pessoa;

» A corrida ao patenteamento dos genes.

Perante estes riscos a dignidade e a diversidade humana, importa recordar os principios

que orientam as decisOes éticas em medicina:

» Principio da autonomia e da vulnerabilidade — esclarecimento adequado e
completo do doente ou utente sobre o resultado dos testes genéticos; respeitar a
autodeterminacdo dos individuos e proteger as pessoas com autonomia reduzida
(criancas e pessoas com incapacidade mental ou vulneraveis);

» Principio da beneficéncia — as interven¢bes médicas devem procurar o melhor
interesse do doente, contribuindo para o bem-estar e a dignidade pessoal,
antecipando um beneficio para o individuo;

» Principio da ndo-maleficiéncia (primum non nocere) — as intervengdes médicas
ndo devem infligir dano ao doente, quer de forma intencional ou por negligéncia;
nele esta incluido o consentimento informado, explicando os beneficios e os riscos
eventuais dos procedimentos;

» Principio da justica — considerando a saude um bem basico, trata-se de
proporcionar a todos os cidaddos 0 mesmo acesso aos beneficios proporcionados
pelo sistema de saude, em plano de igualdade, repartindo as vantagens e as

desvantagens dos cuidados de satde de maneira equitativa.
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» Principio da confidencialidade — a confidencialidade dos resultados dos testes

genéticos garante a autonomia, a beneficéncia e a ndo-maleficéncia.

Existem argumentos utilitaristas e deontoldgicos a favor e contra a propriedade intelectual

do genoma humano.

O principal argumento utilitarista a favor € o de que ha medicamentos, testes de
diagnostico e outros instrumentos que promovem avancgos na area da saude que jamais
serdo inventados sem a protecdo proprietaria por meio de patentes, de molde a proteger
0s autores da investigacdo cientifica, da inovacdo tecnologica, da criatividade artistica,
do progresso médico, da atividade empresarial, do investimento financeiro e do
crescimento economico. O meio de encorajar o progresso da ciéncia e arte € dar incentivos
econdmicos a partilha com o publico dos produtos resultantes do trabalho dos cientistas
e das empresas farmacéuticas, garantindo a seguranca do retorno do investimento feito na

investigacdo pelos empresarios e financeiros.

Ao contrério, existe um fortissimo argumento utilitarista contra o direito de patentear
aquilo que € préprio da natureza, incluindo novas espécies descobertas, novas formulas
matematicas ou novos fendmenos naturais como a fissdo: o perigo de monopdlio e abuso
de poder. Em primeiro, as patentes protegem o0s primeiros que criam algo,
recompensando-0s economicamente, mas impedem a concorréncia de terceiros e logo o
progresso da ciéncia e da tecnologia, se ndo forem acautelados determinados principios
de precaucdo. Em segundo, existem riscos plausiveis de uma técnica especifica de
genética ou uma pequena sequéncia de ADN manipulado ser detida por uma empresa
privada, mas a propriedade do genoma humano completo seria ja uma completa violagdo
da dignidade humano (muito mais que uma ameaca), uma vez que 99,9% (o DNA comum
a todos os humanos) do ADN ficaria nas maos de grupos privados poderosos, avidos de
lucro e indiferentes aos interesses da maioria e da regulacdo da sociedade. Os danos
provocados pela partilha do conhecimento do genoma humano entre as grandes
seguradoras e empresas de todo 0 mundo seriam incalculaveis e ndo seriam seguramente

compensados pelos beneficios da medicina preditiva.

Os outros trés argumentos contra a patente do ADN sdo deontoldgicos e provavelmente
menos robustos. O primeiro é religioso e argumenta que a natureza nao foi criada pelo
ser humano mas por Deus e por isso patentear um produto da natureza seria como jogar

a um deus, escamoteando o verdadeiro inventor.
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O segundo argumento deontologico pugna que seria imoral patentear o ADN humano
porque 0 genoma humano € a nossa herangca comum da Humanidade: o ADN pertence a
todos e ndo pode assim ser detido em privado nem comercializado — res communis. Este
é principal argumento invocado por organiza¢ées como a UNESCO, a Human Genome
Organization e a Organizacdo Mundial de Saude. Outros exemplos de res communis sdo
a lua, a Antartica e a atmosfera. O genoma humano é composto por trés mil milhdes de
pares de bases e cerca de 20 mil genes diferentes agrupados em 23 pares de cromossomas,
22 autossémicos ou ndo sexuais e um par sexual, 0 cromossoma X e 0 Y. Em média, um
gene contém 3000 pares de bases mas alguns genes contém mais de 2 milhdes de pares
de bases, como o DPYD que tem mais de 4 milhdes. Um cromossoma médio possui 150
mil pares de bases. Os seres humanos partilham 99,9% do seu ADN, logo apenas existe
uma variacdo genética em 0,1% do ADN humano e partilham até 98% dos genes com
outras espécies como o chimpanzé, o que significa que o patriménio ndo é apenas

humano.

O terceiro argumento deontoldégico contra patentear o ADN realca a imoralidade de
possuir e violar a dignidade, o valor ou santidade do mundo natural. No entanto, os dois
ultimos argumentos sofrem de algumas dificuldades empiricas e analiticas (Murphy and
Resnik, 2004).

Em 1990 um grupo de investigacdo liderado por Mary-Claire King, da Escola de Saude
Publica da Universidade da Califérnia, Berkeley/EUA, descobriu uma associacao entre

0 aparecimento precoce de cancro da mama e o cromossoma 17.

Apos investigagdo e colaboracdo de vérias universidades e institutos publicos dos Estados
Unidos e do Canada, o grupo do geneticista Mark Skolnick, da Universidade de
Utah/EUA, a partir de dados do Registo de cancro do estado de Utah e da base de dados
genealdgicos da Igreja dos Santos dos Ultimos Dias (M6rmons), que tem dados de mais
de 170 mil familias desde o século X1X, sugeriu em 1994 e 1995 a forte correlagdo entre
0s genes BRCA1 e BRCA e o cancro de mama e de ovario (Bishop DT, 1994).

Mark Skolnick fundou entdo em 1994 a start-up Myriad Genetics na Universidade de
Utah/EUA dedicada a desenvolver diagnosticos moleculares, a0 mesmo tempo que
solicitou a patente do gene BRCAIL, obtendo protecdo das sequéncias geneticas
descobertas por 20 anos. Ap6s 0 apoio financeiro de varios investidores, a Myriad

Genetics iniciou a exploracdo comercial de testes diagnosticos e conseguiu a
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sequenciacdo e a patente do gene BRCA2. Em 1996, a empresa lancou o
BRACAnalysis, um teste preditivo para cancro da mama e do ovério, proibindo a
realizacdo de testes diagnosticos dos genes BRCAL e BRCA2 por outros laboratérios e

universidades.

Apos uma longa luta judicial, em 2013 a Myriad perdeu o direito a patente considerando-
se que 0s genes sdo produtos da natureza e por conseguinte o seu simples isolamento (sem
alteracdo produzida em laboratdrio) ndo pode ser considerado uma invencgao, requisito
essencial para a concessdo de uma patente (Dreyfuss et al, 2018). O monopolio e o
exorbitante preco dos testes durante 17 anos constituiram um verdadeiro obstaculo para
muitas mulheres no acesso a sua informacao genética e atrasaram a pesquisa cientifica e

0 avanco médico.

Pela primeira vez na Historia, o conhecimento de determinadas condicfes hereditérias
permite prevenir o aparecimento de doencas como cancros relacionados. Alteracfes
genéticas hereditarias diagnosticadas precocemente habilitam os doentes atingidos a
agirem preventivamente, seja através de programas intensivos e continuos de diagndstico
precoce, seja por cirurgias profilaticas de 6rgdos com elevada propenséo para o cancro.
Por outro lado, abriram a possibilidade de novas estratégias de tratamento e farmacos

dirigidos, tanto na doenca precoce como na avancada.

A introducdo de Next Generation Sequencing (NGS), baseada na amplificagéo clonal e
na sequenciacdo paralela multipla a baixo custo, e a importancia e a recomendacao
crescentes do teste genético para a prevencdo e o tratamento individualizado de cada
doente, além da possibilidade de aconselhamento genético de familiares de doentes
portadores de muta¢des patogénicas, veio permitir investigar mais genes em menor tempo
e com menor custo, o que foi determinante para podermos avancar com este trabalho
pioneiro em Portugal na dimensdo relativa da amostra de doentes e na valorizacdo da

informacdo genética germinal para a prevencao, diagnostico precoce e tratamento.
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Capitulo |

FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO
DA LITERATURA






1. Epidemiologia do cancro

1.1.Epidemiologia no mundo, na Europa e em Portugal

A incidéncia mundial de cancro tem aumentado exponencialmente nos Gltimos 30 anos.
De 14.1 milhdes de novos casos em 2012, atingimos em 2020 os 19.2 milhdes, prevendo-
se cerca de 24 milhdes em 2035. De acordo com o sexo, 10.0 milhdes dos novos casos
atingiram homens e 9.2 milhdes mulheres. A probabilidade nos paises desenvolvidos de

ter cancro ao longo da vida varia entre 30% e 40% (Siegel et al, 2019).

Estima-se que os trés cancros com maior incidéncia no mundo em 2020 foram em
primeiro o cancro da mama (2.2 milhdes), em segundo o cancro do pulmao (2.2 milhGes)

e em terceiro o cancro colorretal (1.9 milhdes) (figura 1).

Breast Lung
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I:ung o ) Colorectum
2 206 771 (11.4%) Other cancers 935 173 (9.4%)
Other cancers Colorectum 3932768 (39.5%] Liver
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Total : 19 292 789 Total : 9958 133

Figura 1: Estimativa de novos casos (A) e de mortes (B) de cancro no mundo em 2020 (ambos sexos,
todas idades). Fonte: GLOBOCAN 2020

Prevé-se um aumento de 50% da incidéncia de cancro em 2040 para mais de 30 milhGes
de casos; por outro lado, a mortalidade ird aumentar dos atuais 10 milhdes para mais de
16 milhdes em 2040. Por exemplo, dos 2,26 milhdes de novos casos de mulheres com
cancro da mama em 2020 (figura 1.A), passaremos para 3,19 milhdes em 2040 e nesse
grupo a mortalidade aumentard dos atuais 684 mil para mais de um milhdo
(GLOBOCAN, 2020). Significa isto que se admite ja que a melhoria da oferta terapéutica
n&o vai conseguir redimir o aumento de mortalidade previsto nas proximas duas décadas.
Por conseguinte, apenas pela prevencdo, primaria e secundaria, sera possivel conter o

caudal da epidemia do cancro da mama.
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Figura 2: Taxas padronizadas de incidéncia e mortalidade por cancro na Europa em 2020. Retirado de
GLOBOCAN 2020

Na Europa em 2020, o cancro da mama liderou com uma incidéncia anual de quase 75
habitantes por 100.000 habitantes e uma mortalidade de cerca de 15 por 100.000
habitantes (figura 2). S6 o cancro do pulméo teve uma mortalidade maior (superior a 20
por 100.000), apesar de incidéncia bem menor que o cancro da mama (quase 30 por
100.000).

Em Portugal em 2020 (figura 3), o cancro foi responsavel por 60.467 novos casos,
maioritariamente em homens (33.794 novos casos em homens e 26.673 novos casos em
mulheres), e 30.168 mortes (18.174 homens e 11.994 mulheres). A probabilidade de
desenvolver um cancro até aos 75 anos é superior a 25%. As doencas oncoldgicas sdo a
segunda causa de morte em Portugal, mas, mantendo a tendéncia de crescimento anual de
3%, vao rapidamente destronar até 2030 as doencas cardiovasculares como primeira
causa. Segundo dados do Observatoério Global de Cancro (Bray et al, 2018) prevé-se um
aumento na incidéncia de cancro em Portugal para cerca de 70 mil novos casos em 2040.
Ja no que concerne a mortalidade, prevé-se um aumento de cerca de 31%, estimando-se
quase 38 mil mortes em 2040. Sublinhe-se que em Portugal as doencas oncoldgicas, por
acontecerem em média 10 a 15 anos antes do tempo estimado de vida, sdo ja a primeira
causa de anos potenciais de vida perdidos - mais de 100 000 anos por ano -, constituindo
assim ja a primeira causa de morte evitavel (antes dos 70 anos) em Portugal, largamente
a frente das doencas cardiovasculares (cerca de 50 mil em 2017) (INE, Causas de morte —
2017).
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Figura 3: Namero estimado em Portugal, em 2020, de novos casos de cancro (A) e de mortes por cancro
(B). Fonte: GLOBOCAN 2020

No pais, apesar do aumento da incidéncia e da taxa de mortalidade bruta por neoplasias
malignas, gracas a melhoria no diagndstico, organizacao hospitalar e oferta terapéutica,
temos assistido a descida da taxa de mortalidade padronizada - mais doentes sobrevivem,

e por mais tempo, ao cancro (figura 3).

Quanto as causas de morte no Alentejo, o cancro passou de 15.5% em 1981 para 21.5%
em 2017, enquanto as doencas do aparelho circulatério desceram no mesmo periodo de
44.3% para 30.2%. Previsivelmente, ndo devera levar muitos anos até o cancro se tornar
também a primeira causa de morte no Alentejo, onde ja é a primeira causa de morte na

populacdo abaixo dos 65 anos, portanto a primeira causa de morte evitavel (DGS, 2018).

O Alentejo Central acompanha o resto de Portugal na mortalidade padronizada por cancro
— cerca de 150 mortos por ano por 100 000 habitantes-, o que traduz uma mortalidade
ajustada a incidéncia quando descontados o fator do indice de envelhecimento e o estadio
do cancro ao diagnostico, mais elevados ambos no Alentejo do que no resto do pais
(figura 4).

Algumas destas mortes por cancro seriam evitaveis com o refor¢co da prevencao primaria
e do diagnostico precoce (prevencdo secundaria por rastreios, universais ou
personalizados). As mortes evitaveis, correspondendo a uma parcela importante da morte
prematura (antes dos 70 anos), podem ser sensiveis concomitantemente a promocéao da
salde (carater preventivo) e aos cuidados medicos (carater curativo) (Korda et al, 2004;
Holland et al, 1998).



MORTALIDADE PADRONIZADA POR CANCRO

Figura 4: Mortalidade Padronizada
(taxa por 100 000 habitantes) por
cancro em Portugal, por regides.

Fonte: INE 2017

Estima-se que pelo menos um terco dos cancros esteja relacionado com fatores de risco
preveniveis, como o tabagismo, o consumo de alcool, a dieta desequilibrada, a inatividade
fisica, fatores ambientais varios, a exposic¢do prolongada a estrogénios ou a contaminagao

profissional (Danaej et al, 2011).

Mas um fator etioldgico também relevante no cancro, mas ainda subvalorizado, é a
predisposicdo genética hereditaria. Os individuos e as familias portadoras de mutacoes
germinais patogénicas nao estdo identificados na sua esmagadora maioria, 0 que constitui

um problema de saude publica.

Quadro 1: Sumaério das estatisticas de cancro em Portugal em 2020. Adaptado de: GLOBOCAN 2020

2020 Homens Mulheres Ambos sexos
Populacéo 4824 034 5372673 10 196 707
N° novos casos de cancro 33794 26 673 60 467
Taxa incidéncia

padronizada (idade) 314 221 261
Risco de cancro antes dos 0 0 0

75 anos (%) 31% 21% 25%

N° mortes por cancro 18 174 11994 30 168
Risco morte por cancro 14% 7% 10,7%
antes 75 anos

Prevaléncia a 5 anos 89 358 80 192 169 550

5 principais cancros

Prostata, Colorretal
Pulméo, Bexiga
Estdmago

Mama, Colorretal
Pulméo, Tirdide
Endomeétrio

Colorretal, Mama
Préstata, Pulmao
Estémago



O Alentejo carateriza-se por apresentar uma populacao envelhecida (tinha um indice de
envelhecimento em 2013 de 208,9 idosos para 100 jovens, contrastando com a média em
Portugal de 167), dispersa geograficamente e de reduzida densidade, vivendo mais de um
terco daquela distante da capital de distrito respetiva, apresentar fracos recursos
econdmicos e estar pouco sensibilizada para a prevencao e diagnéstico precoce e, por
conseguinte, muito vulnerdvel e dependente do Estado para o acesso aos cuidados de
salde. A regido tem uma das maiores incidéncias de cancro colorretal (associado a
obesidade e sedentarismo) e da mama, sendo que o diagndstico € feito mais tardiamente
do que em outras regides do pais. Por exemplo, enquanto a média nacional é de 10% de
tumores colorretais diagnosticados em ocluséo intestinal, no Alentejo atinge 30%, o que
tem Obvias consequéncias negativas no progndstico da doenca e na eficacia dos
tratamentos, apesar do doente alentejano padronizado na idade e no estadio da doenca (ou
seja, descontando o fator da diferenca na idade e no estadiamento avancados) obter dos
melhores resultados terapéuticos do pais e ter menor mortalidade por estadio (DGS,
2017).

1.2. Epidemiologia de cancro da mama

O cancro da mama foi em 2020 responsavel no mundo por 11.6% dos novos casos e 6.6%
dos ébitos por cancro, considerando ambos 0s sexos, mas, entre as mulheres, tem a maior
incidéncia (24.5% do total, que perfaz 2.1 milhdes de novos casos) e a maior mortalidade
por cancro (15.5%, isto é, 684 000 mortes) (Siegel et al, 2020), a custa dos paises de
cultura ocidental, onde a probabilidade de uma mulher receber o diagnostico de cancro
da mama ao longo da vida € de 1 em 8 e a de falecer dele é de 1 em 33. A sua incidéncia
(figura 5) é maior devido a maior longevidade e a fatores reprodutivos, mas é também ai
que a sobrevivéncia é maior, como resultado dos programas de rastreio e do acesso a
terapéutica adequada (Jani, 2021). O cancro da mama € a principal causa de morte entre
0s 20 e 0s 59 anos nos EUA e entre 0s 40 e 0s 59 anos a nivel global (considerando todas

as causas de morte) (Siegel et al, 2020).
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Figura 5: Incidéncia de cancro em 2020 no mundo entre mulheres de todas as idades. O cancro da mama
destaca-se com mais de 50 casos novos por 100.000 habitantes, uma incidéncia trés vezes superior a do
cancro colorretal e a do pulméo. Fonte: GLOBOCAN 2020

Enquanto aumenta o diagndstico nas mulheres pré-menopausicas, o cancro da mama tem
diminuido na Europa nas mulheres p6s-menopausicas desde o fim da recomendacdo da

terapia hormonal de substituicdo e o aumento da cobertura do rastreio (Ameye et al,

2014).
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Figura 6: Mapa de incidéncia de cancro da mama no mundo e na Europa em 2020. Retirado de
GLOBOCAN 2020

Na Europa, em 2020, a incidéncia de cancro da mama (figura 6) foi de 74,3/100 000
habitantes e a mortalidade de 18,8/100 000 habitantes (GLOBOCAN 2020), mas, se

atentarmos a Europa Ocidental, a taxa de incidéncia foi superior (90,7) e a taxa de



mortalidade menor (15,6). Portugal tem ainda uma incidéncia e uma mortalidade por
cancro da mama ligeiramente abaixo da média da Europa: respetivamente 70,8 e 12,7 por
cada 100 000 habitantes (GLOBOCAN 2020).

Portugal esta epidemiologicamente em linha, com 6974 doentes novos (12% de todos 0s
cancros) e 6% dos dbitos (1748 doentes), o quinto cancro mais mortal, numa média etaria
de 70 anos (Siegel et al, 2020). A prevaléncia foi de 27051 mulheres (33,7% do total). As
mortes provocadas por cancro da mama representaram em 1,6% da mortalidade no pais
em 2017, atingindo principalmente as mulheres (3,2% do total de 6bitos de mulheres e
0,1% de homens). Em termos geograficos, a Area Metropolitana de Lisboa (com 3,9%) e
a regido do Algarve (com 3,7%) lideraram a mortalidade feminina por cancro da mama.
O numero de anos potenciais de vida perdidos para as mulheres foi em 2017 de 11 295
anos, um valor comparavel ao conjunto das doencas respiratorias (INE, Causas de morte
—2017).

A incidéncia de cancro da mama continuara a crescer em Portugal até 2040, com uma
previsdo de mais de 2200 mortes por ano, apesar da evolugéo terapéutica, o que traduz
bem a importancia e a impoténcia terapéutica parcial em tratar o cancro da mama
(GLOBOCAN 2020).

1.3. Epidemiologia de cancro gastrico

O cancro gastrico (CG) ¢é a terceira causa de morte por cancro no mundo apesar de ser
apenas o quinto mais frequente, com uma estimativa em 2020 de mais de um milh&o de
novos casos (5.6% de todos os cancros) e mais de 768 000 mortes (7,7% do total de mortes
por cancro) (Siegel et al., 2020). A sua incidéncia é duas vezes superior nos homens em
relacdo as mulheres e a geografia influi também na incidéncia e mortalidade. A maior
incidéncia por 100 000 habitantes ocorre no Leste da Asia (até 62.3 nos homens na
Coreia), sendo a China responsavel por metade das mortes mundialmente (W. Chen et
al., 2016) e, em contraste, Africa é o continente onde o nimero de novos casos por

habitante é menor (1.3 nos homens em Mocambique) (Siegel et al., 2020).

No Ocidente a incidéncia de CG tem diminuido nas ultimas décadas, sobretudo nos
Estados Unidos (reducdo de 80% desde 1950), mas na Europa do Sul e na Europa do



Leste continua muito elevada, apesar da melhoria das condi¢6es de vida que levaram a
difusdo de refrigeracdo, diminuicdo de consumo de alimentos fumados ou salgados, maior
disponibilidade de frutos e vegetais frescos e aumento de higiene e consumo de
antibidticos, o que significa que a reducao da infecdo de HP pode ndo ser o Unico fator
envolvido (Thrift et al, 2021).

No Japdo e na Coreia, onde a incidéncia conta entre as mais altas do mundo, a
sobrevivéncia aos 5 anos € superior a 50% devido a detecéo precoce atraves de programas
de rastreio. Ao contrario, no Ocidente, onde nao existem programas de rastreio universal

(Kim et al, 2016), a sobrevivéncia a 5 anos subiu apenas de 15% para 30%.

A maioria da variacdo geografica deve-se a diferenca de fatores de risco ambientais,
demonstrado pelo facto de que os migrantes tendem a adotar as taxas prevalentes dos

paises hospedeiros.

Na Europa Ocidental, Portugal destaca-se negativamente pelas elevadas incidéncia e
mortalidade de cancro gastrico, que ndo param de aumentar. A incidéncia na lusa pétria
foi, em 2020, de 11 por 100 000 habitantes (contrastando com 5,9 na Europa Ocidental)
e amortalidade de 7,9 por 100 000 habitantes (3,3 na Europa Ocidental), o que se traduziu
em 2950 novos casos (4,9% dos cancros) e 2232 mortes (7,7%). Em 2017, a idade média
ao 6bito por esta doenca foi de 73,2 anos (72,2 para os homens e 74,9 para as mulheres).
A taxa bruta de mortalidade foi maior na regido do Alto Tamega (43,4) e menor na Regido
Auténoma da Madeira (14,1) e na Regido de Leiria (15,3) (INE, Causas de morte —2017).

Por conseguinte, apesar da sua menor incidéncia, o cancro gastrico tem maior mortalidade

relativa do que o cancro da mama.

Em Portugal, o0 nimero de anos potenciais de vida perdidos por cancro do estbmago em
2017 foi de 9 168 anos, mais elevado para os homens (5 953 anos potenciais de vida
perdidos) do que para as mulheres (3 215 anos) (INE, Causas de morte — 2017).
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2. Etiologia e Prevencéo do cancro

O cancro é em Portugal a primeira causa de morte evitavel, responsavel por mais de

100 000 anos potenciais de vida perdidos por ano (INE, 1997).

2.1.Etiologia do cancro

Raramente os cancros tém um Unico fator causal, mas por vezes ele esta bem identificado.
A fuligem foi o primeiro agente identificado, ja no século XVIII, associado ao cancro do
testiculo, comum nos limpa-chaminés ingleses (Spencer, 1891). O fator mais importante
envolvido no cancro nos ultimos 70 anos é indubitavelmente o tabaco, responsavel por
90% dos cancros do pulmao e 30% de todos os cancros, o que permite adotar uma politica
de controlo a escala global (O’Keeffe et al, 2018).

Atualmente o ambiente € responsavel por cerca de 75% dos casos de cancro. Os seres
humanos estdo expostos involuntariamente a numerosos carcinogéneos atraves da
inalacdo, ingestdo e contacto cutdneo, cujo controlo ndo estd nas suas maos por
desconhecimento ou inevitabilidade de exposi¢do. Uma proporc¢éo substancial de cancros
é causada pela exposicdo de cariz profissional, incluindo carcinogéneos pulmonares a
partir da exposicdo profissional como arsénio, asbestos, berilio, cddmio e crémio
(Lewandrowska, 2019). Embora a alimentacdo e a poluicdo tenham um papel muito
importante, as infe¢des concorrem para mais de 20% dos cancros no mundo (de Martel,
2020). Compreensivelmente, a exposicdo a maioria dos carcinogéneos € tendencialmente

maior entre a populacdo mais desfavorecida e menos qualificada (Hiscock, 2011).

Aos fatores antigos que perduram (consumo de tabaco e alcool, principais causas de anos
de vida perdidos), juntam-se desafios novos: o continuo aumento da esperanca de vida
(responsavel pelo aumento da incidéncia de cancro em 35% nos ultimos 20 anos), 0
crescimento exponencial do tabagismo na mulher jovem e a obesidade na infancia e na
adolescéncia. Além disso, 0 mundo tem riscos ambientais desconhecidos e dificeis de
prever como o aumento da temperatura, o degelo dos pdélos, a guerra e a contaminagao
por plasticos de toda a cadeia alimentar. Tendo em conta estes fatores, prevé-se que o
cancro se torne em 2030 a primeira causa de morte em Portugal (Siegel et al., 2020).
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Paradoxalmente, enquanto controlamos cada vez menos as causas ambientais, temos hoje

cada vez mais armas para diagnosticar e influenciar a heranga genética.

O cancro hereditario, responsavel por 10% de todos os cancros, geralmente em idade mais
jovem e de forma mais agressiva que o do cancro esporadico (Docampo, 2021), ndo se
pode ja considerar fator ndo modificavel, porquanto o conhecimento de predisposicao em
portadores de mutacdes germinais patogéenicas permite tomar acdes que podem mudar

radicalmente o percurso natural da doenga ou mesmo impedir a expressao desta.

O que observamos ainda hoje é a falta de conhecimento relativamente a real incidéncia e
prevaléncia de mutacGes germinais, mesmo entre os doentes com cancro, falhando
consequentemente de forma grave os cuidados de satde na implementacao de estratégias

precisas de prevencdo e tratamento do cancro hereditério.

2.2. Prevencao do cancro

A prevencao é o conjunto de medidas visando a evitar ou a reduzir o nimero e a gravidade
das doencas, dos acidentes e das deficiéncias. A prevencdo bio-médico-administrativa
ultrapassa o dominio estritamente sanitario e inclui ndo so6 o estilo de vida e as vacinas,
mas também por exemplo os radares na estrada ou qualquer medida administrativa que

contribua para prevenir a sinistralidade rodoviaria (Leeder, 2004).
Existem 3 tipos de prevencdo: primaria, secundaria e terciaria (Lamore et al, 2017).

A prevencdo primaria (antes do aparecimento da doenca) € o conjunto de atos que tem
por objetivo diminuir a incidéncia (numero de novos casos de uma patologia num periodo
numa populagdo determinados, avalia frequéncia e velocidade de aparecimento de
patologia) de uma doenca numa populacéo (Lewandowska, 2020). Considera a prevencao
dos comportamentos individuais de risco assim como 0s riscos genéticos hereditarios,
ambientais e sociais. S&0 a¢des de prevencdo primaria o estilo de vida saudavel, que pode
atrasar a formacéo de doencas cronicas em 10 a 20 anos e diminuir em 75% a morbilidade
(i. é, o tempo passado de sofrimento antes da morte): abstengdo tabagica e alcodlica,
sexualidade responsavel, cuidados com exposicao solar; a promocdo de atividade fisica
regular; a nutricdo apropriada, prevencdo de obesidade na infancia e adolescéncia
(alimentos e bebidas saudaveis); a detecdo de mutacbes germinais patogénicas de genes

associadas a cancro; cirurgia profilatica em pessoas de elevado risco de cancros
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hereditarios por mutagcdes germinais patogénicas; a promocao de bem-estar no trabalho:
cultura de prevencao de riscos quimicos e fisicos, politica e responsabilidade social,
conciliacdo com vida familiar, alimentacdo, programa de exercicio fisico; envolvimento
das camaras municipais e juntas de freguesia na promogéo de saude, principalmente dos
idosos em risco de desnutricéo, inatividade e depressdo; o controlo da poluigéo: reducao
da emissdo de particulas diesel, reducdo de emissbes aéreas de substancias toxicas de
origem industrial, protecdo da captacdo de agua potavel, controlo da qualidade de ar
interior, etiquetagem das carateristicas sanitarias e ambientais dos materiais de
construcdo. O momento dos rastreios também pode ser aproveitado para acdes de

prevencdo primaria quanto ao estilo de vida saudavel (Senore et al, 2012).

A prevencdo secundaria tem por objetivo diminuir a prevaléncia de uma doenca numa
populacdo. A prevaléncia, expressa geralmente em percentagem, ¢ uma medida do estado
de saude de uma populagdo num dado instante, tendo em conta 0 nimero de casos de
doencas em dado momento numa populacéo (seja o diagnostico antigo ou recente). A
prevencdo secundaria visa agir no inicio do aparecimento da doenca, evitando a sua
evolucdo, ou ainda em fazer desaparecer os fatores de risco. Os componentes da
prevencdo secundaria sdo: o rastreio (de doenca ou fator de risco), o diagndstico precoce
e 0 tratamento imediato. A prevengdo secundéria no cancro € a acdo ao nivel da doenga
pré-cancerosa, ou seja, corresponde ao tratamento do pré-cancro (Rose et al, 1992).
Também se pode fazer o diagndstico precoce do cancro antes da sua expressdo clinica,
quando o risco de metastizacdo € menor e a probabilidade de cura maior. A prevencdo
secundaria e o diagndstico do cancro pré-clinico correspondem ao rastreio (Agnieszka
Kolak, 2017). As condicbes de eficacia da prevencdo secundaria sdo: doenca bem
definida, prevaléncia conhecida, histéria natural longa, teste simples, de facil acesso e
seguro, custo-beneficio, aceitabilidade, equidade no acesso ao rastreio e, finalmente,
tratamento efetivo, aceitavel e seguro. O rastreio pode ser aplicado a uma populacao

numerosa (rastreio de massa) ou a um individuo (proposto pelo médico assistente).

Daqui se depreende que 0s cancros suscetiveis de rastreio sdo o cancro da mama, o cancro
colorretal, o cancro do cérvix (colo do utero ou cervical), o cancro da prostata e, em
populacdo selecionada, o cancro do pulmdo. Os meios de rastreio em massa tém de
obedecer aos seguintes critérios: capacidade de identificacdo (elevadas sensibilidade e
especificidade), reprodutibilidade para um rastreio de massa, serem aceites e néo

perigosos (colonoscopia tem algum perigo) e custo sustentavel.
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Os meios para cada tipo de cancro diferem : para o pulméo a TAC torax de baixa radiagcdo
(em casos selecionados) ; para a prostata, a ecografia transrretal, toque rectal e PSA ; para
a mama a mamografia.(se adesdo minima de 60%), sendo dificil atualmente a prevencédo
priméaria; para o cancro colorretal, a pesquisa de sangue oculto nas fezes permite
identificar adenomas com mais de 2cm e a prevencdo primaria pode ser feita através da
alimentacdo (fibras), sabendo-se que uma familia atingida triplica o risco e 0o adenoma
dobra o risco (Corley et al, 2014); para o cancro do cervix (colo uterino), temos a citologia
cervical. O custo de um programa de rastreio deve ser ponderado com o nimero de casos
detetados e as consequéncias e custos de nédo se fazer o rastreio, como na mama em que
a mamografia reduz em 20% o risco de mortalidade por cancro da mama (Marmot et al,
2013). Geralmente, a prevaléncia do estagio pré-clinico da doenca deve ser alta na
populacdo, mas, pontualmente, é possivel rastrear doencas com baixa prevaléncia desde
que apresentem consequéncias graves (Strong, 2005). Por outro lado, pode-se optar por
rastreio baseado no risco personalizado, considerando-se ainda o uso de meios
imagioldgicos diferentes dependendo da idade e da densidade mamaria. Apesar de
especificidade semelhante (0.71), a sensibilidade da ressonancia mamaria (0.92) é bem
maior do que a da mamografia (0.75) (Zhang et al, 2017), mas o seu custo acrescido torna-
a adequada apenas para rastreio de mulheres de elevado risco de cancro da mama e nédo
para a populacéo geral (NICE, 2018).

Finalmente, uma vez instalada a doenca, a prevencdo terciaria pretende diminuir a
prevaléncia das complicacfes e incapacidades sequelares, bem como prevenir e
diagnosticar precocemente as recidivas apds a doenca. Trata-se de minorar os efeitos e
sequelas de uma patologia ou do seu tratamento, pretendendo-se a readaptacdo do doente,

tendo em conta as dimensdes médica, social e psicoldgica.

Exemplificando, a preveng¢do do cancro da mama pode ser dividida em priméria - quando
se evita o desenvolvimento de cancro por estratégias como o aconselhamento, a educacéo,
o controlo de fatores ambientais, a cirurgia profilatica e/ou quimioprevencgéo (Toss et al,
2017) — e em secundaria, que pretende, por metodos imagiologicos (atualmente a
mamografia de rastreio), descobrir lesbes pré-cancerigenas ou cancros em fase inicial,

facilmente trataveis e curaveis (Cortesi et al, 2019).

Por conseguinte, a detecdo precoce de mutacGes germinais patogénicas de genes

associadas a cancro pode ser um considerada um meio de prevencéo.
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3. Cancro: uma doenca sempre genética, por vezes hereditaria

O cancro é uma doenca definida pelo crescimento descontrolado das células, para além
dos seus limites normais, e capacidade de invasdo de Orgaos adjacentes e distantes. O
descontrolo proliferativo € causado por mudancgas estruturais e quantitativas nas
moléculas que controlam o comportamento celular. Existem diferentes tipos de cancro
dependendo da origem do tecido descontrolado: carcinomas derivando de células
epiteliais, sarcomas derivando de células da mesoderme e adenocarcinomas quando

provém de tecido glandular (Pecorino, 2012).

Cada cancro € um grupo de doengas que partilham um fen6tipo comum de crescimento e
proliferacdo celular incontrolavel (Balmain, 2001; Futreal et al, 2004) a partir de um clone
que sofre um processo de Vvarias etapas durante as quais as células adquirem uma série de
mutacdes que conduzem a divisdo e crescimento celular, inibicdo da diferenciacdo
celular, evasdo da morte celular (apoptose), evasdo do sistema imune, angiogénese
(neovascularizacao) e metastizacdo para outros 6rgdos (figura 7). O cancro é portanto
uma doenca genética, iniciada e alimentada por mutac6es, germinais (hereditarias) pelo

menos em 5 a 10% e somaticas (adquiridas) em cerca de 90% dos casos.
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A maioria das mutacdes que ocorrem dentro de uma célula, como delec¢des, substituicdes,
inser¢Oes ou translocagdes, ndo conduzem a cancro. Algumas mutacGes impedem o
MRNA de ser transcrito (por exemplo, coddo inicial alterado) ou a proteina de ser
codificada (por exemplo, regido promotora alterada). Estas alteracbes podem ser neutras
para as células (devido a outras proteinas que desempenham papel semelhante na célula)
ou deletérias e propiciadoras de cancro (se o gene for supressor tumoral). Quando uma
mutacao atinge uma regido codificante do genoma capaz de causar proteinas alteradas —
oncogene — é ativada uma cascata de sinalizacdo intracelular que causa cancro. No
entanto, mutacdes em regides ndo codificantes (isto é, que ndo codificam para gene ou
proteina) também podem provocar cancro se acontecerem em regides funcionais como
microRNA.

As mutacOes genéticas associadas a cancro podem ser transmitidas pela linha germinal
ou maioritariamente adquiridas através de mutacGes somaticas: estdo identificados 102
genes associados a mutacdes germinais e 538 genes associados a mutagdes somaticas
(Tate et al, 2019).

3.1.Mutagénese do DNA

O DNA é formado por duas longas cadeias polinucleotidicas. Cada nucleotideo resulta da
unido de trés componentes: 0 monossacarideo pentose (cinco carbonos) desoxirribose,
que tem a funcdo estrutural; o fosfato (que medeia a ligagdo com a pentose de outro
nucleotideo); e uma base nitrogenada de entre quatro possiveis: as purinas (dois anéis
aromaticos) adenina (A) e guanina (G) e as pirimidinas (um anel aromatico) timina (T) e

citosina (C).

O DNA ¢é uma molécula cujo nucleo celular contém instrugdes para produzir proteinas
(figura 8). Um segmento de DNA que contém a informacao de produzir uma proteina é
chamado um gene. No processo de transcri¢cdo, 0 DNA que forma um gene é copiado para
uma molécula complementar chamada RNA mensageiro (MRNA), que é também um
acido nucleico contendo ribose e composto de 4 bases: adenina (A), uracilo (U), guanina
(G) e citosina (C). O mRNA move-se do nucleo para o citoplasma onde interage com

ribossomas e € convertido em péptidos através de um processo chamado tradugdo. Uma
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sequéncia de 3 bases de mMRNA forma um coddo — existem 64 diferentes no cddigo
genético - que é traduzido em um aminoacido especifico, de um conjunto de 20 ou 21
aminoacidos diferentes, podendo entdo multiplos coddes codificarem para 0 mesmo
aminoacido. Trés sequéncias, UAG, UGA e UAA, conhecidas por coddes stop, ndo
codificam para aminoacidos, mas assinalam a libertacdo do novo polipeptideo a partir do
ribossoma. O codéo inicial mais comum é a sequéncia AUG, lida como metionina
(Osawa, 1995). Os péptidos sintetizados sofrem um processo de maturagdo que origina
uma proteina cuja estrutura e forma tridimensional determinam a sua funcao (Crick et al,
1961; van Ooij et al, 2011).

Figura 8: Estrutura do DNA. A

: Cel maioria do DNA esta dentro do nucleo

(’ roN celular, onde forma os cromossomas,

\,__,/ Ndadtse P \ que tém histonas (proteinas) que se

| base pairs: & b : H

Nockcs 8 Gusrine— ‘ N ligam ao DNA. Este tem duas_cadelas
Cytosine g] , Q 9 que se enrolam em espiral, unidas por

Adenine —— S — 1 nucleotideos que formam os pares de

M Thymine -g—{ . . d . P
bases. Retirado de National Cancer

Institute, 2015

Os genes podem ser ligados e desligados em resposta a sinais metabolicos que o ndcleo
recebe de fatores internos ou externos, sem que haja necessariamente alteracdes na
sequéncia de DNA, causando modificacdo quimica do DNA — fendmeno de epigenética,
nomeadamente através de metilacdo/desmetilacdo, modificacdo de histona por
desacetilases/acetilasas de histona e expressdo de micro RNA (e outros RNA néo
codificantes como os derivados de elementos genéticos moveis), ndo codificante, que

regula a expressao de varios genes (Mahdi et al 2013).

Na maioria das situacdes, o cancro surge por modificacdo da sequéncia do genoma. As
alteracbes na sequéncia nucleotidica primaria da molécula de ADN sdo mutagdes (ou

melhor, variantes) que podem afetar a estrutura, e, portanto, a fungéo, e quantidade de
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proteinas expressas, aumentando, diminuindo ou eliminando a atividade de proteinas
chave na regulagdo da func&o celular e/ou do ciclo celular. Estas Gltimas podem resultar

na divisdo celular descontrolada com potencial para originar cancro.

As alteracOes podem acontecer quer nas regides codificantes — exdes —, quer nas regides
ndo codificantes — intrdes, regido promotora, regido 3’UTR ou regides entre genes.
Claramente, as mutac6es nas regides codificantes, os exdes, aumentam a suscetibilidade
a cancro. Porém, outros fendmenos a favorecem. Em primeiro lugar, uma mutagdo na
regido promotora, que controla a transcricdo, pode alterar a expressdo do gene e a
quantidade de proteina produzida. Em segundo lugar, as mutagdes nos intrdes poderdo
mudar os locais de splicing, resultando na retencdo de um intréo ou exclusdo de um exé&o.
Pelo contrério, as variacGes genéticas naturais que acontecem com elevada frequéncia
(1%-50%) na populacao geral, chamadas polimorfismos, ndo ddo habitualmente cancro.
A mais comum € a variacdo num simples par de bases, conhecida como polimorfismo
nucleotidico simples (SNPs) (Hanahan, 2000).

Nem sempre as mutacdes sdo patogénicas, mas também nem sempre os polimorfismos

séo benignos (Richards et al, 2015).

Existem seis categorias de classificacdo de variantes ou mutacdes, da patogénica a
benigna. Quando uma variante encontrada num doente € ausente em individuos saudaveis
nos bancos de dados e ndo ha literatura demonstrando a patogenicidade, ndo existindo,
portanto, informacdo suficiente para classifica-la como patogénica ou provavelmente
patogénica, interpreta-se como de significado indeterminado (em inglés, VUS). No
entanto, como ao longo do tempo cerca de metade dessas variantes podem ser
reclassificadas como patogénicas ou benignas, é importante que sejam reanalisadas
periodicamente, anual ou bianualmente (Deignan et al, 2019; David et al, 2019; Lily
Hoffman-Andrews, 2017).

O DNA lesado pode ser reparado por excisao de bases, excisao de nucleétidos, reparacao

de erros de emparelhamento, recombinagdo homdéloga ou unido terminal ndo-homologa
(figura 9) (Majidinia, 2017).
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Espécies reativas de oxigénio
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Figura 9: Dano ao DNA e mecanismos de reparacéo. Varios tipos de agentes causam diferentes tipos de
dano no DNA. A ativagdo das diferentes vias de reparagdo depende do tipo de dano. Adaptado de Helena
et al. (2018)

Existem muitos tipos de mutagdes genéticas nas células de cancro, incluindo mutacées

missense, nonsense e frameshift e rearranjos cromossémicos (figura 10).

Uma mutacdo missense € a mudanca de uma Unica base de DNA que resulta numa

mudanca na sequéncia de aminoacidos e possibilidade de alteracdo da funcéo proteica.

MISSENSE MUTATION NONSENSE MUTATION FRAMESHIFT MUTATION
Gon GT Al (7.6 GG T AN GO o [og | -
Original | LEU TRP VAL |pmine  Orisinal | LEU TRP VAL | Amino Original | LEY TRP VAL | Amino
_ lteucine) [tryptophan) (valine) | Acids _ teucine) (tryptophan) valine) | Acids L (leucine) [tryptophan) (valine) | Acids
Mutation LEU . cYys ! VAL | Amino Mutation LEU : . 5Ammn Mutation LEU MET GLY EAlrymn
(leucine) | [cysteine) i (valine) | Acids lleucine) 3 [stop) § Acids lleucine] | [methionine) {glycine) _} Acids

Figura 10: MutacOes missense (esquerda), nonsense (centro) e frameshift (direita). Retirado de National
Cancer Institute (2017)

Uma mutagdo nonsense é uma mudan¢a numa Unica base de DNA que cria um codao
stop, que interrompe a traducdo. O resultado € uma proteina truncada que pode nédo

funcionar.
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Uma mutacdo frameshift resulta da adicdo ou remocédo de bases de DNA que muda a
sequéncia de DNA e a correspondente sequéncia de aminoacidos. O resultado é uma
proteina cuja sequéncia, estrutura e funcdo sdo muito diferentes dos da proteina original.

Os rearranjos de cromossomas podem acontecer quando uma parte do cromossoma se
parte e é perdido inteiramente (dele¢do), se move para uma localizagdo cromossomica
diferente (translocacao) ou se repete (duplicacdo) (figura 11). Estes rearranjos podem
alterar varios genes simultaneamente, como resultado da fusdo de genes, na qual partes

de dois genes distintos sdo unidas, resultando potencialmente na perda da funcéo de

ambos.
Balanced (Reciprocal) Unbalanced Inversion
Translocation Translocation nverst
o o o o s B
B 18 | —L8
L t CH)
Paracentric Pericentric
Deletion Duplication
—> — — —
I i e N ¥ Figura 11: Esquerpa_de
| H *. rearranjos Cromossomicos.
Retirado de Harewood et al
Interstitial Terminal Tandem Inverted

(2014).

Pelo splicing s&o retirados os intrdes e unidos os exdes, formando o RNA maduro, entdo

traduzido em proteina (Chatterjee, 2017).

Em relacdo ao momento da sua formacdo, as variantes podem ser somaéticas, quando
ocorrem durante a replicacdo do DNA na mitose num tecido e afeta consequentemente
todas as células descendentes, ndo sendo transmitida a descendéncia (tumores
esporédicos), ou entdo germinativas, quando acontecem durante a replicacdo do DNA na
meiose, afetando os gametas e todas as células delas descendentes (tumores hereditarios)
(Hanahan, 2000).
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3.2. Proto-oncogenes e genes supressores tumorais

O cancro € normalmente o resultado de uma cadeia de mutagdes que desregulam a fungédo
dos genes que atuam direta ou indiretamente na proliferacdo e na sobrevivéncia das
células. Sao duas as classes de genes que influem na oncogénese: 0s proto-oncogenes
(alelos mutantes de genes celulares normais) e 0s genes supressores tumorais. Enquanto
0S primeiros provocam cancro por um ganho de funcdo, os segundos fazem-no por perda
de funcdo (Hanahan, 2000).

Nas células normais, 0s proto-oncogenes regulam processos bioldgicos essenciais ao
funcionarem como fatores de crescimento, transdutores de sinais celulares e fatores de
transcricdo nuclear, controlando dessa forma a diferenciacdo celular normal e a
proliferacdo. No entanto, 0s proto-oncogenes, quando alterados - por translocacOes
cromossémicas, amplificacdo génica (aumento do numero de cépias), mutacbes pontuais
ou inser¢des virais —, podem converter-se em oncogenes (Kontomanolis et al, 2020).
Estes codificam proteinas que controlam a proliferacdo celular ou a apoptose. Estas
proteinas classificam-se em seis tipos: fatores de transcri¢do, proteinas remodeladoras da
estrutura da cromatina, fatores de crescimento, recetores de fatores de crescimento,
transdutores de sinais (proteinas cinases) e reguladores da apoptose (ou morte celular
programada) (Bagci et al, 2015). O resultado ¢ um ganho de funcdo como acontece na
translocacdo do cromossoma Philadelphia (Ph) na leucemia mieloide crénica, descoberta
em 1960. A translocacdo do proto-oncogene ABL em 9934 para BCR no cromossoma 22
pode produzir um gene de fusdo chamado BCR-ABL1, codificando para uma
oncoproteina hibrida de sinalizacdo tirosina cinase que leva a divisdo descontrolada e
desenvolvimento de leucemia mieloide crénica (Jabbour et al, 2018). Outro exemplo
consiste na mutacdo RAS associada a cancro colorretal e pancreatico. Outro exemplo é o
proto-oncogene Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (EGFR2/c-erbB-
2/HER2/neu) localizado no cromossoma 17 (17g21)), cuja sobrexpressdo codifica uma
glicoproteina transmembranar de 185KDa (p185) da familia do recetor EGF (EGFR) com
atividade de recetor transmembranar tirosina cinase envolvida na diferenciacdo, adesao e
mobilidade celulares, tanto no cancro da mama como no cancro gastrico (Oh DY, 2019).
Outros genes suscetiveis de mutacdes somaticas sdo 0 EGFR1, 0 VEGF, o MET e 0 ALK.
O fenotipo de uma célula normal pode transformar-se em maligno apenas pela presenca

de um alelo mutante num oncogene (Cline et al, 1987).
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Quadro 2: Exemplos de proto-oncogenes com papel na regulacdo do crescimento celular

Proteina

Funcéo da

Oncogene . ; Cancro Terapia alvo
9 codificada proteina P
Recetor tirosina
HER2 cinase Acelera diviséo N
(Kurebayahi, 2001) 17q21-21 Recetor de fator de | celular anormal Mama, estomago Trastuzumab
crescimento
BCR/ABL Trans’locagao S Acelera divisdo Leucemia -
(Ren, 2005) reciproca Tirosina cinase celular anormal mieloide crénica Imatinib
' (9;22)(q34;011)
- Cancro pulméo
Receté)ilr’];l'slgoana nédo pequenas Erlotinib
EGFR1 Acelera divisdo células
o 7pl2 fator de
(Sibilia, 2007) - celular anormal | Cancro colorretal,
crescimento .
S cancro cabeca e Cetuximab
epidérmico
pescoco
Recetor Tirosina Estimula
VEGF cinase fator crescimento de | Cancro colorretal, .
13g12.3 . . Bevacizumab
(Ferrara, 2004) crescimento NOVOS Vasos ovério
endotelial sanguineos
Recetor tirosina
MET cinase do fator de Angiogénese . -
(Duh, 1997) 7931 crescimento de Metastiza¢do Cancro rim Cabozantinib
hepatécito
Recetor tirosina .
ALK 2p23.2 cinase linfoma Crescimento Cancro pulméo Alectinib

(Tomasini, 2019)

tumoral

anaplasico

Pelo contrério, os genes supressores tumorais sdo responsaveis pela inibicdo da
proliferacdo celular e regulagéo da diferenciagéo celular, servindo como interruptores
concebidos para induzir as células a cometer suicidio (apoptose) quando o DNA ¢é alterado
ou existe hipoxia. Os mecanismos possiveis para a sua mutacdo (e a consequente perda
de funcdo) sdo as mutacBes pontuais em ambos os alelos, a perda por delecdo de uma
copia do gene, seguida de inativacdo de outra cdpia por outro mecanismo (Wang et al,
2018). Assim, a perda de fungédo dos genes supressores tumorais exige a perda de ambos
os alelos normais: um alelo mutante herdado acompanha-se obrigatoriamente de um
segundo alelo inativado por um evento somatico para que ocorra perda significativa de
funcdo. O protdtipo dos genes supressores tumorais € o Rb, o gene retinoblastoma, que
leva a um cancro raro na infancia, no qual células neuronais precursoras na retina imatura
formam um cancro. Porém a mutacao genética mais comum nos cancros humanos é no
TP53, gene guardido do genoma, que reside no brago curto do cromossoma 17 e codifica
uma fosfoproteina nuclear reguladora, a p53. A inativacdo do TP53 (interruptor
desligado) esta presente em mais de 50% dos cancros da mama, do c6lon e em mais de
90% do pulmdo (Goldsby et al., 2003). Sdo exemplos de genes supressores tumorais
ainda o NF2 na neurofibromatose tipo 2, o APC nos cancros do c6lon, estdmago e bexiga

e 0s BRCA1/2 no cancro da mama e ovario — mulheres portadoras de mutacdo germinal
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no BRCA1 tém até 80% de probabilidade de desenvolver cancro da mama e 60% de

cancro do ovério (Narod, 2011).

Um dos tumores melhor compreendidos € o do c6lon, que é o resultado da inativacao ou

perda sequencial de trés genes supressores de tumores (APC, DCC e p53) e a ativagéo de

um oncogene que induz a proliferacdo celular (K-ras) (Nakayama et al, 2019).

Quadro 3: Alguns genes supressores tumorais relevantes. Adaptado de Wang et al, 2018.

Sindrome de cancro - Localizacdo
Gene . Funcéo .
hereditario cromossémica
P53 Li-Eraumeni Regulacéo de ciclo celular, 17p13.1
apoptose
RB1 Retinoblastoma familiar | Regulagdo de ciclo celular 13q14.1-q14.2
APC Poll_ppse adenomatosa Inibic&o de transducéo de sinal 5021-g22
familiar
BRCAl Mama-ovario Reparacdo do DNA 17921
MSH2/MLH1 | Lynch Reparacdo do DNA mismatch 2p22-p21
PTEN Cowden Transducdo do sinal da cinase PI-3 | 10g23.3
CDH1 Cancr.o,g_astrlco difuso Proteina de adeséo inter-celular 16¢22.1
hereditario
- ; : g Figura 12: Aumento da
(A) overactivity mutation (gain of function) R ~
b 1 proliferacéo celular resultante
oncogene single mutation event : /’ da a(;éo de oncogenes e de
creates oncogene ] iy genes supressores tumorais. Os
oot call TN primeiros, estimulados por

activating mutation

enables oncogene to
stimulate cell
proliferation

mutation

(B) underactivity mutation (loss of function)
event
inactivates

Supressor second \\ | //
de tumor I |
tumor

normal cell SUPPTessor  ng effect of
€Ne  mutation in one
gene copy

copy JT\

mutation -
event - -
e
inactivates — S
second gene -
5 ¥ \

cells that
proliferate
abnormally

two inactivating mutations
functionally eliminate the

tumor suppressor gene,
stimulating cell proliferation

mutacdes somaticas, provocam
cancro pelo ganho de funcéo,
enquanto o0s segundos,
agravados tanto por mutagoes
germinais como por mutacdes
somaticas, estdo envolvidos na
tumorigénese por perda da sua
funcéo supressora tumoral.
Retirado de Molecular biology
of the cell, 4th Edition

A perda de funcdo dos genes supressores tumorais, adiciona-se a supressdo de genes

protetores do crescimento celular (gatekeepers) e de genes de manutencdo (caretakers).

Estes protegem o genoma contra mutacgdes, enquanto os gatekeepers induzem a morte
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celular (apoptose) ou a paragem do ciclo celular de células potencialmente tumorigénicas

(senescéncia) (van Heemst, 2007).

3.3. Mutagbes somaticas

A grande maioria dos casos de cancro (cerca de 90%) é esporadica, ou seja, ndo se associa
a fatores hereditarios. Nesta situagdo mais comum, o cancro desenvolve-se a partir de
mutacBes somaticas em oncogenes e em genes supressores tumorais. Existem cerca de
140 genes condutores que, quando alterados por mutacées intragénicas, podem promover
ou conduzir a tumorigénese. Um tumor tem habitualmente dois a oito destes genes
condutores, sendo as restantes mutacdes passageiras, definidas por ndo oferecerem
vantagem competitiva. Os genes condutores pertencem a 12 vias de sinalizacdo que
regulam trés processos centrais: especificagcdo celular, sobrevivéncia celular e
manutencdo do genoma. Nos cancros solidos comuns, entre 33 e 66 genes manifestam
mutacBes somaticas capazes de alterar os produtos proteicos. Mais de 95% constituem
substituicdes de uma Unica base (por exemplo C>G), sendo as restantes delecdes ou
inser¢Oes de uma ou algumas bases (como CTT>CT). Cerca de 90% resulta em alteracfes
missense, 7.6% em alteracdes nonsense e 1.7% em alteracdes de locais de splice
(Sanchez-Vega et al, 2018).

Quando estdo envolvidos na patogénese mutagéneos mais potentes (por exemplo,
radiacdo ultravioleta ou tabaco), forma-se maior nimero de mutag¢fes ndo sindnimas,
como acontece no cancro do pulméo e no melanoma em que chegam as 200 (Govindan
et al, 2012). Pelo contrario, os tumores pediatricos e as leucemias apresentam uma carga
mutagénica muito baixa (Cancer Genome Atlas Network, 2012). Esta carga mutacional
tem relacdo proporcional na eficacia da imunoterapia, um modo de tratamento recente

que tem por objetivo impedir a evasao imune (Velcheti et al, 2016).
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Figura 13: Prevaléncia de mutacfes somaticas por tipos de cancro. Retirado de Boyiadzis et al, 2018

Os tumores evoluem de lesdes benignas para malignas adquirindo uma série de mutacdes
ao longo do tempo, um processo bem estudado nos tumores colorretais, cuja primeira
mutacdo necessaria ocorre no gene APC (Fearon et al, 1990) e a segunda no gene KRAS
(Kinzler et al, 1997), as quais se seguem mutacgdes nos genes PIK3CA, SMAD4 e TP53,
criando condicdes para a lesdo atravessar a membrana basal e metastizar aos ganglios e

aos orgaos distantes (figura 14).

o
APC K-ras p33 gaoo
Normal __, Dysplastic __, Rdenomtll — Barcinoml] — Metastatic
epithelia epithelia cancer

MMR genes

Figura 14: Modelo de mutagOes necessarias para progressdo de adenoma para carcinoma no
desenvolvimento de cancro colorretal. Retirado de Fearon, 1990.
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Dos 20.000 genes codificadores de proteinas estudados no genoma humano, apenas 125
foram identificados como tendo mutac¢des condutoras, dos quais 71 sdo genes supressores
tumorais e 54 sdo oncogenes (Bozic et al, 2010).

