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RESUMO

Gifoni ACLVC. Caracterizacdo de pacientes submetidos a
aconselhamento genético para sindromes de céancer hereditario no
Ceara e analise de modificadores de penetrancia na sindrome de Li-
Fraumeni. Sado Paulo; 2016. [Tese de Doutorado-Fundacdo Antbnio
Prudente e Escola Cearense de Oncologia-ECO-Programa de Pos-

Graduacao Interinstitucional (DINTER)].

O diagndstico de pacientes portadores de sindromes de predisposicéao
hereditaria ao cancer (SPHC) possibilita a abordagem diferenciada de
rastreamento e prevencado e fornece valiosas informagdes progndsticas e
preditivas de resposta a tratamentos oncoldgicos. Objetivos: Os objetivos
deste estudo foram introduzir a assisténcia em oncogenética no Ceara e
caracterizar a populagédo atendida. Também pretendemos, em colaboragao
com o National Cancer Institute (NCI/NIH), analisar modificadores de
penetrancia na Sindrome de Li-Fraumeni (LFS) e o impacto psicolégico do
diagndstico desta sindrome nos pacientes acompanhados em Sao Paulo e
no NCI. Resultados: No periodo de agosto de 2013 a agosto de 2016, 193
pacientescearenses foram submetidos a aconselhamento genético. Em 95
(63%) dos 149 probandos com suspeita clinica de SPHC, foi realizada
investigacdo molecular em 24 (25%) dos casos foram encontradas mutagdes
germinativas patogénicas: 14 em BRCAL (58%), 6 em BRCA2 (25%), 1 em
PALB2 (4%), 1 em NEM1 (4%), 1 em R ET(4%) e 1 em NF1 (4%). Entre as
pacientes cearenses com sindrome de cancer de mama e ovario
hereditarios (HBOC), houve um padrdo recorrente de mutagdes, sendo as
mais frequentes: ¢.5074+2T>C (4 probandos) e ¢.3331_3334delCAAG (5
probandos) em BRCA1L, e ¢.4808delA (4 probandos) em BRCA2. Para a
anadlise de modificadores de penetrancia na LFS, foram incluidos 50
pacientes portadores de LFS acompanhados no AC Camargo Cancer

Center. A analise psicolégica conjunta destes pacientes brasileiros e dos



pacientes americanos com diagnostico de LFS revelou um nivel médio de
estresse.Concluséo: Este estudo evidenciou umaelevada prevaléncia de
HBOC no Ceara, com mutagdes germinativas recorrentes nos genes
BRCA1/2. O impacto psicolégico do diagnostico de uma SPHC como a LFS

nao gera um nivel elevado de estresse.



SUMMARY

Gifoni ACLVC. [Description of patientes submitted to genetic couseling
for hereditary cancer syndromes in Ceara and analysis of penetrance
modifiers in Li-fraumeni syndrome]. S&o Paulo; 2016. [Tese de
Doutorado-Fundagdo Anténio Prudente e Escola Cearense de Oncologia-
ECO-Programa de Pés-Graduacao Interinstitucional (DINTER)].

Recognizing patients with hereditary predisposition to cancer (HCP) allows
targeted efforts in cancer surveillence and prevention, and may also provide
important information towards prognosis and response to some systemic
oncological treatments. Purpose: The purpose of this study is to introduce
genetic counseling in Ceard, characterizing this population, and also, in
collaboration with the National Cancer Institute (NCI/NIH), to analyse
penetrance modifiers in Li-Fraumeni Syndrome (LFS). Results:Between
August 2013 and August 2016, 193 patients from Ceara were included in this
study.95 (63%) from the 149 probands with suspected HCP were submitted
to molecular investigation and in 24 (25%) germline pathogenic variantswere
detected: 14 inBRCAL1 (58%), 6 inBRCA2 (25%), 1 inPALB2 (4%), 1 inNEM1
(4%), 1 inR ET(4%) and 1 inNF1 (4%). Among patients with Hereditary
Breast and Ovarian Cancer syndrome (HBOC), there was a recurrent pattern
of mutations, and the most frequent were: c.5074+2T>C (4 probands)
andc.3331_3334delCAAG (5 probands) inBRCA1l, andc.4808delA (4
probands) inBRCA2. For the penetrance modifiers analysis in LFS, 50
patients were included, all of them from A.C.Camargo Cancer Center (Sao
Paulo). The joint analysis of Brazilian and American patients revealed that
the stress level of this population is medium.Conclusion: This study showed
a high prevalence of HBOC among Cearense patients with a pattern of
recurrent mutations that need further investigation. After the diagnosis of a
high penetrant HCP syndrome like LFS, patients experience median levels of

stress.
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1  INTRODUCAO

1.1 IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA DO CANCER

A origem da palavra “cancer” é creditada ao médico grego Hipocrates
(460-370 a.C.), o pai da Medicina. Hipocrates usou termo carcinoma
(karkinoma, ou caranguejo em grego) para descrever tumores malignos,
referindo-se aos vasos que se irradiam deles e lembram patas de
caranguejo.

Seres humanos e outros animais provavelmente tiveram cancer em
todos os periodos da historia. A descrigdo mais antiga da doenca foi
descoberta no Egito e data de cerca de 3000 a.C. Chama-se Edwin Smith
Papirus, é parte de um antigo livro de cirurgia egipcio e descreve 8 casos de
tumores de mama removidos com cauterizagdo (National Cancer Institute -
NCI 2016b). Ao longo do tempo e por multiplos fatores, incluindo o aumento
da expectativa de vida, o cancer foi se tornando mais frequente e hoje é
considerado um grave problema de saude publica mundial.

O impacto que o cancer gera na populagéo pode ser medido por suas
elevadas taxas de incidéncia (numero de novos casos por 100.000
individuos), de mortalidade (numero de mortes por 100.000 individuos), e
pela redugdo da taxa de sobrevida (propor¢do de pacientes vivos apoés
determinado tempo do diagnéstico). Para o ano de 2016, estima-se a

ocorréncia de 1.685,210 novos casos de cancer nos Estados Unidos



(Tabela 1) (NCI 2016) e 596,070 novos casos de cancer no Brasil (Tabela 2)
(Ministério da Saude 2016). Segundo a Organizagdao Mundial de Saude
(OMS - World Health Organization, WHO), a expectativa é de que o numero
de novos casos ainda aumente mundialmente cerca de 70% nas proximas
duas décadas. Embora os registros americanos evidenciem um aumento da
taxa relativa de sobrevida em 5 anos (sobrevida de pacientes com cancer
comparada a sobrevida de pacientes sem cancer da mesma idade, sexo e
raga), 0 cancer permanece como segunda causa de morte nos Estados
Unidos e no Brasil, atras apenas das causas cardiovasculares. Nos Estados
Unidos, 595,690 individuos morrerao da doenga em 2016 (NCI 2016a); em
2013, foram 189,436 mortes por cancer no Brasil (Ministério da Saude
2016).

O conhecimento profundo sobre a biologia do cancer € o caminho
mais promissor para a geragao de estratégias de prevencgao, rastreamento e

tratamento com potencial de reduzir o impacto social da doenca.



Tabela 1 - Estimativa do numero de casos novos nos 10 sitios mais
frequentes de cancer em homens e mulheres nos Estados Unidos, 2016.

Mulheres Homens
Localizacao Casos Localizacéo Casos
% %
primaria novos primaria novos
Mama 246.660 29 Prostata 180,890 21
Pulmao e brénquios 106.470 13 Pulmao e brénquios 117,920 14
Colon e reto 63.670 7 Colon e reto 70,820 8
Corpo uterino 60.050 7 Bexiga 58.950 7
Tiredide 49.350 6 Melanoma cutaneo 46.870 6
Linfoma nao- Linfoma nao-Hodgkin 40.170 5
32.410 4
Hodgkin
Melanoma cutaneo 29.510 3 Rim e pelve renal 39.650 5
Cavidade oral e 34.780 4
Leucemia 26.050 3
faringe
Pancreas 25.400 3 Leucemia 34.090 4
Rim e pelve renal 23.050 3 Figado e vias biliares 28.410 3
Total 843.820 100  Total 841.390 100

Fonte: Adaptado de NCI (2016a)



Tabela 2 - Estimativa do numero de casos novos dos 10 sitios mais
frequentes de cancer em homens e mulheres no Brasil, 2016.

Mulheres Homens
Localizacéo Casos Localizacao Casos
% %
primaria novos primaria novos
Mama 57.960 28,1 Prostata 61.200 28,6
Colon e reto 17.620 8,6 Pulmao e brénquios 17.330 8,1
Colo uterino 16.340 7,9 Colon e reto 16.660 7,8
Pulméao e brénquios 10.890 5,3 Estébmago 12.920 6
Estdbmago 7.600 3,7 Cavidade oral 11.140 52
Corpo uterino 6.950 3,4 Esbéfago 7.950 3,7
Ovario 6.150 3 Bexiga 7.200 3.4
Tiredide 5.870 2,9 Laringe 6.360 3
Linfoma nao- Leucemia 5.540 2,6
5.030 24
Hodgkin
Sistema Nervoso Sistema Nervoso 5.440 2,5
4.830 2,3
Central Central
Todos os casos 300.870 100 Todos os casos 295.200 100

Fonte: Ministério da Saude (2016)



1.2 NATUREZA GENETICA DO CANCER

Desde tempos remotos, esforgos sao direcionados para explicar a
origem do cancer (NCI 2016b). Antigos egipcios atribuiam a doenga aos
deuses; Hipdcrates ao desequilibrio dos 4 humores (sangue, fleugma, bile
amarela e bile negra), essencialmente ao excesso de bile negra (teoria
humoral). Nos anos 1700s, a idéia aceita era de que tumores eram formados
por um dos fluidos corporais, a linfa (teoria da linfa), apds ser fermentada e
degenerada. Em 1838, Johannes Muller demonstrou que o cancer é formado
de células e ndo de linfa, mas acreditava que células cancerosas nao
vinham de outras células e sim de elementos do tecido conectivo (teoria do
blastema). Naquela época, seu estudante, Rudolph Virchow, o pai da
patologia, definiu que corpos humanos séo feitos de células e que todas as
células, inclusive as células cancerosas, s6 podem surgir de outras células
(omnis cellula e cellula e cellula). Virchow observou que em tecidos tumorais
havia um aumento patolégico do numero de células, incontrolavel, com um
novo padrédo — e inaugurou o termo “neoplasia”. Ele elaborou a teoria de que
essas neoplasias seriam causadas pela irritagado cronica (teoria da irritagéo
cronica). Depois, o trauma foi considerado como a causa do céncer (teoria
do trauma), embora experimentos animais falhassem em demonstrar a
relacdo entre injuria e desenvolvimento de tumores. Hoje, embora 0 nosso
entendimento da patogénese do cancer permanega ainda incompleto, ja é
bastante preciso. Algumas observagbes marcantes iniciaram a construgao

desse conhecimento:



Em 1700, o médico italiano Bernardino Ramazzini documentou as
elevadas taxas de cancer de mama em freiras e especulou que
poderia haver associacdo com o celibato e a nuliparidade. Essa foi a
primeira observacao que considerou que o estilo de vida poderia
afetar o risco de cancer.
Em 1775, Percivall Pott, médico londrino, sugeriu que as elevadas
taxas de cancer de escroto e nariz entre trabalhadores de chaminés
seria resultado de sua exposicdo a fumaca. Essa foi a primeira
indicagcdo de que uma exposi¢cao ambiental poderia contribuir para o
desenvolvimento de cancer.
Em 1886, Hilario de Gouvea, médico brasileiro, reportou o caso de
uma familia com elevada susceptibilidade a retinoblastoma,
sugerindo que o cancer poderia ter uma base hereditaria.
Em 1895, iniciou-se o uso do raio-X e em 1902 foi documentada a sua
associacdo com o desenvolvimento de cancer de pele em técnicos de
radiologia.
Em 1911, Peyton Rous, no Instituto Rockefeller de Nova lorque,
descreveu tumores em galinhas causados pelo que depois ficou
conhecido como Virus Rous do sarcoma. Posteriormente, varios
outros virus foram ligados a um maior risco de cancer em humanos
como os virus da hepatite B ou C, Epstein-Barr (EBV), virus da
imuno-deficiéncia humana (HIV) e papiloma virus humano (HPV).
Em 1971, Alfred Knudson forneceu o suporte estatistico empirico de

que a predisposicdo ao cancer em alguns casos € hereditaria



(KNUDSON 1971). O modelo de Knudson determina que criancas
com retinoblastoma esporadico (sem histéria familial) sao
geneticamente normais ao nascimento e adquirem 2 mutagbes
somaticas que levam ao desenvolvimento do tumor ocular. Criancas
com retinoblastoma familial j& nascem com uma mutagdo herdada e
entdo a aquisicdo de apenas uma mutagao somatica metacrénica no
alelo selvagem é suficiente para a configuragéo genética que leva ao
desenvolvimento do tumor ocular. As diferentes probabilidades de
adquirir uma ou duas mutagdes explicaria porque os tumores sio
geralmente Unicos no retinoblastoma esporadico e multiplos no
retinoblastoma familial. Knudson agregou harmoniosamente a visao
de que o cancer pode ser influenciado por agentes externos embora
sua base seja genética.

- Em 1975, Bruce Ames e colegas estabeleceram que carcindbgenos
potentes sdo geralmente potentes indutores de mutagdes, enquanto
que compostos fracamente carcindbgenos sado fracos mutagénicos,
sugerindo que danos genéticos sao a base molecular do
desenvolvimento do cancer.

