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Resumo

O cancro é uma das principais causas de mortalidade no mundo. E a segunda doenca que mais
mortes causa globalmente, sendo responsdvel por 9.6 milhGes de &bitos em 2018.
Mundialmente 1 em cada 6 mortes sio devidas ao cancro. E produto de um processo complexo
envolvendo a interacdo de fatores endogenos, assim como de fatores exdgenos. O aparecimento
e a formacdo do cancro (oncogénese) Sdo processos que possuem uma base genética, resultante
da acumulagdo de mutagGes que causam uma desregulacéo nos processos de diferenciagéo,
proliferacdo e morte celular. Em todos os tipos de cancro, existe uma proliferacdo anormal de
células disfuncionais (material genético danificado) que inicialmente vai dar origem a formacéo
do tumor (iniciacdo). Estas células imortalizadas que ultrapassaram os mecanismos de morte
celular, continuam a proliferar de uma maneira ndo controlada (progressédo), até que passam a
invadir outros tecidos, sendo caracteristico nos ultimos estadios da doenca. Quando o cancro
possui transmissibilidade vertical (hereditério), significa que a mutacdo inicial que o originou
situa-se numa das células da linha germinativa estando, portanto, presente em todas as células
do corpo. Na maioria dos cancros, no entanto, a mutacao € esporadica pois ocorre numa célula
somatica, que posteriormente ira dividir-se e evoluir para o cancro.

Apesar de os individuos que possuem um cancro hereditario representarem apenas 5% da
populacdo oncoldgica, a identificacdo da base genética subjacente a doenca tem uma grande
importancia clinica, assim como na compreensdo dos cancros numa perspetiva mais geral.
Nesta monografia, vai ser abordado o cancro da mama hereditario e véo ser debatidas questdes
como a carcinogénese, origem genética e principais genes intervenientes. Os painéis genéticos
e a sua importancia na atualidade também sdo um tema muito relevante ja que grandes avangos
foram feitos na area da sequenciacdo. Além disso serdo referenciadas medidas de rastreio de
acordo com guidelines que melhor se adequam para cada mutacdo, pois a detecdo precoce
oferece sempre um melhor prognostico. Tudo isto em prol da diminuicdo da mortalidade e da
melhoria da qualidade de vida da populagdo em risco.

Palavras-chave: Cancro da Mama Hereditario; Mutac6es; Sequenciacdo; Painéis Genéticos;
Suscetibilidade Genética.




Abstract

Cancer death is one of the major causes of mortality worldwide. It’s the second leading cause
of death globally and is responsible for an estimated 9.6 million deaths in 2018. Globally, about
1 in 6 deaths is due to cancer. It’s the product of a process involving complex interactions
between environmental and endogenous factors. The development of cancer (oncogenesis) is a
genetic disease that results from the accumulation of mutations witch cause deregulation in
cellular differentiation, proliferation, and/or survival. In all cancers, an abnormal and ongoing
division of damaged/dysfunctional cells initially leads to the formation of a tumor (initiation),
where the immortalized cells that have avoided cell death continue to proliferate in an
unregulated manner (progression) and then ultimately invade other tissues at later stages in the
disease (metastasis). When cancer occurs as part of a hereditary cancer syndrome, the initial
cancer-causing mutation is inherited through the germline and is therefore already present in
every cell of the body. Most cancers, however, are sporadic because the mutations occur in a
single somatic cell, which then divides and proceeds to develop into cancer.

Although individuals with a hereditary cancer syndrome account for less than 5% of all patients
with cancer, identification of a genetic basis for their disease has great importance both for
clinical management of these families and for understanding cancer in general.

In this paper, the hereditary breast cancer will be addressed and topics such as carcinogenesis,
genetic origin and key intervening genes will be discussed. The genetic panels and their
importance nowadays are also a very relevant topic as great advances have been made in the
sequencing technology. It will be described screening measures according to international
guidelines that best suit for each mutation, as early detection always offers a better prognosis.
All this for the sake of lower mortality rates and the quality of life improvement for the
population at risk.

Keywords: Hereditary Breast Cancer; Mutations; Sequencing; Gene Panels; Genetic
Susceptibility.
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Terminologia

Acido desoxirribonucleico (ADN) — Molécula constituida por cadeias antiparalelas de
nucleotidos, sendo o principal transportador da informacéo genética.

Alelos — S&o formas alternativas de um gene ou uma sequéncia de DNA, normalmente gerados
por mutacgdes, num determinado locus.

Bioinformatica — Consiste no uso de computadores e de programas informaticos para adquirir,
guardar, analisar, processar e visualizar informacéo da gendémica.

Farmacogenética — Ramo da genética dedicada a identificacdo de proteinas variantes
subjacentes a uma alteragdo da resposta farmacoldgica a determinados farmacos.

Farmacogendmica — Ramo da genética que analisa 0s genes e as proteinas pra identificar alvos
para a terapéutica farmacolégica.

Gene — U}nidade fundamental da hereditariedade e unidade basica estrutural e funcional da
genética. E uma porcdo do DNA que codifica uma determinada proteina.

Genes Supressores de Tumores — Genes que codificam proteinas que suprimem a divisao
celular.

Genome-wide Association Studies (GWAS) — Andlise das variacdes genéticas no genoma
inteiro, procurando por associacdes entre variacbes em sequéncias do ADN e regides que
codificam para determinado fenétipo.

Locus — Posicdo que um gene ocupa num determinado cromossoma.

Loss of Heterozigoty (LOH) — Perda de funcdo de um alelo num gene, onde o outro j& estava
inativado devido a uma mutacéo.

Mosaico — Individuo ou tecido com pelo menos duas linhas de células diferindo no genétipo
ou no cari6tipo, derivado do mesmo zigoto.

Oncogenes — Genes que induzem ou mantém uma proliferagéo celular descontrolada, derivados
de uma mutacdo dos proto-oncogenes. Mutacgdes, amplificacdes ou sobre expressdes do gene
nas celulas somaticas podem levar a uma transformacdo neoplasica das mesmas.

Oncogénese — Conjunto de alteracfes genéticas ou cromossémicas que induzem o posterior
desenvolvimento de cancro.

Penetréncia — Probabilidade de aparecimento de uma doenga quando o genoétipo para essa

doenca esta presente. Muitas vezes associado a transmissao de genes defeituosos que induzem
patologia num determinado seio familiar.
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Proto-oncogenes — Genes que induzem e mantém a replicacéo celular normal. Quando mutados
dao origem a oncogenes, diretamente relacionados com a oncogénese.

Quimioterapia Adjuvante — Administracdo de agentes de quimioterapia antes de um
procedimento principal. O seu objetivo é diminuir o tamanho ou a extensdo do cancro de modo
a que facilite o seu tratamento/intervencao pelo procedimento que se segue.

Rastreio Geneético — Testes genéticos realizados a uma populacdo alvo para identificar
individuos que estejam sob risco de desenvolver ou transmitir uma determinada patologia.

Sequencia¢do do ADN — Conjunto de técnicas aplicadas para a determinagdo das sequéncias
de nucledtidos de uma molécula de ADN.

Single Nucleotide Polymorphism (SNP) — Diferencas de um nucleétido entre individuos de
uma mesma populacao ou espécie.

Terapéutica Hormonal de Substituicdo — Terapéutica que visa a administracdo de hormonas
de modo a minimizar ou prevenir as alteracfes decorrentes da menopausa ou pés-menopausa.

Valor Terapéutico Acrescido — Medicamento com maior eficacia e seguranca relativamente
a um comparador, que deve ser a melhor alternativa terapéutica existente.
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1. Introducéo

O cancro é uma das principais causas de mortalidade no mundo. E a segunda doenga que mais
mortes causa globalmente, sendo responsavel por 9.6 milhdes de Obitos em 2018.
Mundialmente 1 em cada 6 mortes sdo devidas ao cancro (1). N&o é ao acaso que o cancro ja é
considerado a doenca do século XXI. Muitos dos esforcos de hoje em dia sdo focados nesta
area pelo impacto que causa a nivel social, mas também a nivel pessoal. Pelos anos que se
seguirdo adiante serd uma das areas de maior importancia dai ser necessario muito esforco na
investigacdo de novas alternativas para tratar ou melhorar a qualidade de vida da populagéo
oncolégica. E uma realidade que, infelizmente, ndo ¢ alheia a ninguém. Os tipos de cancros
mais comuns a nivel mundial séo:

Pulmio
Mama
Colorretal
Prostata
Estdmago
Figado
Esofago
Colo do Utero

o Incidéncia
Tirdide B Mortalidade

Bexiga

0 400 000 800 000 1200 000 1600 000 2 000 000 2 400 000

Numeros

International Agency for Research on Cancer

I %! World Health
%) anizaion

Figura 1 — Incidéncia e Mortalidade dos cancros mais comuns a nivel mundial para ambos 0s
sexos e em todas as idades no ano de 2018. Adaptado de Global Cancer Observatory (2).