A sequenciacgdo temporal e espacial de varias mutacGes somaticas condutoras torna o
cancro muito heterogéneo a varios niveis: seja entre o cancro de um mesmo 6rgdo entre
diferentes doentes, seja entre diferentes tumores de um mesmo 6rgdo numa mesma doente
(quando a doenga é multifocal, o tipo histolégico varia entre 12 a 38% dos caso), seja
entre subpopulagdes de células tumorais no mesmo tumor, seja entre células do
microambiente ou finalmente entre um tumor primitivo e uma recidiva locorregional ou
a distancia (Shackleton et al., 2009; Vogelstein et al., 2013).

A heterogeneidade intratumoral temporal acontece quando as carateristicas
anatomopatoldgicas e genémicas diferem entre o tumor inicial e a recidiva (locoregional
ou distante). A mudanca de estado hormonal acontece em 20-40% dos casos de recidivas,
com consequéncias no prognostico. Por exemplo, no cancro da mama a amplificacdo do
gene HER2 também se pode perder em 2 a 14% dos casos de metastizacdo metacrona
(posterior ao primeiro tumor). A aquisicdo de mutacfes pelas metéastases é também
comum ser a causa de resisténcia a terapéutica (Roulot et al., 2016).

Por seu lado, a heterogeneidade intratumoral espacial corresponde a coexisténcia de
subpopulacdes celulares no mesmo tumor que se distinguem entre si por carateristicas
genotipicas e/ou fenotipicas. E comum haver mutages condutoras funcionais nos genes
supressores tumorais (como TP53) que oferecem a célula uma heterogeneidade alélica
com vantagem seletiva de crescimento e de proliferacdo (ao contrario das mutactes
passageiras, secundarias, ndo funcionais), conduzindo a resisténcia terapéutica (Nik-
Zainal et al., 2012).

Em suma, o tumor seria entdo um mosaico complexo formado por varios clones a partir
de mutacGes condutoras precoces em varios genes essenciais ao controlo tumoral,
mutacdes essas dominadas pela transicao citosina-timina no contexto de um dinucleétido
CpG (segmento de DNA de dois nucledtidos cuja sequéncia de bases nucleicas € citosina-
guanina), estimuladas pelo microambiente tumoral de vasos sanguineos, células
imunitarias, células inflamatorias, fibroblastos, matriz extracelular e moléculas de

sinalizag&o.
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A biopsia tecidular do primario ou das metastases certamente ndo podera revelar de forma
fidedigna a biologia da doenga, a heterogeneidade tumoral e a evolugdo gendmica ao
longo do tempo e do tratamento (J. Wang et al., 2017). Em contraste, 0 acesso a biopsia
liquida permite capturar a heterogeneidade tumoral temporal e espacial do tumor primario
e das metastases (diferentes locais) durante a evolucdo da doenca, a principal causa de
faléncia terapéutica em doentes com cancro. Porquanto as biopsias tecidulares repetidas
seriam inexequiveis, a biopsia liquida, que analisa 0 DNA proveniente de amostras
sanguineas, € a solucdo que permite aprisionar num so resultado as mutag6es de todos 0s
clones em tempo real (de Mattos-Arruda et al., 2014; Yoo, 2021). Ela permite por
conseguinte estudar longitudinalmente, por meio ndo invasivo e em direto, mudancgas nos

perfis moleculares dos tumores primarios e das metastases (Hortobagyi et al., 2018).

A biopsia liquida (figura 15) pode pesquisar as células tumorais circulantes (CTCs) ou o
DNA tumoral circulante (ctDNA) (Fici, 2019) e ajudar o oncologista a avaliar
rapidamente a carga tumoral e a predizer assim a resposta ou faléncia terapéutica (J. Wang
etal., 2017).

Treatment

"""" Tissue biopsy

Figura 15: A biopsia liquida, a
partir de uma amostra de

Tumor cells e sangue, permite colher o DNA
(Circulating tumor cells, CTCs) LIQUId blopsy tumoral Circulante e estudar a
Exosomes resisténcia a terapéutica.

(MIRNA, mRNA, Protein, DNA) Retirado de Yoneda, Surgery
Today (2018)

DNA
(Circulating tumor DNA, ctDNA)

No contexto ndo metastatico, a monitorizagdo de ctDNA ap0s tratamento neoadjuvante e
cirurgia pode detetar a presenca de doenca residual minima e prever o risco de recidiva
em media 11 meses antes dos exames imagioldgicos (Olsson et al., 2015). Um dos

marcadores genéticos utilizados para determinacdo de resposta ap0s a quimioterapia
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neoadjuvante e a cirurgia € o gene RASSF1 metilado, cuja auséncia prediz resposta
patolégica completa (auséncia de doenga residual), com maior sensibilidade e
especificidade do que a mamografia e a ecografia mamaria (Takahashi et al., 2017). A
sequéncia de ctDNA também prediz o perfil molecular e guia melhor o tratamento da
recidiva de tumor, fornecendo informacdo mais fidedigna do que a sequéncia do tumor
primario. A detecdo precoce (6,7 meses antes dos exames convencionais) de mutacoes
ESRL1 relaciona-se com progresséo de doenga e a resisténcia a hormonoterapia adjuvante

ou metastatica com inibidor da aromatase (S. Li et al., 2013; Schiavon et al., 2015).

Em concluséo, as biopsias liquidas conseguem captar a dinamica da heterogeneidade
tumoral, ndo s6 intertumoral como intratumoral, refletindo a paisagem genomica do

tumor (Gerlinger et al., 2012).

Circulating tumor DNA level

+
|
Diagnosis Surgery Relapse / Metastases Progression
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—» Course of Disease
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therapy : Follow up
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Figura 16: Nivel de DNA tumoral circulante ao longo da doenca. A detecdo precoce de ctDNA permite
comprovar a progressdo de doenca antes da imagiologia convencional e mudar mais cedo a terapéutica.
Retirado de: Chan et al., 2021

A quantidade de ctDNA depende ndo apenas do nimero de células mortas, mas também
do metabolismo do tumor, da sua localizagéo, da vascularizacéo e da taxa de proliferagéo
(Fici, 2019; Keller et al., 2021). A analise de ctDNA, realizada por Next-generation
sequencing (NGS) ou por PCR digital, € uma técnica minimamente invasiva
paulatinamente em implementacao clinica que permitird, num futuro breve, o diagnostico
de tumores (podendo ser usado no rastreio de cancro), detecdo de tumores residuais e
metastases e identificacdo de mutagdes de resisténcia na progressdo de doenca,

permitindo a selecdo da terapia (figura 16).
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3.4. Mutac0es hereditarias ou germinais

A suscetibilidade hereditaria a cancro acontece por mutagdes germinais herdadas em
genes autossomicos dominantes essenciais no controlo da integridade do genoma,
controlo translacional, regulacdo de ciclo celular ou da vascularizacdo tumoral. As
mutacdes desses genes podem manifestar-se sob vérias formas de sindromes especificas,
cada uma associada a alteragdes diferentes de genes, sobretudo os supressores tumorais
(perda de funcéo), afetando um ou os dois alelos, mas também em casos raros 0s
oncogenes (ganho de funcdo), neste caso afetando um sO alelo e de transmisséo
dominante. No entanto, a suscetibilidade ao cancro € influenciada ndo sé por mutacoes
de genes de elevada penetrancia, como também por genes de baixa penetrancia, o que
dificulta a identificacdo de individuos afetados e suas familias (Albert de la Chapelle,
1998).

Cerca de 10% dos cancros estdo associados a mutagdes germinais. Estdo definidos no
cancro colorretal a polipose adenomatosa familiar e a sindrome do cancro colorretal
hereditario ndo-polipose e no cancro da mama a sindrome do cancro da mama-ovario
(tabela 1).

Tabela 1: Alguns genes associados a predisposicao hereditaria de cancros humanos comuns.

Gene Localizagdo cromossémica Orgaos afetados

APC 5g21 Cancro colorretal, endométrio e outros
MSH?2 2p16 Cancro colorretal, endométrio e outros
MLH1 3p21-23 Cancro colorretal, endométrio e outros
PMS1 2031-33 Cancro colorretal, endométrio e outros
PMS2 7p22 Cancro colorretal, endométrio e outros
MSH6 2pl6 Cancro colorretal, endométrio e outros
BRCAl 17921 Cancro da mama, ovério

BRCA2 13912-13 Cancro da mama

CDH1 16922.1 Cancro gastrico

Adaptado de Albert de la Chapelle, 1998.

Estdo hoje disponiveis diversos painéis hereditarios para detecdo de muta¢des germinais
dos principais genes associados aos diversos cancros (Sabour et al, 2016).

Nos cancros hereditarios, a presenca simultanea de formas de instabilidade genémica com
e sem instabilidade cromossémica esta ligada a mutacdes nos genes de reparacdo do

DNA. Um dos exemplos melhor documentados é o cancro do colon hereditario ndo-

29



polipose (também conhecido por sindrome de Lynch), no qual mutagdes nos genes de
reparacdo de incompatibilidade de DNA conduzem a instabilidade de microssatélites.
Outro exemplo é a polipose hereditéaria associada a muta¢fes germinais bialélicas no gene
de reparacdo por excisdo de base MYH ou MUTYH que transforma GC em TA. Nos
cancros hereditarios com instabilidade cromossémica, a instabilidade gendmica pode ser
atribuida a mutacdes nos genes de reparacdo do DNA, como BRCAL, BRCA2, PALB2,
BRIPS1, RAD50, NBN (ou NBS1), WRN, BLM, RECQLA4 e genes de anemia de Fanconi
(Negrini et al, 2010).

4. Cancro da mama

O cancro da mama é um grupo de doencas heterogéneas com uma apresentagdo
morfoldgica, histologica, genética molecular e clinica tdo dispares (Sorlie et al, 2001) que
apenas possuem em comum a localizagdo na mama, uma estrutura glandular produtora de
leite, em par, de tipo tubulo-alveolar localizada na frente da parede toracica na espessura do
tecido celular subcutaneo, diante dos musculos grandes peitorais e serratus anterior, entre a
terceira e sétima costelas, derivadas das cristas mamarias primitivas da ectoderme na parede

anterior e superior do térax (Plichta et al, 2018).

O progndstico das doentes com cancro da mama localizado € determinado por fatores
clinicos e biolégicos como a idade ao diagndstico, o tamanho tumoral, a presenca de
adenopatias regionais, a expressao dos recetores de estrogénio e progesterona, o estado
Her2 e o perfil molecular (Barzaman, 2020). Os tratamentos combinam a cirurgia do
tumor primario, a radioterapia da mama, a quimioterapia, a terapia bioldgica e a
hormonoterapia. No contexto adjuvante (pds-operatério), o beneficio da quimioterapia
estd documentado desde as meta-analises de 1980 do Early Breast Cancer Trialists'
Collaborative Group (EBCTCG), sobretudo em doentes com menos de 50 anos
(Takashima et al, 2000).

A determinac&o precisa do progndstico dos doentes depende do conhecimento bioldgico

e genémico o mais completo possivel (Min et al, 2021).

A classificagao do cancro € decisiva para a decisao terapéutica, no intuito de, por um lado,

evitar sobretratamento com drogas muito toxicas em doentes com cancro indolente e de
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bom prognéstico e, por outro lado, ndo deixar de intervir assertivamente com
quimioterapia e terapia alvo na doenga de mau progndstico e fatores preditores positivos
de resposta terapéutica.

4.1. Fatores de risco e prevencdo do cancro da mama

O cancro da mama € uma doenca heterogénea nos fatores de risco, nas carateristicas
histoldgicas e bioldgicas, na apresentacao clinica e na resposta a terapéutica, sendo tratada
atualmente de acordo com a histopatologia e a imuno-histoquimica, mas socorrendo-se
cada vez mais do conhecimento aportado pela genética e pela genomica (Weigekt et al,
2010; Rakha et al, 2008).

O diagnostico precoce da doenca aumenta a probabilidade de cura e prolongada
sobrevivéncia. No Ocidente, a taxa de doentes vivas a 5 anos ja ultrapassa 80%. O rastreio
de base populacional é realizado em Portugal através de mamografia de dois em dois anos
em mulheres entre os 50 e 0s 69 anos, de acordo com as recomendacdes da International
Agency for Research on Cancer (IARC), Unido Europeia e DGS (Moura, 2015). No
entanto, apesar da tremenda evolucdo no rastreio, diagnostico e terapéutica do cancro da
mama nos Gltimos 20 anos, até 30% das doentes em estadio precoce (ndo metastizado)
recidiva a distancia, seja na forma “superficial” (osso e ganglios) ou “profunda” (pulmao,

figado e sistema nervoso central) (M Braden et al, 2014).

Enguanto o tratamento (neo)adjuvante almeja a cura, aquele em estadio metastizado (dito
em fase paliativa) pretende prolongar a sobrevivéncia, controlar os sintomas e melhorar
a qualidade de vida, uma vez que € quase sempre incuravel, apresentando uma
sobrevivéncia global mediana de apenas trés anos — que se traduz em 25% das mulheres
vivas aos 5 anos (Kobayashi et al, 2016). O tratamento em ambos 0s casos deve ser
sempre individualizado, baseado nas caracteristicas bioldgicas do tumor, padrdo de

metéstases, comorbilidades, condigdo clinica do doente e “performance status”.

Pelas razdes expostas anteriormente se conclui que a prevencao primaria, entendida como
o esforgco de modular os fatores de risco das varias formas de doenca, € uma area critica
para a compreensdo e a alteracdo da epidemiologia do cancro da mama. Dito de outra
forma, o conhecimento e a atuacdo sobre as causas do cancro da mama sdo a chave para

a reducdo da sua incidéncia e mortalidade.
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Estéo identificados varios fatores de risco de cancro da mama, uns ndo modificaveis mas
outros sim. Em primeiro, o sexo feminino aumenta 100 vezes o risco de cancro da mama
relativamente ao sexo masculino. A idade avancgada, a historia familiar e a predisposicdo
genética completam o grupo de fatores principais ditos ndo modificaveis (Mcpherson et
al, 2000). O maior peso ao nascimento esta correlacionado também com o risco de cancro
da mama, acompanhando o risco de diabetes mellitus em adulto (Michels, 1996). A altura
superior a 170 cm é outro fator que aumenta o risco de cancro da mama (ZHANG B,
2015), sobretudo em mulheres jovens, como encontrado em estudo noruegués (Vatten,
1990). Histdria de hiperplasia atipica (Donaldson, 2018) e alta densidade mamaria

(Mccormack, 2006) também aumentam o risco.

Em relacdo aos fatores modificaveis, a exposicao prolongada a estrogenios (enddgenos e
ex0genos, menarca precoce, menopausa tardia ou terapéutica hormonal de substituicao)
revela-se a principal causa (Ma, 2006), aumentando o risco de cancro da mama em 5%
por cada ano em que a menarca é mais precoce e 2.9% por cada ano em que a menopausa
se atrasa (Nelson, 2012). Outros fatores modificaveis sdo a baixa fertilidade ou
nuliparidade, a idade avancada no nascimento do primeiro filho (Lee et al, 2003) e a ndo
amamentacao (Zhou et al, 2015). Um fator variavel negativo ou positivo, dependendo do
estado da menopausa, é a obesidade. Apesar de contribuir para o desenvolvimento de
varias outras doencas, antes da menopausa a obesidade € protetora de cancro da mama
pela diminuicdo de estrogénios disponiveis. (Van Den Brandt et al, 2000). Ao contrério,
ap6s a menopausa, a gordura armazenada no abdémen converte 0s androgénios em
estrogénios contribuindo para aumentar os niveis de estrogénios circulantes (producao
extra-ovarica), sensibilizando os recetores hormonais na mama e favorecendo a
tumorigénese mamaria (Baglietto et al, 2010; Lauby-Secretan et al, 2016). Numa meta-
analise, cada aumento de 5 Kg/m2 aumenta o risco de cancro da mama em 12% (Renehan
et al, 2008). Ao contrario, a perda voluntaria de peso na menopausa reduz o risco de
cancro da mama (Fabiane t al, 2013). Por outro lado, o exercicio fisico, mesmo quando
moderado - como caminhar 7 horas por semana-, contribui para a reducdo do risco em
14% (Hildebrand et al, 2013). Outras causas preveniveis identificadas sé@o o0s
comportamentos aditivos de consumo de alcool superior a 30g/dl — que aumenta o risco
em 20-30% (Jung, 2015) - e o tabagismo, em particular entre as mulheres que comegaram

a fumar na adolescéncia (Jones, 2017). Estd comprovada também a relacdo com a
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exposicdo a radiacdo ionizante (John et al, 2018) e o trabalho noturno, que altera o ritmo

circadiano, como entre as enfermeiras (Franseze, 2017).

Tabela 2: Contribuicdo de vérios fatores de risco no cancro da mama. Adaptado de Szkiela et al, 2020

Variavel OR
indice massa corporal > 30 3.60
indice massa corporal 25-30 3.07
Amamentacéo ndo 2.96
Amamentacéo < 6 meses 2.87
Menarca aos 10-12 anos 2.35
Trabalho noturno 2.20
Menopausa ap06s 55 anos 2.06
Né&o fumadora 0.40

Retornando aos fatores ditos ndo modificaveis, a densidade mamaéria é um fator de risco
bem identificado que prediz também a eficacia dos medicamentos (Cuzick et al, 2011).
Um estudo demonstrou que a manutencdo da densidade mamogréfica durante a terapia
enddcrina adjuvante (tamoxifeno ou inibidores da aromatase) € um preditor de recidiva
em mulheres com cancro da mama expressando recetores de estrogénios (Kim et al,
2012).

Outro marcador de risco de cancro da mama € o nimero de polimorfismos nucleotidicos
(SNIPs) que individualmente s&o de baixo risco, mas, pela elevada frequéncia na
populacado geral, em combinacdo e concomitantemente a densidade mamogréafica, podem

contribuir para o desenvolvimento de cancro da mama (Cuzick et al, 2014).

Finalmente, a histéria familiar de cancro da mama aumenta o risco em 2 a 3 vezes,
sobretudo quando existem casos de familiares em primeiro grau, € elevado o nimero de
familiares envolvidos ou é precoce a idade na altura do diagndstico (Brewer et al, 2017).
Pelo menos 15-20% das doentes com cancro da mama tém historia familiar e metade
destas uma causa hereditaria. Cerca de 5-10% de cancros da mama hereditarios séo
originados por mutacdes de genes de elevada penetrancia, nos quais se destacam os genes
supressores tumorais de transmissao autossomica dominante BRCAL (17g21) e BRCA2
(13q13), responsaveis pela reparacdo do DNA e associados a sindrome hereditaria mama-
ovario. Mutagdes BRCA condicionam um risco de desenvolver, ao longo da vida, cancro

da mama e cancro do ovario de 45-75% e 18-40%, respetivamente. O risco relativo de
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desenvolvimento de neoplasia da mama durante a vida em homens com mutacdo do gene
BRCAZ2 ¢ de 6%. (Antoniou et al, 2003; Che net al, 2007; King et al, 2003).

A prevaléncia de variantes patogénicas BRCA 1 e 2 depende da idade (mulheres com
menos de 40 anos), historia familiar (primeiro e segundo grau), etnia (por exemplo, é
conhecida a elevada prevaléncia entre os Judeus Ashkenanzi) e pais (muitos paises tém
mutacdes fundadoras particulares, como Portugal onde existe uma mutacao fundadora no
gene BRCAZ2 c. 156_157insAlu) (Machado, 2007; Peixoto et al, 2011).

Outros genes envolvidos na reparacdo do DNA e na manutencao da integridade gendmica
apresentam mutac6es germinais de elevada e moderada penetrancia para cancro da mama:
TP53, PTEN, STK11, CDH11, MSH1, MLH1, MSH6, PMS2, EPCAM e PALB?2
(Masciari et al, 2012).

Mulheres com risco superior ao da populacdo feminina geral — por exemplo, historia
familiar e/ou hereditariedade comprovada como mutacdo dos genes BRCA -, devem
cumprir uma estratégia de rastreio mais agressiva: a recomendacao é iniciar o rastreio em
idade precoce e combinar o exame com ecografia ou alternando com ressonancia mamaria
(Rosenberg et al, 1998).

4.2. Cancro da mama: classificacéo

A classificacdo do cancro da mama comecgou por ser exclusivamente histopatopatolégica.
Em 2000, Perou e colaboradores propuseram entdo uma nova classificacdo em 5 subtipos
intrinsecos baseada principalmente na expressdo de recetores de estrogénio e de HER2.
Atualmente a gendmica permite uma nova classificagdo mais exata, mas ainda ndo esta

totalmente disponivel na prética clinica.

4.2.1 Classificacdo tradicional: Classificacdo histopatologica do cancro da

mama

A classificagéo tradicional compreende a organizacéo histopatoldgica e o estadiamento e
continua a ser utilizada para a avaliacdo clinica, mas é atualmente complementada pela
classificagdo imuno-histoquimica, que informa sobre carateristicas bioldgicas relevantes

para o prognostico e a predigédo de resposta terapéutica.
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Esta classificacdo tem em conta trés parametros: o tipo histologico (morfologia), o grau

histoldgico e a invasdo vascular.

Em primeiro, de acordo com a nova classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude, a
morfologia mais comum no cancro de mama é o carcinoma sem tipo especial (NST) (50%
-75%), seguido de carcinoma lobular invasivo (5% -15%), sendo que carcinomas
NST/Lobulares mistos e outras histologias raras compreendem 0s restantes subtipos

morfologicos (Lakhani et al, 2012).

Em segundo, o grau histolégico do cancro de mama, relacionado com o risco de recidiva,
depende de trés fatores: (1) formacdo de tdbulos, (2) contagem mitotica, e (3) atipia

nuclear avaliados numa lamina corada com hematoxilina-eosina.

Finalmente, a invasdo vascular, avaliada nas laminas coradas por hematoxilina-eosina,
define-se como a invasdo dos vasos linfaticos e sanguineos por células tumorais. A sua
presenca esta associada a pior progndstico, isto é, indica maior risco de recidiva loco-

regional bem como inferior sobrevivéncia global (Yang, 2020).

A soma das trés componentes resulta no grau tumoral atribuido: grau 1 (pontuacdo 3-5),
bem diferenciado; grau 2 (pontuacdo 6-7), moderadamente diferenciado; grau 3
(pontuacdo 8-9), mal diferenciado. O grau histoldgico do cancro da mama invasivo é um
forte preditor de progndstico. (Elston et al, 1991; Rahka et al, 2008).

Para tumores multifocais, a medicdo de cada tumor é recomendada. O grau histolégico
deve ser determinado de acordo com a escala de Bloom-Richardson modificada por
Elston-Ellis, determinada por trés componentes: formacao tubular (mais de 75% é grau
1, menos de 10% € grau 3), pleomorfismo nuclear (grau 3 é nlcleo mais do dobro de
nacleo normal, vesicular e pleomérfico) e contagem mitotica presente em 10 campos de

alta resolucéo, mas nova edigdo WHO prefere nimero de mitoses por mm2 (Yang, 2020).

A presenca concomitante de carcinoma ductal in situ e invasivo aumenta o risco de

recidiva local apos cirurgia conservadora da mama (Yang, 2020).

A classificagdo histopatologica mais recente é a da quinta edi¢cdo da WHO (Yang, 2020),
gue define o carcinoma da mama invasivo de nenhum tipo especial (NST) como um grupo
heterogéneo que nédo pode ser classificado morfologicamente como nenhum tipo especial.
Antes o NST era referido como carcinoma ductal invasivo, mas constatou-se tratar-se

afinal de um tumor que ultrapassa a localizacdo dos ductos. O NST € a histologia mais
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frequente, sendo responsavel por 70-80% de todos os carcinomas da mama. Os restantes,
cerca de 25-30%, sdo caraterizados por tipos especiais histologicos puros, como lobular,
papilar, metaplasico, cribiforme, apdcrino ou carcinoma mucinoso, entre outros (Lakhani
et al, 2012). O carcinoma da mama apresentando um subtipo especial em >90% do tumor

é designado como especial puro.

Overall 5-year Ductal carcinoma in situ (23%)

survival ~Invasive lobular carcinoma (7%)

197-100%

‘ \80-90% Lobular ca'rci.noma in siltu (6%)

. 55-60% ~Tubular/cribriform carcinoma (4%)
e ~Mucinous (colloid) carcinoma (1.5%)

Invasive ductal /—Medullary carcinoma (1.5%)

. ozy 7\~ Papillary carcinoma (0.5%)
carcinoma (54%) Metaplastic carcinoma (0.5%)
— “Other (2%)

Figura 17: Prevaléncia e sobrevivéncia a 5 anos dos principais tipos histol6gicos de cancro da mama.
Retirado de: Robbins, Stanley (2010)

Aprofundando a morfologia, o cancro da mama invasivo € uma doenca heterogénea de
dois tipos histoldgicos principais: o carcinoma ductal, 0 mais comum e hoje devendo ser
chamado “de nenhum tipo especial” (NST), cerca de 60%, e o carcinoma lobular invasivo
(CLI), cerca de 10% do total (figura 17), mais fortemente associado a estrogénios e o
unico subtipo histolégico do cancro da mama associado a CDH1, gene cuja mutacao
germinal patogénica € responsavel também pelo cancro gastrico difuso (Corso et al,
2020).

O grupo histoldgico mais comum (40-75%) é o carcinoma sem tipo especial (no special
type, NST), por ndo apresentar carateristicas diferenciadoras especificas, também
conhecido como carcinoma ductal invasivo NOS e anteriormente designado carcinoma

ductal invasivo.

O carcinoma invasivo ductal NST tem, macroscopicamente, contorno irregular, necrose
focal e infiltrado inflamatorio associado. Histologicamente, tem cordBes de células
cancerosas pleomorficas, com nucléolos protruidos e numerosas mitoses, e células
isoladas infiltrando o estroma do cancro da mama. Areas de necrose e calcificagdes s&o
detetados em mais de metade dos casos (estas permitem a identificacdo em mamografia)
(Simpson et al, 2005).
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Microscopicamente, os carcinomas ductais tendem a formar estruturas glandulares e
apresentam diferentes graus de diferenciacdo e de anaplasia, podendo invadir vasos
linfaticos e sanguineos. Em termos de biomarcadores, 80% dos NST expressam recetores
de estrogenios e 25% HER2. (Turashvili et al, 2007)

Um estudo retrospetivo holandés que incluiu cerca de 600 doentes de 5 hospitais, com
um follow up de 62.8 meses, concluiu que os tumores de tipo especial, relativamente aos
carcinomas NST, tinham pior sobrevivéncia livre de recidiva (HR 1.89) e pior
sobrevivéncia global (HR 1.94), principalmente os metaplasicos e os lobulares
(Maschenka et al, 2020)

Em muitos casos, a quimioterapia neoadjuvante (realizada antes da cirurgia curativa)
reduz o tamanho tumoral, 0 que permite tornar em operdveis tumores irressecaveis
inicialmente ou mesmo uma cirurgia conservadora (parcial) da mama em lugar de uma
mastectomia (Harris, 2007). A quimioterapia neoadjuvante ndo aumenta a sobrevivéncia
global em relacdo aos que recebem tratamento adjuvante (Rastogi et al, 2008), mas 0s
doentes que alcangam uma resposta patolégica completa tém um aumento significativo
de sobrevivéncia livre de doenca e de sobrevivéncia global relativamente aqueles que

ficam com cancro residual. (Hennessy et al, 2005).

A resposta patoldgica completa ap6s quimioterapia neoadjuvante estd associada a
sobrevivéncia nos cancros HER2 positivo e nos cancros que nao expressam recetores de
estrogénio, mas nao nos recetores hormonais positivos, por uma boa razéo: nesse caso, a
doenca residual ndo anula bom prognostico, uma vez que a doente pode receber e

beneficiar de hormonoterapia. (Von Minckwitz et al, 2012)

Os carcinomas lobulares invasivos puros da mama compreendem 10-15% de todos 0s
cancros da mama, expressando quase todos recetores de estrogénios e grau histologico
baixo ou intermédio. A carateristica que todos os lobulares partilham é a perda de
expressao da proteina de adesdo Caderina-E. (Fisher et al et al, 1975)

O carcinoma lobular invasivo € diagnosticado tendencialmente em mulheres mais velhas
(em meédia 3 anos), com tumores maiores e propensdo para invasao linfatica regional (Li
et al, 2007). A sua incidéncia disparou 65% durante o periodo da terapia hormonal de
substituicdo, entre 1987 e 1999, pela forte exposicdo as hormonas, mas diminuiu apos

esse periodo (Eheman et al, 2009).
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A exposicao hormonal endogena (menarca precoce, fertilidade tardia e menopausa tardia)
e a obesidade influem no risco de carcinoma lobular. Enquanto na pré-menopausa a
obesidade conduz a anovulacdo que por sua vez leva a diminuicdo de estrogénios,
reduzindo o risco de cancro da mama, na pos-menopausa a producdo adiposa de

estrogenios e o alcool aumentam o seu risco (Travis et al, 2003).

Os carcinomas lobulares invasivos sdo frequentemente multicéntricos e bilaterais.
Caraterizam-se por apresentarem pequenas células redondas (por vezes células em anel
de sinete podem ser observadas) que infiltram uniformemente o estroma em fila indiana,
0 que dificulta a detegdo por simples mamografia — a ressonancia permite avaliar melhor

por considerar a arquitetura e a vascularizagéo do tumor (Lopez et al, 2009).

E frequente que os tumores lobulares tenham margens positivas ou curtas (<2mm) e, por
conseguinte, possibilidade menor de cirurgia conservadora que os tumores ductais/ NST

ou pelo menos obrigam amidde a alargamento de margens (Soucy et al, 2008).

As taxas de resposta patolégica completa ap6s quimioterapia neoadjuvante também séo
mais baixas que as dos carcinomas ductais invasivos, 0 que questiona a sua utilizacdo

pelo menos quando é grande o grau de diferenciacdo (Boughey et al, 2009).

Apesar do exposto anteriormente, os carcinomas lobulares invasivos tém melhor

progndstico do que os carcinomas ductais invasivos (Toikkanen et al, 1997).

Entre os triplos negativos, os carcinomas lobulares invasivos sdo muito raros (1.0-1.4%)
(Zhao et al, 2018).

No entanto, paradoxalmente, os lobulares triplos negativos lobulares ndo tém pior
prognostico. Num estudo com 4152 carcinomas lobulares invasivos (Conforti, 2021), em
que 1.8% foram triplos negativos (a maioria deles em estadio avancado), verificou-se que
a maioria dos lobulares invasivos triplos negativos era do subtipo recetor de androgénio
luminal (LAR) e apenas 15% do subtipo basal. A LAR significa que o tumor é conduzido
pelo recetor de androgénio, expressando genes mutados envolvidos na via de sinalizagédo
do recetor de androgénio como DAXX e NCOA3 ou genes associados a resisténcia a
castracdo no cancro da prostata como MED12. E ainda elevada a frequéncia de mutaces
nos genes PIK3CA, KMT2C, CDH1 e AKT1 genes. Assim se conclui que nos triplos
negativos lobulares a terapéutica com inibidores PI3K e inibidores de recetores de

androgénio pode ser promissora (Lehmann et al, 2014).
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Outro dado da investigacéo foi ter encontrado 20% dos casos triplos negativos invasivos
lobulares com mutagcdo no gene HER2, a maioria mutagdes pontuais missense, no
dominio tirosina cinase da proteina, ativando a via HER2, o que abre a oportunidade de
terapia alvo anti-HER2 (Bose et al, 2013).

Dos 4 genes de elevada penetrancia testados na pratica clinica — BRCAL1, BRCA2, TP53
e CDH1 —as mutacdes germinais no BRCA1 e TP53 estdo predominantemente associadas
a carcinoma ductal invasivo, a mutacao germinal CDH1 gera sempre carcinoma lobular

invasivo e, finalmente, 0o BRCA2 pode gerar ambas as histologias ductal e lobular.

A proporcdo de carcinomas lobulares invasivos em portadores de mutacdo BRCAZ2 € de

8.4%, proxima da populacéo geral. (Lalloo, 2012).

Também se encontraram varios genes mutados envolvidos na via de resposta ao dano de
DNA (DDR), como 0 BRCA1 e BRCAZ2, o que é fator preditivo de resposta a inibidores
da PARP e a quimioterapia baseada em platina (Tung et al, 2020)

Além dos carcinomas ductais e lobulares, existem varias outras histologias.

O carcinoma medular, responsavel por 5% dos casos, apesar de triplo negativo, esta
associado a melhor prognéstico e menor envolvimento ganglionar linfatico, mesmo
atingindo mulheres entre os 30 e o0s 40 anos e estando frequentemente relacionado com

mutac¢des germinais no BRCAL (Provenzano et al, 2018)

Histologicamente, o carcinoma medular é definido por intenso infiltrado inflamatdrio,
bordos bem definidos, perda de formacdo tubular e acentuado pleomorfismo celular
(Ridolfi et al, 1977).

O subtipo medular de cancro da mama est4d muito associado a mutacdo BRCAL:
corresponde a 7,8-19% destes e 35-60% revelam algum componente medular, enquanto
apenas 2% dos cancros da mama esporadicos sdo medulares. A presenca de infiltrado
linfocitico dominante prediz a resposta a quimioterapia neoadjuvante, que é um fator de
prognostico bem estabelecido no cancro da mama triplo negativo. Por conseguinte, este
subgrupo correlaciona-se com o subtipo intrinseco IM, logo de melhor progndstico apesar
do maior grau de indiferenciagdo (alto grau) e de pertencer ao subtipo molecular triplo
negativo. As alteragdes cromossomicas frequentemente encontradas séo: ganhos em 1q,

80, 9p, 10p e 16q; perdas 4p e X; amplificacbes em 1q, 8p, 10p e 12p (Vincent-Salomon
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et al, 2007). A acumulacdo de proteina p53 por elevada taxa de mutacdo TP53 néo

condiciona o progndstico. (Dendale et al, 2003)

Por seu lado, os carcinomas metaplasicos exibem diferenciacdo pavimento-celular ou de
tipo mesenquimal. S&o de alto grau e condicionam menor sobrevivéncia (12 meses em
estado metastizado), ndo respondendo a quimioterapia. O subtipo intrinseco MSL partilha
varias semelhancas genéticas com diminuicdo de claudina, baixo indice proliferativo,
perda de expressdo de marcadores luminais, elevados niveis de marcadores de transicao
epitélio-mesénquima, taxa elevada de mutagdes TP53 e ativacdo de vias PI3K e WNT
(Junge tal, 2010; Prat et al, 2010; Krings et al, 2018). A imunoterapia é promissora neste
grupo de carcinomas da mama (Adams et al, 2021).

Existe, contudo, um subrupo de carcinomas metaplasicos de baixo grau formado pelos

raros adenoescamosos, uma mistura de glandulas salivares e elementos metaplasicos.

O carcinoma apdcrino constitui de 1% a 4% de todos os cancros da mama e carateriza-se
pela diferenciacdo apdcrina de pelo menos 90% das células tumorais. Mais frequente em
mulheres pds-menopdusicas, tem grau histolégico elevado e prognostico pior.
Microscopicamente, as células sdo grandes, tem citoplasma eosinofilico granular
abundante e é positivo para PAS (Periodic acid-reactive Schiff), que cora os nucléolos

proeminentes (Vranic et al, 2017).

Os cancros com diferenciacdo apoOcrina caraterizam-se por expressdao do recetor de
androgénio e mutacOes na via PIK3CA, teoricamente sensiveis, respetivamente, a anti-
androgénios e inibidores PI3K. Alguns autores consideram assim este subgrupo luminal
de melhor prognostico no conjunto dos triplos negativos (Bozovic-Spasojevic et al,
2017).

O carcinoma mucinoso (2%) é um tumor de bom prognostico afetando mulheres acima

dos 60 anos com volumosa mucina extracelular (Marrazzo et al, 2020).

Outro tumor de bom progndstico é o carcinoma cribiforme (1-3.5%) que atinge mulheres
com cerca de 50 anos e raramente metastiza regional ou distantemente.
Microscopicamente, apresenta ilhas de células tumorais uniformes com atipia de baixo
grau, aparéncia cribiforme em 90% do tumor e amitde concomitante carcinoma ductal in

situ sem invasé@o do estroma (Cong et al, 2015).
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E interessante constatar que o cancro triplo negativo é muito heterogéneo
histologicamente e no grau de diferenciacdo. No grupo de alto grau (muito
indiferenciado), estdo os carcinomas com diferenciacdo apdcrina e os carcinomas
metaplasicos, de mau prognostico, mas também os carcinomas medulares, de melhor
prognostico. Por seu lado, no grupo de baixo grau destacam-se o carcinoma quistico

adendide (semelhante a glandula salivar) e o carcinoma secretorio.

Os cancros com diferenciacdo apdcrina, apesar de triplos negativos, sdo luminais por
expressao do recetor de androgénio e neles sdo frequentes mutagdes na via PIK3CA, o
que os torna teoricamente sensiveis, respetivamente, a anti-androgénios e inibidores PI3K

(Bozovic-Spasojevic et al, 2017).

No grupo de carcinomas da mama de baixo grau, destacam-se o carcinoma quistico
adenoide, que, tendo uma estrutura semelhante a glandula salivar, se carateriza pela
translocacdo genética t(6;9) que ativa o oncogene MYBL1 que vai atuar duplamente nas
células basais/mioepiteliais e nas células luminais. Apesar do fendtipo triplo negativo,
esta associado a bom progndstico, com comportamento indolente, ndo necessitando de
tratamento além de cirurgia. A variante classica tem arquitetura tubular ou cribiforme e

ndo apresenta necrose (Marchio et al, 2010).

Em segundo, o carcinoma secretor da mama (<1%), de baixo grau de malignidade, pode
atingir criancgas, tendo acdo indolente, ou adultos, nos quais pode ser mais agressivo,
mesmo que metastize muito tardiamente a partir de uma lesdo nodular bem delimitada e

de crescimento lento (Rose net al, 1991).

Finalmente, outro subgrupo de baixo grau e bom progndstico é o carcinoma papilar da
mama, recentemente renomeado carcinoma de células altas com polaridade inversa,
lembrando o tumor homdénimo da tirdide (Lozada et al, 2018). A recidiva local e distante
é rara. As mutacdes habituais ocorrem no IDH2 R172 e no PIK3CA. Nas formas
malignas, existe perda de heterozigotia de 16923 e perda da camada celular mioepitelial
dentro da papila (Pale t al, 2010).

A marca genética dos carcinomas ductais NST de baixo grau é o ganho 1q e a perda 16q
(Farabegoli et al, 2004).

Por seu lado, a marca genética do carcinoma lobular é a perda da E-caderina, mas outras

alteracdes moleculares ocorrem neste subgrupo: perda homozigética de locus (10g23) de
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PTEN, mutacdes PTEN, aumento da fosforilacdo do AKT e mutacdes GATA3. Existem
3 subtipos de carcinoma lobular invasivo: reativo, de melhor prognéstico, imune e

proliferativo, o de pior prognostico (Ciriello et al, 2015).

Ao contrario, 0s carcinomas mucinosos puros tém pouca instabilidade genética (Lacroix-
Triki et al, 2010).

Por seu lado, o carcinoma micropapilar invasivo puro da mama, além das carateristicas
morfolGgicas proprias, tem, relativamente ao carcinoma ductal NST, aberra¢fes do
ndmero de copias, expressdo elevada de ciclina D1, taxa de proliferacdo elevada e
amplificacdo MYC (8qg24) (Marchio et al, 2008).

Outros subtipos préprios do subgrupo triplo negativo incluem medular, metaplésico e

carcinoma quistico adenoide.

O carcinoma adenoide quistico, cuja marca morfoldgica é a adenose microglandular, tem
como predominancia genética a mutacdo do TP53, mas destacam-se ainda as mutagdes
somaticas na via PI3K, logo em PIK3CA e mTOR. Também sdo frequentes mutacdes
somaticas em CTNNB1, BRCA1, ERBB4, ERBB3, INPP4B e FGFR2 (Muller et al, 2020).

LUMINAL

Invasive ductal carcinoma wiith
osteoclastic giant cells

Neuroendocrine carcinoma
Mucinous carcinoma

Classic invasive lobular
carcinoma

Micropapillary carcinoma

Invasive lobular
carcinoma,
pleomorphic
variant

Figura 18: Relagdo entre subtipos histolégicos
especiais e subtipos intrinsecos. A maioria dos
tumores é de histologia ductal ou sem tipo especial,
mas claramente existem tipos especiais histolégicos
associados a cada grupo molecular. Retirado de
New Biotechnology, 29, Portier, B. P., Gruver, A.
M., Huba, M. A., Minca, E. C., Cheah, A. L.,
Wang, Z., & Tubbs R. R. (2012) From morphologic
to molecular: Established and emerging molecular
diagnostics for breast carcinoma.
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4.2.2 Estadiamento TNM

O estadiamento por nomenclatura TNM (T — dimensdo do tumor; N- atingimento dos
ganglios regionais; M- metastases a distancia) visa avaliar a extensdo do tumor, indicar

prognostico e auxiliar na decisdo de tratamento (tabela 3).

Para melhor compreensdo da figura, aclare-se que: a parede toracica inclui costelas,
musculos intercostais, musculo serrato anterior, mas nao masculos peitorais; o carcinoma
inflamatorio, diagnostico primariamente clinico, carateriza-se por eritema difuso e edema
(pele em casca de laranja) envolvendo aproximadamente mais de um terco da pele da
mama. O achado patolégico de tumor nos linfaticos da derme ndo € necessario para o
diagnostico de carcinoma inflamatério. Carcinomas da mama localmente avangados
invadindo diretamente a derme ou ulcerando a pele, sem altera¢des clinicas na pele ndo
classificam um carcinoma inflamatério; TO e T1 com micrometastases ganglionares séo
excluidos do estadio IlA e classificados como IB; a designacao de pMO nédo é valida:
qualquer MO é clinico; o estadio pode ser alterado se imagiologia pds-cirargica revelar a
presenca de metéstases a distancia, desde que os estudos sejam realizados dentro de 4
meses do diagnostico na auséncia de progressdo da doenca e o0 paciente ndo tenha
realizado tratamento neoadjuvante; o estadiamento, de acordo com a 82 edi¢ao da AJCC,
do tumor primario (T), ganglios linfaticos regionais (N) e metastases distantes (M) dada
por exame patoldgico ¢ anotada pelo prefixo “p”. Se o doente recebeu tratamento neo-
adjuvante de quimioterapia, hormonoterapia, imunoterapia ou radioterapia (pré-
operatorio com intengdo curativa), o prefixo “y” é ainda colocado. A classificagdo pN1a,
pN2a e pN3a referem-se a metastases (pelo menos uma macrometastase, ou seja, maior
de 2mm) em, respetivamente, 1 a 3, 4 a 9 e mais de 9 ganglios linfaticos axilares positivos.
Pode concluir-se pM1 se metastase distante comprovada histologicamente maior de
0.2mm (mas nunca se pode registar pM0). Mesmo havendo resposta completa a
tratamento neoadjuvante, o resultado final continuara sempre M1. Para cancros da mama
bilaterais simultaneos, o estadiamento deve ser realizado separadamente porque se

considera tumores independentes localizados em diferentes 6rgéos (Sawaki et al, 2019).
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Tabela 3: Classificagdo clinica e patolégica TNM (estadiamento). Adaptado de NCCN 2021.

Tis Tumor in situ

T1 Tumor até 20 mm

T2 Tumor 20-50 mm

T3 Tumor > 50 mm

T4 Extensdo a parede toracica e/ou pele

NO Sem adenopatias regionais

N1 1-3 adenopatias axilares

N2 4-9 adenopatias axilares ou mamadria interna ipsilateral
N3 >9 adenopatias axilares ou infraclaviculares ou supraclaviculares
Mo Sem metastases distantes

M1 Metastases distantes

Estadio IA T1 NO MO

Estadio IB TO N1 MO

Estadio IIA TO/T1 N1 MO

Estadio I1IB T2 N1 MO ou T3 NO MO

Estadio IlIA TO/1/2 N2 ou T3 N2 MO

Estadio IlIB T4 NO/N1/N2 MO

Estadio IlIC Qualquer T N3 MO

Estadio IV Qualquer T qualquer N M1

4.2.3 Classificacao histoquimica em subtipos intrinsecos
Trés alvos moleculares principais foram identificados no cancro da mama.

O primeiro é o recetor hormonal esteroide alfa de estrogénio, expresso em cerca de 70%
dos cancros da mama invasivos, que funciona como fator de transcricdo que, quando
ativado por estrogénio, estimula vias de crescimento oncogénico nas células de cancro da
mama. A expressao de recetor de progesterona é também um marcador de sinalizacdo do
recetor de estrogénio. Ambos sdo positivos quando pelo menos 1% das células os
expressa. (Joshi et al, 2018). Neste caso, a hormonoterapia impde-se como a base do
tratamento sistémico, embora valores muito baixos possam traduzir resisténcia aquela
(Burstein, 2020): carcinomas invasivos com expressdo de recetores de estrogénio entre
1% e 10% sao considerados positivos fracos e, sabe-se hoje, beneficiam menos de

hormonoterapia (Allison, 2020).

O terceiro principal alvo molecular é o fator 2 de crescimento da epiderme (ERBB2,
HER2 ou HER2/neu), um recetor transmembranar de tirosina cinase da familia do recetor
do fator de crescimento da epiderme que esta amplificado ou sobrexpresso em cerca de
20% dos cancros da mama e se associa a pior prognéstico na auséncia de terapia sistémica

alvo. O primeiro medicamento inibidor de HER2 foi o anticorpo monoclonal IgG1
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trastuzumab, cujo modo de acdo consiste em ligar-se ao dominio extracelular do HER2

e, dessa forma, inibe a ativacdo do HER2 (Figueroa-Magalh&es et al., 2014).

A imuno-histoquimica (IHC) e a hibridizacao in situ (ISH) sdo os métodos padréo para
avaliar HER2 no cancro da mama. Se por IHC o resultado é equivoco (2+), é mandatorio
avaliar por hibridizac&o (ISH). No relatorio, deve constar o status final HER2, nimero de
células contadas (minimo de 20), racio HER2/centromero no cromossoma 17 (CEP17) e

média de numero de cépias HER2 por célula (Wolff, 2018).

Até 15% dos cancros da mama ndo expressam nenhum dos 3 biomarcadores principais
(RE, RP e HER?2), sendo portanto denominados “triplo negativos”. Apesar de um grupo
muito heterogéneo, como se escalpelizara adiante, em geral tem pior progndstico, atinge
mulheres mais jovens e esta mais frequentemente associado a mutagdes BRCA (Denkert,
2017; Foulkes et al, 2014).

Entre os novos marcadores, estdo os linfécitos infiltrantes do tumor (TILS), cujo
prognostico e valor preditivo favoraveis foram comprovados. Os TILs sdo avaliados
facilmente por hematoxilina e eosina e o resultado é expresso pela percentagem de
estroma do tumor ocupada por células inflamatérias mononucleares, incluindo
plasmacitos, dentro dos bordos do carcinoma invasivo. (Wein et al, 2017; Dieci et al,
2018).

Outro marcador importante é o indice Ki-67 (figura 19), um antigénio nuclear expresso

nas fases de crescimento e sintese (G1 e M) do ciclo celular, mas ndo na fase de repouso
(De Azambuja et al, 2007).

Figura 19: Marcagdo do indice proliferativo KI-67
,"4 (coloracgéo castanha). Retirado de: Shen, Oncotarget,
' 2018
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O Ki-67 é definido pela percentagem de células tumorais (minimo de 500-1000
analisadas) cujo nucleo cora para Ki-67 (reconhecido pelo anticorpo monoclonal MIB-
1). Ele funciona como um marcador de proliferacdo celular e de progndstico associado a
risco de recidiva e um marcador preditivo positivo de resposta a tratamento no cancro da
mama. O Ki67 tem ainda outras vantagens: preco acessivel, técnica de facil execucao e
reprodutibilidade (Luporsi et al, 2012).

A importancia do K167 como biomarcador foi demonstrada prospetivamente no ensaio
ADAPT que revelou que o valor de KI-67, ap6s um curso breve de terapia endocrina
neoadjuvante, permite identificar doentes que podem ser poupados a quimioterapia
adjuvante (pds-operatéria com intencao curativa). Outro ensaio, 0 monarchE, comprovou
que o KI-67 pode ser biomarcador utilizado para selecionar doentes de elevado risco no
estadio | ou Il em fase adjuvante para beneficio do inibidor de ciclinas abemaciclib
(Harbeck, 2021).

Perou et al distinguiram em 2000 cinco subtipos intrinsecos de cancro da mama, baseados

na expressao de recetor de estrogénio e de HER2 (Perou et al., 2000).

Apbs investigacdo de 28 cancros da mama invasivos, 1 carcinoma ductal in situ e 4
amostras benignas: encontrou 2 subtipos luminais recetores de estrogénio positivos —
expressando citoqueratina 8 e 18 tipica da glandula mamaria - e 3 subtipos recetores de
estrogénio negativos: Her2, basal (expressao das citoqueratinas da camada basal epitelial
CK 5/ 6, CK 17) e normal-like, este com fenotipo triplo negativo mas derivacéo tipica

de epitélio mamario normal.

Os tumores de fen6tipo luminal, por outro lado, expressam CK7, CK8/18 e CK19, como

as células epiteliais luminais da mama normal (Fulford et al., 2006).

Uma nova classificacdo baseada na expressao genética dividiu em 4 subtipos intrinsecos
(figura 20): luminal (dividido em luminal A e B), HER2, basal-like (triplo negativo) e
normal breast-like (com fendtipo triplo negativo mas derivagdo celular tipica de epitélio

mamario normal) (Rakha, Reis-Filho, et al., 2008).
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B HR+/HER2- (68%)

B HR-/HER2- (10%)

10%

B HR+/HER2+ (10%)
HR-/HER2+ (4%)

10% Unknown (7%)

Figura 20: Distribuicdo de casos de cancro
da mama feminina por subtipo de cancro.
Retirado de (1).

Finalmente, a classificacdo de Perou incorporou aquele biomarcador proliferativo Ki67,
antigénio nuclear presente na fase G1, S, G2 e durante toda a fase M do ciclo celular
(Penault-Llorca & Radosevic-Robin, 2017). A avaliacdo do biomarcador Ki67 é usada
para diferenciar o luminal A do luminal B (tendo por limiar 14%), estimar o prognaostico,
guiar a decisdo do tratamento adjuvante e predizer a resposta a tratamento neoadjuvante
no cancro da mama RE positivo/HER2 negativo — quanto mais elevado, pior o

prognostico e maior o beneficio de quimioterapia (Hao et al, 2021).
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Figura 21: Imagens de
cortes histolégicos de
um carcinoma luminal
A. Retirado de
Yanagawa, BMC, 2012

Na figura 21 (em cima) pode observar-se forte expressao de recetores de estrogénio e de
progesterona, auséncia de sobre-expressao HER2, Ki-67 expresso em apenas 1% das
células; em baixo, pelo contrario, um carcinoma basal-like, sem expressao de recetores

hormonais e HER2, Ki-67 expresso em 70% das células tumorais.
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4.2.4 Classificacdo molecular enriquecida pela informacédo genémica

Segue-se a descri¢do dos diferentes subtipos moleculares de cancro da mama, enriquecida

pelo conhecimento gendmico atualmente disponivel (Provenzano, 2018).

Cancro da mama luminal

O subgrupo luminal, compreendendo 70% dos casos de cancros da mama, tem expressdo
dos recetores de estrogénio (RE) e estd associado normalmente a melhor prognéstico
comparando com o triplo negativo e 0 HER2 enriquecido ou “puro” (HER2-E). No
entanto, os tumores RE positivos exibem marcada heterogeneidade morfoldgica e
molecular com diferentes prognosticos, respostas terapéuticas e resultados na

sobrevivéncia (Aleskandarany et al., 2018).

A maioria das doentes com cancro da mama luminal primério beneficia do bloqueio dos
recetores hormonais ou inibicdo da producédo de estrogénios atraves de terapia enddcrina
por tamoxifeno ou inibidor da aromatase (anastrozol, letrozol ou exemestano), por um
periodo minimo de cinco anos em estadio precoce: a hormonoterapia permite uma
reducdo de 40% do risco de recidiva da doenca e de 30% da mortalidade por cancro da

mama (Schiavon et al, 2014).

Atualmente o limiar para considerar a expressdo positiva de recetores hormonais de
estrogeénio e progesterona é 1%, atendendo ao beneficio de hormonoterapia (RH) mesmo
em tumores de expressao muito baixa (1-9%) (Hammond et al., 2010). No entanto, a
analise genética revelou que 76% deste grupo de tumores era ESR1 negativo e 48% era
classificado molecularmente como do tipo basal. Apenas 8% do grupo de RH 1-9% era
molecularmente luminal, ainda por mais todos do subtipo luminal B, 0 mais agressivo
(lwamoto et al., 2012).

A expresséo elevada no citoplasma e no ndcleo de proteina do RNA mensageiro (MRNA)
de SLC39A6 — relacionada com tumores expressando marcadores de recetores de
estrogénio (como recetor de progesterona, GATA3 e TFF1) — é um fator independente de
aumento de sobrevivéncia especifica por cancro da mama (HR 0.678), mesmo nas doentes

que ndo receberam terapia endocrina (Althobiti et al., 2021).
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Definido pela expresséo de recetor de estrogénio, o cancro luminal pode dividir-se em A
ou B, de acordo com o grau e nivel de expressdo de recetores de estrogénio e progesterona.
Os tumores luminais A apresentam elevada expressdao de genes relacionados com
estrogenios e baixa expressao de genes relacionados com proliferacdo (MKI67, CCNB1
e MYBL2) e nunca expressam HER2. E comum a mutagdo PIK3CA. O luminal A é o
subgrupo de melhor prognostico.

Pelo contrério, os tumores luminal B sdo habitualmente de alto grau, tém elevada taxa de
genes proliferativos (como Ki67, STK15, survivina, ciclina B1 e MYBL2), podem nédo
expressar recetores de progesterona e/ou podem codificar HER2 (20% deles HER2
positivos de acordo com os niveis de mRNA e imuno-histoquimica). Os luminais B
habitualmente tém mais mutacdes de TP53 e menos de PIK3CA. Por todas as razbes

elencadas, sdo de pior progndstico.

O marcador de proliferacdo Ki67, obtido por imunohistoquimica, tem uma sensibilidade
de 72% e uma especificidade de 77%, quando definido o “cut point” clinico de 14%,: se

inferior a 14% é a favor de luminal A, se superior é luminal B (Viale et al., 2008).

Esta distingdo é util na préatica clinica porque traduz maior beneficio em tratar com
hormonoterapia (terapia enddcrina anti-estrogénica) o grupo luminal A e com

quimioterapia o grupo luminal B (Cheang et al., 2009).

Os subtipos luminal A e luminal B (HER2-) podem ser ainda divididos em dois
subgrupos; dipl6ide/CIN- e aneupldide/CIN+, baseado no status genémico. Mais de 75%
dos subtipos luminal B (HER2+), HER2 e basal-like apresentam aneuploidia do DNA e
0 CIN negativo estdo associados a elevada atividade proliferativa celular e mau
prognostico. Em contraste, apenas 41% dos luminal B (HER2-) revelaram
aneuploidia/CIN+ (Yanagawa et al, 2012).

Os tumores luminais que expressam baixa percentagem de recetores hormonais (1-10%)
tém comportamentos clinicos semelhantes aos triplos negativos (Schrodi et al., 2021).
Vaérios autores que analisaram a expressdo génica deste grupo encontraram que na sua
maioria eram basal-like (Deyarmin et al., 2013) e que tinham uma incidéncia de BRCA1/2
germinal semelhante aos tumores sem expressao de recetores hormonais (Sanford et al.,
2015).
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Trinta por cento de doentes com cancro luminal desenvolvem metéstases durante ou apds

hormonoterapia adjuvante e 6% estdo ja metastizadas ao diagnéstico (Burnstein, 2020).

No grupo luminal HER2 negativo, existem varias assinaturas moleculares multigénicas
(sdo exemplos a Oncotype Dx, a Mammaprint e a EndoPredict) baseadas na anélise de
dezenas de genes proliferativos e sinalizagdo de recetores de estrogenios — como CCNB1
(codifica proteina reguladora envolvida na mitose), MKI167 (codifica Ki67, envolvido na
proliferacdo celular), MYBL2 (codifica proteina nuclear envolvida na proliferacao
celular) e ESR1 (codifica recetor de estrogénio) — que servem para a decisdo de
terapéutica adjuvante, ao apresentar o risco de recidiva e o beneficio de tratamento
sistémico complementar. S&o j& usadas na pratica clinica para determinar quais as doentes

que podem prescindir ou beneficiar de quimioterapia (Puppe et al., 2020).

O cancro da mama luminal é dependente da via PISBK/AKT/mTOR, sendo encontrada
nesse grupo uma mutacéo no PIK3CA em cerca de 30-40% dos casos (Gnant, 2014). O
alpelisib é um inibidor PIK3CA que no ensaio SOLAR | demonstrou beneficio em
combinacdo com fulvestrant em doentes com cancro da mama avancado carregando
mutacdes PIK3CA (André et al., 2021). Estas muta¢des persistem entre o tumor primario
e as metastases, indicando que a biopsia do primério é suficiente para a indicacdo

terapéutica (Nixon et al., 2019).

