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Resumo

Introducéo: As mutacdes nos genes BRCA estdo associadas a uma maior predisposi¢cdo
para o desenvolvimento de cancro da mama e ovario. Tem sido sugerido que portadoras
destas muta¢cBes podem apresentar uma reserva ovarica diminuida. Contudo, os resultados
de diversos estudos sdo inconsistentes. O objetivo deste estudo foi avaliar a reserva ovarica
e a resposta a estimulagéo ovarica controlada em mulheres jovens portadoras da mutacao

BRCAL ou BRCA2, referenciadas para aconselhamento ou preservacédo da fertilidade.

Métodos: Foi realizado um estudo retrospetivo através da analise dos processos clinicos de
10 doentes com diagnostico de mutagdo BRCA, referenciadas ao Servico de Medicina da
Reproducédo do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC). Foi realizada uma
andlise descritiva dos dados clinicos e demogréficos, da reserva ovarica e da resposta a
estimulacéo ovarica. A reserva ovarica foi determinada de acordo com os niveis de hormona
anti mulleriana (HAM), da hormona estimuladora de foliculos (FSH) e a contagem de foliculos
antrais (CFA).

Resultados: Foram estudadas 10 mulheres, oito portadoras da mutacdo BRCA1L, e duas da
mutacdo BRCA2. Duas mulheres (25%) tiveram niveis séricos de HAM inferiores ao percentil
5 gquando comparados com valores especificos para a idade, ambas portadoras da mutagdo
BRCAL. A resposta a estimulacdo ovérica controlada foi subdtima (nUmero de ovocitos
obtidos inferior a 10) em 60% das doentes que realizaram criopreservagao de ovocitos, todas
portadoras da mutacdo BRCA1l. O numero de ovocitos em metéfase |l foi inferior a oito
ovocitos em todas as doentes, tanto BRCA1 como BRCA2. Uma diminui¢cdo dos niveis de

HAM superior a 80% foi verificada ap6s tratamento do cancro da mama.

Discusséo: A reserva ovarica encontrou-se diminuida em 25% das mulheres estudadas e a
maioria apresentou uma resposta subotima a estimulagédo ovérica controlada realizada no
contexto de preservacao da fertilidade. O numero de ovécitos maduros foi igualmente inferior
ao valor 6timo. As mulheres que realizaram tratamentos para o cancro da mama, apoés
preservacdo de fertilidade, desenvolveram insuficiéncia ovéarica prematura. Apesar da
amostra ser peguena, estes resultados estdo de acordo com varios estudos publicados e
reforcam a importancia do aconselhamento em relacdo a preservacédo da fertilidade. S&o
necessarios estudos adicionais para esclarecer o efeito destas mutagcdes no potencial
reprodutivo das portadoras.

Concluséo: As portadoras de mutacdes BRCA devem ser aconselhadas em relagéo ao risco
de diminuicdo do seu potencial reprodutivo e esclarecidas quanto as estratégias de
preservacéo da fertilidade.

Palavras chave: Reserva ovérica, Genes BRCA1, Genes BRCA2, Hormona Anti-Mulleriana.

Preservacédo da Fertilidade.



Abstract

Introduction: Mutations in the BRCA genes are associated with an increased predisposition
to the development of breast and ovarian cancer. It has been suggested that carriers of these
mutations may have a decreased ovarian reserve. However, the results of several studies are
inconsistent. The aim of this study was to evaluate the ovarian reserve and the response to
controlled ovarian stimulation in young women carrying a BRCA1 or BRCA2 mutation, referred

for counseling or fertility preservation.

Methods: A retrospective study was conducted through the analysis of the clinical files of 10
patients diagnosed with BRCA mutation, referred to the Reproductive Medicine Service of the
Hospital and University Center of Coimbra (CHUC). A descriptive analysis of the clinical and
demographic data, the ovarian reserve and the response to ovarian stimulation was performed.
The ovarian reserve was determined according to the levels of anti-Millerian hormone (HAM),

follicle stimulating hormone (FSH) and antral follicle count (CFA).

Results: Ten women were studied, eight with the BRCA1 mutation and two with the BRCA2
mutation. Two women (25%) had serum HAM levels below the 5th percentile when compared
to age-specific values, both with the BRCAL1 mutation. The response to controlled ovarian
stimulation was suboptimal (number of oocytes obtained less than 10) in 60% of patients who
underwent oocyte cryopreservation, all carrying the BRCA1 mutation. The number of oocytes
in metaphase Il was less than eight oocytes in all patients, both BRCA1 and BRCA2. A

decrease in HAM levels of more than 80% was seen after treatment for breast cancer.

Discussion: Ovarian reserve was reduced in 25% of the women studied and the majority
showed a suboptimal response to controlled ovarian stimulation performed in the context of
fertility preservation. The number of mature oocytes was also less than the optimal value.
Women who underwent breast cancer treatments, after fertility preservation, developed
premature ovarian failure. Although based on a small sample, these results are in accordance
with several published studies and reinforce the importance of counseling regarding fertility
preservation. Additional studies are needed to clarify the effect of these mutations on the
reproductive potential of carriers.