De acordo com a Figura 1 o cancro do pulméo é o cancro mais incidente a nivel mundial
(2.093.876 novos casos), seguido do cancro da mama com valores muito préximos (2.088.849
novos casos). Verifica-se que o cancro da mama ocupa uma posi¢do muito significativa sendo
2° cancro mais incidente e 0 5° cancro com maior taxa de mortalidade.

Ao observarmos a Figura 2 podemos ter uma perspetiva de como estdo as coisas em Portugal:
de um ponto de vista geral da populacdo, o cancro da mama mantém-se como 0 2° mais
incidente e como 0 4° cancro com maior taxa de mortalidade.

Mas se restringirmos os dados apenas a populagdo feminina, segundo a Figura 3, verifica-se
que o cancro da mama é o que possui maior incidéncia (6,974 novos casos) e a 2° maior taxa
de mortalidade (1.748), ligeiramente ultrapassada pela taxa de mortalidade do cancro colorretal
(1.764) (2). E um problema de saude que afeta muitas mulheres em Portugal e para o qual se
deve dedicar toda a atencdo e apostar em campanhas de consciencializagcdo para o autoexame
da mama e medidas de rastreio.
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Figura 2 - Incidéncia e Mortalidade dos cancros mais comuns em Portugal para ambos 0s sexos
e em todas as idades no ano de 2018. Adaptado de Global Cancer Observatory (2).
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@

Figura 3 -_Incidéncia e Mortalidade dos cancros mais comuns em Portugal para as mulheres,
em todas as idades no ano de 2018. Adaptado de Global Cancer Observatory (2).

O cancro é uma doenca genética multifatorial causada ndo s6 por fatores enddgenos, mas
também por fatores exdgenos. O aparecimento e a formacdo do cancro (oncogénese) sao
processos que possuem uma base genética, resultante da acumulagdo de mutagdes que causam
uma desregulacdo nos processos de diferenciacdo, proliferacdo e morte celular (3). Em todos
os tipos de cancro, existe uma proliferacdo anormal de células disfuncionais (material genético
danificado) que inicialmente vai dar origem a formacdo do tumor (iniciacdo). Estas células
imortalizadas que ultrapassaram o0s mecanismos de morte celular, continuam a proliferar de
uma maneira ndao controlada (progressao), até que passam a invadir outros tecidos
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(metastizacdo), sendo caracteristico nos Ultimos estadios da doenca (4). Inicialmente quando
as células dividem-se rapidamente formam um tumor benigno, ja que este ¢é localizado e pode
ser removido com cirurgia de rotina. Se as células tumorais crescerem continuamente,
eventualmente adquirem a capacidade de se desprenderem do tumor primario, invadindo a
circulagdo periférica. Passam entdo a invadir outros tecidos, sendo este tipo de tumor, ja
considerado um tumor maligno (5). Quando o cancro possui transmissibilidade vertical
(hereditario), significa que a mutacg&o inicial que o originou situa-se numa das células da linha
germinativa estando, portanto, presente em todas as células do corpo. Na maioria dos cancros,
no entanto, a mutagdo é esporadica pois ocorre numa célula somatica, que posteriormente ira
dividir-se e evoluir para o cancro (6). Existem estimulos ambientais e endogenos que levam a
diferentes mecanismos associados a carcinogénese: quanto aos estimulos ambientais, estéo
incluidos a exposicdo a diferentes tipos de agentes provenientes de alimentos, radiacdo natural
e artificial, agentes quimicos e virus. Por outro lado, os fatores enddgenos podem estar
associados a falha no mecanismo de reparacdo do ADN, ativacdo de oncogenes (mutacdo com
ganho de funcéo), inativagdo de um proto-oncogene (mutacdo com perda de funcéo),
translocacdo cromossomica que causa uma reducdo da expressdo de certos genes ou formacéo
de genes quiméricos que codificam proteinas com diferentes propriedades funcionais (6).

1.1. Suscetibilidade genética hereditaria

Porque é que em determinadas familias a incidéncia de cancro é maior do que noutras? Quanto
falamos em suscetibilidade genética, antevé-se a presenca de um fator que pode ser ou ndo
transmitido aos restantes membros da mesma familia (transmissdo vertical), que esta
diretamente relacionado com um maior risco de desenvolver determinado tipo de cancros. Uma
pequena porcdo das familias carrega um alelo mutante de um gene responsavel pela
predisposi¢do ao cancro, estando esta alteracdo presente nas células germinativas, que ao se
desenvolverem, vao estar presentes em todas as células somaticas do ser humano.

Os genes possuem ligeiras variacdes que contribuem para as diferengas entre os seres humanos,
sendo que genes com essas diferencas sdo chamados de alelos. Nestes alelos, heterozigoticos
(2 variacOes do mesmo gene), existe a presenca do alelo mutado e de um alelo normal. Quando
ocorre uma mutacdo no alelo normal, o alelo mutado passa a ser expresso, sendo este 0 passo
crucial para a transformacdo da célula cancerosa. Esta mutacdo é denominada de Loss of
Heterozygosity (LOH). Na LOH um grupo de genes é acidentalmente perdido e ja ndo estdo
presentes dentro da célula afetada, possivelmente associado a um erro de uma subsequente
replicacdo/divisdo celular. Portanto em vez de existir duas copias desse mesmo gene
(heterozigdticas), temos apenas uma copia. Por vezes mutacdes em outros genes para além dos
referidos sdo necessarias para transformar uma célula normal numa célula cancerigena (5).
Apenas 5% dos cancros sdo hereditérios, sendo a maioria esporadicos e resultantes da
acumulacdo de mutagc6es em genes cruciais de determinadas células.

1.2. Regulacéo exercida pelo ciclo celular nas células normais vs células
mutadas

A maioria das células somaticas do nosso corpo sdo estruturalmente e funcionalmente
especializadas e ndo possuem a capacidade de se dividirem (p.ex. células do sistema nervoso,
células musculares, entre outras). No entanto algumas destas células (do figado, dos rins) podem
receber estimulos que promovem a divisdo celular e que regeneram células j& mortas ou
danificadas (5). As células que mais sofrem esse tipo de regeneracao sao as que se situam mais
a superficie de 6rgéos e que revestem os ductos e as cavidades do corpo humano, incluindo a
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pele. Sofrem mais agressdes e, portanto, sdo propicias a mais danos sendo necessario uma
permanente regeneracdo. Estas células sdo denominadas de células epiteliais e é daqui que
partem cerca de 80% de todos os cancros, incluindo o cancro da pele, mama, préstata, célon e
pulméo (5). Desde modo é necessario um mecanismo de controlo do crescimento e diviséo
celular para impedir que células andmalas possam-se desenvolver. N& é incomum o
aparecimento de erros de replicacdo em células em permanente divisdo como € o0 caso das
células epiteliais, dai a importancia destes mecanismos de controlo ou checkpoint. Um ciclo de
replicacdo celular é constituido por 3 fases cruciais:

v' Interfase (Fases G1, S, G2) — Crescimento celular e preparacao para a divisao;

v Fase Mitotica (Profase, Metafase, Anafase, Teldfase) — Separacdo do material genético;

v" Citocinese — Ruptura da membrana plasmatica e finalizacdo do processo de divisao.

G1/S Checkpoint
Cell proceeds to

S phase or enters
inactive GO state

\NTERPHASE

G1
Interval of cell
growth before

. DNA replication S
v (chromosomes Interval of cell
[ unduplicated) growth when
P B ] DNA replication
Y - | is completed
f — \ Each daughter cell (chromosomes

starts interphase duplicated)

~
Q\S’ Interval following ™
2 DNA replication; =
@" cell prepares
to divide

M Checkpoint
Cell monitors
attachment of
spindle fibers to
chromosomes

G2/M Checkpoint

Cell monitors completion
of DNA synthesis and
DNA damage

Figura 4 — Representacdo esquematica do ciclo de replicacdo celular em todas as suas fases e
com os respetivos pontos de controlo (checkpoints). Adaptado de Human Heredity Principles
and Issues 9th ed (Pag.273) (5).

