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Resumo

BEDOSCHI, GM. Caracterizacao do impacto dos regimes quimioterapicos na reserva
ovariana de pacientes com cancer de mama. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Parte das mulheres com cancer de mama na menacme gostariam de tentar preservar sua
fertilidade apds o tratamento oncologico. Entretanto, as informacdes disponiveis sobre a
extensdao do dano aos ovarios apds o tratamento quimioterapico sdo insuficientes para estimar
o risco de comprometimento da reserva ovariana. Dessa forma, como objetivo primario deste
estudo propusemos caracterizar o impacto dos regimes quimioterapicos mais comumente
utilizados no tratamento do cancer de mama em mulheres na menacme sobre a reserva
ovariana avaliada por meio da afericdo das concentracdes séricas de hormonio anti-
Mulleriano (HAM) e calenddrio menstrual, analisados antes e um ano apds o término da
quimioterapia. Cento e trinta e quatro pacientes foram analisadas para o objetivo primario do
estudo. As concentracdes séricas de HAM foram dosadas por meio do teste ELISA e foram
representadas pela mediana e intervalo interquartil. Os testes ndo paramétricos de Mann-
Whitney e de Kruskal-Wallis foram utilizados para comparar as medidas de HAM em relacao
as variaveis categoéricas. A idade média foi de 36,67 anos (DP 3,95), sendo que 104 mulheres
realizaram quimioterapia com regime antraciclico (AC-T), 13 regime ndo antraciclico (CMF)
e 17 outros regimes quimioterdpicos. Os niveis de HAM apdés 1 ano do término da
quimioterapia reduziram de maneira significativa (mediana 0,13 ng/ml, intervalo interquartil
0,02; 0,35 ng/ml) quando comparados aos niveis basais (mediana 2,84 ng/ml, intervalo
interquartil 1,26; 4,65 ng/ml; p<0,0001). Apesar da redu¢ao significativa dos niveis de HAM,
74,7% das mulheres apresentavam ciclos menstruais um ano apds o término da
quimioterapia. O tipo de regime quimioterapico influenciou de maneira significativa a
redu¢do dos niveis do HAM apds 1 ano do término da quimioterapia. O grupo de tratamento
que utilizou CMF apresentou maior redu¢do da reserva ovariana quando comparado com o
grupo de tratamento que utilizou outros regimes quimioterdpicos. O uso adjuvante de
tamoxifeno ndo alterou os niveis de HAM aferidos apds 1 ano do término do tratamento
quimioterapico. As concentracdes séricas de HAM basais (p<0,0001), a idade (p=0,0438) e o
regime de tratamento realizado (p=0,0259) foram relacionados com a reducdo dos niveis de
HAM ap6s um ano do término da quimioterapia. Mulheres com muta¢des BRCA apresentam

menores concentracdes basais de HAM e menores taxas de recuperagdo ovariana apds o



término do tratamento quimioterdpico quando comparadas a mulheres sem a mutagdo e
mulheres ndo testadas por apresentarem baixo risco de mutagdo. Esse estudo longitudinal
demonstrou que o tratamento quimioterdpico promoveu redugdo significativa das
concentragdes séricas de HAM um ano apds o término do tratamento. O fato da maioria das
pacientes apresentar ciclos menstruais, apesar dos baixos niveis de HAM, sugere que a
presenga de menstruacdo ndo ¢ um marcador acurado de reserva ovariana. O tipo de regime
quimioterdpico utilizado no tratamento oncoldgico demonstrou influenciar o
comprometimento da reserva ovariana. O tratamento adjuvante com tamoxifeno parece nao
exacerbar o comprometimento da reserva ovariana. Demonstramos que a idade, os niveis
basais de HAM e o tipo de regime quimioterapico sdo os fatores de predi¢do mais
importantes da reserva ovariana apos o tratamento citotoxico. Sendo assim, geramos o
primeiro nomograma para predizer o impacto da quimioterapia na reserva ovariana. O
nomograma descrito deve ser validado prospectivamente em novos estudos. Além disso, a
presenga de mutacdes BRCA pode colocar as mulheres em desvantagem reprodutiva quando
expostas ao estresse genotoxico. Essas informacgdes podem ser utilizadas para
aconselhamento individual de mulheres em idade reprodutiva em relagdo a necessidade de

tratamentos para tentativa de preservagao da fertilidade.

Palavras-chave: Preservacdo da fertilidade. Quimioterapia, Adjuvante. Cancer de mama.

Hormonio Anti-Mulleriano. Genes, BRCA1. Genes, BRCA2. Reserva ovariana.



Abstract

BEDOSCHI, GM. The impact of adjuvant breast cancer chemotherapy on ovarian
reserve and menses. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2018.

Some women of reproductive age diagnosed with breast cancer wish to preserve their fertility
and ovarian function after their oncological treatment. However, information available on the
likelihood and extent of ovarian damage from chemotherapy is insufficient to predict the risk
of ovarian reserve damage for individual women. Thus, the primary goal of this study is to
delineate the extent of ovarian damage from chemotherapeutic treatment regimens by using
serum AMH and menstrual calendars analyzed before and one year after the end of
chemotherapy treatment. A prospective longitudinal IRB-approved study was performed.
One hundred and thirty-four patients fulfilled the eligibility criteria and accepted to
participate in the study, presenting blood samples with AMH measurement before and after
one year of chemotherapy treatment. Serum AMH concentrations were measured by ELISA
and were represented by median and interquartile range. The nonparametric tests of Mann-
Whitney and Kruskal-Wallis were used to compare AMH concentrations in relation to the
categorical variables. The mean age was 36.67 years (SD 3.95), and 104 women underwent
chemotherapeutic regimen with anthracyclic regimen (AC-T), 13 non-anthracyclic regimen
(CMF) and 17 other chemotherapeutic regimens. In the 134 women analyzed, the AMH
levels after 1 year of chemotherapy were significantly reduced (median 0.13 ng/ml,
interquartile range 0.02; 0.35 ng/ml) when compared to levels before chemotherapy (median
2.84 ng/ml, interquartile range 1.26; 4.65 ng/ml; p<0.0001). Despite the significant reduction
in AMH levels, 74.7% of the women had return of menses by 1-year post treatment. The
treatment regimen significantly influenced the reduction of AMH levels after 1-year post
chemotherapy treatment. The CMF treatment group demonstrated a greater ovarian reserve
reduction when compared to other chemotherapeutic regimens treatment group. Our study did
not show statistical difference when other comparisons were made between the treatment
groups. In addition, adjuvant tamoxifen use did not alter AMH levels 1-year post
chemotherapy. Mixed effect model analysis confirmed that, for all the analyzed women
(N=134), baseline serum AMH levels (p<0.0001), age (p=0.0438), and regimen (p=0.0259)
were related to the reduction in AMH levels 1-year after chemotherapy treatment. Women
treated for breast cancer with BRCA mutations have lower baseline serum AMH levels and

lower rates of ovarian recovery after chemotherapy treatment compared to non-mutated



women and untested women with low risk of mutation. This longitudinal study demonstrated
that chemotherapy regimens commonly used in the treatment of breast cancer in
postmenopausal women significantly reduced serum concentrations of AMH 1-year after the
end of treatment, suggesting a significant impairment of the ovarian reserve. The fact that
most of the patients present menstrual cycles, despite the low levels of AMH, suggests that
the presence of menstruation is not an accurate marker of ovarian reserve. The type of
chemotherapy regimen used in oncological treatment has been shown to influence the ovarian
reserve impairment. Adjuvant treatment with tamoxifen does not exacerbate the impairment
of the chemotherapy-induced damage to ovarian reserve. We have shown that age, baseline
AMH levels, and type of chemotherapy regimen are the most important predictors of ovarian
reserve after cytotoxic treatment. In addition, we generated the first nomogram to predict the
impact of chemotherapy on ovarian reserve in women diagnosed with breast cancer at
reproductive age who will undergo chemotherapy. The nomogram described should be
prospectively validated in new studies. In addition, the presence of mutations in BRCA may
place women at reproductive disadvantage when exposed to genotoxic stress. These findings
have significant bearing both on fertility preservation counseling as well as reproductive

aging research and treatment.

Keywords: Fertility Preservation. Chemotherapy, Adjuvant. Breast cancer. Anti-Mullerian

Hormone. Genes, BRCA1. Genes, BRCA2. Ovarian reserve
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INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do cancer de mama

O cancer ¢ um problema de satide publica mundial e ¢ a segunda principal causa de
morte nos Estados Unidos (Xu et al., 2016). O cancer de mama ¢ o tipo de cancer mais
comum entre mulheres nos Estados Unidos. Em 2018, estimativas apontam que 266.120
novos casos de cancer de mama serdo diagnosticados entre mulheres americanas,
correspondendo a 30% de todos os novos casos de cancer diagnosticados em mulheres, sendo
que uma a cada oito mulheres serd diagnosticada com cancer de mama durante a sua vida
(Siegel et al., 2018). O padrao de incidéncia do cancer reflete tendéncias em comportamentos
associados com aumento do risco de cancer e mudancas na pratica clinica, tal como a
melhoria dos métodos de rastreamento do cancer, que resultou em leve aumento (0,4%) do
numero de diagnosticos de cancer de mama em mulheres nos Ultimos anos (Siegel et al.,
2018). Nos Estados Unidos, estimativas apontam que 1,9% das mulheres saudaveis em idade
reprodutiva (do nascimento até¢ os 49 anos de idade) serdo diagnosticadas com cancer de
mama (Siegel ef al., 2018).

Concomitantemente, a detec¢do do cancer em estidgios precoces € o avango das
modalidades de tratamento contribuiram para o declinio das taxas de mortalidade (Siegel et
al., 2018). A taxa de mortalidade para cancer de mama reduziu em 39% de 1989 até 2015,
com atual taxa de sobrevida em cinco anos de 90% (Siegel et al., 2018). Em 2012,
aproximadamente 14 milhdes de pessoas nos Estados Unidos eram sobreviventes ao cancer, o
que corresponde a um aumento de aproximadamente 3,5 vezes quando comparado com 1975.
Mulheres com cancer de mama respondem por 22% dos sobreviventes, com
aproximadamente 3 milhdes de mulheres, constituindo o maior grupo de mulheres
sobreviventes do cancer (de Moor et al., 2013). Estimativas apontam que até 2022, o numero
de sobreviventes ao cancer aumentard em 31% para quase 18 milhdes, o que corresponde a
um aumento de mais de 4 milhdes de sobreviventes em 10 anos (de Moor et al., 2013). Este
aumento das taxas de sobrevivéncia reflete em um maior interesse na manutencdo da

qualidade de vida dessas mulheres apos o tratamento oncologico.
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1.2 Transi¢ao demografica nos Estados Unidos

A importancia da fertilidade para jovens sobreviventes do cancer de mama ¢ agravado
pela mudanca nos padrdes demograficos da sociedade contemporanea. As mulheres norte
americanas estdo cada vez mais adiando a maternidade. As taxas de gravidez para mulheres
com menos de 30 anos cairam durante 1990-2009, enquanto as taxas para mulheres com 30
anos ou mais aumentaram (Curtin ef al., 2013). Um nimero crescente de casais contara com
técnicas de reprodu¢do assistida para alcancar a gravidez puramente devido ao declinio da
fertilidade com o avancar da idade (Broekmans et al., 2007). Essa mudanga social resultara
em mais mulheres em tratamento para cidncer de mama em um momento em que nao

possuem prole constituida.