Conclusion: Carriers of BRCA mutations should be informed about the risk of a decreased

reproductive potential and counselled about fertility preservation strategies.

Keywords: Ovarian reserve; Genes, BRCA1; Genes, BRCA2; Anti-Mullerian Hormone;

Fertility Preservation.



Introducéao

As mutagOes germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2 (breast cancer susceptibility
genes 1 e 2) estdo associadas a uma maior predisposi¢do para o desenvolvimento de cancro
da mama e ovario, sendo os principais responsaveis pela sindrome hereditaria de cancro da

mama e ovario. !

As portadoras destas mutacdes apresentam um risco cumulativo de desenvolver
cancro da mama e do ovario que pode variar entre os 45-65% e 11-39%, respetivamente. O
risco € superior para portadores da mutacdo BRCA1 e pode depender também do tipo de
cancro do caso index, ou seja, o primeiro caso documentado numa familia, neste caso, e da

idade do mesmo. %3

Outros cancros foram também associados a estas mutacées, nomeadamente cancro
da mama masculino, cancro pancreatico, cancro da préstata, cancro colorretal e melanoma,

entre outros. 4°

Os genes BRCA1 e BRCA2 séo genes supressores tumorais, estdo envolvidos na
manutencédo da estabilidade gendmica e preservacéo da integridade dos telémeros, através
da reparacéo de danos da dupla cadeia do DNA.%7

Para além do risco aumentado para doenca maligna, tem sido sugerido que mulheres
em idade reprodutiva portadoras destas mutacdes podem apresentar uma reserva ovarica
diminuida, com consequente impacto na fertilidade. Alguns estudos sugerem que portadoras
destas mutacdes apresentam uma menopausa natural em idades mais precoces, quando
comparadas com mulheres nédo portadoras.®° Tendo em conta a paridade, os resultados
diferem entre estudos, sendo que alguns estudos referem uma menor paridade?® e outros ndo
encontraram diferencas entre portadoras e ndo portadoras.!! O compromisso da reparagéo
dos danos da dupla cadeia de DNA tem sido proposto como mecanismo determinante da
diminuicdo da fung&o ovarica. O encurtamento dos telémeros tem sido também associado a

diminuicdo da reserva ovarica e senescéncia reprodutiva.t?-14

A hormona anti milleriana (HAM) € um marcador enddcrino Util para avaliagdo da
reserva ovarica: diminui com a idade (ap6s atingir um pico aos 20 anos), € independente do
ciclo menstrual, relaciona-se com a idade de menopausa, correlaciona-se com a contagem
de foliculos antrais e pode prever a resposta ovarica a estimulacdo ovarica controlada. 118
Varios estudos tém demonstrado niveis séricos diminuidos de HAM em mulheres portadoras
destas mutacgdes, quando comparadas com ndo portadoras!®23, em alguns esta diferenca é
significativa para ambas as mutacdes'®?°, noutros apenas para BRCA1 ou BRCA2.22-2 No
entanto, estes resultados ndo tém sido confirmados por outros estudos, em que o0s niveis de

HAM foram comparaveis entre portadoras e néo portadoras.?*%°



Uma resposta inadequada a estimulacdo ovarica € considerando um indicador de
baixa reserva ovarica.?®?” Em mulheres submetidas a estimulacdo ovarica, foi encontrada
uma resposta a estimulacao ovarica reduzida em mulheres portadoras da mutacdo BRCAL,
com um numero de ovdcitos significativamente mais baixo, sendo estes resultados néo
confirmados para portadoras da mutacdo BRCA2.222° Porém, outros estudos nao
demonstraram diferencas entre portadoras de variantes BRCA e nao portadoras

saudaveis.3031

As portadoras destas mutacbes apresentam varios desafios a nivel reprodutivo,
decorrentes das varias intervencfes a que podem ser sujeitas. Estas intervencgdes incluem:
intervencgdes cirlrgicas e tratamentos adjuvantes (radioterapia e quimioterapia), no contexto
de neoplasia, bem como intervencdes profilaticas, com o intuito de diminuir o risco de
neoplasia.®?3* Estes tratamentos podem estar associados a uma diminuicdo do potencial
reprodutivo, em mulheres que poderao previamente ja apresentar uma diminuigdo da reserva

ovadrica.

Assim, o objetivo deste estudo foi a avaliar a reserva ovarica e a resposta a
estimulagcdo ovarica controlada em mulheres jovens portadoras da mutacdo BRCAL ou

BRCAZ2, que realizaram estudo da fertilidade ou preservagdo da mesma.



Materiais e Métodos

Populacdo em estudo
Foi realizado um estudo retrospetivo e descritivo, através da analise dos processos

clinicos de doentes do sexo feminino com diagndstico de mutacdo BRCA, referenciados ao
Servico de Medicina da Reproducao do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC)
até 2019, para aconselhamento reprodutivo. A populacdo em estudo foi constituida por dez

doentes do sexo feminino portadoras das mutagcées BRCAL ou BRCA2.