Na visao atual, o cancer se desenvolve quando mutagdes, adquiridas
(induzidas por fatores ambientais) ou herdadas, em genes “drivers” para a
carcinogénese levam a célula a um estado de proliferagdo descontrolada,
com capacidade de invadir tecidos e se disseminar por via linfatica ou
hematoldgica para érgaos distantes do sitio primario. A compreensao do

cancer como um processo de soma de mutagdes-chave ao longo do tempo



explica alguns aspectos clinicos da doenga como o aumento da incidéncia
com o avangar da idade e em familias com predisposi¢cdo genética, o
aumento da incidéncia com a exposigao persistente a carcindgenos, e
também o retardo que existe entre a exposicdo e o desenvolvimento de

cancer.

1.3 CONCEITOS GERAIS DE GENETICA

1.3.1 O codigo Genético: Organizacao e Funcao.
A Estrutura do DNA

Os experimentos provando que acidos nucleicos sdo veiculos de
informagédo genética foram desenvolvidos por Avery, MacLeod e McCarthy
em 1944. Eles demonstraram que um extrato contendo acidos nucleicos era
capaz de modificar a superficie de uma colbénia de bactérias de rugosa para
lisa. Esses experimentos estabeleceram o fundamento da genética
molecular moderna, mas muitos anos foram necessarios para entender
como a informagao genética se organiza nos acidos nucleicos.

Durante as décadas de 1950 e 1960, foi descoberto que os acidos
nucleicos sdo compostos por longas cadeias de nucleotideos. Cada
nucleotideo € composto por uma base nitrogenada, uma molécula de
acgucar, e uma molécula fosfato. Se a molécula de acucar contém ribose, o
acido nucleico € chamado acido ribonucleico (RNA); se a molécula de
agucar contém desoxirribose, o acido nucleico é chamado acido

desoxirribonucleico (DNA). As bases nitrogenadas incluem as purinas,



adenina (A) e guanina (G), e as pirimidinas, citosina (C), timina (T) e uracila
(U). A timina é encontrada apenas no DNA e a uracila apenas no RNA.

Em 1953, WATSON e CRICKdemonstraram que uma molécula de
DNA é composta por duas cadeias de nucleotideos organizadas em uma
dupla-hélice. A dupla-hélice se mantém conectada por pontes de hidrogénio
entre bases complementares A-T e C-G. As bases do centro sao aderidas
ao
esqueleto da molécula, que consiste em agucar e fosfato. A orientagcao das
duas cadeias é determinada pelo atomo de carbono do agucar final, se 5’ou
3’, e as duas cadeias correm em diregbes opostas (anti-paralelas) (Figura

1).

3’ 5’

Ligagao de hidrogénio

' Esqueleto de acucar e fosfato

Base nitrogenada

- 00 >

Figura 1 - A Estrutura do DNA.
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B Organizacéo do contetdo genético no DNA

O genoma humano — a sequéncia completa de DNA — consiste em
aproximadamente 3 bilhdes (3x 10%) de pares de bases de DNA organizadas
em cromossomos. Células germinativas (6vulos e espermatozoides) séo
haploides, isto €, contém 23 cromossomos - 22 cromossomos autossdmicos
(numerados de 1 a 22) e 1 cromossomo sexual (X ou Y). Humanos sao
diploides, significando que as células somaticas normais contém um par de
cada cromossomo (total de 46 cromossomos), cada um herdado de um dos
pais. Os cromossomos sao divididos em dois bragos - curto (p) e longo (q) —
pelo centrémero.

Sequéncias diferentes de DNA em um gene ou locus sdao chamadas
de alelos. Se um individuo possui duas coépias do mesmo alelo em um
determinado locus, é chamado de homozigoto. Se os alelos s&o diferentes, é
chamado de heterozigoto. O termo haplétipo se refere a combinagdo de
alelos numa determinada regido do DNA.

Aproximadamente 3% do DNA humano codifica genes e portanto
serve como sequéncia de DNA funcional que pode ser expressa pelos
processos de transcrigao e tradugao. Ha 2 tipos de genes: os codificadores e
os nao codificadores. Genes nao codificadores sao sequéncias de DNA que
codificam RNAs com propriedades funcionais intrinsecas que nao requerem
a tradugcado em proteina (como por exemplo os microRNAs, miRNA). Genes
codificadores sdo sequencias de DNA que codificam RNA mensageiros
(RNAm), subsequentemente traduzidos em proteina. A sequéncia de DNA

destes genes consiste de exons e introns. Os exons representam a parte do
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gene que codifica aminoacidos, e os introns sdo sequéncias entre exons que
nao contribuem a formacado proteica e que sao descartadas durante a

transcricdo génica (Figura 2).

C Transcricdo génica

O processo de transcricao génica € iniciado pela ligagao de proteinas
iniciadoras (fatores de transcricao) e de enhancers a sequéncias especificas
de DNA préximas ao gene alvo. Tipicamente, o mais importante desses
sitios de ligacdo — a regidao promotora — € situada a poucas centenas de
pares de bases anteriores ao gene (5’). Uma vez que os fatores de
transcricdo se ligam, eles recrutam a RNA polimerase, enzima que sintetiza
o RNAm. Para um determinado gene, apenas uma das fitas (sense) possui o
DNA correto para a sintese proteica. A outra fita (anti-sense), serve como
molde para a sequéncia de RNA. A RNA polimerase |é a sequéncia de DNA
anti-sense na orientagdo 3’ para 5', sintetizando um RNA complementar na
diregao 5’ para 3’, mesma sequéncia de bases da fita sense de DNA (exceto
pela substituigdo de uracila por timina). A transcricdo (sintese de RNA pelo
molde de DNA) gera uma cadeia de RNA pré-mensageiro, contendo introns
e exons. Apos essa sintese, os introns sio retirados do transcrito primario e
as extremidades dos exons sdo fusionadas por um processo chamado
splicing. Em seguida, outras modificagdes sao feitas no RNAm para
promover estabilidade e facilitar o transporte dessa molécula madura do
nucleo para o reticulo endoplasmatico rugoso, onde se dara a sintese

proteica (Figura 2).
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Figura 2 - Estrutura tipica do gene e os processos de transcricao, splicing e

traducao.

D Sintese proteica

O RNAmM maduro, uma vez no reticulo endoplasmatico, serve de
molde para a sintese de proteinas — ou traducdo. Cada aminoacido é
codificado por uma sequéncia de trés bases consecutivas - um cédon. Com
quatro bases diferentes (A, G, C, U) e trés possiveis posicbes em cada
codon, sdo possiveis 64 codons (4°). Existem apenas 20 aminodacidos
diferentes — assim, mais de um cdédon codifica 0 mesmo aminoacido
(redundancia ou degeneragcdo do coédigo genético). Ha ainda trés

stopcodons de: UAA, UGA e UAG.
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A traducdo se inicia com a ligagdo do ribossomo proteico a
extremidade 5 do RNAm. A estrutura do ribossomo proteico tem dois
bolsos, cada um com uma sequéncia de 3 nucleotideos. Ao se ligar, um dos
bolsos expde um codon de iniciacdao (AUG), ao qual se liga um RNA de
transferéncia. A unidade ribossomal avanga 3 bases, expondo o proximo
codon de 3 pares de bases. Um RNA de transferéncia correspondente
(complementar ao coédon exposto) se liga, aproximando o aminoacido
correspondente a metionina e catalisando sua fusdao. O processo de
alongamento continua pelo comprimento da fita molde de RNAm - a
tradugcdo termina logo que um stopcddon € encontrado, resultando em
finalizagdo da cadeia. O polipeptideo gerado entdo passa por modificagcoes
(fosforilagao, glicosilagao, clivagem) e é transportado para sua localizagao

final.

1.3.2 Variacdes no conteudo genético

O Projeto Genoma Humano, concluido em 2003, descreveu a
sequéncia referéncia completa do genoma humano. Este conhecimento,
aliado a maior disponibilidade de genotipagem do DNA por métodos de
sequenciamento de larga escala, levou a rapida expansao da lista de
variantes que interferem na susceptibilidade e no comportamento de
doencgas. Sdo trés as categorias de variagdes genéticas: variagdes na
sequéncia de DNA, variagbes estruturais (citogenéticas) e variagdes

epigenéticas.
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A Variacdes na sequéncia de DNA

A forma mais comum de variagcdo do DNA é a substituicdo de um
unico par de bases, ou a troca de uma base (A, C, G ou T) por outra base na
sequéncia de DNA. O polimorfismo de nucleotideo unico (single nucleotide
polymorphism, SNP) é o termo usado, por convengéo, para descrever essas
substituicbes quando elas acontecem de forma relativamente frequente na
populagdo (pelo menos 1%) e nao estdo associadas a doencas
mendelianas. Em média, SNPs s&o observados a cada 200 a 300 pares de
bases. Substituicbes de nucleotideos unicos que sao vistas menos
frequentemente na populacao e estdo associadas a doencas sdo chamadas
mutagdes missense.

Mutagdes missense sido substituicoes que modificam o cédon de um
aminoacido para o codon de outro aminoacido. O tamanho do RNAm e da
proteina € 0 mesmo, mas a composi¢cao (e possivelmente a fungdo) é
modificada.

Mutagdes nonsense substituem um cédon de um aminoacido por um
stop cédon, levando a terminagao prematura do transcrito de RNAm e a uma
proteina truncada.

Mutacbes em sitios de splice acontecem por substituicdo em um dos
pares de bases dentro ou préximo dos limites exon-intron, alterando o
splicing do pré-RNAm. Essas mutagdes podem resultar em retengéo parcial

ou total do intron ou em perda de exons.
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Mutagdes silenciosas séo trocas de bases que ndo se associam a
mudangas na sequéncia de aminoacidos da proteina pela redundancia (ou
degeneracgao) do codigo genético.

Substituicdes que ocorrem nas regides regulatérias dos genes
relacionados a transcri¢cao (fatores de transcrigdo, enhancers, silenciadores,
insulators) sdo chamadas de variantes regulatérias.

Insercdes e delecbes de um ou mais nucleotideos representam a
segunda forma mais comum de variagao de sequéncia. Quando situadas em
uma regido codificadora de um gene, essas variantes resultam em
alteragdes significativas na sequéncia da proteina. Elas comumente levam a
um deslocamento (shift) na cadeia de leitura — mutagdo frameshift — e

consequentemente a uma sequéncia proteica errada.

B Variacdes genéticas estruturais

Variagbes genéticas estruturais sdo aquelas que afetam grandes
segmentos do DNA (>1000 bases) ou todo um cromossomo, comumente
envolvendo multiplos genes e com efeitos fenotipicos significativos.

As variagdes no numero de copias (Copy number variants, CNVs)
referem-se a segmentos de DNA com milhares a milhdes de bases cujos
numeros de copias variam entre diferentes individuos em comparacéo com o
genoma de referéncia. CNVs sdo a forma mais prevalente de variagéo
estrutural e frequentemente n&do produzem fendtipos patoldgicos.

Uma translocacdo cromossOmica acontece quando ha uma troca de

material genético entre dois cromossomos ndo homoélogos. Uma inversao
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cromossOmica acontece quando um cromossomo quebra-se em duas

partes, se inverte e entdo sofre nova insergao.

C VariacOes epigenéticas

Variagbes epigenéticas sdo modificagdes no DNA ou na cromatina
que nao alteram diretamente a sequéncia de DNA. Essas variagbes podem
ter efeitos dramaticos na expressao proteica. Exposi¢gdes ambientais podem
induzir alteracdes epigenéticas; assim, as modificagcdes epigenéticas sdo um
dos mecanismos de ligagao entre o conteudo genético e fatores de risco

ambientais.

1.3.3 Genes envolvidos na carcinogénese

O genoma humano tem cerca de 20 mil genes codificadores de
proteinas (CLAMP et al. 2007). No entanto, apenas uma pequena porgao
destes genes esta envolvida na carcinogénese. Até o presente, os estudos
revelaram cerca de 140 genes “drivers”, classificados em 12 vias de
sinalizagao que regulam 3 processos: destino celular, sobrevivéncia celular e
estabilidade genémica (VOGELSTEIN et al. 2013). Um tumor tipico contém
2-8 dessas mutagoes “drivers”. No Cancer Genome Atlas (KANDOTH et al.
2013), foram identificadas 617.354 mutagdes somaticas em 3.281 tumores
de 12 tipos de cancer; a maioria dos tumores tinha de 2 a 6 mutacdes e
estas acometiam apenas 127 genes diferentes. Os genes responsaveis pela
transformagcao maligna de uma célula sao agrupados em 3 tipos: oncogenes,

genes supressores de tumor e genes de estabilidade do DNA. Cada uma
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dessas classes de genes atua em uma fase especifica do ciclo celular
(Figura 3).

Os oncogenes sdo normalmente envolvidos no crescimento e na
proliferacdo celular. Eles contribuem para o desenvolvimento de cancer
quando mutacdes o ativam constitutivamente ou o ativam em condigcdes em
que o gene selvagem nao estaria ativado. Ativagdes de oncogenes sao
resultado de translocagbes cromossémicas, amplificagdes génicas ou
mutagdes intragénicas que afetam a regulagdo da atividade da proteina do
gene. Geralmente, uma mutagdo ativadora em um um dos alelos do
oncogene € suficiente para conferir uma vantagem seletiva de crescimento
celular.