Pelo contrario, sdo mais dindmicas e imprevisiveis as mutacbes do ESR1, sinalizadas
como biomarcadores positivos de progndstico e preditivos de resposta a terapia endocrina
no cancro da mama luminal, mas mutacdes no “hotspot ligand-binding” do recetor de
estrogénio foram reconhecidas como um mecanismo de resisténcia enddcrina nos cancros

luminais metastaticos (Robinson et al., 2013).

A progressdo do ciclo celular é regulada por cinases dependentes de ciclinas e por ciclinas
elas mesmo. O complexo CCND1-CDK4&6 controla a transicdo G1/S (PORTMAN,
2019), que esta sobre-regulada nos tumores RH+/HER2-. Especificando, 0 CCND1 esta
amplificado em 29% dos luminais A e B, enquanto o CDK4 esta amplificado em 14%
dos luminais A e 25% dos luminais B. O complexo CCND1-CDKA4/6 fosforila a proteina
do retinoblastoma (pRb), um regulador negativo da progressdo do ciclo celular. A
inativacdo do Retinoblastoma (RN) liberta os fatores de transcricdo E2F, que por sua vez
ativam a transcricdo de genes implicados na replicacdo de DNA e na progressao do ciclo
celular (Dickson, 2014; Pandey et al., 2019).
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As cinases ciclinodependentes 4 e 6 (CDK4 e CDKG6) foram identificadas como as
condutoras principais da proliferacdo celular no subtipo luminal do cancro da mama. Nos
ultimos anos, atendendo aos resultados na eficicia e manutencéo de qualidade de vida,
impuseram-se como padrdo em primeira linha avancada os inibidores de cinases
dependentes de ciclinas CDK4/6 em combinagdo com terapia enddcrina para cancros da
mama metastizados expressando recetores hormonais. Uma condicdo necesséria para o
sucesso da combinacdo é manter a proteina retinoblastoma (Rb) intacta, o que acontece

em mais de 90% dos tumores luminais (Hortobagyi et al., 2018).

Os inibidores de ciclinas CDK4/6 param o ciclo celular em G1 (figura 22), tendo obtido
resultados na sobrevivéncia livre de doenga (PFS), taxa de resposta (OR) e sobrevivéncia
global (OS), garantindo um perfil de toxicidade bem tolerado. Os seus mecanismos de
resisténcia mais comuns sdo: sobre-regulacdo da via Pi3K/AKT/mTOR, perda de
Retinoblastoma (RB), amplificagdo ou mutacdo de FGFR; sobre-regulagdo de PDKI,
MYC ou SKYPE e sobre-expressao de CDK4/6 (McCartney, 2019). Outro autor aponta
como mecanismos de resisténcia a perda do RB1, a amplificacdo e/ou mutacdes no AKT,
RAS, AURKA, CCNEZ2, FGFR2 e HER2 e a perda de ESR1 (Wander et al., 2020).

CDK4/6 and cyclin D together form
active complexes, which phosphorylates
Rb protein. Phosphorylated Rb1
releases transcription factor E2F.
Release from Rb1 allows for E2F-driven Restriction M
transcription of genes triggering the checkpoint

cell cycle progression.

CDK4/6 ‘
inhibitor |

CDK4 - - ey P
/ GY aﬂest t \;/){\LM
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+ —
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E2F
Rb1
: “* 0
CDK4/6 inhibitors bind to the cyclin

E2F Rb1
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Unphosphorylated Rb1 still binds to CDK4/6 retinoblastoma protein 1(Rb1) ,

E2F in an inactive complex, which inhibitor f’hosphqrylatlon leads to Rb1 fgnctlonal
stop cell cycle in G1 phase and inactivation , then Rb1 uncoupling from
impossible to entry cell division, E2Fs transcription factors and release
thereby inhibiting tumor cell E2Fs, which activate the transcription of
proliferation. genes triggering cell cycle progression.

Figura 22: O papel de CDK4 e CDK®6 na proliferagdo celular: as ciclinas CDK4/6 e a ciclina D formam
um complexo ativo que fosforila a proteina Rb1(que é um supressor de cancro) e permite a progressao do
ciclo celular. Com os inibidores CDK4/6, Rb1 n&o é fosforilado. Retirado de Wang et al, 2021
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Nos cancros luminais A, os genes mais frequentemente mutados sdo PIK3CA (45%),
sequido por GATA3 (14%), MAP3K1 (13%), TP53 (12%), CDH1 (9%), MLL3 (8%),
MAP2K4 (7%), NCOR1 (5%) e RUNX1 (5%). As mutacdes PIK3CA e GATA3 sdo

mutuamente exclusivas, com as muta¢des mais raras AKT1 (4%) e FOXAL (2%).

Por seu lado, os tumores luminal B tém uma baixa frequéncia de PIK3CA (29%) e uma
maior frequéncia de mutaces GATA3 (15%) e TP53 (29%) - esta associada a pior
prognostico (Silwal-Pandit et al, 2014)-, perda de ATM e amplificacbes em CCND1,
CDK4, CDK6 € MDM2. Um evento comum no grupo luminal B é a amplificacdo de

recetores do fator de crescimento do fibroblasto (FGFR).

O primeiro estudo fase 1l em 43 doentes pré-menopausa de estadio 11/111 com cancro da
mama definidos como luminal B (recetores hormonais positivos, K167 superior a 19%
e/ou grau histolégico 3) que receberam tratamento neo-adjuvante (pré-operatorio) de
combinacdo de quimioterapia, hormonoterapia e imunoterapia com o anti-PD1 nivolumab
revelou resposta completa patoldgica (0CR) em 50% dos 8 doentes definidos como basais
pela plataforma PAM50 e associacao significativa com aumento de linfocitos infiltrantes
tumorais (TILs) (Dieci et al., 2021). Este estudo também nos informou que muitos

tumores identificados como luminais B sao, na realidade, do subtipo molecular basal.

Quase 30% das doentes com cancro da mama que estao livres de doenca apds tratamento
local e regional recidivam durante o “follow-up”, servindo os recetores de estrogénio para
separar aguelas que recidivam antes dos 5 anos (RE negativas) das que o fazem mais tarde

(RE positivas), podendo chegar a 24 anos (Pagani et al., 2009).

A plataforma genética PAM50 oferece uma escala de prognostico das mulheres de todas
as idades e esta validada para predizer a resposta a terapéutica de hormonoterapia e
quimioterapia nas mulheres pds-menopausicas, de acordo com o subtipo molecular
(Parker et al., 2009).

A sobrevivéncia global é menor no subtipo Luminal B, independentemente do estado de

menopausa, e as recidivas podem ocorrer mais de duas décadas depois.

Existem assinaturas genémicas que estimam o risco de recidiva e estdo validadas para
ajudar a tomar decisdes terapéuticas de precisdo e eficiéncia que tém em conta
classificacdo molecular e informacéo sobre o progndstico, sobrevivéncia e predicdo de

resposta a terapéutica hormonal e/ou de quimioterapia, a0 mesmo tempo que permitem
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reduzir o sobre-tratamento e os custos de toxicidade desnecessaria para o doente e para o
sistema de saude. Existem 5 assinaturas gendmicas progndésticas para cancro da mama
(OncotypeDX®, MammaPrint®, Prosigna®, EndoPredict® e Breast Cancer IndexSM)
incluidas nos protocolos internacionais NCCN, ASCO, ESMO, NICE, AGO e St. Gallen.

No cancro da mama, as assinaturas genémicas multigénicas, colhidas no tumor, como
Oncotype, Mammaprint e Endopredict, foram validadas em ensaios prospetivos de fase 3
para a decisdo de selecédo de terapéutica adjuvante (ap0s a cirurgia com intencao curativa)
por predizer o beneficio da quimioterapia adjuvante em cancro da mama precoce RE
positivos HER2 negativos sem adenopatias axilares (vérias assinaturas) ou com
adenopatias axilares (MammaPrint). Elas tém a limitacdo de serem realizadas no tecido
tumoral, o que impede a captura da heterogeneidade tumoral se mediar muito tempo entre
a colheita do tecido e a decisdo terapéutica. Além disso, o papel prognostico e preditivo
das assinaturas genémicas em contexto metastatico ainda néo esta bem definido (Arranz
et al., 2012; Puppe et al., 2020).

Por outro lado, a andlise de perfis transcriptomicos e gendmicos permite classificar o
cancro da mama molecularmente de forma reprodutivel. A assinatura mais conhecida é o
teste Prosigna® test (assinatura PAM50), que consegue distinguir entre os subtipos de
cancro da mama a partir da analise de 50 genes (Parker et al., 2009). A sua utilizacdo em
contexto metastatico para classificar o subtipo intrinseco molecular é promissora, mas

carece de estudos robustos.

No subtipo luminal, é importante referir que a elevada expressdao de Leucdcitos
infiltrantes tumorais (TILs) se associa a melhor prognostico (Danaher et al., 2017) e
predicdo de resposta a quimioterapia, como se comprova na elevada taxa de resposta

patoldgica completa apds quimioterapia neoadjuvante (Denkert et al., 2010).
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Cancro da mama HER2 positivo

O subtipo HER2, que representa 15 a 20% de todos os cancros da mama, é definido pela
sobre-expressao do proto-oncogene Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (c-
erbB-2/HER2/neu), localizado no cromossoma 17 (17921), que codifica uma
glicoproteina transmembranar de 185KDa (p185) da familia do recetor EGF (EGFR) com
atividade de recetor transmembranar tirosina cinase envolvida na diferenciacao, adesao e
mobilidade celulares (Spencer et al., 2000). O proto-oncogene HER2 possui um dominio
ligacdo-ligante extracelular, um dominio curto transmembranar e um dominio intracelular
com atividade quinase. O recetor é ativado através de homodimerizagdo ou
heterodimerizacao, que levam a uma sequéncia de a¢fes que envolvem a ativacdo do
dominio da tirosina cinase (Olayioye, 2000). Apds ativacao dos recetores HER2 ligando-
dependentes, o HER2 dimeriza com o recetor ativado resultando na fosforilagcdo de
residuos de tirosina e transducéo de sinal. O HER2 quando presente em quantidades
acima do normal (sobre-expressdo do HER?2) ativa o crescimento anormal do tumor e a
metastizacdo pela ativacdo de diferentes cascatas de sinalizacdo: Ras-Raf-MAPK, PI3K-
AKT-mTOR e STAT. Vérios estudos associaram a ativacdo da cascata de sinalizacdo
Ras-Raf-MAPK com a ativacao da proliferacdo, sobrevivéncia, transformacéo neoplasica
e metastizacdo (Adamczyk et al., 2017).

Os dois métodos padronizados e validados de avaliacdo da sobre-expressdo e/ou
amplificacdo do HER2 no cancro da mama s&o, em primeiro, a imunohistoquimica (IHQ),
que quantifica a proteina HER2 constante na amostra, e, em segundo, a hibridizacéo in
situ (FISH, hibridizacdo in situ com fluorescéncia, ou SISH, hibridizacdo in situ com
prata) que determina a quantidade de genes de HER2 presentes nas células tumorais
(Penault-Llorca et al., 2009).

A compreensdo da estrutura molecular do HER2 permitiu a integracdo de mecanismos
através dos quais o recetor pode ser usado como alvo terapéutico. O dominio extracelular
pode ser subdividido em quatro subdominios. Os subdominios Il e 1V estdo envolvidos
no processo de dimerizacdo, enquanto os subdominios | e 111 sdo locais de ligacdo, que
podem ser bloqueados respetivamente por Pertuzumab e Trastuzumab, dois inibidores do

HER2 usados na pratica clinica (Pernas & Tolaney, 2019).

Antes da introdug&o de terapias alvo contra HERZ2, este subgrupo tinha o pior progndstico.

No entanto, a doenca € muito heterogénea, uma vez que alguns doentes clinicamente
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HER?2 positivos podem ser molecularmente luminais, basal-like ou normal-like, como se
constatou na andlise retrospetiva do ensaio NeoAdjuvant Herceptin (NOAH). Tumores
enriquecidos de HER2 (HER2 enriched ou puros, ndo luminais) tém um significativo
aumento de resposta patoldgica completa quando submetidos a terapia neoadjuvante com
terapia anti-HER2, em comparagdo com tumores luminais HER2 (53% vs 29%) (Dieci et
al., 2016; Harbeck, 2015; Wolff et al., 2018).

O subtipo molecular intrinseco HER2-E (enriched), que representa 50% dos tumores
clinicamente HERZ2, € definido pela elevada expressdo de HER2 no RNA, elevado nivel
de proteina e expressdo aumentada dos genes relacionados com a proliferagdo. A
concordancia entre a expressao do gene HER2 e a expressdo proteica HER2 é geralmente
elevada. A imuno-histoquimica HER2 e os testes de hibridizacdo in situ (ISH) sdo usados
para selecionar doentes para terapia anti-HER2 ao detetar amplificacdo e/ou sobre-
expressdao de HER2 (Schettini et al., 2020).

Aprovado em primeiro para contexto metastatico e adjuvante combinado com
quimioterapia, a terapia anti-HER2 trastuzumab revelou utilidade combinada com
pertuzumab (outro anti-HER2) em fase neo-adjuvante (pré-operatéria) provando
aumentar a probabilidade de resposta patologica completa (pCR), sobretudo em tumores
sem expressao de recetores hormonais, isto €, HER2- enriched (Baselga et al., 2012;
Slamon et al., 2011).

Apesar de ainda ndo usada na préatica clinica, é a classificacdo molecular do subtipo
HER2-E (enriched) obtida por PAM50 que melhor define o subtipo intrinseco e antecipa
a maior resposta patolégica completa — excedendo 50% nos ensaios (Dieci et al., 2016;
Prat et al., 2014a).

Por seu lado, enquanto 6% dos HER2 positivos clinicamente sdo do subtipo molecular
basal, cerca de um ter¢o dos HER2-enriched ndo eram HER2 positivos clinicamente, isto
é, ndo ostentavam amplificagdo do gene HER2 (Harris et al., 2007).

Além da amplificacdo de 17ql2 (que contém o oncogene HERZ2), é frequente a
amplificacdo dos genes HER2-C170rf37-GRB7 e da regido HER2/TOP2A, que leva a
sobre-expressdo de genes adicionais como CASC3, CDC6, RARA e SMARCEL. E de
salientar que 20-40% dos cancros HER2 positivos sdo TOP2A-deleted e existe elevada
expressdo de FGFR4 (5¢935), TMEMA45B (11924) e GPR160 (3926) (Arriola et al., 2008;
Harris et al., 2007; Sircoulomb et al., 2010).
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As mutac¢Bes mais comuns neste grupo ocorrem nos genes TP53 e PIK3CA, mas ainda se
deve considerar a elevada frequéncia em GATA3, BCL2 e ESR1 (Prat et al., 2014b).

O HER2-enriched (ndo luminal) tem elevados niveis de linfdcitos infiltrantes tumorais
(TILs), incluindo células T, células B e células Natural-Killer (NK), o que traduz
imunidade anti-tumoral pré-tratamento da propria doente. Tém importancia progndstica
e preditiva no cancro da mama, especialmente entre os HER2 e os triplos negativos,
apesar da mama normal conter poucos agregados de células imunes, ao contrario das
mucosas. A presenca de elevada quantidade de TILs relaciona-se com melhor
prognostico, maior resposta a quimioterapia e tratamento anti-HER2 neoadjuvante,
resposta a imunoterapia (estudo fase 1B/Il PANACEA) e maior sobrevivéncia (Loi et al.,
2013).

O mecanismo de resisténcia principal no grupo HER?2 positivo é a hiperativacdo da via
PISBK/AKT/mTOR por mutagdes no PIK3CA ou a reducdo dos niveis de alguns genes
supressores tumorais como PTEN e INPP4-B. O medicamento mais promissor a testar
combinar com anti-HER2 é o alpelisib que bloqueia a proteina PI3K-alfa, mas os
inibidores MTOR tém sido também estudados. Outro mecanismo relevante de resisténcia

¢ ativacdo do eixo das ciclina D1 - CDK4/6.

Cancro da mama triplo negativo: enorme diversidade molecular

O cancro da mama triplo negativo (CMTN) é um subtipo funcional responsavel por 15-
20% de todo o cancro da mama, caraterizado pela auséncia de expressdo dos rectores
hormonais de estrogénio e recetores de progesterona e auséncia de amplificacdo do gene

recetor dois do fator de crescimento de epiderme humana (HER?2) (Plasilova et al., 2016).

A definicdo funcional negativa contrasta com a enorme diversidade bioldgica e clinica
marcada pelas diferencas genéticas, transcripcionais, histolégicas e clinicas (Vidula &
Rugo, 2015).

O CMTN esté associado a doentes mais jovens, tumores maiores, indiferenciacéo celular,
envolvimento ganglionar regional e metastizagéo distante, por falta de alvos moleculares

validados para tratamento (Onitilo et al., 2009).
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O cancro da mama triplo negativo (CMTN) tem um comportamento clinico mais
agressivo do que o tumor luminal/hormonal positivo, como atesta um terco das doentes
metastizar a distancia nos primeiros 8 anos apds o diagnostico, sobretudo nos primeiros
3 anos (Dent et al., 2007; Kassam et al., 2009).

De acordo com a Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO), a sobrevivéncia
aos 5 anos dos cancros da mama triplo negativos é de somente 77%, bem abaixo dos 93%
dos outros subtipos de cancro da mama. A sobrevivéncia mediana do CMTN, quando
metastizado, é de apenas de entre 9 e 13 meses, bem longe dos 44 meses dos tumores

hormonais positivos (Gong et al., 2017).

A recidiva costuma acontecer nos primeiros 3 anos apos o diagndstico. O TNBC tem
padrdo preferencial de metastizacdo visceral, nomeadamente para a pleura, figado e 0sso,
podendo acontecer concomitantemente. A metastizacdo cerebral € frequente e um fator
negativo de progndstico, condicionando uma sobrevivéncia global de apenas 4.3 meses,

contrastando com o0s 16.6 meses da metastizacdo pulmonar (Tseng et al., 2013).

Por causa do seu elevado risco de recidiva, as doentes com CMTN no estadio I-111
frequentemente sdo submetidas a tratamento loco-regional e sistémico mais intensivo,
como quimioterapia incorporando platinos. No entanto, ndo dispomos ainda de
biomarcadores de progndstico e preditivos na préatica clinica suficientemente fidveis para
avaliar o risco individual de recidiva e predizer o beneficio da terapéutica (Rouzier et al.,
2005).

A maior resposta patoldgica completa previsivel dos tumores triplos negativos ap6s
quimioterapia neoadjuvante pode estar associada a melhores resultados futuros de
eficécia clinica, nomeadamente sobrevivéncia livre de progressao e sobrevivéncia global
(von Minckwitz et al., 2016) mas ela depende de carateristicas moleculares que escapam

a classificagdo imuno-histoquimica (Prat et al., 2013a).

Existe uma associagéo entre o subtipo triplo negativo e as mutagdes BRCA, sobretudo
BRCAL. Uma meta-analise de 16 publicaces encontrou que 19.5% dos cancros triplos-
negativos tinham mutagdes BRCA, distribuidas maioritariamente por BRCAL1 (15.6%) e
minoritariamente por BRCA2 (3.9%) (H. Chen et al., 2018). O fendtipo triplo negativo
manifesta-se em 48-70% dos cancros da mama associados a mutagéo do gene BRCAL (E.
Lee et al., 2011). Paradoxalmente, entre os triplos negativos, existe um menor risco de

recidiva em doentes com mutacdo BRCA, mesmo se eles tém maior grau de
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indiferenciacdo e maior tamanho tumoral, sobretudo os BRCA1 (Gonzalez-Angulo et al.,

2011).

No seio do subgrupo de cancro da mama triplo negativo definido por imuno-histoquimica

e pelo transcriptoma, podemos considerar 6 subtipos moleculares (figura 23) (M. Xu et
al., 2020):

>

basal-like tipo 1 (BL1), de elevado indice proliferativo demonstrado por elevada
expressdo de Ki67 expressio mRNA, com o maior nimero de queratinas basais
5/6;

basal-like tipo 2 (BL-2) com fendtipo basal-mioepitelial e moderados niveis de
queratinas basais 5/6;

imunomodulador (IM), com elevada percentagem de TILs e moderados niveis de
queratinas basais 5/6;

mesenquimal stem-like (MSL) envolvendo vias de sinalizacdo de fatores de
crescimento (EGFR, PDGF), baixas taxas de genes proliferativos e baixa
expressdo de proteinas claudinas;

mesenquimal (M) envolvido em processos de diferenciagdo e motilidade (vias
Wnt e ALK);

subtipo luminal com recetores de androgénio (LAR) que expressa elevados niveis
de recetores de androgénios e diferenciacdo apocrina, com elevados niveis de
queratinas luminais (CK 8/18) e baixos niveis de queratinas basais. O recetor de
androgeénios parece regular a proliferacdo celular e a apoptpse, além de promover
a migracdo e a invasao das células tumorais, sendo portanto fator de mau

prognostico.

Mais recentemente, atendendo ao perfil de expresséo génica depender ndo so das células

tumorais mas também do componente envolvente (estroma e células imunes), Lehmann

reduziu o nimero de subtipos triplo negativos de 6 para 4 (figura 23): basal-like type 1

(BL1), basal-like type 2 (BL2), mesenchymal (M) e luminal androgen receptor (LAR)
(Jiang et al., 2019).
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Figura 23: Os subtipos de cancro da mama triplo negativo. Retirado de (Dass et al., 2021).

J& em 1971 Murad descrevera um grupo de carcinomas mamarios que apresentava
diferenciacdo mioepitelial (Murad, 1971). Em 1982 Moll et al demonstraram que 2% a
18% dos carcinomas de mama e até 25% dos tumores de alto grau expressavam CK de
alto peso molecular, e portanto tinham um fenétipo basal/mioepitelial (Moll et al., 1982).
Os termos basal-like e triplo negativo tém sido amilde usados erradamente como
sinbnimos. Apesar da maioria dos triplos negativos serem basais e vice-versa,
encontramos 31% dos basais como ndo triplos negativos e 21% dos triplos negativos
como nao tipo basal (Prat et al., 2013b; Rakha & Ellis, 2009).

O pior progndstico dos triplos negativos advém do facto da maioria ser do tipo basal, que

expressa e se identifica por marcadores basais (Pareja et al., 2016).

Representando 15-20% de todos os tumores, 0s cancros da mama triplo negativo sao
biologicamente mais agressivos, surgindo mais frequentemente em mulheres pré-
menopausicas. Ao contrario dos luminais, tendem a recidivar nos primeiros 3-5 anos apds
o diagnostico, com um padrdo mais visceral (figado, pulméo e sistema nervoso central)

do que 0sseo ou ganglionar (Khosravi-Shahi et al., 2019).

Ainda assim, a heterogeneidade molecular é notéria e apenas cerca de metade € do subtipo

basal. Existem mesmo algumas histologias de triplos negativos com prognostico
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favoravel: apdcrino, adenoide cistico, secretor, metaplasico de baixo grau e

adenoescamoso.

A maioria dos cancros da mama triplo negativo é morfologicamente ductal, de elevado

indice mitdtico e apresenta necrose central.

Porém outras histologias perdem também a expressdo de recetores hormonais e HER2,
umas de bom progndstico — apocrina, adenoide quistica (Azoulay et al., 2005) -, outras
de mau prognostico — medular (predominio de infiltrado linfocitico) (Vincent-Salomon
et al., 2007b), lobular pleomorfica e metaplasica (Hennessy et al., 2006). Esta tem
possivel diferenciacdo escamosa ou de células do fuso, é habitualmente indiferenciada e

€ menos sensivel a quimioterapia que a ductal.

Um subtipo de cancros triplos negativos de melhor progndstico é o carcinoma adendide-
quistico, identificado por avaliacdo por hematoxilina e eosina, com carateristicas
histoldgicas de tumores das glandulas salivares como a fusdo do gene MYB-NFIB. Ao
contrario do TNBC classico, este tumor tem um baixo indice proliferativo e necessita de
uma terapéutica menos agressiva. Outros subtipos raros de TNBC que também tém
melhor prognostico que o classico sdo o carcinoma adenoescamoso de baixo grau,
carcinoma metaplasico “fibromatose-like” e carcinoma secretorio (Fadare & Tavassoli,
2007a).

O gene supressor tumoral Rb, que codifica a proteina pRb e estd localizado no
cromossoma 13 (13q14.1-g14.2), é fundamental para impedir a divisdo celular
inapropriada, migracéo e metastizagdo. Os tumores triplos negativos basais caraterizam-
se normalmente por auséncia de expressdo do Retinoblastoma (Rb) por imuno-
histoquimica, mas alguns tumores triplos negativos podem estar associados a preservacao
do Retinoblastoma: aqueles que sdo tumores esporadicos, ndo portadores de mutagédo
BRCA, tumores bem diferenciados, tumores com expressdo dos recetores de androgénios,

mulheres idosas, envolvimento ganglionar axilar e metastizagdo 0ssea (Patel et al., 2020).

Entre os triplos negativos, a expressdo de recetores de androgénios (definido por
marcacgdo em > 9% das células tumorais) esta associada de forma significativa a expressao
de Rb (Retinoblastoma) e auséncia de expressao p53 (sugestivo de mutacdo TP53) (Patel
et al., 2020). Por conseguinte, os tumores triplos negativos expressando recetores de

androgénios, sendo luminais, poderiam beneficiar de inibidores de CDK 4/6 isolados em
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monoterapia ou em combinacdo com inibidores de androgénios como enzalutamida (C.-

Y. Liuetal., 2017), desde que preservado o gene Retinoblastoma (Min et al., 2018),

Os tumores triplos negativos associados a mutacdo BRCA, pela carateristica auséncia de
expressdo de Retinoblastoma (Rb) (Patel, 2020), ndo serdo bons respondedores a
inibidores de ciclinas (Malorni, 2016).

Os tumores BRCA sdo molecularmente muito heterogéneos, tendo elevada variabilidade
transcripcional e no nimero de copias de DNA, mas podemos constatar maior frequéncia
de mutacdes patogénicas no gene TP53 (até 80%), 20% de mutacbes e/ou delegdes no
RB1 (retinoblastoma 1), 9% de mutacdes em PIK3CA, 3% em MLL3, 2% em GATA e
9% de amplificacdo do gene CCNEL (Curtis et al., 2012).

Em estadios iniciais do tumor triplo negativo (potencialmente curdveis), a cirurgia
conservadora da mama seguida de radioterapia demonstrou 0 mesmo resultado loco-

regional que a mastectomia (S. Kim et al., 2016).

A instabilidade genética das células tumorais primarias permite escapar ao sistema imune
e levar a disseminacao loco-regional e distante por sangue e vasos linfaticos até 6rgaos
distantes e ganglios. No entanto, mesmo considerando a metastizacdo ganglionar axilar
um fator de risco, o nimero de ganglios regionais atingidos ndo se associa ao progndéstico
(YIN, 2018). Assim, a dissecdo ganglionar axilar foi substituida pela biopsia de ganglio
sentinela porque também no grupo de triplo negativo a sobrevivéncia global a 10 anos é

sobreponivel a esvaziamento ganglionar (Giuliano et al., 2018).

A quimioterapia imp0e-se atualmente obrigatdria no tratamento do cancro da mama triplo
negativo. Em estadios precoces, a quimioterapia € dada com intencdo curativa, em fase
neoadjuvante ou adjuvante. A combinacdo de platinos, antraciclinas e taxanos provou
aumentar a resposta patolégica completa (RPC ou pCR), mas a toxicidade aguda e crénica
consideravel recomenda reservar o esquema triplo para doentes de muito elevado risco e
biologicamente jovens (Pandy et al., 2019; E. M. Walsh et al., 2019).

A quimioterapia neoadjuvante é a estratégia padrdo para cancro da mama triplo negativo
localmente avancado ou inoperavel. Doentes com cancro da mama triplo negativo sao
mais propensos a responder a quimioterapia neoadjuvante (feita pré-operatoriamente com
intencdo curativa) do que os subtipos luminais (Spring et al., 2020) e a obter resposta

patolégica completa (RPC), definida por auséncia de doenca invasiva ou in situ na mama
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ou nos ganglios linfaticos, em 33.6% dos casos, 0 que se traduz em aumento de
sobrevivéncia. Com efeito, a sobrevivéncia global é muito maior no grupo que respondeu

totalmente a quimioterapia do que nos ndo respondedores (HR 0.16) (Liedtke et al., 2008).

No grupo triplo negativo, a combinagdo em contexto neoadjuvante de carboplatina a
terapéutica padrédo de taxano e antraciclina aumenta a resposta patoldgica completa (RPC)
e a sobrevivéncia global (OS). De acordo com o estudo BrighTNess, o beneficio é
independente de pertencer ao grupo basal ou ndo basal, definido pela plataforma genética
molecular PAM50, ou da presenca de mutacdo BRCA. Sabe-se que a presenca de
linfocitos T CD8, a elevada proliferagdo e a assinatura imunoldgica aumentam a
probabilidade de resposta patoldgica completa (Filho et al., 2021). Outros estudos
corroboraram estas conclusdes, sobretudo no grupo sem mutacdo BRCA1 ou BRCA2 e
em doentes com niveis elevados de linfécitos infiltrantes tumorais (TILs) (Denkert et al.,
2017, 2018; Huober et al., 2010).

O fendtipo agressivo - definido pelo elevado grau de indiferenciacdo celular, a auséncia
de expressdo dos recetores hormonais e a taxa elevada de proliferagdo (medida pelo
biomarcador Ki67)- constitui um fator de prognéstico negativo mas simultaneamente um

fator preditivo positivo de resposta a terapéutica neoadjuvante (Denkert et al., 2010).

J& quanto a incorporacéo de platino, os portadores de mutacbes BRCA1/2 tém resultados
contraditérios em estudos, tanto a serem preditivos positivos de resposta a cisplatina ou
carboplatina como preditivos negativos (Rebbeck et al., 2015; Telli et al., 2016; Tutt et
al., 2018).

A resposta patoldgica completa (RPC) é um fator preditivo positivo de sobrevivéncia.
Doentes que a ndo atinjam na altura da cirurgia tém um risco 6 a 9 vezes maior de
recidivar e metastizar (Liedtke et al., 2008). Antraciclinas isoladas permitem RPC de 14-
47% (Le Tourneau, 2007; Bidard, 2008), enquanto regimes de antraciclina e taxano
sequenciais obtiveram RPC de 17-39% (Carey et al., 2007; Fernandez-Morales et al.,
2007; Keam et al., 2007). Num estudo, o tratamento neoadjuvante com antraciclinas ,
ciclofosfamida e taxanos permitiu alcangar 57% de RPC (Huober et al., 2010). Por seu
lado, agentes alquilantes como carboplatina e cisplatina demonstraram nos estudos
GeparSixto e CALGB 40603 aumento nas taxas de RPC e sobrevivéncia livre de doenca,

também na presenca de alteracdo no BRCAL (Sikov et al., 2015).
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Doentes que ndo alcancem a resposta patoldgica completa devem receber tratamento
intensivo em fase adjuvante com capecitabina, uma pro-droga oral convertida em 5-
fluoruracilo, de acordo com o estudo japonés CREATE-X, que incluiu 910 doentes com
doenca residual que, apds quimioterapia neoadjuvante com antraciclina e taxano, foram
metade deles submetida a 6-8 ciclos de capecitabina adjuvante e obtiveram na coorte de
doentes triplos negativos aumento significativo de sobrevivéncia livre de doenca (DFS,
HR 0.58) e sobrevivéncia global (OS, HR 0.60), comparando com o grupo que ndo fez
capecitabina (Zujewski & Rubinstein, 2017). O beneficio € maior no grupo nao basal
(Asleh K et al, 2022). Porém, outro estudo - GEICAM/2003-11_CIBOMA/2004-01 —

ndo demonstrou beneficio na capecitabina adjuvante (Lluch et al., 2020).

Um estudo realizado pelo The China Breast Cancer Clinical Study Group (CBCSG)
comparou, em contexto adjuvante, um grupo de controlo (3 ciclos de paclitaxel seguido
de 3 ciclos de ciclofosfamida, epirrubicina e fluororacilo) com um grupo experimental de
combinacdo de paclitaxel e capecitabina seguido de ciclofosfamida, epirrubicina e
capecitabina. Ap6s 5 anos de seguimento, a sobrevivéncia livre de doenca favoreceu o
grupo experimental entre os triplos negativos (HR 0.66). As doentes com tumores T2/T3,
metastizagdo ganglionar regional, grau histoldgico Il e elevados niveis de Ki-67
obtiveram também beneficio na sobrevivéncia global (J. Li et al., 2020).

Com bases nestes estudos, a capecitabina foi aprovada na doenca precoce perante doenca
residual ap6s tratamento neoadjuvante ou na fase adjuvante na presenca de fatores de

risco.

Por seu lado, o anti-angiogénico bevacizumab em fase neoadjuvante aumentou a taxa de
resposta patologica completa (RPC) no estudo GeparQuinto (36% para bevacizumab vs
21% para controlo), no estudo CALGB 40603 (59% para bevacizumab vs 48% para
control), no estudo SWOG S0800 88 trial (59% para bevacizumab vs 29% para controlo)
e no estudo ARTemis (45% para bevacizumab vs 31% para controlo) (Sikov et al., 2015;
von Minckwitz et al., 2012). Em contraste, noutro estudo, NSABP-B40, houve diferenca
na resposta no subgrupo de recetores hormonais positivos (23% para bevacizumab vs
15% para controlo), mas ndo nos triplos negativos (cerca de 50% para ambos) (Bear et
al., 2015). Também se constatou que o beneficio na resposta patoldgica completa ndo se
transferiu para a sobrevivéncia global nem para a sobrevivéncia livre de doenca. Por
conseguinte, o bevacizumab n&o é recomendado no cancro da mama precoce, isto &, no
cancro ndo metastatico, potencialmente curavel (Earl et al., 2015).
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Ja em relacdo ao tratamento do cancro da mama triplo negativo avancado, o padrao era
até recentemente a quimioterapia com taxanos ou antraciclinas (Cardoso et al., 2018) e a
sobrevivéncia global ndo ultrapassava os 18 meses (Gobbini et al., 2018).

Pela primeira vez no cancro da mama, a imunoterapia demonstrou beneficio no grupo
imunogénico (Schmid, Rugo, et al., 2020) e os inibidores da PARP foram aprovados para

tumores associados a mutacdo BRCA (M. E. Robson et al., 2019).

O sistema imune inclui varios pontos de verificacdo imunoldgicos (immune checkpoints)
na via sinalizadora inibitéria, que tém a funcdo de regular duracdo e intensidade da
resposta imune no intuito de manter a tolerancia auto-imune e evitar dano tecidular (Karn
etal., 2017; Safonov et al., 2017).

A nova fronteira no cancro da mama triplo negativo, atendendo a auséncia de alvos
conhecidos, € a imunoterapia. O principio desta € o recrutamento e a ativacdo das células
imunes do hospedeiro (linfécitos T) contra as células tumorais, que normalmente se
aproveitam do mecanismo de controlo de verificagdo imune ou “imune checkpoints” do
hospedeiro, que tem por intuito impedir fenGmenos agressivos de auto-imunidade. A
presenca aumentada de linfocitos no tecido neoplésico (TILs) aumenta a morte celular
tumoral (apoptose) e a consequente libertacao de antigénios celulares, o que facilita o seu
reconhecimento e a apresentacao pelas células dendriticas. A presenca de elevados niveis
de TILs é um fator de prognéstico positivo, associado a menor metastizacdo distante e
maior sobrevivéncia global. Também o aumento de TILs ap0s terapéutica neoadjuvante
é um fator preditivo positivo - quanto maior o nivel, maior a sobrevivéncia (Dieci et al.,
2018; Tramm et al., 2018; Wein et al., 2017).

Menos evidente € a importancia da expressdo PD-L1 no cancro da mama (Cimino-
Mathews et al., 2016), relacionada com a predicdo de resposta a imunoterapia em outros
tumores como o pulméo. Os inibidores dos “immune checkpoint” atualmente usados séo
os anti-CTLA4 que interferem na atividade do CD28 e os anti-PD-1/PD-L1
(“Programmed cell death protein 1/Programmed cell death receptor ligand 1°) que evitam
a desativagdo das células T CD8 (Z. Li et al., 2021).

As células imunes no microambiente tumoral sdo compostas por varios tipos de linfdcitos
(CD4+, CD8+, FoxP3-T) e macrofagos CD68-positivos, podendo expressar PD-L1 com
implicagbes potenciais no prognostico tumoral. A sinergia de quimioterapia e

imunoterapia no cancro da mama triplo negativo metastizado foi demonstrada no ensaio
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IMPASSION 130 com o taxano nab-paclitaxel e atezolizumab (anti-PD-L1) (Schmid,
Rugo, et al., 2020).

O subtipo medular de cancro da mama, mais comum no BRCAL1 mutado, tem um
infiltrado linfocitico dominante e, por conseguinte, resposta aumentada a quimioterapia
neoadjuvante, que é um fator de progndstico bem estabelecido no cancro da mama triplo

negativo (Vincent-Salomon et al., 2007b).

A inibic¢do dos “immune checkpoints” pode reverter o microambiente imunossupressor e

aumentar a resposta imune (Diéras et al., 2020; Hanahan & Weinberg, 2011).

Nas células tumorais, o “programmed cell death-1 (PD-1)” liga-se ao recetor PD1 da
superficie dos linfocitos infiltrantes tumorais transmitindo sinais imunossupressores aos
TILs que provocam a inibicdo da migracao de células T e da proliferacdo e secre¢do de
mediadores citotoxicos. O resultado final é a evasdo e proliferacdo das células tumorais.
O bloqueio do “programmed cell death-1 (PD-1)/ programmed cell death-ligand 1 (PD-
L1)”, expressos nas células tumorais e nas células imunes, por anticorpos monoclonais
pode reverter este quadro, aumentando a imunidade e impedir a progressdo tumoral,
sobretudo em tumores com elevada carga mutacional como € o caso do cancro da mama

triplo negativo.

Recentes estudos também revelaram que tumores deficientes em BRCA tém elevada
expressao de proteina de morte celular programada (PD-1) e de ligando 1 da morte celular
programada (PD-L1) nas células imunes associadas ao tumor, sugerindo o beneficio de
inibidores do checkpoint nos cancros da mama associados a BRCA (Strickland et al.,
2016).

Pembrolizumab, um inibidor PD-1 demonstrou uma taxa de resposta de 19% e uma
sobrevivéncia global de 11.2 meses quando usado em monoterapia no tratamento de
cancro da mama triplo negativo PD-L1 positivo no ensaio de fase Ib KEYNOTE-012
(Nanda et al., 2016).

No ensaio KEYNOTE-119, o pembrolizumab usado em segunda ou terceira linha na
doenca metastizada, comparando com quimioterapia a escolha do médico assistente, ndo

demonstrou diferenca na sobrevivéncia global (Winer et al., 2021).

Em contrapartida, o0 KEYNOTE-522, em contexto neoadjuvante, revelou que a

combinacdo de pembrolizumab e quimioterapia a base de platino aumentou a resposta
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completa patologica (64% vs 51%) e a sobrevivéncia livre de recidiva (Schmid, Cortes,
et al., 2020).

O ensaio de fase Il IMpassion 130, que recrutou 902 doentes, demonstrou beneficio
clinico em primeira linha na OS e PFS pela adi¢do de atezolizumab a quimioterapia nab-
paclitaxel em doentes com cancro da mama triplo negativo metastizado ou localmente
inoperavel e expressdao de PDL1 positivo. Nestes doentes, a PFS aumentou 2.5 meses (7.5
meses vs 5.0 meses) e a sobrevivéncia global (OS) aumentou 10.5 meses (25.0 versus
15.5 meses no grupo de atezolizumab e grupo placebo, respetivamente; HR 0.62), com
54% de doentes vivas aso dois anos. A aprovacao foi imediata pela FDA (Schmid, Rugo,
et al., 2020). No entanto, ndo houve diferenca entre a combinacdo de atezolizumab e
paclitaxel, estudada no ensaio IMpassion 131, e a quimioterapia isolada (Miles et al.,
2021).

Pelo contrario, no estudo KEYNOTE-355, o pembrolizumab associado a quimioterapia
aumentou a sobrevivéncia global nos doentes com cancro da mama metastizado triplo

negativo cujos tumores tinham expresséo de PD-L1 (Cortes et al., 2020).

Uma nova classe de medicamentos que inibem a PARP atuam provocando letalidade
sintética (dois defeitos de genes diferentes levam a morte celular, enquanto cada um deles
separadamente nédo), evitando a reparacdo mediada por excisdao de bases do gene PARP
(que codifica a enzima PARP-1) e assim determinar a apoptose das células tumorais,

preservando as células normais.

Outra via molecular em que se pode atuar é a via PIK3CA/AKT, frequentemente ativada
no cancro de mama triplo negativo, por mutacdes de PIK3CA ou AKT e perda de PTEN
e INPP4B, sobretudo nos subtipos LAR e mesenquimatoso. Enquanto os inibidores
PIK3CA e mTOR tém sido pouco eficazes em estudos preliminares, os inibidores de AKT
(ipatasertib e capivasertib) combinados com quimioterapia estdo em avaliacdo em fase
I11, apos resultados entusiasmantes de estudos de Fase Il - LOTUS e PAKT (Dent et al.,
2021; Schmid, Abraham, et al., 2020).

Em terceiro, é frequente no subtipo basal a sobre-expressdo do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) - o que conduz a uma sobre-regulacdo da sinalizacédo
mediada por RAS-MAPK - ou a amplificagdo do MYC (40% dos cancros basais), fator
de transcripgdo oncogénico que regula genes envolvidos na proliferacdo, metabolismo e

sobrevivéncia celular. O resultado é a progressao tumoral e a sensibilizacdo das células

67



tumorais a inibicdo CDK. Assim, estdo em curso estudos com inibidores da MEK1/2
(COLET) e inibidores CDK.

Finalmente, uma classe promissora de medicamentos é os inibidores dos recetores de
androgénio, como bicalutamida e enzalutamida, no subgrupo ndo negligenciavel de 24%
de triplos negativos que expressam recetores de androgénio (Anestis et al., 2020).
Associados a estes inibidores dos androgénios, estdo em investigacdo os inibidores de

ciclinas no subgrupo que preserva o gene Retinoblastoma (Rb) (Patel et al., 2020).

Em concluséo, o cancro triplo negativo € um grupo complexo e muito heterogéneo a nivel
molecular de cancro da mama, caraterizado por comportamento agressivo, elevada
frequéncia de mutagdes patogénicas no gene TP53 (até 80%), mutacdes e/ou delecdes no
RBL1 (retinoblastoma 1) e opcOes terapéuticas limitadas. A introducdo da gendmica na
prética clinica tem ajudado a conhecer os mecanismos moleculares e a redefinir a sua
classificacédo (figura 24). A distincéo, nos triplos negativos, entre tumores de alto e baixo
grau, bem como entre basais e ndo basais, de modo a clarificar quais os tumores
agressivos e os indolentes, ou quais aqueles que previsivelmente responderdo a
quimioterapia ou a outras terapéuticas, revelar-se-a assim imprescindivel para a
terapéutica personalizada, sobretudo nos estadios precoces, nos quais se pretende, de um
lado, obter maior eficacia na cura e na prevencao da metastizacdo e, do outro, evitar o

sobretratamento e a toxicidade de terapéutica desnecessaria (Chang-Qing et al., 2020).
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Figura 24: Carateristicas comuns e divergentes
do carcinoma da mama triplo negativo e subtipo
B%%flsdfgggifgfy basal (AR recetor androgénios, BLBC carcinoma
da mama basal, ER recetor estrogénios, PgR
recetor de progesterona, TNBC cancro da mama
triplo negativo). Retirado de: Carey (2010)
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Carcinoma da mama do subtipo basal

Constitui este grupo uma classificacédo refinada, mais molecular que a anterior e por essa
razdo escalpelizado a parte (figura 24). Os cancros da mama basal-like ndo sao sinébnimo
de triplos negativos, apesar de maioritariamente 0 serem, ou seja, Ndo expressam
habitualmente recetores hormonais de estrogénio e progesterona, nem tém
sobreexpressédo de proteina HER2 ou amplificacdo do gene HER2, sendo habitualmente
de alto grau e elevado Ki67, mas apenas podem ser designados de tumores basais aqueles
supra-regulados por genes expressos por células basais/mioepiteliais, incluindo
citoqueratinas de elevado peso molecular CK5/6, CK14, CK17, P-caderina, caveolinas,
nestina, CD109, recetor do fator de crescimento da epiderme (EGFR) e mutacdo TP53
(Curtis etal., 2012). A Unica definicdo molecular consensual do carcinoma basal € mesmo
a expressao de citoqueratinas basais CK 5/6 e/ou CK14. A expressdo de HER1 (EGFR)
foi identificada em 54% dos casos CK5/6-positivos (e em 11% dos casos CK 5/6-
negativos) (Nielsen et al., 2004b; Prat et al., 2013a). O painel de cinco marcadores
indicador de fenotipo basal (RE, RP, HER2, CK5/6 e EGFR) tem maior valor progndstico
que o painel de trés marcadores do triplo negativo (RE, RP e HER2), com sobrevivéncia
aos 10 anos de 62% e 67% respetivamente (Cheang et al., 2008). CK14 néo se

correlaciona com a sobrevivéncia (Fulford et al., 2006).

E a expressdo gendmica que distingue o basal-like (mais frequente e de pior progndstico
pela atividade proliferativa elevada) do cancro normal breast-like (ndo basal-like) (Geyer
etal., 2017; Lavasani & Moinfar, 2012; Leidy et al., 2014).

Epidemiologicamente, os carcinomas de tipo basal sdo responsaveis por 15% dos cancros
da mama e atingem preferencialmente mulheres mais jovens (4 anos antes da média)

(Carey et al., 2006), com histéria familiar ou afro-descendentes (Banerjee, 2006).

Os carcinomas de tipo basal metastizam preferencialmente para o cérebro e o pulméo, em
contraste com os luminais que metastizam em primeiro para 0s ganglios, 0ssos e figado
(Fulford et al., 2006).

Morfologicamente, a dimensdo tumoral por si ndo € um indicador prognostico importante
nos tumores de tipo basal, ao contrario do que é observado nos carcinomas invasores nao
basais (Foulkes et al., 2009).
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Contudo, sabemos que os tumores basais proliferam rapidamente, o que é confirmado
pelo indice mitotico elevado (média de 45 mitoses por 10 campos de grande aumento) e
expressdo aumentada de Ki-67 (Rakha, Reis-Filho, et al., 2008; Rakha & Ellis, 2009).

Os tumores basais (definidos pela positividade para CK14) tém maior frequéncia de
cicatriz central e necrose tumoral do que os tumores ndo basais, assim como maior
infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitario peritumoral, frequentemente associado a
carcinomas medulares atipicos. Também ndo formam tdbulos como os luminais, mas

antes apresentam padrdo sincicial ou formacao de ninhos (Fadare & Tavassoli, 2007b).

O tipo histologico mais frequentemente associado ao fenotipo basal é o carcinoma ductal
invasor sem outra especificacdo (NST), com proporcdes que variam de 68,4% a 86% do
total de tumores basais (Abd EI-Rehim et al., 2005; Nielsen et al., 2004a).

O segundo tipo histologico mais comum € o carcinoma medular da mama que
paradoxalmente € de alto grau mas tem bom progndstico - marca P-caderina, MIB1 e p53
-, sendo encontrado sobretudo em pacientes com cancro hereditario por mutagdes do gene
BRCAL. Metade a 90% dos tumores medulares exibem diferenciacdo basal/mioepitelial
(Jacquemier et al, 2005).

Outro tumor maioritariamente basal € o metaplasico, formado de células fusiformes e
metaplasia escamosa (Leibl, 2005) e expressando p63, P-caderina, actina, EGFR, CK14
e CK5.

Em relacdo ao grau histol6gico, os tumores de tipo basal apresentam predominantemente
alto grau, um fator de mau prognostico, exceto como vimos na histologia medular em que

nao é fator adverso.

O CMTN do subtipo basal tem pior prognostico do que os subtipos ndo basais, partilhando
algumas carateristicas dos cancros associados a BRCA1, seja por defeito na reparacédo
por recombinacdo homologa propria da mutagdo germinal de BRCAL, ou seja por
mecanismos epigenéticos, como sobre-regulacdo do inibidor da ligacgdo DNA ou
hipermetilacdo do promotor BRCA (Tassone et al., 2003) préprios do CMTN esporadico
ou cancros da mama de subtipo basal, cujo resultado final é a alteracdo da via BRCA1,
que propicia a elevada sensibilidade a farmacos que danificam o DNA, como a cisplatina
(Silver et al., 2010).
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Existe elevada prevaléncia de instabilidade genética e disfuncdo de BRCAL (responsavel
pela reparacdo do DNA através de um processo de recombinacdo homdloga) em
carcinomas basais esporadicos, como resultado de mutacBes inativadoras ou por
metilacdo do promotor/inativacdo transcripcional do gene BRCAL, com consequente
reducdo significativa da expressao de seu RNA mensageiro, ou por aumento dos niveis
de 1D4 (inibidor de DNA binding 4), um inibidor de BRCAL (Turner & Reis-Filho, 2006).
Carcinomas relacionados com mutacGes de BRCA1L tendem a apresentar alto grau
histoldgico, caracteristicas medulares, negatividade para recetores hormonais e HER2,
positividade para p53, auséncia de metastases axilares e pior progndstico, uma vez que a
maioria destes tumores exibe fendtipo basal, expressando CK5, CK5/6, CK14 e P-
caderina (Foulkes et al., 2004; Wong-Brown et al., 2015).

A expressao imuno-histoquimica de mutacbes no gene TP53, inativando-o, acontece em
até 85% dos casos (REIS-FILHO JS, 2006), bem como € comum a inativagdo do gene
supressor tumoral Retinoblastoma (Rb) em 30% dos casos (Badve et al., 2011;
Subhawong et al., 2009). Descoberto em 1979, o TP53 € o prot6tipo do gene supressor
tumoral que quando esta mutado favorece o desenvolvimento de cancro. A perda de
funcdo do TP53 descontrola a proliferacdo, a apoptose e a estabilidade genémica (Soussi,
2010). A mutacdo TP53 é muito frequente nos carcinomas basais, assim como nos
tumores HER2, mas o tipo de mutacdo difere entre eles (Santarpia et al., 2016). Presente
em 100% dos carcinomas serosos de alto grau do ovario, a mutacdo TP53 atinge 80% no
subtipo basal de cancro da mama, seguido do carcinoma HER2 positivo (72%) (Bouaoun
et al., 2016). Pelo contrario, a mutacdo TP53 é menos frequente nos luminais da mama e
rara nas leucemias, sarcomas ou cancros do cérvix (Levine & Oren, 2009). No entanto, a
presenca de mutacdo TP53 ndo € para carcinomas triplo negativos nem HER2 um fator
preditivo de resposta a quimioterapia com platinos ou apenas com terapia padrédo de
antraciclinas e taxanos, como € para tumores luminais (Darb-Esfahani et al., 2016).

Est4 ainda por concretizar na pratica clinica a caraterizacdo gendmica dos cancros da
mama metastaticos (Bertucci et al., 2019), mas ja existem assinaturas genomicas
disponiveis para decisdo de quimioterapia adjuvante nas mulheres com doenga precoce
(ndo metastizada) de subgrupo luminal, como as plataformas Mamaprint, Oncotype e
Endopredict, baseadas na expressdo do RNA mensageiro e no numero de copias de DNA
(Arranz et al., 2012) que podem vir a ser usadas no futuro em outros subgrupos

moleculares como os triplos negativos (Puppe et al., 2020).
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Quadro 4: Sintese das alteracdes genémicas encontradas nos 4 principais subtipos moleculares de cancro da mama. A medida que aumenta a agressividade do tumor, diminui
a frequéncia (e importancia da via) do PIK3CA e aumenta a (da via) do TP53. A azul estdo assinaladas terapias alvo para cada subgrupo.

LUMINAL A LUMINAL B TRIPLO NEGATIVO HER2 E (ENRICHED) REFERENCIAS
ESR1 +++ ++/+ - -
TERAPIA ALVO Hormonoterapia Hormonoterapia - -
MUTACOES DO ESR1 1) Raras Frequentes - -
~ - 20-30% - 17912 > 80%; HER2-C170rf37-GRB7 e HER2/TOP2A >
EXPRESSAO DE GENES HER2 o .
(AMPLIFICACAO) CASC3, CDC6, RARA e Scll\i/:ﬁ'z)CEl >20% (HER2 negativo
- -/+ (se her2+) - Trastuzumab, Pertuzumab,
VERAP ALV TDM-1, Deruxtecan
MUTACOES MKI167, CCNB1 E Raras Frequentes Frequentes Frequentes
MYBL2 2)
TILS 3) Elevados
PDL1 Elevados
Imunoterapia
K167 Baixo Elevado Elevado geralmente Moderado/elevado
DIPLOIDE/CIN +
ANEUPLOIDE/CIN+ + + +
Muito baixa Elevada se recetores Elevada Baixa
e hormonais (1-10%)
PIK3CA (45%) PIK3CA (29%) TP53 (84%) TP53 (75%) Silwal-Pandit et
GATA3 (14%) GATA3 (15%) PIK3CA (7%) PIK3CA (42%) al, 2014;
MAP3K1 (13%) TP53 (29%) PIK3R1 (8%) Cancer Genome
MUTACOES SOMATICAS TP53 (12%) perda ATM AtlaszlgigNork,
FREQUENTES CDH1 (3%) ificacH
MLL3 (8%) amplificagbes em CCND1,
MAP2K4 (%) CDK4, CDK6 e MDM2
NCOR1 (5%)
RUNX1 (5%)
POTENCIAL TERAPIA ALVO Alpelisib (anti-PIK3CA) Alpelisib (anti-PIK3CA)
EXPRESSAO DE RB Elevada Elevada Muito baixa Muito baixa
POTENCIAL TERAPIA ALVO Inib. ciclinas CDK4/6 Inibidores ciclinas CDK 4/6
CK5/6 E EGFR (BASAL) - - 4+ -
Ductal Ductal Ductal +++ Ductal
TIPO HISTOLOGICO Medular ++
Metaplasico +
MUTAGAO BRCA Cerca de 20%
TERAPIA ALVO BRCA: Inibidores PARP

ERS1: Expresséo de genes relacionados com estrogénios; 1) resisténcia a hormonoterapia; 2) proliferacdo celular = sensibilidade a quimioterapia; 3) linfocitos infiltrantes

tumorais
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5. O cancro gastrico

5.1. Mutac¢6es somaticas no cancro gastrico

Anatomicamente, o estdmago € dividido em cardia, fundo, corpo, piloro e antro. De
origem multifatorial, o cancro gastrico tem fatores ambientais e genéticos de acordo com
alocalizacdo. Tumores do cardia estdo mais associados a idade avancada, sexo masculino,
tabagismo, historia familiar, sedentarismo, obesidade e refluxo gastro-esofagico. Por seu
lado, os tumores néo cardia habitualmente relacionam-se com a infe¢éo por Helicobacter
pylori - que provoca hipermetilacdo de DNA e mutagdes soméaticas em APC, TP53 e
KRAS -, o0 reduzido consumo de verduras e frutas e o excesso de alimentos salgados e
fumados (Jemal et al, 2010; Roche et al, 2012; Kubo et al, 2006).

Mais de 85% dos carcinomas gastricos sdo adenocarcinomas. A tradicional classificacdo
de LAUREN (1965) divide os adenocarcinomas em dois tipos histoldgicos: difuso e
intestinal (Oue et al., 2019).

O adenocarcinoma de tipo intestinal, que representa dois tergos do total, esta associado a
infecdo pelo H. pylori, atinge pessoas mais velhas, manifesta células coesas, em arranjos
tipo glandular e localiza-se preferencialmente no antro e pequena curvatura do estbmago.
A infecdo pelo H. pylori induz a producéo de espécies reativas de oxigénio, ocasionando
danos oxidativos ao DNA. Além disso a bactéria pode secretar produtos que causam
danos na mucosa gastrica, como urease e protease. Existe dano enddgeno ao DNA,
reduzindo as atividades de reparo e induzindo mutacdes no DNA. A agregacdo familiar
de infecdo de H. pylori esta relacionada com a elevada incidéncia de cancro géstrico do
tipo intestinal em alguns paises como Portugal e Japdo (Y. J. Choi & Kim, 2016). A
erradicacdo de H. pylori é atualmente a melhor estratégia para prevenir cancro gastrico

em familiares de primeiro grau de doentes com cancro gastrico.

Pelo contrario, no adenocarcinoma de tipo difuso existe perda de coeséo celular por perda
de caderina-E. Ele estende-se habitualmente por todo o estdmago e tem maior incidéncia
em individuos mais jovens. Estes tumores ndo estdo associados a infegdo pelo
Helicobacter pylori e tém pior progndstico, com frequente metastizacao peritoneal, por
vezes dificil de diagnosticar (Rijken et al, 2021).
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No entanto, a historia familiar é observada em cerca de 10% dos casos de cancro gastrico,
sendo pelo menos 3% dos casos ligados a formas hereditérias, habitualmente no subtipo
difuso (Gamble, 2021).