A celula é regulada em trés checkpoints principais: em G1 logo antes de entrar na fase S (G1/S
Checkpoint), na transicao fase G2 paraa M (G2/M Checkpoint) e na fase tardia da metafase (M
Checkpoint) (5). Em cada checkpoint, a combinag&o de sinais externos e vias de regulagéo
internas determinam se a célula pode ou ndo prosseguir para o proximo estadio de
desenvolvimento. O checkpoint da fase G2/M verifica se a replicacdo do ADN ocorreu de forma
correta e que, na possivel ocorréncia de um erro, este foi reparado corretamente. Caso tenha
ocorrido um erro irreversivel, a proteina P-53 induz a célula em apoptose. O Checkpoint M é
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responsével por controlar se o fuso mitético esta corretamente ligado aos cromossomas, para
que ocorra uma normal separacdo do material genético na anafase (Figura 4).

Mutacdes nos genes que regulam estes checkpoints sdo um fator critico para oncogénese.
Existem duas classes de genes que regulam os checkpoints: 0s genes supressores de tumores
e 0s proto-oncogenes. De uma forma simples, 0s genes supressores de tumores sao
responsaveis pela codificagdo de proteinas que inibem o crescimento/replicacdo celular,
enguanto que 0s proto-oncogenes sdo responsaveis pela codificacdo de proteinas que induzem
ou mantém a replicagdo celular. Mutagdes nestes dois genes levam a um descontrolo da
replicacdo celular, ou seja, células abnormais conseguem escapar aos mecanismos de controlo
enddgeno (checkpoints), tornando-se imortais, pois evadem constantemente aos mecanismos
de apoptose e de morte celular programada (7).

O oncogene é entdo um gene mutado que possui a sua funcdo alterada, estimulando de uma
forma ndo controlada a divis&o/proliferacdo celular, podendo-se enquadrar este tipo de mutagéo
como uma gain of function mutation. Os oncogenes a nivel celular possuem um efeito
dominante, j& que quando é ativado ou sobre expresso, é suficiente um alelo mutado para
desencadear uma alteracdo fenotipica da célula, passando esta de uma forma normal para uma
mutada.

Os genes supressores de tumores (TSG) também contribuem para a malignidade do tumor,
mas por um mecanismo de acdo diferente. Quando existe a perda de ambos os alelos do gene,
ocorre uma loss of function mutation, impedindo o normal funcionamento dos genes no controlo
da replicacdo celular. Esta familia de genes é muito heterogénea, ja que exercem variadas
fungdes. Uns TSG suprimem diretamente o tumor regulando o ciclo celular ou inibindo o
crescimento celular através do contacto célula com célula (gatekeepers).

Outros TSG estdo envolvidos na reparacdo do ADN e na manutencdo da integridade genémica
(caretakers). As perdas dos dois alelos do gene levam ao desenvolvimento indireto do cancro,
ja que o organismo permite que ocorra 0 acumular de mutacBGes, sem que estas sejam
devidamente reparadas, quer em proto-oncogenes, quer em outros TSG. Como os produtos
resultantes da expressdo destes genes sdo por natureza protetores contra o cancro, é esperado
que ao compreendermos melhor os seus mecanismos de acdo possamos melhorar 0 nosso
arsenal terapéutico contra o cancro (6).

2. Objetivos

Esta monografia tem como objetivo a caracterizacdo do cancro da mama hereditario,
principalmente a nivel genético, procurando identificar os principais genes responsaveis pelo
aumento do risco de cancro tanto nas mulheres como nos homens. V&o ser abordados os
diferentes subtipos de cancro da mama, a penetrancia dos principais genes que resultam na
oncogénese e a sua inclusdo nos painéis genéticos em conjunto com as principais técnicas de
sequenciagdo utilizadas pelos laboratorios na atualidade. A descricdo dos métodos de
diagnostico, rastreio e a terapéutica farmacologica tambem véo ser topicos a ser abordados,
visando que para quem leia a monografia tenha um acesso mais vasto a todo um conjunto de
informacdes. Por Gltimo as conclusdes e a perspetiva para o futuro de aquilo que se espera da
evolucdo para 0s préximos anos.
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3. Materiais e Métodos

Para a realizacdo da monografia foram utilizados artigos cientificos de diferentes fontes de
pesquisa bibliogréfica como o PubMed, Science Direct, Google Scholar e o Scopus. Foram
utilizados os livros de genética humana que serviram de suporte para a pesquisa de conceitos e
construcdo da monografia. N&do foram aplicados critérios de exclusdo, mas na pesquisa dos
artigos cientificos foi dada maior preferéncia a artigos mais recentes. A consulta de artigos e
livros mais antigos (anteriores a 2008) cingiu-se a informac&o e conhecimento consolidado, que
ndo sofreu alteracdes ao longo dos anos. Recorreu-se a websites como o Infomed onde foram
consultados RCM’s, World Health Organization e o Globocan para a obtencdo de dados
estatisticos e alguns outros websites de empresas e laboratorios que se dedicam a area da
genética. Os principais conceitos pesquisados foram “Hereditary Breast Cancer”; “Susceptible
Genes in Hereditary Breast Cancer”; “Screening Hereditary Breast Cancer”; “Guidelines for
Hereditary Breast Cancer” ¢ “Hereditary Breast Cancer Treatment”.

4. Resultados e Discussao

4.1. Cancro da Mama

O cancro da mama é o segundo tipo de cancro com mais incidéncia no mundo, e de longe, o
mais prevalente entre as mulheres. E a maior causa de morte por cancro em mulheres de paises
subdesenvolvidos, e a segunda maior causa em paises desenvolvidos. O cancro da mama é
caracterizado pela sua heterogeneidade quer a nivel molecular como a nivel clinico. Os estudos
dos perfis genéticos categorizaram o cancro da mama em 4 subtipos: luminal A, luminal B,
sobre-expressdo de HER-2 e basal-like (8-10):

Tabela 1 — Subdivisdo dos varios tipos de cancro de acordo com as suas caracteristicas
bioquimicas. Adaptado de Dai 2015 (10). *Os cancros invasivos classificam-se em grau 1 ou
bem diferenciados, grau 2 ou moderadamente diferenciados e grau 3 ou pouco diferenciados
(112).

Subtipo Intrinseco Marcadores Grau* | Resultado Prevaléncia
Luminal A [ER+|PR+] HER2-KI67- 12 Bom 23,7%
[ER+|PR+] HER2-KI167+ Intermeédio 38,8%
Luminal B 2|3
[ER+|PR+] HER2+KI67+ Fraco 14%
Sobre expresséo de [ER-PR-] HER2+ 2|3 Fraco 11,2%
HER-2
Triplo Negativo [ER-PR-] HER2-, marcador 3 Fraco 12,3%
(Basal-like) basal+

O cancro da mama influenciado por fatores hormonais que variam com a idade, paridade, idade
com que se teve o primeiro filho, amamentacéo e terapéutica de substituicdo hormonal, que tem
uma forte correlagdo com o cancro do tipo luminal. O subtipo luminal B comparativamente ao
A, possui uma maior taxa de proliferacdo celular e uma maior expressdo de genes e proteinas
(p.ex: KI-67 > Marcador de proliferagéo celular), conferindo a estes um desenvolvimento mais
rdpido e um menor grau de diferenciacdo, como representado na Tabela 1 (10,12). Ao nivel do
ADN o subtipo luminal A apresenta menos muta¢des no seu genoma assim como um menor
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namero de mutagdes no gene TP53, que codifica para uma proteina supressora de tumores (12).
Os tumores luminais respondem bem a hormonoterapia, sendo que os do subtipo B, como sao
mais proliferativos, beneficiam mais com uma terapéutica combinada (hormonoterapia +
quimioterapia) (10).

Os tumores com a sobre-expressdo de HER-2, como o préprio nome indica, expressam o recetor
do tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano em quantidades superiores as normais. O
gene HER-2 é um proto-oncogene, que codifica para proteina HER-2 que induz e mantém a
replicacéo celular (13).
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Figura 5 — Mecanismo de inducéo da divisao celular pelo recetor HER-2. Adaptado de Roche
(13).