Os genes supressores de tumor, por outro lado, normalmente inibem
o crescimento celular. Eles contribuem para a progressao maligna apenas
quando perdem sua fungao regulatéria negativa por mutagdes que reduzem
a atividade do produto do gene. As inativagbes podem ser consequéncia de
mutagdes missense em residuos essenciais para a atividade da proteina,
mutagdes que resultam em uma proteina truncada, delecdes, insercdes ou
de silenciamento epigenético. Mutagbes em ambos os alelos, materno e
paterno, sao geralmente necessarias para conferir uma vantagem de
crescimento celular.

Oncogenes e genes supressores de tumor, portanto, interferem no
processo neoplasico pelo estimulo a replicacdo celular ou pela inibicdo da
parada no ciclo celular ou da morte celular. Os genes de estabilidade do

DNA (caretakers) promovem a carcinogénese por uma via completamente
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diferente. Essa classe inclui genes de reparo do DNA: mismatch repair
(MMR), nucleotide-excisions repair (NER)ebase-excision repair (BER),
responsaveis por identificar e consertar erros no DNA durante a replicagao
normal ou induzidos por mutagenos. Genes de estabilidade mantém as
alteragdes genéticas em um nivel minimo; assim, quando inativados,
acumulam-se mutagdes em outros genes numa taxa bem superior
(FRIEDBERG 2003).

Mutacbes nessas 3 classes de genes podem acontecer em células
somaticas, resultando em tumores esporadicos, ou em células germinativas,

resultando nas sindromes de predisposig¢ao hereditaria ao cancer.

sintese de DNA
duplicacéo cromossdmica

Intérfase
(90% do tempo)

Mitose ;
(divisdo do niicleo)

Citocinese
(divisdo do citoplasma)

Figura 3 - O ciclo celular.Os oncogenes agem como aceleradores durante a

fase de crescimento (G1); os supressores de tumor agem como sinais de parada na
fase de sintese (S) e os genes de reparo agem logo antes da condensagéo da cromatina

para a mitose (fase G2).
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1.3.4 Leiturado Codigo Genético
A Sequenciamento de Sanger.

Em 1977, Frederick Sanger e colaboradores desenvolveram a
classica técnica de sequenciamento de DNA. No método de Sanger, ou
sequenciamento de primeira geragao, convencional ou tradicional, o DNA é
replicado na presencga de versdes quimicamente alteradas (com marcadores
radioativos ou mais recentemente marcadas por fluorescéncia) das bases A,
C, T e G. Essas bases param a replicacdo do DNA quando incorporadas a
cadeia em formacéo, resultando em varias pequenas cadeias de DNA de
diferentes tamanhos. Esses pequenos segmentos sdo ordenados por
tamanho por eletroforese e através da leitura das ultimas bases do menor ao
maior tamanho, toda a sequéncia do DNA original é revelada. O
sequenciamento de Sanger é clinicamente utilizado quando sao procuradas
alteragdes em um gene especifico, de até 500 a 900 pares de bases.
Grandes porgdes de DNA (por exemplo, multiplos genes) ndo sédo avaliados

sob este método a custo ou a tempo razoaveis.

B Amplificacdo do DNA por reacéo de cadeia polimerase (PCR).

Em 1983, MULLIS(SAIKI etal., 1985)desenvolveu uma tecnologia
relativamente simples e barata para amplificar o DNA. A técnica de PCR
consiste em trés etapas que sao repetidas 30 a 40 vezes: (1) desnaturagéo
(a mistura é aquecida a 95° C para desnaturar a dupla-fita de DNA em fitas
simples; (2) anelagao (a mistura é resfriada a uma temperatura onde primers

ligam-se a moldes de DNA fita simples, e entdo ha a ligagdo da DNA
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polimerase a extremidade 3’dos primers) e (3) alongamento (a temperatura é
elevada até a ativagdo da polimerase (70 a 72°C) e esta enzima catalisa a
adicdo de nucleotideos livres as extremidades 3’ dos primers - bases sao
adicionadas para complementar a sequéncia molde). Quando a reagao se
completa, o produto amplificado pode ser visualizado em gel de eletroforese.
Assim, em apenas poucas horas, o PCR pode amplificar uma unica
molécula de DNA em milhdes de copias. O impacto desta técnica na pratica

médica foi imenso.

C Sequenciamento de segunda geracao.

O sequenciamento de segunda geragao, ou proxima geragao (next-
generation sequencing, NGS), ou de alta performance, faz o
sequenciamento em paralelo de multiplos fragmentos de DNA. Em contraste
com o método de Sanger, o NGS avalia grandes quantidades de DNA em
curto intervalo de tempo — enquanto estima-se que se o sequenciamento de
Sanger fosse usado para analisar todo o genoma seriam necessarios 60
anos, este método permite que todo o genoma humano seja sequenciado
em menos de um dia.

A dupla-fita de DNA nuclear, que servira de molde no NGS, pode ser
extraida de varias fontes como leucécitos do sangue periférico (material
mais utilizado), swab bucal, saliva ou amostras teciduais fixadas em
parafina. O DNA extraido & purificado, amplificado (por métodos de PCR),

fragmentado e entado fisicamente isolado. Os dados de sequenciamento séo
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gerados a partir desses pequenos fragmentos, e os resultados séo alinhados
eletronicamente com uma sequéncia — ou genoma - de referéncia.

O NGS pode ser utilizado na pratica clinica para sequenciar todo o
genoma, todo o exoma ou painéis de genes (tipicamente 10 a 100 genes). A
interpretacao clinica de um resultado de NGS é mais complexa que o de um
sequenciamento tradicional, pois pode revelar variantes em multiplos genes,

algumas inesperadas, e de significado clinico incerto.

D Interpretacao dos resultados de sequenciamento.

Segundo a classificagao de variantes definidas pelo American College
of Medical Genetics and Genomics Framework (RICHARDS et al. 2015), as
variantes encontradas em um teste genético devem ser classificadas nas
seguintes categorias:

1. Variante patogénica: variante previamente reportada e reconhecida
na literatura, em bancos de dados central de mutagdes (por exemplo:
Human Gene Mutation Database) ou em bancos de dados locus-
especificos apropriados como causadora de doenga;

2. Variantes de significado incerto provavelmente patogénicas: variantes
que ainda nado foram reportadas na populagcdo em frequéncia
suficiente para definir a relagdo de causalidade com doenga, mas que
tem natureza provavelmente deletéria. Exemplos incluem variantes
que introduzem um stop codon ou mutagdes missense de um stop
codon normal; variantes que alteram a sequéncia em areas de splice,
particularmente nos nucleotideos AG/GT; delegcbes de nucleotideos

ou exons que alterem a leitura do molde de RNAm;
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Variantes de significado incerto: variantes que ainda nao foram
reportadas na populacdo em frequéncia suficiente para definir a
relacdo de causalidade com doenca, e que tem natureza que pode ou
nao ser patogénica. Exemplos incluem variantes localizadas em
sequéncias de splice que provavelmente afetam a transcrigcéo,
mutagdes missense, insercdes ou delecdes de aminoacidos in frame
oudelecdes de éxons in frame. Mutagdes missense que levam a
substituicdo nao conservadora de um aminoacido conservado
evolutivamente sdo mais provavelmente relacionadas a doenca que
mutagcdes missense que alteram aminoacidos nao conservados
evolutivamente. Estudos epidemiolégicos e andlise da estrutura da
proteina podem clarear a natureza dessas mutagdes;

Variantes de significado incerto provavelmente benigna: variantes que
ainda nao foram reportadas na populagdo em frequéncia suficiente
para definir a relacdo de causalidade com doenga, mas que nao
devem ser patogénicas. Exemplos incluem variantes que nao
produzem substituicdes de aminoacidos ou alteracbes de sitios de
splice, variantes intrénicas afastadas da juncéo intron/éxon, variantes
vistas com elevada frequéncia na populagdo e em individuos sem
doenca;

Variante benigna: variante previamente reportada e reconhecida
como neutra na literatura, em bancos de dados centrais de mutacdes
(por exemplo: Human Gene Mutation Database) ou em bancos de

dados locus-especificos apropriados.
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1.3.5 Correlagdo genotipo-fendétipo
A Penetrancia

A penetrdncia é definida como a propor¢cdo de pessoas que
manifestam a doenga entre as pessoas que portam uma determinada
mutagcédo, ou o percentual de individuos com determinado gendtipo que
exibem o fendtipo associado aquele gendtipo. Como probabilidade, a
penetrancia varia de 0 a 100%, com valores mais altos denotando genes de
alta penetrancia e forte correlacdo gendtipo-fenétipo. Como conceito, pode
ser completa (equivalente a 100%), incompleta ou variavel. Penetrancia
incompleta refere-se a valores menores que 100%, quando a manifestagao
da doenca ndo é observada em todos os individuos daquele gendtipo.
Penetrancia variavel define a diferentes niveis de penetrancia entre familias

ou grupos étnicos.

B Expressividade

Enquanto a penetrancia descreve a probabilidade da presenca da
doenga em determinado gendétipo, a expressividade mede as diferengas
fenotipicas e clinicas do grau de apresentacédo da doencga, ou a extensdo em
que determinado gendtipo se expressa fenotipicamente.

Vérios fatores afetam o grau de penetrancia e expressividade, como
idade, tipo de mutagao, heterogeneidade genética, exposicbes ambientais e

modificadores genéticos.

C Antecipacdo genética
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Antecipacado € o aumento da severidade da doenga a cada geragao
sucessiva, com descendentes manifestando a desordem de forma mais
grave e em idade mais precoce. Doengas que sofrem antecipagdo séo
tipicamente mais valorizadas nos individuos mais graves, e depois

diagnosticadas nos pais ou avos daquele individuo.

D Padrdes de heranca

Os modos de heranca descrevem a maneira pela qual uma
caracteristica genética se expressa em um individuo e na familia. De forma
geral, sao classificados em Mendeliana e Nao-Mendeliana. Em grande parte,
doengas monogénicas (relacionadas a um unico gene) tem padrdo de
heranca Mendeliana, onde ha uma estreita correlagdo entre gendtipo e
fendtipo. Nessas situagdes, o conhecimento do gendtipo pode predizer o
desenvolvimento da doenca, e portanto tem grande utilidade clinica. Em
contraste, algumas doengas sédo causadas pelo efeito cumulativo e pela
interacado de varias alteragdes genéticas. Nessas doengas mais complexas —
€ mais comuns, fatores sociais e ambientais também interferem na relagao
gendtipo-fendtipo. Apesar desse padrao genético pré-definido, varias
doengas monogénicas violam as leis de heranga mendeliana e tem menor

concordancia entre o gendétipo e o fendtipo.

E Heranca autossémica dominante
Em desordens autossémicas dominantes, uma mutagao em uma das

copias do gene de um cromossomo autossdmico causa a doenga. Os



25

individuos afetados sdo assim usualmente heterozigotos para a mutagao, e
o risco de passar o alelo afetado para cada descendente € de 50%. Assim,
se um dos pais é afetado, em média 50% dos descendentes seréo

heterozigotos (e portadores de doenga) e outros 50% serao normais.

F Heranca autossdmica recessiva

Desordens autossbmicas recessivas requerem a presenca de
mutacdo em ambos os alelos do gene - seja com mutagcdo em heterozigose
(duas mutagdes diferentes afetando o mesmo gene) ou em homozigose (a
mesma mutacdo afetando os dois alelos do gene) — para se manifestarem.
Portadores de mutacdes autossébmicas recessivas em apenas um dos alelos
sdo usualmente normais. Se um casal heterozigoto para mutagédo (apenas
um dos alelos afetado) tem filhos, ha 50% de chance de heranga de uma
alelo normal e um afetado (descendente heterozigoto, normal, apenas
portador), 25% de chance de heranga de dois alelos normais e 25% de
chance de heranca de dois alelos mutados e, portanto, manifestacdo da

doenca.
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1.4 CANCER E HEREDITARIEDADE

Aproximadamente 5-10% de todos os tumores malignos em adultos e
29% dos tumores infantis sdo hereditarios, a maioria de maneira
autossdmica dominante, com penetrancia incompleta. Esses tumores estao
relacionados a mutagcdes germinativas em genes envolvidos na
carcinogénese, mais frequentemente em genes supressores de tumor
(TESTA et al. 2013).

A natureza hereditaria de alguns casos de céancer apenas foi
amplamente entendida na segunda metade do século XX. A identificagdo
clinica de familias com forte predisposicdo para tumores € muito antiga
(WARTHIN et al. 1913), mas foi a partir da metade do século passado que
investigadores acumularam dados suficientes para descrever as sindromes
de predisposi¢ao hereditaria ao cancer, dentre elas: a polipose adenomatosa
familial (DUKES et al. 1955), a sindrome de Lynch (LYNCH et al. 1971), a
sindrome de Li-Fraumeni (LI eFRAUMENI 1969a e b) e a sindrome de
cancer de mama e ovario hereditarios (LYNCH et al. 1971). Até o momento
foram descritas mais de 100 sindromes hereditarias distintas ligadas ao
cancer; aquelas de maior penetrancia estao listadas na Tabela 3 (NAGY
etal. 2004).

As observagbes epidemioldgicas inspiraram inumeras atividades
cientificas nos anos 1990s, quando a tecnologia permitiu a descoberta dos
genes responsaveis por algumas das sindromes de predisposicéo

hereditaria ao cancer. Entretanto, naquela época, a evidéncia clinica
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disponivel para guiar a conduta nesses pacientes era limitada. Inumeros
estudos posteriores resultaram na definigdo do manejo ideal das familias
diagnosticadas e demonstraram o beneficio de intervengdes médicas
proativas especificas para cada sindrome, incluindo estratégias de
rastreamento intensivo e cirurgias redutoras de risco. Desta forma, os testes
genéticos para as sindromes classicas ganharam utilidade clinica seja por
permitir a adogdo de medidas modificadoras do risco de cancer, seja por
facilitar o diagnéstico precoce ou seja por fornecer informagdes prognésticas
ou preditivas de tratamento (ROBSON e OFFIT 2010).

