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O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo. Cerca de 5-10% dos
casos de cancer de mama sao hereditarios e 30% das mulheres jovens que desenvolvem esse
tipo de cancer apresentam predisposi¢ao genética. Os principais genes envolvidos sdo o BRCA1
e 0 BRCA2, porém, somente 8% das alteragbes nestes genes sao responsaveis pelo aumento
do risco. O sequenciamento de exoma, método que abrange todas as regides codificadoras
do genoma, possibilita identificar variantes para uma ampla gama de aplicagdes, incluindo a
genbmica do cancer. Dessa forma, o objetivo foi realizar uma revisao bibliografica sistematica
da literatura referente a aplicabilidade do sequenciamento do exoma na detecgao de genes as-
sociados ao cancer de mama hereditario em pacientes negativos para mutagoes em BRCA1 e
BRCAZ2. Para isso, a revisao foi conduzida de acordo com as diretrizes PRISMA e registrada na
plataforma PROSPERO (CRD42021293752). A busca foi realizada na base de dados PubMed,
de acordo com os seguintes descritores: exome AND hereditary breast cancer, sem restricdo de
ano e idioma. Os resultados demonstraram que o sequenciamento de exoma € um método efi-
ciente para detectar alteragbes que podem estar associadas ao cancer de mama, principalmente
nos genes CHECK2 e ATM, contribuindo com o diagndstico precoce da doenga. Além disso,
pode também auxiliar no direcionamento de condutas terapéuticas especificas. A aplicabilidade
do método nesse contexto ainda esta sendo estudada, por isso, estudos que avaliem a rentabili-
dade e a inclusdo dessa metodologia nos servigos de saude publica sao sugeridos.

Palavras-chave: sequenciamento de exoma. cancer de mama hereditario. diagndstico precoce.

Breast cancer is the second most common type of cancer in the world. About 5-10% of breast
cancer cases are hereditary and 30% of young women who develop this type of cancer have
a genetic predisposition. The main genes involved are BRCA1 and BRCAZ2, however, only 8%
of the alterations in these genes are responsible for the increased risk. Exome sequencing, a
method that covers all coding regions of the genome, makes it possible to identify variants for
a wide range of applications, including cancer genomics. Thus, the objective was to carry out a
systematic literature review of the literature regarding the applicability of exome sequencing in
the detection of genes associated with hereditary breast cancer in patients negative for mutations
in BRCA1 and BRCAZ2. For this, the review was conducted according to PRISMA guidelines and
registered on the PROSPERO platform (CRD42021293752). The search was performed in the
PubMed database, according to the following descriptors: exome AND hereditary breast cancer,
without year and language restrictions. The results showed that exome sequencing is an efficient
method to detect changes that may be associated with breast cancer, especially in the CHECK2
and ATM genes, contributing to the early diagnosis of the disease. In addition, it can also help
guide specific therapeutic approaches. The applicability of the method in this context is still being
studied, therefore, studies that evaluate the profitability and the inclusion of this methodology in
public health services are suggested.

Keywords: exome sequencing. hereditary breast cancer. early diagnosis.



O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo. No Brasil, ele
€ responsavel pela maior causa de Obitos por cancer na populacédo feminina, principalmente na
faixa etaria entre 40 e 69 anos. Estudos epidemioldgicos tém revelado varios fatores de risco
associados ao aumento da suscetibilidade ao cancer de mama, entre eles estdo a idade, a me-
narca precoce, a menopausa tardia, a nuliparidade, a primeira gravidez antes dos 30 anos e a
historia familiar, considerada um dos mais relevantes (INCA, 2009).

Cerca de 5-10% dos casos de cancer de mama séo hereditarios e aproximadamente
30% das mulheres jovens que desenvolvem esse tipo de cancer apresentam predisposi¢ao ge-
nética (CLAUS et al., 1996; REBBECK et al., 2004; PAL et al., 2004; GARBER; OFFIT, 2005).

Na maioria dos casos, o cancer de mama pode ser diagnosticado em fases iniciais, e a
detecgao precoce aumenta a possibilidade de tratamentos menos agressivos e taxa de sucesso
terapéutico. Métodos de rastreamento, como a mamografia e a ultrassonografia, permitem de-
tectar alteragdes sugestivas da doenca, auxiliando no diagndéstico precoce (DA COSTA VIEIRA
et al., 2017; INCA, 2021).