Normalmente existem duas copias do gene HER-2 em cada célula, mas neste subtipo de tumor
0 gene encontra-se amplificado, produzindo uma quantidade excessiva da proteina que vai ser
expressa nas células epidérmicas (células do tecido mamario). Como consequéncia sao
enviados mais sinais que induzem o crescimento e multiplicacdo celular, ocorrendo uma
replicacdo a uma velocidade superior a das células normais (Figura 5). Tendencialmente estes
tumores apresentam um baixo grau de diferenciacdo (Tabela 1), tornando o prognéstico menos
favoravel. Este subtipo de tumor beneficia de uma terapéutica com quimioterapia ou entdo de
terapéutica com anticorpos monoclonais (p.ex: trastuzumab) (10,13).

O Subtipo de cancro triplo negativo (basal-like) esta associado a obesidade, particularmente em
mulheres na pré-menopausa (9). Este subtipo é assim designado pois reflete a auséncia de
expressao dos recetores de estrogénio (RE), recetores de progesterona (RP) e a auséncia de
sobre-expressdo da proteina transmembranaria HER-2. Possui no entanto uma elevada
expressao de marcadores basais (citoqueratina 5, 6, 14 e 17). Este tipo de cancro é importante
pois € biologicamente mais agressivo e ndo possui um alvo terapéutico identificado, sendo a
quimioterapia a principal opcdo (11).
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4.1.1. Genes responsaveis pelo cancro da mama e a sua penetrancia relativa

Os genes que predispdem para o cancro da mama podem ser categorizados de acordo com 0
risco relativo associado a causalidade da doenca, ou seja, 0 quanto a sua presenca condiciona a
probabilidade de aparecimento do cancro ou néo.

> Genes de elevada Penetrancia:

v' BRCA1 - Codifica para uma fosfoproteina nuclear, que atua como um gene supressor
de tumor através da manutencdo da estabilidade genomica. A proteina codificada
combina com outros supressores de tumores, elementos que detetam danos ao nivel do
ADN e transdutores de sinal, formando um grande complexo proteico com inimeras
subunidades. As variacBes genéticas que induzem o encurtamento prematuro da
proteina do gene BRCAL levam a um aumento do risco de cancro da mama e do ovario,
em 80% e 40% respetivamente, sendo também responsavel pelo elevado risco de
aparecimento destes cancros em idades mais jovens (14,15). As recentes abordagens
terapéuticas para o tratamento de carcinomas com deficiéncia no gene BRCA1l
aumentaram a utilidade clinica da analise genética como método de diagndstico. Os
inibidores das PARP (Poly-ADP ribose polymerase) — familia de proteinas responsaveis
pela estabilidade gendmica e reparacdo celular — possuem seletividade para as células
deficientes em BRCAL e BRCA2 sendo particularmente Uteis no tratamento deste tipo
de cancros (16).

v BRCA2 — Codifica uma proteina que repara quebras na cadeia dupla de ADN,
encontrando-se  profundamente envolvida na estabilidade gendémica, mais
especificamente na recombinacdo homologa. Os portadores homens desta mutacao
possuem um risco acrescido de cancro de prostata, mama e pancreas em torno de 20%,
6%, e 3%, respetivamente, enquanto que as portadoras mulheres da mutacdo BRCA2
possuem um risco acrescido de 26 — 84% de cancro da mama e 20% para 0 cancro do
ovario. De acordo com as guidelines, individuos portadores destas mutacdes devem ser
submetidos a uma vigilancia anual. Imagem por ressonancia magnética / mamografia
sdo métodos recomendados a partir dos 30 anos, ja que sdo processos de dete¢do mais
sensiveis. Cirurgias profilaticas podem incluir mastectomia bilateral, e
farmacologicamente a administracdo concomitante de tamoxifeno pode ajudar em
tumores hormono-dependentes (14,15).

v TP53 — Gene supressor de tumor que codifica uma proteina em resposta ao stress celular
que regula a expressao de inimeros genes, responsaveis pela regulacdo do ciclo celular,
senescéncia, reparacdo do ADN, apoptose e alteracbes no metabolismo celular.
Associado a sindrome de Li-Fraumeni quando ha mutacdo. Gene altamente penetrante
que predispde a um amplo espetro de tumores, incluindo o cancro da mama de inicio
muito precoce com uma incidéncia de 5% antes dos 30 anos de idade. Individuos
portadores da mutagcdo TP53 possuem um risco de cancro ao longo da vida de 90%, e
um risco de 18-60 vezes maior de incidéncia de cancro da mama antes dos 45 anos
(14,15,17).

v" PTEN - Gene que codifica para uma proteina que regula a proliferacdo, sobrevivéncia
e metabolismo celular. MutagOes na linha germinativa do gene supressor de tumor
PTEN séo a causa da sindrome de Cowden, uma doenca autossomica dominante com
um elevado risco de tumores benignos e malignos da tiroide, da mama e do endométrio.
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Individuos que possuem este tipo de mutagdo tém um aumento da probabilidade em
50% de desenvolvimento de cancro da mama no decurso da sua vida (14,15).

v' STK11 — Gene supressor de tumor importante na mediacédo da apoptose e na regulacédo
do ciclo celular. Mutagdes na linha germinativa de um aminodcido serina/treonina
causam a sindrome de Peutz-Jeghers, autossomica dominante, que possui uma elevada
incidéncia de neoplasias gastrointestinais, e um aumento do risco de outros tipos de
cancro como a mama, o intestino delgado, pancreas ovario, Utero, estbmago, colo do
utero, pulmado e testiculo. Para estes individuos é necessario fazer um acompanhamento
estrito com endoscopias e imagem de ressonancia magnética (mama) (14).

v" CDH1 - O gene da caderina-E (CDH1) expressa uma molécula de adesao célula-célula
nas jungdes entre células epiteliais. Mutacfes neste gene estdo associados a um
carcinoma gastrico difuso, e um aumento do risco de cancro da mama lobular e cancro
colorretal. A incidéncia do cancro da mama nesta mutacao € de 40 — 54% (14).

» Genes de Penetrancia Intermédia:

v' CHEK2 — Checkpoint kinase 2, proteina resultante da transcricdo do gene CHEK2, é
uma serina/treonina cinase que é ativada em resposta ao dano ao nivel do ADN,
possuindo um papel importante na interpretacdo do estimulo recebido e posterior
reparacdo do ADN. Certas mutacBes ao nivel deste gene estdo frequentemente
associadas ao aparecimento do cancro da mama na mulher, havendo uma em particular
na linha germinativa, a CHEK2 ¢.1100delC, que aumenta o risco para o dobro. Em
homozigotia, existe um risco aumentado em 6x mais, comparativamente a um individuo
heterozigotico (14).

v' PALB2 — Também conhecido como FANCN, é um gene associado a anemia Fanconi
que codifica para uma proteina que interage com o BRCA2 durante a recombinacao
homologa. Este gene confere uma suscetibilidade para o cancro da mama e o cancro do
ovario. Em mutacdes raras na linha germinativa do gene PALB2, parentes do familiar,
em primeiro grau, demonstram um aumento do risco de cancro da mama em 5,6 vezes,
comparativamente aos familiares ndo portadores desta mutagéo (14).

Para além destes genes existem outros genes como o ATM, XRCC2, NBS1, RAD50, MRE11,
BARD1, ABRAXAS e RAD51D.

> Loci de baixa Penetrancia:

Varios loci que foram identificados como comuns no cancro da mama estéo associados a um
aumento ou uma diminuicdo do risco de cancro. Estes atuam sinergicamente com um conjunto
de fatores externos e com o estilo de vida de cada pessoa, explicando assim um pequeno
conjunto de casos de cancro em que genes de elevada ou intermédia penetrancia nio se
encontram mutados. Muitos destes loci com baixa suscetibilidade foram descritos por estudos
abrangentes do genoma humano (GWAS), e na avaliagdo de risco final seis SNPs
demonstravam uma associagdo estatisticamente significativa: MAP3K1, FGFR2, LSP1,
TNRC19 e H19. Apesar da contribuicdo destes loci de baixa penetrancia ainda ser objeto de
debate, é claro que o acumular destas mutac¢Ges induz a um aumento do risco do aparecimento
do cancro da mama, e que alguns casos podem ser explicados pela presenca destes mesmos
elementos (14).
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5. Diagnostico (Testes Genéticos)

Os testes genéticos para a predisposicdo do cancro hereditario representaram um importante
avanco para a area da saude. Sdo exames que utilizam uma amostra bioldgica e analisam a
existéncia ou auséncia de mutagdes num gene em especifico ou num conjunto de genes (p.ex:
sequenciagdo, painéis genéticos). Desempenham atualmente um papel fundamental na detecao
do risco e no possivel diagnostico de uma determinada patologia. Na area da oncologia, 0s
testes genéticos sdo utilizados maioritariamente para:

v"Identificacdo de defeitos nos genes que aumentam a predisposi¢do de um individuo para
0 cancro e avaliacdo de outras variaces genéticas de baixo risco, com testes que
normalmente utilizam sangue ou saliva (18);

v" Confirmacdo de um diagnostico caso seja identificada uma mutacdo tipicamente
associada a uma determinada patologia;

v De forma preditiva ou pré sintomatica se existe um histérico familiar de um cancro com
elevada incidéncia, permitindo analisar se a pessoa apresenta risco de vir a desenvolver
a patologia numa perspetiva futura;

v Determinacgdo das caracteristicas genéticas de um determinado cancro quando este ja
estd instalado, permitindo caracteriza-lo e sequencia-lo, implementando uma
terapéutica mais orientada e eficaz (farmacogenética) (19).