Mais recentemente, novas tecnologias gendmicas estenderam o
conhecimento da predisposicdo hereditaria ao cancer para além das
sindromes classicas. O acesso aos painéis de multiplos genes e os estudos
de associagbes gendmicas (genome-wide association studies — GWAS) tem
identificado um grande numero de mutagées em genes de penetrancia baixa
ou intermediaria e de variantes genéticas que sé&o, individualmente,
relacionadas a incrementos limitados do risco. Nos ultimos 5 anos,
investigadores identificaram mutagdes de penetrancia intermediaria em 1,1-
9,4% dos individuos testados (TUNG et al. 2016a). O cenario recente entao
nos leva a revisitar a discussdo sobre como e quando a identificagao de
mutagdes deve interferir no manejo dos pacientes (OFFIT e GARBER 2008).
Certamente, extrapolar as diretrizes elaboradas para individuos portadores
de mutacbes de alta penetrancia para individuos com mutacbes de
penetrancia intermediaria ou baixa pode resultar em um dano substancial.

Assim, o valor dos painéis de multiplos genes permanence controverso pela
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incerteza da forca de associacdo entre algumas mutagdes e o
desenvolvimento de cancer - validade clinica - e pela falta de evidéncia de
melhores desfechos nos individuos diagnosticados - utilidade clinica (TUNG
et al. 2016b). Apesar das limitagdes, inumeros individuos tem-se submetido
a painéis de multiplos genes, incentivados pela vantagem econémica e pela
— talvez inapropriada — sensag¢ao de segurancga fornecida por este tipo de

teste.

Tabela 3 - Principais Sindromes de Cancer Hereditario de Alta Penetrancia.

Sindrome MIM# Gene (s) Incidéncia Penetrancia
Sindrome de Lynch 114500 MLH1, MSH2 1/400 90%
MSH6, PMS1
PMS2, EPCAM
Sindrome de Li-Fraumeni 151623 TP53 Rara 90-95%
Sindrome de Céancer de Mama e Ovario 113705 BRCA1 1/500 a ~85%
Hereditarios 600185 BRCA2 1/1.000
Polipose Juvenil 174900 MADH4 1/100.000 90-100%
BMPR1A
Neoplasia Enddcrina Multipla 1 151623 MEN1 1/100.000 95%
131100
Neoplasia Endécrina Mdltipla 2 171400 RET 1/30.000 70-100%
162300
Peutz-Jeghers 175200 LKB1 (STK11) 1/200.000 95-100%
Von Hippel-Lindau 193300 VHL 1/36.000 90-95%
Sindrome de Cowden 158350 PTEN 1/200.000 90-95%
Polipose Adenomatosa Familiar 175100 APC 1/5.000 a ~100%

1/10.000
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1.4.1 Aconselhamento Genético

O aconselhamento genético segue uma rotina normatizada pela
Sociedade Americana de Aconselhamento Genético (RILEY et al. 2012) e é
dividido em 2 fases: aconselhamento pré-teste, quando o risco de cancer é
estimado e o leque de diagndsticos diferenciais construido, e
aconselhamento pos-teste, quando o manejo dos individuos é definido apos
o resultado do teste genético. A dindmica do aconselhamento deve se
desenvolver com a participagdo de uma equipe multidisciplinar que inclui
oncologista clinico e cirurgido oncoldgico, oncogeneticista, suporte de
laboratério de patologia e biologia molecular, além de suporte psicolégico
para gerenciar o impacto psicossocial da informagao genética.

Devemser submetidas a aconselhamento genético as familias com
fendtipo compativel com predisposi¢cao hereditaria ao cancer: diagnésticos
de cancer em idade precoce, multiplos tumores primarios ou tumores
bilaterais, diagndsticos recorrentes de um mesmo tumor ou de tumores
relacionados, acometimento de multiplas geragdes.

No aconselhamento pré-teste, € coletada uma ampla e detalhada
histéria pessoal e familiar, com a construcdo de heredogramas de pelo
menos 3 geragdes. Fatores de risco ambientais para céancer, localizagao
anatbmica, tipo histoléogico e subtipos especificos dos tumores
diagnosticados (de preferéncia com laudos histopatoldgicos confirmatérios),
idade de apresentagcdo e desfecho sdo cuidadosamente incluidos na
anamnese. A avaliacao tenta reconhecer na familia critérios clinicos para as

sindromes de cancer hereditario, determinando a necessidade de testes
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moleculares para confirmagao diagnostica. Nos casos em que o teste
genético é recomendado, sdo esclarecidos os motivos para a realizagéo do
teste, as possibilidades de resultados (positivo, negativo ou de significado
incerto), os aspectos técnicos de acuracia e as implicagdes do resultado
manejo clinico nos riscos e no progndstico do cancer.

Com o resultado da investigagdo molecular, inicia-se o
aconselhamento genético poés-teste. Caso o teste genético confirme a
hipétese clinica, sdo adotadas as recomendacgdes internacionalmente
aceitas de rastreamento e manejo especificas para cada diagnéstico. Caso o
teste negue a hipdtese clinica principal, uma sequéncia de investigagao é
por vezes conduzida, a depender dos diagnédsticos diferenciais. Nos
pacientes em que a profunda analise clinica e molecular ndo esclarece o
fendtipo sugestivo de predisposicéo hereditaria, sdo discutidas as possiveis
causas como acuracia limitada dos testes moleculares ou desconhecimento
médico da sindrome que acomete a familia. Esses individuos tem seus
riscos de cancer estimados por fatores clinicos e familiares e sdo mantidos

sob acompanhamento diferenciado em relagéo a populacao geral.

1.4.2 Sindromes de Predisposicéo Hereditaria ao Cancer
Dentre as varias sindromes de predisposi¢cao hereditaria descritas,
duas se destacam para os objetivos deste trabalho: a Sindrome de Céancer

de Mama e Ovario Hereditarios e a Sindrome de Li-Fraumeni.
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> Sindrome de Cancer de Mama e Ovario Hereditarios

A Sindrome de Cancer de Mama e Ovario Hereditarios (Hereditary
Breast-Ovarian Cancer, HBOC; OMIM #604370 e #612555), inicialmente
descrita em 1971, é causada por mutagdes germinativas deletérias nos
genes BRCAL1 (breast cancer type 1 suspectibility gene) ou BRCA2 (breast
cancer type 2 susceptibity protein)e determina uma predisposicéo
aumentada para cancer de mama, ovario, trompas de Faldépio e cancer de
peritbneo em mulheres e cancer de mama em homens. Ha associagao
também, em menor grau, com cancer de pancreas, cancer de préstata em
idade precoce e, para mutagdes em BRCA2, com melanoma. Mutagdes nos
genes BRCA exibem um padréo autossbmico dominante de transmisséo e
correspondem a 5-10% do total de casos de cancer de mama. Nos ultimos
20 anos, houve um grande progresso no entendimento da HBOC (Quadro

1).
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Quadro 1- Marcos no entendimento da HBOC nos ultimos 20 anos

Henry Lynch associou pela primeira vez o cancer de mama e ovario hereditarios numa

1971 mesma familia.

Mary-Claire King demonstrou que um gene no cromossomo 17 poderia ser responsavel
1990 pelo cancer de mama em algumas familias.

Larry Norton, Mark Skolnock e colaboradores identificaram o gene BRCA1 no cromossomo
1994 17.
1996 Pesquisadores do Reino Unido identificaram o gene BRCA2.

Investigadores alemaes sugeriram que a mastectomia preventiva seria altamente protetora
2001 em portadores e mutagdo em BRCA.

Kenneth Offit e Noah Kauff documentaram prospectivamente os efeitos da ooforectomia
2002 redutora de risco em individuos portadores de mutagdes em BRCA.

Mark Robson mostrou que cirurgia conservadora e radioterapia sdo seguras no manejo do
2005 cancer de mama relacionado a mutagdes em BRCA.

Geneticistas do Memorial Sloan-Kettering Cancer Center documentam o papel do
2006 diagnostico pré-implantagéo na prevengao da transmisséo de mutagées em BRCA.

Susan Domchek da Universidade da Pensilvania demonstra que a ooforectomia preventiva
2010 reduz a mortalidade em mulheres com mutagées em BRCA.

Kenneth Offit e colaboradores definem modificadores genéticos dos genes BRCA1 ou
2013 BRCA2.
A BRCA1leBRCAZ2: Estrutura e funcao

O gene BRCAL esta localizado no cromossomo 17 (17g21.31), ocupa

mais de 80kb do DNA gendmico e codifica um transcrito de 7,8-kb composto

de 24 exons codificantes. O produto do gene, a proteina BRCA1, tem 220-kd

e 1863 aminoacidos. A BRCA1 normalmente se localiza no nucleo e contém

varios dominios funcionais incluindo o dominio RING amino-terminal que

tem atividade de ubiquitina-ligase (que catalisa a ubiquitinizagdo proteica) e

o dominio BRCT na regido C-terminal que facilita a ligacdo fosfo-proteica

(Figura 4). Varias mutagdes em BRCA1 associadas a tumores hereditarios

sao encontradas nos dominios RING e BRCT, indicando a participagado dos

mesmos na supressio de tumores.
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O gene BRCAZ2 localiza-se no cromossomo 13 (13913.1) e codifica
um transcrito de 10,4-kb composto de 27 exons. A proteina BRCA2 tem 380-
kd e 3418 aminoacidos e liga-se principalmente a proteina RAD51 por oito
motivos de 30-40 residuos no éxon 11 (Figura 4) para exercer sua fungao.
Assim como a proteina BRCA1, a BRCA2 esta presente em todas células do
corpo.

As proteinas BRCA1 e BRCA2 participam de uma via comum de
protecao gendmica, o que justifica o fendtipo similar de predisposigdo quase
especifica a cancer de mama e ovario associado a mutagdes nestes genes.
Ambas as proteinas contribuem para a recombinacdo homdloga (HR), o
principal mecanismo de reparo do DNA em células em proliferacdo, que
executa um reparo de alta fidelidade principalmente de quebras de duplas
fitas do DNA associadas a replicagdo (DSBs). As DSBs sao a forma mais
grave de dano ao DNA e ocorrem como produtos da replicagado ou durante a
exposicao a radiagcdo ionizante e outros compostos genotoxicos. Na
auséncia de uma via intacta de HR, as DSBs resultam em rearranjos
cromossOmicos e instabilidade gendmica.

Um dos componentes da manutencdo da integridade gendmica é
mediado por uma rede de sinalizagao intracelular (DNA damage response,
DDR) que é ativada em resposta ao estresse genotdxico (Figura 5). A DDR
para DSBs envolve sensores que detectam os pontos de quebra, efetores
que executam o reparo e mediadores que facilitam a interacdo entre
sensores e efetores. A DDR também ativa checkpoints que retardam a

célula antes ou durante a replicagdo (G1/S ou intra-S) ou antes da diviséo
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(G2/M) para fornecer o tempo para o reparo do DNA e garantir que o erro
nao seja transmitido a geragao subsequente de células (ROY et al. 2012).

A HR repara as DSBs nas fases S e G2 do ciclo celular, quando a
cromatide irma serve de molde para o reparo. A protegdo do genoma por HR
envolve as quinases ATM e ATR, que reconhecem o dano, a sinalizagao por
CHEK2 e BRCA1 e o inicio do reparo pelos efetores BRCA2 e RAD51. Ha
varios facilitadores desse processo, como PALB2 e BRIP1. Cada um desses
genes predispbe ao cancer de mama e de ovario quando mutados, o que
sugere que a via BRCA1-BRCA2-HR realmente suprime a tumorigénese
(ROY et al. 2012).

A funcédo primordial do gene BRCA2 é a HR. O gene BRCAL tem
multiplas outras atividades além da HR, como a interacdo com supressores
tumorais, proteinas de reparo do DNA e reguladores do ciclo celular,
participacdo na recombinagao ndo homodloga (non-homologous end-joining,
NHE) e no anelamento de fitas simples de DNA (single-strand annealing,
SSA). A perda da funcao das proteinas BRCA1 leva a defeitos no reparo do
DNA, na transcricdo, na duplicagdo do centrossomo, na regulagdo do
checkpoint G2/M, no checkpoint do fuso e dano cromossémico. Células sem

BRCAZ2 sao deficientes para o reparo de DSBs.
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Figura 5 - Papel dos genes BRCA1 e BRCA2 nos mecanismos moleculares

da resposta ao dano do DNA (DDR).
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B O fendtipo da HBOC

Mutacbes nos genes BRCA tem uma elevada penetrancia, mas ha
uma expressiva variagao no risco reportado de cancer em portadores de
mutacdo de BRCA na literatura por diferengcas nas populagdes estudadas,
nos desenhos dos estudos e nas analises. Estima-se que, entre os
pacientes com mutagcdo em BRCAL, o risco acumulado de cancer de mama
até os 80 anos é de 67% e de cancer de ovario € de 45%. Entre os
pacientes com mutagdo em BRCA2, esse risco médio estimado é de 66% e
12%, respectivamente (HARTMANN et al. 2016). Apos o diagnostico de
cancer de mama, portadores de mutagcdo em BRCAL1 ou BRCA2 também
tem um risco significativo de tumores contralaterais, estimado em 83% até
70 anos para BRCA1 e 62% até 70 anos para BRCA2 (MAVADDAT etal.
2012). Homens também tem risco vital aumentado de cancer de mama,
alcangando 1% entre os mutados em BRCAL e 7% entre aqueles com
mutacdo em BRCA2, enquanto que o risco de cancer de mama masculino
na populacao geral é 0,1% (TAl et al. 2007).