1.3 Gonadotoxicidade dos tratamentos oncologicos

A quimioterapia resulta em uma melhora tanto na sobrevida livre de doenga quanto na
sobrevida global, especialmente em pacientes com cancer de mama, com um risco aumentado
de recorréncia (Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group, 2005). A maioria dos
guidelines recomenda rotineiramente o tratamento quimioterapico para mulheres com cancer
de mama em estagios iniciais, com exce¢do daquelas com tumores enddcrino-sensitivos e
com caracteristicas prognosticas favoraveis (Goldhirsch et al., 2007). Entretanto, por razdes
ainda desconhecidas, o cancer de mama em mulheres jovens ¢ associado com caracteristicas
progndsticas desfavoraveis e maiores taxas de recorréncia quando comparado com mulheres
diagnosticadas em idade avangada (Anders et al, 2008). Por essas razdes a maioria das
mulheres diagnosticadas com cancer de mama em idade reprodutiva sera tratada com
tratamento quimioterapico (Villarreal-Garza et al., 2016).

As diretrizes da National Comprehensive Cancer Network (NCCN) (NCCN Clinical
Practice Guidelines in Oncology, 2015) para o tratamento do cdncer de mama recomendam
diversos esquemas de quimioterapia (neo)adjuvantes, incluindo antraciclina-ciclofosfamida e
taxano (AC-T) sequencial; antraciclina-ciclofosfamida e taxano (ACT) concomitantes;
antraciclina-ciclofosfamida sem taxano (AC); ciclofosfamida, metotrexato e 5-fluorouracil
(CMF); taxano e ciclofosfamida (TC); epirubicina e ciclofosfamida (EC); e taxano (T). Entre
eles, 0 AC-T sequencial ¢ o regime padrdo mais comumente aceito (De Laurentiis et al.,
2008; Gandhi et al., 2015).

No entanto, o tratamento quimioterapico estd associado a complicacdes agudas e de
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longo prazo para a sobrevivente do cancer de mama. A quimioterapia tém um impacto
negativo significativo na fun¢do enddcrina e reprodutiva do ovario. Além disso, a
insuficiéncia ovariana pode aumentar o risco de osteoporose, doengas cardiovasculares e
perda de libido em um numero relevante de mulheres. Baseado em modelos de estudos
experimentais, acredita-se que agentes alquilantes, tais como a ciclofosfamida, causam a
morte dos foliculos primordiais por meio de um mecanismo apoptdtico (Plowchalk et al.,
1991). Da mesma maneira, demonstrou-se que a doxorrubicina induz a apoptose dos dvulos
(Morita et al., 2000; Perez et al., 1997; Jurisicova et al., 2006). Entretanto, o mecanismo ¢ a
extensdo dos danos aos foliculos primordiais em resposta aos regimes quimioterapicos
atualmente relevantes ndo foi completamente elucidada. Por exemplo, lesdes ao endotélio
vascular foram descritas em bidpsias ovarianas de pacientes que foram previamente expostas
a quimioterapia (Meirow et al., 2006). Além disso, outro mecanismo proposto recentemente
sugere que a quimioterapia in vivo provoque a ativagdo e crescimento folicular, causando um
burnout e deplecao da reserva ovariana (Kalich-Philosoph et al., 2013).

Enquanto a reserva ovariana consiste em aproximadamente dois milhdes de foliculos
primordiais ao nascimento (Gosden et al., 1994), durante a puberdade o nimero de foliculos
primordiais ¢ reduzido para aproximadamente 500.000, e ao atingir a menopausa esse nimero
se reduz a cerca de mil foliculos. Considerando que apenas cerca de 450 o6vulos serdo
ovulados durante a vida de uma mulher, 99,9% dos 6vulos restantes serdo desperdicados
devido a morte celular por apoptose durante a vida reprodutiva (Gosden et al., 1994). Os
agentes quimioterapicos gonadotoxicos facilitam o processo de envelhecimento dos ovarios,
causando a morte prematura e acelerada de foliculos (Kalich-Philosoph et al., 2013; Meirow
et al., 2001; Tilly et al., 2002; Carroll et al., 2013). O risco de insuficiéncia ovariana aumenta
em pacientes submetidas a quimioterapia em idade mais avangada, pois o nimero de foliculos
primordiais remanescentes diminui com a idade. Entretanto, a idade por si s6 ndo pode ser a
unica varidvel utilizada para orientar estas pacientes sobre a probabilidade de insuficiéncia
ovariana e infertilidade ap6s a quimioterapia (Licciardi ef al., 1995; Nikolaou et al., 2003).

Os principais determinantes da magnitude do impacto do tratamento quimioterapico
na reserva ovariana das mulheres diagnosticadas com cancer de mama estdo relacionados a
idade da paciente, a reserva ovariana prévia ao tratamento e a dose e tipo dos agentes
quimioterdpicos utilizados, particularmente a dose dos agentes alquilantes, tais como a
ciclofosfamida (Lee et al., 2006), pois esses sdo reconhecidamente os agentes mais
agressivos para a reserva ovariana. Em consequéncia disso, ¢ dependendo da idade da

paciente, a insuficiéncia ovariana pode ocorrer imediatamente ou prematuramente apos a
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quimioterapia (Byrne et al., 1992). O dano pode ser agravado pelo atraso apods o tratamento

oncoldgico para liberagdo das tentativas de gravidez.

1.4 Amenorreia induzida pela quimioterapia

Grande parte dos estudos realizados para avaliagdio do impacto dos tratamentos
quimioterapicos na fun¢do reprodutiva das pacientes com cancer de mama utilizaram
principalmente o padrdo menstrual como parametro de fertilidade (Bines et al., 1996;
Hortobagyi et al., 1986; Fornier et al., 2002). A maioria desses estudos realizou seguimento a
curto prazo das pacientes, o que subestima o grau de comprometimento da reserva ovariana,
J& que se espera um maior nimero de pacientes diagnosticadas com insuficiéncia ovariana
quando realizado um seguimento a longo prazo (Byrne et al., 1992). A menstrua¢do pode
cessar temporariamente apos quimioterapia para o tratamento do cancer de mama, geralmente
por até 6 meses apoOs a conclusdo da quimioterapia (Tilly et al., 2002). Isto ocorre devido a
acao da maioria dos agentes quimioterapicos, que danificam os foliculos pré-antrais e antrais,
independente do fato de apresentarem qualquer efeito sobre os foliculos primordiais.
Fisiologicamente, os foliculos primordiais sofrem recrutamento inicial para entrar no pool
crescente de foliculos primarios, porém a durag@o necessdria para esta etapa ¢ desconhecida.
No ovario humano, sdo necessarios mais de 120 dias para que os foliculos primarios atinjam
o estagio de foliculos secundarios, enquanto aproximadamente 70 dias sdo necessarios para
que os foliculos secundarios atinjam o estdgio antral inicial (McGee et al., 2000). Sendo
assim, como um foliculo primordial pode demorar mais de 6 meses para alcancar os estagios
finais de desenvolvimento, nas mulheres que ndo perderam inteiramente sua reserva ovariana,
o retorno da menstruacdo pode demorar esse tempo para acontecer. Devido a isso, a presenca
de amenorreia durante os primeiros 6 meses apos a quimioterapia ndo ¢ considerada como
sinal de comprometimento da reserva ovariana (Tilly et al., 2002). A menopausa ¢ o ultimo
sinal do quadro de insuficiéncia ovariana (e consequente infertilidade), seja devido ao
envelhecimento ovariano natural ou secundério a tratamentos médicos. No momento em que
amenorreia ocorre, a infertilidade € irreversivel, a ndo ser pela opg¢do de fertilizacdo in vitro
(FIV) utilizando o6vulos de doadora. Além disso, mesmo que as mulheres continuem a
menstruar até aproximadamente 50 anos de idade, as taxas de fertilidade diminuem
significativamente apos os 40 anos, com taxas de fecundidade bastante limitadas apos os 45
anos de idade (te Velde et al., 2002).

Do ponto de vista de satde reprodutiva, a estimativa das taxas de amenorreia induzida



22

pela quimioterapia ndo ¢ suficiente para avaliar a reserva ovariana. Isto ¢ importante ndo so
para deteccdo de riscos a fertilidade, mas também para escolher corretamente o tratamento
endocrinoldgico adjuvante. Uma revisdo sistematica de ensaios clinicos randomizados
avaliando a incidéncia de amenorreia apds tratamento quimioterdpico revelou que 55 a 67%
das pacientes apresentavam amenorreia apos a quimioterapia (Zavos et al., 2016). A taxa de
amenorreia foi maior em mulheres com idade reprodutiva avangada, com estimativa de 25%
(IC 95%, 12-43%), 39% (IC 95%, 31-58%), e 77% (IC 95%, 71-83%) para mulheres <35,
35-40, >40 anos de idade, respectivamente (Zavos et al., 2016). O maior risco de amenorreia
apOs quimioterapia ocorreu em mulheres com idade >40 anos que receberam esquema
quimioterdpico contendo ciclofosfamida, metotrexato e 5-fluorouracil (CMF) ou esquema
com antraciclina (com excecdo AC x 4) (Zavos et al., 2016). Entretanto, o mesmo estudo
apontou uma limitagdo importante na literatura atual, que ¢ a falta de defini¢do uniforme de
amenorreia apos quimioterapia. Dezenove diferentes definicdes foram encontradas pelos
autores do estudo, o que poderia resultar em uma diferenca de 32% entre a menor e maior
taxa de amenorreia de acordo com a defini¢ao utilizada (Zavos et al., 2016). Outro aspecto
que deve ser considerado ao interpretar os resultados dos estudos sobre amenorreia apos
quimioterapia, ¢ o valor do termo amenorreia per se. Independente da defini¢ao utilizada para
amenorreia apos quimioterapia, a cessacdo da menstruacdo € apenas um marcador subjetivo
para a funcdo ovariana e ndo deve ser considerado sinénimo de insuficiéncia ovariana
verdadeira. De fato, verificou-se que os niveis de estrogénio podem permanecer elevados
apesar da presenca de amenorreia apos quimioterapia por mais de 12 meses (Smith et al.,

20006).

1.5 Hormoénio Anti-Mulleriano

O hormonio anti-Mulleriano (HAM) ¢ membro da familia de fatores de crescimento
transformador beta (TGF-B). Nos ultimos anos, os niveis de HAM tém sido sugerido, em um
numero crescente de estudos, como o marcador mais confiavel da reserva ovariana,
provavelmente porque esse hormonio ¢ produzido por células da granulosa de foliculos pré-
antrais e antrais em desenvolvimento, refletindo o tamanho do pool de foliculos primordiais
(Fanchin et al., 2003; Durlinger et al., 2002; Fanchin ef al., 2003; van Rooij et al., 2002). Em
mulheres adultas, os niveis séricos de HAM apresentam uma redugdo progressiva com o
avanco da idade, semelhante ao que ocorre com o pool de foliculos primordiais (Seifer et al.,

2011), tornando-se indetectaveis na menopausa (de Vet et al., 2002).
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O nivel de HAM parece ser um indicador direto e precoce de declinio da fungdo
ovariana e pode ser o melhor marcador bioquimico da funcdo ovariana em uma série de
situacdes clinicas (Dewailly et al., 2014). Um ntimero crescente de evidéncias cientificas
apoiam o uso dos niveis séricos do HAM como marcador de reserva ovariana em pacientes
diagnosticadas com cancer de mama submetidas a tratamentos oncoldgicos e pacientes que
tiveram lesdo ovariana significativa por radia¢do ou cirurgia (Anders et al., 2008; Anderson
et al., 2011; Anderson et al., 2006; Dillon et al., 2013; Lutchman et al., 2007; Salter et al.,
2008; Yu et al., 2010).