No entanto, essa pratica tem algumas limitacées, como o fato de ndo ser recomendada
para faixas etarias mais jovens e a sensibilidade ser influenciada por diferentes fatores (VAN
DEN ENDE et al., 2017; INCA, 2021). Logo, integrar novas ferramentas de detecgéo precoce,
como o sequenciamento genético que permite a detecgao e caracterizacdo de mutacdes, pode
ser util para diagndstico e predigao de risco (ASCO, 2003)

Os principais genes envolvidos na carcinogénese do cancer de mama sdo o BRCA1
e 0 BRCA2. Portadores de mutagdes no gene BRCA1 tém um risco cumulativo de 3 a 85% de
desenvolver cancer de mama até os 70 anos de idade (PETRUCELLI et al., 2007). Ja os indivi-
duos que portam mutag¢des no gene BRCA2 tém um risco aumentado para o desenvolvimento do
cancer de mama de 4,6 a 86% durante toda vida (PETRUCELLI et al, 2007).

Entretanto, apenas 8% das alteragdes nestes genes séo responsaveis pelo risco au-
mentado para o cancer de mama, sendo pouco provavel que uma unica variante tenha impacto
consideravel na predicéo de risco a essa doenga (BARZAN et al., 2013), o que reforga o estudo
de outros componentes genéticos envolvidos no desenvolvimento do cancer de mama (VENKI-
TARAMAN et al., 2002).

A rapida evolugao dos testes genéticos utilizados nesse contexto se deve aos avangos
tecnolégicos das técnicas de sequenciamento de DNA. O sequenciamento tradicional do tipo
Sanger foi a principal ferramenta para a identificacdo de mutagcdes desde o sequenciamento
completo do primeiro genoma humano (INTERNATIONAL HUMAN GENOME CONSORTIUM,
2004). No entanto, a necessidade de novas técnicas mais rapidas e com menor custo, deu inicio
ao desenvolvimento da Nova Geracéo de Sequenciamento (NGS) (METZKER, 2010).

A NSG consiste em avangadas metodologias que permitem o sequenciamento do DNA
em poucas horas para estudo de gendmica estrutural e funcional. Dentre as ferramentas da
NGS, esta o sequenciamento de exoma (GONZAGA-JAUREGUI; BAINBRIDGE et al., 2012),
meétodo que abrange todas as regides codificadoras do genoma, éxons, possibilitando identificar
variantes para uma ampla gama de aplicagdes, incluindo a genémica do cancer, além de ter cus-



to mais baixo em relagdo ao sequenciamento do genoma completo (TRAN et al., 2012).

Portanto, o objetivo foi realizar uma revisao bibliografica sistematica da literatura referen-
te a aplicabilidade do sequenciamento do exoma para detec¢ao de genes associados ao cancer
de mama hereditario em pacientes negativos para mutagcbes em BRCA1 e BRCAZ2.

Se trata de uma revisao sistematica conduzida de acordo com as diretrizes PRISMA, que
consistem em um diagrama de fluxo de fases especificas e uma lista de verificacdo de 27 itens
que permitem uma boa definicdo da questao do estudo, indicando de forma clara e justificavel os
critérios de inclusdo e exclusado, fornecendo uma analise consistente (SELCUK, 2019).

O protocolo da reviséo foi registrado na plataforma PROSPERO (CRD42021293752),
gue consiste em um banco de dados internacional de protocolos de revisao sistematica sobre
saude publica, desenvolvimento internacional relacionado a saude, entre outros, compilando
uma lista abrangente de protocolos com finalidade de evitar a duplicagao de esforgos, reduzir o
viés de relatorios e promover a transparéncia (SCHIAVO, 2019).

Inicialmente, foi realizada uma busca na literatura utilizando a base de dados PubMed,
de acordo com os seguintes descritores: exome AND hereditary breast cancer, sem restricdo de
ano e idioma.

Foram selecionados somente os estudos originais que aplicaram e abordaram questdes
referentes ao método de sequenciamento do exoma, utilizado como ferramenta para detecgao
de mutagdes genéticas associadas ao cancer de mama hereditario em populagbes negativas
para mutagdes em BRCA1 e BRCAZ2.

Foram descartados os seguintes tipos de estudo: estudos que n&o realizaram o sequen-
ciamento de exoma relacionado ao cancer de mama hereditario, estudos que apresentaram ana-
lise de tratamento e estudos em que a populagdo n&o era negativa para mutagdes em BRCA1 e
BRCA2.

Foi realizada conforme os critérios de elegibilidade descritos acima, de acordo com dois
revisores independentes. Nos casos de discordancias, a inclusado foi baseada no parecer de um
terceiro revisor.

Os dados foram extraidos de forma independente, em duplicata, para garantia da consis-



téncia. Foram coletadas informacgdes referentes a populagao e resultados.