A descoberta inicial dos genes BRCA1/2 suscetiveis para o cancro da mama iniciou uma nova
era para os testes preditivos. Desde entdo foi observado que a maioria das mulheres com cancro
da mama ndo apresentavam uma predisposicdo genética, mas que 20% das mulheres com um
histérico familiar de cancro, eram portadoras de uma mutacdo que aumentava para o risco de
desenvolvimento da doenca (20). Isto leva-nos para o seguinte topico: para quem se destinam
estes testes genéticos? As guidelines que nos orientam para os critérios de pré-selecdo
encontram-se sumarizadas na seguinte tabela:

Tabela 2 — Critérios da NCCN (National Comprehensive Cancer Network) para a avaliagdo de
risco de HBOC. Adaptado de Cobain 2016 (20);

A avaliacdo de risco para 0 HBOC deve ser realizada em doentes que cumprem um ou mais

dos seguintes critérios:

Cancro da mama na mulher diagnosticado a uma idade < 50 anos

Cancro da mama triplo negativo diagnosticado a uma idade < 60 anos

Cancro ovarico evasivo, das trompas de Falopio ou peritoneal primario

Cancro da mama no homem

Quaisquer cancros associados ao HBOC, independentemente da idade a que foram

diagnosticados

v Dois ou mais cancros da mama primarios

A avaliacdo de risco deve ser realizada em pacientes com cancro da mama e a familiares de

1°, 2° e 3° grau que cumpram um dos seguintes critérios:

v Cancro da mama diagnosticado a uma idade < 50 anos em um ou mais familiares

v’ Cancro ovarico evasivo, das trompas de Fal6pio ou peritoneal primario em um ou mais
familiares

v Cancros da mama, préstata ou pancreatico diagnosticados em qualquer idade em um ou
mais familiares

ANANENENRN

21



E de grande importancia a existéncia destes critérios de pré-selecdo, porque mesmo com o
desenvolvimento atual da ciéncia, e com métodos cada vez mais eficientes e de menor custo,
ainda ndo é economicamente viavel para nenhum sistema de salde fazer rastreios a toda a
populacdo. E possivel construir uma arvore genealdgica (com 3 ou mais geracdes) a partir da
informacdo gerada permite observar a prevaléncia da doenca (histéria familiar), sendo uma
ferramenta que ajuda a clarificar o doente do risco potencial que possui.

5.1. Painéis Genéticos:

Atualmente, com o avanco das tecnologias de sequenciacdo, melhorou-se a habilidade para
detetar maltiplas mutagfes germinativas e sométicas num curto periodo de tempo. Tais
progressos devem-se a chegada de uma nova técnica denominada de sequenciacdo de nova
geracdo (SNG) que tem vindo gradualmente a substituir a sequenciagéo de Sanger (21). Este
avanco tem permitido a sequenciagédo de cada vez mais genes, com um custo cada vez menor.
Apesar dos genes BRCAL/2 serem 0s genes mais provaveis de estarem mutados numa familia
com elevado risco de cancro do ovario e da mama, o painel genético tem englobado um maior
namero de genes, com uma importancia muito significativa na oncogénese (22).

Contudo, temos que abordar a tematica dos painéis genéticos da mesma maneira que qualquer
teste de diagnostico é abordado: examinando a sua validade analitica (precisdo na detecdo da
presenca ou auséncia de uma determinada mutacao); validade clinica (habilidade de segregar
doentes em grupos com riscos bem definidos de cancro) e acima de tudo a utilidade clinica
(habilidade para orientar as pessoas para medidas concretas e bem definidas) (21).

Em Portugal, o laboratério GENETYCA ICM disponibiliza um teste chamado FEEL para
andlise dos genes BRCA1/2, os mais comuns associados a mutagdo do cancro da mama. Para
um painel genético mais abrangente o laboratorio oferece o teste FEEL PLUS, em que
examinam um painel de 26 genes regularmente associados ao aparecimento cancro da mama e
dos ovarios, assim como a outro tipo de patologias (23). Os genes que o painel genético abrange
s80 0s seguintes:

v" BRCA1 v’ FAM175A v PMS2
v' BRCA2 v" MEN1 v' PTEN
v ATM v' MLH1 v" RAD50
v" BARD1 v MRE11A v" RAD51C
v BLM v’ MSH2 v" RAD51D
v' BRIP1 v' MSH6 v’ STK11
v' CDH1 v MUTYH v' TP53
v' CHEK?2 v" NBN v XRCC
v’ EPCAM v' PALB2

5.1.1. Resultados dos painéis genéticos... como interpretar ?

e Resultado Negativo: quanto é testada uma mutacdo e o resultado veio negativo do
laboratério significa que o individuo tem uma probabilidade idéntica, ou inferior ao da
populacdo em geral de vir a desenvolver um cancro da mama ou dos ovarios. No entanto
é preciso ter sempre em conta o histérico familiar e fazer uma vigilancia constante e
rastreios periddicos para o despiste do cancro, ja que a nao presenca da mutagédo, nao
significa a isengdo da doencga em si.
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e Resultado Positivo: Um resultado positivo para uma mutacdo ndo implica um
diagndstico do cancro da mama ou dos ovarios. Estas pessoas estdo mais suscetiveis de
vir a desenvolver esta doenca no futuro, mas nada garante que a desenvolvam
efetivamente. Este resultado indica-nos que precisamos de implementar medidas mais
apertadas de vigilancia e rastreio. Medidas essas particularmente importantes ja que um
diagnéstico precoce do cancro tem uma probabilidade de cura entre 70 a 90% dos casos
(23).

5.1.2. Métodos de Sequenciagao:

Séo utilizados maioritariamente 2 métodos: o método de teste tradicional, que envolve a
sequenciacdo direta do ADN (Sequenciacdo de Sanger), utilizando amostras de sangue ou
células resultantes da raspagem da cavidade bucal. E um processo dispendioso que consome
tempo e possui algumas limitagdes, ja que ndo se pode analisar grandes sequéncias de ADN
(18). Por outro lado, temos a sequenciacao de nova geracdo (SNG), que é uma tecnologia que
se encontra em rapido crescimento. Pode ser usada para sequenciar genomas inteiros ou genes
em especifico, incluindo todos os 22,000 genes codificantes presentes no nosso genoma.

» Como se processa entao esta analise através da SNG?

Existem diversas plataformas que utilizam diferentes tecnologias de sequenciacdo, mas todas
tém em comum o facto de sequenciarem milhGes de fragmentos de ADN em paralelo.
Posteriormente sdo usadas analises bioinformaticas que v@o unir todos os fragmentos
sequenciados, sendo que cada leitura individual tem como referéncia 0 genoma humano
completo introduzido no sistema informatico (24). Fazendo uma analogia, seria como montar
pecas de um puzzle com a imagem de referéncia na caixa. Cada uma das 3 bilides de bases do
genoma humano € sequenciada inimeras vezes, fornecendo uma recolha de dados precisa e
eficiente, e uma maior perspetiva para a detecao de variacfes genéticas inesperadas.