Em pacientes que planejam realizar tratamento de fertilizacdo in vitro, as
concentragdes séricas de HAM se correlacionam com o nimero de dvulos recuperados apos a
estimula¢do ovariana € 0 HAM ¢ o melhor biomarcador para prever extremos de resposta
ovariana, tais como resposta ovariana excessiva e baixa resposta (Broekmans et al., 2006;
Anckaert et al., 2012; Broer et al., 2011; Nardo et al., 2009). As concentragdes séricas de
HAM tém sido aferidas em diferentes estagios do ciclo menstrual, sugerindo-se flutuagdo
minima dessas aferi¢des ao longo do ciclo (Cook et al., 2000). Além disso, 0 HAM também
apresentou a menor variagdo ciclo-a-ciclo, quando comparado com o hormonio foliculo
estimulante (FSH), estradiol (E2), inibina-B e contagem de foliculos antrais (Broekmans et
al., 2006). Portanto o HAM parece ser um marcador da reserva ovariana conveniente,
reprodutivel e confidvel. Acredita-se que este marcador ird fornecer a melhor correlagdo com

a reserva ovariana remanescente apos a quimioterapia.

1.6 Mutagdes dos genes BRCAI e BRCA2

Os genes Breast cancer gene (BRCA), BRCAI e BRCA2, localizados no cromossomo
17 (BRCAI) e no cromossomo 13 (BRCAZ2), sao membros-chave da via de reparacdo da
quebra da cadeia dupla do 4cido desoxirribonucleico (ADN) mediada por ataxia-
telangiectasia mutado (ATM). Mutagdes nesses genes estdo associadas a um risco aumentado
de cancer de mama, ovario e outros tipos de cancer (Economopoulou et al., 2015).

O dano ao ADN tem um impacto negativo significativo nos desfechos reprodutivos.
Em células que se dividem rapidamente, o dano ndo reparado ao ADN, que ndo ¢
iminentemente letal para a célula, pode causar erros de replicagdo e, portanto, mutagdes.
Quase todas as mutagdes sdo tipicamente deletérias a sobrevivéncia celular e, portanto, nao
sdo passadas para a proxima geracdo de células. Em células que permanecem em repouso,

como odcitos foliculos primordiais, o dano ao ADN ¢ particularmente importante, porque se
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acumula ao longo do tempo devido a auséncia de mecanismos para eliminar as células
defeituosas durante a replicacdo (Titus et al., 2013).

Existem varios tipos de danos no ADN, incluindo ligagdes cruzadas e alteragdes de
base. No entanto, um dos tipos mais perigosos de danos no ADN ¢ a quebra da dupla fita. A
quebra da dupla fita de ADN ndo reparada ou incorretamente reparada pode causar uma
variedade de rearranjos gendmicos e alteragdes estruturais, incluindo quebras cromossdmicas,
translocagcdes, delecdes e mutacdes pontuais, levando a apoptose de odcitos,
comprometimento do crescimento ou da maturagdo do odcito, infertilidade, aborto
espontaneo ou defeitos genéticos na prole (Oktay er al, 2015). Alguns agentes
quimioterapéuticos, como cisplatina, ciclofosfamida e doxorrubicina, sdo conhecidos por
induzir quebra da dupla fita de ADN através de uma variedade de mecanismos diferentes.

Um estudo avaliando mulheres diagnosticadas com cancer de mama, que foram
submetidas a um protocolo de estimulacdo ovariana combinando gonadotrofinas com inibidor
de aromatase para tentativa de preservagdo da fertilidade via criopreservacdo de embrides,
demonstrou que mulheres com mutacdes BRCA1 tiveram menos 6vulos quando comparadas
com mulheres sem a mutagdo (Oktay et al., 2010). Além disso, estudos subsequentes
demonstraram que mulheres com mutacdes no gene BRCAI1 apresentam menores niveis
séricos de HAM basais (Wang et al., 2014) e podem apresentar menopausa mais precoce
quando comparadas com controles (Lin et al., 2013).

A integridade do mecanismo de reparo do ADN ¢ essencial para manter a satde dos
6vulos e a possivel razdo pela qual as mulheres com mutagdes nos genes BRCA tém menor
reserva ovariana ¢ o envelhecimento acelerado devido ao reparo deficiente do ADN dos
o6vulos (Titus et al., 2013; Oktay et al, 2015). Pesquisadores demonstraram que a
quimioterapia gonadotoxica induz quebras de fitas duplas de ADN em 6vulos humanos, que
por sua vez ativam as vias apoptdticas e, portanto, causam perda da reserva ovariana (Li et
al., 2014). Os mecanismos de reparo do ADN também podem ser importantes na protegdo

dos 6vulos contra danos no ADN induzidos pela quimioterapia (Li, et al., 2014).

1.7 Fertilidade como uma preocupag¢ao para sobreviventes de cancer de mama

Uma preocupacao especial das mulheres diagnosticadas com cancer de mama em
idade reprodutiva ¢ o seu potencial reprodutivo apds a quimioterapia. Muitas temem que o
diagnostico de cancer ou seu tratamento comprometa adversamente a fertilidade. O impacto

psicologico da infertilidade relacionada aos tratamentos oncoldgicos ¢ profundo, com muitas
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sobreviventes sofrendo de estresse, luto e depressdo (Carter et al., 2005). Apesar dessas
preocupagdes, muitas relatam que receberam pouca informagdo de seus médicos sobre
técnicas para tentativa de preservagdo da fertilidade (Schover ef al., 1999). Como resultado, a
Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO) e o Sociedade Americana de Medicina
Reprodutiva (ASRM) publicaram diretrizes para encorajar os médicos a encaminharem seus
pacientes com cancer a especialistas em reproducdo humana para discutir estratégias visando
a tentativa de preservagdo da fertilidade e as chances futuras de concep¢do (Loren et al.,
2013; Practice Committee of American Society for Reproductive Medicine, 2013).

Visto que aproximadamente 25% de todos os casos de cancer de mama sdo
diagnosticados em idade fértil (Ferlay et al., 2015), a preocupacdo com o impacto da
quimioterapia na reserva ovariana pode afetar a decisdo em relagdo a escolha do tratamento
do cancer de mama (Partridge et al., 2004). Em uma pesquisa on-line que incluiu 657
mulheres sobreviventes do cancer de mama, 57% mostraram-se preocupadas em se tornar
inférteis apoOs o tratamento quimioterapico e 29% afirmaram que o risco de acometimento da
reserva ovariana afetou a decisdo pelo tipo de tratamento escolhido (Partridge et al., 2004).
Apesar dos estudos que investigam os efeitos colaterais dos regimes tradicionais de
tratamento do cancer de mama, os dados sdo extremamente limitados em relagdo aos
desfechos de fertilidade apos a quimioterapia (Walshe et al., 2006). Portanto, mulheres com
cancer de mama claramente merecem atencdo especial e orientagdes sobre os potenciais
efeitos da quimioterapia sobre a reserva ovariana.

Este projeto foi elaborado como resposta direta ao relatério do National Cancer
Institute (NCI) Breast Cancer Progress Review Group 2005, bem como as recomendagdes do
President’s Cancer Panel, que definiram como prioridade os projetos de pesquisa que
abordarem a qualidade de vida dos sobreviventes de tratamentos oncologicos, assim como 0s
possiveis efeitos colaterais de tais tratamentos. Como citado na declara¢do do Diretor do NCI
"... nos precisamos ajudar pacientes com cancer a viver apos o cancer". Apesar dos riscos de
insuficiéncia ovariana e infertilidade em mulheres submetidas a tratamentos oncologicos
terem grande impacto na qualidade de vida das mulheres com cancer, este assunto atraiu
pouca aten¢do até muito recentemente. Atualmente o President’s Cancer Panel vem
incentivando até mesmo estudos preliminares e descritivos, pois existe pouca informacao
cientifica sobre o impacto dos tratamentos oncoldgicos sobre a reserva ovariana e fertilidade
(National Cancer Institute U.S. Departament of Health and Human Services, 2006 ).

1.8 Cria¢do de opgdes individualizadas para tentativa de preservacdo da fertilidade em

pacientes com cancer
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A criagdo de ferramentas para uma melhor estimativa da probabilidade de
comprometimento da reserva ovariana apds o tratamento quimioterapico ¢ altamente
desejavel para o aconselhamento de mulheres na menacme com cancer de mama em relagao
ao seu futuro reprodutivo e a tomada de decis@o sobre a utilizagdo de estratégias visando a
tentativa de preservacdo de fertilidade. Para isso, métodos eficazes para a tentativa de
preservacdo de fertilidade devem existir. Nos ultimos 10 anos, fluxogramas foram
desenvolvidos no intuito de promover uma abordagem individualizada de estratégias visando
a tentativa de preservagao de fertilidade para mulheres diagnosticadas com cancer (Sonmezer
et al., 2004). De acordo com estes fluxogramas, as pacientes deveriam ter acesso a opgoes
personalizadas de estratégias para tentativa de preservagdo de fertilidade com base em sua
idade, presenca ou auséncia de acometimento oncoldgico dos ovarios, tipo de cancer, o tempo
disponivel para o tratamento, e da presenga ou auséncia de um parceiro. Entretanto, os
procedimentos para tentativa de preservagdo de fertilidade podem ser financeiramente
dispendiosos, podem apresentar riscos cirurgicos e podem retardar o inicio da quimioterapia,
além de ndo, necessariamente, garantirem o sucesso reprodutivo. Portanto, com base em
informagdes mais confidveis sobre os reais riscos de comprometimento da reserva ovariana
apos o tratamento quimioterapico, as pacientes poderao decidir a respeito da utilizagdo ou nao

de estratégias para a tentativa de preservacao de fertilidade.

1.9 Justificativa do estudo

Os dados disponiveis sobre a probabilidade de comprometimento da reserva ovariana
e infertilidade apds o tratamento quimioterapico para o cancer de mama em mulheres na
menacme sdo muitas vezes baseados em trabalhos retrospectivos, com pequena casuistica e
com andlise de varidveis pouco especificas para determinagdo da extensdo do dano a reserva
ovariana (taxa de amenorreia apds o tratamento, por exemplo).

A determinacdo da toxicidade de cada um dos regimes quimioterapicos mais
utilizados para o tratamento do cancer de mama ajudard no aconselhamento dessas pacientes.
Mais importante, se a toxicidade destes fairmacos for conhecida, regimes quimioterapicos
menos gonadotoxicos poderdo ser escolhidos (ou desenvolvidos) para mulheres que desejam
maximizar suas chances futuras de gravidez.

No momento, ndo existem modelos de predicdo precisos para determinar quais

mulheres apresentam maior risco de comprometimento da reserva ovariana apos a
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quimioterapia. Portanto, a decisdo sobre a realizagdo de procedimentos para tentativa de
preservagdo da fertilidade pode apresentar-se como um dilema para muitas mulheres em
idade reprodutiva que enfrentam o tratamento oncoldgico.

A caracteriza¢do do dano a reserva ovariana apresentado por mulheres com cancer de
mama tratadas com quimioterapia ¢ essencial para acessar o risco individual de
comprometimento da reserva ovariana e em ultima instdncia do desenvolvimento da
insuficiéncia ovariana. O desenvolvimento de um modelo de predi¢do, incluindo o uso dos
niveis de HAM basais, bem como outros fatores, tais como a idade da paciente no inicio do
tratamento e tipo de regime quimioterapico, pode permitir uma melhor individualizacao de
aconselhamento sobre o uso de estratégias para tentativa de preservacao de fertilidade antes
de iniciar tratamento oncologico.