Algumas particularidades histopatolégicas e moleculares tem sido
reportadas em tumores relacionados a mutagdes nos genes BRCAL/2.
Cerca de 70% dos canceres de mama em pacientes com mutagdo em
BRCA1 sdo de alto grau e sem expressao de receptores hormonais ou de
Her2 (human epidermal growth factor receptor 2), ou triplo negativos
(MAVADDAT etal. 2012). Em uma grande série de casos recém publicada
de cancer de mama triplo negativo, independente da histéria familiar, 8,5%

das pacientes apresentavam mutacdes germinativas em BRCA1 (COUCH et
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al. 2015). Uma metanalise recente incluindo 12 estudos com 2533 pacientes
com cancer de mama mostrou que mulheres com tumores triplo negativos
tem maior risco (RR 5,65, IC 95% 4,15-7,69) de mutacdo em BRCA1 em
relacdo aquelas com tumores néao triplo negativos (TUN et al. 2014). Em
contraste, os tumores de mama dos portadores de mutacdes em BRCA2 se
assemelham ao da populagdo geral: 77% tem receptores hormonais
positivos e apenas 16% sao triplo negativos (MAVADDAT etal. 2012). Os
tumores de ovario tipicamente ocorrem mais precocemente € com maior
frequéncia para as mutagdes em BRCA1l que em BRCA2; a histologia
predominante € a serosa para mutagbes em quaisquer dos dois genes,
embora carcinomas endometridides e de células claras também tenham sido
reportados. A evidéncia do impacto de mutagdes em BRCA1 ou BRCA2 no
prognéstico do cancer de mama é inconsistente, mas pacientes com cancer
de ovario parecem ter desfechos mais favoraveis de sobrevida se portadoras
de mutagdes em BRCA1/2 em relacdo as nao mutadas.

Outras malignidades se associam ao espectro tumoral da HBOC.
Mutacgbes germinativas em BRCA1/2 tem sido associadas a um maior risco
de cancer de proéstata. Em particular, mutagdes em BRCA2 aumentam 2-6
vezes o risco. Um grande coorte espanhol recente (n=2019) evidenciou que
o grupo de pacientes com mutacbes em BRCA1l/2 tem taxas
significativamente maiores de tumores de préstata agressivos (escore de
Gleason 28), envolvimento linfonodal e metastases a distancia em relagéo a

pacientes ndo mutados. Além disso, a sobrevida causa-especifica foi
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significativamente menor em pacientes mutados (sobrevida mediana 8,6
anos vs 15,7 anos, p=0,015) (CASTRO et al. 2013).

Mutagdes em BRCA1/2 também se associam inequivocamente a um
maior risco de cancer de pancreas, embora o risco absoluto permaneca
pequeno. Em portadores de mutacées em BRCAL, o risco de cancer de
pancreas até 70 anos é de 1,16% em homens (IC 95% 0,83-1,61%) e de
1,26% em mulheres (IC 95% 0,92-1,72%), correspondendo a uma risco
relativo de 2 (THOMPSON eEASTON 2002). Para pacientes com mutagao
em BRCAZ2, o risco de cancer de pancreas até 70 anos é de 2,1% (IC 95%
1,2-3%) em homens e 1,5% (IC 95% 0,9-2,1%) em mulheres, com risco
relativo combinado de 3,51 (IC 95% 1,87-6,58). Em uma analise de
pacientes com cancer de pancreas familial (pelo menos 3 membros com
cancer de pancreas, pelo menos 2 parentes de primeiro grau), mutagdes em
BRCAZ2 foram identificadas em 17% dos casos (MURPHY etal. 2002).

A avaliagao de 490 familias com mutagoes germinativas em BRCA1/2
também evidenciou um maior risco de melanoma ocular em individuos com
mutacdo em BRCA2 (RR 99,4, IC 95% 11,1-359,8) (MORAN 2012). Ha
relatos também de risco aumentado para cancer de estdbmago e laringe
(ROY et al. 2012).

Alguns aspectos do fendtipo da HBOC ainda nao foram bem
esclarecidos. O risco de cancer observado em portadores BRCA mutado é
maior naqueles com historia familiar positiva em relacdo aqueles sem
historia familiar, mas permanece incerto se a penetrancia na HBOC esta

relacionada apenas ao tipo de mutacao identificada na familia ou se fatores
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adicionais, genéticos ou ambientais, interferem na expressdao da doenca
(REBBECK etal. 2015). Também nao ha uma explicagao pronta na literatura
para a ocorréncia preferencial dos tumores nos tecidos da mama e do
ovario, nem para a maior frequéncia de tumores de mama triplo negativos

em pacientes com mutagdes germinativas de BRCAL.

C Diagnostico: Critérios Clinicos

O National Comprehensive Cancer Network - NCCN (2016)
recomenda que individuos de uma familia com mutacdo deletéria em
BRCAL/2 ja identificada devem ser submetidos ao teste genético. Nos
individuos sem mutacédo familial conhecida, a indicagdo do teste genético
deve seguir as recomendagdes do Quadro 6. A maioria das diretrizes adota
um limiar de 10% na probabilidade de mutagéo para indicar a realizagao do
teste genético (NELSON et al. 2014).

Sempre que possivel, o teste genético deve ser realizado no membro
da familia onde mais provavelmente encontraremos uma variante
germinativa patogénica para BRCA1/2, e que portanto aparentemente tem a
menor possibilidade de ter tumores esporadicos. O teste € mais informativo
quando o individuo ja teve diagnéstico de um tumor maligno relacionado a
HBOC, particularmente cancer de mama e/ou ovario, especialmente se o
cancer de mama ocorreu em idade precoce (<50 anos). Se os parentes
afetados ja faleceram ou se recusam a realizar o teste genético, os
individuos sem historia pessoal de cancer (apenas com histéria familial que

preenche os critérios clinicos para HBOC) devem ser submetidos ao teste
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com o esclarecimento de que a falha em detectar uma variante patogénica
nao elimina a possibilidade da mutagdo germinativa em BRCA1/2 estar

presente na familia.

D Diagndstico Molecular de HBOC

Mais de 1200 mutagbes patogénicas tem sido identificadas em
BRCA1, e mais de 1400 em BRCAZ2, a maioria acometendo apenas algumas
familias e um pequeno numero repetidamente identificado em algumas
populagdes (Clinvar). Mutagdes germinativas fundadoras como a
c.68 69delAG (BRCA1), a c.5266dupC (BRCA1) e a c.5946delT (BRCA2)
foram descritas em judeus Ashkenazi; a ¢.156_157insAlu (BRCA2) em
Portugal e a999del5 (BRCAZ2) na Islandia.

A maioria das variantes patogénicas em BRCALl sao frameshift e
resultam em auséncia ou perda de fungcdo da proteina. A maioria das
mutacbes patogénicas em BRCA2 consistem em deleg¢des, frameshift,
insergdes, ou variantes nonsense que levam a uma proteina truncada e com
perda de fungao (Clinvar 2016).

Para a analise molecular dos genes BRCA1/2, os testes disponiveis
sdo: andlise direcionada para variantes especificas, analise por
sequenciamento e analise de deleg¢des/duplicagdes. A analise direcionada
para variantes especificas pode ser realizada quando ja se conhece a
mutacado familial ou em individuos com antecedentes étnicos especificos,
como o ancestral judeu Ashkenazi. Cerca de 1 em cada 40 destes judeus
tem 1 das 3 mutacdes fundadoras descritas (STRUEWING et al. 1997). A

analise por sequenciamento detecta variantes splice, nonsense, missense e
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pequenas delecdes/inser¢des intragénicas, mas tipicamente nado detecta
delecgbes/duplicagdes de exons ou de todo o gene. A andlise de
delecdes/duplicacbes identifica alteracbes que nao sdo vistas no
sequenciamento (até 20% dos casos de HBOC) e pode ser realizada por
PCR quantitativo, long-range-PCR, multiplex ligation-dependent probe

amplification (MLPA) e microarray cromossémico.

Quadro 2 - Critérios clinicos para investigacdo molecular da Sindrome de
Cancer de Mama e Ovario Hereditarios (HBOC).

Critérios Clinicos para Indicacao de Teste Genético para BRCAL1l e BRCA2

Historia pessoal de cancer de mama e pelo menos 1 critério:

Sexo masculino

Idade < 45 anos

Idade < 50 anos e: pelo menos 1 parente proximo com cancer de mama em qualquer idade
(ou histéria familial limitada), pelo menos 1 parente préximo com cancer de pancreas ou
préstata (escore de Gleason 27).

Idade < 60 anos com tumor triplo negativo

Qualquer idade e: pelo menos 1 parente proximo com cancer de mama antes de 50 anos;
pelo menos 2 parentes proximos com cancer de mama em qualquer idade; pelo menos 1
parente proximo com carcinoma de ovario em qualquer idade; pelo menos 2 parentes
préximos com cancer de pancreas e/ou préstata (escore de Gleason =7) em qualquer idade;
parente préximo com cancer de mama masculino.

Histéria pessoal de cancer de ovario em qualquer idade.

Historia pessoal de cancer de préstata (escore de Gleason =7) OU de pancreas em qualquer
idade e: pelo menos 1 parente préximo com cancer de ovario em qualquer idade ou cancer
de mama < 50 anos ou pelo menos 2 parentes préximos com cancer de mama, pancreas ou
prostata (escore de Gleason 27) em qualquer idade.

Fonte: adaptado de NCCN (2016)
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> Manejo dos Pacientes Portadores de HBOC
A Cirurgias Redutoras de Risco

A primeira diretriz publicada para o manejo de pacientes com HBOC,
em 1997, afirmava que a evidéncia era insuficiente para a recomendacgaoo
contra ou a favor da mastectomia ou da ooforectomia profilaticas (BURKE et
al. 1997).

Desde aquele ano, analises retrospectivas com seguimento mediano
de 13-14 anos tem indicado que a mastectomia bilateral redutora de risco
reduz o risco de cancer de mama em pelo menos 90%. Estudos
prospectivos pequenos com seguimento mais breve confirmam essa
protecdo (HARTMANN et al. 1999, 2001;MEIJERSA-HEIJBOER etal. 2001;
REBBECK et al. 2004). Atualmente, as diretrizes do NCCN (2016) colocam a
mastectomia redutora de risco como uma opcdo a ser discutida
individualmente, considerando o grau de protecdo, as opgdes de
reconstrucao e os riscos.

O beneficio da mastectomia contralateral em portadores de mutacao
germinativa em BRCA1/2e cancer de mama unilateral vem se mostrando
consistente. Em uma analise retrospectiva de 390 pacientes com cancer de
mama inicial relacionado a mutagdes em BRCA1/2 com seguimento de 20
anos, a mastectomia contralateral foi associada a uma reducédo de 48% no
risco de morte por cancer de mama (HR 0,52, IC 95% 0,29-0,93)
(METCALFE etal. 2014). Um estudo prospectivo (n=583) com seguimento
mediano de 11,4 anos também demonstrou uma redugéo significativa de

mortalidade no grupo submetido a cirurgia (HR 0,49, IC 95% 0,29-0,82). O
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beneficio foi especialmente visto em pacientes jovens (<40 anos), com
tumores bem diferenciados (grau 1 ou 2) e/ou nao triplo negativos e em
pacientes nao submetidas a quimioterapia adjuvante (HEEMSKERK-
GERRITSEN etal. 2015).

Varios estudos de eficacia e uma metanalise demonstraram que a
salpingo-ooforectomia (SOB) reduz o risco de cancer de ovario em
aproximadamente 80% entre portadoras de mutacdo em BRCAL1/2
(REBBECK etal. 2009). Além disso, quando a SOB é realizada antes da
menopausa, ha também uma reducéo significativa, de cerca de 50%, no
risco de cancer de mama (HARTMANN et al. 2016). O efeito da SOB sobre
a mortalidade foi investigado no estudo PROSE (Prevention and Observation
of Surgical Endpoints). O grupo submetido a cirurgia teve uma menor
mortalidade por todas as causas (HR 0,40, IC 95% 0,26-0,61), menor
mortalidade especifica por cancer de mama (HR 0,44, IC 95% 0,26-0,76) e
menor mortalidade especifica por cancer de ovario (HR 0,21, IC 95% 0,06-
0,80) (DOMCHEK et al. 2010). A recomendacéao atual € que a SOB deve ser
realizada em todas as pacientes com variante patogénica de BRCA1/2 entre
35 e 40 anos apo6s construgdo familial (HARTMANN et al. 2016; NCCN
2016). Considerando o diagnéstico tipicamente 8-10 anos depois de cancer
de ovario relacionado a mutagcdes em BRCA2, para estas pacientes a SOB
pode ser realizada até 40-45 anos se maximizada a protecdo para mama
(mastectomia bilateral). Durante o aconselhamento, a discussao sobre SOB
deve incluir o plano familiar reprodutivo, o grau de protecao para cancer de

mama e ovario, as consequéncias e o manejo dos sintomas relacionados a
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menopausa precoce. A salpingectomia bilateral ndo é recomendada fora de

estudos clinicos.