Devido as novas tecnologias como NGS, é possivel conhecer o perfil genémico dos
cancros gastricos e descobrir potenciais alvos terapéuticos e mecanismos de resisténcia
terapéutica. O biomarcador mais relevante clinicamente é o HER2, sobre-expresso e/ou
amplificado em 6-23% dos cancros gastricos, que tem atividade tirosina cinase, € mais
comum em tumores intestinais e pode ser usado para terapia alvo. O primeiro agente alvo
aprovado foi o trastuzumab, um anticorpo monoclonal que se liga ao dominio extracelular

do recetor e bloqueia o tumor (Boku, 2014).

No entanto, existem muitas outras alteracGes genéticas indicadoras de progndstico e
potencialmente preditivas de tratamento de preciséo. A sobre-expressao do EGFR (ou
HER1) acontece em 30% dos CG e esta associada a histologia indiferenciada, invasao
vascular e menor sobrevivéncia; inibidores tirosina cinase, em particular gefitinib e
erlotinib, mostraram eficacia em tumores com amplificacdo de EGFR. A sobrexpressao
de FGFR2, presente em 30% dos cancros gastricos, indica menor sobrevivéncia global,

mas é candidata a ser alvo terapéutico.

A E-caderina, uma molécula envolvida na adesdo celular mediada por célcio, € um
supressor tumoral cuja desativacdo - devida a mutacGes, hipermetilacdo, perda de
heterozigotia e infecdo H. pylori - se relaciona com potencial de invasdo e metastizacdo
distante. A perda de E-caderina pode ser um marcador Util no diagnostico pré-operatério

e informa do mau progndstico (Liu, 2014).

A via PISK/AKT/mTOR esta alterada em 60% dos casos por ativacdo de cinase
rapamicina (mTOR). Mutag¢des de PI3KCA, que codifica a isoforma catalitica p110a de
PI3K, foram identificadas em até 25% dos doentes com cancro gastrico, nomeadamente
no subtipo EBV positivo, e sustentam a resisténcia a medicamentos antitumorais e maior
metastizacdo. Outras alteracbes frequentes indicadoras de metastizagdo sdo a
amplificacdo e/ou sobrexpressdo de MET, a sobre-regulacdo de fator de crescimento
endotelial vascular VEGF (em 40% dos cancros gastricos), a sobre-expressdo de MMP9
(matrix metallopeptidase 9) e o aumento de FIBCD1. Por seu lado, a incidéncia de
mutacdo TP53, preditora de mau progndstico e resisténcia a terapéutica, varia entre 3% e

65%, maior no subtipo intestinal e menor no subtipo EBV positivo. As mutagdes do gene
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TP53 acontecem em 60% dos casos, sendo responsaveis pela formacdo de complexos
inativantes com a proteina nativa que conduzem a biologia mais agressiva, expressao de
HERZ2, invasdo venosa, metastizacdo ganglionar e distante e menor sobrevivéncia global
(Wu et al, 1998).

Outra alteracdo gendmica importante com potencial terapéutico por inibidores da PARP
é a sobre-expressdo de PARP1 (Afzal, 2019).

A expressdo elevada de PD-L1, comum no subtipo EBV positivo, traduz diminuigdo da
atividade das células T citotdéxicas e imuno-tolerancia, estando associada a mau

prognostico. Os anti-PD1 podem ser Uteis neste subgrupo (Hogner, 2022).

O uso clinico de biopsia liquida permitira identificar todas estas alteracdes gendmicas e
moleculares em tempo real através da avaliagdo de células tumorais circulantes (CTCs)
do tumor priméario ou metastases ou do DNA tumoral circulante (ctDNA) (Bonelli et al.,
2019).

Chromosomal instability (CIN) :
TP53 mutation

RTK-RAS activation Fundus
Intestinal histology
CDH1, RB1 deletions

Epstein-Barr virus (EBV) :
CDKN2A silencing

PIK3CA mutation

JAK2 amplification

PDL-1/2 overexpression

Figura 25: Classificagdo
molecular em 4 subtipos de
acordo com a genémica:

CIN (chromosomal
B frerum instability); EBV (Epstein-

M_icrpsatellite inst‘able (MSI) : Barr virus); GS

Mitotic pathways activated .
Genomically stable (GS) : Methylation of DNA mismatch repair (genomically stable); e MSI
CDH1, RHOA, ARDI1A, mutations genes (MLH1 silencing) i ite i
CLDN18-ARHGAP fusion Hypermutation of PI3KCA, ERBB3, (m_lcrosatelllte mSt_able)'
Diffuse histology RNF43, PTEN, KRAS, TP53, ARID1A Retirado de (Bonelli et al.,
Cell adhesion 2019)
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5.2. Classificacdo molecular de cancro gastrico

O Cancer Genome Atlas (TCGA) Research Network identificou quatro subtipos
moleculares: Cancro gastrico positivo para Epstein—Barr virus (EBV type); CG com
instabilidade de microssatélites (tipo MSI); CG com estabilidade gendmica (GS type);
CG com instabilidade cromossénica (tipo CIN) (Chia, 2016) (figura 25).

Por seu lado, o Asian Cancer Research Group (ACRG) dividiu o cancro gastrico em
quatro grupos: instabilidade de microssatélites (MSI); estabilidade de microsatélites e
transi¢do do epitélio para mesénquima (MSS/EMT), associado a diagndsticos tardios e
pior progndstico; estabilidade de microssatélites e mutacdo TP53 (MSS/TP53+); ou sem
mutacdo TP53 (MSS/TP53-) (Critescu, 2015; Nshizirungu, 2021):

» Em geral, o tipo CIN da classificagdo TCGA e o MSS/TP53 da classificagio
correspondem ao tipo intestinal da classificagdo de Lauren, enquanto o tipo da
estabilidade gendmica (GS) de TCGA e 0 MSS/EMT da ACRG correspondem ao
tipo difuso da classificacdo de Lauren.

» O tipo GS da classificagdo TCGA revela mutacbes em RHOA, CDH1 e
CLDN18/ARHGAP.

» O tipo MSS/TP53 associa-se a mutacGes nos genes APC, ARID1A, KRAS,
PIK3CA e SMADA4.

» O tipo MSS/ TP53+ da classificacdo ACRG estéa relacionado com a infeccdo do
virus Epstein-Barr (EBV), apresentando-se histologicamente com estroma
linféide, mutagdes no PIK3CA e ARID1A, hipermetilacdo e amplificacdo do PD-

L1, um regulador “immune checkpoint”.

A classificacdo molecular alavancara num futuro préximo a medicina de precisdo, mas

ainda sem grandes avancos hoje traduzidos no tratamento clinico do cancro gastrico.
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6. Cancro causado por mutacdes germinais (hereditario)

Nas sindromes de cancro hereditario, mutacdes germinais de alguns genes conduzem a
aumento de risco de desenvolver determinados cancros, geralmente em idade precoce ao
da populacdo geral e com histéria familiar. O risco de cancro elevado é usualmente devido
a uma mutacdo num Uunico gene envolvido na regulacdo do ciclo celular ou em

mecanismos de reparacdo de dano de DNA (Sasaki et al, 1991).

As sindromes mais conhecidas sdo a sindrome de cancro da mama e ovario por mutacéo
BRCAL/2, a sindrome Li-Fraumeni por mutacdo no gene TP53, a sindrome de Cowden
por mutacdo no gene PTEN, a sindrome de Lynch por mutagdes no sistema “mismatch
repair”, a sindrome do cancro gastrico difuso por mutacdo no gene CDHL1, a sindrome
Peutz-Jeghers por mutacdo no STK11 e a sindrome neurofibromatose tipo 1 causado por

mutacdes no gene NF1 (Garber et al, 2005).

6.1.Sindromes hereditarias e genes associados a cancro da mama

Ao longo da vida, o risco na populacédo geral de cancro da mama é de 10-15% e de cancro
do ovario de 1-2%. A suspeita de cancro da mama hereditario por mutacdo BRCA pode
ser levantada a partir de varios critérios (tabela 4): idade inferior a 50 anos; cancro da
mama em familiares de primeiro ou segundo grau; diagnéstico de segundo cancro da
mama ipsilateral ou contralateral; diagndstico de cancro do ovério e da mama
simultaneos, sincronos ou metacronos; diagnostico de cancro da mama em homem;

historia de cancro em familia de ascendéncia judia Ashkenazi (NCCN, 2019).

Tabela 4: Critérios NCCN (2019) de pedido de teste BRCA para doentes com cancro da mama. Adaptado
de NCCN, 20109.

Até 45 anos Se histdria pessoal de cancro da mama
resen n mor;
46-60 anos Se apresenta segundo tu. or;
Ou se pelo menos 1 familiar 1° grau cancro mama
Até 60 anos Se subtipo triplo negativo

Se 1 familiar cancro mama até 50 anos, ovario, cancro mama no

Qualquer idade . A
homem, cancro préstata, cancro pancreas

Ascendéncia Ashkenazi Se histdria pessoal de cancro da mama

77



Estima-se que os fatores hereditarios e genéticos contribuam para 27% dos cancros da
mama (Paradiso & Formenti, 2011; Peto & Mack, 2000). Os cancros hereditéarios
causados por variantes patogénicas germinais sao responsaveis por até 9% dos cancros
da mama (E. M. Walsh et al., 2019).

Cerca de 90 genes ou loci genéticos estdo envolvidos na predisposi¢do para cancro da
mama. A penetrancia é o risco do portador da mutacéo desenvolver a doenca. Considera-

se moderada a elevada quando o risco ao longo da vida ultrapassa 20% (Apostolou, 2013).

A base genética de suscetibilidade a cancro da mama relaciona-se com variages
germinais em diferentes loci (figura 26). Aquelas tém frequéncias variaveis e diferentes
niveis de risco que os classificam em alelos de elevada, moderada e baixa penetrancia
(Mavaddat et al., 2010).

Estdo classificados como definitivamente associados a cancro da mama 0s seguintes
genes: BRCALl, BRCA2, PALB2, ATM, CDH1, BARD1, RECQL, PTEN, TP53 e
STK11 (os ultimos trés genes enquadrados em sindromes) (K. Lee et al., 2019).

Expert Final
Gene 0.1 Limited (0.1-6) 65  Moderate (7-11) 115 Strong (12-18) 18 Classification
i i i
PTEN ot Definitive
o % TF53 nt  Definitive
Eir STK11 rit  Definitive
(<. MLHT Disputed
5§ PMS2 Disputed
& £ MSHE Disputed
Q MSH2 Disputed
EPCAM Mo reported evidence
BRCAT ot Definitive
BRCAZ rt  Definitive
ATM nit  Definitive
PALB? ot Definitive
COHT nt  Definitive
CHEK2 ot Definitive
BARDT ot Definitive
= RECAL | vl Moderate
"4 RADSID i 1 1 Limited
?S' MCPHT § | : : : Limited
c SLX4 ' H H ' Limited
5 RADS0 ] 1 ] ] Limited
= RINTT i ' ' . Disputed
= RADSTC i i ] i Disputed
E MRET1A i : : : Disputed
= BRIP1 I R Refuted
NEN [] I ] [] Limited
XROC2 T Vo s
GEN1T 1 1 ] [ Disputed
MUTYH : : : : : No reported evidence
CHEKT | i i 1l i No reported evidence
MUTYH " | 1 ! ' 1 Mo reported evidence
PIKICA | ) ! HEl I Mo reported evidence
't T T T T

0.1 Limited {0.1-6) 85 Moderate (7-11) 115 Strong (12-18) 18

Figura 26: Classificagdo validada clinicamente de genes associados a sindromes ou suscetibilidade a
cancro da mama. Retirado de Lee, Genet Med. 2019.
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Os genes de elevado risco (quando muito raro na populacdo, com frequéncia alélica
inferior a 0,005, mas risco associado de cancro durante a vida superior a 4 vezes ao da
populacdo geral, ou seja, risco superior a 30% até aos 80 anos) séo BRCAL, BRCA2 e
PALB2. Os genes de risco moderado (raro na populacdo com frequéncia alélica de 0.005-
0.01 e risco de cancro entre 2 e 4 vezes superior, ou seja, risco entre 20 a 30% até aos 80
anos) sdo TP53, PTEN, STK11, ATM, CHEK2 e CDH1. Finalmente, os genes de risco
baixo (frequéncia alélica superior a 0.05 e risco menor a 2 vezes) séo NBN, BARD1,
FANCC, MRE11A, heterozigotias de MUTYH, RECQL, RAD50, RET1, SLX4,
SMARCA4 e XRCC2, que, conjugados com outros fatores de risco, contribuem para a
formagé&o de cancro da mama (B. Zhang et al., 2011). Muta¢6es em TP53, CDH1, PTEN,
STK11 e NF1 causam sindromes pleiotropicos nos quais o cancro da mama € apenas uma

de varias expressoes.

Os genes de penetrancia elevada causam 25% dos cancros da mama familiar (Mavaddat
et al., 2010). Em primeiro, o teste genético era pedido principalmente em doentes com
uma historia familiar relevante (sobretudo em familiares de primeiro grau) e envolvia um
pequeno numero de genes conhecidos associados a elevado risco de cancro ou com
sindromes de cancro especificos. Posteriormente, tornou-se recomendacdo o teste
genético de mutacOes em genes de elevada penetrancia associados a cancro da mama, em
particular o BRCAL e 0o BRCA2, em doentes com cancro da mama com menos de 50 anos
ou menos de 60 anos se o cancro fosse triplo negativo ou HER2 positivo. O teste genético
de outros genes que conferiam elevada e moderada suscetibilidade a cancro da mama
também era também apropriado em alguns casos, como por exemplo o TP53 (sindrome
Li-Fraumeni), o PTEN (sindrome de Cowden) e o CDHL1 (cancro lobular da mama)
(Easton et al., 2015).

As mutagdes germinais BRCAL e BRCA2 séo de elevada penetrancia e a causa mais
comum de cancro da mama hereditario. Cerca de 5% dos cancros da mama séo causados
por mutagdes patogénicas dos genes BRCAL e BRCA2, mas no subtipo basal pode atingir
20% (Cancer Genome Atlas Network, 2012). No estudo PRAEGNANT, que apenas
incluiu mulheres com cancro da mama metastizado, foram encontradas mutacdes em 12
genes em 10,4% das doentes, metade BRCA1 ou BRCA2, com uma significativa
presenca de metastizacdo cerebral (27,1% vs 12,8%) entre as portadoras BRCA1
(Fasching et al, 2021). No estudo observacional BREAKOUT, incluindo 384 doentes

metastizadas de 14 paises, com e sem fatores de risco, 9,7% apresentou mutacgdo germinal
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do BRCA, independentemente da expressdo de recetores hormonais, origem europeia ou
asiatica. Mulheres com menos de 50 anos tinham o dobro de mutagdes BRCA (nas
europeias, 9.0% versus 5.4%). Em doentes com algum fator de risco de mutacdo BRCA
(historia familiar de cancro da mama e/ou cancro do ovario, menos de 51 anos ao
diagnostico ou subtipo triplo negativo), a prevaléncia de mutacdo BRCA era de 10.4%
versus 5.8% sem fatores de risco. Em doentes sem mutacdo BRCA, 14.1% tinha mutacéo
nos outros genes de recombinagdo homologa e a prevaléncia de mutagdo BRCA somética
foi de 6.3% (O’Shaughnessy et al., 2020).

Num estudo do Memorial Sloan Kettering Cancer Center que incluiu 11947 doentes entre
mais de 50 cancros avancados diferentes, foi possivel constatar que 17% tinham uma
variante germinal, sendo que 9% (2037) tinham implicacdes terapéuticas. As variantes
BRCA 1/2 foram as mais frequentemente encontradas (42%), seguidas das variantes
CHEK2 (13%), ATM (12%), genes “mismatch repair” (MMR) (11%) e PALB2 (5%), ou
seja, a maioria estava ligada ao cancro da mama. Baseado nesse estudo, foi possivel
concluir que um painel multigénico que inclua BRCA1/2 e outros genes de reparagédo por
recombinacdo homdloga (HRR), assim como os genes MMR, esta recomendado em

doentes com cancro metastatico ou recidivado. (STADLER ZK, 2021)

No cancro da mama associado a mutacGes germinais nos genes BRCA1 e BRCA2, sao
mais frequentes as mutacdes truncantes de proteinas do que as ndo truncantes. Embora a
maioria das variantes missense no BRCAl1 e BRCA2, ATM e CHEK2 néo provoque
cancro da mama ou se desconheca, algumas podem-no fazer (Easton et al., 2007). O que
pelo menos se sabe é que uma variante missense, mesmo patogénica, ndo traz 0 mesmo
risco de uma variante truncante. Sdo exemplos, respetivamente, a CHEK2 p.lle157Thr e
0 ¢.1100delC. A predicdo do risco de cada variante € oferecida pelos algoritmos baseados
em dados silico. Excecionalmente, as principais mutaces patogénicas de TP53 sdo

variantes missense (Easton et al., 2015).

Por conseguinte, a maioria das variantes de significado desconhecido (VUS) sao
mutacBes missense, cujo conhecimento atual ndo permite definir as consequéncias
fenotipicas. Estes doentes identificados com VUS devem ser propostos para
acompanhamento anual por geneticista, uma vez que a variante pode ser reclassificada

posteriormente como benigna ou maligna (Augusto, 2018).
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Finalmente, € de considerar os polimorfismos nucleotidicos isolados (SNIPs) que
individualmente contribuem muito pouco para o risco mas que, dada a elevada frequéncia
na populacdo geral e a possibilidade de coexistirem em grande nimero numa mesma
mulher, para 14 da combinacdo de outros fatores como a elevada densidade mamaria,

devem ser considerados na avaliacao individual de risco (J. M. Cuzick et al., 2014).

6.1.1. Sindrome hereditaria de cancro da mama-ovario

BRCA 1 e 2 representam “BReast CAncer gene,” mas 0s genes em si ndo provocam
cancro, porquanto sdo genes supressores tumorais herdados de forma autossémica
dominante e localizados respetivamente nos cromossomas 17921 e 13912.3 (Mahdavi et
al., 2019), que quando disfuncionais por mutacGes patogénicas resultam em défice de
reparacao do DNA. No entanto, a sua penetrancia ¢ afetada pelo tipo de mutacéo, fatores

ambientais e estilo de vida (Honrado et al, 2005).

Havendo dois alelos, para haver perda funcional de proteinas BRCA1l e BRCAZ2, é
necessario que, além da mutacdo germinal num deles, o outro sofra uma mutacdo
somatica, ou seja, os dois alelos tém de ser inativados ou “desligados” para resultar em
perda de funcdo proteica e de reparacdo por recombinacdo homéloga (Tutt, 2001) da
cadeia dupla de DNA, cuja funcéo é o controlo da remodelacdo da cromatina, controlo da
transcricao e regulacdo do ciclo celular (Venkitaraman, 2002). Embora raras, mutagdes
germinais BRCAZ2 bialélicas manifestam-se como anemia de Fanconi tipo D1 e cancros
na infancia, enquanto mutacfes germinais BRCAL bialélicas resultam logo em morte

embridnica porque sdo incompativeis com a vida (Grompe, 2001; Joenje & Patel, 2001).

Habitualmente, a mutacdo BRCA da origem a proteinas encurtadas apés criacdo de um
coddo stop prematuro (variantes de proteinas truncadas), o que traz habitualmente
consequéncias funcionais severas. Quando os produtos dos genes BRCA1 ou BRCAZ2 sédo
incapazes de realizar a recombinacdo homologa, as células tém de recorrer a mecanismos
alternativos de reparacdo de DNA como a reparacdo ndo homologa, um modo menos
eficaz de reparacdo de quebras da dupla cadeia, muito suscetivel a mutacbes de DNA e

carcinogénese (Stoppa-Lyonnet, 2016).
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Figura 27: Estrutura dos genes BRCA1 e BRCAZ2. Retirado de (Hollis et al., 2017)

O BRCAL1 (figura 27) é um gene supressor tumoral reparador de ADN, descoberto em
1990, composto por 24 ex0Oes, localizado no cromossoma 17q, que codifica uma
fosfoproteina nuclear que atua como um gene supressor de tumor através da manutencéao
da estabilidade gendémica. A proteina codificada forma com outros supressores de
tumores um grande complexo proteico capaz de detetar danos ao nivel do ADN e
transdutores de sinal. O BRCAL repara o ADN por recombinagdo homologa e reparacao
de excisdo de nucleétido. Ele é expresso em varios tecidos, incluindo mama e ovario
(Hans Albertsen, 1994).

Trés dominios da proteina BRCA1 sdo mutados frequentemente em doentes com cancro
da mama (figura 28): o dominio RING (exdes 2-7), uma regido codificada pelos exdes
11-13 (onde BRCAL interage com forma hipofosforilada do Rb retinoblastoma) e o
dominio BRCT (exdes 16-24) (S. L. Clark et al., 2012).
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Figura 29: Incidéncia de cancro da mama hereditario no global e incidéncia de variantes BRCA1/2 no
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No BRCAL foram identificadas mais de 1800 variantes raras, na forma de alteracfes
intrénicas, mutacfes missense e pequenas inser¢des in-frame e delecbes. As variantes

mais patogeénicas e muito penetrantes (elevado risco de cancro) sdo as insercdes
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frameshift ou delecdes ou mutacgdes localizadas no dedo anelar e nos dominios BRCT,
criticas para a atividade de reparacdo de DNA do BRCAL. Também sdo frequentes
rearranjos genomicos grandes (14% das mutagdes) (Li, 2022). Existem mutacOes
fundadoras especificas de determinadas populacbes e regides. Mutagcdes germinais
comuns no BRCA1 sdo 5382 ins C, 185 del AG, 3819 del 5 e 4153 del A.

O silenciamento do gene BRCAL conduz a sub-regulacdo de ER99 e sobrerregulacdo de
genes considerados marcadores dos cancros basal-like, como CK5, CK17 e P-caderina
(Beger et al., 2001; Rakha & Ellis, 2009).

O promotor do gene BRCA1 € metilado em mais de 60% dos cancros da mama medulares
e metaplasicos do fenotipo basal-like e ndo expressa 1D4, um regulador negativo do
BRCAL1 (Beger et al., 2001).

Por seu lado, 0 BRCAZ2, descoberto em 1994, localizado no brago longo do cromossoma
13, € composto por 27 exdes codificantes, dos quais 26 codificam uma proteina com 3.418
amino&cidos (Hall et al., 1990; Wooster et al., 1994).

No BRCAZ2 séo 2000 as variantes raras, entre as quais as mutacdes missense patogenicas
localizadas no dominio DNA binding. Mutacdes germinais comuns no BRCA2 sdo 4075
del GT e 5802 del4 (Couch et al., 2014b; F. Wang et al., 2012).3

Existem fatores genéticos e nao genéticos que podem modificar a penetrancia da mutacao
BRCA1L ou BRCA2 (Milne & Antoniou, 2016).

Uma em cada 980 pessoas possui uma mutacdo no gene BRCAL e uma em cada 735
possui uma mutacdo no gene BRCA2. Existem, respetivamente, mais de 1600 e 1800
variantes conhecidas no BRCAL e BRCA2, a maioria induzindo frameshifts, conduzindo
a proteinas truncadas missense ou ndo funcionais (Petrucelli et al., 2010).

A maioria das variantes proteinas truncadas resultantes das mutacGes patogénicas do
BRCA esté associada a elevado risco de cancro da mama e outros cancros, embora entre
elas também existam riscos diferentes. Por outro lado, existe evidéncia de que também
variantes ndo truncantes - como a nonsense polimoérfica no final carboxil do BRCA2,
p.Lys3326Ter - podem aumentar o risco 1.4 vezes, ainda assim inferior ao risco das
variantes truncantes proximais (S. Chen & Parmigiani, 2007; A. J. Lee et al., 2014;
Mavaddat et al., 2010).
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Embora a maioria das variantes missense sejam de significado desconhecido, algumas em
dominios especificos do BRCA1 e BRCA2 condicionam risco elevado de cancro da
mama e do ovario, mesmo se em menor grau que as variantes truncadas (Goldgar et al.,
2004; Lindor et al., 2012).

A localizacdo da mutag&o interessa para o maior risco de cancro do ovario (regido central,
ou seja, nucleodtidos 4075-6503 incluido) ou da mama (fora da regido central) (Rebbeck
etal., 2015).

A sindrome cancro da mama-ovario hereditario resulta das mutagdes patogénicas nesses
dois genes, mas grandes rearranjos ou dele¢cfes resultam na mesma expressao clinica ou

fenotipica.

Morfologicamente, os carcinomas da mama associados a BRCAL s&o habitualmente
ductais de células de alto grau (indiferenciado) com uma aparéncia medular, ou seja, é
privado de estrutura tubular ou glandular e apresenta nucleos pleomérficos (de diferentes
tamanhos e formas), cromatina vesicular, nucléolos proeminentes, elevada atividade
mitética e um infiltrado linfoplasmocitéario peri e intra-tumoral proeminente, mas bordos
bem definidos. Histologicamente, o carcinoma medular representa 13% dos casos (contra
3% no cancro da mama esporadico), caraterizando-se por margens “pushing”, alto grau
de pleomorfismo nuclear e elevada frequéncia mitética. Carcinomas metaplésicos
também foram notificados associados a mutacdo BRCA1 (Breuer et al., 2007; Y. Zhang
etal., 2015).

A disfuncdo do BRCA1 é um dos condutores do cancro da mama basal-like e de um
subgrupo de tumores triplo negativos (Gorski et al., 2010; Rakha, Reis-Filho, et al., 2008).
A maioria dos cancros da mama em portadores de mutacdo BRCA1, sobretudo em idade
inferior a 50 anos, tem semelhancas biologicas com os tumores basal-like (Turner & Reis-
Filho, 2006): sdo tumores indiferenciados (alto grau), tém escassa expressao de genes
associados a recetor de estrogénio e HER2 - ou seja, sdo molecularmente triplos negativos
(60% dos casos) ou luminal B (“RH low positive”)-, tém sobre-expressdo de genes
relacionados com epitélio e proliferacéo - expressdo imuno-histoquimica de marcadores
basais citoqueratina 5/6 e recetor do fator de crescimento da epiderme (EGFR) (Perou et
al., 2000), nao ttm amplificacdo de gene CCNDL1, expressam baixos niveis de p27, niveis
altos de Skp, ciclina E e caspase-3, quando comparados com cancro da mama esporadico

e tumores por mutacdo BRCA2 (Foulkes et al., 2004). O silenciamento do gene BRCA1
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conduz a subregulacdo de ER99 e sobreregulacdo de genes considerados marcadores dos

cancros basal-like, como CK5, CK17 e P-caderina.

Deve portanto levantar a suspeita de mutacdo BRCA1 a morfologia medular ou a presenca
de cancro da mama indiferenciado triplo negativo ou luminal B (baixa expressédo de
recetores hormonais e elevado Ki67) numa mulher jovem, mesmo sem historia familiar
(Hall et al., 1990).

Em contraste, os cancros associados a BRCA2 assemelham-se aos tumores esporadicos
do tipo luminal, isto é, expressam recetores de estrogénios e tendem a ser melhor
diferenciados (Hodgson et al, 2020). A maior taxa de triplos negativos explica o pior
prognostico e ndo o tipo particular de triplo negativo encontrado nos tumores BRCA
(Bordeleau et al., 2010; Brewster et al., 2014; Peshkin et al., 2011).

Uma parte importante de cancros da mama por mutacdo BRCA apresenta um subtipo
luminal, sendo a maioria portadora de mutacdo BRCAZ2: num estudo (Sgnderstrup et al.,
2019), as doentes BRCA1 foram classificadas em 9% de luminal A e 21% de luminal B,
enquanto as doentes BRCA2 foram 35% luminal A e 40% luminal B (Senderstrup et al.,
2019). Allias, a incidéncia de mutac6es BRCA1/2 é semelhante entre doentes com cancro
da mama de expressdo baixa expressdo de recetores hormonais (menos de 10%, “HR-
low-positive™) e os triplos negativos. Por conseguinte, o aconselhamento genético e o
teste de BRCA devem ser oferecidos também a doentes com idade até aos 60 anos que
tém expressdo baixa de recetores hormonais (Sanford et al., 2015). Outra janela de
oportunidade que se abre para estes luminais de baixa expressdao hormonal BRCA

mutados sdo os inibidores da PARP.

As mulheres RH+ Her2- metastizadas BRCA mutadas respondem pior aos inibidores de

ciclinas que as BRCA ndo mutadas (Collins et al., 2021).

Nesse mesmo estudo, a mutacdo BRCAL com recetores de estrogénios negativos
aumentou 9,7 vezes o risco comparando com o grupo controlo, mas ndo RE positivos
(apenas 1,3). Por seu lado, 0 BRCA2 e o0 PALB2 aumentaram 2 vezes o risco se RE
positivos e mais de 4 vezes de RE negativos. Por outro lado, 0 ATM ndo aumentou o risco
significativamente (inferior a 2), enquanto o CHEK2 aumentou 2,13.

Para as mulheres com mutagdes patogénicas de risco igual ou superior a 20% de cancro
da mama durante a vida (BRCA1, BRCA2, CHEK2 e PALB2), a NCCN recomenda
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mamografia e ressonancia magnética anuais. Mulheres com mais de 65 anos BRCA 1/2
mutadas apresentam risco de 20% de cancro da mama no tempo de vida restante e as
CHEK2 e PALB2 mutadas risco de 15%, de modo que as mulheres BRCA nessa idade
devem também fazer ressonancia anual, bem como ainda considerar naquelas CHEK?2 e
PALB2 (Boddicker et al., 2021).

Apesar de um grau histologico superior (maior indiferenciacdao) ao do BRCA2 mutado, o
cancro por mutacdo BRCAL por mamografia pode confundir-se com doenca benigna por
raramente apresentar carcinoma ductal in situ, logo ndo apresenta microcalcificagdes que
permitam o rastreio por mamografia (Couch et al., 2014a), ao contrério do BRCAZ2, que
frequentemente tém mais microcalcificagdes e carcinoma ductal in situ (Krammer et al.,
2017).

As mutacdes no gene BRCA2 costumam conduzir a cancros do fenétipo luminal,
expressando, portanto, recetores de estrogénio, sem se distinguirem morfologica e
molecularmente dos tumores luminais esporadicos (Lakhani et al., 2002). Por
conseguinte, os tumores BRCA2 sdo habitualmente carcinomas ductais invasivos ou in
situ sem nenhum tipo especial, de grau variavel e arquitetura tubular predominante,
embora também possam ser ainda de morfologia lobular. A imuno-histoquimica revela
geralmente expressao de recetores de estrogénios e progesterona e auséncia de expressao
de HER2 (Mavaddat et al., 2012).

Mutacdes fundadoras (mutagdes comuns numa populacéo a partir de um pequeno nimero
de individuos) no BRCAL e no BRCA2 foram descritas em quase todas as regides do
globo. O paradigma é a populacéo Judia Ashkenazi em que 3% dos individuos é portadora
de uma das trés mutacOes fundadoras: BRCAL c.68_69delAG [185delAG] (1% da
populacdo de Israel), com efeito dominante, causado por delecdo dos nucleotideos AG,
BRCA1 c¢.5266dupC [5382insC] (0.13% da populacdo de Israel), que tem mutacdo de
efeito dominante, com inser¢do do nucleotideo C, ou BRCA2 ¢.5946delT [6174delT]
(1.52% da populacéo de Israel), (efeito dominante com dele¢do do nucleotideo T), esta
em mulheres mais jovens (ROA, 1996). Outros exemplos sdo a mutacdo BRCAL c¢.548-?
_4185+7del [ex9-12del] encontrada em cerca de 10% dos Hispéanicos, delecdes de
BRCAL (BRCAL c.2804_2805delAA, BRCAL c.4186-1643_4358-985del) na populacdo
holandesa, na  populagdo irlandesa  (BRCAlc.427G>T), na Islandia
(BRCA2 c.771_775delTCAAA) e a mutacao fundadora portuguesa ¢.156_157insAlu, que
resulta na delecdo do exdo 3 a nivel de RNA mensageiro, que codifica um local de
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ativacdo transcripcional essencial para a funcao supressora tumoral (Kadouri et al., 2007;
Stoppa-Lyonnet, 2016; W D Foulkes 1, 1997; T. Walsh et al., 2006).

A mutacdo fundadora portuguesa foi descrita pela primeira vez em 2005 como uma
insercdo Alu dentro do exdo 3 num dominio regulador do BRCA2 (c.156_157insAlu)
(Teugels et al, 2015) e corresponde a 27-38% de todas as mutagdes encontradas no norte
e centro de Portugal (Peixoto et al., 2009). A variante resulta da insercdo de uma
sequéncia ALU de cerca de 350 bp proximo do exao 3 do gene BRCA2 que influencia o
splicing do transcrito BRCAZ2, através do skipping do exdo 3, o qual resulta na delecéo
de todo o exdo 3. Embora a delecdo mantenha a grelha de leitura, o seu efeito patogénico
resulta do exdo 3 codificar para um dominio de ativacdo transcripcional importante da

proteina BRCA2 pelo que da origem a uma proteina BRCA2 nao funcional.

As mutacdes germinais BRCA séo responsaveis por metade dos casos de cancro da mama
e do ovario hereditarios (Martin et al, 2001) e tém uma prevaléncia de cerca de 5% na
populacdo com cancro da mama (Hall et al, 1990) mas de 10-20% no subgrupo triplo
negativo, 0 mais agressivo (Hartman et al, 2012). Os milhares de estudos de penetrancia
das mutacbes genes BRCAL e BRCA2 e do ovério hereditéarios realizados até hoje
revelaram resultados dispares no risco de desenvolver cancro da mama e do ovario ao
longo da vida, que vai de 36% a 90% no cancro da mama em ambos os genes, de 25% a
59% no cancro do ovario por BRCA1 e de 8% a 35% no cancro do ovario por BRCA2.
Uma meta-analise de 22 estudos concluiu que variantes patogénicas de BRCAL (17q11)
condicionam probabilidade de cancro da mama até aos 70 anos de 65% e de cancro do
ovario de 39%, enquanto as variantes de BRCA2 (13g12-q13) d&o risco de 45% e 11%,
respetivamente (A. Antoniou et al., 2003; Malone et al., 2010). Outro estudo muito amplo
nos Estados Unidos revelou risco cumulativo de cancro da mama durante a vida de 46-
60% nos portadores de BRCAL e 43-55% nos portadores BRCAZ2 (S. Chen et al., 2006).
As mulheres com cancro da mama e portadoras da mutacdo BRCAL tém também um
risco de 64% até aos 70 anos de cancro na mama contralateral e um risco de cancro do
ovario epitelial seroso de alto grau. Apds um diagnostico de primeiro cancro da mama,
as mulheres portadoras de mutacdo BRCA tém um elevado risco de desenvolver um
segundo tumor da mama, entre 17 e 40% (Graeser et al., 2009; Kuchenbaecker et al.,
2017a). Um estudo prospetivo na Holanda de 6000 mulheres abaixo de 50 anos

evidenciou risco aos 10 anos de cancro da mama de 21% para portadoras de mutagéo
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BRCAL1, 10.8% para portadoras de mutacdo BRCAZ2 e 5% para nao portadoras de BRCA
(van den Broek et al., 2016).

Entre as portadoras de mutacdo BRCA, a idade de diagnostico do primeiro cancro da
mama é o mais importante preditor de cancro da mama contralateral. Num estudo
holandés, o risco aos 10 anos de segundo tumor é de 25% abaixo dos 41 anos comparado

com 12% para entre 41 e 49 anos (Malone et al., 2010).

As mulheres portadoras de mutagdo BRCA 1 e BRCA 2 tém ainda um risco elevado de
cancro pélvico seroso de alto grau, o que engloba o ovario, trompa de Faldpio e peritoneal,
acreditando-se hoje que a maioria dos cancros pélvicos se origine na fimbria da trompa
de Falopio em lugar de no ovaério - pelo que no caso de uma cirurgia redutora de risco se
tem de remover as trompas de Faldpio, além dos ovérios (George et al., 2016). O risco de
cancro seroso pélvico é aos 80 anos de 44% para as mulheres portadoras de mutacéao
BRCAL e de 17% de mutacdo BRCAZ2, segundo o maior estudo prospetivo realizado
(Kuchenbaecker et al., 2017b).

O risco de um homem portador de mutacdo de BRCA2 e BRCA1 desenvolver cancro da
mama é, respetivamente, de 7% e 1%, contrastando com 0.1% da populacdo geral, ou
seja, aumenta 70 vezes no BRCAZ2 e 10 vezes no BRCAL (Tai et al., 2007).

Nos portadores de mutagdo BRCA2 hd um aumento de risco de cancro pancreético (ratio
de incidéncia padronizada 2.13) (Igbal et al., 2012), melanomas cutaneos e uveais,
adenocarcinoma de estbmago, vesicula biliar e vias biliares e carcinoma do endométrio
(Mersch J, 2015; Moran et al., 2012). De notar que estes tumores quando relacionados
com mutacdo BRCA2 ndo se distinguem histoldgica ou molecularmente dos cancros
esporadicos, logo serd dificil de comprovar causa sem realizacdo de teste genético
(Gumaste et al., 2015; Moran et al., 2012).

Nos homens, uma mutacdo patogenica no gene BRCA2 oferece ainda risco de 15% de
cancro da prostata ao longo da vida de maior agressividade do que a forma esporadica
(Kote-Jarai et al., 2011; Taylor et al., 2017).

O cancro do intestino ¢ mesmo a forma de apresentacdo de 5% dos portadores de BRCA
mutado, mas apenas no BRCA1L, porque aumenta o risco em 4.76 vezes nas mulheres dos
30 aos 49 anos (de Jonge et al., 2019). Mulheres mais velhas, BRCA1 ou BRCA2, néo

parecem ter risco aumentado de cancro colorretal (Phelan et al., 2014). Estdo também
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descritos casos de cancro gastrico na mutacdo BRCA (Breast Cancer Linkage
Consortium, 1999; FORD, 1994).

Quadro 5: Resumo das diferencas bioldgicas e clinicas entre gene BRCA1 e BRCA2

BRCALl BRCA2
Cromossoma 17921 13qg12-13
Risco de cancro da mama 65% (Antoniou et al., 2003) 45% (Antoniou et al., 2003)
Histopatologia Ductal 75% Ductal 75%
Medular 10% Lobular 10%
Formacao tubular Minima Abundante
Grau nuclear Alto Variavel (baixo e
intermédio)
Taxa mitotica Alta Variavel
Subgrupo intrinseco Basal Luminal-like
Perfil de biomarcadores RE-, RP-, HER2- RE+, RP+, HER2-
Carcinoma ductal in situ Raro Comum
Microcalcificaces Raro Comum
Risco de cancro ovarico 39% (Antoniou et al., 2003) 11% (Antoniou et al., 2003)

O silenciamento do gene BRCA1 conduz a subregulacdo de ER99 e sobreregulacéo de

genes considerados marcadores dos cancros basal-like, como CK5, CK17 e P-caderina.

A disfuncdo do BRCAL1 é um dos condutores do cancro da mama basal-like e de um
subgrupo de tumores triplo negativos (Gorski et al., 2010; Rakha, Reis-Filho, et al., 2008).

As mulheres RH+ Her2- metastizadas BRCA mutadas respondem pior aos inibidores de
ciclinas do que as BRCA nao mutadas (Collins et al., 2021).

Para as mulheres com muta¢des patogénicas de risco igual ou superior a 20% de cancro
da mama durante a vida (BRCAl1l, BRCA2, CHEK2 e PALB2), a National
Comprehensive Cancer Network® (NCCN) recomenda mamografia e ressonancia
magnética anuais. Mulheres com mais de 65 anos BRCA 1/2 mutadas apresentam risco
de 20% de cancro da mama no tempo de vida restante e as CHEK2 e PALB2 mutadas
risco de 15%, de modo que as mulheres BRCA nessa idade devem também fazer
ressonancia anual, bem como ainda considerar naquelas CHEK2 e PALB2 (Boddicker et
al., 2021).
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N&o existe consenso em relacdo ao prognostico do cancro da mama relacionado com
variantes patogenicas BRCA1/BRCAZ2: a maioria dos estudos conclui ndo diferir do
cancro da mama esporadico se padronizado para o respetivo subtipo de fenétipo (Copson
et al., 2018; EI-Tamer et al., 2004).

A meta-andlise de Zhu Y (2016), que incluiu 297402 doentes de 34 estudos, sublinhou o
pior prognostico das mulheres com cancro da mama portadoras de mutacdo BRCA.
Segundo outra meta-analise de Baretta que incluiu mais de 100.000 doentes com cancro
da mama, 3588 mulheres com mutacdo BRCA e 60 estudos (1996-2015), as mulheres
BRCAL tém um aumento de 46% do risco de morte (mas ndo morte por cancro da mama),
enquanto as mulheres BRCA2 apenas tém aumento de 34% do risco de morte por cancro

da mama (mas ndo de morte por causas globais) (Baretta et al, 2016).

No entanto, ndo foram considerados nestas meta-analises a padronizacdo por fenétipo

(subtipo molecular ou grau de diferenciacéo).

Um estudo prospetivo de doentes com cancro da mama comparando 338 doentes BRCA
mutados com 2395 ndo mutados ndo encontrou diferenca de sobrevivéncia a 5 anos (83-
85%, HR 0.96) (van den Broek et al., 2015).

De facto, temos de considerar que os cancros da mama relacionados a BRCA caraterizam-
se por um fendtipo mais agressivo do que o cancro da mama esporadico. Tanto os BRCA1
sdo frequentemente mais indiferenciados (alto grau) e triplos negativos, como 0s BRCA2
sdo mais indiferenciados do que os casos esporadicos (Armes JE, 1998; Lakhani et al.,
1998). Ou seja, se avaliarmos separadamente por fen6tipo, a presenca de mutacdo BRCA1
ou BRCA2 ndo agrava o prognostico. A meta-analise de Baretta demonstrou até que o
subgrupo de doentes triplos negativos BRCA mutado tem reducéo de risco de morte de
51% em relacdo aos ndo mutados (Baretta et al., 2016). Estudos anteriores ja tinham
observado que, entre os triplos negativos, a mutacdo BRCA ndo agravava o progndstico
(Gonzalez-Angulo et al., 2011; Marcus et al., 1996).

Ou seja, 0 que condiciona o pior prognéstico dos BRCA é a elevada prevaléncia do
subtipo triplo negativo entre os BRCA mutados, uma vez que a mutagao em si parece até
ter um efeito protetor nesse subgrupo porque aumenta também a sensibilidade a

quimioterapia.
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Com efeito, a maior sobrevivéncia por cancro da mama nas doentes BRCA1 pode resultar
de diferengas bioldgicas e/ou maior sensibilidade a quimioterapia, como a menor
prevaléncia de metastizacdo regional (presente em 65.8 vs. 37.2%; P<0.004), mesmo em
tumores maiores (T elevado). Ao contrario do cancro ndo BRCA, o estadiamento T e N

nédo é um fator de prognostico no cancro BRCA (Foulkes et al., 2003).

Outra concluséo dos estudos é a maior sensibilidade a quimioterapia nos BRCA mutados
traduzida por aumento da sobrevivéncia a 10 anos relativamente aos ndo mutados e

nenhuma diferenca quando ndo é feita quimioterapia (Rennert et al., 2007).

Em conclusdo, a diminuicdo de sobrevivéncia nas mulheres com mutacdo BRCA1/2
relaciona-se com a maior prevaléncia de subtipos intrinsecos moleculares mais

agressivos.

Por outro lado, deve considerar-se 0 tipo de variante, porque ela pode alterar o
prognostico. Por exemplo, entre a populacdo tripla negativa, as variantes germinais
fundadoras do BRCA 4153delA e 5382insC reduzem mesmo o risco de recidiva distante
e mortalidade por cancro da mama, relativamente aos ndo portadores, sendo portanto
consideradas fatores de prognostico positivo independentes para risco reduzido de
recidiva distante (MAKSIMENKO et al., 2014).

Pelo contrario, inimeros estudos evidenciaram que, entre as mulheres judias Ashkenazi,
as variantes BRCA2 6174delT e BRCAL 185delAG diminuem a sobrevivéncia global,
sendo portanto fatores de prognostico negativo independentes (Oddoux et al., 1996; Roa
et al., 1996; Struewing et al., 1995).
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6.1.2. Implicagdes da mutacdo BRCA1/2 na prevencao e no tratamento

A principal estratégia para o cancro da mama é a combinacéo de tratamento local (cirurgia
e radioterapia) e tratamento sistémico (quimioterapia, terapia bioldgica e

hormonoterapia).

O conhecimento de uma muta¢do BRCAL ou BRCA2 numa doente com cancro da mama
tem implicacGes no seu tratamento e, nos doentes potencialmente curveis, ainda na

prevencéo de recidiva local e de segundos cancros.

Héa cada vez mais dados favorecendo que o grau de penetrancia das mutacées BRCA pode
ser alterado por fatores hormonais e ambientais. A maior exposi¢ao a estrogénios causada
por menarca precoce e menopausa tardia e a nuliparidade estio associadas a maior risco
de cancro da mama na populacdo BRCA mutada. Por outro lado, um estilo de vida
saudavel com controlo de fatores metabdlicos clinicos e analiticos — indice de massa
corporal, perimetro abdominal, hiperglicemia, dislipidemia, hipertensdo arterial — pode
reduzir o risco de expressao fenotipica da doenca (Bruno et al, 2021), sugerindo uma linha
de oportunidade para intervencdo precoce com vista a prevencdo ou retardamento do

desenvolvimento da doenca.

Varios estudos demonstram que a penetrancia de mutacdes germinais BRCA aumentou
em 24-67% para portadoras de mutacdo BRCA nascidas apds 1940, significando que o
grau de penetrancia pode ser reduzido por fatores de risco modificaveis (Antoniou et al,
2003; Antoniou et al, 2010; Rebeck et al, 2011).

Um estilo de vida saudavel, baseado na alimentacao rica em fruta e peixe, exercicio fisico
e controlo de fatores metabolicos, como obesidade (sobretudo abdominal), pode
contribuir para uma reducgéo do grau de penetrancia das mutagdes BRCA, principalmente
BRCAZ2 (Kiechle et al, 2016). Por seu lado, existem fatores hormonais protetores como
menarca tardia e gravidez, sobretudo entre as mulheres BRCA1 (Bruno et al, 2021). E a
primeira vez que se documenta a importancia de controlar os fatores metabdlicos para
reduzir o risco de cancro da mama em portadoras de mutagdes patogénicas germinais
BRCAL1/2.

A identificacdo de mutagdes patogénicas de BRCA1/2 permite implementar estratégias

de reducdo de risco, incluindo rastreio por ressonancia magnética ou cirurgias redutoras
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de risco, que provaram aumentar a sobrevivéncia global, a sobrevivéncia por cancro e a
morbilidade (Domchek, 2010a).

Existem varios fatores ndo genéticos conhecidos como redutores de risco na mutacao
BRCA: tamoxifeno (cancro da mama contralateral, BRCA1 e BRCAZ2), contracetivo oral
(cancro do ovario, BRCA 1), amamentagdo por ao menos 1 ano (BRCAL), idade tardia
da menarca (BRCA1), multiparidade (BRCA1 e BRCAZ2), idade tardia do primeiro filho
(BRCAL) ao contrario da populacdo em geral onde é fator de risco; mastectomia redutora
de risco (o principal modificador de risco); salpingo-ooforectomia (HR 0.14 - 0.20 para
cancro seroso pélvico em BRCAL e BRCAZ2) (A. C. Antoniou et al., 2009; Gronwald et
al., 2006; Heemskerk-Gerritsen et al., 2013; Lecarpentier et al., 2012; Moorman et al.,
2013; Phillips et al., 2013).

A gravidez ap0s cancro da mama em doentes com mutacfes germinais BRCA é segura
para a mae e para o feto (Lambertini et al., 2020). Pelo atraso atual na maternidade no
mundo Ocidental, varias mulheres tém o diagnostico de cancro da mama antes de
completarem o seu plano reprodutivo. A gravidez em mulheres com histdria de cancro da
mama que ja completaram o seu tratamento anti-cancro é segura e ndo aumenta o risco
de recidiva, mesmo em doentes com expressdo dos recetores hormonais (Azim et al.,
2011, 2013; Lambertini, Goldrat, et al., 2018; Lambertini, Kroman, et al., 2018). Como
as portadoras de mutacdo BRCA tém o cancro da mama em idade mais precoce (12% dos
cancros abaixo dos 40 anos), em relacdo as ndo portadoras, 0 nimero destas mulheres que
ainda ndo completaram o seu projeto de maternidade é grande (Copson et al., 2018;
Rosenberg et al., 2016).

Um estudo de 1252 mulheres de BRCA mutado com menos de 40 anos (media etaria 35.7
anos) concluiu que a sobrevivéncia era sobreponivel na coorte que engravidou a da coorte
de controlo que ndo engravidou, mas a sobrevivéncia livre de doenca era mesmo maior
no grupo BRCA1 mutado que engravidou, o que reforga a seguranga de uma gravidez no
grupo BRCA mutado (Lambertini et al., 2020).

A salpingo-ooforectomia profilatica realizada com a intencéo de reduzir o risco de cancro
do ovario e da mama compromete definitivamente a fertilidade, pelo que uma gravidez

anterior a cirurgia ndo deve ser negada as doentes (Lambertini, Goldrat, et al., 2018).

Na mulher portadora de mutagdo patogénica dos genes BRCA 1/2, a mamografia, que

considera a densidade anatomica, distorcdes e calcificages para detetar cancro, pode ndo
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ser o melhor exame de rastreio. Ao contrario, a ressonancia magnética avalia
funcionalmente o tecido mamario, revelando neovascularizacao e inflamacéo peritumoral
independentemente da densidade mamaria, o que ultrapassa as limitagdes da ecografia
(Morris, 2010).

Porque falham as mamografias a detetar cancro da mama relacionado com BRCA?

Em primeiro, as mulheres jovens tém maior densidade mamaria radioldgica, dificultando
a visualizacdo fibroglandular (Komenaka et al, 2004). Em segundo, os tumores BRCA
sdo histologicamente diferentes dos tumores esporadicos, com a sua histologia medular
atipica e aparéncia mamografica benigna. (Lakhani et al, 1998). Em terceiro, os tumores
BRCA 1 raramente se acompanham de carcinoma ductal in situ e das suas
microcalcificacbes carateristicas, detetdveis na mamografia (Marcus et al, 1996).
Finalmente, os tumores BRCAZ2 s&o histologicamente semelhantes aos tumores
esporadicos, mas crescem ao dobro da velocidade destes, tornando-se ja palpaveis e
avancados ao momento da mamografia (Obdeijn et al, 2014). A taxa de cancro no
intervalo é superior a 35%, poucos casos de carcinoma ductal in situ sdo diagnosticados
(onde existe quase 100% de cura), mais de 40% dos cancros invasivos descobertos tém

mais de 1 cm e pelo menos 20% tém ja envolvimento ganglionar. (Brekelmans et al, 2001)

Para detetar tumores mamarios, a sensibilidade da mamografia é de apenas 39%,
enquanto a da ressonancia € de 77%, pelo que as duas técnicas se complementam,
alcancando juntas uma sensibilidade de 94%, valor ja fiavel para rastrear portadoras de
mutacdo BRCA, de acordo com as principais sociedades cientificas (Paluch-Shimon et
al, 2016; Warner et al, 2018). Atendendo ao sucesso limitado da mamografia em mulheres
jovens (29% néo deteta tumores de elevada densidade mamaéria e/ou triplos negativos), o
melhor exame (standard of care) é a ressonancia magnética que deteta o dobro de cancros,

tendo elevada sensibilidade mas menor especificidade (possibilidade de falsos positivos).

O rastreio mamario na mulher assintomatica BRCA deve comegar aos 18 anos por auto-
exame mensal e exame médico a partir dos 25 anos. A ressonancia magnética mamaria
anual esta recomendada para mulheres a partir dos 25-29 anos e a mamografia deve ser

adicionada de forma alternada aos 30 anos (Runowicz et al., 2016).

Um estudo holandés de portadoras assintomaticos de mutacdo patogénica BRCA1/2 ou
TP53 (ambas com mais de 20% de risco ao longo da vida) sugere que a ressonancia

magnética mamaria a cada 18 meses € custo-efetiva entre os 35 e os 60 anos (Geuzinge
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et al., 2020). Dos 60 aos 75 anos, as mulheres mutadas BRCAL apenas beneficiam de
mamografia anual, enquanto nas mutadas BRCAZ2 é mais eficaz, do ponto de vista clinico
e financeiro, realizar a mamografia e ressonancia alternadas (Phi et al., 2019).

Metade dos tumores invasivos revelam carateristicas especificas na ressonancia como
“washout” precoce, lesdo espiculada ou irregular e destaque da periferia da lesdo,
conseguindo revelar carcinomas ductais in situ ndo calcificados e lesées finas indetetaveis
por mamografia. (Heywang-Kobrunner et al, 2013). No entanto, a vantagem da
ressonancia em portadoras de mutacdo BRCA apenas foi demonstrada nas mulheres
acima de 40 anos (Obdeijn et al, 2014; Vreemann et al, 2018). Ainda assim, a capacidade
de diagndstico é operador-dependente. Apenas devem realizar ressonancias de rastreio
centros com experiéncia anual de mais de 150 exames e pelo menos 10 biopsias guiadas

por ressonancia.

Em concluséo, o rastreio de doentes portadoras de variante germinal patogénica BRCA 1
e BRCA2 ndo deve ser realizado unicamente por mamografia, que tem baixa sensibilidade

e especificidade, mas incluindo a ressonancia magnética a partir dos 25 anos.

O rastreio de cancro do ovario por ecografia e marcador tumoral Cal25, apesar de pouco
eficaz a prevenir o cancro do ovario pela falta de sensibilidade em estadio precoce, deve
comecar aos 30 anos, quando a doente recusa salpingo-ooforectomia (Saslow et al., 2007;
Woodward et al., 2007).

Para os homens portadores de BRCA mutado, estd recomendado iniciar: auto-exame
mamario mensal e exame médico anual a partir dos 35 anos, rastreio prostatico aos 45

anos e vigiar cancro colorretal e pancreéatico (Liede et al., 2004; Niell et al., 2004).

A quimio-prevencdo é o uso de medicamentos, vitaminas, suplementos alimentares,
vacinas e outros agentes para reduzir o risco, atrasar o desenvolvimento ou recidiva de

cancro (Brown & Lippman, 2000).

Aqueles medicamentos que demonstraram até ao presente eficacia na prevencao foram
os moduladores seletivos de recetores de estrogenio, em particular o tamoxifeno (Crew
et al., 2017) e o raloxifeno. Eles ligam-se aos recetores de estrogénios mas tém
simultaneamente acdo agonista e antagonista em varios 6rgdos que contém recetores de
estrogénios: por exemplo, efeito agonista no 0sso e no metabolismo lipidico e antagonista

no endométrio e mama (J. Cuzick et al., 2013).
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O tamoxifeno é um agonista/antagonista de estrogénio que compete com o estrogénio no
recetor de estrogénio, o que resulta numa diminuicdo de crescimento do tecido mamario

dependente de recetor de estrogénio, inibindo a indugdo de carcinoma mamario.

O tamoxifeno em uso adjuvante durante 5 anos reduz o risco de progressao de doenca e
em 47% a incidéncia de cancro da mama contralateral, tanto em mulheres pré-
menopausicas como pos-menopausicas e o efeito estende-se por pelo menos 10 anos
(Fisher et al., 1998).

O uso de tamoxifeno ap6s a cirurgia durante 5 anos demonstrou reduzir o risco de cancro
da mama com recetores de estrogénios em 38% (J. Cuzick et al., 2015; Powles et al.,
2007), beneficio que se estende além dos 5 anos e é particularmente significativo em
mulheres pré-menopdusicas. Deve-se considerar, porém, o ratio risco-beneficio, uma vez
que o tamoxifeno pode estar associado a duplicacdo de cancro do endométrio e eventos
trombo-embolicos (Chen, 2003).

A terapia anti-estrogénia durante cinco anos com o modulador do recetor de estrogénios
tamoxifeno reduz em 40-50% o risco de cancro da mama nas portadoras BRCA mutado.
Um estudo que incluiu 1583 portadoras BRCAL e 881 portadoras BRCA2 demonstrou
reducdo de risco de cancro da mama de 62% e 67% respetivamente. Neste estudo ndo
havia diferenga quanto ao estado do recetor hormonal do primeiro tumor, ou Seja, mesmo

0s negativos beneficiaram de tamoxifeno (Phillips & Lindeman, 2014).

E nas mulheres portadoras de mutacdo BRCA que ainda ndo tiveram expressao de cancro
da mama? Os moduladores de estrogénio tamoxifeno e raloxifeno demonstraram reducédo
de 50% no risco de cancro da mama no subgrupo luminal / recetores de estrogénios
positivos (Wickerham, 2009).