Além disso, supomos que a quimioterapia causaria uma perda mais significativa de
reserva ovariana, conforme determinado pelos niveis séricos de HAM, nas mulheres com
mutagdes BRCA em comparacdo aquelas que ndo possuem essas mutagdes ou com baixo
risco de portar tais mutacdes (historia familiar negativa). Essas diferencas podem ocorrer
devido ao reparo deficiente do ADN em seus ovulos, resultando na reducdo dos niveis de
HAM além do que seria esperado com base na idade de cada mulher. Se comprovada, essa
hipotese tem fortes implicagdes clinicas tanto nos tratamentos oncoldgicos quanto nos
desfechos reprodutivos. Se as mulheres com mutagdes no gene BRCA tiverem maior
probabilidade de comprometimento da reserva ovariana e, portanto, tornarem-se inférteis e/ou
apresentarem baixo prognostico gestacional se submetidas a estimulagdo ovariana para
fertilizacdo in vitro apos a quimioterapia, elas podem ser preferencialmente aconselhadas

sobre os métodos para tentativa de preservagao da fertilidade.



Objetivos

28




OBJETIVOS

29

2.1 Objetivo primario

Caracterizar o impacto dos regimes quimioterapicos comumente utilizados no
tratamento do cancer de mama em mulheres na menacme sobre a reserva
ovariana avaliada por meio da afericdo das concentragdes séricas de HAM e
calendario menstrual, analisados antes do inicio do tratamento e um ano apds

o término do tratamento quimioterapico.

2.2 Objetivos secundarios

Caracterizar o impacto dos diferentes tipos de regimes quimioterapicos (AC-T,
CMF e outros regimes quimioterapicos) sobre a reserva ovariana avaliada por
meio da afericdo das concentracdes séricas de HAM, analisados antes do
inicio do tratamento e um ano ap6s o término do tratamento quimioterapico.
Caracterizar o impacto do tratamento hormonal adjuvante com tamoxifeno
sobre a reserva ovariana avaliada por meio da aferi¢do das concentracdes
séricas de HAM, analisadas antes do inicio do tratamento € um ano apos o
término da quimioterapia, comparando mulheres que realizaram adjuvancia
com tamoxifeno e mulheres que nao realizaram uso do tamoxifeno.
Determinar quais varidveis qualitativas (tabagismo, raga, estadio do cancer,
mutacdo BRCA, tipo de regime quimioterapico e uso de tamoxifeno) ou
quantitativas (idade, indice de massa corporea e niveis de HAM basais),
isoladamente ou em conjunto, possuem a melhor capacidade de predizer a
probabilidade de comprometimento da reserva ovariana apds um ano do
término da quimioterapia avaliada por meio da aferi¢do das concentragdes
séricas de HAM e calendario menstrual,, analisados antes do inicio do
tratamento € um ano apds o término do tratamento quimioterdpico. Elaborar
um modelo de predicdo de comprometimento de reserva ovariana utilizando as
variaveis identificadas como relevantes.

Caracterizar o impacto da mutagdo dos genes BRCA sobre a reserva ovariana
avaliada por meio da afericdo das concentragdes séricas de HAM, analisadas

antes do inicio do tratamento e um ano apds o término da quimioterapia, em
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mulheres com mutagcdes BRCAI ou BRCA2, mulheres que ndo possuem a

mutagdo e mulheres com baixo risco de portar tais mutagdes.
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CASUISTICA E METODOS

3.1 Desenho do estudo, contexto e consideracdes €ticas

Este estudo observacional prospectivo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina do New York Medical College e do Memorial Sloan Kettering
Cancer Center (identificador clinicaltrials.gov NCT00823654). Mulheres na pré-menopausa
com diagnostico de cancer de mama precoce foram abordadas, receberam informacgdes sobre
o estudo e, posteriormente, forneceram consentimento informado por escrito para participar.

Todas as pacientes foram recrutadas no Memorial Sloan Kettering Cancer Center, em
Nova York. As inscricdes comegaram em janeiro de 2009 e terminaram em Julho de 2016,
como parte de um estudo maior financiado pelo NIH (NICHD e NCI; RO1 HD 053112) para
avaliar o impacto da quimioterapia do cancer de mama na reserva ovariana.

Baseado na distribui¢do de pacientes atendidas no Memorial Sloan Kettering Cancer
Center no biénio 2007-2008, estimou-se que 74% das participantes receberiam AC-T, 12,5%
CMF, e 13,5% outros regimes quimioterapicos. Desta forma, para investigar o impacto dos
regimes quimioterapicos mais comumente utilizados no tratamento do cancer de mama em
mulheres na menacme sobre a reserva ovariana avaliada por meio da aferi¢do das
concentragdes séricas de HAM antes e um ano apds o término do tratamento quimioterapico,
os regimes avaliados foram os acima apresentados.

Foram incluidas no projeto tanto pacientes com tumores receptores de estrogénio
positivo como negativo, no entanto, o uso do tamoxifeno como fator de confusdo foi
investigado durante a andlise estatistica, pois este farmaco poderia alterar os valores de
HAM, devido aos seus efeitos estimulantes no ovario (Oktay et al., 2005). Baseado em dados
prévios do Memorial Sloan Kettering Cancer Center no biénio 2007-2008, estimou-se que

aproximadamente 80% das pacientes utilizariam tamoxifeno.

3.2 Pacientes

Todas as pacientes incluidas no estudo apresentaram os seguintes critérios de
elegibilidade:
a) Idade entre 18-42 anos;

b) Ciclos menstruais regulares (fluxo menstrual com duragdo de 2-7 dias e intervalos
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de 21-35 dias, pelo menos durante os ultimos 12 meses) (Committee on Practice
Bulletins-Gynecology, 2012);
¢) Auséncia de histérico pessoal de doencgas/cirurgias ovarianas;
d) Confirmacao histolégica do cancer de mama;
e) Utilizagdo de um dos regimes quimioterdpicos neoadjuvante e/ou adjuvante
abaixo especificados:
- 6 ciclos de regime quimioterapico contendo antraciclina, ciclofosfamida e
taxano sequencial (AC-T, normalmente com 16 semanas de duragdo);
- 4 a 8 ciclos de regime quimioterdpico ndo-antraciclico, contendo
ciclofosfamida, metotrexato e 5-fluorouracil (CMF, normalmente com 24
semanas de duracao);
-4 a 6 ciclos de regime quimioterapico contendo agentes diversos (AC, EC ou
T normalmente com 12 semanas de duragdo, por exemplo);
f) Presenca de boa performance status (ECOG 0 ou 1) no momento da inclusdao no
estudo. Essa escala descreve o nivel de performance de um paciente em termos de
sua capacidade de cuidar de si mesmo, atividades didrias e capacidade fisica
(caminhar, trabalhar, entre outros).
g) Auséncia de histéria de quimioterapia, cirurgia ovariana ou irradia¢do pélvica;
h) Auséncia de diagndstico de infertilidade;
1) Auséncia de historia familiar de faléncia ovariana prematura;
j) Auséncia de uso de contraceptivos hormonais ou indutores da ovulagdo nos

ultimos 2 meses.

3.3 Procedimentos do estudo

No projeto maior, onde o presente plano de pesquisa estd inserido, apés o término da
quimioterapia, as pacientes seriam acompanhadas com coletas de amostras sanguineas para
dosagem das concentracdes séricas de HAM, além de andlise do calendario menstrual até o
termino do estudo previsto para quatro anos de acompanhamento. O acompanhamento foi
realizado a cada quatro meses durante o primeiro ano de inclusdo no estudo. No segundo ano
de inclusdo do estudo, o acompanhamento esta sendo realizado a cada seis meses. A partir do
terceiro ano de seguimento, avaliacdes anuais estdo sendo realizadas, até o maximo de 4 anos
apos o término da quimioterapia. Apresentamos no presente estudo apenas as analises

realizadas antes do inicio da quimioterapia e um ano apods o seu término. Os dados relativos
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ao periodo maior de acompanhamento serdo divulgados futuramente, assim que todas as
pacientes tiverem concluido o periodo de acompanhamento definido e houver verba para
custear as dosagens de HAM.

As mulheres que se inscreveram forneceram amostras de sangue antes do tratamento e
apos término do tratamento, nos momentos acima descritos e permitiram o acesso a
informagdes em seus prontudrios médicos, tais como idade, tipo de tratamento
quimioterdpico, calenddrio menstrual, tabagismo e indice de massa corporal. Todas as
mulheres foram entrevistadas por um médico oncologista e forneceram sua historia familiar
de cancer de mama/ovario e outras informagdes relevantes para avaliar seu risco de ter uma
mutagdo do gene BRCA (ancestralidade judaica ou familiar com uma mutagdo BRCA
deletéria conhecida, por exemplo). A historia familiar foi coletada na primeira consulta e as
diretrizes da NCCN (versao 1.2018) foram seguidas para a decisdao da realizagdo do teste de

mutagdo BRCA (NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology, 2017).

3.3.1 Coleta das amostras e avaliacdo dos marcadores bioquimicos pré e poés-quimioterapia

Amostras de 20 ml de sangue foram coletadas em tubo de gel (marble) no momento
da inclusdo no estudo, antes de iniciar o tratamento quimioterapico, € um ano ap6s o término
do tratamento, independente do dia do ciclo menstrual. Apos a coleta, realizava-se a inversao
do tubo por 5 vezes, deixando a amostra coagular durante 20 minutos na posi¢do vertical,
centrifugando por 10 minutos, a 2.000 g. A seguir, o soro resultante foi aliquotado e
armazenado a -80°C até momento da andlise. As aliquotas foram enviadas em gelo seco para

testes na Ansh Labs (Webster, TX) onde foram armazenadas a -80°C.

3.3.2 Seguimento ap0ds a quimioterapia

Apds um ano do termino da quimioterapia, as pacientes realizaram coleta de amostra
sanguinea para dosagem das concentragdes sé€ricas de HAM, além da analise do calendario
menstrual. Para as pacientes que apresentavam sangramento genital, eram analisados o
intervalo, a durag@o e o volume de sangramento.

O diagnéstico de comprometimento da reserva ovariana foi realizado por meio da
afericdo das concentracdes séricas de HAM, considerando-se insuficiéncia ovariana a

presenga de concentragdes séricas de HAM indetectdveis um ano apdés o término da
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quimioterapia (Tabela 1), associada a amenorreia. Concentragdes séricas de HAM inferiores a
1.1 ng/ml podem indicar baixa reserva ovariana e reducdo de fertilidade (Ferraretti et al.,

2011).

Tabela 1 - Critérios diagndsticos para baixa reserva ovariana e insuficiéncia ovariana

Niveis hormonais Diagnostico
HAM 2 1.1 ng/ml Reserva ovariana normal
HAM < 1.1 ng/ml Baixa reserva ovariana
HAM indetectavel Insuficiéncia ovariana

Fonte: Bedoschi (2018, p. 34)

3.4 Variaveis analisadas

3.4.1 Variaveis dependentes
Concentragdes séricas de HAM aferidas 12 meses apds o término da quimioterapia e

calendario menstrual.

3.4.2 Variaveis independentes
Variaveis qualitativas: raca, tabagismo, tipo de regime quimioterapico utilizado, uso
de tamoxifeno e mutagdo BRCA.
Varidveis quantitativas: idade, indice de massa corporea (IMC) e as concentragdes

séricas de HAM aferidas antes do inicio da quimioterapia.