Identificacdo da Mutacdo BRCA
A identificacdo da mutacdo BRCA foi realizada por estudo molecular dos genes

BRCA1 e BRCA2. Perante histéria pessoal ou familiar que sugira uma predisposicdo
hereditaria para cancro da mama e ovario, deve ser considerada uma referenciacdo para
consulta de aconselhamento genético. As indicagdes para testes genéticos para genes de
suscetibilidade ao cancro da mama e ovario de alta penetrancia, onde estédo incluidos os
genes BRCA1 e BRCAZ2, estdo referidas na tabela 1. 2

TABELA 1| Indicacdes para testes genéticos para genes BRCA1 e BRCA2.
Adaptado de National Comprehensive Cancer Network33

Testes genéticos estéo clinicamente indicados, nas seguintes situacdes:

1. Individuos com familiares com uma variante patogénica de um gene suscetivel de cancro

2. Individuos que ndo preenchem os critérios abaixo mas com estudo prévio limitado (por
exemplo, pesquisa de apenas um gene) e interessados em realizar teste multigene

3. Histéria a.Cancro da mama i. Diagnosticado com <45 anos
pessoal de com pelo menos um ii. Diagnosticado com 46 - 50 anos com histéria
cancro dos seguintes familiar desconhecida ou limitada, um segundo

cancro da mama diagnosticado em qualquer idade
ou = 1 familiar com cancro da mama, ovarico ou
da préstata (de alto grau ou intraductal)

iii. Diagnosticado < 60 anos, triplo negativo

iv. Diagnosticado em qualquer idade com
ascendéncia de Judeus Ashkenazi, =21 familiar
com cancro da mama < 50 anos ou cancro ovarico,
pancreatico ou da prostata (intraductal ou
metastatico) em qualquer idade

v. Diagnosticado em qualquer idade no sexo
masculino

b. Cancro do ovarico epitelial em qualquer idade

c¢. Cancro pancreatico em qualquer idade

d. Cancro da proéstata intraductal ou metastatico em qualquer idade

e. Cancro da prostata de alto grau (gleason =27) com com ascendéncia de
Judeus Ashkenazi, 21 familiar com cancro da mama < 50 anos ou cancro




ovarico, pancreatico ou =2 familiares com cancro da mama ou da préstata em
gualquer idade

f. Uma mutacéo identificada no estudo gendmico do tumor que tem implicacdes
clinicas se identificada na linha germinativa

g. Para ajudar na tomada de decisdo terapéutica, como na do cancro da mama
metastatico HER2-negativo

e. Histéria a. Individuo com familiar de 1° ou 2° grau que preencha qualquer dos critérios
Familiar de referidos em cima (exceto se apenas o da tomada de deciséo terapéutica)
Cancro

b. Individuo que ndo preenche os critérios referidos em cima mas tem uma
probabilidade >5% de mutacdo patogénica BRCA1l ou BRCA2 segundo os
modelos de calculo de risco (ex.: Tyrer-Cuzick, BRCAPro, Pennil)

Recolha dos dados
Os dados foram recolhidos em duas etapas: na primeira foi identificada a amostra de

estudo através da base de dados do Servigco de Medicina da Reproducdo do CHUC; de
seguida foi feita a revisdo dos respetivos processos clinicos recolhendo os dados relevantes

para o estudo.

Variaveis do estudo
Foram extraidos dos processos clinicos dados clinicos e demogréficos,

nomeadamente: idade a data de referenciacdo, data de referenciacdo, indice de massa
corporal [IMC (kg/m?)], tipo de mutacdo BRCA, motivo de referenciacéo, histéria da doenca

atual, antecedentes pessoais e antecedentes familiares de relevo.

Quanto aos antecedentes pessoais foram recolhidos dados relativos a histéria
reprodutiva: gestacfes, partos, abortos, histéria de infertilidade e tratamento de fertilidade
prévio. Nas doentes estudadas com histéria atual ou prévia de neoplasia foram registados os
tratamentos efetuados previamente e apos preservacgdo da fertilidade. Nas doentes estudadas
gue iriam realizar intervencgdes profilaticas, para diminuigdo do risco de neoplasia foi registado

qual o tratamento realizado.

Relativamente ao estudo da fertilidade da populagéo do estudo, foram recolhidos os
seguintes dados: contagem de foliculos antrais (CFA), niveis de FSH (Follicule Stimulating
Hormone — Hormona Estimuladora de Foliculos) e HAM de referenciacdo. Nas doentes em
estudo submetidas a estimulagdo ovarica e criopreservacdo de ovocitos foram recolhidos
dados relativos ao protocolo de estimulag&o ovarica realizado, bem como os niveis maximos
de estradiol durante a estimulacéo ovarica. Os niveis de estradiol sdo monitorizados durante
a estimulacao ovarica, os niveis maximos de estradiol correspondem ao valor mais elevado

registado. Foram registados ainda o numero de ovdcitos obtidos e criopreservados e
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classificacdo dos mesmos. Foram recolhidos dados referentes ao seguimento das doentes,
nomeadamente, niveis de FSH e HAM apds tratamento e utilizacdo de ovdcitos

criopreservados e paridade.