Uma forma de aferir a resposta ao tamoxifeno usado com intencéo preventiva primaria é
a reducdo da densidade mamaria superior a 10%, que esta relacionada com uma
diminuicdo de 63% no risco de cancro da mama (J. Cuzick et al., 2011). Um estudo
demonstra que a variagdo da densidade mamogréfica durante a terapia enddcrina
adjuvante é um preditor de recidiva em mulheres com cancro da mama expressando

recetores de estrogénios (J. Kim et al., 2012).

E desconhecida a sua eficacia na prevencio de outros subtipos intrinsecos de cancro da

mama como 0s HER2 positivos ou os triplos negativos.
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N&o menos importante, os moduladores de estrogenios aportam risco ndo negligenciavel
de cancro do endométrio e doenga cardiovascular por favorecer a trombose pelo que a
aplicacdo local mamaria exclusiva seria a melhor maneira de evitar aqueles efeitos
(Vogel, 2009).

Apesar dos beneficios significativos, no mundo real muito poucas mulheres (apenas 5-
12%) de elevado risco de cancro da mama fazem quimio-prevencdo com tamoxifeno,

seja pela recusa das mulheres ou pela ndo insisténcia dos médicos (Donnelly et al., 2014).

A explicacdo prende-se com a sua toxicidade possivel: o aumento do risco de eventos
cardiovasculares - como cardiopatia isquémica, trombose venosa, embolismo pulmonar e
trombose cerebral - e 0 cancro do endomeétrio. Outros efeitos menos ameacadores da vida
mas interferindo na qualidade de vida sdo a dispareunia, a depresséo, as cataratas, 0 ganho
de peso e a perda de densidade mineral 6ssea em mulheres pré-menopausicas (Prasad &
Diener-West, 2015).

Uma variante homozigdtica do gene CYP2D2 pode também reduzir a atividade do
tamoxifeno em 5-10% da populagdo feminina, por diminuicdo da conversdo de
tamoxifeno no seu metabolito ativo 4-hidroxi-tamoxifeno, que realmente satura o recetor

de estrogénio (Kawamura et al., 2013).

Ainda assim, o tamoxifeno é o Unico medicamento aprovado para prevencao em mulheres

pré-menopausicas.

Outro modulador estudado foi o raloxifeno (na dose de 60 mg) que previne o cancro em
contexto pOs-menopausico e tem a vantagem de ndo aumentar o risco de cancro do
endomeétrio, apesar de manter o risco de doenca isquémica coronaria e trombose cerebral
(Vogel, 2006).

Finalmente, foi demonstrado o beneficio com inibidores da aromatase em mulheres pds-
menopausicas. No estudo prospetivo International Breast Cancer Intervention Study Il
[IBIS-11]), houve uma redugdo em 49% no risco de cancro da mama, sem aparecimento
de efeitos secundarios significativos como osteoporose ou doenca cardiovascular, mas o

beneficio ndo se transpds para a reducdo da mortalidade (J. Cuzick et al., 2020).

Quanto aos contracetivos orais, usados durante 3 anos, reduzem o risco de cancro do
ovario até 60%, mas podem aumentar risco de cancro da mama em 30-50% ao fim de 5
anos de uso (White, 2018).
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Nas portadoras de mutacdo BRCA, uma meta-anélise revelou que os contracetivos
diminuem o risco de cancro do ovario (HR 0.58) mas ndo de cancro da mama, a

semelhanca da populagéo geral (Moorman et al., 2013).

Abordemos agora de outra classe terapéutica potencialmente Gtil. Medicamento usado
por milhdes de pessoas para o tratamento de diabetes, sobretudo insulino-resistente, a
metformina (1,1-dimethylbiguanide hydrochloride) tem varios mecanismos de acao:
blogueia a enzima cinase proteica ativada por AMP, inibe a neoglicogénese, diminui a
absorcédo intestinal de glicose e aumenta indiretamente a sensibilidade a insulina ao
aumentar a utilizacdo de glicose periférica (isto €, induz os musculos a retirarem a glicose
do sangue). A metformina é bem tolerada pela maioria das pessoas, segura na gravidez e
barata - salvo inicialmente dar frequentemente perda de apetite, dor epigastrica, ndusea e
diarreia -, mas o efeito secundario potencial temido de acidose lactica torna-a

contraindicada em caso de insuficiéncia hepéatica e/ou renal (Maruthur et al., 2016).

Estudos epidemioldgicos demonstraram que mulheres diabéticas com cancro da mama
podem ter maior beneficio no uso de metformina na prevencéo, na doenga precoce (com
maior resposta patoldgica completa ap6s quimioterapia) e mortalidade por cancro da
mama, mas 0s estudos em populacdo ndo diabética sdo muito limitados (Goodwin et al.,
2008).

O principio da sua utilizagdo no diabético é a obesidade constituir um fator de risco de
cancro da mama na mulher pés-menopéausica. As vantagens do uso de metformina, mais
do que considerar isoladamente o aumento de massa corporal, expressam-se em
individuos metabolicamente ndo saudaveis - mesmo se magros -, 0 que esta definido
como aqueles tendo insulino-resisténcia, hipertrigliceridemia, aumento de perimetro

abdominal e hipertensdo arterial (Brandao et al., 2020).

Por outro lado, desconhece-se em que subtipos ela poderia ser mais eficaz na prevencao
de cancro da mama, mas ha uma pista. Os efeitos anti-cancro da metformina sdo provaveis
tendo em conta a diminuicdo de insulina circulante, a inducdo de stress energético nas
células cancerosas e sobretudo a inibigdo de mTOR pela via AMPK PI3K/AKT/mTOR,
mais frequentemente ativada no subtipo triplo negativo e basal do cancro da mama,
indicadora de mau prognostico porque induz a progressdo do ciclo celular, resisténcia a

apoptose e invasdo (Hoxhaj & Manning, 2020; Xue & Hemmings, 2013).
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Nas mulheres portadoras de BRCA, a metformina tem potencialmente uma vantagem
adicional: ativa a AMPK, o que compensa a perda de BRCAL, impedindo assim a
inativacdo de ACCA. Além disso, a metformina pode bloquear a biossintese na
mitocondria, aumentar a atividade do ciclo do acido tricarbxilico (TCA) e fomentar assim

a producao de acetil-CoA e malonil-CoA (B. Kumar, 2012).

Em conclusdo, apesar de varios farmacos propostos para quimioprevencao, o tamoxifeno
¢ ainda o unico medicamento aprovado e comprovadamente eficaz em reduzir o risco de
cancro da mama nas mulheres pré-menopausicas de alto risco, mas o reverso de efeitos
secundarios cardiovasculares contribui para a fraca adesdo mundial do seu uso com

intuito quimiopreventivo.

Quanto a medidas cirdrgicas preventivas, a salpingo-ooforectomia profilética reduz o
risco do cancro do ovario/trompas de Fal6pio entre 75% e 96% mas também de cancro
da mama em 37% em doentes com mutacdo do gene BRCA1 e 64% na mutacdo BRCA2
(Domchek et al, 2010). A diferenca explica-se pela maior expressdo de recetores
hormonais neste Gltimo. No entanto, enquanto a combinacdo de mastectomia redutora de
risco e salpingo-ooforectomia aos 30 anos provou grandes ganhos na esperanca de vida
das portadoras de variantes patogénicas BRCA - sensivelmente 10 anos no BRCA1 e 4
anos no BRCAZ2 -, a substituicdo por rastreio isolado intensivo de cancro da mama néo
conseguiu mais do que escassos 1,5 anos nas portadoras BRCA1 e 0,7 anos nas portadoras
BRCAZ2, demonstrando-se assim que a cirurgia profilatica é a melhor escolha para
aumentar a sobrevivéncia. (Sigal, 2012)

A salpingo-ooforectomia isolada aos 30 anos obteve em estudo alemdo de 2018 um ganho
na sobrevivéncia proximo (6 meses de diferenca) da combinacdo com mastectomia
redutora de risco (Muller et al, 2018). Por seu lado, Finch ndo encontrou reducéo de risco
de cancro da mama mas evidenciou que a ooforectomia bilateral preventiva em mulher
portadora BRCA sem historia de cancro reduzia a mortalidade global (de todas as causas)
em 77% (HR=0.23) (Finch et al, 2014).

A mastectomia bilateral redutora de risco aos 25 anos em portadores BRCA
assintomaticos é indubitavelmente o melhor método para reduzir o risco de cancro da
mama ao longo da vida em mulheres portadoras de mutacdo germinal patogénica no
BRCAL/2 (Rhiem et al, 2014).
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Nas portadoras de BRCA mutado, o risco de cancro do ovario é de 3% aos 40 anos e de
54% aos 60 anos (King et al., 2003). Pode-se prevenir os cancros da mama e do ovario
através de mastectomia profilatica bilateral redutora de risco e de salpingo-ooforectomia
bilateral (remoc¢do de ovarios e trompas de Falopio), isoladamente ou combinadas. A
mastectomia redutora de risco reduz o risco de cancro da mama em mais de 90%
(Domchek, 2010b; X. Li et al., 2016; Metcalfe et al., 2004). O termo cirurgia redutora de
risco é preferivel a profilatica, uma vez que a mastectomia bilateral ndo consegue remover
todo o tecido mamario, ndo indo além de reducédo de risco de cancro da mama em 95%
em combinacdo com ooforectomia e em 90% preservando os ovarios (Hartmann &
Lindor, 2016; Rebbeck et al., 2009).

Para a decisao da cirurgia, devem ser consideradas a patogenicidade da variante, a idade
de diagnostico do cancro da mama primario, a histéria familiar, a capacidade para entrar
num programa de vigilancia, as co-morbilidades e a esperanca de vida (N. M. Tung et al.,
2020).

Além da cirurgia ndo eliminar totalmente o risco de cancro da mama, ela traz
consequéncias negativa na imagem corporal e qualidade de vida da mulher devido a
complicacdes frequentes de necessidade de cirurgias multiplas, resultados estéticos

insatisfatérios e disfuncdo sexual (Gahm et al., 2010).

Deve ser dada preferéncia a mastectomia poupadora de pele, com ou sem preservacdo do
complexo areolar, porque é segura mesmo entre as portadoras de mutacdo BRCA (Jakub
et al., 2018; Lanitis et al., 2010).

As mulheres candidatas a cirurgia mamaria redutora de risco devem ser informadas dos
seus riscos e beneficios, bem como das alternativas de salpingo-ooforectomia bilateral
redutora de risco, quimio-prevencdo com tamoxifeno e vigilancia intensiva por

ressonancia e mamografia (Warner, 2018).

Nas mulheres ja com diagndstico de cancro da mama, a probabilidade de cancro da mama
contralateral nos 10 anos seguintes a cirurgia é de 5% no cancro da mama esporadico,
mas sobe vertiginosamente para 27% no cancro associado a variante patogénica BRCA1
e 19% na variante BRCA2 (Biglia et al., 2016).
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No entanto, a mastectomia contralateral em doente com cancro da mama ndo revelou
aumento de sobrevivéncia global, pelo que a sua Unica vantagem é mesmo a prevengao

de cancro da mama contralateral (Van Sprundel, 2005).

Por seu lado, como o rastreio de cancro do ovario (imagiologico e marcador tumoral
combinados) é muito menos eficaz do que o rastreio de cancro da mama por mamografia,
a salpingo-ooforectomia bilateral profilatica é preferida na prevencao de cancro do ovario
uma vez que reduz o risco de cancro do ovario em 80-96% e também de cancro da mama
em 56% - ao induzir menopausa prematura-, tanto na mama ipsilateral como na
contralateral (Valachis et al., 2014), bem como a mortalidade por cancro da mama na
variante patogénica BRCA1 (X. Li et al., 2016). Outro estudo revelou que em portadores
de mutacdo BRCAL e BRCA2 e cancro da mama, a salpingo-ooforectomia previne o

cancro seroso pélvico em 90% e o cancro da mama em 50% (Metcalfe et al., 2015).

Esta cirurgia consegue reduzir a mortalidade global em 60% nas portadoras de variantes
patogénicas de BRCAL/2, mas mantém o risco anual de 0.2% de cancro do peritoneu
(Finch et al., 2012; Kauff et al., 2008; Rebbeck et al., 2009).

Num estudo da Breast Cancer Family Registry que incluiu 2650 individuos de 498
familias com mutacdo BRCA1, 924 tendo tido cancro da mama numa idade média de
44.2 anos, e 1925 individuos de 378 familias com mutacdo BRCAZ2, das quais 715 tiveram
cancro da mama numa média de idade de 47.9 anos, as doentes submetidas a salpingo-
ooforectomia (SO) obtiveram uma reducéo significativa de 72% (HR 0.28) no risco de
cancro da mama nos 5 anos seguintes nas portadoras de mutacdo BRCAL e de 81% nas
portadoras de mutacdo BRCA2 (HR 0.19). No BRCA1, o risco de cancro da mama
aumentou a medida que se atrasou a intervencdo cirrgica, aumentando de 48.2% se
realizada aos 30 anos para 52.8% aos 50 anos. No BRCAZ2, o risco cumulativo de cancro
da mama aos 70 anos foi de 53.5% e 51.7% se SO feita respetivamente aos 30 e 50 anos
e de 54% sem SO, o que significa que a idade da cirurgia profilatica pouco importa nas
portadoras BRCAZ2 (Y.-H. Choi et al., 2021).

Recorde-se que a idade de diagndstico de cancro da mama é tardia no BRCA2 em relacdo
ao BRCAI1, o que explica o maior beneficio da cirurgia profilatica precoce no BRCAL.
Os BRCA mutados triplo negativos tém ainda maior beneficio da cirurgia ovarica (Arun
etal., 2011).
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No entanto, deve-se considerar que na populacéo geral a ooforectomia bilateral profilatica
em idade pré-menopdusica, pela simples precipitacdo da menopausa, leva a aumento de
mortalidade global, doencga de Parkinson (Rocca et al., 2008), deméncia (Rocca et al.,
2007), osteoporose, fraturas da anca osteoporética (Melton et al., 2003) e doenca

cardiovascular (Colditz et al., 1987).

O mecanismo da deterioracdo cognitiva € explicado pelo envolvimento dos estrogénios
na sinapse de células dendriticas no hipocampo, no fluxo sanguineo e no metabolismo da
glicose, contribuindo a sua diminui¢cdo para o aumento de deposito de beta-amildide no
cérebro por aumento do célcio intra-celular e dano mitocondrial (H. Xu et al., 1998). Trés
meta-analises revelaram uma reducdo de 20% a 40% no risco de doenca de Alzheimer
em mulheres que fizeram terapia de substituicdo de estrogénio (entretanto proibida pelo
risco de cancro da mama) (Hogervorst et al., 2000; LeBlanc et al., 2001; Yaffe et al.,
1998).

O risco de fratura aumenta 32% apds a ooforectomia bilateral pela reducdo consideravel
dos estrogénios por falta de aromatizacdo da testosterona e da androstenediona circulantes

na gordura e no tecido 6sseo (Melton et al., 2003).

Na portadora BRCA, a cirurgia conservadora combinada com radioterapia equivale a
mastectomia radical como no nao portador? O Unico estudo prospetivo existente revelou
ndo existir diferenca na sobrevivéncia global aos 15 anos (91.7% no BCS e 92.8% na
mastectomia) (Pierce et al., 2010). Outros estudos retrospetivos também ndo encontraram
diferenca na sobrevivéncia global entre a cirurgia conservadora e a mastectomia (Pierce
et al., 2000; Valachis et al., 2014).

Apesar das mulheres portadoras de mutacdo BRCA terem sobrevivéncia igual com
mastectomia ou cirurgia conservadora (KIROVA, 2010), ha um risco significativo de
recidiva local ipsilateral (risco de 23.5% vs 5.5%, P<0.0001) (Pierce et al., 2010),
segundo cancro da mama ipsilateral e cancro da mama contralateral. Por outro lado, a
mastectomia contralateral reduz em 48% o risco de morte por cancro da mama (Metcalfe
etal., 2014).

Como para outras mulheres sem mutaces, a radioterapia esta recomendada apos cirurgia
conservadora em portadoras de mutagdo BRCAL e BRCA2 (Metcalfe et al., 2011), ao
contrario das mulheres com mutacdo TP53, nas quais a radioterapia aumenta o risco de

segundo cancro e radiodermite, sendo preferivel a mastectomia (Heymann et al., 2010).
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Mesmao considerando o risco de défice na reparacdo de DNA por defeito do BRCA, nédo
existe diferenca nas complicagBes radicas entre as doentes portadoras de variantes
patogénicas BRCA e aquelas com cancro esporadico da mama (Pierce et al., 2010).

A sobrevivéncia especifica por cancro da mama é igual entre portadoras ou ndo de
mutacdo BRCA, havendo mesmo um estudo que aponta que nos triplos negativos a

sobrevivéncia até é maior nas mutadas (Huzarski et al., 2013).

Desde a introducdo da cisplatina nos anos 1970, os compostos de platina tém feito parte
do tratamento de varios tipos de tumores em diferentes localiza¢bes. O seu mecanismo
de acdo por ligacdo ao DNA e formacdo de aductos, que induzem a inibicao da transcricdo
e replicacdo e favorecem a apoptose, desencadeia mecanismos de reparacdo como a
recombinacdo homologa (HR) (Galluzzi et al., 2012). Por conseguinte, teoricamente as
células com deficiéncia de recombinacdo homdloga podem ser particularmente sensiveis

a compostos de platina (Bhattacharyya et al., 2000; Garutti et al., 2019).

No estudo de fase Il TNT (triple negative breast cancer trial), as mulheres com cancro
da mama metastizado portadoras de mutacdo BRCA obtiveram maior taxa de resposta no
grupo submetido a carboplatina, relativamente ao grupo que recebeu docetaxel (68% vs
33%). A sobrevivéncia livre de progressdo também foi favoravel no brago do composto
de platina (6,4 vs 4,4 meses) (Tutt et al., 2018).

Outros estudos em contexto neo-adjuvante (prévio a cirurgia com intencdo curativa) de
cancro da mama triplo negativo revelaram a vantagem de adicionar carboplatina para a
obtencdo de resposta patoldgica completa (von Minckwitz et al., 2014), um putativo
indicador futuro de maior sobrevivéncia, mas esse beneficio apenas se encontrou nas ndo
portadoras de mutacdo BRCA - as portadoras de variantes BRCA obtiveram 0s mesmos
65% com ou sem carboplatina (Hahnen et al., 2017). A auséncia de beneficio de platina
em doenca precoce entre as mulheres com mutagdo BRCA foi corroborada pelo recente
estudo INFORM e constituiu uma surpresa (N. Tung et al., 2020).

No entanto, a importancia do taxano no aumento da resposta patologica completa e no
prognostico da doenca ndo diferem em fungdo da presenca ou ndo da variante BRCA
(Arunetal., 2011).
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Em conclusdo, em contexto neoadjuvante (ou adjuvante), ndo parece haver vantagem de
adicionar compostos de platina nas mulheres portadoras de mutagdo BRCA (meta-anélise
de Poggio et al, 2018), mas a quimioterapia, essa sim € imprescindivel, tanto para obter
respostas patoldgicas como para diminuir o risco de metastizacdo futura (Arun et al.,
2011b). Assim, o conhecimento do estado mutacional BRCA permite indicar quais dos
triplos negativos (e luminais) ndo beneficiam de adigdo de composto de platina em
contexto (neo) adjuvante. Ao contrério, na doenga metastizada, o beneficio dos platinos

estd demonstrado e é indiscutivel (Tutt et al., 2018).

Os tumores causados por défice da reparagdo por recombinacdo homoéloga (HRR)
constituem 16 a 22% do total de carcinomas da mama, atingindo valores superiores (40-
70%) entre os triplos negativos e em 20 a 63% dos carcinomas serosos de alto grau do

ovario.

Quando existe mutacdo patogénica de BRCA e dano do DNA, s&o ativadas precocemente
as PARP-1, uma familia de 18 enzimas polimerases poliADP ribose responsaveis pela
estabilidade gendmica e reparacdo celular. As PARP sdo fundamentais para reparar
quebras na cadeia simples do DNA. Nas células normais, impera a via de reparagao por
recombinacdo homdloga que exige os genes BRCA1 e BRCAZ2 funcionais. Pelo contrario,
guando estes ndo estdo disponiveis e se impede também o0 acesso a reparacao por excisdo
de bases, é ativada a via de unido de extremos ndo-homologos, causando instabilidade
gendmica e morte das células cancerigenas, ou seja, ha inducdo da letalidade sintética
(Ashworth, 2008), um conceito que implica a perda de funcéo de dois genes, causada pela
mutacdo de BRCA e a inibicdo da PARP.

Os inibidores da PARP impedem a reparacdo por excisdo da base alternativa quando é
deficiente a recombinacdo homologa devido a mutagdo no BRCAL e BRCAZ2, resultando
na letalidade sintética e morte seletiva da célula tumoral, mas evitando consequéncias
sobre as células ndo tumorais que mantém os mecanismos de reparacdo do DNA de dupla
fita (de Vos et al., 2012; Premnath & O’Reilly, 2020).
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Sdo cinco os inibidores disponiveis: olaparib, talazoparib, rucaparib, niraparib e veliparib.
O primeiro cancro onde os inibidores da PARP confirmaram a sua eficacia foi no do
ovario, ao qual se seguiram 0s cancros do pancreas, prostata e mama. Dois estudos de
fase 11l que levaram a aprovacdo de olaparib (M. Robson et al., 2017a) e talazoparib
(Litton et al., 2018) demonstraram beneficio na sobrevivéncia livre de progressdo (PFS)
sobre a quimioterapia padrdo nas doentes com cancro da mama avancado e mutacoes
germinais de BRCA1 e BRCA2.
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Trés estudos incluindo inibidores da PARP foram realizados, entre os quais o0 OlympiAD
e 0 EMBRACA, que partilham o mesmo desenho, comparando o inibidor da PARP com
quimioterapia padrdo a escolha do médico em doentes com cancro da mama metastizado
e mutacdo germinal de BCRA 1 ou BRCAZ2 que tenham feito até trés linhas prévias de
terapia sistemica. O aumento da sobrevivéncia livre de progressdo (PFS) foi
estatisticamente significativo em ambos os estudos de cerca de 3 meses, em todos 0s
subgrupos, o que levou a sua aprovacdo pelas autoridades reguladoras. A taxa de resposta
também foi muito superior a favor do inibidor da PARP (no EMBRACA, 62% versus
27%) (Litton et al., 2018). A qualidade de vida e a tolerancia também foram maiores nos

bracos experimentais.

Doentes que perdem os dois alelos do BRCAL ou BRCA2 devido a variantes germinais
e/ou eventos somaticos respondem bem a inibidores da polimerase poli ADP ribose
(PARP) e quimioterapia baseada em platina, que danificam o DNA e causam a morte

programada das células tumorais (apoptose).
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Olaparib € um inibidor da PARP administrado via oral inicialmente aprovado em 2014
para doentes com carcinoma seroso de alto grau do ovéario e mutacdo germinal BRCA,

previamente tratado com pelo menos trés linhas de quimioterapia.

O olaparib é o Gnico aprovado tanto em cancro do ovario como em cancro da mama. O
estudo de fase Il OlympiAD em mulheres com cancro da mama metastatico HER2
negativo com variantes patogénicas de BRCA envolveu 302 doentes, dos quais 205
receberam olaparib e 97 quimioterapia convencional. No grupo experimental houve
reducdo do risco de progressdo ou morte em 42%, que se traduziu num aumento de

sobrevivéncia livre de progresséo de 4.2 meses para 7.0 meses (M. Robson et al., 2017a).

No entanto, ao contrario dos doentes com cancro do ovario (Poveda et al., 2020) e cancro
da prostata (de Bono et al., 2020), o ensaio clinico OlympiAD n&o revelou beneficio de
olaparib na sobrevivéncia global (OS) nas doentes com cancro da mama - 19,3 meses
com olaparib versus 17,1 meses com quimioterapia de capecitabina, vinorelbina ou
eribulina (HR 0.90, 95% CI 0.66-1.23; P=0.513)-, exceto quando usado em primeira
linha, em que houve reducéo de risco de morte em 49% (HR 0.51, 95% CI 0.29-0.90)
(M. E. Robson et al., 2019). De realcar que ainda assim este ensaio ndo tinha poder

estatistico nem foi concebido para avaliar sobrevivéncia global.

Por seu lado, o estudo de fase Il EMBRACA testou talazoparib nas mesmas
circunstancias do OlympiAD, mas com poder de avaliacdo da sobrevivéncia, e reuniu 431
doentes, divididos em dois grupos: um de 287 doentes recebeu talazoparib e outro de 144
quimioterapia convencional. A reducdo do risco de progressao ou morte foi de 46%, com
aumento de sobrevivéncia livre de progressdao de 5.6 meses para 8.6 meses, mas a
sobrevivéncia global e por subgrupos ndo obteve diferenca estatisticamente significativa
(Litton et al., 2018).

Outra estratégia promissora € a combinacdo de inibidores da PARP e quimioterapia
baseada em platina como cisplatina e carboplatina (Balmaiia et al., 2014; A. J. Lee et al.,
2014).

A utilizacdo de inibidores da PARP em contexto adjuvante (pds operatorio com intencéo
curativa) foi tambeém demonstrada recentemente no estudo OlympiA.
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Este estudo - que incluiu 1836 doentes portadores de mutacédo germinal de BRCAL ou
BRCAZ2 (cerca de 80% triplo negativos) divididos em dois bragos, nos quais um grupo de
doentes foi submetido a olaparib adjuvante durante 12 meses ap0s terapia local e resposta
positiva a quimioterapia (neo) adjuvante — demonstrou uma significativa reducdo em 42%
do risco de progressdo ou de morte em relagdo a terapia padrao, sem toxicidade adicional
assinalavel (Tutt et al., 2021).

Muito interessante tambeém é a combinacdo de inibidor da PARP e quimioterapia em
tratamento adjuvante. No estudo de fase 2 BROCADE 2, o veliparib combinado com
quimioterapia aumentou a taxa de resposta de 61.3% para 77.8%. No estudo de fase 3
BROCADE 3, em que participaram 513 doentes de 147 hospitais de 36 paises, veliparib
em combinacdo com carboplatina e paclitaxel em doentes HER2 negativos e mutados
germinais em BRCA1 ou BRCA2 demonstrou reducdo de risco de progressdo ou de morte

em 29%, com minima toxicidade acrescida (Diéras et al., 2020).

Em resumo, a identificacdo de portadores de mutacao germinal patogénica de BRCA 1/2
permite monitorizar e vigiar ativamente individuos assintomaticos e detetar muito
precocemente novos cancros da mama e outros, além da possibilidade de quimio-
prevencdo com tamoxifeno eintervenc@es profilaticas cirtrgicas redutoras de risco como

mastectomia e ooforectomia (Bellcross et al, 2011).

Além disso, o conhecimento de mutacdo germinal de BRCA abriu a porta a novas
estratégias terapéuticas precisas e personalizadas como incorpora¢do (ou nao) de
quimioterapia baseada em platinos, inibidores da PARP e imunoterapia. Os inibidores das
enzimas poli (ADP-ribose) polimerase humanas (PARP), particularmente benéficos para
doentes com mutagdes BRCA 1 e BRCA2 (em breve também PALB2 e outros genes
envolvidos na recombinacdo homdloga), estdo ja disponiveis na pratica clinica e sdo 0s

primeiros medicamentos dirigidos para uma mutacédo genética hereditaria.
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6.1.3. Sindrome Li-Fraumeni (TP53)

O gene TP53, localizado no cromossoma 17 (17p13.1), albergando 11 exdes, dos quais
10 codificantes (2-11), é conhecido por ser 0 “guardido do genoma”, a0 preservar a
estabilidade gendmica perante situaces de dano no DNA, hipoxia, stress metabolico e
ativacdo oncogénica (Whibley et al., 2009). O TP53 é o0 gene mais frequentemente
mutado nos cancros humanos e codifica a proteina p53, uma fosfoproteina localizada no
nacleo celular composta por 393 aminodcidos. Em individuos saudaveis, o nivel de
proteina p53 mantém-se estavel e é regulado pela modulagdo da degradacdo de p53. Este
controla varias func@es celulares, incluindo transcri¢do, sintese e reparagdo de DNA,
paragem de ciclo celular, senescéncia e apoptose, em resposta a fatores agressores que
danificam o DNA como quimicos, radiacéo e raios ultravioletas da luz solar. As mutacdes
no TP53 podem suspender aquelas fungdes, levando a instabilidade gendmica e
progressdo para cancro.

A penetrancia de cancro da mama em mulheres com mutagdes patogénicas de TP53 é
muito alta, na ordem de 85% aos 60 anos, sobretudo quando histdria familiar (Olivier et
al., 2003). Mai (2016) refere que a penetrancia é de 50% aos 31 anos entre as mulheres,

50% aos 46 anos entre 0s homens e quase 100% aos 70 anos.

Em mulheres com menos de 30 anos, estima-se que 5-8% das mulheres com cancro da
mama sem mutacdo BRCA apresentam variante patogénica em TP53. Algo surpreendente
nas mutacdes TP53 é a elevada frequéncia de mutacdes de novo - 7-20% (Gonzalez et al.,
2009)-, contrastando com a raridade destas na sindrome cancro da mama e ovario por
mutacdes no gene BRCAL ou BRCA2.

E habitual a auséncia de historia familiar nos portadores de mutacdes TP53, que se
relacionam com fenGtipo tumoral mais agressivo, caraterizado por instabilidade
gendmica, elevado indice mitdtico e Ki-67 e expressdo de ciclina E (Melhem-Bertrandt
et al., 2012) e, clinicamente, elevada carga tumoral, maior indiferenciagdo histolégica,
metastizacao ganglionar, auséncia de expressao de recetores hormonais e sobre-expressao
de HER2 (Rath et al., 2013). A maioria das mutacGes € missense, seguida de mutacdes
nonsense (10%), mas os cerca de 80 polimorfismos (single nucleotide polymorphisms -
SNPs) também podem provocar cancro, a maioria deles localizados em intrdes ou em
exdes ndo codificantes (Packwood et al., 2019). A mutacdo TP53 esté portanto associada

a mau prognastico, recidiva local, metastizacdo distante e morte (Overgaard, 2000).
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Multiplos estimulos (figura 31), como radiacdes ionizantes, lesdes no DNA, éxido nitrico,
hipoxia e agentes de quimioterapia, podem ativar a p53, um fator de transcrigéo envolvido
no controlo da transi¢cdo G1/S e G2/M, na reparacdo de DNA e na indugéo de senescéncia,

apoptose, autofagia, catastrofe mitotica e angiogénese (Kato et al., 2003).

No cancro da mama esporadico, as mutagdes somaticas em TP53 estdo presentes em cerca
de 40% dos casos (Olivier et al., 2006), predominando as substituicdes missense (75%
dos casos), seguido de insercbes frameshift e delecdes (9%), nonsense (7%) e mutacdes

silenciosas (5%) (Olivier et al., 2002).
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Por seu turno, a sindrome de Li-Fraumeni, causada por mutacdes germinais de TP53, é
transmitida de forma autossomica dominante e tem elevadas penetrancia e variancia:
aumento do risco de varios cancros em idades jovens, incluindo cancro da mama (0 mais
frequente, com risco aumentado em relacdo a populacdo geral de 62 a 165 vezes),
sarcomas dos tecidos moles e 6sseos (em criancas e jovens), tumores do sistema nervoso
central, cortex da supra-renal, cancro colorretal, cancro do pulméo, leucemia, cancro do

ovario e melanoma (Olivier et al., 2003).

Existe consequentemente um elevado risco de cancros primarios mualtiplos metacronos,
havendo um estudo a encontrar 15% de individuos portadores que desenvolvem um

segundo cancro, 4% um terceiro cancro e 2% um quarto cancro (Hisada et al., 1998).
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Mais de 250 mutagdes germinais no gene TP53 foram descritas (Nik-Zainal et al., 2012),
tendo sido as primeiras dentro dos exdes 5 a 8, que codificam o dominio da proteina que
liga ao DNA. Esta zona oferece maior probabilidade de cancro da mama e do sistema
nervoso central (J. M. Birch et al., 1998).

Uma das variantes fortemente associada a cancro da mama é a TP53 R337H (Assumpgao
et al., 2008). A maioria das variantes patogénicas sao missense (73%) ou delecdes
pequenas 1-4 bpll (Olivier et al., 2003) havendo hot spots mutacionais nos coddes 133,
175, 213, 220, 245, 248, 273, 282 e 337 (Bouaoun et al., 2016).

Sdo frequentes os polimorfismos de nucledtidos (SNPs), a mais comum alteracdo no
DNA que surge quando um unico nucle6tido é substituido por outro. Estas alteracGes
afetam a funcéo da proteina p53 e aumentam o risco de cancro, apesar de situadas nos
intrGes ou em exdes ndo codificantes (Huszno & Grzybowska, 2018).

Os critérios para sindrome Li-Fraumeni classico, que atinge 1 em cada 5000 a 20000
individuos, sdo: sarcoma diagnosticado antes dos 45 anos, um familiar de primeiro grau
com cancro antes dos 45 anos e familiar de segundo grau com cancro antes dos 45 anos

ou sarcoma em qualquer idade (Varley et al., 1997).

Existem outros critérios de diagndstico mais abrangentes como os de Chompret
(Chompret et al., 2001) e de Birch: um doente com qualquer cancro ou sarcoma na
infancia, tumor cerebral ou carcinoma da supra-renal diagnosticado antes dos 54 anos,
um familiar de primeiro ou segundo grau com cancro Li-Fraumeni tipico (sarcoma,
cancro da mama, tumor cerebral, carcinoma da supra-renal ou leucemia) em qualquer
idade; e um familiar de primeiro ou segundo grau com qualquer cancro antes dos 60 anos
(J. Birch et al., 1994).

Na sindrome Li-Fraumeni, os cancros da mama tém uma mediana de idade de 34 anos e
costumam ser do subtipo HER2 positivo, principalmente em mulheres muito jovens
(inferior a 30 anos), portanto mais agressivos e quimio-resistentes (Melhem-Bertrandt et
al., 2012; Ruijs et al., 2010; Wattel et al., 1994; Wilson et al., 2010).

Nas doentes com mutacdo TP53, a radioterapia em estadio precoce deve ser evitada pelo
risco elevado de cancro radio-induzido (Heymann et al.,, 2010), nomeadamente
angiossarcoma, histiocitofibrossarcoma e carcinoma papilar da tirdide na area irradiada
(Petry et al., 2020).
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A National Comprehensive Cancer Network (NCCN) recomenda aos portadores de
mutacao TP53 realizar auto-exame mamario a partir dos 18 anos, exame clinico mamario
semestral a partir dos 20 anos e ressonancia mamaria ou mamografia entre os 30 anos e
0s 75 anos (ressonancia a partir dos 20 anos se histdria familiar de cancro da mama antes
dos 20 anos). Em alternativa, pode ser feita mastectomia redutora de risco, mas a
mastectomia bilateral ndo possui vantagens significativas em portadoras de mais de 60
anos. Aléem disso, estd recomendado rastreio cutdneo anual, ressonéancia cerebral e

colonoscopias de 2 em 2 anos a partir dos 25 anos (Kratz, 2017).

6.1.4. Sindrome Cowden (PTEN)

O PTEN é um gene supressor tumoral, localizado em 10923.3, que codifica uma proteina
envolvida na proliferagdo, sobrevivéncia e metabolismo celular. Mutagdes na linha
germinativa do gene supressor de tumor PTEN sdo altamente penetrantes e causam
sindromes autossémicas dominantes com um elevado risco de tumores benignos e
malignos (Zhou et al., 2003).

A sindrome de Cowden é uma desordem autossomica dominante causada pela mutagéo
germinal patogénica do gene PTEN em 80% dos casos, com uma incidéncia estimada de
1 em 200000, mas estima-se que este numero seja bem maior pela atual dificuldade de
diagnostico (Hobert & Eng, 2009).

O espetro de mutacbes PTEN — sindrome tumor hamartoma PTEN (PHTS) - inclui a
sindrome de Cowden, sindrome Bannayan—Riley—Ruvalcaba e a sindrome Proteus (figura
32).
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Na infancia, a mutacdo germinal PTEN leva a sindrome Bannayan—Riley—Ruvalcaba, que
se traduz em macrocefalia, tiroidite de Hashimoto, malformacGes vasculares, polipos
gastrointestinais hamartosos e multiplas méaculas pigmentadas na glande do pénis (D. J.
Marsh et al., 1999).

O sindrome de Cowden (SC) aumenta consideravelmente o risco de tumores malignos da
mama, tirdide, endométrio, rim e, em menor frequéncia, cancro do colon e melanoma,
assim como tumores benignos como polipose gastrointestinal, lipomas, doenca de
Lhermitte-Duclos e malformacdes arteriovenosas, além de macrocefalia e varias
alteragbes mucocutaneas, como triquelemomas, papilomas orais e queratose acral
(Nieuwenhuis et al., 2014).

A macrocefalia, definida pelo aumento do perimetro craniano occipito-frontal, é
observada na maioria dos adultos PHTS. Em 10-20% dos doentes, existe também autismo
(Butler, 2005).
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Tabela 5: Critérios atuais de Sindrome de Cowden

Critérios | Cancro da mama

major Cancro do endomeétrio (epitelial)

Cancro folicular da tirdide

Hamartomas gastrointestinais (exceto p6lipos hiperplasicos)

Doenca Lhermitte-Duclos (adultos)

Macrocefalia (percentil 97: 58 cm nas mulheres adultas e 60cm nos homens adultos
Pigmentacdo macular da glande do pénis

LesGes mucocutaneas multiplas (triquelemomas, queatoses acrais, neuromas
mucocutaneos, papilomas orais - lingua e gengiva)

Critérios | autismo

minor cancro do colon

acantose glicogénica do eséfago

défice intelectual

cancro renal

lipomatose testicular

cancro papilar da tiroide,

alteracdes vasculares

O risco de cancro da mama é de 80% ao longo da vida, comecgando aos 30 anos e tendo
penetrancia de 50% aos 50 anos, 67% aos 60 anos e 77% aos 70 anos (Nieuwenhuis et
al., 2014; Tan et al., 2012). Além disso, existe um risco de 29% de desenvolver um
segundo tumor da mama até dez anos apds o primeiro tumor (Mester & Eng, 2015; Ngeow
etal., 2014).

O gene PTEN regula a cascata de sinalizacdo de AKT, uma proteina cinase, através da
expressao de um inibidor de PI3K. Quando inativado, o gene PTEN conduz a crescimento
anormal, proliferacdo anormal e migracdo celular tumoral. O cancro da mama por
inativacdo de PTEN carateristicamente ndo expressa recetores hormonais de estrogénio
nem HER2 (portanto estd associado ao subtipo molecular triplo negativo), além de
comummente terem tamanho superior a 2 cm. Devido ao papel do PTEN na cascata de
transducdo de sinal cinase PI3 (PI3K), os inibidores PI3BK/AKT/mTOR sdo potenciais

candidatos como terapia alvo (van Lier et al., 2010).

Os riscos de cancro da tiroide, cancro do endomeétrio e cancro do rim sdo, respetivamente,
de 35%, 28% e 33% (D. Marsh, 1998). Tumores cerebrais e malformagdes vasculares
podem atingir os individuos com sindrome de Cowden, bem como o gangliocitoma

displasico cerebeloso (doenca de Lhermitte-Duclos).

As mutagbes patogénicas mais frequentemente encontradas no PTEN sdo
nonsense/frameshift e localizam-se nos exdes 5, 6, 7 e 8. As variantes mais frequentes
sd0 R130X, R233X e R335X nos exdes 5, 7 e 8, respetivamente (Tan et al., 2011).
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O rastreio dos individuos portadores da mutacdo PTEN deve ser feito anualmente por
exame cutaneo a partir dos 18 anos e por exame tiroideu e mamario a partir dos 30 anos
- ou 5-10 anos antes do diagndstico mais jovem de tumor relacionado na familia. A
mamografia deve ser feita anualmente entre os 30 e os 75 anos de idade. Se tecido
mamario denso, biopsias inconclusivas ou desejo da portadora, existe ainda a
recomendacéo de mastectomia redutora de risco, uma vez que a probabilidade de cancro
da mama ao longo da vida é tdo alta quanto a das portadoras de mutagdo BRCA.

Finalmente, existem ainda outros genes associados a sindrome de Cowden-like, como
mutacgdes no gene succinato desidrogenase (SDH), encontradas em 8% das doentes PTEN
negativo, hipermetilacdo do promotor KILLIN, frequente em 30-40% das doentes PTEN-
negativo, ou mutacdes no AKT1 e PIK3CA (Bennett, 2010).

6.1.5. Sindrome cancro gastrico difuso hereditario e carcinoma lobular por
mutacdo CDH1

Comparando com as formas esporadicas, o cancro lobular da mama hereditério é raro e
acontece inserido na sindrome do cancro gastrico difuso hereditario, causado pela
mutacdo germinal do gene supressor tumoral CDH1, que codifica a proteina E-caderina,
e aumenta o risco em 6,6 vezes de cancro da mama (2.2-19.9; P =.004), com risco
cumulativo aos 80 anos de cancro da mama isolado de 39% e de risco combinado de
cancro gastrico e cancro da mama de 90% (Pharoah et al., 2001).

O cancro lobular invasivo (CLI) estd associado a uma idade mais avancada ao
diagnéstico, elevado tamanho, multifocalidade, multicentrismo, bilateralidade, menor
grau histolégico, maior expressao de recetores hormonais e menor expressdao de HER2
(Corso et al, 2018).

O carcinoma lobular invasivo, responsavel por 5 a 15% dos cancros da mama mas
esmagadoramente esporadico, € causado pela auséncia da caderina-E e formado por
células pequenas e monotonas com nucleo redondo que perdem a coesdo, sem reacdo
estromal. A auséncia de disrupcdo da arquitetura da mama dificulta o diagnostico por
mamografia. Em termos imunohistoquimicos, expressam recetores de estrogénios (95-

99%) e HERZ2 negativo (>95%). Podem estar agrupados no luminal A ou B.
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Um subgrupo mais agressivo conhecido como pleomorfico apresenta fendtipo biologico
agressivo e tem menor expressdo de RE e amplificacdo do gene HER2 em 15-35%.
Molecularmente, o gene CDHL1 esté inativo ndo produzindo a proteina de adesao celular
E-caderina, responsavel pela arquitetura da mama. Outros genes habitualmente mutados
sdo PIK3CA (35-48%), PTEN (14%) e HER2 (4-18%). A recidiva aos 10 anos é maior
no CDHI. A resposta ao tratamento neoadjuvante € pobre, com baixa cito-reducao e baixa
taxa de resposta patoldgica completa. No teste Oncotype, apenas 1-10% demonstra
elevado risco de recidiva, mas simplesmente porque a plataforma encontra limitado
beneficio de quimioterapia neste subgrupo. O seu perfil genético pode beneficiar de novas
estratégias terapéuticas como a via PI3K e imunoterapia com inibidores checkpoint.
Imagiogicamente, ILC demonstra menor avidez para FDG, o que dificulta o diagnostico
de metastizacdo por PET, ainda por mais pela diferenca na localizacdo daquela: em vez
de dssea, hepéatica ou pulmonar, o ILC metastiza frequentemente para peritoneu,
retroperitoneu, érgdos gastrointestinais e genitourinarios e leptomeninges (McCart Reed
et al, 2021).

A quimioterapia neoadjuvante raramente conduz a resposta patolégica completa no CLI,
pelo que apenas deve ser considerada nos raros tumores com recetores hormonais

negativos e localmente avangados.

A mastectomia ou um alargamento de margens sdo mais frequentemente realizados no
cancro lobular invasivo do que nos outros subtipos, pela elevada prevaléncia de margens

positivas ap0s cirurgia conservadora de mama.

O principal acontecimento carcinogénico nos carcinomas invasivos lobulares da mama (e
nos carcinomas gastricos difusos) € a perda de expressao da caderina-E, uma proteina na
superficie celular fundamental para estabelecer ligacdes intercelulares coesas e manter a

diferenciacéo celular e a arquitetura normal dos tecidos epiteliais.

Variantes de proteina truncante do gene CDHZ1 originam cancro gastrico de tipo difuso e

carcinoma lobular do cancro da mama (risco relativo de 6.6) (Pharoah et al., 2001).

A supressdo da expressao da caderina-E decorre de mutagdes germinais ou somaticas do
gene CDH1, um gene supressor tumoral, localizado no cromossoma 16g22.1 (Ferreira et
al., 2012).
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Aos 80 anos as mulheres com mutacdo germinal patogénica do CDH1 tém um risco

cumulativo de cancro da mama de 39%.

Apesar de ndo haver tratamento individualizado para doentes com cancro da mama por
mutacdo CDH1, existem dados in vitro de resisténcia a paclitaxel (Ferreira et al., 2012) e
de sensibilidade a inibidores do recetor do fator de crescimento da epiderme (EGFR),
explicado pela motilidade celular causado pela ativacdo anormal de EGFR e Notch-2 e

sobreexpressdo de Bcl-2 (Mateus et al., 2009).

Mulheres com BRCA negativo e risco de cancro da mama durante a vida de pelo menos
20% pela historia familiar deveriam incluir no teste genético este gene de frequéncia rara

mas penetrancia elevada.

A vigilancia recomendada inclui realizar ressonancia maméria anual alternando com
mamografia padréo, além de exame mamario clinico semestral (Mainiero et al., 2013;
Saslow et al., 2007).

6.1.6. Sindrome Peutz-Jeghers (STK11)

O gene STK11, localizado em 19p13.3, codifica uma cinase multifuncional
comprometida na mediagédo da apoptose e na regulacdo do ciclo celular. A sua mutagédo
conduz a sindrome Peutz-Jeghers, de transmissdo autossémica dominante, caraterizada
por pdlipos hamartomatosos no estdbmago e intestino, pigmentacdo melanocitica nos
labios, regido perioral, mucosa bucal, méos e perianal, além do risco aumentado de cancro
gastrointestinal, pancreas, ovario e mama. O risco de cancro aumenta 9.9 vezes, sobretudo
cancro gastrointestinal (RR 151) e cancro da mama (RR 20.3). A sindrome acompanha-
se ainda de cancro do péancreas, pulmao, génadas e adenoma maligno do cervix (Hearle
et al., 2006).

O rastreio clinico do cancro da mama deve comecar aos 20-25 anos por exame clinico da
mama, a cada 6 — 12 meses, e ressonancia magnética da mama anualmente. Este ultimo
exame pode ser substituido ou complementado por mamografia anual a partir dos 30 anos.
Podera ser considerada a mastectomia de reducgéo de risco como estratégia de prevencao

do aparecimento do cancro da mama (Wagner et al, 2021).
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6.1.7. Mutacdo germinal no gene PALB2

O PALB2 € um gene supressor tumoral formado por 13 exdes, localizado no cromossoma
16p12.1, que interage com BRCAZ2, outro gene supressor tumoral. A proteina codificada
pelo gene PALB2 tem 1186 aminoacidos e desempenha um papel fundamental na
manutencdo da integridade do genoma, ao participar na reparacdo de quebras na cadeia
dupla de ADN por recombinacdo homologa, juntamente com BRCAZ2 (portanto, € uma
proteina parceira de BRCA2) (Nepomuceno et al., 2017). Apds interacdo com BRCAZ2, o
PALB2 facilita a localizagdo nuclear do complexo PALB2-BRCA2, envolvido na
reparacdo de DNA através da recombinacdo homdéloga (Rahman et al., 2007). A mutagédo
germinal patogénica de PALB2 aumenta o risco de cancro da mama em entre 3,0 e 9,4
vezes, que se traduz num risco de cancro da mama de 14% aos 50 anos de idade e de 35%
aos 70 anos. A mutacédo truncante tem incidéncia de 1-2% na populacdo geral e risco
relativo de 2.3-5.3 de cancro da mama (Rahman et al., 2007; Teo et al., 2013).

A mutacéo bialélica de PALB2 causa anemia de Fanconi do tipo N (clinicamente
semelhante ao tipo D1 causado pela mutacdo bialélica BRCA?2) e elevada incidéncia de

cancros na infancia (Adank et al., 2011).

Nalgumas populacGes, a prevaléncia de mutagdo monoalélica é elevada. Por exemplo, a
mutacdo fundadora PALB2 ¢.1592delT tem prevaléncia de 1% dos cancros da mama na

Finlandia (Haanpéa et al., 2013) e de 1,3% na populacdo chinesa (Lang et al., 2020).

A doentes com mutacdo PALB2 estd recomendada vigilancia semelhante ao BRCAL/2,
de acordo com o risco individual, embora o risco de cancro do pancreas e do ovario ndo
esteja bem esclarecido. Por conseguinte, a mastectomia redutora de risco pode ser
considerada uma opcao mas a salpingooforectomia ainda no, salvo risco individual e/ou
familiar (Tischkowitz et al., 2021).

MutacBes PALB2 estdo associadas a elevada mortalidade, independentemente do estadio
tumoral, tipo de quimioterapia ou expressdo dos recetores hormonais (Cybulski et al.,
2015).

A mutacdo na via da recombina¢do homologa aumenta a sensibilidade a farmacos que
atuam sobre 0 DNA como os derivados de platina. Também os inibidores da PARP sé&o

promissores nos portadores desta mutacao (Isaac et al., 2018).
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Como prevencdo, estd recomendada a portadores da mutacdo, a partir dos 20 anos, a

realizacdo semestral de exame clinico da mama e ressonancia magnética da mama anual.

A mastectomia de reducdo de risco deve ser considerada para variantes claramente

patogénicas (Tischkowitz et al., 2021).

6.1.8. Mutacao germinal no gene ATM

O gene ATM (ataxia-telangiectasia), localizado no cromossoma 11 (11g22.3), expressa
uma proteina cinase serina/trionina envolvida na reparagdo de quebras nas cadeias duplas
do DNA e regulacdo de BRCAL e CHEK2, relacionada com PI3K. A muito rara mutagéo
bialélica do ATM (1 em cada 40000-100000 pessoas no mundo) causa a doenca
autossomica recessiva conhecida por ataxia-telangiectasia (Renwick et al., 2006),
caraterizada por ataxia cerebelosa, apraxia oculo-motora, imunodeficiéncia, coreoatetose,

telangiectasias conjuntivais, sensibilidade a radioterapia e risco de cancro.

Por seu lado, a mutacdo monoalélica de ATM, cuja prevaléncia na populacéo € de 1%,
aumenta o risco de cancro da mama em 2,3 vezes, mais expressivo ainda (4,94 vezes) em

mulheres de idade inferior a 50 anos (Thompson et al., 2005).

Os portadores de mutagfes no gene ATM podem ter maior dermite e fibrose por
radioterapia devido a uma maior sensibilidade. A contribuigédo da radioterapia para novos
tumores em portadores ATM néo foi demonstrada, ao contrario dos portadores TP53
(Bernstein & Concannon, 2017).

Como prevencéo, recomenda-se a portadores da mutacdo ATM, a realizacdo semestral de
exame clinico da mama e anual de ressonancia magnética da mama, a partir dos vinte

anos (Thompson et al., 2005).
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6.1.9. Mutacéo germinal no gene CHEK?2

CHEK?2 é um gene supressor tumoral que codifica uma proteina cinase serina-treonina,
chamada CHKZ2, envolvida na regulacdo do ciclo celular em G2 que é rapidamente
fosforilada em resposta a dano do DNA. Ativada, a CHEK(q estabiliza o p53 e interage
com BRCA, reparando o DNA e regulando a apoptose e o ciclo celular. A muta¢do mais
frequente € CHEK2*1100delC, mutacdo truncante no codao 381 no exdo 10, presente em
1-2% da populag¢do, comum na populacdo do Norte da Europa, oferecendo risco relativo
de cancro da mama de 3.0. Sdo habitualmente tumores hormonais positivos (Meijers-
Heijboer H et al, 2002).

Como prevencdo secundéria, é aconselhada a realizacdo de exame clinico da mama, a
cada 6 — 12 meses, a partir dos 20 — 25 anos de idade e de ressonancia magnética da mama
anualmente, a partir dos 20 anos de idade, complementado por mamografia anual a partir

dos 30 anos.

6.1.10. Mutacéo germinal nos genes MSH6, MSH2, MLH1 e PMS2

As variantes patogenicas germinais nos genes de “mismatch repair (MMR)” MLHI,
MSH2, MSH6 e PMS2 causam o sindrome de Lynch, responsavel ndo sé por cancro do
célon, mas também por cancro do endométrio, cancro do ovario, cancro do estbmago,
cancro do intestino delgado, cancro da via hepatobiliar, cancro do ureter e pélvis renal,
cancro do pancreas, do cérebro e neoplasias sebaceas. Os genes MLH1 e MSH2 sdo os
que se associam mais fortemente a elevado risco de cancro colorretal. Por seu lado, MSH2
tem-se relacionado com risco de cancros extra-colicos e 0 MSH6 a cancro do endométrio.
O défice MMR provoca instabilidade de microssatélites, 0 que permite rastrear os doentes
com cancro do célon e do endométrio, que ja tém essa pesquisa como obrigatoria na

pratica clinica (Roberts et al., 2018).

Embora asindrome de Lynch aumente até quatro vezes o risco de cancro da mama (Vasen
et al., 2001), apenas dois genes estdo claramente relacionados: variantes patogénicas no
MSHG6 e no PMS2 aumentam respetivamente o risco cumulativo em 31.1% e 37.7% para
cancro da mama até aos 60 anos, mas muta¢cdes em MLH1 e MSH2 tém risco aparente

sobreponivel ao da populacéo geral (Roberts et al., 2018).
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6.1.11. Mutacdo germinal em genes de penetrancia baixa

MutagOes germinais em outros genes da recombinacdo homologa - BARD1, BRIP1,
PALB2, RAD51C, RAD51D -, codificam proteinas envolvidas na estabilidade e funcéo
da proteina BRCA, podendo aumentar o risco de cancro da mama em 15-35% e o de
cancro tubo-ovarico em 5-10%. Enquanto as mutacGes de BARD1 e PALB2 aumentam
exclusivamente o risco de cancro da mama (ANTONIOU, 2014), os genes BRIP1,
RAD51C e RAD51D estdo comprovadamente associados a cancro tubo-ovarico (Rafnar
etal., 2011; Ramus et al., 2015). O gene BARD1 codifica uma proteina que interage com
BRCAL na heterodimerizacdo de BARD1-BRCA1 no dominio anel, essencial na
reparacao por recombinacdo homologa e na transcricdo de BRCA1 (Weber-Lassalle et al,
2019). Mulheres com neurofibromatose do tipo 1 por mutacgdo truncante ou missense de
NF tém risco relativo de cancro da mama de 2.6 (Madanikia et al., 2012; Seminog &
Goldacre, 2015). Est4d bem documentado o risco relativo de 2.7 de cancro da mama

provocado pela variante truncante ¢.657del5 do gene NBN, comum no Leste da Europa.

O MutY human homolog gene, conhecido por MUTYH, é um gene de reparacdo por
excisdo de base que deteta e protege contra o dano de DNA oxidativo através da
glicosilase que codifica. Pessoas com mutacdes germinais em ambos os alelos tém risco
aumentado de cancro colorretal (risco cumulativo de 80% aos 70 anos), enquanto
mutagdes germinais num unico alelo de MUTYH conduzem a pequeno aumento de risco,
de 1.15 a 2.1 (Jenkins et al., 2006; Win et al., 2011).

Ha relatos de cancro gastroduodenal, carcinoma sebaceo, meningiomas, cancro do ovario,
cancro da bexiga e cancro da mama por mutagdes bialélicas, mas incerto o risco de cancro
fora do célon nas mutag6es monoalélicas. No entanto, um estudo revelou a associagdo
(risco de 1.86) entre a mutacdo e cancro da mama em populacdo Sefardita Judia do Norte
de Africa portadora de variante G396D do gene MutYH. No mesmo estudo, o status RE,
RP, HER2, grau tumoral e histologia ndo diferiram da populacédo geral (Rennert et al.,
2012). Ao contrério, outro estudo ndo encontrou associagdo a cancro nas duas mutagdes
fundadoras mais comuns: p.G396D e p.Y179C (Fulk et al., 2019).
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Quadro 6: Sintese das principais mutacdes e sindromes associadas a cancro da mama

Gene Localizacao Funcéao Sindrome Risco CM Fonte

A. Antoniou et al., 2003;

BRCA1 17921 ST Mama-ovario 65% Malone et al., 2010
BRCA2 = 13q12-13 ST Mama-ovario 45% Ao s
TP53 17p13.1 ST Li-Fraumeni 90% Olivier et al., 2003)
PTEN 10923.1 Cowden c. 50% Hobert & Eng, 2009)

STK-11 19p13.3 ST Peutz-Jeghers c. 50% Hearle et al., 2006
CDH1 16g922.1 ST CGDH 39% Hansford et al., 2015

PALB2 16p12.2 ST Anemia Fanconi 2 vezes Nepomuceno et al., 2017
ATM 11q22 Alaxia- 3-5 vezes Renwick et al., 2006

telangectasia
Meijers-Heijboer H et al,

CHEK?2 22q12 reparacéo 37% 2002

MSH?2,
PMS2
CM: cancro da mama; ST: gene supressor tumoral; CGDH: sindrome cancro géstrico difuso hereditério

2p2l e 7p22.1 Lynch 4 vezes Roberts et al., 2018
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6.2. MutacOes germinais no cancro gastrico

O cancro géastrico € um dos cancros mais comuns e letais no mundo, o quinto mais
incidente e o terceiro mais mortal. Histopatologicamente, o cancro gastrico é classificado
em subtipo intestinal, com crescimento glandular, e em subtipo difuso caraterizado por
falta de coesdo entre as células, frequentemente com células em anel de sinete. Cerca de
10-20% dos doentes com cancro gastrico tém familiares com diagndstico de cancro
gastrico e 1-3% dos doentes tém uma causa genética hereditaria. O cancro familiar divide-
se em cancro gastrico difuso hereditario, cancro gastrico intestinal familiar e formas de

polipose (Oliveira et al., 2015).