3.5 Fontes de dados e metodologias

As variaveis idade, raga, indice de massa corpdrea, tipo de regime quimioterapico
utilizado, tabagismo, uso de tamoxifeno e mutacio BRCA foram obtidas dos prontuarios
médicos das pacientes.

A idade foi analisada em anos antes do inicio do tratamento quimioterapico; o IMC
foi calculado pela divisd@o do peso do individuo em quilogramas pelo quadrado de sua altura
em metros e categorizado em normal (18,5 a <25), sobrepeso (25 a <30) ou obesidade (230);
as concentragdes séricas de HAM foram expressas em nanogramas por mililitros (ng/ml) e

aferidas conforme descrito a seguir. A raca foi analisada conforme informado pelas pacientes
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(asiatica, negra, branca, entre outras); o tipo de regime quimioterdpico utilizado foi
categorizado em AC-T (6 ciclos de regime quimioterdpico contendo antraciclicos,
ciclofosfamida e taxanos), CMF (4-8 ciclos de regime quimioterapico nao-antraciclico
contendo ciclofosfamida, metotrexato e 5-fluorouracil) ou outros regimes quimioterapicos (4-
6 ciclos de regime quimioterapico contendo agentes diversos); o tabagismo foi analisado
conforme informado pelas pacientes (sim ou ndo); o uso de tamoxifeno adjuvante foi
analisado conforme descrito em prontudrio médico (sim ou ndo); a mutacdo do BRCA foi
analisada conforme descrito em prontuario médico (positivo, negativo ou ndo testada por
baixo risco de mutagdo) e categorizado em BRCA 1 ou BRCA2 quando mutacdo positiva.
A maioria das mulheres forneceram sua historia familiar de cancer de mama/ovario e
outras informagdes relevantes para avaliar seu risco de ter uma mutacdo do gene BRCA. A
histéria familiar foi coletada na primeira consulta com um médico oncologista e as diretrizes
da NCCN (versao 1.2018) (NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology, 2017)) foram
seguidas para a decisdo da realizacdo do teste de mutacio BRCA. As seguintes situacdes
extraidas dos prontuarios médicos das pacientes indicavam a realizagdo do teste de mutagdo
BRCA:
a) Historico familiar positivo para mutagao deletéria do gene BRCA1/BRCA2;
b) Histdrico pessoal de cancer de mama e um ou mais dos seguintes itens:
- diagnostico <50 anos de idade com: cancer de mama primario adicional; >1
parente proximo com cancer de mama diagnosticado em qualquer idade; >1
parente proximo com cancer de pancreas; >1 parente com cancer de prostata
escore de Gleason >7 ou metastatico; historico familiar desconhecida ou
limitada.
- diagnostico <60 anos com cancer de mama triplo negativo;
- diagnostico em qualquer idade com: >2 parentes proximos diagnosticados
com cancer de mama, cancer de pancreas ou cancer de prdstata escore de
Gleason >7 ou metastatico, em qualquer idade; >1 parente proximo de sangue
com cancer de mama <50 anos; >1 parente proximo de sangue com carcinoma
ovariano; parente proximo do sexo masculino com cancer de mama; em
mulheres com etnia associada a maior frequéncia de mutacdo (ancestralidade
judaica, por exemplo), o historico familiar adicional pode ndo ser necessario;
c) Mutacdo patogénica de BRCA1/BRCA2 detectada por perfis de tumor em

qualquer tipo de tumor na auséncia de mutagdo germinativa.
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3.5.1 Mensuracao das concentracdes séricas de HAM

O HAM no soro foi dosado utilizando um método enzimatico de
imunoquimioluminescéncia quantitativo altamente especifico (picoAMH ELISA, Ansh Labs,
Webster, TX) seguindo as instrugdes do fabricante. Os niveis de HAM foram expressos em
ng/ml e todos os ensaios foram realizados em trés dias em meados de agosto de 2017 com um
unico lote de reagentes. O alcance dindmico do teste foi de 0,007 ng/ml (0,0038 a 1,091
ng/ml). As amostras foram inicialmente diluidas 1:10 para permanecer dentro do alcance
dindmico do teste. Os valores iniciais quantificados abaixo de 0,03 ng/ml foram novamente
testados e quaisquer amostras com valores iniciais >11,5 ng/ml foram novamente testadas em
uma diluicdo de 1:20. O limite de detec¢do para o HAM foi de 0,002 ng/ml. Todas as
densidades Opticas cairam dentro da curva padrdo. Ambos os coeficientes de variagdo (CV)
intra e inter-ensaio foram de <7%. Todas as pacientes do estudo foram orientadas a realizar

um calendério menstrual durante o acompanhamento.

3.6. Medidas para evitar potenciais vieses

O viés de selecao foi evitado convidando todos as mulheres diagnosticadas com
cancer de mama com idade £ 42 anos que foram submetidas a tratamento quimioterapico e
preencheram os critérios de elegibilidade para participar do estudo. Desequilibrios entre
grupos em covariaveis relacionadas ao comprometimento da reserva ovariana foram evitados
adotando-se critérios de elegibilidade altamente seletivos para inclusdo de pacientes. Como a
dosagem das concentragdes séricas de HAM com diferentes lotes de reagentes pode alterar os
resultados obtidos, todos os ensaios foram realizados em trés dias consecutivos em meados de
agosto de 2017 com um unico lote de reagentes. Para evitar viés de deteccdo, todas as
dosagens de HAM foram realizadas por um unico técnico com experiéncia na metodologia e
que ndo tinha acesso a informagdes clinicas das pacientes. O viés de relato foi evitado

apresentando e analisando todos os resultados obtidos.

3.7 Casuistica

Para responder o objetivo primdrio do estudo (caracterizar o impacto dos regimes

quimioterdpicos mais comumente utilizados no tratamento do cancer de mama em mulheres

na menacme sobre a reserva ovariana avaliada por meio da afericdo das concentragdes séricas
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de HAM antes e um ano apds o término do tratamento quimioterapico), uma amostra de
100 pacientes seria suficiente para proporcionar > 80% de poder estatistico para detectar uma
reducdo > 25% nas concentragdes séricas de HAM a partir da linha de base (concentracao
pré-tratamento), utilizando o teste de Wilcoxon Signed-Rank, com um nivel de significancia
de 0,05. Uma amostra de 135 pacientes seria suficiente para proporcionar > 90% de poder
estatistico para detectar uma redugdo > 25% nas concentragdes séricas de HAM a partir da
linha de base (concentragdo pré-tratamento), utilizando o teste de Wilcoxon Signed-Rank,
com um nivel de significancia de 0,05. O poder estatistico foi calculado utilizando uma
estimativa média dos niveis basais (+ DP) dos marcadores da reserva ovariana baseada em

dados publicados anteriormente (Tabela 2).

Tabela 2 - Estimativa média dos niveis basais (+ DP) de HAM.

Marcador Estimativa média (+ DP) Referéncias

(de Vet,et al., 2002; Fanchin et al., 2003;

HAM (ng/ml) 1,4+0,3
Scheffer et al., 2003; van Rooij et al., 2002)

Fonte: Bedoschi (2018, p. 37)

3.8 Analise estatistica

Para caracterizar o impacto dos regimes quimioterapicos comumente utilizados no
tratamento do cancer de mama em mulheres na menacme sobre a reserva ovariana avaliada
por meio da afericdo das concentracdes séricas de HAM e calendario menstrual, analisados
antes do inicio do tratamento € um ano apos o término do tratamento quimioterdpico,
inicialmente foi realizada uma analise exploratoria dos dados, considerando as medidas de
posi¢do central: média ou mediana; e as medidas de dispersdo: desvio padrdo ou intervalo
interquartil; dependendo da distribuicido da mesma. As varidveis qualitativas foram
apresentadas como frequéncias absolutas e relativas.

Foram construidos graficos de boxplot para verificar a distribuicdo da variavel HAM
ao longo do tempo. Graficos de dispersdo foram realizados para verificar a relagdo da
variavel HAM aferida antes do inicio da quimioterapia em relacdo a idade. O coeficiente de
Pearson foi utilizado para estimar a correlagdo entre as variaveis HAM aferida antes do inicio
do tratamento e idade. As concentragdes séricas de HAM foram representadas pela mediana e

intervalo interquartil. Os testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney (grupos de variaveis com
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apenas duas classes) e de Kruskal-Wallis (grupos de variaveis com trés ou mais classes)
foram utilizados para comparar as concentra¢des séricas de HAM em relagdo as varidveis
categoricas. O teste de comparacdes multiplas de Dunn foi utilizado ap6s o teste de Kruskal-
Wallis, quando a hip6tese nula foi rejeitada pelo teste de Kruskal-Wallis. Um modelo linear
generalizado foi realizado para verificar quais os fatores estdo influenciando na varidvel
HAM antes do inicio da quimioterapia. Os graficos foram construidos no programa R versdo
3.3.3.

Um modelo de regressdo logistica multiplo foi construido para verificar quais
variaveis influenciam o desfecho menstrua¢do no periodo de 12 meses. Foram consideradas
como covariaveis somente as variaveis com p-valor menor do que 0,10 na analise univariada.
A analise foi baseada em razdes de chances (OR) utilizando-se a regressao logistica multipla e
intervalos de confianca robustos (IC 95%).

Um modelo de regressao linear de efeitos mistos multiplo foi construido para verificar
quais variaveis deveriam ser incluidas no modelo de predi¢do de comprometimento de
reserva ovariana, estabelecido por meio das concentragdes séricas de HAM um ano apods o
término da quimioterapia. Foram considerados como varidveis independentes o tempo, a
idade, a raca, a presenca da mutacdo dos genes BRCA, o regime de tratamento
quimioterdpico, o uso de tamoxifeno, o tabagismo, e as interagdes do tempo com BRCA e
tamoxifeno. Foi checado o ajuste do modelo considerando uma andlise de residuos. Para que
os dados ficassem bem ajustados, foi realizada uma transformac¢do logaritmica na variavel
resposta. As analises foram implementadas no programa SAS versao 9.4.