Avaliacao de qualidade e risco de viés

A qualidade dos estudos foi avaliada independentemente por dois revisores, utilizando o
checklist Hawker, uma ferramenta de avaliacdo para estudos qualitativos. Esta ferramenta con-
tém nove perguntas (figura 1) que podem ser respondidas como bom, razoavel, ruim ou muito
ruim. As respostas sao convertidas em uma pontuagdo numérica da seguinte forma: 1 ponto
(muito ruim), 2 pontos (ruim), 3 pontos (razoavel) e 4 pontos (bom). Isso produz uma pontuagao
para cada estudo e o resultado geral de qualidade é classificado da seguinte forma: alta quali-
dade (A): 30—36 pontos; qualidade média (B): 24—29 pontos; baixa qualidade (C): 9—24 pontos
(HAWKER et al., 2002).

Figura 1 - Perguntas referentes ao Checklist Hawker

1. Resumo e titulo. Eles forneceram uma descricéo clara do estudo? 6. Etica. As questdes éticas foram abordadas e a aprovagho ética necessaria
foi obtida? A relagéo entre pesquisadores e participantes foi considerada de

- - . forma adequada?
Bom: resumo estruturado com informacdes completas e titulo claro. Justo: resumo com a

maior parte das informacdes. Fraco: resumo inadequado. Muito pobre: sem resumo.
Bom: ética: quando necessario, foram abordadas questfes de confidencialidade,
. - " N sensibilidade e consentimento; preconceito: o pesquisador foi reflexivo e / ou ciente
2. introdugdo e objetivos. Houve uma boa segéo de fundo e uma declaragéo clara dos do préprio preconceito. Justo fglamos da boca para fora (ou seja. essas questfes
objetivos da pesquisa? foram reconhecidas). Pobre: breve mencgdo aos problemas. Muito pobre: sem
mengéo de problemas

Bom: histérico completo, mas conciso, para discussdo / estudo contendo revisio de
literatura atualizada e destacando lacunas no conhecimento; declaragéo clara de objetivo E 7. Resultados. Existe uma declaragio clara dos resultados?
objetivos, incluindo questdes de pesquisa. Razoavel: alguma revisdo de histrico e
literatura; questdes de pesquisa delineadas. Insuficiente: algum histérico, mas nenhum
objetivo / objetivos / questdes OU metas / objetivos, mas histérico inadequado. Muito Bom: achados explicitos, faceis de entender e em progressdo logica; as tabelas, se
pobre: nenhuma mengdo de metas / objetivos; sem histérico ou revisdo da literatura. presentes, sdo explicadas no texto; os resultados estdo diretamente relacionados
aos objetivos: dados suficientes sdo apresentados para apoiar  os
) ; . . ~ resultados. Razodvel: descobertas mencionadas, mas mais explicages poderiam
3. Método e dados. O método é apropriado e claramente explicado? ser fornecidas; os dados apresentados estdo diretamente relacionados aos
resultados. Ruim: descobertas apresentadas aleatoriamente, ndo explicadas e ndo
progridem logicamente a partir dos resultados. Muito pobre: resultados néo

Bom: o métedo é apropriado e descrito claramente (por exemplo, questiondrios e .
mencionados ou ndo relacionados com os objstives.

incluidos). detalhes claros da coleta e registro de dados. Justo: métedo apropriado. a
descricdo poderia ser melhor; dados descritos. Ruim: guestiondvel se o método €

apropriado; método descrito inadequadamente: pouca descricdo dos dados. Muito 8. Generalizacho. Os resultados deste estudo sao transferivels
pobre: nenhuma mengdo do métedo E / OU método impréprio E / OU nenhum detalhe dos (generalizaveis) para uma populagao mais ampla?
dados

. . . Bom: o contexto e o cendrio do estudo séo descritos o suficiente para permitir a
4. .A!nosg'agem. A estratégia de amostragem foi apropriada para atender aos comparacdo com outros contexios e cenarios, além de pontuacdo alta no quarto
objetivos? trimestre (amostragem). Razodvel algum contexto e ambiente descritos, mas mais

necessanos para replicar ou comparar o estudo com outros, além de pontuacédo
razoavel ou superior no quarto tnmestre. Ruim: descricdo minima de contexto /

Bom: detalhes (idade / género / raca / contexto) de quem foi estudado e como foram configuragBo. Muito pobre: nenhuma descrigio de contexio / configurago.

recrutados e por que esse grupo foi escolhido; o tamanho da amostra foi justificado para o
estudo; taxas de resposta mostradas e explicadas. Razoavel: tamanho da amostra

justificado; a maioria das informagdes fornecidas, mas algumas ausentes. Fraca: 9. Implicagdes e utilidade. Qual a importancia dessas descobertas para a
amostragem mencionada, mas poucos detalhes descritivos. Muito pobre: nenhum detalhe politica e a pratica?
da amostra.