Apesar do cancro gastrico continuar um importante problema de satde publica em vastas
regides do planeta, nomeadamente em Portugal, que se distancia da Europa pela elevada
incidéncia e mortalidade, existe um défice de investigacdo no estudo dos fatores de risco,
especialmente a hereditariedade genética.

Identificar cancro gastrico hereditario € importante para atempadamente tomar medidas
preventivas e reduzir a probabilidade de evolucdo para o estadio metastizado, que tem
progndstico muito pobre.

6.2.1. Mutacdo germinal de CDHL1: Sindrome do cancro gastrico difuso
hereditario
A Sindrome de Cancro gastrico difuso hereditario (CGDH) manifesta-se por cancro
gastrico difuso (risco de 70% aos 80 anos) e por carcinoma lobular invasivo da mama
(risco nas mulheres de 40%) causado por mutacdes germinais inativantes no gene CDH1

em 30-40% dos casos (Hansford et al., 2015), de transmissdo autossomica dominante.

A idade de aparecimento € variavel, dos 14 aos 85 anos. Os critérios de teste de CDH1
adotados pela International GC Linkage Consortium (IGCLC) séo os seguintes: pelo
menos dois casos de cancro gastrico em familiares de primeiro ou segundo grau,
independentemente da idade, sendo um confirmado cancro gastrico difuso; um caso de
cancro gastrico difuso antes dos 40 anos; histdria familiar ou pessoal de cancro gastrico
difuso e cancro lobular da mama, pelo menos um caso de diagndéstico antes dos 50 anos
(van der Post et al., 2015).
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O principal acontecimento carcinogénico nos carcinomas gastricos difusos é a perda de
expressdo da caderina-E, uma proteina célcio-dependente na superficie celular
fundamental para estabelecer ligacdes intercelulares coesas, manutencgdo da integridade
epitelial, da diferenciacao celular e da arquitetura normal dos tecidos epiteliais (Coopman

& Djiane, 2016).

A supressdo da expressdo da caderina-E decorre de mutagGes germinais ou somaéticas do

gene CDH1, um gene supressor tumoral, localizado no cromossoma 16g22.1.

As mutagdes germinais do gene CDH1 sdo responsaveis pela sindrome hereditaria do
cancro gastrico difuso, que engloba o cancro gastrico difuso e o carcinoma lobular da
mama (Blair et al., 2020).

O gene supressor tumoral CDH1, localizado no cromossoma 16q22.1, contendo 2.6 kb
de sequéncias codificantes em 16 exdes, é composto pela sequéncia do peptideo de sinal
(Sig), sequéncia precursora, dominio extracelular, dominio transmembranar (TM) e

dominio citoplasmatico.

O gene CDHL1 déa instrucdes para produzir a proteina E-caderina, uma proteina na
superficie celular, cobrindo as superficies e cavidades do corpo, cuja tarefa fundamental
é estabelecer ligagdes intercelulares coesas e assim manter a adesdo celular, a
diferenciacéo celular e a arquitetura normal dos tecidos epiteliais, contribuindo para a
organizacdo dos tecidos. A accdo da caderina-E exige o auxilio da catenina-p120,
produzida a partir de gene CTNND1, que evita a sua endocitose. Além do papel na adesao
celular, a caderina E transmite sinais quimicos no interior das células que permitem
controlar a maturacao e movimento celulares, esta envolvida no normal desenvolvimento
cranio-facial e funciona como uma proteina supressora tumoral, evitando a divisdo celular

descontrolada ou demasiado rapida (Luo et al., 2018).

A caderina-E é uma proteina transmembranar cujo segmento citoplasmatico interage com
as cateninas, formando um complexo de adeséo intercelular. Na realidade, os terminais
N do dominio extracelular interagem com os respetivos dimeros de caderina-E da
superficie celular oposta, enquanto os terminais C do dominio citoplasmatico interagem
com as cateninas e o citoesqueleto da actina. Os complexos caderina-E- catenina séo o

tipo de adesdo intercelular mais comum no corpo humano (Roy & Berx, 2008).
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A perda de expressdo da caderina-E exige a inativacdo dos dois alelos do gene que a
codifica — 0 CDH1 - causada por muta¢es somaticas ou germinais do gene supressor
tumoral CDH1, localizado no cromossoma 16g22.1 que codifica aquela proteina.
Enquanto as mutacdes somaticas CDH1 se agrupam unicamente na regido hotspot exoes
7-9 do dominio extracelular, as germinais podem estar dispersas por todo 0 gene,
necessitando, portanto, da anélise dos seus 16 exdes. As mutac¢des identificadas incluem
insercdes, delegdes e substituicdes de bases. Porém, as dele¢des parecem essencialmente
resultado de mutacbes somaticas. Existe penetrancia incompleta mas elevada das
mutacgdes germinais de CDH1, de cerca de 75%, ou seja, o individuo portador de mutacao
CDH1 tem uma probabilidade de 75% de sofrer um cancro gastrico difuso (CGD) durante
a sua vida. Aos 20 anos, o risco é inferior a 1%, aumentando para 4% aos 40 anos, 21%
e 46% respetivamente para homens e mulheres aos 50 anos e similarmente 54% e 75%
aos 80 anos. Contudo, nas mulheres existe um risco acrescido: as portadoras da mutagédo
germinal de CDH1 tém uma probabilidade de 46% de desenvolverem cancro da mama
lobular durante a sua vida (SHENOY, 2019)

Quadro 7: Cancros associados a CDH1: gastrico, mama lobular e c6lon. Adaptado de IGCLC (2).

Cancro gastrico Cancro mama lobular Cancro do célon
Risco 80% 60% Desconhecido
Vigilancia Nos doentes que Exame mamario clinico Colonoscopia a partir dos 40
recusarem gastrectomia | anual e ressonancia anos ou 10 anos antes do
profildtica, vigilancia mamdria bilateral anual a familiar com diagndstico
endoscopica partir dos 30 anos mais jovem, a cada 3-5 anos
Terapia Gastrectomia profilatica | Mastectomia profilatica Nao disponivel
entre 20 e 30 anos se ndo recomendada
CDH1 +

A gastrectomia profilatica ¢ recomendada para individuos com mutacbes CDH1
comprovadamente patogénicas, uma vez que, mesmo assintomaticos, 95% dos portadores
tem na peca operatoria ja microscopicamente varios carcinomas de células em anel de
sinete (Rocha et al., 2018).

Trinta a quarenta por cento das familias que cumprem os critérios de teste genetico tém
mutacdes germinais CDH1 (Post et al., 2015). Mais de 155 variantes foram identificadas
(figura 33), a maioria truncadas, a partir de dele¢bes grandes, nonsense, splice-site e

frameshift e missense (Benusiglio et al., 2013).
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Figura 33: Esquema representativo do gene CDH1 com dominios extracelular, transmembranar e
citoplasmatico e mutagdes encontradas (truncantes e splice em cima, missense em baixo). Retirado de
Brooks Wilson (2004)

A inativacdo completa do gene CDH1, necessaria para a iniciacdo tumoral, ocorre através
da metilacdo do promotor no cancro primario e perda de heterozigotia nas metastases

ganglionares (Grady et al., 2000).

A perda da E-caderina compromete a integridade da membrana plasmaética e alteracdo no
citoesqueleto de actina por alterar exocitose, endocitose e manutencdo de tensdo da
membrana (A. Chen et al., 2014).

As mutacBes germinais no gene CDH1, que codifica caderina-E, explicam 25-30% do
cancro gastrico difuso hereditario, com mais de 100 variantes germinais patogénicas
identificadas. Para familias identificadas, existem protocolos especificos para diminuir o
risco, como endoscopias regulares e terapias redutoras de risco, tal a gastrectomia
profilatica (Fitzgerald et al., 2010). No entanto, para familias que cumprem os critérios,

mas nas quais ndo se identifica mutacdo CDHL1, o risco € incerto.

De qualquer forma, deve ser pedido um teste multi-génico na suspeita de cancro gastrico
hereditario (Tedaldi, 2019).
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6.2.2. Outros genes associados a cancro gastrico

Na realidade, existem outros genes implicados no cancro gastrico difuso, mas que nao

estdo disponiveis para pesquisa na pratica clinica, entre os quais 0 CTNNAL.

Mutacdes germinais CTNNAL foram encontradas em varias familias com cancro gastrico
difuso hereditario. CTNNAI1 codifica a a-catenina, uma proteina que interage com E-
caderina, por estar envolvida na adesdo celular e formar um complexo com (-catenina
para se ligar ao dominio citoplasmatico da E-caderina no citoesqueleto (Koslov et al.,
1997). A variante mais associada a doenca € a CTNNAL nonsense ¢.1351C>T (D. F.
Clark et al., 2020). CTNNAZ1 partilha com 0 CGDH por CDH1 a expressdo fenotipica de
cancro gastrico difuso, mas distingue-se dele por ndo provocar carcinoma lobular da
mama nem fenda do palato ou do l&bio. A idade de aparecimento é entre os 22 e 0s 72
anos (Hansford et al., 2015).

Outros genes responsaveis ainda pela reparacéo da quebra de dupla cadeia de DNA, como
PALB2, BRCA2, RAD51C (fundamentais na recombinagdo homdloga, uma via principal
de reparacdo de DNA) e ATM, foram identificados como associados a familias com
cancro gastrico difuso hereditario, mas sdo mais raros e também ndo se pesquisam na
prética clinica (Hansford et al., 2015). A descoberta de um individuo com mutacdo
PALB2, o mais provavel dos genes de recombinagdo homdloga envolvido no cancro
gastrico, poderia resultar num beneficio de quimioterapia baseada em platina e de

tratamento com inibidores da PARP (Fewings et al., 2018).

Outras sindromes associadas a predisposicdo para cancro gastrico, mas a ambos 0s
subtipos intestinais e difusos, incluem sindrome de Lynch, causado por mutacdes nos
genes DNA mismatch repair, em particular a mutacdo MLH1 ou MSH2 (risco de 8% nos
homens e 5,3% nas mulheres durante a vida) (Capelle et al., 2010) sindrome Peutz-
Jeghers, causado por muta¢fes no gene STK11 (van Lier et al., 2010) e sindrome Li-
Fraumeni, causado por mutagdes germinais no gene TP53 (Rath et al., 2013), neste caso

4.9% das apresentacOes numa idade mediana de 36 anos.

A sindrome de Lynch, de penetrancia incompleta mas elevada (~80%), esta associada a
variantes patogénicas dos genes de reparacdo de erros de emparelhamento no DNA
(mismatch repair MMR) MSH2, MLH1, MSH6 e PMS2 do gene EPCAM (epitelial cell
adhesion molecule gene) que aumentam risco de cancro do colon, endométrio, ovarios e
estdmago, este em 13% (Mehta & Gupta, 2018) (Figura 34).
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A sindrome de Lynch associa-se a instabilidade de microssatélites, o que prediz beneficio

de imunoterapia.

O cancro gastrico intestinal familiar também foi descrito em doentes com o subtipo
intestinal, sobretudo em jovens com histéria de cancro gastrico (sem polipose) em
familiares de primeiro grau. Foi encontrado até ao momento como possivel causa as

mutacdes heterozigoticas no gene IL12RB1 (Vogelaar et al., 2017).

As sindromes de polipose gastrica dividem-se em polipose da glande fundica e sindromes
hamartomatosos. Polipos hamartomatosos de elevado risco de transformacéo (30-40%)
para cancro gastrico sao frequentes na sindrome Peutz-Jeghers, sindrome polipose juvenil
e sindrome de Cowden, associada ao gene PTEN (Repak et al., 2016). Pelo contréario, a
polipose adenomatosa familiar e a polipose associada a MUTYH n&o aumentam o risco
de cancro géstrico (Syngal et al., 2015).

Adenocarcinoma gastrico e polipose proximal do estbmago (GAPPS) é uma sindrome de
cancro gastrico familiar rara de padrdo autossomico dominante causada por mutacoes
pontuais no gene promotor 1B no gene Adenomatous Polyposis Coli (APC) e caraterizada
por polipose (de dez a centenas de pélipos) do fundo gastrico, envolvendo a mucosa
oxintica que adquire covas aberrantes hiperproliferativas carateristicas, com risco elevado
de adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal. Poupa tipicamente o antro e o piloro e
raramente atinge o intestino delgado ou grosso, como é o caso da polipose adenomatosa
familiar classica (Beer et al., 2017; Worthley et al., 2012).
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7. A importancia de identificar as variantes germinais patogénicas

Um numero de genes de elevada e moderada penetréncia para suscetibilidade a cancro
foram identificados e sdo hoje testados na préatica clinica. Os mais conhecidos sdo o
BRCA1 e BRCAZ2, cujos portadores tém um risco de 69-72% de cancro da mama e de
17-44% de cancro do ovario até aos 80 anos (Kuchenbaecker et al, 2017). A prevaléncia
de variantes patogénicas BRCA 1 e 2 depende da idade (maior em mulheres com menos
de 40 anos), da historia familiar (primeiro e segundo grau), da etnia (por exemplo, 0s
Judeus Ashkenanzi) e das muta¢des fundadoras em cada pais (Portugal tem uma mutacao
fundadora no gene BRCA2 c. 156_157insAlu) (Peixoto et al, 2011).

Outras mutagdes de linha germinativa de outros genes, envolvidos na reparacdo do DNA
e na manutencao da integridade gendmica, de elevada e moderada penetrancia sdo TP53,
PTEN, STK11, CDH11, MSH1, MLH1, MSH6, PMS2, EPCAM e PALB2 (Masciar,
2012).

O conhecimento molecular e genético no cancro da mama tem evoluido muito nas Gltimas
décadas (figura 35), desde a demonstracdo de cancro da mama de transmissédo hereditaria
e identificacdo do gene BRCAL até a descoberta do mecanismo de letalidade sintética
aproveitado pelos inibidores da PARP, passando pela identificacdo de inimeros novos

genes de suscetibilidade para cancro da mama, de penetrancia alta, moderada e baixa.
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Figura 35: Evolucao do conhecimento molecular e genético no cancro da mama. Retirado de Nielsen et
al, Nature Reviews Cancer (2016)

A identificacdo de mutacOes patogénicas em genes associados a cancro da mama e do
estdmago permite implementar estratégias de reducdo de risco em mulheres tendo tido
um cancro da mama, incluindo rastreio por ressonéncia magnética, quimioprevencao e
cirurgias redutoras de risco, que provaram aumentar a sobrevivéncia global e a
sobrevivéncia por cancro e reduzir a morbilidade (Domchek, 2010a). Além disso, testar
os familiares diretos assintomaticos de doentes com cancro portadores de mutacfes é uma
estratégia potencialmente eficiente para prevenir o cancro entre a populacéo geral — basta
recordar que a maioria das mutagdes é de transmissdo autossomica dominante, dando a

descendéncia uma probabilidade de heranca da variante de 50% (Fred Levine, 2017).

Em segundo, o conhecimento de mutacdo germinal de BRCA (e de outros genes da via
de recombinacdo homdloga) abre a porta a novas estratégias terapéuticas precisas e
personalizadas como a quimioterapia baseada em platinos e inibidores da PARP.

Num estudo incluindo 35409 mulheres do mundo inteiro com diagnostico de cancro da
mama (Buys et al., 2017), submetidas a um painel de cancro hereditéario de 25 genes -
incluindo BRCA1, BRCA2, ATM, adenomatosis polyposis coli (APC), BRCA1l-associated
RING domain 1 (BARD1), bone morphogenetic protein receptor type 1A (BMPR1A),
BRCAUl-interacting protein C-terminal helicase 1 (BRIP1), CDH1, cyclin-dependent
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kinase 4 (CDK4), cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A), CHEK2, epithelial
cell adhesion molecule (EPCAM), mutL homolog 1 (MLH1), mutS homolog 2
(MSH2), MSH6, mutY DNA glycosylase (MUTYH), nibrin (NBN), PALB2, PMS1
homolog 2 (PMS2), PTEN, RAD51 paralog C (RAD51C), RAD51D, SMAD family
member 4 (SMAD4), STK11 e TP53.)-, foi encontrada pelo menos uma mutacao germinal
patogénica em 9,3% (N=35409) das mulheres testadas. Entre as que cumpriam os critérios
NCCN (de 2013), 9,6% tinha uma mutacao identificada, comparando com 5,9% das que
ndo cumpriam os critérios. Das doentes com mutacdo, 24% corresponderam a variante
patogénica no BRCAL, 24,4% no BRCAZ2, 11,7% no CHEK2, 9,7% no ATM, 7% nos
genes de sindrome de Lynch, 3,2% no BRIP1 e o restante nos outros genes (Buys et al.,
2017).

O pedido de teste genético era até recentemente baseado na idade da doente, na histéria
familiar ou, nalguns casos, no grupo étnico (Judeus Ashkenazi). Atualmente, alguns
autores sugerem que pelo menos todas as mulheres com cancro da mama triplo negativo
devem ser testadas, independentemente da idade ou da histdria familiar, por ser custo-
efetivo (Dorling et al., 2021).

Com os avangos na analise do genoma humano que tecnologia de sequenciacdo NGS
permitiu, aliada a reducéo de custo e tempo, os testes de painéis multigénicos tornaram-
se mais acessiveis, tendo aumentado assim a capacidade de diagnostico das variantes
predisponentes de cancro nao apenas nos genes de elevada penetrancia, como também

nos de penetrancia moderada e baixa (Couch et al., 2014a).

As linhas de orientacdo clinica da National Comprehensive Cancer Network (NCCN) nao
recomendam o teste de cancro hereditario a mulheres com cancro da mama diagnosticado
apos os 60 anos, sem fatores de risco especificos (por exemplo, ascendéncia judaica
Ashkenazi ou historia familiar de cancro), pela utilidade clinica limitada, baseado no
pressuposto de que a prevaléncia de mutacfes germinais de genes de elevada penetrancia
nesse grupo etario é inferior a 2,5%. Um dos poucos estudos encontrou alguma mutacao
germinal num dos 11 genes de predisposi¢do de cancro em 3,6% de mulheres com cancro
da mama entre 50 e 79 anos, mas apenas 1,8% num dos genes de elevada penetrancia —
BRCAL, BRCA2 e PALB2 (Kurian et al., 2020).
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No entanto, baseado no SEER-21, o risco absoluto de cancro da mama na populacao entre
0s 66 e 0s 85 anos é de 6,8%, sendo de 20% para as portadoras de mutacdo BRCAL e
BRCAZ2, 15.9% para PALB2, 14.9% para CHEK2 e 9.9% para ATM (Kurian et al, 2019).

Num estudo muito extenso realizado entre 13762 mulheres nos Estados Unidos com mais
de 65 anos (Boddicker et al., 2021) foi encontrada uma prevaléncia de 3.18% no grupo
de mulheres diagnosticadas com diagndstico de cancro da mama e uma prevaléncia de
1.48% nas mulheres assintomaticas (sem doenca). No entanto, entre as mulheres doentes
sem expressao de recetores hormonais (RE negativas) e nas mulheres triplas negativas,
foram encontradas mutacGes germinais patogénicas relevantes (BRCAL, BRCA2 e
PALB2) em respetivamente 3.4 e 3.0% das mulheres. Em doentes com mais de 60 doentes
triplas negativas e sem historia familiar foram observadas 4.47% portadoras de mutagoes.
Em contraste, apenas se encontraram mutaces em 0.73% das doentes idosas oncologicas
com expressao de recetores de estrogénio (RE positivas) e sem historia familiar. Em
conclusdo, as doentes idosas com historia familiar de primeiro grau ou recetores de
estrogeénios negativos podem beneficiar do teste genético, uma vez que a informacao de
mutacdo patogénica alerta para a necessidade de rastreio de segundos cancros da mama e
outros cancros primarios, permite a ponderacdo de cirurgias redutoras de risco de cancro
da mama e do ovario e oferece em doenca avancada (metastizada) a possibilidade de uso
de inibidores da PARP, além da vantagem de identificar familiares diretos para rastreio

personalizado ou estratégias redutoras de risco.

O modelo atual de pedido de teste genético baseia-se na histéria familiar e nos critérios
clinicos, propondo-se aquele quando a probabilidade de mutacdo BRCA € superior a 10%.
Porém, os critérios utilizados sdo complexos e dificeis de implementar na pratica clinica
do dia-a-dia, 0 que resulta no subdiagnéstico de portadores de mutacdes patogénicas de
BRCA (Kahn et al, 2006; Febbraro et al, 2015; Nilsson et al, 2017). O estudo de Buys
(2017) identificou mutacdes patogénicas em 5,9% das 35 000 mulheres estudadas com

cancro da mama que ndo cumpriam os critérios NCCN.

A identificacdo de portador tem varios beneficios clinicos potenciais, nomeadamente a
prevencdo (quimio-prevencdo e cirurgias profilaticas) (Cuzick et al, 2013; Rebbeck et al,
2004), e/ou diagnostico precoce (ressonancia magnética e mamografia), o planeamento
familiar, o diagnostico genético pré-implantacdo (Menon et al, 2007) e o beneficio na

utilizacdo de inibidores da PARP, que revelaram aumento de sobrevivéncia.
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No entanto, os critérios atuais de pedido de teste hereditario baseados na historia familiar
e clinica (Kang et al, 2006) tém varias limitagdes: estima-se que, quando é pedido o
rastreio genético BRCA de cancro da mama a partir dos critérios clinicos estabelecidos,
escapem pelo menos 30% das mulheres portadoras de mutagoes (Kang et al, 2006; Gabai-
Kapara et al, 2014) - estima-se que mais de 70% das doentes com cancro da mama
elegiveis para teste genético o falhem nos Estados Unidos (Childers, 2017); finalmente,
a percentagem de portadores assintomaticos (ainda sem cancro) rastreados é residual - no
Reino Unido estima-se que menos de 3% dos portadores de mutacdo BRCA tenham sido

identificados até ao presente (Manchanda et al, 2018).

Vérias razbes sdo elencadas para 0 acesso restrito e a subutilizacdo de testes genéticos:
hereditariedade via paterna, ma comunicacdo dentro e entre familias, dificuldade no
acesso a dados de salde nos sistemas de informacéo dos hospitais e cuidados primarios,
migracdo da populagéo, familias nucleares pequenas, falta de consciéncia da importancia
desta informac&o (por médicos de familia ou hospitalares) e o acaso.

Portanto, os modelos de pedido de teste baseados nos critérios atuais sdo manifestamente
inadequados para identificar portadores de BRCA. A solucdo para a identificacdo da
populacdo atingida e consequente prevencdo de cancro seria oferecer o teste de base
populacional e universal (Gabai-Kapara et al, 2014), o que hoje estd ao nosso alcance

com o acesso massificado a tecnologia NGS.

Considerando a comprovada eficacia das estratégias de reducao de incidéncia de cancros
associados a BRCA (Paluch-Shimon et al, 2016), o alargamento do teste genético além

dos critérios clinicos e historia familiar tem sido estudado.

Um estudo de Dana-Farber Cancer Institute (Boston, EUA) incluindo todas as 488
mulheres (sem considerar, portanto, critérios clinicos) com diagnostico de cancro da
mama identificou 55 mutacOes deletérias em 52 (10.7%) mulheres, distribuido por 6.1%
com mutagdes BRCA 1/2 e 4.6% com mutagdes em genes de predisposi¢do de cancro da
mama ndo BRCA (CHEK2, ATM, BRIP1, PALB2, PTEN e NBN) (Tung et al, 2016).
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7.1. Custo-eficacia de teste genético universal além de critérios clinicos

A introducdo de Next Generation Sequencing (NGS), baseada na amplificacdo clonal e
na sequenciacdo paralela maltipla, permite investigar mais genes em menor tempo e por

baixo custo (Kurian et al, 2018).

Um estudo noruegués demonstrou ser custo-eficaz pedir o teste BRCA a todas as
mulheres com diagndstico de cancro da mama o mais precocemente possivel, sobretudo
pela prevencdo nos familiares (Norum et al, 2018). O Unico custo revela-se mesmo o do
teste em si (cada vez menor), uma vez que a partir dai existem apenas ganhos econémicos

comparada ao critério da histdria familiar.

Estdo a surgir estudos de custo-efetividade em relacdo a painéis multigénicos alargados,
sobretudo incluindo genes ligados a recombinacdo homologa, como o PALB2, 0 ATM e
0 TP53, cujas doentes mutadas com cancro da mama beneficiam mais de mastectomia do
que de cirurgia conservadora, uma vez que tém risco de formacéo de sarcomas de tecidos

moles na area irradiada (Schon et al, 2018).

Um estudo anglo-americano publicado na JAMA concluiu ser custo-efetivo pedir um
painel multigénico a todas as mulheres com diagnostico de cancro da mama, comparando
com a pratica atual de teste BRCA baseada em critérios clinicos e histéria familiar. Um
ano de testes sem critérios estritos de selecdo poderia prevenir 2101 casos de cancro da
mama e cancro do ovario e 633 mortes no Reino Unido e 9733 casos de cancro da mama

e ovario e 2406 mortes nos Estados Unidos (Sun et al, 2019).

Em Israel, o teste de base populacional BRCAL/BRCA2 na populacdo Ashkenazi
permitiu identificar mais de 50% de portadores detetados com base em critérios clinicos
de historia familiar, além de diminuir a ansiedade na sociedade (Gabai-Kapara et al, 2014;
Manchanda et al, 2015). Alias, o rastreio universal de BRCA é mesmo considerado custo-
efetivo, considerando a prevaléncia de 2,5% das mutagdes fundadoras e os custos de

tratamentos, mortalidade e perda de qualidade de vida por cancro (Michaan et al, 2021).
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Nos Estados Unidos, uma andlise custo-efetividade de pesquisa de BRCA1/2 e outros
genes de penetrancia alta/moderada (RAD51C, RAD51D, BRIP1 e PALB2) em
populacdo ndo selecionada nos Estados Unidos da América (EUA) e no Reino Unido
(RU) concluiu que o teste a toda a populacdo é mais custo eficaz que qualquer sistema
baseado em critérios clinicos ou historia familiar pois permitiria prevenir um consideravel
namero de cancros da mama (1.86% no RU e 1.91% nos EUA) e de mortes por cancro
da mama (523 por milhdo de mulheres no RU e 367 por milh&o nos EUA) (Manchanda
et al, 2018). Nos Estados Unidos as contas estdo feitas: é custo-eficaz testar todas as

mulheres desde que o teste custe menos de 2432 ddlares (Sun et al, 2019).

Também a Australia demonstrou ser custo-eficaz o rastreio de base populacional de
mutacdo BRCA (Campbell et al, 2017).

Em conclusdo, o conhecimento o mais completo possivel de variantes germinais

patogénicas de genes associados a cancro da mama permite:

» Personalizacdo molecular e genética das decisdes clinicas, cirdrgicas e
farmacoldgicas em doenca precoce e doenca avancgada, deixando de estar
dependente apenas do diagndstico histologico e estadio da doenca, de que séo
exemplos a quimio-prevencdo com tamoxifeno e as intervencdes profilaticas
cirrgicas redutoras de risco como mastectomia e ooforectomia (Bellcross et al,
2011).

» desencadear um protocolo personalizado de vigilancia e prevencdo secundaria e
primaria.

» Mediante aconselhamento genético, identificacdo de familiares em risco para
implementar a vigilancia e prevencdo oncoldgicas através de intervencdes

preventivas ou redutoras de risco.
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Risco de cancro mama

Risco de recidiva local

Risco de segundo cancro
ipsilateral

Risco de cancro da
mama contralateral
(aos 10 anos)

Risco de cancro ovario
Tamoxifeno

Mastectomia redutora
de risco

Mastectomia
contralateral
Salpingo-ooforectomia
bilateral

REG T ETIE]

Inibidores de PARP
(olaparib)

Quadro 8: Implica¢des na prevencdo, diagnostico e tratamento do diagnéstico mutagdo BRCA1/2.

Assintomatica

portadora BRCA mutado

BRCAL: 45%
BRCA2: 65%

intencao curativa

5%
Baixo

5%

BRCAL: 39%

BRCA2: 11%

redugdo de risco de cancro da
mama 50%

RMN mamaria anual a partir
dos 25-29 anos; Mamografia
intervalo aos 30 anos.

reduz o risco de cancro da
mama >90% (95% se
combinada a ooforectomia
bilateral).

Reduz mortalidade global em
77% (Finch et al, 2014)

Beneficio de platinos

Sem beneficio

Doente ndo-BRCA com

Doente BRCA com intengao
curativa

23.5%

BRCAL: 27%

BRCA2: 19%

BRCAL: 21%

BRCAZ2: 10.8%

Risco de 2° tumor: 25%, idade <41 anos

reducdo de risco de cancro da mama de
62% e 67% (independente de RE)

Reduz risco de morte por cancro da mama

em 48%

Né&o reduz mortalidade global

reduz risco de cancro da mama (50%) e de

cancro seroso pélvico (90%)

Reduz mortalidade global em 68%
Mesmo beneficio

Sem beneficio de platinos

Aumenta sobrevivéncia livre de doenca
(previne recidiva e segundos cancros)

Doente BRCA com
inten¢ao nao curativa

Beneficio de platinos

Aumenta sobrevivéncia livre de
progressao

Fonte

Antoniou et al., 2003

Pierce et al, 2010

Bigliaetal., 2016

Graeser et al, 2009

Van den Broek et al, 2016
Malone et al, 2010
Antoniou et al., 2003
Phillips & Lindeman, 2014.

Runowicz et al., 2016

Hartmann & Lindor, 2016

(Metcalfe et al., 2015).

Finch et al, 2014

estudo INFORM
estudo TNT
OlympiAD
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7.2. Consideraces éticas sobre pesquisa genética

A ética dedica-se a anélise sistemética da vida moral e dos seus conflitos. A ética
biomédica (bioética) € um dominio interdisciplinar que se debruca sobre o estudo

sistematico dos problemas éticos que se colocam a investigacao, a medicina e a sociedade.

Uma teoria ética moral é uma concecdo sistematica do que deveremos ou ndo fazer
moralmente no plano individual e coletivo — procura do bem -, 0 que permite guiar as
decisdes e justificar ou avaliar no plano moral as ac¢des individuais, intervencdes e as
politicas publicas (o justo). Existem dois grupos opostos de teorias éticas normativas: de
um lado, as teorias utilitaristas, baseadas nas consequéncias e, do outro lado, as teorias

deontoldgicas, baseadas nos direitos e na ética da virtude.

O utilitarismo é uma teoria ética normativa que identifica o bem a utilidade e o justo ao
que maximiza a utilidade. Para o utilitarismo, o bem - ou aquilo que tem valor - é
unicamente a utilidade. A primeira formulacéo de utilidade é tdo simplesmente o prazer
e a auséncia de sofrimento, sendo o mal definido como o sofrimento e a privacdo de
prazer. A definicdo de utilidade evoluiu para as preferéncias expressas dos individuos se
na posse de toda a informacao e tendo as capacidades cognitivas necessarias para fazerem
escolhas esclarecidas. Outros definem a utilidade como a satisfacdo de certos interesses

comuns a todos, como ter acesso a alimentacado, saude e habitacdo.

As teorias utilitaristas sdo consequentalistas porque determinam o valor moral das a¢des
e das politicas em funcdo unicamente das suas consequéncias, em lugar das carateristicas
intrinsecas das a¢es e a intencdo dos agentes morais. Ou seja, para 0s consequentalistas,
nenhuma acao é justa ou injusta (boa ou ma) em si mesma. As ac¢des sao, sim, concebidas
como instrumentos que podem ser mais ou menos Uteis, mais ou menos eficazes para
fazer o bem. Portanto, para o utilitarismo, como diz Honderick (Honderick, 1995), o valor
moral das acGes e das politicas é determinado em funcdo dos seus efeitos sobre a
quantidade de utilidade no mundo. Para determinar o valor das diferentes opcoes
consideradas numa determinada situacdo, ¢ usada uma férmula que tem em conta o
resultado da adicdo da utilidade produzida (ex: ganho de prazer) e o da subtragéo da

utilidade perdida (ex: sofrimento).

A maior parte das teorias utilitaristas exige que cada acao ou politica seja examinada para
determinar aquela que pode maximizar a utilidade num contexto especifico. A agdo ou

politica que demonstre maior utilidade final € aquela considerada moralmente obrigatoria.
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E o chamado utilitarismo de ato ou consequentalismo direto (em oposi¢ao ao utilitarismo

de regra).

A simplicidade do utilitarismo deriva do facto de se fundar num dnico principio: o
principio da utilidade. Consequentemente, tem a vantagem de ndo necessitar de ponderar
diferentes principios que possam entrar em conflito numa avaliagdo moral néo utilitarista,
como por exemplo a autonomia e a equidade ou o direito a privacidade ou o direito a
informacdo. O utilitarismo, utilizando métodos quantitativos de calculo da utilidade e
procurando a maximizacdo do bem no mundo, tende a oferecer respostas mais claras,

simples e precisas do que a visdo deontologica.

Uma outra vantagem do utilitarismo é a imparcialidade, uma vez que o célculo da
utilidade de qualquer acdo, politica ou regra considera de maneira estritamente igual o0s
prazeres/sofrimentos, as preferéncias ou os interesses de todos os que podem ser afetados.
O objetivo é maximizar a utilidade em geral e ndo apenas a utilidade de alguém ou de um

grupo social.

Por conseguinte, o utilitarismo apenas justifica moralmente a concentracéo de recursos e
de poder nas mdos de uma minoria se ela permitir maximizar a utilidade. Por regra, o
utilitarismo pugna pela redistribuicdo dos recursos dos mais ricos e poderosos para 0s

mais pobres, que poderdo retirar em principio maior utilidade daqueles.

Procurando maximizar a utilidade, o utilitarismo publico pode justificar a protecdo de
bens comuns mesmo contra algumas preferéncias individuais ou alguns direitos morais.

Um exemplo é a vacinacdo obrigatdria.
As carateristicas do utilitarismo na saude:

» Maximizacdo do bem que é a saude da populacdo, sendo as a¢Bes avaliadas em
funcdo dos ganhos e das perdas por escalas eficiéncia econdmica de
custo/utilidade como os Anos de vida ajustados em funcdo da qualidade (QALY
em inglés) ou os Anos de vida corrigidos da incapacidade (DALY)

» Atencao as consequéncias de um ato especifico ou ligadas a linhas diretoras

» Procura de obtencdo de um efeito a escala das populagdes e ndo dos individuos

» Imparcialidade.
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No entanto, uma das maiores criticas feitas ao utilitarismo é a complexidade e mesmo
impossibilidade do célculo da utilidade. E muito dificil identificar, medir e comparar
efeitos de acBes ou de politicas sobre bens diferentes uns dos outros (ou seja, prazeres,
sofrimentos, preferéncias ou interesses) entre pessoas diferentes, com diferentes reactes
a um mesmo bem ou a um mesmo mal. Por exemplo, usando apenas principios
utilitaristas, o decisor politico com um orgcamento limitado teria muita dificuldade em
calcular o que produziria maior utilidade pablica: se investir na habitacdo social ou dotar
o0s hospitais de mais profissionais de saude, por falta de dados objetivos, 0 que poderia

paralisar a tomada de uma deciséo.

Outra critica que Ihe € dirigida é considerar apenas a quantidade da utilidade e ndo a sua
distribuicdo entre as pessoas ou grupos, ou seja, hdo considerar a equidade e a autonomia.
Assumindo que as decisdes politicas afetam uma pluralidade de pessoas, a ética deve
incluir um principio de justica independente que possa contrabalangar o principio da
utilidade, ou chega, deve rejeitar a base da ética unicamente no principio da utilidade,
também para evitar a tirania da maioria. Num exemplo extremo, mesmo que a maioria
das pessoas desejasse (preferéncia e prazer) circular de automdvel a alta velocidade nas
localidades, o principio da quantidade de utilidade ndo poderia sobrepor-se a autonomia
e ao direito a integridade fisica que seria o sofrimento de uma minoria de pessoas

atropeladas e mortas, porque todos os prazeres ou preferéncias ndo se equivalem.

Assim, apesar das carateristicas do utilitarismo serem coerentes com a pratica da salde
publica (maximizar o bem que é a salde da populacdo), sdo varias as criticas ao

utilitarismo na saude:

» A maximizacdo da saude ndo corresponde sempre a maximizacdo da utilidade,
porque existem outros bens a considerar também.

> E preciso incluir um principio de equidade, além da maximizacdo da salde da
populacéo.

» A avaliacdo das acOes, programas e intervencdes em saude publica ndo pode

restringir-se a avaliacGes econdmicas de eficacia.

Por conseguinte, a satde publica deve adotar o principio da utilidade, entre outros, mas

ndo o utilitarismo.
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Segundo o principio proposto para a ética biomédica e clinica por Beauchamps e
Childress, a evolugéo no campo da ética tem sido a conservagao do principio da utilidade,
mas rejeitando a pretensdo utilitarista de cobrir a totalidade do campo da ética em salde
publica apenas com esse principio. O principio da utilidade deve estar em pé de igualdade
com os principios de igualdade, justica, autonomia, etc. Na saude, o principio do risco
passou a denominar-se principio da proporcionalidade do risco, dos custos, das
desvantagens e das vantagens e dividiu-se em varios principios como o da eficécia e da

eficiéncia (Beauchamps e Childress, 2019).

Pelo contrério, a visdo deontoldgica (ou ndo consequentalista) defende que a moralidade
de uma acdo ndo depende das suas consequéncias, mas antes da sua natureza intrinseca
ser justa ou injusta. O expoente maximo é o kantianismo, do filésofo aleméo Immanuel
Kant, que considera errado tratar as pessoas como meros instrumentos para outros fins,
independentemente das consequéncias. Outra teoria enquadrada na visao deontoldgica é
o libertarianismo/liberalismo (Nozick), que defende os direitos naturais basicos a vida, a
liberdade e a propriedade, sobrando ao Estado apenas o dever de assegurar 0 respeito
pelos direitos individuais e 0 ndo atropelo dos direitos individuais que colidam com 0s
dos demais (Petrini, 2010; Lee, 2012; Meagher, 2011).
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8. Objetivos da investigacao

O cancro da mama e 0 cancro gastrico constituem atualmente um grave problema de
salde publica, pela elevada incidéncia em idade precoce e mortalidade crescentes,
colocando-se a hipdtese de estarem envolvidos fatores genéticos hereditarios - para além
dos ambientais - que ndo estdo plenamente identificados e transpostos para a prética

clinica.

No cancro da mama, a diminuicdo de mortalidade tem sido alcancada através do
diagndstico precoce (prevencdo secundaria) em programas de rastreio universal por
mamografia, da maior eficacia dos tratamentos e das estratégias terapéuticas
multidisciplinares, destacando-se a combinacdo sinérgica de terapéuticas locais e
sistémicas, de que sdo exemplos a quimioterapia com taxanos e platinos, a terapia
bioldgica dirigida a HER2 positivo e os inibidores de ciclinas. No entanto, mesmo
tumores em estadios precoces (I e Il), aparentemente curdveis, metastizam em 30% dos
casos, revelando que a tradicional classifica¢do do cancro da mama por tamanho e locais
de invasdo, combinada com a histologia, ndo fornece dados suficientes para prever quais
0S tumores que realmente sdo mais agressivos e correm maior risco de recidiva,
metastizacdo futura e morte. A biologia molecular tem revelado mutagdes germinais
patogénicas e mutacfes somaticas (assinaturas genéticas) associadas a cancros da mama
de pior progndstico que também sdo preditoras de resposta a medicamentos e estratégias

de mitigacdo de cancro.

A identificacdo precoce de mutacBes patogénicas germinais permitira providenciar
aconselhamento genético e adotar estratégias de reducéo de risco de desenvolvimento de
cancro da mama em portadores e seus familiares, dada a possibilidade de prevenir de
forma priméria (cirurgia e quimioprevencao) e secundaria (rastreio personalizado). Além
disso, permite em alguns casos também tratar de forma personalizada, nomeadamente no
cancro da mama, onde conhecidos e novos farmacos surgiram nos ultimos anos

respetivamente redescobertos ou dirigidos a alteragcbes moleculares especificas.
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As mutacOes dos genes BRCAL1/2 comprometem a reparacdo do DNA e facilitam a
formagdo de cancro da mama e do ovario, bem como de outros tumores. Assim, torna-se
relevante identificar as populagdes no Alentejo portadoras de mutacdes dos genes
BRCAU1/2 e de outros genes de elevada penetrancia, uma vez que os estudos em Portugal
se tém concentrado no litoral centro e norte. E assim possivel prevenir primeiros e
segundos tumores em individuos e familias de risco, quando se prevé uma subida

vertiginosa de incidéncia de cancro até 2040.

Finalmente, as mutacGes no gene CDHL1, codificante para a caderina-E, desempenham
um papel fulcral no desenvolvimento da sindrome do cancro gastrico difuso hereditério e
do carcinoma lobular da mama; embora ja tenham sido identificadas algumas mutacdes
do DNA germinal na populacéo portuguesa relacionadas com esta sindrome, o panorama

nacional é essencialmente desconhecido.
Nesse sentido, sdo objetivos deste trabalho:

» Revisdo da literatura sobre cancro da mama, nomeadamente a epidemiologia e
classificagdo, e a importancia das mutagdes germinais associadas a cancro da
mama e do estdmago.

» ldentificar as mutacGes germinais relevantes nos genes de elevada e moderada
penetrancia para cancro da mama e a mutacdo CDH1 no cancro géstrico difuso;

» Definir o perfil de mutagdes destes genes numa amostra de doentes portugueses,
com suspeita de Sindrome de Cancro da Mama e Ovario Hereditario (HBOC) e
sindrome de cancro gastrico hereditario e perceber se os critérios de selecdo de
pacientes para este estudo serdo os mais corretos e fidedignos;

» Determinar relacdo entre presenca de mutacdes e variaveis como idade, histdria
familiar, histologia e estadiamento;

» Auvaliar a importancia da informacdo genética para a proposta de medidas

redutoras de risco e terapia personalizada e de preciséo.
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9. Pertinéncia da investigacao

O cancro da mama e 0 cancro gastrico constituem um grave problema de salde publica,
dada a sua elevada incidéncia em idade precoce e mortalidade crescentes, apesar da

evolucdo terapéutica.

Por conseguinte, coloca-se a hipOtese de estarem envolvidos fatores genéticos
hereditarios - para além dos ambientais - que ndo estdo plenamente identificados e

transpostos para a pratica clinica.
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Capitulo 11

METODOLOGIA
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1. Identificacdo da populacdo elegivel
1.1. Populagdo com cancro da mama

Apbs aprovacio pelos Conselhos de Etica da Universidade de Evora e do HESE, foi feita
a identificacdo de doentes com diagndstico anatomo-patoldgico de cancro da mama e/ou
cirurgia mamaria no HESE no Hospital de Evora, residentes no Alentejo, e
potencialmente portadores de mutacdes germinais nos genes ; afetadas por cancro da
mama em processo de diagndstico, em tratamento ou em seguimento clinico,
independentemente da presenca de doenca ativa, que estiveram nas consultas de
oncologia médica do Hospital do Espirito Santo em 2019, 2020 ou 2021 e a quem foi
pedido pelo clinico, ap6s consentimento informado e esclarecido, um painel hereditario
segundo critérios de inclusdo mais alargados do que a NCCN para estudo genético em
2019, nomeadamente: histéria familiar (cancro mama, ovario, pancreas ou préstata) sem
limite de idade; até 60 anos com cancro da mama triplo negativo ou HER2 positivo; idade

até 55 anos, independentemente do subtipo intrinseco.

Foram considerados critérios de exclusdo pacientes do sexo masculino, mulheres cujo
cancro da mama foi diagnosticado antes do ano 2008 e aqueles cujos dados clinicos

estavam incompletos.

1.2. Populagdo com cancro gastrico do subtipo difuso

Identificacdo de doentes com diagndstico anatomo-patolégico de cancro gastrico do
subtipo difuso, submetidos a biopsia ou cirurgia gastrica no HESE no Hospital de Evora,
residentes no Alentejo, em seguimento clinico, independentemente da presenca de doenca
ativa, e a quem foi pedido estado mutacional germinal do gene CDH1, de acordo com 0s
critérios estabelecidos pelo International Gastric Cancer Linkage Consortium (IGCL):
dois casos de cancro gastrico na familia, um confirmado como cancro gastrico de tipo
difuso antes dos 50 anos; ou trés casos confirmados de cancro gastrico difuso em
familiares de 1° e 2° graus, independentemente da idade; ou cancro gastrico difuso num
individuo com menos de 40 anos; ou historia familiar ou pessoal de cancro gastrico difuso
ou cancro lobular da mama, um deles diagnosticado antes dos 50 anos; ou células em anel
de sinete in situ e/ou células em anel de sinete com disseminagao “pagetoide” adjacentes.

Foram excluidos pacientes cujos dados clinicos estavam incompletos.
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2. Recolha e tratamento de dados clinicos em base de dados

Foram recolhidos os dados de cada doente testada presentes nos registos clinicos sobre:
idade ao diagndstico, historia familiar, classificacdo histolégica do tumor, grau de
diferenciacéo, classificagdo molecular (no cancro da mama), indice mitotico,

estadiamento ao diagndstico, tipo de tratamento e estado de recidiva de cada doente.

A informacdo a utilizar foi apenas a necessaria para a execucdo do estudo e colhida de

forma oportunista. Os dados foram disponibilizados de forma anonimizada.

Os dados clinicos foram transferidos para uma base de dados, protegida de acordo com o
regulamento geral da protecdo de dados, inicialmente construida em formato Excel e
sobre a qual posteriormente foram realizadas analises estatisticas e descritivas dos dados
obtidos relativos a populacdo em estudo no programa SPSS, sob orientacdo do Professor
Russell Alpizar-Jara do Departamento de Matematica da Universidade de Evora. Foi

usado o teste exato de Fisher para calculo do valor p da diferenca entre grupos estudados.

3. Detecdo e identificacdo de mutacdes germinais

3.1. Colheita da amostra sanguinea e isolamento de DNA

Nas 113 doentes de cancro da mama identificadas como de risco de cancro hereditério,
apos consentimento informado e esclarecido, extraiu-se ADN a partir de 1200ul de
sangue periférico total apos colheita em tubos de 10ml com EDTA. A extracdo de ADN
foi feita com o kit de extracdo QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany),
devidamente otimizado para o extrator automatico QIAcube® (Qiagen, Hilden,

Germany). Apds extracdo do ADN procedeu-se a quantificacdo por espectrofotometria.

Nos 9 doentes com diagnostico de cancro gastrico difuso cumprindo os critérios
elencados anteriormente, uma amostra de ADN foi isolada a partir de células do sangue
periférico, tendo sido submetidas a pesquisa de mutagdes pontuais e pequenas delecdes/
duplica¢des no gene CDH1 através da metodologia de sequenciacdo designada por Next

Generation Sequencing (NGS).
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3.2 Painéis Sequenciacdo de Nova Geracdo (NGS)

A Sequenciacdo de Nova Geracdo (NGS) é uma tecnologia avancada de sequenciacao
genética que permite, num Unico teste, analisar varios genes ou o exoma completo. Os
painéis NGS consistem na sequenciagdo simultanea de multiplos genes associados a uma
determinada doenca ou fenotipo (Richards et al, 2015), permitindo um diagnéstico
molecular mais rapido, eficaz e com custo muito inferior ao da sequenciacdo pelo método
de Sanger (que permite apenas a analise sequencial de genes). Contudo, ndo permite
identificar delecdes e exige que todas as alteracdes identificadas por NGS e classificadas
como patogénicas ou provavelmente patogénicas sejam confirmadas por sequenciagéo de
Sanger.

O procedimento da NGS obedece as seguintes etapas:

1. Isolamento de amostra de DNA a partir de células do sangue periférico.

2. Preparacéo da biblioteca NGS e enriquecimento das regides alvo.

3. Alinhamento da sequéncia contra o0 genoma humano de referéncia para detetar
variantes e potenciais mutacoes.

4. Anélise de dados das variantes encontradas por NGS, identificando as
patogénicas ou potencialmente patogénicas.

5. Confirmacdo por sequenciacdo de Sanger de todas as mutacGes ou variantes
com importancia clinica, no intuito de eliminar possiveis artefactos e falsos
positivos.

6. Andlise e interpretacdo dos resultados de sequenciagdo por geneticistas

qualificados.

3.3 Painel NGS para detecdo de mutacGes patogénicas

Para a dete¢do de mutacBes germinais foi utilizado um painel multi-génico disponivel no
mercado (Germano de Sousa), no qual foram analisados todos os exdes e transicOes
intrdo-exdo (no minimo +/- 5pb) por sequencia¢do de nova geragdo (NGS) através da
plataforma lonTorrent (lon GeneStudioTM S5 System) (lon Torrent | Thermo Fisher
Scientific — PT, n.d.).

Foi utilizado o painel 4013 — Cancro da mama e ovario hereditario (30 painel). Anéalise

de todos os exdes e das transi¢fes intrdo-exdo (no minimo +/- 5pb) dos genes BRCA1
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(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).

A amplificacdo foi feita com o lon AmpliSeqg™ On-Demand Panel e lon AmpliSeq™
Library Kit 2.0 (Amplicon based). A preparacdo das bibliotecas foi feita com lon 510 &
lon 520 & lon 530 Kit-Chef. Foi garantida uma profundidade média de cobertura superior
a 250x, com uma uniformidade > 65%, e uma cobertura minima a 20x superior a 98.5%.
Todas as variantes reportadas, se declaradas patogénicas ou provavelmente patogénicas,
e ocorrendo em regides codificantes com frequéncias maiores que 30%, foram

confirmadas por sequenciagao de Sanger.

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). Insercao
ALU analise da mutagao fundadora portuguesa (c_156 157 inser¢cao 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). Todas as amostras positivas para a inser¢do Alu foram validadas por

tecnologia de Polymerase Chain Reaction (PCR).

Para doentes com cancro gastrico, foi feita a analise de todos os exdes e das transi¢oes
intrdo-exdo do gene CDH1 (OMIM:192090) por sequenciacdo de nova geracdo, seguida
de validacdo de variantes por sequenciacdo de Sanger. A anotacdo das variantes foi feita
tendo como referéncia a versdo GRCh38 do genoma humano, e com base na informacao
contida nas bases de dados ClinVar (20171203), DGVa (201710), COSMIC (82), CIVIC,
dbSNP (150), HGMD-PUBLIC (20172), EBI Variation HomoSapiens 91-38 e EBI
Variation HomoSapiens 91-38. A previsdo dos efeitos de mutagdes nos casos de variantes
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ndo patogénicas foi feita com recurso aos metodos PolyPhen, SIFT, LoF, Condel,
BLOSUMG62, CAROL e fathmm-MKL.

3.4 Bioinformatica utilizada na analise NGS

Apdbs a grande quantidade de dados de sequenciacdo obtidos por NGS, é necessario
utilizar ferramentas bioinformaticas para decifrar o genoma sequenciado (Schadt et al,
2010; Pabinger et al, 2013). Em primeiro, é estabelecida uma pipeline analitica, que
comeca na garantia de qualidade das reads obtidas na sequenciagdo e na montagem do
genoma atraves do alinhamento das reads contra um genoma de referéncia, obtido através
de duas fontes principais: University of California Santa Cruz (UCSC) (http://genome-
euro.ucsc.edu) ou Genome Reference Consortium (GRC) do National Center for
Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/assembly/grc). Segue-se a identificacao e
a anotacdo de variantes para inferir a relevancia biologica destas. As “reads” obtidas
diretamente do sequenciador de baixa qualidade s&o removidas, cortadas ou corrigidas.
Os sequenciadores produzem a informacdo da sequéncia de bases, mas também relatam
uma estimativa da probabilidade de erro para cada base identificada (“Phred Quality
Score”). Apos o0 alinhamento a informacdo é organizada em ficheiros com o formato
Sequence Alignment Map (SAM), os quais armazenam a informagéo do alinhamento das
reads com a referéncia. O formato Binary Alignment Map (BAM) € a versao comprimida
em formato binario do ficheiro SAM. Apo6s o alinhamento das reads, é feita a
identificacdo de variantes, em que sdo identificados os locais, tipos e contetdo das
variantes especificas de um determinado genoma individual, nomeadamente SNPs e
pequenos INDELs, SVs e CNVs. As variantes sdo registadas num ficheiro de formato
Variant Call Format (VCF), um formato criado pelo projeto dos 1000 Genomas, para
guardar informacdes relativas as variantes detetadas de forma compactada e de facil
acesso. Apos a identificacdo da ocorréncia de variantes, a anotacdo permite estabelecer
quais as alteracdes que efetivamente provocam alterac@es funcionais e prever qual o seu
valor no fenotipo. Com recurso a ferramentas de anotacdo € possivel comparar as
variantes com bases de dados existentes; prever in silico os efeitos das alteracGes; obter
informacdo evolutiva (zonas conservadas); frequéncias alélicas; alteracGes na sequéncia

de proteinas e a posi¢do cromossémica relativamente a locais com interesse funcional.
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Para avaliar o seu contexto gendémico e impacto clinico, as variantes restantes foram
cruzadas, usando como referéncia NCBI dbSNP (build 154), NCBI Clinvar (13-Jul-
2021), Varsome (versao estavel - Jul 2021) e Variacdo EBI HomoSapiens (13-Jul-2021).
A previsao de patogenicidade foi realizada com PolyPhen (4.1), SIFT (4.1), LoF (4.1) e
fathmm-MKL (4.1) e frequéncias de bancos de dados populacionais por GnomAD (2.1.1)
e EXAC (18-set-2018).

Por fim, as variantes foram classificadas de acordo com o American College of Medical
Genetics e as diretrizes e nomenclatura da Genomics (ACMG) seguindo a Human

Genome Variation Society (HGVS) (http://www.HGVS.org/varnomen). As variantes que

foram classificadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas nas regides-alvo
foram confirmado usando o sequenciamento de Sanger. As regides segmentadas cobertas
com menos de 10 leituras foram também sequenciadas com sequenciacdo de Sanger.

A notificacdo foi realizada no contexto de uma Unica transcri¢do clinicamente relevante
usando Nomenclatura de genes aprovada pelo HGNC e nomenclatura de mutacdo
seguindo as diretrizes HGVS.

Variantes que apresentaram frequéncia superior a 18% e profundidade de leitura de 10 ou

mais no regides-alvo foram considerados para analise posterior.

3.5 Sequenciacéo por Sanger

Para confirmacdo de mutacdo e detecdo de delecdes, foi usada a tecnologia de Sanger,
cujo principio se baseia na extensdo enzimatica da cadeia de DNA e na sua inibi¢do pela
insercdo de um nucleotideo analogo ao desoxinucleotideo (ANTP), sé que deficiente do
grupo 3'-hidroxila (3'OH), o didesoxinucleotideo (ddNTP). Para que a sintese possa
ocorrer, a enzima DNA polimerase tem de catalizar a reacdo entre o grupo 3'-hidroxila do
nucleotideo anterior e o grupo 5'-fosfato do préximo nucleotideo a ser adicionado na
cadeia. A auséncia do grupo 3'-hidroxila, no didesoxinucleotideo, impede que tal reacdo
aconteca e, desta forma, a sintese é interrompida no ponto em que o didesoxinucleotideo
é incorporado. Esse nucleotideo modificado é, portanto, o elemento chave da técnica de
Sanger, por causa de sua capacidade de interromper a reacdo usando dNTPs marcados

com fluordforos especificos para todas as bases (Griffiths et al., 2012).
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4. LimitacOes do presente estudo genético

a)

b)

Este teste ndo exclui a existéncia de variantes patogenicas fora das regides
sequenciadas, nomeadamente regides regulatorias a montante do gene ou
nos seus introes.

Ndo exclui também a possibilidade de variantes de outro tipo,
nomeadamente grandes rearranjos.