Para avaliar se as mulheres com cancer de mama com mutacdo BRCAI ou BRCA2
apresentam maior susceptibilidade aos tratamentos quimioterapicos quando comparadas com
mulheres sem mutacdo, ou com baixo risco de mutacdo, foi realizada uma regressao linear
univariada nos valores de HAM para as mulheres sem teste BRCA realizado (Figura 1)
resultando em um nivel esperado de HAM dada a idade da mulher, a fim de considerar a
variagdo dos niveis de HAM com o avangar da idade da mulher. Os resultados de HAM basais
(antes do tratamento do cancer) para todas as mulheres foram divididos pelo nivel esperado
com base na idade, para produzir um resultado de HAM "ajustado"” com uma mediana
esperada de 1,00 no grupo de referéncia. Os niveis basais de HAM ajustados foram entdo
comparados entre os trés grupos de mulheres com cancer de mama, utilizando andlise de

variancia e testes t, apos uma transformagao logaritmica.
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Figura 1 - Regressdo linear univariada dos niveis de HAM basais ajustados para a idade,
entre as 38 mulheres ndo testadas para mutagdes no BRCA que apresentavam historia familiar

negativa para a mutacao
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Nota: A inclinagdo foi de -0,02154 (F= -3,34, p=0,076) com um intercepto de 1,30525. Fonte:
Bedoschi (2018, p. 39)

Para estimar a recuperagdo ovariana, as concentragdes séricas de HAM apds um ano
do tratamento quimioterapico também foram ajustadas para a idade da mulher no momento da
coleta, conforme descrito anteriormente. A média geométrica do valor de HAM ajustada ao
longo desse periodo de tempo foi entdo computada para cada mulher e uma razao entre este
valor e seu HAM de base foi computada e relatada como a porcentagem de recuperagdo. Por
exemplo, se a recuperacao fosse inferior a 100% (niveis médios ajustados de HAM ap6s um
ano do término do tratamento igual ao nivel aferido antes do inicio do tratamento
quimioterdpico), isso indicaria que a reserva ovariana da mulher ndo se recuperou
completamente. Estas estimativas de recuperacao percentual foram entdo comparadas entre os
trés grupos BRCA de mulheres com cancer de mama usando andlise de variancia e testes t,

apos uma transformacao logaritmica.
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RESULTADOS

4.1 Fluxograma do estudo

Todas as mulheres diagnosticadas com cancer de mama em idade reprodutiva
atendidas no Memorial Sloan Kettering Cancer Center foram convidadas a participar do
estudo no periodo de Janeiro de 2009 a Julho de 2016. Duzentas e sete pacientes foram
examinadas para elegibilidade do estudo. Cento e quarenta e oito pacientes preencheram os
critérios de elegibilidade, todas aceitaram participar do estudo, apresentando amostras de
sangue com afericdo do HAM antes do inicio do tratamento quimioterapico. Amostras de
sangue ap6s um ano do término do tratamento quimioterdpico foram obtidas de 134
pacientes, sendo aferidas as concentracdes séricas de HAM em todas as amostras. Quatorze
pacientes ndo tiveram amostras de sangue coletadas um ano apds o término da quimioterapia,
sendo excluidas da andlise para os objetivos do estudo. Cento e dezessete mulheres
apresentavam dados sobre historia familiar de cancer de mama/ovario e outras informacdes
relevantes para avaliar seu risco de ter uma mutagdo de BRCA (ancestralidade judaica ou
parente com uma mutagdo BRCA deletéria conhecida, por exemplo), sendo 65 com BRCA
negativas, 14 positivas e 38 ndo realizaram o teste BRCA por baixo risco de portar as
mutagdes, sendo analisadas para o objetivo secundario do estudo: comparacdo das
concentragdes séricas de HAM, em mulheres com mutagdes BRCAI ou BRCA2 e mulheres

que ndo possuem a mutacdo ou com baixo risco de portar tais mutagdes (figura 2).

Figura 2 - Fluxograma do estudo
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4.2 Caracterizagdo das pacientes analisadas no estudo

A média de idade no diagnéstico foi de 36,67 (+ 3,95) anos. As caracteristicas das
pacientes elegiveis ao estudo estdo listadas na Tabela 3. Setenta por cento (70,9%) das
pacientes eram brancas e 59,7% apresentavam IMC normal. Cinquenta e oito por cento
(58,96%) das pacientes ndo eram tabagistas. Vinte e nove por cento (29,85%) das pacientes
apresentaram estadio 1 e 45,53% eram negativas para nodulos. Setenta e nove por cento
(79,11%) eram positivas para receptores de estrogeno e 74,63% positivas para receptores de
progesterona. Setenta e sete por cento (77,61%) das pacientes receberam AC-T, 9,7%

receberam CMF e 12,69% receberam outros regimes de quimioterapia.

Tabela 3 - Caracterizagdo das pacientes analisadas no estudo

Variavel N %
Raca

Asiatica 18 13,44
Negra 12 8,95
Outra 5 3,73
Branca 95 70,90
Indisponivel 4 2,98
IMC

Normal 80 59,70
Sobrepeso 39 29,10
Obesidade 12 8,96
Indisponivel 3 2,24
Tabagismo

Nao 79 58,96
Sim 34 25,37
Indisponivel 21 15,67
Receptor HER2

Negativo 97 72,39
Positivo 35 26,12
Indisponivel 2 1,49
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Variavel N %
Receptor de estrogénio

Negativo 26 19,40
Positivo 106 79,11
Indisponivel 2 1,49
Receptor de progesterona

Negativo 32 23,88
Positivo 100 74,63
Indisponivel 2 1,49
Estadiamento

1 40 29,85
2 55 41,05
3 37 27,61
Indisponivel 2 1,49
Linfonodos

NO 61 45,53
N1 43 32,09
N2 18 13,43
N3 10 7,46
Indisponivel 2 1,49
Muta¢ao BRCA

negativo 65 48,51
positivo 14 10,45
Nio testado 38 28,35
Indisponivel 17 12,69
Tipo de mutacio BRCA

1 6 42,86
2 8 57,14
Regimes de Quimioterapia

AC-T 104 77,61
CMF 13 9,70
Outros regimes 17 12,69

Fonte: Bedoschi (2018, p. 43-44)
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4.3 Concentragdes séricas de hormonio anti-Mulleriano e padrao menstrual

Visando caracterizar o impacto dos regimes quimioterapicos comumente utilizados no
tratamento do cancer de mama em mulheres na menacme sobre a reserva ovariana avaliada
por da afericdo das concentracdes séricas de HAM, as concentragdes de HAM foram
avaliadas antes e um ano apos o término da quimioterapia.

Antes da quimioterapia, a mediana da concentracdo sérica de HAM foi de 2,84 ng/ml
(N=134; intervalo interquartil (IIQ), 1,26; 4,65), sendo que nenhuma paciente apresentou
concentragdes séricas de HAM basais abaixo do limiar minimo de detec¢do do teste. Apenas
21,64% das pacientes apresentavam concentracdes séricas de HAM basais <1,1 ng/ml,
indicativo de baixa reserva ovariana, enquanto 78,36% apresentavam concentragdes séricas de
HAM basais > 1,1 ng/ml, demonstrando que a maioria das pacientes apresentavam reserva
ovariana normal no inicio do estudo. Um ano apods o término da quimioterapia, observou-se
uma reducdo significativa das concentragdes séricas de HAM, sendo a mediana da
concentragdo sérica de HAM de 0,13 ng/ml (I1Q, 0,02; 0,35 ng/ml) (Figura 3). Um ano apds o
término da quimioterapia, as concentragdes séricas de HAM foram <1,1 ng/ml em 92,31%,
sendo que em 11,54% das pacientes as concentragdes apresentavam-se indetectaveis. Apenas
7,69% das pacientes apresentaram concentracdes séricas de HAM > 1,1 ng/ml ap6s 1 ano do
término da quimioterapia. Sendo assim, a percentagem de mulheres com reserva ovariana
normal reduziu de maneira significativamente apds o tratamento quimioterapico (78,36% vs.

7,69%, p<0,001).

Figura 3 - Concentragdes de HAM antes e um ano ap6s o término da quimioterapia
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O calendério menstrual encontrava-se devidamente preenchido em 61,94% (83/134)
das pacientes analisadas no estudo. A amenorreia induzida por quimioterapia ocorreu em
25,30% (21/83) das pacientes apos 12 meses do término da quimioterapia. Maiores
concentragdes basais de HAM foram preditivas de um periodo mais curto de amenorreia

induzida pela quimioterapia (Tabela 4).

Tabela 4 - Comparagdo das concentracdes séricas de HAM (ng/ml) basal e presenca de

menstruacdo apds 12 meses do término do tratamento quimioterapico

N Mediana Q1 Q3 p-valor
Menstruagdo 12 meses
Nao 21 1,82 0,80 3,52
0,0351
Sim 62 3,07 1,77 4,43

Nota: p-valor referente ao teste de Mann Whitney. Fonte: Bedoschi (2018, p. 46)

Visando caracterizar o impacto dos regimes quimioterapicos comumente utilizados no
tratamento do cancer de mama em mulheres na menacme sobre a reserva ovariana avaliada
por meio do calendario menstrual, um modelo de regressao logistica multiplo foi construido
para verificar quais varidveis influenciam o desfecho menstruagao no periodo de 12 meses. As
covaridveis com p-valor menor do que 0,10 na analise univariada, incluidas no modelo de
regressao logistica multiplo, foram: IMC (p=0,08), estadiamento (p=0,04) e niveis de HAM
aferidos antes do inicio do tratamento quimioterapico (p=0,03). A varidvel raca (p=0,02) nao
entrou na analise multivariada por motivos de problemas de separacdo quase completa. Os
problemas de separacdo sdo aqueles casos nos quais uma determinada categoria se classifica
totalmente em um evento de interesse (presenca de menstruagdo, por exemplo) e,
consequentemente, ndo apresenta nenhum registro no evento complementar (amenorreia, por
exemplo). Nesses problemas, ocorre o impedimento da obten¢do da razdo de chances (OR) na
referente categoria devido a formulacdo matematica do calculo do OR. A tUnica covaridvel
que influenciou a recuperagdo do fluxo menstrual no modelo de regressdo logistico multiplo
foi a concentracdo sérica de HAM aferida antes do inicio do tratamento quimioterapico, que
foi maior em pacientes que apresentaram recuperacdo do fluxo menstrual em comparagao
com aquelas que ndo o recuperaram.

Estabelecendo o valor aleatério de HAM aferido antes do inicio da quimioterapia de
2,2 ng/ml, observamos que as mulheres que apresentaram valores de HAM basais maiores que

2,2 ng/ml, apresentaram maiores taxas de menstrua¢do ao término de um ano do tratamento
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quimioterapico do que quando comparadas com mulheres com niveis de HAM basais iguais
ou inferiores a 2,2 ng/ml (67,16% vs. 32,84%, respectivamente; p=0,0287). A razdo de
chances para todas as mulheres analisadas (N=83) foi de 3,841 (IC 95%, 1,259-11,720).

Além disso, encontramos associagdo estatisticamente significativa entre as
concentragdes séricas de HAM das pacientes e seu padrao menstrual um ano apos o término

da quimioterapia (Tabela 5).

Tabela 5 - Comparagdo das concentragdes séricas de HAM (ng/ml) um ano ap6s o término

da quimioterapia e presenca de menstruacdo apos 12 meses do término do tratamento

quimioterapico
N Mediana Q1 Q3 p-valor
Menstruagdo 12 meses
Nio 21 0,017 0,003 0,057
<0,0001
Sim 62 0,18 0,049 0,59

Nota: p-valor referente ao teste de Mann Whitney. Fonte: Bedoschi (2018, p. 47)

4.4 Qutras analises

4.4.1 Concentracdes séricas de hormodnio anti-Mulleriano nos diferentes regimes de

quimioterapia

Antes da quimioterapia, a mediana da concentragdo sérica de HAM foi de 3,04 ng/ml,
3,29 ng/ml e 1,74 ng/ml para as pacientes que realizaram o regime AC-T (N=104; 11Q 1,48;
4,52), CMF (N=13; IIQ 1,70; 3,92) e outros regimes quimioterapicos (N=17; I1Q 0,66; 2,93),
respectivamente. A analise univariada demonstrou que os diferentes grupos de regime de
tratamento ndo apresentavam diferencas estatisticamente significativas nas concentragdes
séricas de HAM aferidas antes do inicio do tratamento quimioterdpico (p=0,17). Um ano apds
o término da quimioterapia, observou-se uma reducdo significativa das concentracdes séricas
de HAM, sendo a mediana da concentracdo sérica de HAM de 0,14 ng/ml, 0,04 ng/ml e 0,14
ng/ml para as pacientes que realizaram o regime AC-T (IIQ, 0,02; 0,38 ng/ml), CMF (11Q,
0,03; 0,15 ng/ml) e outros regimes quimioterapicos (I1Q, 0,05; 0,91 ng/ml), respectivamente.
A analise univariada demonstrou que o regime de tratamento influenciou de maneira

significativa a reducdo dos niveis do HAM apos 1 ano do término do tratamento
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quimioterapico (figura 4). O grupo de tratamento que utilizou CMF apresentou maior redugao
da reserva ovariana quando comparado com o grupo de tratamento que utilizou outros
regimes quimioterapicos (p=0,049). Nao existe diferenca estatistica entre os grupos AC-T e

CMF (p=0,099), nem entre os grupos AC-T e outros regimes quimioterapicos (p=0,208).