Bom: contribui com algo novo e / ou diferente em termos de compreensdo /
5. Andlise de dados. A descri¢do da analise de dados foi suficientemente rigorosa? percepcio ou perspe?:tiva: sugere ideias para pesquisas ﬁ.lluraps: sugere
implicagdes para a politica e / ou pratica. Justo: duas das opgdes acima. Ruim:

Bom: descricio clara de como a andlise foi realizada; descricio de como os temas apenas uma das opgdes acima. Muito pabre: nenhuma das anteriores.

derivaram / validagéio ou triangulacdo dos respondentes. Razodvel: discusséo descritiva da
andlise. Ruim: detalhes minimos sobre a analise. Muito pobre: sem discussdo de analise.

Resultados e Discussao

Um total de 100 estudos foram encontrados através da pesquisa na base de dados Pub-
Med. Apés revisao, um total de 85 artigos foram excluidos e os 15 artigos restantes, incluidos na
revisdo. Um resumo do processo de sele¢cao de acordo com as diretrizes PRISMA esta apresen-
tado na figura 2 e um resumo geral da coleta de dados esta apresentado na tabela 1. A tabela
2 apresenta a quantidade de estudos que identificaram mutagdes em determinados genes e a
tabela 3 apresenta a avaliagdo de qualidade dos artigos conforme o Checklist Hawker.
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Identificagéio

Selegéio

Elegibilidade

Incluséo
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Fluxograma referente a etapa de selegao dos estudos

Estudos encontrados
na pesquisa (100)

29 estudos
Selecionados

Selecéo dos estudos
conforme os critérios de
elegibilidade

85 estudos descartados pelos
seguintes motivos: n&o realizar o
sequenciamento de exoma
relacionado ao cancer de mama
hereditario; apresentar analise
de tratamento; n&o apresentar
populagéo negativa para
mutagdes em BRCA1 e BRCAZ.

15 estudos selecionados
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Tabela 1 — Descrigdo dos principais dados dos estudos incluidos
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Tabela 2 — Quantidade de estudos que identificaram mutagées em determinados genes

Artigos Genes
4.5 CHEK2, ATM
2-3 TP53, PALB2, CDH1, RAD51C

BARD1, RECQL, USP39, APCZ2, POU4F1, DOCKS,
KANSL1, TMTC3, APOBECA/B, UGT2B17, GSTT1,
RAD54L, FAN1, DROSHA, POLQ, SLC34A2, FANCI,
MAST1, POLH, RTEL1, MDM1, NBEAL1, SETBP1, MSH6,
POLN, NPL, RASAL1, ROS1, PIK3CA, p.E545, p.E545A,
p.E545G, p.C420P, p.G118D, RCC1, FANCA

Tabela 3 — Avaliagao de qualidade dos estudos conforme o Checklist Hawker

Artigos Pontuagéao Qualidade
Felicio et al 2021 33 A
Shahi et al 2019 33 A

Maxwell et al 2016 32 A
Girard et al 2019 36 A
Tavera-Tapia 2019 33 A
Masoodi et al 2019 36 A
Boujemaa et al 2021 30 A
Cybulski et al 2015 36 A
Kuligina et al 2020 33 A
Isidori et al 2020 29 B
Hsiao-Mei et al 2019 27 B
Glentis et al 2019 29 B
Riahi et al 2018 27 B
Lynch et al 2013 27 B
Bagherzadeh et al 2020 22 C

O exoma humano, que contém as informacdes de codificagao proteica, constitui de 1 a
2% do genoma total, erros nessa regido sdo altamente responsaveis por doencas de predisposi-
¢ao genética (BEAULIEU et al., 2014; ROSS et al., 2020).

Cerca de 10 a 20% dos casos de cancer de mama ocorrem em um contexto familiar,
com membros da familia sendo afetados ao longo das geragdes, 0 que suporta a investigagao
de outros componentes genéticos envolvidos nesse processo (BEAULIEU et al., 2014; ROSS et
al., 2020; SHAHI et al., 2019).

A aplicacao do sequenciamento de exoma € uma metodologia apropriada para detecgao
de mutagdes em outros genes que podem estar relacionados ao cancer de mama, uma vez que
a predisposicao genética com base em uma unica variante, ou nas mais frequentes (BRCA1/2),
tem se tornado menos explicativa, a medida que o campo da pesquisa genética avanga (BEAU-
LIEU et al., 2014; ROSS et al., 2020; SHAHI et al., 2019).