B Quimioprevencao

Estudos placebo-controlados envolvendo mulheres com incrementos
variados no risco de cancer de mama tem demonstrado um efeito protetor
do uso de moduladores do receptor estrogénico ou de inibidores da
aromatase para o desenvolvimento de cancer de mama com positividade
para receptores hormonais (NELSON etal. 2014). Entretanto, a literatura é
muito limitada acerca do uso desses agentes em pacientes com mutagdes
em BRCA. Os unicos dados prospectivos sdo do estudo National Surgical
Adjuvant Breast and Bowel Project P1 Trial (KING et al. 2001), em que 288
mulheres com céancer de mama foram submetidas a estudo molecular: 8
eram portadoras de mutagdes germinativas em BRCAL e 11 em BRCA2. O
hazard ratio (HR) para o desenvolvimento de cancer de mama nas que
receberam tamoxifeno foi 1,67 (IC 95% 0,32-10,7) para aquelas com
mutacdo em BRCAl e 0,38 (IC 95% 0,06-1,56) para as portadoras de
mutacdo em BRCAZ2. A interpretacdo desses resultados € delicada pelo
pequeno numero de pacientes, mas ha coeréncia no dado de maior protecao
para BRCA2, quando 77% dos tumores de mama expressam receptores de
estrogeno (MAVADDAT etal. 2012). Permanece a incerteza sobre o efeito de
prevencao primaria do tamoxifeno nas pacientes com BRCA1 mutado, nas
quais 75-80% dos tumores s&o negativos para receptores hormonais

(MAVADDAT etal. 2012). Assim, a recomendagao do uso de tamoxifeno
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como prevengao primaria € controversa, principalmente para portadoras de
mutagcdes em BRCAL. Na populacdo com mutacdo em BRCA2, € uma
estratégia opcional.

Pacientes com mutagdo em BRCAL/2 que tiveram diagndstico de
cancer de mama e tem tecido mamario contralateral intacto, sem
ooforectomia ou quimioprevengao, tem um risco estimado de 40% para
cancer de mama contralateral em 10 anos (METCALFE etal. 2004). Estudos
de caso-controle do Hereditary Breast Cancer Clinical Study Group
reportaram que tamoxifeno protegeu contra cancer de mama contralateral
com OR de 0,38 (IC 95% 0,19-0,74) a 0,50 (IC 95% 0,30-0,85) entre
mutadas em BRCAL e 0,42 (IC 95% 0,17-1,02) a 0,63 (IC 95% 0,20-1,50)
entre as portadoras de mutacdo em BRCA2 (GRONWALD et al. 2006). Nao
ha dados sobre o efeito protetor do tamoxifeno em pacientes submetidas a
ooforectomia, que € uma conduta padrao atualmente.

Nédo ha dados controlados e randomizados sobre o uso de
contraceptivos orais para protecdo de cancer de ovario. Estudos de caso-
controle tem demonstrado uma redugao de 45-50% no risco de cancer de
ovarios em portadoras de mutacdo em BRCALl e 60% em portadores de
mutacdo em BRCA2 (NAROD etal. 1998; MCLAUGHLIN et al. 2007).
Metanalises ndo demonstraram uma associagao significativa entre o uso de
anticoncepcionais e o risco de cancer de mama entre mulheres de alto risco

(MOORMAN etal. 2013).
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C Rastreamento de tumores na HBOC

As recomendacbes atuais de rastreamento na HBOC estdo
resumidas no Quadro 3(NCCN 2016).

Nao ha dados sobre reducao de mortalidade no rastreamento com
mamografia (MMG) na populagdo com HBOC. A ressonancia magnética das
mamas (RNM) tem aproximadamente o dobro de sensibilidade, mas também
nao ha dados disponiveis de comparacdo entre MMG e RNM nem do
impacto deste ultimo método na mortalidade (HARTMANN et al. 2016).

O NCCN néo considera o rastreamento para cancer de ovario como
uma alternativa aceitavel a SOB em pacientes com HBOC pois a
ultrassonografia transvaginal (USTV) e a dosagem de CA125 ndo de
mostraram suficientemente sensiveis ou especificas (HARTMANN et al.

2016; NCCN 2016).
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Quadro 3 - Rastreamento de tumores em pacientes com diagnéstico de
Sindrome de Cancer de Mama e Ovario Hereditarios (HBO).

Mulheres
Céancer de mama Auto-exame da mama a partir dos 18 anos
RNM das mamas anual entre 25-29 anos
MMG e RNM das mamas anual (alternadas) entre 30-75 anos
Individualizar o manejo em pacientes >75 anos
Discutir a opgao de mastectomia redutora de risco
Céancer de ovario Recomendada SOB entre 35-40 anos e apés prole constituida
Cancer de pancreas Sem recomendacbes especificas
Melanoma Sem recomendagbes especificas
Outros Educacgao sobre sinais e sintomas de cancer
Homens
Céancer de mama Auto-exame a partir de 35 anos
Exame clinico anual a partir de 35 anos
Cancer de proéstata Rastreamento a partir de 40 anos para portadores de mutagéo em
BRCA2
Considerar rastreamento para portadores de mutagdo em BRCAL1
Cancer de pancreas Sem recomendagbes especificas
Melanoma Sem recomendacdes especificas
Outros Educacéo sobre sinais e sintomas de cancer

Fonte — Adaptado de NCCN (2016)

D Tratamento oncoldégico em pacientes com diagnéstico de HBOC.

Tumores malignos BRCA-deficientes tem uma habilidade bastante
limitada de reparar as DSBs induzidos por platinas, o que confere uma
sensibilidade diferenciada a essa classe de drogas. O cancer de mama triplo
negativo, um subtipo frequente nas mutagdes germinativas em BRCAL,
mesmo quando esporadico compartilha caracteristicas clinicas e
moleculares com os tumores associados a BRCAL, incluindo o defeito de

reparo do DNA (por mutagdes em outros genes envolvidos nessa via ou por
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silenciamento do BRCAL induzido por metilacdo). Para tumores triplo
negativos da mama, estudos mostram um aumento significativo da resposta
patolégica completa quando a carboplatina é incorporada ao protocolo de
neoadjuvancia. No entanto, ainda é incerto se essa melhor resposta
patolégica se correlaciona com melhores desfechos em portadores de
variantes patogénicas de BRCAL1/2 e por isso, pelo menos até o momento, a
inclusdo de platina na neoadjuvancia de tumores triplo negativos ndo € uma
conduta padréao (SPARANO et al. 2015). Em pacientes com mutagao
germinativa em BRCAL/2 e céancer de ovario, estudos retrospectivos tem
correlacionado um melhor prognéstico, incluindo melhor sobrevida livre de
progressao, melhor sobrevida global, melhores taxas de resposta parcial e
completa e maiores intervalos livres de tratamento, ao tratamento com
regimes contendo platinas. Também tem sido relatado que nessas pacientes
ha uma facilidade maior de recuperar a sensibilidade a platina mesmo apés
o desenvolvimento de resisténcia. Alias, ndo ha dados confirmando que a
definicdo de resisténcia a platina usada para a populagao geral — intervalo
de 6 meses livre de platina — pode ser aplicada para a populacdo com
mutacdo em BRCA1/2. Assim, provavelmente devemos ser menos
conservadores com o conceito de resisténcia a platina na abordagem
terapéutica das pacientes BRCA1/2 mutadas com cancer de ovario (TAN e
KAYE 2015).

Em células deficientes para a HR por mutagdes patogénicas em
BRCAL1/2, a inibicdo da enzima poly(ADP-ribose) polymerase (PARP, que

realiza o reparo de quebras de fitas simples de DNA por base excision
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repair) resulta em DSBs reparados por vias de baixa fidelidade
(nonhomologous end joining). Assim, tratamentos que inibem as PARP em
células HR deficientes levam a um acumulo de dano ao DNA que resulta em
catastrofe mitdtica e morte celular — a chamada letalidade sintética. O
primeiro inibidor de PARP (PARPi), olaparibe, estda aprovado pelas
autoridades regulatérias nos Estados Unidos e na Europa e aguarda
aprovagao no Brasil por conferir um beneficio estatisticamente significativo
em sobrevida livre de progressao para pacientes resistentes a platina (como
linha de tratamento apds pelo menos 3 linhas anteriores) ou sensiveis a
platina (como terapia de manutengao) (TAN e KAYE 2015). Assim, além do
papel consolidado para aconselhamento genético, o diagnéstico de HBOC
traz atualmente um valor preditivo de resposta a terapias disponiveis,
especialmente em pacientes com cancer de ovario, contribuindo de forma

definitiva na abordagem terapéutica desses tumores.

> Sindrome de Li-Fraumeni

A Sindrome de Li-Fraumeni (LFS; OMIM #151623) € considerada um
paradigma para o estudo de susceptibilidade hereditaria ao cancer
(NICHOLS e MALKIN 2015). E uma sindrome rara, provavelmente
subdiagnosticada, autossdmica dominante, de alta penetrancia e
relacionada a um risco significativamente maior de tumores malignos em
idade mais precoce que na populagao geral.

A LFS foi inicialmente descrita pelos investigadores Dr Frederick Li e

Dr Joseph F. Fraumeni (1969a, 1969b) com base na analise retrospectiva de
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280 prontuarios médicos e 418 certificados de 6bito de criancas norte
americanas diagnosticadas com rabdomiossarcoma. Os pesquisadores
verificaram a ocorréncia elevada de diversos tipos de cancer e de tumores
metacronicos em geragdes antecedentes de primeiro ou segundo grau das
familias avaliadas, bem acima do esperado por determinacdo do acaso.
Além de sarcomas de partes moles e de cancer de mama na pré-
menopausa, tumores de pulmdo, pele, pancreas, cortex adrenal, sistema
nervoso central e leucemias também foram observados.LI e FRAUMENI
(1969a e b) sugeriram que essas familias representavam uma sindrome de
cancer familial com padrdao de transmissao autossémico dominante. Com
base na analise prospectiva de 24 familias, os pesquisadores definiram o
fenodtipo classico da LFS: probando com sarcoma antes de 45 anos, com
parente de primeiro grau com qualquer cancer antes de 45 anos e outro
parente de primeiro ou segundo grau com qualquer cancer antes de 4 5
anos ou sarcoma em qualquer idade (LI et al. 1988).

Em 1990, a observagdo de que o gene TP53 estava inativado nas
formas esporadicas de varios tumores associados a LFS levou a hipotese e
sem seguida a associagao definitiva entre a LFS e mutagdes germinativas
no gene TP53 (MALKIN et al. 1990; SRIVASTAVA et al. 1990). Até o

momento n&o ha nenhum outro gene comprovadamente relacionado a LFS.



51

A O gene TP53: historia, estrutura e funcao

A primeira descrigdo do gene TP53 foi em 1979. Os primeiros 10 anos
apos sua descoberta foram marcados pelo entendimento de que ndo se
tratava de um oncogene, mas sim de um gene supressor de tumor. A
segunda década de pesquisa foi dedicada a entender as fungdes basicas da
proteina p53. Na terceira década apos sua descoberta, novas funcdes foram
descritas, incluindo a regulagdo de vias metabdlicas e de citocinas
envolvidas na implantacdo do embrido. Espera-se que a quarta década
possa fazer do TP53 um alvo na terapia oncolégica (LEVINE et al. 2009)
(Quadro 4).

O gene TP53, localizado no cromossomo 17p13.1, tem tamanho de
aproximadamente 20kb, € chamado de “guardido do genoma humano” e
expressa um transcrito de RNAm de 2,8kb que codifica uma proteina de 393
aminoacidos denominada p53. O gene é composto por onze éxons, sendo o
primeiro deles nao codificante. A sequéncia codificante contém cinco
dominios, cada um deles responsavel por fungdes especificas (Figura 6). O
dominio amino-terminal (aminoacidos 1 a 62) € o dominio de transativagao,
no qual se encontra o sitio de ligacéo a proteina MDM2. E seguido por um
dominio rico em residuos de prolina (aminoacidos 63 a 97) e pela regido
central da p53 (aminoacidos 102 a 292), que abriga o dominio de ligagao ao
DNA. O dominio de oligomerizagdo (aminoacidos 323 a 356) é fundamental
na configuragao espacial da proteina p53 e responsavel pela multimerizagao
da proteina, que se unira em tetrameros. O dominio final (aminoacidos 363 a

393) é o de regulacao (PETIJEAN et al. 2007).
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Fonte: PETIJEAN et al. (2016)
Figura 6 - Estrutura e dominios de ligagéo do gene TP53

A proteina p53 tem um papel fundamental na regulagdo do ciclo
celular e na manutencdo da homeostase. Apés um dano ao DNA por fatores
de estresse como hipdxia, ativagdo de oncogenes, ruptura de microtubulos,
alteragdes oxidativas ou deplecdo de nucleotideos (MALKIN et al. 2015), a
p53 é ativada. Através do controle transcricional (ativagdo ou repressao de
genes especificos) ou da formacdo de complexos com outras proteinas, a
p53 determina entdo (1) a parada no ciclo celular em G1 ou G2/M, para
possibilitar o reparo do DNA, ou (2) a indugédo da apoptose. A resposta da
p53 frente a agresséo, ou seja, se induzira a parada do ciclo celular ou a
apoptose, depende da natureza e da amplitude do estresse ocorrido, assim
como do tecido em que a célula se encontra e do seu nivel de diferenciagao
celular. A habilidade de parar o ciclo celular, fungdo regulatéria chave,

ocorre com a ativacao da via RB; o reparo do DNA se da principalmente por
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ativacdo de genes downstream (por exemplo CDKN1A, MDM2, GADDA45A,
Bax, IGRBP1, ciclina G1, ciclina G2). A p53 induz a apoptose pela
sinalizagao direta de uma molécula sensor que confirma o dano e inicia o
processo ou por vias nao transcricionais: a proteina p53 se liga no
citoplasma a membros da familia de proteinas Bcl2, reguladoras da
apoptose, e assim contribui diretamente para a permeabilizacdo da
membrana mitocondrial, liberagédo de citocromo C e apoptose (GREEN et al.