Figura 4 - Concentragdes séricas de HAM antes e doze meses apds o término do tratamento

quimioterapico com AC-T (RT1), CMF (RT2) e outros regimes de tratamento (RT3)
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4.4.2 Concentragdes séricas de hormonio anti-Mulleriano e terapia com tamoxifeno

Noventa e seis das 119 pacientes com cancer de mama com receptores de estrogénio
positivos (80,7%) receberam tratamento adjuvante com tamoxifeno apds a quimioterapia.
Pacientes que realizaram adjuvancia com tamoxifeno tiveram concentragdes séricas de HAM
similares (0,13 ng/ml; IIQ, 0,02; 0,33 ng/ml) as de pacientes que ndo receberam tamoxifeno

(0,17 ng/ml; 11Q, 0,04; 0,38 ng/ml; p=0,68).

4.4.3 Determinacdo de quais varidveis qualitativas ou quantitativas possuem a melhor

capacidade de predizer o comprometimento da reserva ovariana

A idade foi a tnica varidvel preditora de niveis de HAM antes da quimioterapia. Na
analise univariada, maior idade no inicio do estudo foi significativamente associada com
niveis mais baixos de HAM, com uma diminui¢ao de 0,19 ng/ml por ano de vida (p=0,003)

(Figura 5). Esse achado foi consistente na analise multivariada, mostrando apenas a idade
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como uma varidvel que influencia os niveis de HAM (p=0,0016), enquanto nenhuma
associacdo com marcadores prognosticos cldssicos, como raga, IMC, tabagismo e estagio

tumoral.

Figura S - Grafico de dispersdo para verificar a relagdo entre a varidvel HAM aferida antes

do inicio do tratamento quimioterapico em relagdo a variavel idade
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Nota: Verificamos que existe uma corre¢do inversa entre a idade e o HAM (coeficiente de
correlacdo de Pearson -0,2789, com p-valor 0,003). Considerando um modelo de regressao
univariado, com a varidvel HAM como desfecho e a idade como variavel preditora,

verificamos que a queda no HAM ¢ de 0,19 ng/ml por ano. Fonte: Bedoschi (2018, p. 49).

A andlise de regressdo linear de efeitos mistos multiplo confirmou que, para todas as
mulheres analisadas (N=134), as concentragdes séricas de HAM basais (p<0,0001), a idade
(p=0,0438) e o regime de tratamento realizado (p=0,0259) foram significativamente e
independentemente relacionados com a reducgdo dos niveis de HAM ap6s um ano do término

da quimioterapia.

4.4.4 Desenvolvimento de um modelo de predicdo de comprometimento de reserva ovariana

Os resultados da analise multivariada sdo apresentados como um nomograma (Figura
6) em que as concentragdes séricas de HAM basais, idade da paciente e regime
quimioterapico utilizado sdo dados de entrada para estimar valores de HAM ap6s um ano do

término da quimioterapia. Maiores niveis de HAM pds-tratamento serdo obtidos em pacientes
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com maiores niveis séricos de HAM basais e em idades mais jovens.

Figura 6 - Modelo de nomograma desenvolvido para predizer os niveis séricos de HAM
(pg/ml) apds 1 ano do final da quimioterapia em pacientes na pré-menopausa com cancer de

mama

Y (pg/ml) = 1698,52 + (0,106 x HAM basal em pg/ml) — (34,52 x Idade) — (535,97 x
Regime de Tratamento AC-T) — (506,88 x Regime de Tratamento CMF)

Nota: A variavel regime de tratamento foi transformada em uma variavel qualitativa (varidvel
dummy). Portanto, se “Regime de Tratamento AC-T” for igual a 1, entdo o paciente recebeu
regime de tratamento AC-T. Caso contrario, o valor deve ser igual a 0. Da mesma maneira, se
“Regime de Tratamento CMF” for igual a 1, entdo a paciente recebeu regime tratamento
CMF. Caso contrario, o valor deve ser igual a zero. No modelo de nomograma, os valores de
HAM devem ser expressos em picograma por mililitro (pg/ml). Sendo assim, 1 picograma

por mililitro (pg/ml) = 0,001 nanograma por mililitro (ng/ml). Fonte: Bedoschi (2018, p. 50)

4.4.5 Mutacdes BRCA1 ou BRCA2 e comprometimento da reserva ovariana

Cento e dezessete das 134 pacientes analisadas no estudo (87,31%) apresentavam
dados sobre historia familiar de cancer de mama/ovario e outras informagdes relevantes para
avaliar seu risco de ter uma mutacdo de BRCA (ancestralidade judaica, por exemplo) e foram
analisadas para caracterizagdo do impacto da mutacdo do BRCA nos niveis de HAM
coletados antes do inicio do tratamento e ap6s um ano do término da quimioterapia. Quatorze
pacientes apresentavam mutacdo patogénica, 65 pacientes apresentavam teste negativo para
mutagdo e 38 pacientes ndo realizaram o teste para mutacdo do BRCA por serem de baixo
risco para apresentar a mutagao.

Aquelas com uma mutacdo BRCA identificada eram um pouco mais jovens (33,7
anos) em comparacao com os outros grupos (37,1 e 36,8 anos, para os grupos teste negativo e
ndo testadas, respectivamente), porém sem significancia estatistica (p=0,066). Nao houve
diferengas significativas no indice de massa corporal (IMC), no status do receptor de

estrogénio ou na mediana dos niveis de HAM basal entre os grupos. Os menores niveis de
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mediana do HAM basal ocorreram naquelas com uma mutagao patogénica BRCA identificada.
No entanto, dado que aquelas portadoras de mutagdo tendem a ser mais jovens, os niveis de
HAM deveriam ser os mais altos, devido a associagdo negativa entre idade e HAM.

Os resultados iniciais do HAM em todas as 117 mulheres foram entdo ajustados
dividindo-se pelos niveis esperados de HAM de acordo com a idade de cada mulher. Os
resultados sdo mostrados na Figura 7. A razdo das médias geométricas dos niveis de HAM
observados para os niveis de HAM esperados para os trés grupos de BRCA (ndo testadas,
negativas e positivas) sdo 1,00, 0,79 e 0,66, respectivamente.

A andlise de varidncia com contraste linear (-1, 0, 1) mostra que esse achado nao
atinge significancia estatistica (p=0,078). Assim, depois de contabilizar a idade, as mulheres
negativas ou positivas para mutagdo BRCA (todas tendo uma historia familiar positiva)
apresentam niveis basais de HAM ajustados para a idade 11% e 34% mais baixos do que as

mulheres que ndo foram testadas (grupo referente, familia com histéria negativa).

Figura 7 - Concentracdes séricas de HAM basais ajustadas pelos niveis esperados de HAM
de acordo com a idade em 117 mulheres com cancer de mama, sendo 38 nao testadas para as

mutagdes (baixo risco), 65 negativas e 14 portadoras de mutagdo patogénica no BRCA
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A recuperagdo ovariana foi definida como a média geométrica dos niveis de HAM
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ajustados aos 12 meses pos-tratamento. A Figura 8 mostra as distribui¢des resultantes da
recuperagdo percentual de HAM, estratificadas pelos trés grupos de testes BRCA. As
recuperagdes médias geométricas foram de 3,71%, 5,25% e 1,62%, respectivamente, em
pacientes ndo testadas, BRCA negativo e BRCA positivo. A recuperagdo de 4,61% nos grupos
de BRCA negativos combinado com o grupo nio testado foi 2,8 vezes maior do que a

recuperagdo de 1,62% no grupo positivo de BRCA (ANOVA, p=0,034, F=4,59).

Figura 8 - Recuperagdo ovariana um ano apds o término da quimioterapia para o tratamento
do cancer de mama, avaliada pelas concentracdes sérias de HAM, em pacientes ndo testadas

(com baixo risco de mutag¢do), BRCA negativo e BRCA positivo
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Nota: As concentragdes séricas de HAM de cada mulher aos 12 meses foram divididas pelo
nivel esperado com base em sua idade na coleta da amostra. As linhas horizontais s6lidas
indicam os valores médios geométricos para os trés grupos BRCA (6,3%, 4,1% e 1,6%,
respectivamente para as ndo testadas, negativas e positivas). A linha tracejada (5,4%) mostra
a média geométrica para os grupos ndo testado e BRCA negativo combinados. Fonte:

Bedoschi (2018, p. 52).
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Como o potencial da recuperagdo ovariana foi dependente do tipo de quimioterapia, os
dados para a recuperacdo dos ovarios foram reanalisados para os trés grupos BRCA apds a
restricdo para as pacientes tratadas com AC-T. Oitenta e trés mulheres foram tratadas com
AC-T, sendo 25, 46 e 12, respectivamente, ndo testadas, negativas e positivas para mutagao
do BRCA. As recuperagdes médias de HAM para esses novos grupos foram, respectivamente,
de 3,2%, 4,7% e 1,3%. O grupo BRCA positivo apresentou recuperacdo ovariana
significativamente pior dos niveis séricos de HAM um ano ap6s o término do tratamento
quando comparado aos grupos nao testados e BRCA negativo (1,3 vs. 4,1%, respectivamente;

ANOVA, p=0,014, F=6,28).
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DISCUSSAO

No presente estudo longitudinal prospectivo, nds avaliamos amostras de soro em 134
pacientes com cancer de mama em idade reprodutiva, com idades entre 18 a 42 anos no
momento do diagnostico primdrio. Os niveis séricos de HAM basais foram maiores em
mulheres mais jovens, sendo a idade a unica varidvel preditora dos niveis basais de HAM.
Esses resultados sdo consistentes com os relatados de outros estudos de pacientes com cancer
de mama submetidas a tratamento quimioterapico (Bozza et al., 2014).

O HAM ¢ considerado o marcador de reserva ovariana mais confiavel em mulheres
saudaveis e em pacientes afetadas por varias condi¢des, incluindo aquelas submetidas a
tratamentos quimioterapicos (Dewailly et al., 2014). Em nossa amostra, 134 mulheres foram
submetidas a quimioterapia (neo)adjuvante e foram incluidas na andlise. Observamos uma
diminui¢do significativa nos niveis de HAM apds o tratamento quimioterdpico. A reserva
ovariana em 92,3% das pacientes apresentou-se reduzida apos o periodo de acompanhamento
de um ano, com apenas 7,7% das pacientes apresentando niveis séricos de HAM > 1,1 ng/ml,
que em geral indica reserva ovariana adequada. Esses achados estdo de acordo com os dados
atuais sobre as concentragdes de HAM medidas em pacientes com cancer de mama na pré-
menopausa (Anderson et al., 2006; Freour et al., 2017; Dezellus et al., 2017; Partridge et al.,
2010; Oktay et al., 2006). No estudo de Anderson ef al., os niveis séricos de HAM analisados
durante e apds um ano do término do tratamento quimioterapico em 42 mulheres diagnosticas
com cancer de mama na pré-menopausa apresentaram uma queda rapida e acentuada durante
a quimioterapia, tornando-se indetectdveis em muitas pacientes (Anderson et al., 2006).