» Vantagens da utilizacdo da SNG na pratica clinica:

v A SNG capta um maior espetro de mutacdes em comparacdo com o Método de Sanger: o
espetro de variacdes de ADN no genoma humano engloba pequenas alteracGes de bases
(substituicdes), insercdes e delecdes, grandes delegdes gendmicas de exdes ou de genes por
inteiro e rearranjos como inversdes ou translocacgdes.

v Os genomas podem ser analisados sem viés de informacéo: a sequenciacdo por capilaridade
depende do conhecimento prévio do gene ou do locus a ser investigado. No entanto a SNG
é completamente ndo seletiva, podendo analisar genomas inteiros e facilitar a descoberta de
novas mutagOes ou genes que estdo mutados e induzem doenga (24).

v" A elevada sensibilidade da SNG permite a detecdo de mutacfes em mosaico: 0 mosaicismo
genético refere-se quando a pessoa é um mosaico, ou seja, possui mais que um gendtipo.
Agquando do diagndstico de cancro, as pessoas sao consideradas um mosaico ja que possuem
dois genomas distintos: 0 genoma com que nasceram e 0 genoma que involuntariamente
adquiriram como consequéncia do desenvolvimento das células cancerigenas. A SNG
permite uma leitura de maior sensibilidade e a detecdo de varia¢fes presentes num nimero
infimo de células, incluido as variagdes em mosaico (24,25).
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5.1.3. Quais o0s genes que devem constar num painel genético?

Num estudo em que se englobou 10.745 pacientes (Figura 6) foi obtido a seguinte prevaléncia
de mutacdes:

STK11 _ cDH1 PTEN

Figura 6 — Proporcao de mutagdes genéticas detetadas dos genes BRCA1/2 e outros 13 genes
que pertencem ao painel genético do cancro da mama. Adaptado de: Lerner-Ellies 2015 (26).

Os genes BRCAL/2 séo exemplos de genes com grandes dimensfes e que existem centenas de
variacdes em cada um, sendo de grande importancia a correta identificacdo das variantes que
sdo benignas, prejudiciais ou as de impacto clinico desconhecido. Estas ultimas sdo

denominadas de variantes de significancia desconhecida (VUS — Variants of Unknown
Significance).

10.0 9.6
8.0 —
6.0 —

4.0 38 0

Frequency of VUS (%)

20 15 1.7 1.9 1.9

Figura 7 — Prevaléncia das variantes de significancia desconhecida (VUS) identificadas em 15
genes do painel genético em estudo. Adaptado de: Lerner-Ellies 2015 (26).
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Com a répida introducdo clinica dos painéis genéticos levantaram-se algumas questdes,
nomeadamente sobre o teste de alguns genes de penetrancia moderada ou de baixa penetrancia.
Um dos aspetos mais importantes a ter em conta na inclusdo de genes num painel genético é a
relevancia clinica dos mesmos (se possuem ou ndo possuem patogenicidade associada as
variantes detetadas). A utilidade do teste diminui quando ndo podemos associar estas alteragdes
a um significado clinico, que indique que daqui a alguns anos o portador possa ou ndo ter maior
risco de desenvolver um cancro.

Na figura 7 podemos observar que o0 gene ATM é dos que mais possui variantes de significancia
desconhecida (VUS). Apesar das mutacOes neste gene serem relativamente comuns, 0 risco
associado ao aparecimento do cancro da mama é baixo e exerce pouca influencia na gestéo
clinica do cancro da mama. Atualmente, apenas uma mutacao no gene ATM esta associada com
um risco relativamente alto de aparecimento de cancro da mama, que pode levar a um maior
acompanhamento por parte do médico ou a medidas de reducdo de risco. No entanto a
prevaléncia desta mutagdo é muito baixa, e juntamente com a sua baixa penetrancia e a
dificuldade de interpretacdo das VUS, faz com que o potencial do gene na inclusao nos painéis
genéticos seja muito baixo (26,27).

Ter o cuidado de fazer uma incluséo de genes com bom valor preditivo aumenta a utilidade do
nosso teste, incluindo genes que comprovadamente exercem um papel importante na
oncogénese e que permitem com alguma seguranca dar orientacdes precisas para 0s pacientes,
quer seja a nivel preventivo ou terapéutico (28).

6. Rastreio

A gestdo clinica das mulheres que sdo portadoras de uma mutacdo genética para o cancro da
mama depende do risco que este apresenta para o paciente ao longo da vida (idade de inicio,
patologia do tumor, mortalidade, entre outros fatores). Foram estabelecidas guidelines com
medidas de rastreio e prevencao direcionadas para portadores de mutacdes nos genes BRCA1/2,
sendo estas abordagens similares para outros genes que induzem suscetibilidade de cancro (26).

Os portadores das mutacdes BRCAL1/2 possuem um elevado risco de desenvolvimento de
cancro, sendo estes individuos incluidos numa categoria denominada Hereditary Breast and
Ovarian Cancers (HBOC). Para pessoas com HBOC existem formas de rastrear ou reduzir o
risco como por exemplo: um melhor follow-up das pessoas com rastreios mais frequentes para
uma detecdo mais precoce, medicacdo preventiva (p.ex: tamoxifeno) ou uma mastectomia
profilatica em pessoas com elevado risco de cancro.

Esta gestdo do risco é multidisciplinar existindo uma importante interagcdo entre 0 médico, o
cirurgido e o geneticista (28). As recomendac@es para os portadores das mutacbes BRCA1/2 sdo
frequentemente extrapoladas para outras mutacdes associadas ao cancro da mama que ndo
possuem guidelines pré-estabelecidas.

6.1. Medidas de gestdo do risco para mulheres suscetiveis ao cancro da mama
O rastreio precoce é aconselhado a partir dos 18 anos, através da auto examinag¢do da mama

(palpacdo) para detetar possiveis alteracdes. A partir dos 25 j4 € necessario um
acompanhamento médico a cada 6 meses.
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Entre 0s 25 e 0s 29 anos, é necessario proceder a radiografias anuais com ressonancia magnética
de contraste associada, ou mamografia (quando a ressonancia magnética néo é fazivel) (28).

A ressonancia magnética esta estabelecida como o método de rastreio mais sensivel para analise
da populacdo em risco (29).

A partir dos 30 e até aos 75 é necessario fazer anualmente a ressonancia magnética e a
mamografia. A utilizacdo destes 2 métodos permite duplicar a hipdtese de detecdo de um tumor,
comparativamente héa utilizacdo de apenas 1 método, podendo por vezes ser detetado tumores
nos seus estadios inicias de desenvolvimento (28).

A ultrassonografia pode ser considerada como método de rastreio complementar a ressonancia
magnética em qualquer idade (29). As abordagens apresentadas para 0s genes BRCA1/2 sdo
similares as medidas aplicadas para 0s outros tipos de genes (Figura 8), sendo estes 0s passos
principais a seguir.

| Referral to specialized HBOC clinics ‘

l

Family history Personal profile

Relatives affected, degree of kinship, ——| Individual at very high risk? | -— Age, pregnancies, breast

tumor types, age at diagnosis [ feeding, exercise, body weight

Germline BRCA testing
following signed informed consent
|
BRCA1 mutated BRCA2 mutated BRCA normal® BRCA normal®
BC oC BC oC Known BRCA mutation BRCA mutation not

Risk 65-85% 37-55% Risk 45-85% 11-23% in family detected® in the family

\ Informed decision-making interaction

Positive testing for
CHEK2 mutations

Risk-reduction surgery Chemoprevention Intensified Increased Intensified
PBSO, PBM [tamoxifen]d surveillance surveillance surveillance

A A

'

Chemoprevention trials [<~-

Figura 8 — Protocolo para gestdo do risco em doentes com elevada predisposicdo para HBOC.
Adaptado de: Roukos 2007 (30). Legenda: As setas a negrito (de maior espessura) representam
as recomendacfes de 1° escolha com base na evidéncia existente. As setas mais finas
representam as recomendacdes de 2° escolha com base na evidéncia existente. As setas a
tracejado representam opcOes alternativas. O simbolo (+) indica que as opcdes devem ser
complementadas uma com a outra. 2 Membro de uma familia com uma muta¢do BRCA1/2 ou
uma mulher com um histérico familiar de cancro: pelo menos 3 parentes proximos com cancro
do ovario ou da mama, ou 2 ou menos parentes com cancro, se um deles tiver cancro do ovario
ou da mama masculino. Parentes proximos incluem os de 1°, 2° e 3° grau. > Um teste negativo
para a mutacdo BRCAL/2 ndo deve levantar as suspeitas que num futuro proximo a pessoa nao
desenvolva cancro ja que em média estas mutagcfes sdo responsaveis apenas por 25% dos casos
de cancro. ¢ No caso de uma mulher ndo portadora da mutacdo BRCA1/2, pertencente a uma
familia de elevado risco, mas sem antecedentes familiares desta mutacao, deve ser proposto o
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teste para 0 gene CHEK2. 9 O Raloxifeno pode ser considerado como alternativa terapéutica
caso a mulher apresente um elevado risco de trombose ou uma osteopénia acentuada.
Abreviaturas: BC: cancro da mama; HBOC: Cancro hereditario da mama e do ovério; PBSO:
salpingooforectomia profilatica bilateral; OC: cancro do ovario; PBM: Mastectomia profilatica
bilateral.