2009).
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Quadro 4 - Os primeiros 30 anos ap6s a identificacdo do gene TP53

Linha do Tempo: os primeiros 30 anos de p53

1979 | Primeira descricdo da p53

1983 | Primeira clonagem da p53

1984 | Descricao de atividade de oncogene do p53 clonado; (1984-1988): demonstragao
que p53 é inativada em células tumorais

1988 | Validagc&o do sequenciamento murino do p53 selvagem

1989 | Demonstragdo que p53 € um supressor tumoral; TP53 mutado ou perdido em
tumores humanos

1990 | Associagdo de mutagdes germinativas no TP53 e Sindrome de Li-Fraumeni;
Descrigdo que p53 induz parada do ciclo celular

1991 | Descricdo que p53 induz apoptose; CDKN1A descrita como alvo do p53;
Descrigao da alga p53-MDM2

1992 | MDM2 como regulador negativo do p53; Predisposicdo para céncer em
camundongos knockout para TP53; p53 mantém estabilidade genémica

1994 | Primeira descri¢édo da estrutura complexa do p53-DNA

1997 | MDM2 como indutor da ubiquitilagdo e degradacao do p53
Descrigado do p63 e p73
Relagao p53 e senescéncia

1998 | Descricdo que ATM fosforila p53

2000 | Clonagem do p53 de Drosophila melanogaster

2001 | Clonagem do p53 de Caenorhabditis elegans

2002 | Relagao p53 e envelhecimento

2003 | Descricao que p53 age na mitocdndria para indu¢ao de apoptose

2004 | Terapia génica para p53 aprovada na China; Nutlins como ativadores de p53;
Polimorfismo de MDM2 acelera cancer

2005 | Multiplas isoformas de p53 descritas; Fungéo anti-oxidante do p53; p53 como
regulador do metabolismo

2007 | p53 € necessario para implantacado do embrido; p53 regula expressao de miRNA;
Senescéncia induzida por p53 previne cancer; p53 inibe a via IGF1-mTOR

Fonte: Adaptado de LEVINE et al. (2009).

A inducdo da senescéncia foi também identificada como um

mecanismo através do qual a p53 controla o processo neoplasico. Em

comum com a apoptose, células em senescéncia nao se replicam e portanto

nao geram novas células malignas (LEVINE et al. 2009).
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Em células nao estressadas, a fungdo da p53 é mantida em um
estado basal. Isto é largamente atribuido a interagdo da p53 com a proteina
MDM2 (murine double minute 2), seu principal regulador. A MDM2, que se
liga a regiao N-terminal da p53 (aa 17 a 29) formando o complexo
p53/MDM2, possibilita o redirecionamento da p53 do nucleo para o
citoplasma, onde age como uma ubiquitina-ligase, possibilitando a
degradacgao de p53 pelos proteassomos. A p53 e a MDM2 formam uma alga
de feedback negativo, onde a p53 induz a expressdo de MDM2 e esta, por
sua vez, promove a degradacado da p53 e freia sua atividade celular. Em
células submetidas a estresse a p53 é rapidamente ativada, a MDM2 é

liberada e seus efeitos inibitérios sdo suspensos (Figura 7).
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Fonte - Adaptado de LEVINE etal. (2009)
Figura 7 - Vias de sinalizagao da proteina p53.
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A perda da fungdo do gene TP53 reduz a possibilidade de células
com erros genéticos serem submetidas a reparos do DNA ou levadas a
apoptose. Essas células com DNA danificado seguem entdo se proliferando
e acumulando erros, o que eventualmente pode levar ao desenvolvimento

de tumores malignos.

B Fendtipo da LFS e Critérios Clinicos Diagnosticos

As malignidades centrais associadas a LFS sédo os tumores cerebrais
e 0s sarcomas de partes moles e 6sseos em idade jovem, as leucemias
agudas, os carcinomas de mama na pré-menopausa € 0s tumores
adrenocorticais em criangas, representando 80% dos casos de cancer das
familias portadoras da sindrome (LINDOR et al. 2008). Entretanto, o
espectro tumoral da LFS parece ser bem mais amplo. Em 2015,
BOUGEARD et al. descreveram achados genéticos e clinicos da maior
coorte de LFS ja analisada. Foram incluidas 214 familias e 415 pacientes,
acompanhados por vinte anos, de 1993 a 2013: 322 pacientes (78%)
desenvolveram pelo menos um tumor maligno, 83% das mulheres e 69%
dos homens, e 43% apresentaram multiplos tumores. Entre os adultos
portadores de mutagdo no TP53, houve predominancia do diagnédstico de
cancer de mama (79%, idade média de apresentacdo de 35 anos) e de
sarcomas de partes moles (27%, idade média de 41 anos), mas também
foram descritos cancer de pulm&o, préstata, osteossarcoma, cancer
colorretal, renal e de sistema nervoso central. Em criangas, os tumores mais

frequentes foram osteosarcoma (30%), carcinoma adrenocortical (27%),
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tumores de sistema nervoso central (26%) e sarcomas de partes moles
(23%). Diversos outros tipos de tumores malignos tem sido documentados
em familias com LFS (LI et al. 1988; BIRCH etal.1994; PETIJEAN et al.

2007; BOUAOUN et al. 2016) (Figura 8).

Tumors Associated with TP53 germline mutations (N = 1644)

@ IARC TP53 Database, R18, April 2016
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Figura 8 - Tumores associados a mutagdes germinativas no TP53.
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Embora para alguns tumores tipicos da LFS, de forma independente
da histéria familial, a prevaléncia da mutacdo em TP53 seja elevada, os
numeros encontrados s&o bastante inconsistentes nas diferentes séries. Por
exemplo, a prevaléncia de mutagcdo em TP53 para carcinoma adrenocortical
pediatrico varia de 33,3% a 93%; para cancer de mama em paciente jovem
sem mutacédo de BRCA varia de 2,1% a 21,4%; para sarcomas em pacientes
<30 anos varia de 9,5% a 50,5% (PETIJEAN et al. 2007). Assim, critérios
clinicos mais elaborados sao necessarios para selecionar melhor os
pacientes a serem submetidos a teste molecular, aumentando o valor
preditivo positivo do teste. Varios critérios tem sido desenvolvidos na
literatura desde a descrigao inicial da sindrome. Eles geralmente incluem
idade do diagnéstico, tipos de tumor diagnosticados na familia e numero de
parentes proximos acometidos.

Os critérios classicos da LFS LI et al. (1988) foram definidos
consideram a ocorréncia de (1) um paciente com sarcoma diagnosticado
antes dos 45 anos e (2) com parente de primeiro grau com diagnéstico de
qualquer tipo de cancer antes dos 45 anos e (3) outro parente de primeiro ou
segundo grau da mesma linhagem com sarcoma em qualquer idade, ou
outro tipo de cancer antes dos 45 anos de idade. Estes critérios tem valor
preditivo positivo elevado, estimado em 56%, e também alta especificidade,
porém tem sensibilidade relativamente baixa, estimada em 40%
(GONZALEZ et al. 2009). Assim, outros grupos desenvolveram critérios mais

abrangentes para facilitar a identificacdo de pacientes portadores da LFS.
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Atualmente, os critérios mais aceitos sdao os de Chompret, recém revisados

(BOUGEARD et al. 2015) (Quadro 5).

Algumas familias tem um padrdao de ocorréncia de tumores

semelhante a LFS mas nao inteiramente compativel com o diagndstico de

LFS. Essas familias sao classificadas como portadoras da sindrome Li-

Fraumeni-Like (LFL) (BIRCH et al. 1994). Apenas uma minoria das familias

com LFL é portadora de mutagdes germinativas no gene TP53 (BIRCH et al.

1994).

Quadro 5 - Critérios Clinicos para indicar investigagdo molecular da
Sindrome de Li-Fraumeni.

Critérios Classicos
(LI et al. 1988)

- Probando com sarcoma antes dos 45 anos E

- Um parente de primeiro grau com diagnoéstico de cancer antes dos 45
anos E

- Outro parente de primeiro ou segundo grau (mesmo lado da familia)
com cancer diagnosticado antes dos 45 anos ou sarcoma em qualquer
idade

Critérios de Chompr
et(BOUGEARD et al. 2015)

- Probando com tumor do espectro LFS (cancer de mama na pré-
menopausa, sarcoma de partes moles, osteossarcoma, tumor de
sistema nervoso central, carcinoma adrenocortical) antes dos 45 anos E
- Pelo menos 1 parente de primeiro ou segundo grau com tumor do
espectro LFS (exceto cancer de mama se o probando tiver cancer de
mama) antes dos 56 anos ou com multiplos tumores OU

- Probando com multiplos tumores (exceto multiplos tumores de mama),
dois dos quais do espectro LFS e com primeiro diagndstico antes de 46
anos OU

- Carcinoma adrenocortical, tumor de plexo coréide, rabdomiossarcoma
anaplasico embrionario, independente da histéria familial OU

- Cancer de mama antes dos 31 anos

LFL (BIRCH et al. 1994)

- Probando com cancer infantil ou sarcoma, tumor de sistema nervoso
central ou carcinoma adrenocortical antes dos 45 anos E

- Parente de primeiro ou segundo grau com tumor tipico da LFS em
qualquer idade E

- Parente de primeiro ou segundo grau (do mesmo lado da familia) com
qualquer cancer diagnosticado antes dos 60 anos.

LFL (EELES 1995)

- Dois parentes de primeiro ou segundo grau com tumores relacionados
a LFSem qualquer idade

Fonte: Adaptado de Ll et al. (1988); BIRCH et al. (1994); BOUGEARD et al. (2015).
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C Diagndstico molecular da LFS

Pacientes com critérios clinicos da LFS devem ser submetidos ao
sequenciamento direto e busca por duplicacdes e delegbes na regiao
codificante do gene TP53 para confirmagdo diagndstica. Em casos de
mutagcdo familial ja conhecida, os parentes de risco podem realizar a
pesquisa direcionada da alteragdo previamente detectada no probando; o
risco de acometimento de um descendente afetado pela sindrome é de 50%.

A prevaléncia estimada da LFS nos Estados Unidos e na Europa é de
aproximadamente 1:5000 individuos (LALOO et al. 2003). Até o momento,
891 pacientes foram identificados como portadores de mutacdes
germinativas no gene TP53 (PETIJEAN et al. 2007).

Sao conhecidas cerca de 290 mutag¢des germinativas no gene TP53
(BOUAOUN et al. 2016), a maioria localizada entre os exons 5 e 8, no
dominio de ligagdo ao DNA (Figura 9). O espectro de mutag¢des associadas
a LFS pode ser dividido em 2 categorias com base no efeito da mutagao na
funcdo da proteina p53. A primeira categoria inclui as mutagdées do tipo
missense (72% dos casos), que conferem um efeito dominante-negativo na
funcdo da p53 selvagem e também levam ap53 mutada a adquirir atividades
funcionais que promovem o desenvolvimento do cancer (mutagdes de ganho
de fungdo). Aproximadamente 30% destas mutagdes ocorrem em seis
cédons preferenciais (175, 245, 248, 249, 273 e 282), ou “hot-spots”. A
segunda categoria inclui mutag¢des frameshift (8% dos casos), nonsense (7%
dos casos) e delegdes parciais ou totais, que conferem a perda da fungao do

gene (NICHOLS e MALKIN 2015; BOUAOUN etal. 2016).
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Enquanto que a maioria das mutacdes reportadas no gene TP53
estdo localizadas nos exons 5-8, uma mutagdo fora dessa regidao, no
dominio de tetramerizagcao do éxon 10, é a responsavel pela maioria dos
casos de LFS no Brasil. Essa mutagédo especifica (c.1010 G>A;p.R337H)
leva a substituicdo da arginina pela histidina no cédon 337, tornando o
dominio incapaz de se oligomerizar em condicbes de pH levemente
aumentado (DIGIAMMARINO et al. 2002).

A R337H foi inicialmente encontrada em 97% dos casos de uma série
(n=36) de pacientes com carcinoma adrenocortical (ACC) do sudeste do
pais, onde a incidéncia deste tumor é 10-15 vezes maior que a dos Estados
Unidos (RIBEIRO et al. 2001). Esses casos ocorreram em individuos sem
critérios familiares para LFS. Relatos posteriores confirmaram a presenca da
R337H em pacientes brasileiros portadores de ACC ou carcinoma de plexo
cordide sem histéria familial classica para LFS (GIACOMAZZI et al. 2013).
Estudos epidemiolégicos amplos que se seguiram identificaram outros
tumores do espectro da LFS em portadores da R337H, incluindo cancer de
mama, de sistema nervoso central e leucemias (ACHATZ et al. 2007). As
familias R337H sao distribuidas em um eixo historicamente conhecido como
a “rota dos tropeiros”, usado por comerciantes de origem portuguesa nos
séculos XVIII e XIX. Analises detalhadas de haplétipos evidenciaram que a
mutagdo ocorre no mesmo haplétipo do TP53 em todos os portadores
brasileiros da R337H, demonstrando um efeito fundador (GARRITANO et al.
2010). Estudos populacionais conduzidos em mais de 150 mil nativivos

confirmam a ocorréncia do mutante p.R337H em uma em cada 300 criancas
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avaliadas (0,3%) ao nascimento juntamente ao “teste do pezinho”, ou
triagem neonatal, realizado no estado do Parana (ACHATZ et al. 2009). A
area de distribuicdo do p.R337H é a de maior densidade populacional do
Brasil, com mais de 108 milhdes de pessoas. Isto significa que o alelo
mutado esta possivelmente presente em cerca de 300 mil individuos, o que
o torna um dos alelos mais frequentes de predisposicdo ao cancer
conhecidos. Assim, a ocorréncia dessa mutacdo deve ser considerada uma
situacdo primordial de saude no pais e é fundamental que se possa
conhecer e determinar as caracteristicas desse mutante nessas e em outras
regides do Brasil para o desenvolvimento de estratégias efetivas de

rastreamento as familias portadoras.