Anélise

Foi realizada uma analise descritiva das variaveis em estudo. Os valores de FSH e de
HAM de referéncia das doentes foram comparados com valores especificos para a idade.3*3®
De acordo com a contagem de foliculos antrais (CFA) realizada por ecografia, a reserva
ovarica foi considerada: normal (CFA igual ou superior a 9), baixa reserva (CFA entre 5 e 8)
e muito baixa reserva (CFA inferior a 5).%® Nas mulheres que realizaram criopreservacédo de
ovécitos, 0 numero de ovacitos obtidos foi considerado: 6timo (nimero de ovocitos obtidos
igual ou superior a 10), subétimo (entre 4 e 9) e baixo (inferior a 4).3” O namero de ovdcitos

maduros obtidos e criopreservados foi considerado 6timo quando superior ou igual a 8. %

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica para a Satde do Centro Hospitalar
da Universidade de Coimbra (CHUC). (Anexo |). Foi assegurada a confidencialidade através

da anonimizagéo dos dados dos doentes.
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Resultados

Foram estudadas dez doentes do sexo feminino portadoras de mutacfes BRCA, oito
das doentes apresentavam mutag&o no gene BRCA1 (80%), e duas no gene BRCA2 (20%)).
Quanto a classificacdo das mutagdes, trés doentes apresentavam variantes patogénicas no
gene BRCAL, duas doentes apresentavam variantes provavelmente patogénicas, uma no
gene BRCA1 e uma no BRCA2, e uma doente apresentava uma variante de significado
desconhecido (VSD) no gene BRCAL. (Tabela 2)

TABELA 2 | Caracterizacdo das mutacdes

Caso Gene Descricédo Tipo Classificacéo |
1 BRCA1l - - -

2 BRCA1 - - -

3 BRCA2 €.1588A>T (p.Lys530%) - Provavelmente patogénica
4 BRCAl - - VSD

5 BRCAL Duplicagdo exbes 5,6 e 7 - Provavelmente patogénica
6 BRCA2 - - -

7 BRCA1l €.3331_3334del (p.GIn1111Asnfs*5) - Patogénica

8 BRCA1 ¢.5153-2A>C Intrénica Patogénica

9 BRCA1 - - -

10 BRCA1 ¢.4186-?_4357+?dup (Duplicacdo ex&o13) - Patogénica

VSD — Variante de Significado Desconhecido.

Na tabela 3, est4 resumida a informacéo clinica relevante referente a estas doentes.

A data da referenciacéo, todas as doentes tinham idade compreendida entre 28 e 38
anos. Trés doentes (30%) tinham idade igual ou superior a 35 anos.

Da populagéo estudada, seis das doentes apresentavam um peso normal (IMC entre
18,5 e 24,9 kg/m?), duas doentes apresentavam excesso de peso (IMC entre 25 e 29,99 kg/m?)
e duas doentes apresentavam um baixo peso (IMC inferior a 18,49 kg/m?). Todas as doentes

apresentavam habitos tabagicos e alcodlicos irrelevantes.

Quanto aos antecedentes obstétricos, seis mulheres (60%) apresentavam gestacoes
prévias: trés (30%) destas tinham filhos, uma (10%) doente tinha um filho e antecedentes de
abortamento espontaneo, e duas (20%) doentes apresentava antecedentes de aborto

espontaneo; 40% das mulheres ndo tinham gestacdes prévias. (Figura 1)

ANTECEDENTES OBSTETRICOS

m com filhos
40% 30% E com filhos e = 1 aborto
espontaneo
= 1 aborto espontaneo
"¢ ‘ .
S 10% nuligestas
20%

FIGURA 1| Antecedentes Obstétricos da populagcdo em estudo.
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TABELA 3 | Informacao clinica da populacdo em estudo.