6.1.1. Alterages do estilo de vida:

Foi observado que a amamentacdo pode reduzir o risco de cancro da mama nos portadores da
mutacdo BRCA1/2. Portanto se possivel a amamentacdo deve sempre ser encorajada. O
exercicio fisico regular, a manutencéo de um peso saudavel e a reducdo do consumo de alcool
também sdo fatores que influenciam o risco de cancro. Ter o cuidado de evitar também a
terapéutica hormonal de substitui¢do (THS), ja que os cancros da mama hormono-dependentes
tém o seu crescimento estimulado por este tipo de farmacos (29).

7. Terapéutica

O cancro da mama hereditario da uma visao global diferente daquilo que pode ser o esquema
terapéutico a seguir comparativamente aos cancros esporadicos. As guidelines respetivamente
ao tratamento do cancro da mama ndo nos ddo um algoritmo especifico ou uma linha de
tratamento para as pessoas com mutagéo no gene BRCA ou com um risco elevado de cancro da
mama hereditario (31). Existem, portanto, alternativas terapéuticas a ser consideradas:

7.1. Cirurgia de remoc¢ao mamaria:

Devido ao elevado risco de aparecimento de um segundo diagnostico de cancro de mama para
mulheres que foram testadas como positivas para uma mutagdo hereditaria, pode ser escolhida
como opcdo a mastectomia bilateral (remocdo dos 2 seios). As mulheres que optaram por esta
alternativa apresentam um menor risco de desenvolvimento de um segundo cancro, ja que 0
tecido suscetivel de sofrer alterac6es foi removido (32).

7.2. Ooforectomia:

Mulheres com mutag6es nos genes BRCA possuem um elevado risco de desenvolver cancro nos
ovarios. Existe a alternativa de fazer uma injecao para inibir a producédo de estrogénios ou uma
ooforectomia que funciona como preventivo do cancro do ovario e redutor do risco de cancro
da mama em mulheres que ndo tenham sido submetidas & mastectomia bilateral (32).

7.3. Tamoxifeno, inibidores da aromatase e outras terapéuticas hormonais:

O tamoxifeno € um modulador seletivo dos recetores de estrogenio (MSRE) que compete com
estrogénios como o estradiol, na ligacdo aos recetores estrogénicos em varios tecidos, inclusive
na mama (33). O estradiol ao ligar-se aos recetores de estrogénio (RE) vai induzir a sua
fosforilagéo, alterando a sua conformacdo e promovendo a dimerizacdo dos recetores. Este
processo vai facilitar a ligacdo do complexo proteico (recetor dimerizado) a regido promotora
de alguns genes promovendo a sua transcri¢cdo (Figura 9). Por outro lado, quando existe a
ligagdo com os MSRE aos RE, estes favorecem o recrutamento de repressores que inibem a
atividade transcricional. Os RE podem gerar sinais de crescimento celular tanto dentro como
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fora do nucleo, promovendo um aumento dos fatores de crescimento, aumentando o numero de
RE e outros sinais de crescimento, estimulando a proliferacéo e a sobrevivéncia celular. Deste
modo o tamoxifeno funciona como um importante antagonista e modulador do crescimento
celular em doentes que sejam RE+ (33,34).

breast epithelial cancer cell
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Figura 9 — Modelo representativo das vias autocrinas e parécrinas da aromatase e da COX no
cancro da mama hormono-dependente (RE+). E2, Estradiol; T, Testosterona; ER, Recetor de
Estrogénio; PTK, Enzima Tirosina Cinase. Adaptado de Aromatase “Inhibitors in the Treatment
of Breast Cancer” (35).

Os inibidores da aromatase séo prescritos para mulheres pds-menopausa com cancro da mama
para reduzir a producdo de estrogénios pelos adipdcitos e as glandulas suprarrenais. Estes sdo
divididos em inibidores de primeira e segunda geracdo (ndo esteroides) e os inibidores de
terceira geracdo (esteroides). Os de 1° e 2° geracdo possuem um heterodtomo como uma
caracteristica quimica comum e interferem na hidroxilacdo dos esteroides através da ligacdo do
heterodtomo ao Fe do grupo heme do citocromo P450. Como exemplo temos a
Aminoglutetimida (1° geracdo), que eram menos especificos, ja que inibiam outros CYP450,
sendo posteriormente removida por causar muitos efeitos adversos e o Fadrozole (2° geracgao)
apresenta uma maior seletividade que os de 1° geracdo, mas que ainda assim possui alguma
atividade inibitoria inespecifica com a aldosterona e a progesterona. Os farmacos de 3° geragéo
possuem 2 mecanismos distintos: através da inibicdo competitiva da enzima, em que 0s
inibidores competem com o substrato e formam uma liga¢do ndo covalente no centro ativo da
enzima, diminuindo a quantidade de produto formado ou através da inibigdo direta da enzima,
em que um composto que mimetiza o substrato liga-se ao centro ativo da enzima, sendo
convertido num metabolito que inibe diretamente a atividade enzimatica (inibidores suicidas).
A utilizacdo destes farmacos faz com que diminua a reincidéncia de cancro em mulheres que
possuam HE+ ou cancros hormono-dependentes (32,35).
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7.4. Uso de agentes de Quimioterapia:

Mulheres com mutacdes no gene BRCAL tendem a desenvolver cancros da mama mais
agressivos do que mulheres com cancros da mama esporadicos. Existem diferentes
caracteristicas que podem definir a resposta biolégica de um individuo a uma patologia,
portanto, diferentes genotipos e diferentes abordagens terapéuticas que podem ser exercidas
para o controlo do cancro da mama dependendo das diferentes mutaces. Podemos de uma
maneira geral definir as abordagens que séo exercidas para as muta¢cdes mais comuns que
afetam as mulheres com cancro da mama hereditario ao nivel dos genes BRCA1/2 (36,37):

7.4.1. Taxanos:

Taxanos sdo agentes utilizados em quimioterapia (derivados dos alcaloides) como inibidores
dos microtibulos que bloqueiam a mitose celular em metafase/anafase, levando a célula a
mecanismos de morte celular (apoptose) (36,37). Os taxanos mais comuns utilizados no
tratamento do cancro da mama sdo o docetaxel e o paclitaxel, aprovados para uso médico em
1993 e 1995 respetivamente. Individuos que possuem cancros com mutacdo no gene BRCAL e
ndo tendo expressdo de recetores hormonais, mostraram uma menor sensibilidade a
guimioterapia com taxanos do que individuos sem mutacdo no gene BRCAL e sem expressao
de recetores hormonais.

Por outro lado, nos cancros hereditarios e esporadicos, com expressao de recetores hormonais,
apresentam uma sensibilidade similar a terapia com taxanos. Na tentativa de obter melhores
resultados foi utilizado uma combinagéo de antraciclina e taxanos para o tratamento de estadios
mais avancados do cancro da mama, mas estudos recentes revelam que os resultados produzidos
pela combinacdo dos 2 componentes sdo similares a monoterapia com taxanos, ndo
acrescentando valor terapéutico. O tratamento apenas com taxanos apresenta beneficios em
relacdo a combinacdo dos 2 componentes ja que existe menor toxicidade para o paciente (36).

7.4.2. Compostos de Platina:

Os compostos de platina sdo elementos bastante utilizados em quimioterapia pois estes ligam-
se diretamente ao ADN, formando aductos. Estes aductos intercalam-se com as cadeias duplas
de ADN provocando uma elevada instabilidade genémica com consequente quebra das cadeias.
Foi demonstrado que a quimioterapia neoadjuvante promove uma maior resposta aos farmacos
a base de platina e uma menor resposta aos taxanos em pessoas que apresentam cancro da mama
com a mutagdo BRCA1 (36).