D Relacao gendtipo-fenétipo da LFS

Estudos tem sido desenvolvidos em torno da correlagdo entre o
gendtipo do TP53 e o fendtipo da LFS. Um deles revelou uma redugéao
estatisticamente significativa da idade da apresentacdo de tumores em
pacientes com mutacdo missense (23,8 vs 28,5 anos, p=0,0354) quando
comparados aqueles com mutagdes com perda de funcdo (BOUGEARD et
al. 2015). Outros estudos sugerem que variantes genéticas comuns, de
baixa penetrancia, tais como polimorfismos de nucleotideos unicos (SNP)
nos genes MDM2 e MDM4 ou no proprio TP53 também agem como
modificadores da idade ao diagndstico. O mecanismo destes efeitos é
desconhecido e 0s dados disponiveis sao conflitantes
(RIEMENSCHNEIDER et al. 1999; BOND et al. 2004; RUIJS et al. 2007;

MARCEL et al. 2009; PINTO et al. 2009).
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Quando comparada a mutagdes do TP53 que alteram o dominio de
ligacdo do DNA, a mutagdo predominantemente brasileira R337H parece ter
uma menor penetrancia em pacientes até 30 anos, embora o risco vital de
cancer seja semelhante (GARRITANO et al. 2010). Assim, muitos
portadores da R337H podem construir suas familias antes do diagndstico da
sindrome, perpetuando essa mutagdo por geragdes e contribuindo para a
elevada prevaléncia da R337H na populagao geral do sudeste do Brasil.

O entendimento dos processos que interferem na penetrancia das
mutacdes do TP53 - idade, sexo, exposicdes hormonais e ambientais, outros
modificadores genéticos ou epigenéticos - representara um grande avango
na selecao de pacientes para investigagao molecular da LFS, amplificando a

acuracia do aconselhamento genético.
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Figura 9 - Perfil de mutagbes germinativas descritas no gene TP53.
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E Manejo Clinico da LFS

O risco acumulado de cancer associado a LFS é de aproximadamente
50% aos 40 anos e acima de 90% aos 60 anos (LUTSBADER et al. 1992;
FANG et al. 2010). O risco vital de cancer é de 70% em homens e quase
100% em mulheres (CHOMPR ET etal. 2000). Acredita-se que a
probabilidade de desenvolvimento de cancer durante a vida é superior para
o sexo feminino em relagdo ao sexo masculino pelo maior risco de cancer de
mama em mulheres (NAGY et al. 2004).

Estratégias clinicas de manejo de risco sdo necessarias para reduzir
a morbidade e a mortalidade da LFS. No entanto, é desafiador desenvolver
um protocolo de rastreamento para a LFS por sua raridade, pelo vasto
espectro de tumores relacionados e pela larga faixa etaria de apresentagéo
clinica, da crianga ao idoso. Na populagao geral, o rastreamento de cancer
de mama e de cdélon comprovadamente reduz a mortalidade relacionada a
estes tumores — mas o desempenho desses métodos ndo foi testado
especificamente na populagdo LFS (MCBRIDE et al. 2014). O progndstico
de alguns sarcomas é melhorado quando a ressecc¢ao atinge margens
negativas, e o tamanho tumoral também foi identificado como preditor de
recorréncia local (NOVAIS et al. 2010). Assim, € possivel que haja beneficio
— nao testado na populagdo LFS — no diagndstico precoce desses tumores.
A sobrevida também parece melhorar com a deteccido precoce de tumores
adrenocorticais (MICHALKIEWICZ et al. 2004). Em contraste, nenhum
beneficio na deteccdo precoce de leucemias tem sido reportado, e as

implicagbes do diagnéstico de tumores cerebrais assintomaticos sao
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desconhecidas. O rastreamento impde custos fisicos, emocionais e
financeiros que devem ser bem balanceados em relacédo ao seu impacto
prognéstico. A difusdo da informacgao sobre LFS e o maior acesso aos testes
moleculares diagndsticos devem possibilitar a construgdo de estratégias
mais sélidas de manejo da sindrome. Até o momento, a abordagem dos
pacientes € baseada nas recomendacdes do National Comprehensive
Cancer Network-NCCN (2016) e do Protocolo de Toronto.

O NCCN recomenda que os pacientes sejam esclarecidos acerca das
limitacbes do rastreamento de varios tumores do espectro da LFS e que,
pelo elevado risco de novos tumores primarios, mesmo aqueles que ja
tiverem um primeiro tumor sejam submetidos a rastreamento, desde que
tenham bom progndstico. As diretrizes do NCCN (2016) para manejo de

pacientes portadores de LFS estdo descritas no Quadro 6.

Quadro 6 - Diretrizes do NCCN para rastreamento de tumores em pacientes
com diagnéstico de LFS.

Rastreamento em Criancas
Avaliagao pediatrica voltada para os tumores do espectro da LFS

Rastreamento em Adultos
Cancer de mama

auto-exame das mamas a partir dos 18 anos,

exame clinico das mamas a cada 6-12 meses a partir dos 20-25 anos ou 5-10 anos
antes do caso mais precoce da familia (o que acontecer primeiro),

ressonancia nuclear magnética (RNM) das mamas anual entre 20 e 29 anos,
mamografia e RNM das mamas anual entre 30 e 75 anos e
discussao individual sobre mastectomia redutora de risco.

Outros tumores

exame fisico anual incluindo exame neuroldgico e dermatoldgico com alto nive |
de suspeicao para tumores raros e segundas malignidades,

considerar colonoscopia a cada 2-5 anos a partir dos 25 anos ou 5 anos antes
do caso mais precoce da familia,

RNM sem contraste de corpo inteiro anual,
educagao dos pacientes sobre os sintomas e sinais de cancer.

Fonte: NCCN (2016).
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O protocolo de Toronto (VILLANI et al. 2011) é resultado de um
estudo observacional prospectivo de rastreamento clinico realizado em
criangas e adultos portadores de mutagdo germinativa no TP53. Na infancia,
este protocolo inclui a vigilancia de carcinoma adrenocortical, de tumor
cerebral, de sarcomas Osseos e de partes moles e de leucemias ou
linfomas. Na fase adulta, o protocolo estabelece as estratégias de vigilancia
de cancer de mama, além de rastreamento de tumor cerebral, de sarcoma
6sseo ou de partes moles, de cancer de célon, de melanoma e de leucemias
ou linfomas (Quadro 7). Neste estudo, VILLANI et al. (2011) realizaram
rastreamento com o protocolo descrito em 18 de 33 pacientes portadores de
mutacao no TP53.

Foram detectados 10 tumores assintomaticos em 7 pacientes,
incluindo neoplasias malignas pequenas de alto grau e tumores de baixo
grau ou pré-malignos. Estes 7 pacientes estavam vivos apds seguimento
mediano de 24 meses. Dentre os portadores da mutagcdo que nao foram
submetidos ao rastreamento, 12 tumores de alto grau e em estagios
avancgados foram diagnosticados em 10 pacientes, e apenas 2 destes (20%)
estavam vivos ao final do periodo de seguimento. A sobrevida em 3 anos foi
significativamente superior no grupo em vigildncia (100%) quando
comparada ao grupo sem rastreamento (21%). O protocolo de Toronto foi o
primeiro a evidenciar beneficio de sobrevida na deteccdo precoce de
malignidades em portadores da LFS. No entanto, este protocolo acessa

apenas alguns dos tipos de cancer que podem ocorrer nas familias LFS.
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Métodos alternativos de screening tem sido estudados em pacientes
com LFS. Um estudo piloto com tomografia computadorizada/tomografia por
emissdo de pdsitrons de '®F-Fluorodeoxiglicose ('®18-FDG-PEC-TC) em 15
adultos portadores de mutagdes germinativas em TP53 diagnosticou 3 casos
de lesdes malignas (20%), sugerindo que esse método pode ter utilidade no
rastreamento de pacientes LFS (MASCIARI et al. 2009). Em soma a este
dado, uma publicacio recente descreveu a deteccado de 3 casos de cancer
(pulmado, ovario e mama metastatico) entre 30 pacientes brasileiros
assintomaticos avaliados (10%) (NOGUEIRA et al. 2015). Outros estudos
sao esperados para definir a acuracia do PET-CT na detecgao de tumores
assintomaticos em pacientes com LFS, para comparar seu desempenho
aquele dos protocolos ja estabelecidos, para definir a periodicidade em que
deve ser realizado, bem como a a custo-efetividade e a seguranga da
exposigao a radiagao ionizante nos portadores de mutagdes germinativas no

TP53.
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Quadro 7 - Protocolo de vigilancia de tumores em portadores da LFS

PROTOCOLO DE TORONTO

Rastreamento em Criangas

Carcinoma Adrenocortical

. Ultrassonografia (US) de abdome e pelve a cada 3-4 meses

. Analise de urina completa a cada 3-4 meses

Testes sanguineo a cada 4 meses: B-Gonadotrofina coribnica humana, alfa-fetoproteina,
17-OH progesterona, testosterona, sulfato de dehidroepiandrosterona, androstenediona
Tumor Cerebral

. Ressonancia nuclear magnética (RNM) cerebral anual
Sarcoma ésseo de partes moles
. RNM rapida de corpo total anual

Leucemia ou linfoma

. Testes sanguineo a cada 4 meses: hemograma completo, velocidade de
hemosedimentagao, desidrogenase lactica

Rastreamento em Adultos

Céancer de mama

. Auto-exame de mamas mensal a partir dos 18 anos

Exame clinico de mamas duas vezes ao ano, iniciando aos 20-25 anos, ou 5-10 anos
antes do cancer de mama com diagndstico mais precoce na familia.

Mamografia anual e rastreamento por RNM de mama iniciando aos 20-25 anos, ou na
idade mais precoce diagnosticada na familia

. Considerar mastectomia bilateral redutora de risco

Tumor Cerebral

. RNM cerebral anual

Sarcoma 6sseo e de partes moles

. RNM rapida de corpo total anual

. US de abdome e pelve a cada 6 meses

Cancer de célon

. Colonoscopia a cada 2 anos, iniciando aos 40 anos, ou 10 anos antes do cancer
de célon mais precoce diagnosticado na familia

Melanoma

. Exame dermatolégico anual

Leucemia ou linfoma

. Hemograma completo a cada 4 meses

. Velocidade de hemosedimentacao, desidrogenase lactica a cada 4 meses

Fonte: Adaptado de VILLANI et al. (2011)
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F Tratamento de tumores do espectro da LFS

O papel central do TP53 na carcinogénese o torna um alvo
terapéutico em potencial. Entretanto, apesar dos avancos no entendimento
da estrutura e fungdo desse gene, as pesquisas ainda nao geraram

aplicagdes de impacto no manejo do cancer.

G LFS e Exposicbes Ambientais

Interagdes gene-ambiente podem modificar a susceptibilidade ao
cancer em portadores de mutagdes germinativas no TP53. Entretanto,
fatores como tabagismo, exposi¢cao a radiagao ionizante, dieta e realizagao
de atividade fisica, que claramente interferem no risco de cancer na
populagao geral, tem impacto ainda incerto em pacientes com LFS.

Mutagbes somaticas no gene TP53 tem sido frequentemente
observadas em uma variedade de tumores induzidos pelo uso de cigarro
(PFEIFER etal. 2002), mas pouco sabemos sobre a influéncia do tabagismo
na evolucédo de portadores de mutagbes germinativas no TP53. Um estudo
evidenciou que fumantes com LFS tem um risco 3,16 vezes (IC 95% 1,48-
6,78) maior de desenvolver cancer de pulmdo quando comparados a
pacientes LFS nao fumantes (HWANG et al. 2003). O conhecimento da
influéncia do tabagismo no curso da LFS é fundamental para a geragao de
recomendagdes especificas e mais eficazes de vigilancia nesse subgrupo de
pacientes.

A exposicao a radiacao ionizante esta entre os mais conhecidos

fatores de risco para cancer. O efeito da radiagao ionizante diagndstica ou
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terapéutica no cenario do defeito fundamental no reparo de DNA causado
por mutacbes do TP53 é realmente preocupante e ainda nao foi
efetivamente explorado. Dados pré-clinicos evidenciaram que uma unica
dose de 4Gy de radioterapia esta associada a uma redugao significativa no
periodo de laténcia para desenvolvimento de tumores em camundongos
Tp53+/', de >70 semanas em controles nao irradiados para 40 semanas em
camundongos Tp53"" irradiados (KEMP et al. 1994). Relatos de casos
também tem sido publicados, especialmente 