Caso Idadea Mutacéao Motivo de Antecedentes Pessoais e Antecedentes Antecedentes Familiares Decisdes
Referenciagéo Histéria da Doenca Atual Obstétricos Oncoldgicos Reprodutivas
1 35 BRCA1 Preservacdo da  Recomendacdo de mastectomia GO L. Materno: Avé e duas tias-avos - c.  Criopreservagao
Fertilidade total bilateral e ooforectomia ovarico. Mae - realizou mastectomia de ovocitos
bilateral profilaticas. profilatica. Irma portadora BRCA1.
2 31 BRCA1 Preservacéo da C. da mama aos 28 anos, G1P1 L. Paterno: Duas tias e duas primas Criopreservacdo
Fertilidade realizou mastectomia direita. — ¢. da mama; tio — c. pancreatico, tio de ovécitos
Recomendacéo de mastectomia — ¢. do c6lon; prima — c. ovérico e do
total esquerda e ooforectomia peritoneu.
bilateral profilaticas.
3 31 BRCA2 Preservacéo da C. da mama, submetida a GO L. Paterno: Tia— c. da mama aos 50  Criopreservacédo
Fertilidade mastectomia radical. Proposta anos. Pai portador BRCAZ2. de ovocitos
para QTA.
4 30 BRCAl Aconselhamento Sem antecedentes de relevo. G1PO L. Materno: Mae - c. da mama (38 Sem desejo de
(1AE) anos) e da mama contralateral, c. gravidez.
renal e femoral; tia - leucemia; tia - c.
da mama; tia, tio e avd — c. do colon.
5 38 BRCA1 Infertilidade Cancro da mama aos 35 anos, GO L. Paterno: Pai - c. prostatico;1 tia-  Concecéo natural
realizou QTNA + cirurgia ¢. da mama. L. Materno: Mée - c. da
conservadora + RT. mama. Irma - c. do cdlon.
6 29 BRCA2 Infertilidade Amenorreia secundéria GO L. Paterno: Pai - c. pancreatico. Avo - Concec¢do natural
¢. da mama. L. Materno: Tia-avo e tia
- ¢. da mama,; prima - c. do célon.
7 35 BRCA1 Preservacéo da C. da mama, submetida a G2P1 (1 AE, L. Materno: Mae - c. ovérico; avo - Criopreservacdo
Fertilidade cirurgia conservadora. Proposta 1 PE) linfoma da lingua; avo - c. de ovdcitos
para QTA. pancreatico.
8 32 BRCA1 Preservacdoda  C. da mama com indicacdo para G1P1 L. Materno: Mae (50 anos) e prima Criopreservacéo
Fertilidade QTNA. (35 anos) - c. da mama de ovocitos
9 28 BRCALl Preservacdoda  C. da mama com indicacdo para G1P1 L. Materno: Mae (40 anos) e trés tias Sem desejo de
Fertilidade QTNA. - ¢. da mama. realizar técnica
de PF.
10 31 BRCA1 Preservacdoda  C. da mama com indicacdo para G1PO L. Materno: M&e e avo - c. ovarico Criopreservacédo
Fertilidade QTNA. (1 AE) aos 46 anos, Tia - c. pulmonar, fez de ovdcitos

ooforectomia profilatica.

aldade a data de referenciacao.

AE — Aborto espontaneo; C. — cancro; L. — Linhagem; PE -parto eutdcico; PF — Preservacao da fertilidade; QTA — Quimioterapia adjuvante; QTNA —
Quimioterapia neoadjuvante; RT — radioterapia.
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Todas as doentes tinham antecedentes familiares oncolégicos de pelo menos um

familiar com cancro relacionado com as mutagdes BRCAL1 e BRCAZ2.

Os motivos de referenciacdo para o Servico de Medicina da Reprodugéo foram:
preservacéo da fertilidade (sete doentes), infertilidade (duas doentes) e aconselhamento (uma
doente). Das sete doentes referenciadas para preservacéo da fertilidade, cinco iriam realizar
tratamento de carcinoma da mama e duas iriam realizar cirurgia profildtica. Das doentes

referenciadas por infertilidade, ambas apresentavam infertilidade primaria. (Figura 2)

MOTIVO DE REFERENCIACAO

0
E 7
Z
L
o)
a]
A
o 2
a 1
s
2
Preservacédo da Infertilidade Aconselhamento
Fertilidade

MOTIVOS DE REFERENCIACAO

FIGURA 2 | Motivo de Referenciacdo das doentes ao Servico de Medicina da reproducéo.

Duas das doentes apresentavam antecedentes pessoais de cancro da mama, cerca de
3 a 4 anos antes da data de referenciacdo, uma delas, além do tratamento cirurgico, foi
submetida a quimioterapia e radioterapia.

Na tabela 4 estdo resumidos os dados relativos a reserva ovarica e resposta a

estimulacao ovérica.

TABELA 4| Dados laboratoriais da populacdo em estudo.

Caso FSH CFA HAM E2 Ovacitos
data da data da durante a .
refe(renciagéo - refeEenciaqéo - EO Obtidos CR
mIU/mL) ng/mL) (pg/mL)
1 6,00 4 0,62 625 9 (3MII, 4Ml, 8 (3MII,
1VG, 1AT) 4AMI, 1VG)
2 5,70 9 2,50 - - -
3 7,20 - 7,40 539 10 (7MIl, 1AT, 7 (7MII)
2DEG
4 4,90 - - - - -
5 4,60 0 0,11 - - -
6 6,90 - - - - -
7 7,60 - 1,10 399 1 (AMID 1 (1M
8 6,70 - 2,90 440 16 (6MII, 4VG, 6 (6MlI)
3AT, 3DEG)
9 5,50 10 1,50 - - -
10 4,49 - 2,00 552 3 (3MI) 3 (3MII)

AT — Atrésicos; CFA — Contagem de foliculos antrais; CP — Criopreservados; DEG — Degenerados;
E2 — Niveis maximos de estradiol; EO — Estimulagao Ovarica; FSH — Hormona Estimuladora de
Foliculos; HAM — Hormona Anti-Mulleriana; Ml — Metéfase |; MIl — Metéafase Il; VG — Vesicula
Germinativa.
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O doseamento sérico da FSH foi realizado em todas as doentes na primeira

observacao, revelando valores normais especificos para a idade em todas as doentes.