Esta resposta é quantificada por um marcador denominado pCR (resposta patol6gica completa),
bastante utilizado para medir a eficacia a longo termo da quimioterapia adjuvante no cancro da
mama. pCR é entdo definido como a auséncia de cancro evasivo na mama e nos nodulos
linfaticos apds o tratamento, podendo ser medido em semanas apos o inicio da terapéutica (38).
E referido num estudo que doentes tratados com cisplatina apresentavam um pCR de 83%, e
mulheres tratadas com doxorubinica e docetaxel apresentavam um pCR de 8%, comprovando
que a terapéutica neoadjuvante promove uma melhor resposta dos agentes de platina.

Em cancros com mutacdo BRCAL presente e triplo-negativos é também verificada que o0s

agentes de platina possuem uma maior eficacia, observando se um aumento do pCR quer com
o tratamento com cisplatina, quer na adi¢ao destes elementos a terapéutica neoadjuvante (36).
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7.5. Inibidores da PARP para o tratamento do cancro da mama metastatico:

Estratégias modernas para o desenvolvimento de novas terapias incluem agentes direcionados
para defeitos moleculares especificos que caracterizam certas células cancerigenas, com o
objetivo de aumentar a eficacia do tratamento e diminuir a toxicidade.

A descoberta da familia de enzimas nucleares poli-(ADP-ribose) polimerases (PARPS) e 0 seu
papel nas vias de reparacdo do ADN, originaram o desenvolvimento de uma nova classe de
medicamentos antineoplasicos, com a habilidade de interferir no sistema de reparacdo do ADN
das células cancerigenas (Inibidores da PARP).

Uma das carateristicas dos cancros com origem numa mutacdo BRCA é o mau funcionamento
desse sistema de reparagdo (via de recombinacdo homologa), tornando os PARP
particularmente eficazes em pessoas com cancro proveniente de uma mutacdo hereditaria
(células mutadas mais suscetiveis aos PARP que as células normais) (32,39).

A Recruitment of SSB
PARP recruitment PARylation of PARP repair complexes
Damaged DNA at SSB site and histones near SSB and DNA repair SSB repaired
— — — — Cell
SSB
O | 1@ L
PARP PARP-dependent . PARP and repair
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repair proteins from DNA
B PARP recruitment PARP inhibition and
at SSB site trapping on DNA
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Cell DSB repair via HR
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survival and RF restart \ —~—
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Cell death DSB accumulation

BRCA-deficient RF collapse and RF stalling during
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Figura 10 — Modelo representativo do papel da PARP na reparacdo do ADN e do mecanismo
de acdo dos iPARP — “Letalidade sintética” das células com mutagdo nos genes BRCA.
Adaptado de Livraghi 2015 (39).

Para manter a integridade do ADN, as células deficientes em RE dependem de mecanismos de
reparacdo secundarios como por exemplo a reparacdo por excisao de bases, quebra de cadeia
simples ou unido de extremidades ndo homologas. Quando estes mecanismos dependentes da
PARP sdo disfuncionais, as células dependem da via de recombinacdo homologa para
restabelecer a integridade gendmica. As proteinas dos genes BRCAL e BRCA2 sdo elementos
chave na via de recombinacdo homdloga e a deficiéncia de qualquer uma delas (LOH ou
delecédo de 1 das copias) resulta na ativacéo disfuncional desta via.

Na Figura 10 quando uma quebra na cadeia simples é detetada (via A), existe uma ativacdo das
PARP mediada pelo dano no ADN, ocorrendo a ADP-ribosilagéo das histonas e o recrutamento
de enzimas remodeladoras da cromatina que criam uma cromatina descondensada propicia para
reparacao. Existe o recrutamento de proteinas de reparacdo do ADN dependentes da PARP, e
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ao formar-se o complexo, da se a reparacdo do ADN com posterior dissocia¢do desse complexo.
O ADN pode entéo sofrer processos de replicacao, determinando assim a sobrevivéncia celular.

Na via B, na presenca de inibidores da PARP, estas ndo conseguem recrutar as proteinas que
formam o complexo de reparagdo do ADN, nem conseguem dissociar-se da cadeia de ADN
(devido a inibicdo da atividade catalitica ou por aprisionamento direto), ocorrendo o blogueio
do garfo de replicacdo. Eventualmente o garfo de replicacdo colapsa criando uma quebra da
cadeia dupla. Esta quebra pode ser corrigida pela recombinagdo homologa, mas nas células com
0 gene BRCA mutado, este mecanismo de reparacdo € deficiente. No seu lugar, sdo ativadas
vias alternativas e propensas a erros, como a via de unido de extremos nao-homologos, que
origina maior instabilidade gendmica. Apds vérias rondas de replicagdo, existe um acumular de
cadeias duplas quebradas que sdo altamente inviaveis para a sobrevivéncia celular (39,40).

Como exemplos dos iPARP temos o Olaparib (Lynparza) e o Talzenna, indicados em
monoterapia para o tratamento de doentes adultos com mutac6es BRCA 1/2 (linha germinativa
ou somatica) que sdo HER2 negativos, com um cancro da mama local ou em fase metastatica.
Pode ser indicado também em combinacdo com outras quimioterapias estabelecidas (40-42).

7.6. Participacdo em ensaios clinicos:

Outro método alternativo e também recorrente atualmente € a promover a participacdo dos
pacientes em ensaios clinicos, caso estes se enquadrem nos critérios de pré-selegdo. Existem
tratamentos que se encontram ainda em desenvolvimento especificamente para mutacdes
hereditérias do cancro da mama (32). Ha uma grande variedade de ensaios, que podem testar
novos farmacos, ou combinagdes de farmacos pré-existentes, que possam oferecer algum valor
terapéutico acrescido (melhoria/beneficio maior da terapéutica). O médico informa o paciente
sobre os ensaios clinicos, explica os beneficios e 0s riscos que a terapéutica apresenta e caso
exista acordo, procede-se a realizacdo da documentacdo e a insercdo do paciente nos ensaios
clinicos.

8. Conclusao e ConsideragOes Futuras

Nos ultimos anos, a rapida evolucédo das tecnologias moleculares e de sequenciagdo permitiram
a identificacdo de novos genes que induzem suscetibilidade para o cancro e a criacdo de
diferentes perfis genéticos do cancro da mama. A andlise destes perfis é crucial para a
descoberta de novos alvos terapéuticos e para a subdivisao dos tumores em diferentes categorias
de acordo com as suas caracteristicas bioquimicas. Diferentes caracteristicas permitem uma
abordagem mais especializada e eficiente para cada um.

Sabe-se que a origem da maioria dos casos de cancro da mama hereditarios deve-se a uma
mutacao nos genes de elevada penetrancia assim como nos genes responsaveis pela reparacdo
do ADN (9). Ainda que as VUS e 0s genes de baixa penetrancia sejam pouco considerados, foi
verificado em alguns doentes, que a presenca de uma acumulacéo significativa destas mutacoes
induzia a patologia. Deste modo, e como ainda pouco sabemos da relagdo causal entre as VUS
e 0 aparecimento de cancro, estes detalhes ndo devem ser ignorados.

Com uma correta gestdo e vigilancia dos doentes, é possivel prevenir e detetar cancros em
estadios iniciais de desenvolvimento, quando ha uma maior hipdtese de sucesso no tratamento.
O objetivo mais importante a longo prazo é diminuir progressivamente a mortalidade associada
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ao cancro da mama hereditério (9). A construcdo de modelos de previsdo de risco que incluem
o histdrico familiar, estilos de vida e as informac6es genéticas disponiveis permitem uma gestdo
preventiva mais adequada.

Por outro lado, os custos cada vez mais reduzidos dos testes genéticos e 0s avangos na
bioinformatica vao permitir construir métodos de diagndstico cada vez mais eficazes e entender
melhor a relacdo entre as variagGes genéticas e a doenca. A progressiva implementacdo dos
painéis genéticos na parte clinica tera um papel crucial sendo que, quantos mais genes forem
abrangidos, maior seré a sua utilidade clinica (14,26).

Ainda assim, nesta era de novas descobertas para a suscetibilidade genética, € preciso ter muito
cuidado. O aconselhamento genético para estes genes pode ser muito complicado, pois € dificil
reunir dados suficientes que suportem, por exemplo, uma mastectomia preventiva. O impacto
dos testes falsos positivos ou falsos negativos é um sério risco a ser considerado, que podem
trazer por vezes consequéncias profundas a nivel fisico e psicolégico. Ainda existe muito
trabalho pela frente em reunir dados mais concretos sobre o impacto de certos genes mutados
na carcinogénese, assim como na melhoria progressiva dos testes genéticos, que precisam de
indicar resultados mais precisos e fidedignos.
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