Finalmente, este teste ndo exclui a possibilidade de variantes em outros
genes ndo pesquisados neste estudo, nomeadamente no cancro gastrico do
subtipo difuso em que apenas foi considerado o gene CDH1 (teste

monogénico na suspeita de cancro gastrico difuso hereditario).
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2. ldentificacdo e analise da prevaléncia de mutacdes
germinais

2.1.Prevaléncia de mutacdes na populacéo estudada

Neste estudo foram selecionados 122 doentes, dos quais 113 tinham cancro da mama e 9
cancro do estdmago. Registaram-se um total de 37 mutagdes germinais patogénicas ou
VUS no grupo estudado, mas todas encontradas num grupo de 33 mulheres (27% do total)
com diagndstico de cancro da mama (Quadro 9). As mutacBes germinais (patogénicas ou
de significado indeterminado/VUS), mais frequentes foram encontradas nos genes
BRCA2 (8/122), das quais 5 patogénicas e 3 VUS; BRCAL (4/122), das quais 3
patogénicas e 1 VUS; MUTYH (4/122), das quais 3 patogénicas e 1 VUS; PALB2
(3/122); ATM (3/122); e RECQLA4 (2/122). Foram registadas mutag0es ainda nos genes
MSH2, MSH6, PMS2, NF1, MRE11A, RAD51C, NBN, SMARCA4, embora a maioria
destas tenham sido VUS (Quadro 9).

Na maioria dos casos foi encontrada uma mutacao por doente com excec¢édo da doente 14
onde coexistiam 2 mutacOes (genes ATM e PALBZ2) e na doente 30 onde se encontraram
3 mutacdes VUS (BLM, ATM e CHEK?2).

De realcar ainda que na quase totalidade dos casos se encontraram mutacdes diferentes
com excecdo das mutacBes patogénicas ¢.5329dup (p.GIn1777 Profs Ter74) no exdo 19
do BRCA1 e ¢.156_157 insAlu no exdo 3 do BRCA2 que se repetiram nas doentes 3 e 8
e 6 e 7, respetivamente, sugerindo maior prevaléncia destas na populacdo (Quadro 10 e
Figura 36).

Foi encontrada em duas doentes, uma com cancro gastrico e outra com cancro da mama,
a variante c.-54G>C CDH1, localizada no exao 1 na regido 5’UTR na regido promotora
do gene CDH1, inicialmente definida como provavelmente patogénica mas reclassificada
como benigna um ano depois de descoberta.
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Quadro 9: MutacBes germinais patogénicas, provavelmente patogénicas ou variantes com significado
desconhecido (VUS) em 33 doentes.

Gene Mutagao patogénica Local Tipo Zihgr:icf‘i:ado Doente
ATM c.1236-22>G Exdo 9 Splicing Patogénica 14
ATM ATM ¢.4091T>C (p.Asp1364Gly) Coddo 1364 Missense Vus 16
ATM variante p.Thr1697Ala Exdo 34 Missense Vus 24
ATM variante c.2124+12del (-1) Intrdo 13 Delegdo Vus 29
ATM €.4802G>A p.(Ser1601Asn) Exdo 32 Missense Vus 30
BLM variante c.191A>T p.(Asp64Val) Exdo 3 Missense VUs 30
BRCA1 €.1333G>T (p.Glu 445Ter) Exdo 10 Non sense Patogénica 1
BRCA1 €.5329dup (p.GIn1777 Profs Ter74). Exdo 19 Frameshift Patogénica 3
BRCA1 €.5266dup p.(GIn1756 ProfsTer74) Exdo 19 Frameshift Patogénica 8
BRCA1l p.Vall1145Phe Ex3do 10 Missense VUS 24
BRCA2 ¢.7171dup Exdo 14 Frameshift patogénica 2
BRCA2 ¢.8866-25_8988-2133dup Exdo 21 Duplicagao Patogénica 4
BRCA2 LRG_293t1: ¢.8642_8729dup Exdo 21 Frameshift Patogénica 5
BRCA2 ¢.156_157 insAlu Exdo 3 Insergao Patogénica 6
BRCA2 ¢.156_157 insAlu Exdo 3 Insergao Patogénica 7
BRCA2 C.4616T>C (p.Leu1539Ser) f:;:lm BRC VUS 22
BRCA2 variante ¢.3262C>T Exdo 11 Missense VUus 26
BRCA2 variante ¢.9442G>T p.(Ala3148Ser) Exdo 25 Missense VUus 31
CHEK2 ¢.1091A>C p.(Glu364Ala) Exdo 10 Missense VUS 30
MRE11A €.315-5_315-4del Intrdo 4 Splicing VUS 21
MSH2 €.1571G>A (p.Arg524His) Exdo 10 Missense Patogénica 15
MSH6 p.Glu619Asp (rs63751121) VUus 17
MUTYH C.527A>G (p.Tyr176Cys) Exdo 7 xr:sy”o”y Patogénica | 9
MUTYH €.1178G>A (p.Gly393Asp Exdo 13 Missense Patogénica 10
MUTYH c.734G>A p.(Arg245His) Exdo 9 Missense Patogénica 13
MUTYH p.Arg200Cys (rs587780748) Exdo 8 vUS 18
NBN variante ¢.517A>G (p.Lys173Glu) Exdo 5 Missense VUs 28
L smsimeenen o sw w2
NF1 variante ¢.587-16del Intrdo 5 Delegdo VUs 27
PALB2 €.2323C>T (p.GIn775Ter) Exdo 5 Nonsense Patogénica 11
PALB2 PALB2 c.2257C>T p.(Arg753Ter) Exdo 5 Nonsense Patogénica 14
PALB2 €.3194C>G (p.Ser1065Cys) Exdao 11 Missense Vus 20
PMS2 c.857A>G (p.Asp286Gly) Ex30 8 Milssense VUs 19
PMS2 €.250A>C (p.Thr84Pro) Exdo 3 Missense VUs 25
PTEN c.96del p(lle33LeufsTer21) Frameshift Patogénica 12
RAD51C RAD51C ¢.492T>G (p.Phel64Leu) Exdo 3 Missense VUs 23
RECQL4 variante ¢.2217C>T p.(Thr739=) Exdo 14 Missense VUs 32
RECQL4 variante ¢.3317G>A p.(Arg1106His) Exdo 20 Missense VUs 33
SMARCA4 variante ¢.859+15C>T Intrdo 5 VUus 32
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As mutacOes patogénicas ou provavelmente patogénicas apenas foram encontradas nas
113 doentes com diagndstico de cancro da mama. Entre estas, 15 (13,3%) apresentaram
mutacBes germinais patogénicas ou provavelmente patogénicas (figura 36), cuja
prevaléncia se distribui de modo decrescente pelos genes BRCA2 (5/113 ou 4,4 %),
BRCAL (3/113 ou 2,7 %), MUTHY (3/113 ou 2,7 %), PALB2 (1,8 %) e, finalmente,
ATM, MSH2 e PTEN (0,9% cada um) (figura 36). E de notar que uma das mulheres teve
duas variantes patogénicas de genes diferentes, logo nas 15 mulheres foram encontradas
16 mutacBes patogenicas. Entre estas, as variantes nos genes BRCA foram as mais
prevalentes, constituindo 50% do total, com 0 BRCA2 e 0o BRCAL representando 31,3%
e 18,8% do total, respetivamente. Outros genes encontrados foram o MUTYH (18,8%),
0 PALB2 (12,5%), 0 ATM (6,3%), 0 MSH2 (6,3%) e 0 PTEN (6,3%).

Percentagem

, )
Auséncia  BRCAY BRCAZ MUTHY PALB2 PTEN ATM
=

Mutagio Germinais

Figura 36: Distribuicdo em percentagens das mutaces germinais patogénicas ou provavelmente
patogénicas. A direita, a vermelho doentes com mutacdes BRCA e a verde doentes com mutacdes ndo-
BRCA.

2.2. Descricdo detalhada bioquimica, clinica e funcional de cada
mutacdo patogenica encontrada

Apresentam-se agora as mutacdes encontradas nas doentes estudadas com cancro da
mama, divididas entre mutacOes patogénicas BRCA 1 BRCA2, mutagdes patogénicas

ndo BRCA e mutacdes de significado indeterminado (VUS).
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2.2.1.Mutacdes BRCAL e BRCA2 patogénicas ou provavelmente
patogénicas
Descrevem-se aqui as 6 mutagdes diferentes BRCA1 e BRCA2 encontradas nas nossas

doentes, tendo-se repetido duas daquelas nas 8 doentes (ver Quadro 10).

Trés dominios da proteina BRCA1 sdo mutados frequentemente em doentes com cancro
da mama: o dominio RING (exdes 2-7), uma regido codificada pelos exdes 11-13 (onde
BRCAL interage com forma hipo-fosforilada do Rb retinoblastoma) e o dominio BRCT
(exbes 16-24) (S. L. Clark et al., 2012).

Mutacdo BRCA1L ¢.1333G>T (p.Glu 445Ter)

A mutacdo BRCAL ¢.1333G>T (p.Glu 445Ter) é uma variante nonsense no exao 10,
numa regido de hotspot mutacional para o gene BRCAL, que resulta na alteracéo local de
um Acido Glutamico por um codao de terminacio (STOP) prematuro. Este coddo STOP
é esperado dar origem a sintese de uma proteina BRCAL1 truncada e consequentemente

nao funcional.

A variante no ex&o 10 do BRCAL foi encontrada na doente 1 que desenvolveu cancro da

mama aos 51 anos e tem histdria familiar.

Mutacdo BRCA2 p.Glu2391GlyfsTer21

A variante BRCA2 p.Glu2391GlyfsTer21 no exdo 14 localiza-se numa regido de hotspot
mutacional para o gene BRCA2. E uma variante frameshift, isto é, resulta na adicio de
um nucle6tido, que leva a alteracdo da grelha de leitura e introducdo de um coddo de
terminacdo (STOP) prematuro, que € esperado dar origem a sintese de uma proteina
BRCAZ2 truncada e consequentemente ndo funcional. Variantes no gene BRCA2 que dao
origem a BRCAZ2 truncadas sdo conhecidas por serem patogénicas, um mecanismo

conhecido da doenga associado ao cancro da mama/ovario.

A variante no exdo 10 do BRCAL foi encontrada na doente 2 com histéria familiar que
manifestou cancro da mama HER2 puro (expressao da proteina HER2 e auséncia de
expressdo de recetores hormonais) de Ki67 elevado (35%), com oligometastizagdo aos

52, carateristicas biologicas agressivas que estdo de acordo com a mutagdo em causa.

160



Mutacdo BRCAL ¢.5329dup/c.5266dupC/5382insC/5385insC (p.GIn1777ProfsTer74)

Esta variante do tipo frameshift, também conhecida como ¢.5266dupC, 5382insC ou
5385insC utilizando nomenclatura alternativa, esta associada em multiplos individuos a
cancro da mama. Tem baixa frequéncia populacional e mdltiplas bases de dados
classificaram-na como patogénica, tendo sido considerada mutacdo fundadora na
populacéo Judia Ashkenazi. Esta variante BRCA1, localizada no exd@o 19 do gene BRCAL
(rs80357906), resulta em insercdo de um nucledtido que causa uma frameshift, que muda
0 aminoacido Glutamina para uma Prolina e cria um coddo de terminacdo (STOP)
prematuro na posicdo 74 a jusante. A natureza (frameshift) desta variante implica que
tenha consequéncias funcionais para a proteina BRCAL pois é expectavel que resulte

numa proteina ausente ou mais curta.
Esta variante foi encontrada em duas doentes.

A doente 3 - de ascendéncia alentejana, sem ascendéncia Judia Ashkenazi conhecida e
com historia familiar de cancro da mama - desenvolveu aos 43 anos um cancro da mama
muito agressivo de subtipo triplo negativo e Ki67 elevado. A mutacédo identificada esta
presente no ADN da linha germinal da utente e foi confirmada por tecnologia de

sequenciacao de Sanger.

A doente 8 - também de ascendéncia alentejana, sem ascendéncia Judia Ashkenazi
conhecida e com histéria familiar - recebeu aos 42 anos o diagndstico de cancro da mama

luminal B.

Mutacdo BRCA2 (LRG_293t1:¢.8866-25_8988-2133dup)

Esta variante por duplicacdo no exdo 21 do gene BRCA2 introduz em tandem um
segmento de ADN extra de 539 bp no meio do gene BRCA2, a montante do exdo 21,
posicdo €.8866-25. Dada a duplicacdo existir dentro da sequéncia do gene BRCA2, a
variante tem probabilidade muito elevada de alterar a funcdo da proteina BRCAZ2,
influenciando o splicing do transcrito BRCA2 que ao incluir esta copia extra do exao 21
ird alterar a grelha de leitura do transcrito BRCA2 e originara uma zona da proteina
BRCAZ2 codificada incorretamente e/ou poderd mesmo originar um coddo STOP
prematuro. Esta variante ndo esta descrita nem nas bases de dados de referéncia nem na

literatura cientifica, pelo que é muito provavel que seja muito rara .

161



A variante em heterozigotia foi encontrada na doente 4 que, apresentando histéria
familiar, desenvolveu em idade muito jovem (37 anos) um cancro da mama luminal B de

elevado Ki-67 (25%), diagnosticado no estadio Il.

Mutacdo BRCA2 p.Ala2911LysfsTer37

Esta variante, localizada no exdo 21 em posi¢do ¢.8642-8729 numa regido de hotspot
mutacional para o gene BRCA2, é uma insercdo (de 39 a 88bp) frameshift
(p.Ala2911LysfsTer37) que introduz um segmento de ADN extra no meio do gene, o que
resulta na alteracdo da grelha de leitura do gene e na introducdo de um coddo de
terminagdo (STOP) prematuro, dando previsivelmente origem a sintese de uma proteina
BRCAZ2 truncada e consequentemente ndo funcional.

A alteracdo no exdo 21 do gene BRCAZ2 foi encontrada na doente 5 que desenvolveu
cancro da mama aos 41 anos e tinha histéria familiar. Em termos clinicos, o tumor
pertencia ao subtipo triplo negativo, tinha elevado indice proliferativo (Ki67 80%) e foi

diagnosticado ja em estadio IlI.

Mutacdo BRCAZ2 c¢.156_157insAlu (384insAlu)

Trata-se de uma variante no gene BRCA2 n&o sindnima (in-frame deletion) que resulta
da insercdo de uma sequéncia ALU de cerca de 350 bp préximo do exdo 3 do gene
BRCAZ2. Esta inserc¢do influencia o splicing do transcrito BRCA2, através do skipping do
exdo 3, o qual resulta na delecdo de todo 0 exdo 3. Embora a delecdo mantenha a grelha
de leitura, o seu efeito patogénico resulta do exdo 3 codificar para um dominio de ativacéo
transcripcional importante da proteina BRCA2 pelo que da origem a uma proteina
BRCAZ2 ndo funcional. Esta é a mutacdo fundadora portuguesa no exdo 3 do gene BRCA2

(c.156_157_insAlu), que resulta na perda do exao 3.

Foi encontrada em duas doentes. Em primeiro, na doente 6 de 44 anos e antecedentes
familiares que desenvolveu cancro da mama luminal B (recetor de estrogénio 90%) por
Ki67 elevado (30%). Em segundo, na doente 7 também de 44 anos e antecedentes
familiares, com tumor luminal B/triplo negativo like (recetor de estrogenio 1%) e indice

proliferativo ainda mais elevado (Ki67 60%).
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Quadro 10: Dados clinicos e genéticos da populagdo com mutac¢Ges germinais BRCAL e BRCA2

Doente 1 2 3 4 5 6/7 8
Mutacéo BRCA1 BRCA2 BRCA1 BRCA2 BRCA2 BRCA2 BRCA1
€.1333G>T c.7171dup ¢.5329dup €.8866- (LRG_293t1: c.156_157 ¢.5329dup
(p.Glu (p.GIn1777 25_8988- €.8642_8729d insAlu (p.GIn1777
445Ter) Profs Ter74) 2133dup up) Profs Ter74)
Tipo Non sense Frameshift Frameshift Duplicagéo Frameshift Insercéo Frameshift
mutacgado
Idade 51 52 43 37 41 44 | 44 42
H.F. Sim Sim Sim Sim Sim Sim Néo
Histologia ductal ductal ductal ductal ductal ductal ductal
RE 90% 0 0 70% 0 90% / 1% 80%
Her2 Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Subtipo LumB HER2 TN LumB TN LumB LumB
intrinseco
Ki-67 10% 35% 60% 25% 80% 30% / 60 % nd.
Estadio 1 4 1 2 4 2/2 44
Cirurgia tumor mastec mastec mastec mastec mastec
RT Sim Sim Sim Nao Nao Sim Sim
Recidiva Nao N&o N&o Nao Sim Né&o / n.d. Néo
local
Metast. nédo Sim ndo nédo Sim N&o / Sim sim

H.F. histéria familiar; RE recetores de estrogénios; RT: radioterapia; Metast.: metastizacdo; LumB: luminal

B; TN: triplo negativo; n.d. ndo disponivel

2.2.2. Mutac0es patogénicas de genes ndo BRCA

MUTYH ¢.527A>G (p.Tyrl76Cys) ou também designada por c¢.536A>G
(p.Tyr179Cys)

Embora a variante identificada no gene MUTYH ¢.527A>G (p.Tyrl76Cys), também

frequentemente designada por ¢.536A>G (p.Tyrl79Cys), seja patogénica, depende se 0

cancro é no célon ou na mama.
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Num contexto de doenca oncoldgica do intestino, designada por MAP (do inglés,
MUTYH-Associated Polyposis), a presenca isolada de uma mutacdo patogénica em
heterozigotia no gene MUTYH ndo justificaria o fendtipo oncolégico de MAP pois esta
¢ uma patologia autossomica recessiva que requeria alteracbes patogénicas em
homozigotia, isto € em ambos os alelos, para se expressar. No entanto, um estudo
americano de grande relevancia estatistica identificou um aumento de 11% do risco
cumulativo de cancro da mama entre portadores de mutagGes patogénicas monoalélicas
no gene MUTYH (Win et al., 2011).

Esta mutacéo foi encontrada na doente 9 com diagndstico de cancro metastizado da mama
luminal B (Ki67 80%) aos 46 anos e histdria familiar.

MUTYH c.1178G>A (p.Gly393Asp, p.Gly396Asp)

A variante missense MUTYH ¢.1178G>A (p.Gly393Asp, ou em alternativa
p.Gly396Asp) no exéo 13 do gene, traduz-se na alteragéo local de uma glicina (altamente
conservada) por um Acido aspartico. Esta variante encontra-se descrita em homozigotia
e heterozigotia composta, em multiplos individuos afetados com MAP (do inglés,

MUTYH-Associated Polyposis) e também em individuos afetados com cancro colorectal.

Ela foi encontrada na doente 10 com diagndstico de cancro da mama triplo negativo aos

43 anos e histéria familiar.

MUTYH c.734G>A p.(Arg245His)

Esta variante missense (também conhecida por p.(Arg231His) usando nomenclatura
alternativa) localiza-se no exdo 9 do gene e resulta de uma substituicdo de G por A na
posicao 734 do nucleotideo, que se traduz na substituicdo de um residuo de Arginina por
um de Histidina no codédo 245. Ela encontra-se descrita em homozigotia ou heterozigotia
composta em individuos afetados com polipose adenomatosa familiar e cancro colorretal.
Estudos funcionais mostraram que esta variante resulta numa diminuigéo na expresséo da
proteina, uma actividade de glicosilase e ligacdo ao DNA alterada e um aumento de
eventos mutacionais espontaneos.

Ela foi encontrada na doente 13 com diagndstico de cancro da mama luminal B muito

agressivo aos 42 anos e sem historia familiar.
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PALB?2 ¢.2323C>T (p.GIn775Ter)

Esta variante nonsense PALB2 ¢.2323C>T (p.GIn775Ter) no exdo 5 do gene PALB2,
que resulta na substituicio do aminoécido Glutamina por um coddo STOP (Ter)
prematuro, com perda da funcéo da proteina PALB2 através da formacao de uma proteina
truncada ou através do mecanismo designado por nonsense-mediated mRNA decay. A
variante PALB2 p.GIn775Ter esta descrita como uma mutacdo fundadora Franco-
Canadiana, presente em multiplas mulheres com uma historia pessoal e/ou familiar de

cancro da mama/ovario.

Apresentava esta mutacdo a doente 11 com diagnéstico de cancro da mama triplo

negativo aos 47 anos e histdria familiar.

PALB2 ¢.2257C>T p.(Arg753Ter)

E uma variante do tipo nonsense localizada no exdo 5 do gene PALB2 ¢.2257C>T
p.(Arg753Ter), que se traduz na substituicdo de um residuo de Arginina por um codao
STOP prematuro. Este STOP prematuro dé& origem a sintese de uma proteina PALB2
truncada e consequentemente ndo funcional. Esta mutagdo encontra-se descrita em
individuos afetados com cancro do pancreas, anemia de Fanconi e maltiplos individuos

com cancro da mama.

A alteragdo foi detetada na doente 14 que, relatando antecedentes familiares, sofreu

cancro da mama HER2 aos 55 anos.

PTEN c.96del p(lle33LeufsTer21)

E uma variante em heterozigotia no gene PTEN c¢.96del p(lle33LeufsTer21) classificada
como patogénica na literatura cientifica num estudo prospetivo com mais de 3000
doentes. Esta variante é do tipo frameshift, isto é, altera a grelha de leitura do gene PTEN

e promove a inser¢do de um codéo de terminacdo (STOP) 21 aminoacidos a juzante.

A doente 12, com diagndstico de cancro da mama triplo negativo aos 36 anos e histéria
familiar, tem, gracas a identificacdo da variante patogénica de PTEN, o diagnoéstico

clinico de Sindrome de Cowden.
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ATM ¢.1236-2A>G

A variante ¢.1236-2A>G (também conhecida como IVS9-2A>G ou 1VS11-2A>G na
literatura), localizada no intrdo 9 do gene ATM, é do tipo splicing com alteracdo do local
de splicing 3' original e ativacdo de um novo local de splicing 3' criptico de sete
nucledtidos a jusante da variante, resultando na delecdo dos primeiros sete nucle6tidos do
exdo e uma alteracdo da grelha de leitura. Resulta na substituicdo de um nucle6tido A
para G que altera o local aceitador de splicing candnico, sendo esperado que leve a um
splicing aberrante e resulte numa proteina ausente ou alterada. Variantes nos locais
dadores ou aceitadores de splicing levam tipicamente a uma perda de fungdo da proteina
e variantes de perda de funcdo no gene ATM sdo conhecidas por serem patogénicas.

A alteragéo, a par de mutacdo em PALB2 anteriormente descrita, foi detetada na doente
14 que, relatando antecedentes familiares, sofreu cancro da mama HER2 aos 55 anos.

MSH2 ¢.1571G>A (p.Arg524His)

Foi identificada uma variante provavelmente patogénica do tipo missense no ADN da
linha germinal em heterozigotia no gene MSH2 ¢.1571G>A (p.Arg524His) na doente 15
com diagndstico de cancro da mama luminal A aos 42 anos e sem histéria familiar. A
variante no exdo 10 do gene MSH2 ¢.1571G>A (p.Arg524His) consiste na mudanca de
um G por um A (um C por um T na cadeia complementar de ADN) na posic¢éo ¢.1571 da
regido codificante do gene, havendo substituicdo local do aminoacido arginina por uma
histidina. Esta variante, associada a sindrome de Lynch, esta localizada numa regido de
hotspot mutacional para 0 gene MSH2, e resulta na alteracdo de um aminoacido

conservado, o que se prevé alterar a funcdo normal da proteina MSH2.
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Quadro 11: Dados clinicos e genéticos relativos a populacdo com mutacfes germinais nos genes nao-

BRCA.
Doente 9 10 11 12 13 14 15
Mutacdo | MUTYH MUTYH PALB2 PTEN MUTYH ATM MSH?2
c.527A>G c.1178G>A €.2323C>T c.96del C.734G>A €.1236-2A>G c.1571G>A
p.Tyrl76Cys  p.Gly393Asp  p.GIn775Ter p-lle33Leu p.Arg245His T p.Arg524His
fsTer21 PALB2
€.2257C>T
p.Arg753Ter
Tipo Non sense Missense Nonsense Duplicagéo Missense Splicing e
mutag&o nonsense
ldade 46 52 47 36 42 55 42
H.F. Sim Sim Sim Sim Né&o Sim Nao
Histol. ductal ductal ductal ductal ductal ductal ductal
RE 100 0 0 0 90 100 100
Her2 negat posit Positivo Negativo positivo positivo negat
Subtipo LumB HER2 HER2 Triplo HER2 HER2 LumA
intrinseco negativo
Ki-67 80% 5% 15% <15% 80% 1% 6%
Estadio 4 4 2 2 3 3 1

H.F. histéria familiar; RE recetores de estrogénios; RT: radioterapia; Metast.: metastizacdo; LumB: luminal
B; LumA: luminal A; TN: triplo negativo; n.d. ndo disponivel
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Quadro 12: sintese das principais mutacdes patogénicas encontradas e seus meios de preven¢ao

Locali . Sindrom | Risco Rastreio Medidas preventivas
Gene zaci0 Funcéo o cM Fonte
- mulher assintomatic
BRCA1 t ST lzl\?;]l% 65% comecar aos 18 anos
por auto-exame | A quimio-prevengao com
mensal e exame tamoxifeno e Antoniou et al., 2003;
médico a partir dos | intervengdes profilaticas Malone et al., 2010
25 anos. A cirargicas redutoras de
ressonancia risco como mastectomia (Runowicz et al., 2016).
. - magnética mamaria | (reduz risco em 90%) e
BRCA2 13?3%2 ST l:)/l\?;]li 45% | anual apartirdos 25- | ooforectomia (reduz Cao et al, 2017
29 anos e | risco de cancro da mama
mamografia em 67% no BRCA2 e
alternada apds 30 37% no BRCAL)
anos
exame cutaneo a
partir dos 18 anos e
10023 C. exame tiroide_u e Possibi_lidade de )
PTEN 1 ) Cowden 50% mamario a partir dos | mastectomia preventiva Hobert & Eng, 2009)
0 30 anos.
mastectomia
redutora de risco
a partir dos 20 anos, A mastectomia de
: exame clinico da reducdo de risco deve ser
PALB2 16212' ST Anemla} 2 mama e ressonancia considerada para Nepomuceno et al., 2017
Fanconi | vezes magnética da mama variantes claramente
anual. patogénicas
. a partir dos 20 anos,
Ataxia- 3.5 a exame clinico da Renwick et al., 2006
ATM 11922 telangec mama e anual de
tasia VEzes ressonancia Thompson et al., 2005
magnética da mama
MSH2 2p21 Lynch 4 Roberts et al., 2018
Vezes
reparag Colonoscopia Desconhecido
do de recomendada
1p32- | DNA
MUTYH 34 por 11% Oka et al, 2014
excisio
de base

CM: cancro da mama; ST: gene supressor tumoral; CGDH: sindrome cancro gastrico difuso hereditario

1.1.1. MutagGes de significado indeterminado (VUS) identificadas

Foram encontradas mutacdes de significado indeterminado (VUS) em 18 doentes, cujo

resultado por definicdo podera vir ser alterado ao longo do tempo, conforme mais

informacdes sdo obtidas sobre aquela variante (Quadro 13). De entre os inUmeros desafios

que os laboratorios tém enfrentado, um dos maiores tem sido a reinterpretacdo de dados,

uma vez que variantes classificadas primariamente como VUS podem ser renomeadas

posteriormente patogénicas ou benignas sem informacao ao clinico, o que deixaré escapar

o diagnostico genético relevante, seja para adotar medidas preventivas para o sujeito

indice e seus familiares ou seja pelo contrario para os tranquilizar.
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Recomenda-se que os resultados deste teste e de possiveis futuros testes deverdo ser
disponibilizados e explicados em contexto de consulta de aconselhamento genético quer

a utente quer aos seus familiares.

ATM ¢.4091T>C (p.Aspl364Gly)

Na doente 16 com diagndstico de cancro da mama luminal B Her2 positivo aos 43 anos
e historia familiar foi encontrada uma variante em heterozigotia no gene ATM de
significado clinico incerto ¢.4091T>C (p.Asp1364Gly), ndo sindnima (missense) que
resulta na alteracdo do aminoacido Acido Aspartico (Asp) por Glicina (Gly) no cod&o
1364 da proteina ATM (p.Asp1364Gly). Esta variante esta descrita nas bases de dados

populacionais com uma frequéncia baixa e por isso enquadrada num contexto patogénico.

MSH6 p.Glu619Asp

Na doente 17 com diagnostico de cancro da mama luminal A aos 34 anos e sem historia
familiar foi encontrada a variante missense p.Glu619Asp localizada numa regido de
hotspot mutacional para 0 MSH6, descrita na base de dados de referéncia, que se traduz
numa alteracdo de um nucledtido conservado mas sem clara associacao na literatura de

associacao fenotipo/ genotipo e sem estudos funcionais publicados.

MUTYH p.Arg200Cys

Na doente 18 com diagnostico de cancro da mama luminal B aos 56 anos e com histéria
familiar foi encontrada a variante missense p.Arg200Cys, localizada no exd@o 8 do gene
MUTYH, e que resulta na substituicdo de uma posi¢cdo conservada de arginina por
cisteina. Esta variante estd descrita em individuos com cancro colorretal mas ainda néo
na mama, além de os resultados dos algoritmos bioinformaticos quanto ao potencial

deletério desta variante serem contraditorios, pelo que € de significado clinico incerto.
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PMS2 ¢.857A>G (p.Asp286Gly)

Na doente 19 com diagnostico de cancro da mama luminal B aos 42 anos e sem histéria
familiar foi encontrada a variante missense ¢.857A>G (p.Asp286Gly) localizada no exdo
8 em regido de hotspot mutacional do gene PMS2, que se traduz na substituicdo de um
Acido aspartico por uma Glicina, descrita em bases de dados populacionais em individuos
afectados com sindrome de Lynch, cancro do ovario e cancro pancreatico. Esta variante
ndo estad descrita em individuos afetados com cancro da mama e a informacdo é ainda

insuficiente para que exista uma clara associacao fenétipo/gendtipo.

PALB2 ¢.3194C>G (p.Ser1065Cys)

Na doente 20 com diagndstico de cancro da mama luminal A aos 41 anos e com historia
familiar foi encontrada a variante missense ¢.3194C>G (p.Ser1065Cys) localizada no
exdo 11 do gene PALB2, que promove a substituicdo de uma Serina por uma Cisteina. A
variante ndo estd descrita em bases de dados populacionais nem estd descrita em
individuos afetados com cancro da mama nem existem estudos funcionais, sem portanto

clara associagdo fenotipo/genotipo.

NF1c.1392+5 1392+6delinsTT

Na doente 21 com diagndstico de cancro da mama luminal (ndo especificado) aos 80 anos
e com histéria familiar foi encontrada a variante de splicing ¢.1392+5 1392+6delinsTT
(ou IVS12+5_1VS12+6delGAInsTT, nomenclatura alternativa) localizada no intréo 12 do
gene NF1, havendo uma deleccao de dois nucleétidos GA e inser¢do de dois nucleotidos
TT a 5 pares de base do local de splicing mais proximo. Esta variante ndo se encontra
descrita em individuos afetados com cancro da mama, a informacdo é ainda insuficiente
para que exista uma clara associa¢do fenotipo/gendtipo e ainda ndo existem estudos

funcionais publicados na literatura para corroborar esta evidéncia.
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MRE11A ¢.315-5_315-4del

Ao mesmo tempo, a doente 21 tem a variante de splicing ¢.315-5_315-4del localizada no
intrdo 4 do gene MRE11A, havendo uma delecdo de dois nucleotidos T a 4 pares de base
do local de splicing mais proximo. E uma variante descrita em bases de dados
populacionais, mas ndo se encontra descrita em individuos afetados com cancro da mama
e a informacdo é ainda insuficiente para que exista uma clara associagdo
fenotipo/genotipo nem existem estudos funcionais publicados, apesar dos resultados dos
algoritmos bioinformaticos quanto ao potencial deletério desta variante apontarem para

que seja deletéria.

BRCA2 c.4616T>C (p.Leul539Ser)

Na doente 22 com diagnostico de cancro da mama triplo negativo aos 44 anos e sem
historia familiar proxima (mas em terceiro grau) foi encontrada a variante em
heterozigotia no gene BRCAZ2 de significado clinico incerto ¢.4616T>C (p.Leul1539Ser).
Ao nivel de previsdo bioinformatica de patogenicidade, esta variante é prevista como
deletéria por todos os algoritmos utilizados (6 em 6). Segundo, o residuo alterado
(Leul539) encontra-se numa regido do dominio BRC repeat que forma uma cadeia
continua hidrofébica para interagdo com RAD51. A variante p.Leul539Ser, ao trocar o
residuo Leucina (hidrofobico) por uma Serina (um aminoacido hidrofilico) tem potencial
para alterar a conformacdo hidrofébica dos contactos com RAD51 do dominio BRC
repeat e consequentemente a funcdo de BRCAZ2. Por fim esta variante localiza-se numa
regido do gene BRCA2 considerada como hotspot mutacional pois contém 18 variantes

patogénicas em 24 variantes classificadas (https://varsome.com/).

A identificacdo desta variante no gene BRCAZ2, a historia pessoal de cancro (idade jovem
de diagndstico de cancro) e alguma historia familiar de cancro da mama séo indicativas

da existéncia de predisposicdo genética.
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RADS51C ¢.492T>G

Na doente 23 com diagnostico de cancro da mama luminal A aos 47 anos e sem historia
familiar foi encontrada a variante missense no exdo 3 RAD51C c¢.492T>G
(p.Phel64Leu), descrita na base de dados de referéncia ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/188317/) e em bases de dados
populacionais. Os resultados dos algoritmos bioinformaticos quanto ao potencial
deletério desta variante indicam potencial deletério, mas estas previsdes ndo foram

confirmadas por nenhum estudo funcional publicado.

BRCAL p.Vall145Phe

Na doente 24 com diagndstico de cancro da mama luminal B (Ki-67 90%) aos 45 anos e
sem histdria familiar foi encontrada a variante missense no exdo 10 do gene BRCAl
p.Vall145Phe, descrita nas bases de dados de referéncia ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/96912/) e Varsome
(https://varsome.com/variant/hg19/NM_007300.4(BRCA1)%3Ac.3433G%3ET), mas
ndo descrita ainda em bases de dados populacionais. Trata-se de uma variante missense,
localizada no exdo 10 do gene BRCA1, que € uma regido de hotspot mutacional para este
gene. Esta variante ja foi encontrada em individuos afetados com cancro da mama e
ovario mas o numero de casos € reduzido. Relativamente a previsdes bioinformaticas de
patogenicidade os resultados dos algoritmos bioinformaticos quanto ao potencial
deletério desta variante sdo contraditorios (9 previsdes de patogenicidade e 2 benignas)
(Gabaldo, 2017).

ATM p.Thrl697Ala

Por outro lado, foi encontrada na doente 24 a variante missense no exdo 34 do gene ATM
p.Thrl697Ala, descrita nas bases de dados de referéncia, presente em bases de dados
populacionais, relatada em individuos afetados com cancro da mama, colorectal, doenga
de Hodgkin's e atraso mental mas o namero de casos é ainda reduzido, e a informagao na
literatura é insuficiente para que exista uma clara associacdo fendtipo/genotipo. No
entanto, um estudo funcional mostra que linhas celulares provenientes de um paciente
com cancro da mama que apresentam esta mutacao tém niveis normais de proteina ATM
(Yurgelun 2015).
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PMS2 c.250A>C

Na doente 25 com diagnostico de cancro da mama triplo negativo (ki 67 90%) aos 58
anos e sem histdria familiar foi encontrada a variante missense ¢.250A>C (p.Thr84Pro)
localizada no ex&o 3 do gene PMS2, uma regido de hotspot mutacional, que se traduz na
substituicdo de uma Treonina por uma Prolina. Esta variante ndo se encontra descrita em
individuos afetados com cancro da mama e a informacdo € ainda insuficiente para que
exista uma clara associacdo fenotipo/genotipo. Relativamente a previsdes bioinformaticas
de patogenicidade os resultados dos algoritmos bioinformaticos quanto ao potencial
deletério desta variante sdo contraditérios (3 previsGes benignas e 5 patogénicas), mas
ainda ndo existem estudos funcionais publicados na literatura para corroborar estas

evidéncias.

BRCAZ2 ¢.3262C>T

Na doente 26 com diagnostico de cancro da mama luminal B aos 51 anos e com historia
familiar foi encontrada a variante missense BRCA2 ¢.3262C>T (p.Pro1088Ser)
localizada no exdo 11, uma regido de hotspot mutacional, que promove a substituicao de
uma prolina por uma serina. E uma variante descrita em bases de dados populacionais,
mas ndo existe informacdo suficiente para declarar que existe uma clara associacao
fenotipo/genotipo. Relativamente a previsdes bioinformaticas de patogenicidade os
resultados dos algoritmos bioinformaticos quanto ao potencial deletério desta variante sao
contraditérios nem existem estudos funcionais publicados na literatura para corroborar

estas evidéncias.

NF1 c.587-16del

Na doente 27 com diagnostico de cancro da mama triplo negativo aos 55 anos e com
historia familiar foi encontrada a variante ¢.587-16del localizada no intrdo 5 do gene NF1,
que consiste na delecdo de um nucleétido A a 16 pares de bases do local de splicing. E
uma variante nao descrita em bases de dados populacionais, nem se encontra descrita em
individuos afetados com cancro da mama, a informacao € ainda insuficiente para que haja
uma clara associacéo gendtipo/fenotipo e ndo existem estudos funcionais publicados na

literatura.
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NBN ¢c.517A>G

Na doente 28 com diagnostico de cancro da mama luminal B aos 49 anos e com histdria
familiar foi encontrada a variante missense ¢.517A>G (p.Lys173Glu) localizada no exdo
5 do gene NBN, que se traduz na substituicdo conservadora de um residuo muito
conservado de lisina por um de glutamato. E uma variante ndo descrita em bases de dados
populacionais, nem descrita em individuos afetados com cancro da mama. Os resultados
dos algoritmos bioinformaticos quanto ao potencial deletério desta variante sédo
contraditérios (3 previsdes que apontam para que seja tolerada, contra 10 previsdes
deletérias), mas ndo existem ainda estudos funcionais publicados na literatura para

corroborar estas previsoes.

ATM c.2124+12del

Na doente 29 com diagnoéstico de cancro da mama luminal B aos 57 anos e com histéria
familiar foi encontrada a variante intronica c.2124+12del (-1) localizada no intrdo 13 do
gene ATM, que se traduz numa dele¢do de um nucleétido T a 12pb do exdo. E uma
variante descrita em bases de dados populacionais, mas ndo se encontra descrita em
individuos afetados com cancro da mama. Relativamente a previs@es bioinformaticas de
patogenicidade os resultados dos algoritmos bioinforméaticos quanto ao potencial
deletério desta variante apontam para que seja deletéria (1 previsdo), mas ainda ndo

existem estudos funcionais publicados na literatura para corroborar esta evidéncia.

BLM c.191A>T p.(Asp64Val)

Na doente 30 com diagnostico de cancro da mama luminal B aos 46 anos e sem histéria
familiar foi encontrada a variante missense c.191A>T p.(Asp64Val) localizada no exéo 3
do gene BLM, que se traduz na subsitui¢cdo ndo conservativa de um residuo de Aspartato
por uma Valina. E uma variante classificada com interpretagdes contraditorias de
patogenicidade (7 previsdes que apontam para que seja tolerada, contra 6 previsoes
deletérias) e ndo existem ainda estudos funcionais publicados na literatura a corroborar

estas evidéncias.
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ATM ¢.4802G>A p.(Ser1601Asn)

Foi também detetada na doente 30 a variante missense ¢.4802G>A p.(Ser1l601Asn)
localizada no exdo 32 do gene ATM, que se traduz na substituicdo de uma Serina por uma
Asparagina. E uma variante classificada com interpretagdes contraditorias de
patogenicidade e encontra-se descrita num individuo afetado com cancro mama e com
historia familiar de cancro da mama e neoplasias hematologicas. As previsdes
bioinformaticas de patogenicidade os resultados dos algoritmos bioinformaticos quanto
ao potencial deletério desta variante sdo contraditérios (10 previsfes que apontam para
que seja tolerada, contra 3 previsdes deletérias) e ndo existem ainda estudos funcionais

publicados na literatura a corroborar estas evidéncias.

CHEK2 ¢.1091A>C p.(Glu364Ala)

Ainda foi encontrada na doente 30 uma variante missense ¢.1091A>C p.(Glu364Ala)
localizada no ex&o 10, uma regido de hotspot mutacional do gene CHEK?2, que se traduz
na substituicdo de um residuo conservado de Glutamato por uma Alanina no dominio
cinase da proteina. Relativamente a previsGes bioinformaticas de patogenicidade os
resultados dos algoritmos bioinformaticos quanto ao potencial deletério desta variante sdo
contraditérios (3 previsdes que apontam para que seja tolerada, contra 10 previsdes

deletérias).

BRCA2 ¢.9442G>T p.(Ala3148Ser)

Na doente 31 com diagnoéstico de cancro da mama luminal B aos 34 anos e com histéria
familiar foi encontrada a variante missense ¢.9442G>T p.(Ala3148Ser) localizada no
exdo 25 do gene BRCAZ2, que se traduz na substituicdo de um residuo moderadamente
conservado de Alanina por um de Serina. Relativamente a previsoes bioinformaticas de
patogenicidade os resultados dos algoritmos bioinformaticos quanto ao potencial
deletério desta variante sdo contraditorios (6 previsbes que apontam para que seja
tolerada, contra 4 previsdes deletérias), e ndo existem ainda estudos funcionais publicados

na literatura para corroborar estas evidéncias.
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MSH6 ¢.533G>A p.(Argl78His)

Ainda foi detetada na doente 31 a variante missense ¢.533G>A p.(Arg178His) localizada
no exdo 3 do gene MSH6, que promove a substituicdo de uma Arginina por uma Histidina,
no dominio PWWP da proteina. Esta variante ndo se encontra descrita em individuos
afetados com cancro da mama e/ou célon e a informacéo é ainda insuficiente para que
exista uma clara associacao fenotipo/genotipo. Relativamente a previsdes bioinformaticas
de patogenicidade os resultados dos algoritmos bioinformaticos quanto ao potencial
deletério desta variante sdo contraditorios (8 previsdes que apontam para que Seja
tolerada, contra 5 previsdes deletérias), e ainda ndo existem estudos funcionais publicados

na literatura para corroborar estas evidéncias.

RECQLA4 ¢.2217C>T p.(Thr739=)

Na doente 32 com diagnostico de cancro da mama luminal B aos 55 anos e sem histéria
familiar foram encontradas trés variantes de significado indeterminado. A primeira foi a
variante do tipo sinénima ¢.2217C>T p.(Thr739=) localizada no exdo 14 do gene
RECQL4, que resulta da substituicdo de um nucleétido C ndo conservado por um
nucledtido T sem alteragdo do aminoacido. Esta variante ndo se encontra descrita em
individuos afetados com cancro da mama e as previsdes bioinforméaticas de
patogenicidade apontam para que seja tolerada (1 previsdo benigna), mas ndo existem

ainda estudos funcionais publicados na literatura para corroborar esta evidéncia.

SMARCAA4 ¢.859+15C>T (rs1381780491)

Na doente 32 foi ainda encontrada a variante SMARCA4 ¢.859+15C>T (rs1381780491),
localizada no intrdo 5 do gene, esta classificada como variante de significado clinico
incerto na base de dados Varsome
(https://varsome.com/variant/10190190110976940004) e descrita em bases de dados
populacionais, mas ndo se encontra descrita em individuos afetados com cancro da mama.
Relativamente a previsdes bioinforméaticas de patogenicidade os resultados dos
algoritmos bioinformaticos quanto ao potencial deletério apontam para que seja tolerada
(1 previséao benigna), mas ndo existem ainda estudos funcionais publicados na literatura

para corroborar esta evidéncia.
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RECQL4 ¢.3317G>A p.(Argl106His)

Na doente 33 com diagnostico de cancro da mama luminal B aos 57 anos e com histdria
familiar foi encontrada a variante missense ¢.3317G>A p.(Arg1106His) localizada no
exdo 20 do gene RECQLA4, que se traduz na substituicdo de um residuo ndo conservado
de Arginina por um de Histidina. Relativamente a previsdes bioinformaticas de
patogenicidade os resultados dos algoritmos bioinformaticos quanto ao potencial
deletério desta variante apontam para que seja tolerada (9 previsdes benignas), mas ndo

existem ainda estudos funcionais publicados na literatura a corroborar esta evidéncia.

Quadro 13: Resumo de carateristicas clinicas de doentes com mutacdes VUS

HISTORIA SUBTIPO

GENE MUTACAO IDADE  FAMILIAR INTRINSECO  DOENTES
ATM ATM ¢.4091T>C (p.Asp1364Gly) 43 Sim Her2+ 16
ATM variante p.Thr1697Ala XX XX
ATM variante ¢.2124+12del (-1) 57 Sim Luminal B 29
ATM 30
BLM variante ¢.191A>T p.(Asp64Val) 46 ndo Luminal B 30
BRCA1 p.Val1145Phe 45 Néo Luminal B 24

x Triplo
BRCA2 €.4616T>C (p.Leul539Ser) 44 Né&o negativo 22
BRCA2 variante ¢.3262C>T 51 Sim Luminal B 26
variante ¢.9442G>T . .
BRCA2 p.(Ala3148Ser) 34 Sim Luminal B 31
CHEK?2 30
MRE11A €.315-5_315-4del X X Luminal A 21
MSH6 p.Glu619Asp (rs63751121) 34 Né&o Luminal A 17
WIS p.Arg200Cys (rs587780748) 56 Sim Luminal B 18
NBN variante ¢.517A>G (p.Lys173Glu) 49 Sim Luminal B 28
R €.1392+5 1392+6delinsTT 80 Sim Luminal 21
NF1 variante c.587-16del 55 Sim Triplo 27
negativo
Gaer €.3194C>G (p.Ser1065Cys) 41 Sim Luminal A 20
PMS2 €.857A>G (p.Asp286Gly) 42 Né&o Luminal B 19
x Triplo
PMS2 €.250A>C (p.Thr84Pro) 58 Néo negativo 25
RAD51C RAD51C ¢.492T>G (p.Phel64Leu) 47 Néo Luminal A 23
RECQL4 variante ¢.2217C>T p.(Thr739=) 55 Né&o Luminal B 32
variante c.3317G>A . .

RECQL4 0.(Arg1106His) 57 Sim Luminal B 33
SMARCA4 variante ¢.859+15C>T 55 Né&o Luminal B 32
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1.1.2. Mutac0es identificadas reclassificadas durante a realizagdo deste
trabalho

BRCA2 ¢.9976A>T (p.Lys3326X)

Foi encontrada na doente 34 com cancro da mama luminal B aos 50 anos e histéria
familiar uma variante BRCA2 ¢.9976 A>T (p.Lys3326X), que resulta num codédo de

terminacdo no pendltimo exdo, o que causa a truncacdo dos ultimos 93 aminoacidos.

Esta variante foi reclassificada durante o trabalho como benigna por ter sido encontrada
numa frequéncia dez vezes acima do maximo esperado para a frequéncia de um alelo de
uma variante patogénica de BRCA, sugerindo que esta variante € provavelmente um

polimorfismo benigno.

BRCA2 c.4616T>C (p.Leul539Ser)

Na doente 35 com diagnostico de cancro da mama triplo negativo aos 44 anos e sem
historia familiar préxima foi encontrada a variante em heterozigotia no gene BRCA2
c.4616T>C (p.Leul539Ser), inicialmente descrita como patogénica e reclassificada
entretanto como de significado clinico incerto. No entanto, ao nivel de previsdo
bioinformética de patogenicidade, esta variante é prevista como deletéria por todos os
algoritmos utilizados (6 em 6). Em segundo, o residuo alterado (Leul539) encontra-se
numa regido do dominio BRC repeat que forma uma cadeia continua hidrofébica para
interacdo com RAD51. A variante p.Leul539Ser, ao trocar o residuo Leucina
(hidrofdébico) por uma Serina (um aminoacido hidrofilico) tem potencial para alterar a
conformagdo hidrofobica dos contactos com RAD51 do dominio BRC repeat e
consequentemente a fungdo de BRCAZ2. Por fim esta variante localiza-se numa regiéo do
gene BRCAZ2 considerada como hotspot mutacional pois contém 18 variantes patogénicas

em 24 variantes classificadas (https://varsome.com/).

A identificacdo desta variante no gene BRCAZ2, a histdria pessoal de cancro (idade jovem
de diagnostico de cancro) e historia familiar de cancro da mama sdo indicativas da
existéncia de predisposicdo genética, ou seja, risco aumentado para patologias

oncologicas.
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Face aos resultados apresentados a variante classificada como VUS tem potencial, até
prova em contrério, para ter implicagGes relevantes quer para a utente e quer para 0s seus
familiares, nomeadamente um risco aumentado para desenvolvimento de cancro.
Justifica-se assim uma avaliacédo clinica da familia complementada pelo estudo genético
dos familiares mais proximos para determinar a possivel co-ocorréncia desta variante com
fendtipo clinicamente relevante. Recomenda-se que o0s resultados deste teste e de
possiveis futuros testes sejam disponibilizados e explicados em contexto de consulta de

aconselhamento genético quer a utente quer aos seus familiares.

CDH1 variante c.-54G>C

Foi encontrada em duas doentes, uma com cancro gastrico e outra com cancro da mama,
a variante c.-54G>C CDH1, localizada no exao 1 na regido 5’UTR na regido promotora
do gene CDH1, inicialmente definida como provavelmente patogénica mas reclassificada

como benigna um ano depois.
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2. Andlise do impacto da presenca de mutacdes germinais nas
caracteristicas da doenca

Aqui sdo apresentados os dados estatisticos descritivos e inferenciais relativos as
mutacdes germinais patogénicas ou provavelmente patogénicas encontradas no grupo de

doentes com cancro da mama testadas.

2.1.Analise da idade de diagndstico

A idade minima foi 34 anos e a idade mé&xima foi de 80 anos. A média e a mediana da
idade das doentes com mutacdo germinal patogénica foram respetivamente 45,1 e 44
anos, superior as das doentes sem mutacdo que registaram respetivamente 49,6 e 48 anos
(figura 37).

[ Todos M s/ mutagio M MGP Mutagiio BRCA [ Outras MGP

20
80 8 4
70

60

Idade, anos

50

40

30

Figura 37: Distribuicdo da idade dos pacientes segundo a auséncia (s/ mutacao), presenca, e o tipo de
mutacgBes germinais patogénicas (MGP)(analise da média, mediana e desvio-padréo).

Quando recodificada a idade para um grupo até 50 anos e outro com mais de 50 anos, ndo
houve associagdo entre a idade e a presenca de mutagdo (p>0.1). No grupo de mulheres
com menos de 50 anos, 14% tinha mutagdo, enquanto no grupo com mais de 50 anos

foram 10,8% das mulheres (Quadro 14).
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Quadro 14: Distribuicdo da frequéncia da idade nos grupos sem mutacéo germinal, nos grupos com
mutacdo BRCA e o grupo com mutag0es noutros genes

Auséncia de Outras
mutacio MGP BRCA MGP Total
<50 anos 61 11 6 5 72
Idade
> 50 anos 37 4 2 2 41
Total 98 15 8 7 113

Ao analisar por gene mutado, observa-se que a idade média foi de 45 anos para as
pacientes com mutacdo no gene BRCA1, 44 anos para as pacientes com mutacao no gene
BRCAZ2, 47 anos para as pacientes com mutacdo no gene MUTHY e 51 anos para as
pacientes que apresentaram mutacGes no gene PALB2 (a Unica muta¢do com idade
encontrada acima da média do grupo sem mutacdes, mas tratou-se apenas de dois casos).
Foi encontrada ainda uma mutagdo no gene PTEN numa mulher com 36 anos & altura do

diagndstico (Quadro 15).

Quadro 15: Distribuicdo da média da idade das pacientes por gene mutado.

Mutacdo Germinal Intervalo etario (Média t[l)oelzz\ollieo Padré&o) N
BRCAl 42-51 45+5 3
BRCA2 37-52 44+6 5
MUTHY 42-52 4745 3
MSH2 42 42 1
PALB2 47-55 51+6 2
PTEN 36 36 1
Total 36-55 45+5 15

A média de idade das doentes testadas foi de 49,9, 44,3, 55,7 e 47,6, respetivamente, para
0s subgrupos HERZ2, luminal A, triplo negativo e luminal B, tendendo a ser mais jovens
as mulheres com cancro de subtipo luminal. Mesmo assim, o limite superior de idade
variou entre subgrupos luminais: no grupo luminal A, a mulher mais velha tinha 52 anos
e no luminal B tinha 80 anos. No grupo HER2 a mais velha testada tinha 62 anos e no

grupo triplo negativo, o potencialmente mais agressivo, tinha 79 anos.
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Também ndo foi encontrada qualquer associacao entre idade e Ki67 ou entre idade e

tamanho tumoral ou entre idade e presenca de ganglios axilares.

2.2.Analise da historia familiar

A historia familiar, um dos critérios mais utilizados para selecionar a populacéo a testar,
foi definida como tendo familiares de primeiro e segundo grau com cancro da mama e/ou
cancro do ovario e/ou cancro do pancreas e/ou cancro da prostata. Na amostra colhida de
113 doentes, foi encontrada histdria familiar em 68 (60%), das quais 12 tinham mutagéo
(17,6%) (quadro 16). Entre as 45 que ndo tinham historia familiar, apenas 3 tinham
mutacéo (6,6%).

Das 15 mulheres do grupo com pelo menos uma mutacéo patogénica, 12 (80%) referiram
historia familiar e 3 (20%) negaram-na; mas no grupo sem mutacdo mais de metade
também apresentou também histdria familiar (56 em 98 mulheres, isto €, 57%), um valor
significativamente inferior (p<0.05) quando comparado com o grupo com mutacdo. Em
consonancia, foi encontrada uma associacdo significativa entre qualquer mutagéo

encontrada (BRCA ou total) e historia familiar. (quadro 16; figura 38).

Quadro 16: Analise de frequéncia de histéria familiar nos grupos das mulheres com e sem mutagédo
germinal patogénica (MGP), dividido por subgrupos com mutacéo patogénica BRCA (BRCA) e outras
mutacdes (outras MGP)

Auséncia  Presenca Outras
de MGP de MGP BRCA MGP Total
Ui C/ historia familiar 56 12 7 5 68
Familiar | S/ hist6ria familiar 42 3 1 2 45
Total 98 15 8 7 113
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Figura 38: Associacao entre mutacdo germinal patogénica (MGP) e histdria familiar. Legenda: MGP
qualquer mutagdo; BRCA mutagdes nos genes BRCA; Outras MGP: MGP em genes ndo BRCA.

2.3. Analise e caraterizacdo da histologia

Foi analisado o subtipo histologico do cancro de todas as mulheres com mutacdes.

Entre as 15 doentes com mutacdo, apenas uma (7%) tinha carcinoma lobular (em mutacao
ndo BRCA), sendo a maioria de histologia ductal (93%). A mesma tendéncia foi registada
no grupo de 98 mulheres sem mutacao, onde houve 16 (16%) de histologia lobular e 82
ductal (84%) (quadro 17 e figura 39).

Todas as mulheres com mutacdo BRCA apresentaram carcinoma ductal. Ndo ha assim

qualquer associagdo entre a classificagdo histologica do tumor e a presenca de mutagdes
germinais na populacdo estudada.

Quadro 17: Associagdo entre a classificacdo histoldgica do tumor e a presenca de mutacdo germinal
patogénica (MGP), separadas por muta¢cdes BRCA e outras MGP.

Auséncia Outras
de MGP BRCA MGP Total
Carcinoma Ductal 82 8 6 96
Histologia |Carcinoma Lobular & DL 16 0 1 17
Total 98 8 7 113
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Figura 39: Associagdo entre a classificagdo histolégica do tumor (esquerda) e a presenca de mutacao
germinal patogénica (MGP) (direita). Distribui¢do das mutacfes germinais patogénicas por BRCA e
outras MGP encontradas no carcinoma ductal e no carcinoma lobular (circulos exterior e interior
respetivamente).

2.4.Andlise das carateristicas TNM do tumor e indice de proliferacdo

KI-67

N&o houve associagao entre a presenca de mutacao e o tamanho tumoral (P=0.5), mesmo

no subgrupo BRCA. Observou-se que, das 15 doentes com mutacdo, 4 tinham até 2 cm

(T1 em 28%), enquanto nas 98 doentes sem mutacao foram contadas 39 (T1 em 39,7%)

(quadro 18 e figura 40).

Quadro 18: Associacdo entre tamanho tumoral e presenca de mutacdo germinal patogénica (MGP) global

e separada por grupos BRCA e outras MGP

Auséncia de | Presenca Outras
MGP de MGGP BRCA MGP VEE
Tamanho Tumor £ 2cm 39 4 2 2 43
Tumor >2cm 59 11 6 5 70
Total 98 15 8 7 113
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Figura 40: Associagdo entre tamanho
tumoral e presenca de muta¢do germinal
patogénica (MGP), do exterior para o
interior: Auséncia de mutacdo; qualquer
mutacdo MGP; mutacdes BRCA,; Outras

MGP.