O doseamento sérico da HAM foi realizado em oito das dez doentes, revelando valores

inferiores ao percentil 5 em duas das doentes (25%) quando comparado com valores

especificos para a idade, ambas estas BRCAL positivas. Estes valores estdo representados

na figura 3.
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FIGURA 3| Valores séricos de HAM em relagéo a valores especificos para a idade.
Adaptado de La Marca et al (2012).
HAM — Hormona Anti-Mulleriana.

A contagem de foliculos antrais (CFA) através de ecografia endovaginal foi realizada

em 4 das doentes sendo que duas das doentes apresentavam um nimero de foliculos antrais

normal, e duas apresentavam uma contagem muito baixa. (Figura 4)

NUMERO DE DOENTES

CONTAGEM DE FOLICULOS ANTRAIS

o

MUITO BAIXA BAIXA NORMAL
CLASSIFICACAO DO NUMERO DE FOLICULOS

FIGURA 4 | Contagem de Foliculos Antrais.
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A criopreservacgdo de ovacitos foi realizada em cinco das sete mulheres referenciadas
com esse objetivo. Foi realizada estimulagéo ovarica, com ciclo curto com antagonista com
FSH recombinante associado a letrozol (5mg/dia), durante doze dias em trés das doentes e

nove dias em duas. Os niveis maximos de estradiol sdo apresentados na tabela 4.

O numero de ovacitos obtidos foi baixo (<4) em 40% das doentes, subdtimo (4-9) em
20% e 6timo (10-15) em 40%. (Figura 5) Dos ovécitos obtidos no total, 51,3% apresentavam-
se em metéfase Il, 10,3% em metafase |, 12,8% em profase | (vesicula germinativa), 12,8%

estavam atrésicos e 12,8 % degenerados. (Figura 6).

NUMERO DE OVOCITOS OBTIDOS OVOCITOS RECOLHIDOS

DEG
12,8%

Baixo AT
40% 12,8%
Ml
51,3%
VG
12,8%
40% M

10,3%

FIGURA 5| Namero de ovécitos obtidos apés FIGURA 6 | Classificagdo dos ovécitos
estimulagéo ovarica. obtidos ap6s estimulagéo ovarica.
AT — Atrésicos; DEG — Degenerados; Ml —
Metafase I; MIl — Metéfase Il; VG — Vesicula
Germinativa.

Dos ovacitos recolhidos, foram selecionados 64,1% para criopreservacao, destes,
80% encontravam se em metafase Il. O numero de ovdcitos criopreservados em metafase |l

foi inferior a oito ovocitos em todas as doentes.

Quanto ao tratamento realizado posteriormente, duas doentes realizaram cirurgia
profilatica (ooforectomia e mastectomia). Das cinco doentes com carcinoma da mama, duas

realizaram quimioterapia adjuvante e trés quimioterapia neoadjuvante e cirurgia da mama.

Os ovacitos criopreservados ndo foram utilizados por nenhuma das doentes até ao
momento de realizacdo do estudo, embora duas das doentes tenham manifestado interesse.
Uma das doentes, caso 4, acompanhada para aconselhamento reprodutivo, encontrava-se
gravida no momento de realizacao do estudo. Uma das doentes referenciada por infertilidade

primaria, caso 6, apresentava dois abortos espontaneos.

Os valores séricos de FSH e de HAM de referéncia e apés seguimento de alguns casos
séo apresentados na tabela 5. O caso 1 apos cirurgia profilatica (mastectomia total bilateral e
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ooforectomia profilatica) e os casos 8 e 10 apos tratamento do cancro da mama (quimioterapia
neoadjuvante e cirurgia da mama). As doentes apresentaram uma reducdo da HAM superior

a 80% apbs estes procedimentos.

TABELA 5 |Dados laboratoriais de referéncia e seguimento.

Caso FSH de FSH apds HAM de HAM ap6s % de
referenciacdo tratamento referenciacdo tratamento diminuicao
(mIU/mL) (mIU/mL) (ng/mL) (ng/mL) da HAM
1 6,00 57 0,62 0,02 96,8%
8 6,70 69 2,90 0,5 82,8%
10 4,49 84 2,00 0,01 99,5%

FSH — Follicule Stimulating Hormone (Hormona Estimuladora de Foliculos); HAM
— Hormona Anti-Mulleriana
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Discussao

No presente estudo, observou-se que duas (25%) das doentes que realizaram
doseamento sérico de HAM apresentavam valores de HAM inferiores ao percentil 5 quando
comparados com valores especificos para a idade®, ambas portadoras da mutacdo BRCAL.
Nas restantes doentes, verificaram-se niveis séricos de HAM entre o percentil 5 e 0 95, cinco
portadoras da mutacdo BRCAL encontravam-se entre o percentil 5 e o 50 e uma portadora da
mutagdo BRCA2 entre o percentil 75 e 0 95.