O sequenciamento de exoma é uma ferramenta direcionada para as regiées codificado-
ras de proteinas do genoma, que tem a capacidade de melhorar a especificidade de previsdes
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genéticas e detectar novas variantes. Quando comparado ao sequenciamento de genoma, a me-
nos que as analises se concentrem em regides nao codificantes ou em variagdes estruturais, o
sequenciamento de exoma fornece maiores beneficios, com custos mais baixos, tanto para a re-
alizagao da técnica, quanto para o armazenamento e analise de dados (MAJEWSKI et al., 2011).

A deteccao de alteragdes genéticas em individuos sem alteragées moleculares classicas
causa um impacto positivo na taxa de sobrevida, devido ao diagndstico da doenga em fases
iniciais, possibilitando o direcionamento de tratamentos especificos com base no estadiamento,
para pessoas ja acometidas pela doenga, ou 0 aconselhamento genético apropriado, para as
que apresentam alto risco, a partir das alteragdes moleculares identificadas (INCA, 2021; FELI-
ClO et al., 2021).

Neste estudo, foi observado que o sequenciamento de exoma possibilitou a deteccéo
de mutagdes em diferentes genes que podem estar relacionadas ao cancer de mama. Os genes
em questao estdo apresentados na tabela 2, com destaque para CHEK2 e ATM, os quais foram
associados a doenga na maioria dos estudos, representando cerca de 26 a 33% dos casos (ta-
bela 2). Além disso, os estudos analisados apresentaram boa qualidade (tabela 3), indicando
consisténcia dos resultados apresentados.

CHEK2 é um gene relacionado a resposta a danos no DNA e desempenha um papel
importante na transdugao do sinal de dano ao DNA para proteinas de reparo. Mutacdes nes-
te gene estdo associadas de forma reprodutivel ao risco aumentado para o cancer de mama
(APOSTOLOU e FOSTIRA, 2013). Ja o gene ATM é um supressor de tumor, e quando mutado,
pode aumentar o risco de 2 a 3 vezes em geral, e de 5 a 9 vezes em mulheres com menos de
50 anos (SUN et al., 2017).

Embora a maioria dos estudos relacionarem o uso do sequenciamento de exoma em um
contexto de diagndstico precoce, a detecgao de alteragées em determinados genes pode tam-
bém contribuir com o direcionamento de condutas terapéuticas especificas.

Apesar das recomendagdes para o manejo clinico do cancer de mama estarem concen-
tradas em torno de mutacgdes classicas (em BRCA1/2), outras alteragdes genéticas ja foram con-
sideradas para o direcionamento de terapias (TUNG et al., 2020). A exemplo disso, o estudo de
Tavera-Tapia et al (2019) demonstrou que a alteragdo genética em RECQLS, detectada por meio
de sequenciamento de exoma, torna as células hipersensiveis ao tratamento com inibidores de
topoisomerase | e resistentes a cisplatina, mitomicina e etoposideo, reforcando a importancia da
inclusdo de outros fatores genéticos nas decisdes clinicas.

Por outro lado, uma desvantagem da aplicagao do sequenciamento de exoma se trata da
porgcao nao analisada do genoma, uma vez que as regides regulatorias, intrénicas e intergénicas
vém sendo consideradas relevantes no desenvolvimento de doencgas de suscetibilidade genética
(ROSS et al., 2011). Além disso, uma limitagdo da aplicabilidade dessa metodologia pode estar
relacionada disponibilidade de acesso dos relatos da sua aplicagdo, uma vez que a revisao relata
apenas os dados encontrados em estudos publicados.

Por fim, considerando os beneficios e limitagdes, o método de sequenciamento de exo-
ma pode contribuir de forma significativa para o estabelecimento da base genética do cancer
de mama, pois permite identificar alteracbes em diferentes genes que podem estar ligadas ao
desenvolvimento da doenga, possibilitando, além do diagnéstico precoce e aconselhamento ge-



nético apropriado, o direcionamento de condutas terapéuticas.

Esta revisdo demonstrou que a atual base de evidéncias fornece dados que apoiam o
uso do sequenciamento de exoma na detecg¢ao de alteragdes genéticas ligadas ao cancer de
mama hereditario. Sua aplicagéo permite realizar o diagnéstico precoce e direcionar interven-
cOes terapéuticas especificas, no entanto, a aplicabilidade ainda esta em fase de estudo. Como
perspectivas futuras, espera-se que estudos avaliem a rentabilidade e a inclusdo dessa metodo-
logia nos servigos de saude publica.
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