No grupo de 15 doentes com mutacdo germinal, a maioria (12 ou 80%) tinha doenga

regional ganglionar axilar (contra 3 apenas sem ela). Em oposi¢do, a maioria das 98

doentes sem mutacdo nao apresentava ganglios axilares (classificada assim como NO) —

53 versus 45. Estes dados indicam significancia estatistica entre a presenca de mutagéo e

a existéncia de ganglios regionais (P < 0.05). Mesmo especificando para mutacdo BRCA,

encontrou-se uma associagdo com significancia estatistica nos 10% (quadro 19 e figura

41).

Quadro 19: Associagdo entre presenca de doenga regional (adenopatias axilares) e presenca de presenca
de mutagdo germinal patogénica (MGP).

g e Auséncia | Presenca Mutagao Outras Total
de MGP de MGP BRCA MGP
Auséncia nodulos (NO) 53 3 2 1 56
Presenca de nédulos (N+) 45 12 6 6 57
Total 98 15 8 7 113
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Figura 41: Associacdo entre doenca regional e presenca de mutacdo germinal patogénica (MGP),
mutacbes BRCA e Outras MGP.

Quanto ao estadiamento, as mulheres com mutacéo germinal tém a doenca diagnosticada
em fase mais avangada do que aquelas sem mutagdo: entre as 15 mutadas, a maioria é
pelo menos estadio Il (12 doentes, ou seja 80%), enquanto a maioria sem mutacdo tem
estadio I precoce (54 em 98, isto €, 55%). Esta associacdo entre o estadio avancado € a
presenca de mutacdo germinal patogénica tem forte significancia estatistica (P=0.01),
mesmo no subgrupo BRCA (quadro 20, figura 42).

Quadro 20: Associagéo entre estadiamento inicial e presenga de mutagé&o.

Auséncia de Mutacao Outras
mutag&o MGP BR(SA MGP Total

0 0 0 0 0 0

1 54 3 2 1 57

Estadio 2 29 5 3 2 34
3 12 2 0 2 14

4 3 5 3 2 8
Total 98 15 8 7 113
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Figura 42: Associacdo entre estadiamento e presenca de mutacdo germinal patogénica (MGP) (esquerda)
e por subgrupos Mutacdo BRCA e Outras MGP (direita).

Pelo contrario, ndo foi encontrada associacdo entre a presenca de mutacdo e o nivel de

expressao do biomarcador Ki67. Do grupo de 15 mulheres com mutacéo, 4 delas (27%)
tinham Ki67 inferior a 14% (baixo) e 11 (73%) tinham Ki67 superior a 14% (alto). No
grupo especifico de 8 doentes com BRCA mutado, apenas 2 apresentam Ki67 baixo. No

grupo de 98 doentes sem mutacéo, 26 (27%) apresentaram Ki67 baixo e 72 (73%) tinham
Ki67 alto (Quadro 21, figura 43).

Quadro 21: distribuigdo da frequéncia do Ki67 < 14% e >14% nos grupos sem mutagdo germinal, nos
grupos com mutagdo BRCA e 0 grupo com mutagdes noutros genes

. < 14% 26 2 2 2 30
Kib7 >14% 72 11 6 5 83
Total 98 15 8 7 113
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Figura 43: Distribuigdo da frequéncia do Ki67<
14% e Ki67>14% nos grupos sem e com mutacdo
germinal patogénica (MGP), do exterior para o
interior: Auséncia de mutagdo; qualquer MGP;
mutacGes BRCA; Outras MGP.

2.5. Analise do perfil imuno-histoquimico dos tumores diagnosticados
nos grupos em estudo

Do total de 113 doentes testadas, a maioria, 45 (41%), expressava tumor do tipo luminal
B, seguido de 26 casos do tipo Her2 (23%), de 21 casos do triplo negativo (18%) e 21
casos do tipo luminal A (18%) (quadro 22 e figura 44, direita). Das 45 doentes com tumor
luminal B testadas, 5 tinham mutacdo germinal patogénica ou provavelmente patogénica
(11%), a maioria delas BRCA (8,8%); das 21 doentes com tumor luminal A, uma tinha
mutacédo (4,7%); por seu lado, das 26 doentes com tumor HER2 analisadas, 5 tinham
alguma mutacdo (19,2%); finalmente, das 21 doentes com tumor triplo negativo, 3 tinham
mutacdo (14%). Por conseguinte, foi nos grupos HER2 e triplo negativo que foi
encontrada maior propor¢do de doentes mutadas (quadro 22; figura 44), mas entre doentes
BRCA o subgrupo molecular predominante foi o Luminal B.
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Quadro 22: Distribuicdo do subtipo intrinseco no grupo sem mutacdo germinal, no grupo com mutagdo
germinal BRCA e no grupo com outras mutacgdes.

Auséncia Mutacdes QOutras
mutacdo MGP BRCA MGP UEEL
Classificacdo HER2 21 5 1 4 26
molecular Luminal A 19 1 0 1 20
Triplo negativo 18 3 2 1 21
Luminal B 40 6 4 1 46
Total 98 15 7 7 113
Populagado total W HER2 mLuminal A mTriplo negativo ™ Luminal B

HER2
23%

Luminal B
1%
41%

40%
Luminal A
18%

e

Triplo
negativo
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Figura 44: Distribuicdo segundo a classificacdo molecular em pacientes com cancro de mama para a
populacéo global (esquerda) e distribuido por grupos sem mutagdo e com mutacdo germinal patogénica
(MGP) e respetivos subgrupos BRCA e Outras MGP (direita).

No grupo de 15 doentes encontradas com mutagdo patogénica, 5 eram do subtipo
intrinseco luminal B (37.5%) e 5 eram HER2 positivo (35,7%), seguido de 3 triplo
negativo (21,4%) e dois luminal A (7%), distribuicdo que n&o revelou diferenca
estatisticamente em relagdo ao grupo sem mutacdo. Porém, na subpopulagdo BRCA,
encontramos uma maioria de doentes luminal B (4 em 8, isto &, 50%) e triplo negativo (2
em 8). De outro prisma, por gene envolvido, a mutagio BRCA2 foi encontrada
maioritariamente no carcinoma de subtipo luminal B (71%). Apenas uma doente com
carcinoma luminal expressou mutacdo germinal BRCAL e das 5 doentes BRCA2 mutado,
3 eram luminal B. Em 21 doentes do subtipo luminal A, apenas foi encontrada uma
mutacdo em MSH2. A mutacdo PTEN foi encontrada apenas associado a carcinomas
HER2+ e triplos negativos. A mutacdo MUTYH foi encontrada principalmente no subtipo
HER2+ (66%).
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2.6. Andlise da influéncia da presenca de mutacdo no tratamento do

cancro

As doentes com mutacdo germinal foram submetidas maioritariamente a mastectomia (10

versus 3), enquanto as doentes sem mutacédo receberam preferencialmente tumorectomia

(49 versus 44). A associacao entre presenca de mutacao e mastectomia é estatisticamente
significativa na casa dos 10% (P=0.073). No entanto, quando considerado somente

subgrupo BRCA ndo foi possivel confirmar esta associacdo (quadro 23; figura 45) (a

informacdo de mutacdo em duas doentes apenas foi conhecida ap0s a realizacdo da

cirurgia).

Quadro 23: Distribuicdo do tipo de cirurgia (parcial ou total) no grupo sem mutagéo germinal, no grupo
com mutagdo BRCA e no grupo com mutag0es noutros genes

Auséncia de mutagao | BRCA N3o BRCA Total
Tumorectomia 49 2 1 52
Mastectomia 44 6 4 54
Total 93 8 5 106

Tumorectomia

Mutagdo BRCA
4% Outras MGP

2%

Auséncia de
mutacdo
89%

Mastectomia

- QOutras MGP
Mutacdo BRCA 6%

9%

MGP
16% -

\

{

Auséncia de
mutacdo
69%

Figura 45: Distribui¢do do tipo de cirurgia (parcial ou total) nos grupos sem (auséncia de mutacéo) e com
mutacdo germinal patogénica (MGP), no grupo com mutacdo BRCA e no grupo com outras MGP.
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3. Caso clinico: doente metastizada portadora de BRCA mutado
sob inibidor da PARP

Apresentamos o caso de uma doente de 44 anos, em cujos antecedentes familiares se
destacava a mde com cancro da mama aos 48 anos, que em junho de 2013 foi submetida
a mastectomia e esvaziamento ganglionar a esquerda por carcinoma ductal invasivo, G2,
com componente minor de carcinoma intraductal com necrose, pT2, pN1, com recetor de
estrogénio (RE) de muito baixa expressao em 1%, recetor de progesterona (RP) de 1%,
HER2-negativo (triple-negative-like) e indice proliferativo Ki67 elevado de 60%.
Realizou quimioterapia adjuvante com regime AC>T composto de doxorrubicina e
ciclofosfamida (4 ciclos), seguido de docetaxel (4 ciclos), ao qual se seguiu radioterapia

e hormonoterapia adjuvantes com castracdo médica (tamoxifeno e goserrelina).

JUNHO JULHO JANEIRO
- Mastectomia + esvaziamento Quimioterapia adjuvante com AC - Radioterapia adjuvante - 50Gy;
ganglionar a esquerda. (4 ciclos ) sequido de Docetaxel - Hemoterapia Adjuvante
(4 ciclos). (tamoxifeno + goserrelina).
- Exame Histolégico: Carcinoma - Confirmado sindrome
ductal invasivo, G2, com hereditario de cancro
componente minor de mama/ovario:
carcinoma intraductal com mutacao gBRCA 2
necrose, comedocarcinoma. c156_157insAlu.
Sem invasao vascular. Margens
cirdrgicas sem lesao. Mamilo Apds aconselhamento, a doente
sem alteragdes. 1 metastase expressa vontade de realizacao
dos 15 ganglios isolados. de cirurgias profilaticas com
mastectomia bilateral e
RE 19, RP19%, HER2 negativo. ooforectomia bilateral.

A doente teve, entretanto, confirmado o diagndstico de sindrome hereditaria de cancro da
mama/ovario, com mutacdo fundadora portuguesa gBRCA 2 ¢156_157insAlu. Apds
aconselhamento genético, a doente manifestou interesse em realizar cirurgias redutoras

de risco, que sucederam a partir de 2018.

Em janeiro de 2020, embora assintomatica, a doente apresentou marcadores tumorais

elevados, tendo a PET revelado metastizagdo 0ssea e ganglionar maltiplas.
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JANEIRO

Histerectomia + ooforectomia
por via laparoscdpica: sem
neoplasia;

Endométrio atréfico quistico,
identificando-se
microscopicamente pequeno
pélipo endometrial. Colo uterino
com queratose, lesdes de
cervicite agudizada e guistos
mucosos de retencao. Ovdrios
com corpus albicans e dilatacao
quistica de foliculos. Trompas
sem lesao.

ABRIL

- Mastectomia direita + ganglio
sentinela: sem alteragdes.
Ganglio sentinela negativo;

- Reconstrucao mamadria (dltima
cirurgia em Margo 2018).

JANEIRO

Apesar de assintomatica,
marcadores tumorais subiram:
Hemoglobina: 12,4 g/dL;

Creatinina: 0.62 mg/dL;
CEA: 28,0 ng/mL;
CA 15-3:64,3 U/ml;
CA125:6 U/mL;
CA 19-9: 48 U/mL

PET confirmou recidiva:
- foco suspeito no mediastino
anterior com extensao
para-esternal esquerda e
envolvimento e destruicio 6sseo
do mantbrio esternal por
contiguidade, com SUV atual de

12,6 (vs. 7,6 em Setembro 2019);

- focos de nove nos hilos
pulmonares (mais intensos a
direita, com SUV de 6,8), vertente

interna do pulmao esquerdo,
infra-hilar e justa-cardiaca.

Foi-lhe proposta o tratamento com o inibidor da PARP olaparib, devido ao seu

mecanismo de letalidade sintética em tumores com mutacao germinal BRCA (Pommier

et al., 2016).

FEVEREIRO

PONTO DE SITUAGAO

Menopausa cirdrgica, cancro
da mama triplo negativo-like,
mutagao gBRCA 2

c156_157insAlu, com
metastizacao 6ssea e ganglionar.

Iniciou olaparib.

MARCO

Hemoglobina: 12,7 g/dL;
Creatinina: 0,80 mg/dL;
CEA: 48,1 ng/mL;
CA15-3: 86,0 U/mlL;
CA125:7 UWimL;
CA 19-9:51 U/mL.

AGOSTO

Boa tolerabilidade a olaparib.
Hemoglobina: 12,6 g/dL;
Creatinina: 0,82 mag/dL;
CEA: 2,4 ng/mL;
CA15-3: 27,7 U/mL;
CA 1257 U/mL;
CA 19-9:30 U/mL.

Resposta bioquimica marcada,
com descida dos marcadores
tumorais.

A decisdo foi baseada no ensaio clinico OlympiAD que comparou olaparib com

qguimioterapia em doentes metastizados com cancro da mama HER2-negativo portadores

de mutacdo germinal BRCA - em primeira, segunda ou terceira linha terapéutica (M.

Robson et al., 2017).

O estudo foi positivo para o “endpoint” primario, a PFS [sobrevivéncia livre de

progressao], com diminuicdo do risco de progressdao ou morte de 42%” no brago de

olaparib, a par da duplicacdo da taxa de resposta global (ORR) no brago experimental

(ORR =59,9% vs. 28,8%).
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Embora a sobrevivéncia global (OS) tenha sido sobreponivel nos dois bracos, a analise
de subgrupos revelou uma reducdo do risco de morte superior em doentes tratados em
primeira linha (mOS = 22,6 meses no brago de olaparib vs. 14,7 meses no brago de
quimioterapia; HR = 0,51); neste subgrupo, a taxa de OS aos 3 anos foi de 40,8% no braco
de olaparib vs. 12,8% no braco de quimioterapia. N&o se observou toxicidade cumulativa
relevante durante a exposicdo prolongada a olaparib, sendo a incidéncia de efeitos
adversos de grau 3 ou superior de 38% no braco de olaparib face a 49,5% no brago de
controlo (M. E. Robson et al., 2019). O efeito adverso de grau 3 ou superior mais

frequente em doentes tratados com olaparib foi a anemia, facil de gerir.

Apos seis meses de tratamento com o inibidor da PARP, sempre com excelente toleréncia,
observou-se uma resposta bioquimica acentuada, com descida dos marcadores tumorais.
A avaliacdo imagiologica corroborou este resultado, tendo a PET de controlo
demonstrado o desaparecimento da doenga no mediastino anterior, esterno e hilos

pulmonares, revelando, assim, resposta completa.

SETEMBRO JANEIRO FEVEREIRO
PET controlo: Diagnostico positivo para Assintomatica; exame Objetivo
COvID-19. sem alteragoes.
- Desaparecimento da doenca
no mediastino anterior, esterno Hemoglobina: 12,4 g/dL;
e hilos pulmonares, revelando Creatinina: 0,81 mg/dL;
resposta completa. CEA: 2,5 ng/mlL;

CA15-3:24,4 U/mL
Continua com normalizacao do
marcador tumoral;

MAIO

PET controlo: mantém resposta
completa.

Em setembro de 2021, ap6s 18 meses de tratamento com olaparib, a doente apresentou
recidiva 0ssea e ganglionar, tendo, por isso, iniciado radioterapia e quimioterapia com
paclitaxel e carboplatina. Além da sua eficacia e rapidez de acdo, o inibidor da PARP
olaparib permitiu conservar a qualidade de vida, devido ao seu perfil muito seguro de
efeitos adversos, sem provocar alopécia ou compromisso das atividades do quotidiano,

bem como aumentar o tempo livre de quimioterapia.
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. LimitagOes do estudo

Este estudo teve a limitacdo de ter incluido um ndmero de 112 mulheres
portuguesas com cancro da mama, mas a forca de ter sido feita a recolha com
dados clinicos de elevada qualidade, estando acessivel para continuar o follow-up
e poder detetar-se futuramente dados de eficacia como sobrevivéncia livre de

progressao e sobrevivéncia global.

Este estudo ndo exclui a existéncia de variantes patogénicas fora das regifes
sequenciadas, nomeadamente regides regulatorias a montante do gene ou nos seus

introes.

N&o exclui também a possibilidade de variantes de outro tipo, nomeadamente

grandes rearranjos.

Por fim, houve dificuldade em recrutar doentes com cancro gastrico difuso
cumprindo os critérios restritos de sindrome de cancro gastrico difuso hereditéario.
Foi encontrada em duas doentes, uma com cancro gastrico e outra com cancro da
mama, a variante c.-54G>C CDHI, localizada no exdo 1 na regido 5’UTR na
regido promotora do gene CDH1, inicialmente definida como provavelmente
patogénica mas reclassificada como benigna um ano depois.

Por outro lado, a esmagadora maioria dos cancros gastricos no distrito de Evora é
do subtipo intestinal, mais associado a fatores ambientais como alimentacéo,
obesidade, sedentarismo e infecdo por Helicobacter pylori (Yakirevich et al,
2013).

No entanto, o painel monogénico (apenas CDH1) utilizado deixou de fora outros
genes importantes entretanto revelados, como o CTNNAL , PALB2 e os genes da
sindrome de Lynch (Hansford et al., 2015), e obviamente ndo deteta alteracbes

epigenéticas que sdo frequentes no gene CDH1.
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Capitulo IV

DISCUSSAO
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1. As mutacOes registadas e a sua relevancia clinica

Estdo definidos critérios de pesquisa de mutacdes germinais patogénicas dos genes
BRCA 1 BRCA2 em cancro da mama (NCCN, 2019) — como ascendéncia judia
Ashkenazi conhecida ou historia pessoal de cancro da mama até aos 50 anos ou segundo
tumor entre o0s 46 e 60 anos ou neste intervalo pelo menos um familiar de primeiro grau
com cancro da mama ou tumor triplo negativo até aos 60 anos ou, finalmente, um familiar
com cancro da mama até aos 50 anos ou cancro do ovario ou cancro da mama no homem
ou cancro da prostata metastizado ou cancro do pancreas —, mas cerca de um terco dos
doentes com cancro da mama hereditario ndo cumpre nenhum destes critérios
(Marmolejo, 2021).

Neste estudo, os critérios de selecdo das doentes basearam-se nas referidas
recomendacfes NCCN de 2019. Ainda algumas mulheres fizeram o teste genético
hereditario por estarem perto do limite superior desses critérios. Ou seja, a amostra reflete
a populaco do servico de oncologia do Hospital de Evora com cancro da mama que tinha

maioritariamente critérios NCCN na altura do diagndstico, mas ndo exclusivamente.

Em 121 doentes testados (113 de cancro da mama e 9 de cancro gastrico), foram
identificadas 15 doentes portadoras de 16 mutacGes patogénicas em genes BRCAL,
BRCAZ2, PALB2, ATM, PTEN, MUTHY e MSH2 e PTEN e 18 doentes portadoras de
mutacdes VUS em genes diversos, todas elas em cancro da mama. As variantes classe 1

e 2, sendo consideradas benignas, ndo foram incluidas nos resultados.

Entre as 113 mulheres com cancro da mama, encontramos 15 (13,3%) portadoras de
muta¢des germinais patogenicas: 8 mulheres com variantes patogénicas dos genes BRCA
e 7 mulheres com mutagdes patogénicas em outros genes. Interessante comparar a
prevaléncia registada nesta amostra com o maior estudo apresentado até hoje realizado
(Buys et al, 2017), que encontrou, entre 35409 mulheres com diagndstico de cancro da
mama Unico, 9,6% de portadoras de mutagdes germinais patogénicas, entre as que
cumpriam rigorosamente os critérios NCCN. Portanto, encontrdmos uma prevaléncia
superior entre as doentes, talvez porque os critérios de inclusao tenham sido ligeiramente
mais latos do que os do NCCN. Tendo em conta que as mutagdes germinais no BRCA 1
ou BRCAZ2 sdo responsaveis por 2,5% de todo o cancro da mama (Armstrong et al, 2019),
estima-se que tenhamos 150 novos casos por ano em Portugal, entre 12 e 15 em todo o

Alentejo e 3 a 4 no distrito de Evora, area de eleicio das doentes do servigo de oncologia
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do HESE. Deste modo, as 8 mulheres identificadas de 2019 a 2021 deverdo constituir a

maioria das reais.

Houve na populacdo do estudo uma associacdo positiva estatisticamente significativa
entre a presenca de mutacOes germinais e a doenga metastizada regionalmente
(adenopatias axilares) e o estadiamento mais avangado do cancro (TNM) ao momento do
diagnostico, provavelmente resultante da dificuldade de diagnosticar precocemente
cancro da mama relacionado com mutacdo BRCA nos rastreios por mamografia, devido
a raridade de microcalcificacfes e carcinoma intraductal (Komenaka et al, 2004; Lakhani
et al, 1998; Marcus et al, 1996; Obdeijn et al, 2014; Brekelmans et al, 2001) e também
por o rastreio ndo ser proposto a mulheres de idade inferior a 50 anos.

Foi ainda detetada associacdo, com significado estatistico, entre o estado mutacional e a
historia familiar (p<0.05), fosse no grupo total ou no grupo especifico BRCA, de acordo
com a literatura (Engel et al, 2012), mesmo se 3 das 15 doentes portadoras de mutacdes

deletérias ndo apresentavam familiares atingidos por cancros relacionados.

Em contraste, ndo foi encontrada associacdo com significado estatistico (p>0.1) entre a
idade jovem e a presenca de mutacOes deletérias: das 15 doentes com mutacOes

patogénicas, 6 tinham mais de 45 anos.

Adicionalmente, apesar dos critérios NCCN apenas indicarem como suspeito o subtipo
triplo negativo, constatamos que, das 8 mulheres portadoras de mutacdo germinal
patogénica em gene BRCA1 ou BRCA2 com diagnostico de cancro da mama, a maioria
(5) manifestou um tumor luminal B (expressando portanto recetores de estrogénios),
alertando por conseguinte para o facto deste subgrupo dever levantar suspeita de
mutacdes, pelo menos em mulheres jovens (a média de idades de mulheres com BRCA
mutado e carcinoma luminal B foi de 43,6 anos, havendo porém uma doente com mais
de 50 anos). Ja o estudo de Sgnderstrup (2019) revelara que entre doentes BRCA1 foram
encontradas 9% de tumores luminal A e 21% de tumores luminal B, enquanto as doentes
BRCAZ2 foram classificadas em 35% de tumores luminal A e 40% de tumores luminal B.
Alids, a incidéncia de mutacbes BRCAL/2 é semelhante entre doentes com cancro da
mama de baixa expressdo de recetores hormonais (menos de 10%, isto €, “HR-low-
positive”) e os triplos negativos. Por conseguinte, o aconselhamento genético e o teste

hereditario (incluindo BRCA 1/2) devem ser propostos também pelo menos a doentes
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com idade até aos 60 anos que tém expressdo baixa de recetores hormonais (Sanford et
al., 2015).

O conhecimento clinico tardio do estado BRCA positivo levou a que duas doentes do
estudo tenham sido submetidas a tumorectomia em vez de mastectomia, como teria sido
indicado, o que realga a importancia de identificar antecipadamente o estado mutacional.
Recordemos que a decisdo de mastectomia em mulher portadora de mutacdo germinal
patogénica deve ser discutida com a doente, porque reduz o risco de (novo) cancro da

mama em 85% mas nao € isenta de danos fisicos e psicologicos (Gahm et al., 2010).

Por outro lado, a mesma falta de concordancia entre classificacbes imuno-histoquimica e
molecular é frequente nos tumores HER2 e luminal B. No nosso trabalho, foi mesmo no
subgrupo HER2 que se encontrou a maioria das mutacdes patogénicas ndo BRCA,
principalmente MUTYH.

Por conseguinte, o trabalho corrobora a fragilidade dos critérios atuais de sele¢do para
pedido de teste genético hereditario. Apesar da historia familiar ser um critério valido
para a suspeicdo, a idade limite de 45-50 anos e o subtipo intrinseco triplo negativo —
quando ndo existe concordancia demonstrada pela literatura entre o subtipo intrinseco
dado pela imuno-histoquimica e a classificagdo molecular (Provenzano, 2018) - néo
podem definir-se como critérios isolados para o pedido do teste genético de BRCA1L e
BRCA2 e de outros genes. Se os criterios NCCN tivessem sido utilizados
escrupulosamente na populacdo selecionada, ndo teria sido possivel identificar todas as
mutac¢des encontradas, o que teria privado as doentes da melhor abordagem e tratamento.
Entre as 15 doentes detetadas com mutagdes patogénicas, 6 tinham mais de 45 anos, 3

ndo tinham histdria familiar e apenas 3 ostentavam tumor triplo negativo.

No estudo, o tipo de alteracdo mais frequentemente encontrado nas mutac6es patogenicas
foi o frameshift (adicdo ou remocédo de bases de DNA), enquanto nas mutacdes VUS foi
0 missense (mudanca de uma Unica base de DNA), o que esta de acordo com a literatura
(Easton et al, 2007).

Quanto as variantes BRCA, das oito mulheres portadoras, duas delas, sem conhecimento
de migracdo recente dos seus antepassados para o Alentejo, ostentavam a mutagédo
fundadora portuguesa BRCAZ2 Alu, o que significa que a prevaléncia desta se estende em
Portugal além da Regido Norte e da Regido Centro, onde apenas estavam documentadas
(Peixoto et al, 2009).
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Existe ainda uma curiosidade historica a assinalar nesta amostra. Foram encontradas duas
mulheres ndo consanguineas e sem antepassados estrangeiros recentes com mutagao
€.5266dupC, conhecida como uma das trés fundadoras judias Ashkenazi (a par de
mutacfes BRCAL ¢.68 69delAG e BRCA2 ¢.5946delT), quando se supunha que em
Portugal se viesse a encontrar apenas mutagdes sefarditas (Adams et al, 2008). Este
achado pode significar que a divisdo genética entre Ashkenazis no Norte da Europa e
sefarditas no Sul da Europa, em particular na Peninsula Ibérica, é artificial e sugere a
ocorréncia de cruzamentos antigos no seio da populagdo judaica, pelo menos antes da
expulsdo e conversdo forcada dos judeus portugueses e espanhdis em 1496 (Nogueiro et
al, 2015). A descoberta no Alentejo desta mutagdo coincide com o facto de ter sido
comprovado que 23% da populacdo urbana da América Latina poder ser descendente de
judeus convertidos ao cristianismo provindos da Peninsula Ibérica com mutacdes
simultaneamente associadas a ascendéncia sefarditas e ashkenazis (Ferragut et al, 2017;
Chacon-Duque et al, 2018).

Existe, porém, outro dado sobre esta mutacdo. Apesar da variante ¢.5266dupC ser
amplamente divulgada como fundadora judia ashkenazi (Tennen, 2020), recentemente foi
estabelecida a sua origem no Norte da Europa, particularmente tendo partido da Russia e
da Dinamarca ha entre 1500 e 1800 anos (cerca do ano 800). Os Vikings terdo espalhado
a mutacdo por toda a Europa do Norte, do Centro e do Sudeste através dos raides de
destruicdo pelas comunidades cristds da ldade Média Alta, tendo chegado um hapl6tipo
a Polo6nia hé 27 geracGes (em cerca do ano 1500), que por cruzamento foi transferido para
a forte populacéo judia ai residente (Hamel et al, 2011). Como na América foi este o
haplétipo difundido, ele pode ter sido levado pelos Judeus convertidos ou expulsos da

Peninsula Ibérica.

Segundo estudo europeu de prevaléncia desta mutacdo (Hamel et al, 2011), ela é ausente
em Portugal (figura 46), mas os dados partiram de um Unico estudo abrangendo populacéo
com cancro da mama do Norte de Portugal e da Galiza (Duarte et al, 2002), ndo incluindo,
portanto, mulheres do Alentejo, regido onde se centrou este trabalho. A razéo por que se
encontrou a mutacdo no Sul de Portugal € desconhecida, mas lanca a hipotese de elevada
presenca em Portugal e miscigenacdo entre Judeus Sefarditas e Judeus Ashkenazi de

origem viking por via do cruzamento na Europa Central na Idade Média.
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Por conseguinte, sera a primeira vez que existe registo em Portugal desta mutacdo
BRCAL1 entre mulheres portuguesas com cancro da mama, o que reforga a necessidade
de fazer mais estudos genéticos na populagdo portuguesa e melhor caraterizar a

prevaléncia nacional e regional de variantes germinais especificas.

Foi identificada também uma variante patogénica de PTEN numa doente com cancro da
mama triplo negativo aos 36 anos e histdria familiar que alavancou o diagnostico clinico
de Sindrome de Cowden, que se pode manifestar também por tumores malignos da
tirdide, endométrio, rim e, em menor frequéncia, cancro do colon e melanoma, assim
como tumores benignos como polipose gastrointestinal, lipomas, doenca de Lhermitte-
Duclos e malformac@es arteriovenosas, macrocefalia e vérias alterages mucocutaneas
(Nieuwenhuis et al., 2014).

De realcar ainda uma mutacdo patogenica encontrada no gene MSH2, que codifica
proteina MSH2 essencial para reparar os erros de emparelhamento do DNA, em doente
de 42 anos com cancro luminal A e sem historia familiar. Esta variante esta associada a
sindrome de Lynch, de padrdo autossomico dominante, associada a risco cumulativo
durante a vida de tumores sincronos ou metacronos, de que se destacam 0 cancro
colorretal (risco até 80%), cancro do endométrio, cancro gastrico e colangiocarcinoma
(Mehta & Gupta, 2018).
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A pesquisa permitiu encontrar ainda uma mutacdo patogénica fundadora Franco-
Canadiana em PALB2 (p.GIn775Ter) (Ghadirian et al, 2009) numa mulher sem
antecedentes familiares estrangeiros conhecidos nas geragdes do século XX, o que levanta

a hipotese de ter sido trazida para o Alentejo durante as Invasdes Francesas napolednicas.

Foi encontrada em trés doentes uma mutacdo patogenica MUTYH, um gene localizado
em 1p32-34 de 16 exdes que atua na reparacao de DNA por excisao de base, ao produzir
uma DNA glicosilase que suprime a tumorigénese, impedindo a mutagénese e induzindo
a apoptose (Oka et al, 2014). Ele é um mediador da supressédo tumoral do p53 que provoca
a morte de células pré-mutagenicas geradas em condi¢cdes de oxidacdo. A heterozigotia
esta hoje implicada em diversos cancros além do cancro colorretal (via polipose), como

duodeno, ovario, bexiga e mama (Curia et al, 2020).

No conjunto, os dados demonstram que os critérios clinicos vigentes ndo tém
sensibilidade nem especificidade para identificar precocemente mulheres portadoras de
mutacdes patogénicas de suscetibilidade de cancro da mama. Por outro lado, o rastreio de
cancro da mama atualmente é realizado por mamografia apenas a partir dos 50 anos, o
que impede o diagndéstico precoce de mulheres mais jovens, onde a prevaléncia de

predisposicdo a cancro hereditario é maior.

O alargamento do rastreio genético por painéis multigénicos a todas as mulheres com
diagndstico de cancro da mama esta demonstrado ser custo-efetivo em paises como 0s
Estados Unidos, Reino Unido e Israel (Sun et al, 2019; Gabai-Kapara et al, 2014;
Manchanda et al, 2015), havendo mesmo estudos positivos de custo-eficicia para a
populacdo geral em Israel - ponderada a elevada prevaléncia de muta¢des fundadoras e
0s custos dos tratamentos, da mortalidade e da perda de qualidade de vida por cancro da
mama e do ovario (Michaan et al, 2021) -, nos Estados Unidos da América, no Reino
Unido (Manchanda et al, 2018; Sun et al, 2019) e na Australia (Campbell et al, 2017).

Este estudo teve a limitagdo de ter incluido um namero de pouco mais de 110 mulheres
portuguesas com cancro da mama, mas a forca de ter sido feita a recolha com dados
clinicos de elevada qualidade, estando acessivel para continuar o follow-up e poder
detetar-se futuramente dados de eficacia como sobrevivéncia livre de progressdo e

sobrevivéncia global.

202



Por fim, houve dificuldade em recrutar doentes com cancro gastrico difuso cumprindo os
critérios restritos de sindrome de cancro gastrico difuso hereditario. Foi encontrada em
duas doentes, uma com cancro gastrico e outra com cancro da mama, a variante c.-54G>C
CDHL1, localizada no exdo 1 na regido 5’UTR na regidao promotora do gene CDHI,
inicialmente definida como provavelmente patogénica mas reclassificada como benigna
um ano depois. No entanto, o painel monogénico utilizado deixou de fora outros genes
importantes entretanto revelados, como o CTNNAL e os genes da sindrome de Lynch
(Hansford et al., 2015). Por outro lado, a esmagadora maioria dos cancros gastricos no
distrito de Evora é do subtipo intestinal, mais associado a fatores ambientais como
alimentacéo, obesidade, sedentarismo e infe¢do por Helicobacter pylori (Yakirevich et al,
2013).

2. Impacto do diagnostico genético na prevencao e no tratamento
do cancro

O cancro é a primeira causa de morte evitavel no mundo, sendo responsavel em Portugal
por mais de 100 000 anos de vida perdidos em cada ano, bem diante das doencas
cardiovasculares, pela simples razdo de que atinge, em média, pessoas com idade inferior
a 70 anos. Os cancros hereditarios, embora responsaveis por apenas 10% de todos 0s
cancros, atingem geralmente pessoas ainda mais novas e expressam-se de forma mais
agressiva do que os cancros esporadicos, 0 que torna decisivo medica e eticamente a sua
prevencdo e o seu diagndstico precoce. A identificacdo de mutagdes genéticas germinais
em genes associados a cancro da mama e cancro gastrico era até recentemente um
processo moroso, dispendioso e de acesso dificil, que acontecia quase sempre
posteriormente ao tratamento definitivo dos doentes, uma vez que estava dependente de
critérios estritos de suspeicdo e avaliacdo tardia em centros de risco hereditéario, que

detinham a exclusividade do pedido de teste genético.

Na mulher, o cancro da mama € a primeira causa de morte por cancro no mundo inteiro e
em Portugal. Embora a maioria dos casos seja esporadica, ele pode ser causado por
mutacdes patogénicas em genes de penetrancia elevada (risco relativo de cancro superior
a 5) — BRCA1, BRCA2, PTEN, TP53, CDH1 e STK11 — e por genes de penetrancia
moderada (risco relativo entre 1,5 e 5), como PALB2, ATM e CHEK2.
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O risco cumulativo de cancro da mama é de 57% nas portadoras de mutagdo em BRCAL
e de 49% nas portadoras BRCA2 (Grabenstetter, 2020), atingindo mulheres geralmente

mais novas e com expressao fenotipica mais agressiva.

Existem cinco categorias de probabilidade de patogenicidade definidas pela International
Agency for Research on Cancer (IARC), de acordo com o efeito na proteina, a
conservacao evolutiva do nucledtido e aminoacido, testes de funcéo e da segregacdo da
variante com doenca em familias. As variantes de classe 4 e 5 sdo consideradas mutagdes
patogénicas (Houge et al, 2021) que sdo obrigatoriamente comunicadas ao clinico e ao
doente, enquanto as de classe 3 sdo alteraces genéticas de significado incerto (em inglés
VUS), que exigem reanalise periddica e podem sofrer reclassificacdo de patogenicidade.

Ao mesmo tempo que Vérias sindromes hereditarios provocam cancro da mama, este ndo
€ 0 Unico 6rgéo potencialmente atingido por aqueles. Por conseguinte, é necessario estar
atento a possibilidade de uma mesma mutacdo germinal patogénica manifestar diferentes
fenotipos (variancia). Sdo exemplos a sindrome cancro da mama-ovario por mutacao
BRCAL/2 - que tanto pode revelar-se num cancro da mama, como num cancro do ovario,
cancro do pancreas, cancro da prdstata ou mesmo cancro do célon —, a sindrome de Li-
Fraumeni por mutacdo em TP53 — responsavel por cancro da mama, sarcomas dos tecidos
moles e 6sseos (em criangas e jovens), tumores do sistema nervoso central, cortex da
supra-renal, cancro colorretal, cancro do pulméo, leucemia, cancro do ovario e melanoma
(Olivier et al., 2003) e risco elevado de cancro radio-induzido (Heymann et al., 2010)
nomeadamente angiossarcoma, histiocitofibrossarcoma e carcinoma papilar da tirdide na
area irradiada (Petry et al., 2020) -, e a sindrome de Cowden por muta¢do PTEN que
aumenta consideravelmente o risco de tumores malignos da mama, tiréide, endométrio,

rim e, em menor frequéncia, cancro do célon e melanoma (Nieuwenhuis et al., 2014).

Existem quatorze boas razdes para identificar as mulheres portadoras de variantes
patogénicas, em particular nos genes BRCA1l e BRCAZ2, sejam elas portadoras

assintomaticas ou ja doentes.

Em primeiro, um fator etioldgico relevante no cancro da mama, mas ainda subvalorizado,
é a predisposicao genética hereditaria. Os individuos e as familias portadoras de mutacdes
germinais patogénicas nao estdo identificados na sua esmagadora maioria, 0 que constitui
um problema de saude publica, considerando a idade mais precoce de manifestacdo e a

possibilidade de intervencédo para prevenir a doenca e evitar a morte.
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Em segundo, as mulheres portadoras de mutacdo BRCA tém tumores mais dificeis de
diagnosticar pelo meio atual de rastreio — a mamografia -, seja pela maior densidade
mamaria radioldgica (dificultando a visualizagdo fibroglandular) (Komenaka et al, 2004),
assim como pela elevada frequéncia de histologia medular atipica e aparéncia
mamografica benigna (Lakhani et al, 1998). Por outro lado, os tumores BRCA 1
raramente se acompanham de carcinoma ductal in situ ou tém microcalcificagdes
detetaveis na mamografia (Marcus et al, 1996) e os tumores BRCAZ2, apesar de
histologicamente semelhantes aos tumores esporadicos, crescem ao dobro da velocidade
destes, tornando-se ja palpaveis e avancados ao momento da mamografia (Obdeijn et al,

2014), com uma taxa de cancro no intervalo entre mamografias superior a 35%.

Por este motivo, 0 melhor exame (“standard of care™) para rastreio de cancro na mulher
com mutacdo BRCA é a ressonancia magnética, que estad recomendada para mulheres a
partir dos 25-29 anos (Runowicz et al., 2016). Um estudo holandés de portadoras
assintomaticos de mutagdo patogénica BRCA1/2 ou TP53 (ambas ddo mais de 20% de
risco ao longo da vida) sugere que a ressonancia magnética mamaria a cada 18 meses é

custo-efetiva entre os 35 e 0s 60 anos (Geuzinge et al., 2020).

Em terceiro, na mulher com diagndéstico e tratamento curativo de cancro da mama, a
presenca de mutacdo BRCA faz disparar o risco de recidiva local de 5% para 23.5%
(Pierce et al, 2010). Quanto ao risco de cancro da mama contralateral, ele €, aos 10 anos
ap6s o primeiro diagnostico, de 40% para 0 BRCAL e de 21% para 0 BRCA2
(Kuchenbaecker et al, 2017). A estratégia de vigilancia tem entdo de ser necessariamente
diferente, estando recomendado acrescentar uma ressonancia mamaria no intervalo da

mamografia anual.

Em quarto, a quimioprevencao com tamoxifeno é muito eficaz na reducao de risco de
cancro da mama (62-67%) (Phillips & Lindeman, 2014), tanto na mulher assintomatica
como naquela que ja teve doenca, mesmo quando o primeiro tumor nao expressava

recetores hormonais (carcinoma ndo luminal).

Em quinto, na mulher portadora assintomatica, a mastectomia preventiva reduz o risco de
cancro da mama em mais de 90% e em 95% se combinada com ooforectomia bilateral
(Hartmann et al, 2016). A mastectomia poupadora de pele, com ou sem preservacao do
complexo areolar, permite um excelente resultado estético e é segura também nas
portadoras de mutagdo BRCA (Jakub et al., 2018; Lanitis et al., 2010).
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Em sexto, a mastectomia da mama contralateral em mulher BRCA com o diagnostico de
cancro da mama reduz o risco de morte por cancro da mama em 48% (embora ndo reduza

0 risco de morte global).

Em sétimo, a salpingo-ooforectomia reduz o risco de cancro da mama na mutacdo BRCA:
reducdo significativa no risco de cancro da mama nos 5 anos seguintes de 72% (HR 0.28)
nas portadoras de mutacdo BRCAL e de 81% nas portadoras de mutacdo BRCA2 (HR
0.19). No BRCAI1, o risco de cancro da mama aumentou a medida que se atrasou a
intervencdo cirdrgica. Ao contrario, no BRCAZ2, a idade da cirurgia profilatica nao
importa (Y.-H. Choi et al., 2021).

Em oitavo, o risco de cancro do ovéario € muito elevado na mulher BRCA, tenha tido ou
ndo fenotipo de doenga: 39% para portadora de mutacdo BRCAL e 11% para mutagdo
BRCA2 (Antoniou et al, 2003). A mortalidade global (todas as causas de morte) é

reduzida em 77% com a salpingo-ooforectomia profilatica.

Em nono, apesar do defeito de reparacdo homéloga aquando da mutagdo do BRCA fazer
prever que 0 mecanismo de agéo dos platinos por ligagdo ao DNA e formacéo de aductos
e inibicdo da transcricdo e replicacdo favoreca a apoptose (Galluzzi et al., 2012), na
doenca precoce nao existe beneficio em adicionar platino a quimioterapia neoadjuvante
na doente BRCA, mesmo em doentes triplos negativos, contrariamente aos demais — uma

descoberta surpreendente (Wang et al, 2020).

Em décimo, pelo contrério, em contexto metastatico ndo curativo, a terapéutica com
platinos duplica a taxa de resposta (68% versus 33%) e aumenta a sobrevivéncia livre de
progressao em 2,4 meses (prevenindo a progressao da doenca) relativamente a

guimioterapia padrdo com taxanos, de acordo com o estudo TNT (Tutt et al, 2018).

Em décimo primeiro, no estadio metastizado, os inibidores da PARP, uma nova classe de
farmacos baseada no principio da letalidade sintética, sdo a primeira terapia genica
disponivel no cancro da mama. Quando existe mutacdo patogénica de BRCA e dano do
DNA, sdo ativadas precocemente as PARP-1, uma familia de 18 enzimas polimerases

poliADP ribose responsaveis pela estabilidade gendmica e reparacdo do DNA celular.
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Os inibidores da PARP impedem a reparacdo do DNA por via alternativa de excisao da
base, quando é deficiente a recombinacdo homologa devido a mutacdo no BRCAL e
BRCAZ2, resultando na letalidade sintética e morte seletiva da célula tumoral (apoptose),
mas evitando consequéncias nefastas sobre as células ndo tumorais que mantém os
mecanismos de reparacdo do DNA de dupla cadeia (de Vos et al., 2012; Premnath &
O’Reilly, 2020). O olaparib, demonstrou, no estudo OlympiAD, diminuir o risco de
progressdo ou de morte em 42% (aumento da sobrevivéncia livre de progressao em 2,8
meses) e provavelmente o risco de morte quando usado em primeira linha em 49%
(beneficio ndo observado na globalidade, nem nas segunda e terceira linhas) (Robson et
al, 2017 e 2019). Neste sentido, a pesquisa da mutagdo BRCA deve ser feita “o mais
precocemente possivel” para que, na doenca metastatica, olaparib seja uma opgao

terapéutica logo em primeira linha, quando os resultados séo ainda melhores.

Em décimo segundo, 0 mesmo inibidor da PARP olaparib em contexto de doenca precoce,
apos tratamento (neo)adjuvante, comprovou diminuir o risco de progressao ou de morte
em 43%, de acordo com o estudo OlympiA (Tutt, 2021) e é o novo padrdo para doentes
BRCA mutadas HER2 negativas.

Em décimo terceiro, os tumores triplos negativos associados a mutacdo BRCA, pela
carateristica auséncia de expressdo de Retinoblastoma (Rb) (Patel, 2020), ndo serdo bons

respondedores a inibidores de ciclinas em estadio avancado (Malorni, 2016).

Em décimo quarto, um estilo de vida saudavel, baseado na alimentacdo rica em fruta e
peixe, exercicio fisico e controlo de fatores metabolicos como obesidade, pode contribuir
para uma reducgéo do grau de penetrancia das mutacdes BRCA, principalmente BRCA2.
(Bruno et al, 2021).

Finalmente, interessa diagnosticar varias outras sindromes e genes mutados, nao so pelo
risco de cancro da mama como de outros cancros e doencas, de que é exemplo a sindrome
de Li-Fraumeni por mutagdo em TP53 — responsavel por cancro da mama, sarcomas dos
tecidos moles e 6sseos (em criancas e jovens), tumores do sistema nervoso central, cortex
da supra-renal, cancro colorretal, cancro do pulméo, leucemia, cancro do ovario e
melanoma (Olivier et al., 2003) e risco elevado de cancro radio-induzido (Heymann et
al., 2010) nomeadamente angiossarcoma, histiocitofibrossarcoma e carcinoma papilar da

tiride na area irradiada (Petry et al., 2020).
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Em suma, existem mudltiplas estratégias personalizadas que permitem personalizar o

tratamento e reduzir o risco de cancro da mama nas portadoras de muta¢@es patogénicas.

Gracas ao diagnoéstico genético de mutacdo BRCA, uma nossa doente metastizada pode
beneficiar de 15 meses de sobrevivéncia livre de doenga, sem recurso a quimioterapia,

conforme apresentado nos resultados (capitulo 3, sec¢édo 3.3).

No entanto, a identificacdo dos portadores de mutacGes patogénicas por critérios baseados
na historia familiar e clinica tem vérias limitagdes: ndo conseguem identificar mais de
50% dos portadores BRCA com diagndstico de cancro (Kahn et al, 2006; Febbraro et al,
2015; Nilsson et al, 2017). O estudo de Buys (2017) identificou muta¢6es patogénicas em
5,9% das 35 000 mulheres estudadas com cancro da mama que nao cumpriam os critérios
NCCN, o que exclui 30% dos portadores de muta¢des do BRCA (Hooker, 2017; Marcus,
2015; Hodgson, 2020; Forbes, 2019). Estima-se que mais de 70% das doentes com cancro
da mama elegiveis para teste genético o falhem nos Estados Unidos (Childers, 2017). No
Reino Unido estima-se que menos de 3% dos portadores de mutacdo BRCA sejam

identificados durante a sua vida (Manchanda, 2018), considerando os assintomaticos.

Tendo em conta a comprovada eficicia das estratégias de reducdo de incidéncia de
cancros associados a BRCA (Paluch-Shimon et al, 2016) e 0s recentes avan¢os na
sequenciacdo paralela macica por next-generation (NGS) (Kurian et al, 2018), o
alargamento do teste genético além dos critérios clinicos e historia familiar tem sido
proposto como Util a prevenir mortes evitaveis e custo-efetivo em mulheres com
diagnostico de cancro da mama (Norum et al, 2018; Sun et al, 2019) e mesmo custo-
efetivo na populagdo geral feminina, conforme estudo realizado em Israel (Gabai-Kapara
et al, 2014; Manchanda et al, 2015), nos Estados Unidos (Manchanda et al, 2018; Sun et
al, 2019) e na Australia (Campbell et al, 2017).

A solucdo para a identificacdo da populacéo portadora de mutacdes patogénicas de genes
suscetiveis de cancro - e a consequente prevencao de cancro - seria oferecer o teste
universalmente a toda a populacéo, o que hoje esta facilitado pelo acesso facil a tecnologia

NGS, desde que garantida a seguranca e protecao dos dados genéticos pessoais.
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3. Consideracdes éticas da investigacdo genética em doentes com
cancro

Uma vez que a evolugdo humana tem acontecido a custa de novas mutacgdes ao longo de
milhGes de geracdes, antes de considerar dicotomia de genes normais e genes mutados, é
mais adequado apelidar cientificamente de variantes, entre as quais apenas uma pequena

minoria provoca doengas.

Os testes genéticos tém por objetivo a detecdo de gendtipos associados a suscetibilidade
para determinadas doencas monogénicas ou multifatoriais de base genética mas
influenciadas por condicBes ambientais. Os testes genéticos pré-sintomaticos ou
previsores sdo realizados em individuos sem sinais ou sintomas de doenca e permitem
identificar os portadores de uma forma mutada de um gene patogénico em idade posterior.
Por esta razdo, apenas devem ser feitos testes genéticos quando existe possibilidade de
eliminar ou reduzir o risco da doenca futura, por tratamento médico ou cirdrgico. Em
contrapartida, os testes genéticos que indicam a forma patogénica de um gene podem, no
individuo, provocar ansiedade, medo, sentimentos de culpa em relacdo aos descendentes
e mesmo depressdo e, na sociedade, discriminacdo por parte de empregadores,

companhias de seguros e bancos.

No estudo, constatamos que as doentes cujo estado mutacional foi conhecido demasiado
tarde ndo puderam beneficiar da melhor atitude terapéutica, nomeadamente a cirurgia
redutora de risco da mama e do ovario. Como o risco de recidiva e segundos tumores é
mais elevada nas portadoras de mutagdes, ndo é ético ndo pedir o teste precocemente nas

doentes com risco de cancro da mama hereditéario.

N&o obstante o clarissimo papel da genética no diagnostico de doencas pré-sintomaticas,
na adocdo de medidas preventivas e, em alguns casos, na predicdo de resposta a
terapéuticas alvo corretoras das alteragdes genéticas, foi difundido o mito da “verdade
escrita nos genes” e a ilusdo de que o conhecimento perfeito do genoma de um individuo
daria acesso a realidade e ao destino de uma pessoa. Ora tal concegéo é cientificamente

inaceitavel e eticamente perigosa.

Com efeito, na atual populacéo ocidental envelhecida, a maioria das doencas cronicas é
de causa multifatorial, ndo sendo possivel determinar o seu aparecimento e grau de
severidade somente a partir do conhecimento do genoma. Na realidade, nas doengas

complexas como a maioria dos cancros, a contribuicdo genética é pequena e dificil de
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avaliar. Entre aquelas, apenas 5 a 10% se estima serem hereditarias, resultando as
restantes de causas inevitaveis como a idade e 0 sexo e de causas evitaveis como a

obesidade, a alimentacdo desequilibrada, a poluigdo e a falta de exercicio fisico.

A existéncia de um gene anormal ndo implica necessariamente o aparecimento de uma
doenca, porque outros fatores genéticos estdo implicados: a penetrancia e a expressao da
variante. A penetrancia define-se pela percentagem de pessoas com determinada
anormalidade genética que de facto desenvolve a doenca ou o tumor (por exemplo, a
presenca da mutacdo BRCAL confere um risco de 50 a 80% de ter cancro da mama
durante a vida), enquanto a variancia da expressdo sdo as diferentes expressoes
fenotipicas de uma mesma anormalidade genética (por exemplo: a mutacdo do gene
BRCA1 pode provocar cancro da mama e/ou do ovario). Por outro lado, engquanto
algumas doencas e sindromes sdo monogeénicas, outras sdo poligénicas, pois dependem
de mais do que de um gene alterado. Para revelar a complexidade, a etiopatogenia da
maioria das doencas e dos cancros em particular é multifatorial, tendo origem
simultaneamente genética, ambiental, nutricional e epigenética. Por isso, a inexisténcia
de mutacdes patogénicas também ndo garante a inexisténcia de doencas ameacadoras da

vida.

Mas a sequenciagdo e o0 conhecimento rigoroso do genoma humano abriram as portas a

um dilema ético: o possivel retorno a eugenia.

Enquanto a terapia génica das células somaticas apenas diz respeito a um individuo,
repondo a funcdo de um grupo restrito de células e desaparecendo juntamente com o ser
humano objeto da terapia, a terapia génica das células germinais alteraria definitivamente
0s cAdigos genéticos do individuo e de todos os seus descendentes, com consequéncias

imprevisiveis no patrimonio hereditario da humanidade.

Finalmente, é preciso impedir a discriminacdo genética. A crenca na melhoria genética e
na possibilidade de criagdo do ser humano perfeito e saudavel pode levar a rejeicdo dos
“imperfeitos”, aqueles com “defeitos genéticos”, por exemplo no trabalho pelos
empregadores, na salde pelas seguradoras, no acesso ao crédito pelos bancos e na escolha
de “criancas sem defeitos” pela sociedade. O acesso a informacdo genetica hereditaria
tem de ser confidencial e de uso médico estrito, escrupulosamente respeitando a

deontologia e a ética.

210



Capitulo V
CONCLUSOES e PERSPETIVAS FUTURAS
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As conclus6es principais suportadas por este estudo séo as seguintes:

v Néo foi encontrada associacdo entre mutacdo e idade, dimensdo tumoral, K167,
ou subtipo intrinseco, o que esta de acordo com a falta de concordancia encontrada
na literatura entre subtipo histoquimico e subtipo molecular (Provenzano, 2018)
— em 15 mulheres portadoras de mutagdes, apenas 3 tinham tumores

fenotipicamente triplo negativos, sendo entdo a maioria luminal B;

v" Foi encontrada associagdo entre mutacdes germinais patogénicas e a metastizagao
ganglionar regional e o estadio avangado, evidenciando um diagndstico tardio
(estadio Il ou superior), que pode ser explicado pela rapidez de crescimento dos
tumores hereditarios em relacdo aos esporadicos, pela dificuldade de identificar
cancros associados a mutacdo BRCA na mamografia de rastreio e este nao
abranger mulheres com menos de cinquenta anos, grupo etario mediano de

diagnostico de cancro em mulheres com mutacdes patogénicas;

v A histéria familiar revelou-se um critério muito relevante para o rastreio de
portadoras de mutacdo germinal mas foi a adogdo do critério lato de histéria
familiar (comparado com os limites da NCCN) que permitiu identificar varias

doentes portadoras de mutacdo BRCA (pelo menos duas);

v" Apenas 3/15 mulheres portadoras de mutagdo BRCA ndo tinham histéria familiar,

em concordancia com os 30% da literatura (Hodgson, 2020);

v"Identificou-se pela primeira vez a mutacdo fundadora portuguesa BRCA2 Alu a
Sul do pais, documentada anteriormente apenas na Regido Norte e na Regido
Centro (Peixoto et al, 2009);

v" Foi encontrada pela primeira vez em Portugal uma das trés muta¢des fundadoras
judias Ashkenazi (Hamel, 2011);

v Néo foram identificados doentes com cancro gastrico difuso associado a mutagéo
germinal CDHL1, o que levanta a hipotese de no Alentejo estarem na oncogénese
genes diferentes como CTNNA1 e PALB2, ou haver maior contribuicdo da

epigenética e do ambiente.
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Em suma, podemos considerar:

v Aidentificacdo de mutacdes patogénicas em genes associados a cancro da mama

permitiu:

v implementar estratégias de reducdo de risco de cancro da mama (recidiva
local e cancro contralateral), nomeadamente rastreio personalizado,

quimio-prevencao e mastectomias bilaterais;

v" encaminhar os familiares diretos assintomaticos para consulta de
aconselhamento genético - probabilidade de heranga da variante de 50%
(Fred Levine, 2017);

v" 0 uso de inibidores das PARP em uma doente do estudo, atrasando em

mais de quinze meses a necessidade de quimioterapia;

v’ a identificacdo de sindromes a fim de monitorizar segundos tumores

sincronos e metacronos e personalizacdo da terapia.

v" O verdadeiro progresso contra o cancro ndo se pode medir somente por meses
conquistados de sobrevivéncia ap6s o diagndstico, a custa de procedimentos e
medicamentos de custos avultados em varias dimensdes humanas, mas antes pelo
ganho de vidas livres de cancro granjeado por reducdo da sua incidéncia e
prevaléncia. E a prevencéo, a atuacio sobre as suas causas e a precocidade do
diagnostico que podem determinar de forma mais profunda e duradoura a
diminuicédo da incidéncia e da mortalidade evitavel por cancro.

v" O conhecimento 0 mais precoce possivel de mutacdes germinais patogénicas
propiciadoras de cancro assenta num novo modelo de cuidados de salde em
oncologia de precisdo, orientado preferencialmente para a preservacdo e
promogdo da saude e do bem-estar das pessoas, em vez de exclusivamente

centrado na doenca e no seu tratamento.
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Temos, finalmente, como perspetivas futuras:

v Analisar dados de sobrevivéncia livre de progressao e sobrevivéncia global desta

populacéo.

v" Projeto mapa no Alentejo e na Estremadura Espanhola das mutagfes germinais

associadas a cancros de mama e estbmago.

v' Acesso a classificagdo molecular enriquecendo a classificagcdo histoldgica e
histoquimica, na qual se insere o conhecimento das mutagBes germinais e

somaticas.

v' Teste universal a toda a populagdo com cancro da mama, garantida a seguranca e

protecdo dos dados genéticos pessoais.

v"Identificacdo precoce de portadores de mutacfes germinais em genes associados

a cancro da mama.

v Alargamento dos critérios de selecdo da populacdo com cancro gastrico difuso e

0s genes no painel hereditério de cancro gastrico.

v Investimento nacional na prevencdo e precocidade do diagndstico de cancro

hereditario para diminuicdo da incidéncia e da mortalidade evitavel por cancro.

v Dialogo intenso académico e clinico para melhoria da qualidade dos cuidados
prestados e desenvolvimento de projetos cientificos baseados na realidade

demogréfica, social e médica da Regido Alentejo.
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