Os niveis de HAM diminuidos nas portadoras da muta¢cdo BRCA1 vao ao encontro dos
resultados de outros autores.!221:223940 Nym estudo de Wang E. et al (2014)? verificou-se que
portadoras saudaveis da mutacao BRCAL apresentavam niveis séricos de HAM mais baixos,
ajustados ao BMI e idade, quando comparados com os de mulheres ndao portadoras. Nas
portadoras da mutagdo BRCA2 néo foi encontrada uma diferenca significativa. De igual modo,
de Philips et al (2016)*°, verificou niveis de HAM significativamente mais baixos nas

portadoras da mutagcdo BRCAL, mas n&o nas portadoras da mutacdo BRCAZ2.

Os valores de HAM mais baixos foram observados nas mulheres portadoras da
mutacdo BRCAL com idade igual ou superior a 35 anos, sendo que duas destas apresentavam
valores inferiores ao percentil 5, 0 que pode sugerir um maior impacto da mutagéo em idade
mais avancgadas. De forma semelhante ao presente estudo, o estudo de Giordano et al
(2016)#* indicou que as mulheres com idade superior a 35 anos portadoras da mutagdo
BRCAL tinham um risco dez vezes superior de uma diminui¢édo significativa de HAM, do que
as portadoras com uma idade inferior a 35 anos. Também, Pavone et al (2014)*° observou
niveis de HAM significativamente mais baixos em mulheres portadoras da mutacdo BRCA1

apoés os 35 anos.

A contagem de foliculos antrais é outra medida de avaliagdo da reserva ovarica e
correlaciona-se com os niveis séricos de HAM.*® Na nossa amostra, observou-se uma CFA
muito baixa em duas doentes, correspondendo as que apresentavam niveis de HAM inferiores

ao percentil 5.

Quanto a resposta a estimulagao ovarica, esta resposta pode ser definida pelo nUmero
de ovacitos obtidos. Como ja referido, uma baixa resposta a estimulacdo ovérica pode ser
considerada um indicador de baixa reserva ovarica e infertilidade.?®2” Neste estudo, das cinco
mulheres que realizaram estimulagédo ovérica, 40% apresentaram um numero de ovOcitos
6timo (numero de ovécitos obtidos igual ou superior a 10), 20% sub6timo (entre 4 e 9), e 40%
baixo (inferior a 4). Assim, 60% das doentes apresentaram um numero de ovdcitos, e

consequentemente uma resposta a estimulacao ovarica, inferior ao normal, sendo que todas
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estas eram portadoras da mutacdo BRCAL. Quanto as duas mulheres que apresentaram
valores 6timos, uma era portadora da mutacdo BRCAL e outra da mutacdo BRCAZ2. Estes
resultados sdo semelhantes a varios estudos, em que a resposta a estimulacdo ovarica foi
mais baixa em portadoras da mutagdo BRCA1. Num estudo de Oktay et al (2010) 28 observou-
se que as portadoras das mutacbes BRCA apresentavam taxas significativamente mais
elevadas de baixa resposta a estimulacdo ovéarica quando comparadas com os controlos,

sendo que todas as portadoras com baixa resposta eram portadoras da mutacdo BRCAL.

O ndmero de ovOcitos maduros obtidos, ovécitos em metafase Il, estd mais
relacionado com sucesso da técnica do que o nimero total de ovdcitos.*® Quanto ao nimero
de ovocitos maduros obtidos e criopreservados, este foi inferior a 8 em todas as doentes,
portadoras da mutacdo BRCA1 e BRCA2. A portadora da mutacdo BRCA2 apresentava o
valor mais elevado de ovécitos maduros do grupo, embora também apresentasse um valor
subdtimo. Noutros estudos, estes resultados apenas se observaram para a mutagcdo BRCAL.
No estudo de Derks-Smeets et al (2017)%°, o nUmero de ovécitos maduros foi
significativamente mais baixo nas portadoras da mutagdo BRCA1. Também Porcu et al (2019)
41 observou, além de niveis de HAM mais baixos nas portadoras da mutacdo BRCA1, um

namero inferior de ovécitos maduros disponiveis para criopreservacao.

A possibilidade de mutagfes BRCA1 e BRCA2 terem diferentes impactos na reserva
ovarica pode relacionar-se com os diferentes efeitos das mutagdes a nivel ovarico. A mutacao
BRCAL apresenta um risco cumulativo de cancro do ovario de duas a trés vezes superior a
mutacdo BRCA2, bem como uma idade de incidéncia de cancro do ovario cerca de 10 anos
mais cedo %332 Também, os genes BRCA1 e BRCA2 apresentam diferentes funcdes a nivel
da reparacéo do DNA. O gene BRCAL tem uma atuacao multifuncional, com fun¢des ao nivel
da regulacdo de checkpoints, da recombinagdo homadloga, da recombinagédo ndo homadloga,
bem como outros processos de reparacdo do DNA, enquanto o BRCA2 atua principalmente

ao nivel da recombinagdo homéloga.’

Além disso, diferentes mutagdes no mesmo gene podem ter consequéncias diferentes.
Neste estudo, cinco doentes que apresentavam variantes patogénicas ou provavelmente
patogénicas, quatro no gene BRCAL e uma no gene BRCA2, apresentavam antecedentes
pessoais ou histdéria de cancro da mama em idade < 35 anos, enquanto a doente que
apresentava uma variante de significado desconhecido no gene BRCAL, ndo apresentava
antecedentes pessoais de relevo, embora fossem necessarios mais estudos para esclarecer

o0 significado desta mutagéo.

Na nossa amostra, a portadora da mutacdo BRCA2 apresentou niveis de HAM normais

para a idade e uma resposta 6tima a estimulacédo ovarica. No entanto, este estudo pode
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subestimar o efeito da mutacdo BRCA2 na reserva ovarica, pelo facto da amostra ser
pequena. De facto, ao analisar a portadora da mutacdo BRCA2 que ndo realizou estes
procedimentos, esta apresentava infertilidade primaria, o que pode sugerir que a mutacao
BRCA2 tenha também um impacto na reserva ovarica e fertilidade das portadoras. Este

impacto da mutacdo BRCA2 na reserva ovarica, € apoiado por varios autores,%2°

Tendo em conta outros fatores, nomeadamente a paridade, no presente estudo 60%
das portadoras de BRCA1 e BRCA2 néao tinham filhos, duas destas doentes referiam abortos
prévios, e duas apresentavam infertilidade priméaria. No entanto, € de referir que estdvamos
perante uma populacao relativamente jovem, com 70% das doentes com idades inferiores a
35 anos. No follow-up realizado, uma das doentes sem filhos encontrava-se gravida e uma

das doentes com infertilidade primaria apresentava dois abortamentos espontaneos.

As mulheres portadoras das mutacdes BRCAL e BRCA2 apresentam varios desafios
a nivel reprodutivo ao longo do seu acompanhamento clinico. Ao nivel da prevenc¢éao primaria,
ou seja, na diminuicdo do risco de cancro, pode estar indicada a quimioprevencdo (com
tamoxifeno) e cirurgias, nomeadamente a mastectomia e a ooforectomia bilateral profilaticas.
3233 Nas doentes que desenvolvem cancro da mama ou do ovario, pode estar indicado
tratamento com quimioterapia, radioterapia (no caso do cancro da mama) e o tratamento
cirurgico, bem como outros tratamentos mais dirigidos. Na populagédo estudada € possivel

verificar estas intervengdes em varias doentes.

Estes procedimentos podem estar associados a uma diminuicdo do potencial
reprodutivo. Tem sido sugerido que as doentes portadoras destas mutacdes podem
apresentar uma menor recuperacdo da reserva ovarica apés quimioterapia.*? Neste estudo
verificou-se que a doente com niveis de HAM mais baixos, apresentava antecedentes
pessoais de cancro da mama, para o qual havia realizado quimioterapia neoadjuvante. No
seguimento realizado, duas doentes que realizaram quimioterapia apresentavam uma

diminuicdo dos niveis de HAM superior a 80%.

O aconselhamento reprodutivo torna-se por isso essencial nas portadoras de
mutacdes BRCA1 e BRCA2. ApOs o diagnéstico, as portadoras destas mutacdes devem ser
esclarecidas quanto a possibilidade de perda do potencial reprodutivo, quer pela presenca da
mutacao, quer pelos tratamentos que poderao ter de realizar. Além disso, deve ser discutida
a possibilidade de diagndstico genético pré-implantacdo (DGPI) com as portadoras destas
mutacdes que desejam nao transmitir a mutacdo a descendéncia. Sendo de salientar também
a importancia das técnicas de preservacdo de fertilidade nestas doentes, pelo risco de
insuficiéncia ovarica prematura (iatrogénica), bem como nas mulheres que vao ser

submetidas a tratamento de neoplasia ou que desejam DGPI.

20



O presente estudo apresentou alguns pontos fortes e limitacdes. As principais
limitacbes baseiam-se no facto de ser um estudo descritivo com uma amostra de doentes
muito pequena e heterogénea de apenas um centro de Medicina da Reproducédo. Alguns dos
pontos fortes incluem a avaliacdo de varios marcadores da reserva ovarica, incluindo a HAM,
a CFA e a avaliacdo da resposta a estimulacao ovarica, bem como o facto de ter sido realizado

um follow up das doentes incluidas no estudo.
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Conclusao

Neste estudo, 25% das doentes apresentaram valores de HAM inferiores ao percentil

5 e a maioria apresentou uma resposta subotima a estimulagéo ovarica.

As mulheres que realizaram tratamento apos preservacédo de fertilidade, no contexto
de cancro da mama, desenvolveram insuficiéncia ovarica prematura, reforcando a importancia

do aconselhamento em relagéo a preservacao da fertilidade.

As mulheres portadoras da mutacdo BRCAL1 e BRCA2 enfrentam varios desafios
relacionados com o planeamento familiar e fertilidade. Sado necessarios estudos adicionais
para esclarecer o efeito destas mutacdes no potencial reprodutivo das portadoras, permitindo

aos clinicos um melhor aconselhamento nas decisdes reprodutivas das mesmas.
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