As concentragdes séricas de HAM podem até aumentar novamente ao longo do tempo,
mas o retorno aos niveis basais parece improvavel. Nossos resultados demonstram
recuperagdo dos niveis HAM em algumas pacientes. Mulheres com concentragdes basais mais
altas de HAM tendem a ter concentragdes mais altas de HAM apds a quimioterapia, como
uma variavel preditora de maior reserva ovariana. Isso é consistente com os achados de um
estudo de Dezellus et al, que investigou 250 pacientes com cancer de mama em idade
reprodutiva que receberam quimioterapia (neo)adjuvante. Esses autores relataram que os
niveis de HAM analisados apds 24 meses do término da quimioterapia apresentavam-se
maiores em mulheres com maiores niveis séricos basais de HAM, o que ¢ concordante com
nossos resultados, pois encontramos uma reducdo dos niveis de HAM significativamente
maior em pacientes com menores niveis basais de HAM do que em pacientes com niveis

normais de HAM (Dezellus et al., 2017). Também confirmamos os resultados publicados por
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Rosendahl et al., que demonstraram uma reducdo importante nos niveis d¢ HAM durante a
quimioterapia até um nivel indetectavel na maioria das mulheres, sendo que as pacientes com
niveis séricos de HAM basais acima da mediana recuperaram niveis significativamente mais
elevados de HAM apds a quimioterapia (Rosendahl ef al., 2010). Além de confirmar dados de
outros estudos evidenciando que as concentragdes basais de HAM sdo preditoras das
concentragdes apds a quimioterapia, em nosso estudo demonstramos que o tipo de regime
quimioterapico utilizado e a idade da paciente no momento do diagnostico do cancer também
sdo variaveis preditoras do risco de comprometimento da reserva ovariana apds a
quimioterapia.

Em nosso estudo, cerca de 60% das pacientes incluidas apresentavam dados relativos
ao calendario menstrual. Embora tenhamos encontrado um niimero muito baixo de pacientes
com concentragdes de HAM > 1,1 ng/ml (7,7%), a retomada do sangramento menstrual
ocorreu em cerca de 75% das participantes apds um ano da quimioterapia, demonstrando uma
associacdo limitada entre as concentragdes de HAM e o padrio menstrual apos a
quimioterapia. Esses achados estdo de acordo com outros estudos e sugerem que, apds o
término do tratamento quimioterapico, ¢ relativamente comum a presen¢a de menstruacdo na
vigéncia de reserva ovariana reduzida (Yu et al, 2010; Su et al., 2010). Isso pode ser
explicado pela hipotese de que a contagem absoluta de foliculos primordiais ¢ prejudicada em
numero e qualidade, embora os ovérios parecam continuar funcionando adequadamente.
Todavia, em média, as taxas de gravidez sdo 40% menores em sobreviventes de cancer em
compara¢do com a populacdo geral, o que claramente corrobora o comprometimento ovariano
(Peccatori et al., 2013). Infelizmente, faltam dados sobre desfechos reprodutivos em
sobreviventes do cancer de mama.

As taxas de amenorreia tém sido frequentemente utilizadas como um marcador clinico
de comprometimento da fun¢do ovariana induzida pela quimioterapia. Entretanto, a
subjetividade desse marcador e sua fraca associagdo com a reserva ovariana destacaram a
necessidade de marcadores adicionais de fun¢do ovariana, tais como a dosagem das
concentragdes séricas de HAM, pois alteragcdes profundas da reserva ovariana podem ocorrer,
apesar da manuten¢do dos ciclos menstruais (Amir et al., 2010). As concentragdes de HAM
basais (antes da quimioterapia) apresentaram correlacdo com o risco de amenorreia induzida
pela quimioterapia, assim como os niveis de HAM no acompanhamento também se
correlacionam com a duracdo da amenorreia induzida pela quimioterapia em nossas pacientes.
Esses achados vdo de encontro com os dados apresentados por Anders e Rosendahl, que

também observaram concentragdes basais de HAM baixas em pacientes com cancer de mama
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na pré-menopausa que sofriam de amenorreia persistente induzida por quimioterapia (Anders
et al., 2008; Schover et al., 1999). De acordo com a meta-analise de Fréour ef al. mulheres
que apresentam amenorreia induzida por quimioterapia tendem a ter idade mais avangada,
além de apresentarem niveis basais de HAM mais baixos (Freour et al., 2017).

Os regimes quimioterapicos avaliados (AC-T, CMF e outros regimes quimioterapicos)
promoveram reducdo significativa das concentragdes séricas de HAM um ano apds o término
do tratamento. Dos regimes avaliados, o grupo de tratamento que utilizou CMF apresentou
maior reducdo da reserva ovariana quando comparado com o grupo de tratamento que
utilizou outros regimes quimioterapicos. Nosso estudo ndo demonstrou diferenca estatistica
quando outras comparagdes foram realizadas entre os grupos de tratamento. O padrdo de
comprometimento da reserva ovariana pode variar, dependendo dos protocolos de
quimioterapia. Decanter ef al. mostraram diferentes padrdes de comprometimento da reserva
ovariana entre os grupos de mulheres diagnosticadas com linfoma tratadas com regimes
quimioterdpicos que incluiam ou ndo agentes alquilantes (Decanter et al., 2010). Os autores
avaliaram 17 mulheres tratadas com adriamicina, bleomicina, vimblastina e dacarbazina e 13
mulheres tratadas com um protocolo que incluia drogas potencialmente gonadotdxicas
(ciclofosfamida, ifosfamida ou melfalana, por exemplo), antes e durante a quimioterapia, e
depois a cada 3 meses apds o final do tratamento por um periodo de 1 ano. As pacientes que
foram tratadas com o regime nao-alquilante recuperaram os niveis de HAM basais no sexto
més de acompanhamento. Em contraste, no grupo do regime quimioterdpico que incluia
agentes alquilantes, os valores de HAM durante todo o seguimento permaneceram
significativamente reduzidos quando comparados com os valores pré-tratamento,
apresentando niveis significativamente baixos ou indetectaveis (Decanter et al., 2010).
Rosendahl ef al. também demonstraram valores significativamente mais altos de HAM em
pacientes que ndo receberam agentes alquilantes. Todas as mulheres tratadas para cancer de
mama receberam agentes alquilantes e os niveis séricos de HAM apds a quimioterapia
permaneceram significativamente baixos ou indetectaveis (Rosendahl et al., 2010).

O tratamento adjuvante com tamoxifeno ndo pareceu influenciar as concentragdes de
HAM um ano apds o término do tratamento quimioterdpico, sugerindo que o HAM ndo ¢
dependente da secre¢do de gonadotrofinas. Dezellus ef al. também ndo encontraram
associacao com o uso de tamoxifeno (Dezellus et al., 2017) ¢ Su et al. encontraram niveis
semelhantes de HAM pods-quimioterapia em pacientes que receberam tamoxifeno adjuvante e
foram pareadas com uma coorte de pacientes com cancer de mama com receptor hormonal

negativo (Su et al., 2010).
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Como previamente apresentado, demonstramos que a idade, os niveis basais de HAM
e o tipo de regime quimioterapico sdo os fatores de predicdo mais importantes da reserva
ovariana ap6s o tratamento citotoxico. A partir destes achados, neste estudo, geramos o
primeiro modelo de nomograma para predizer o impacto da quimioterapia na reserva
ovariana em mulheres diagnosticadas com cancer em idade reprodutiva que serdo submetidas
a tratamento quimioterapico. O nomograma descrito deve ser validado prospectivamente em
novos estudos prospectivos. O nomograma pode ser uma ferramenta valiosa para melhorar o
atendimento de mulheres na pré-menopausa que necessitam de tratamento quimioterapico
para o cancer de mama, fornecendo informagdes sobre o risco individual de toxicidade
gonadal, que pode ser extremamente Util para definir sobre a indicacdo ou ndo de
procedimentos para tentativa de preservacao da fertilidade.

Com base nos dados apresentados, sugerimos que todas as mulheres diagnosticadas
com cancer de mama em idade reprodutiva recebam uma investiga¢do basica com anamnese,
com inclusdo de dados como idade e tipo de regime quimioterdpico que sera utilizado, e
analise das concentracdes séricas de HAM. Isso servird como base para o aconselhamento
dessas mulheres, com discussdo sobre os possiveis riscos de redug¢do da reserva ovariana e as
opgdes para tentativa de preservacao da fertilidade. Atualmente, apenas uma parte de todas as
pacientes recebem essa orientagdo (Partridge et al., 2004). Como resultado, muitas mulheres
iniciam o tratamento quimioterdpico sem estarem conscientes da potencial perda de fertilidade
(Peccatori et al., 2012). Isso ¢ alarmante, visto que aproximadamente um terco de todas as
mulheres diagnosticadas com cancer de mama em idade reprodutiva ainda desejam ter filhos
no momento do diagnostico (Ruddy et al., 2014).

Em nosso estudo, demonstramos, pela primeira vez, que mulheres tratadas de cancer
de mama portadoras de mutagdes BRCA apresentam menores concentragdes séricas basais de
HAM, sugestivas de maior comprometimento de sua reserva ovariana, do que mulheres com
cancer de mama que ndo carregam tal muta¢do ou com baixo risco devido a uma histéria
familiar negativa. A perda de reserva ovariana foi quantificada usando as concentragdes
séricas de HAM antes e 12 meses apds o término do tratamento quimioterapico apos ajuste
para a idade das mulheres na amostragem. Entre o subgrupo de mulheres tratadas com AC-T,
a recuperagdo dos niveis de HAM poés-quimioterapia foi de apenas 30% em mulheres com
mutacdes positivas para BRCA em comparacdo com as observadas nos grupos BRCA
Negativo/Nao testado (1,3% vs. 4,1%; p=0,014). Essa diferenga também resultou em maior
incidéncia de insuficiéncia ovariana induzida pela quimioterapia, conforme determinado pelos

niveis de HAM poés-quimioterapia menores que o limite de detec¢do do teste (29% em
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mulheres BRCA-positivos, em comparagdo com 9 e 16% em grupos ndo testados e BRCA-
negativos), embora isso ndo tenha alcangado significancia estatistica (p=0,1).

Esses achados podem ter implica¢des importantes para mulheres jovens com mutagdes
BRCA. Primeiro, as menores concentracdes basais de HAM, associadas a sua menor
recuperagdo apds a quimioterapia e, possivelmente, a maior incidéncia de insuficiéncia
ovariana induzida pela quimioterapia entre mulheres com muta¢des BRCA indicam que elas
podem ser mais propensas a perder sua fertilidade apds o tratamento do cancer de mama. De
fato, diversos estudos demonstram que mulheres com mutagdes BRCA podem apresentar um
envelhecimento ovariano acelerado, conforme demonstrado pelos menores niveis de HAM
basais (Titus et al., 2013), menor nimero de foliculos primordiais € maior dano ao ADN em
seus ovulos (Lin et al., 2017), bem como menor idade de diagndstico de menopausa (Lin et
al., 2013) em comparagdo com controles. Se esse for o caso, nossas descobertas merecem
atencdo especial para a tentativa de preservagdo da fertilidade entre mulheres com mutagdes
BRCA. Mulheres com mutagdes BRCA podem ser submetidas a criopreservagdo de évulos ou
embrides com o auxilio de protocolos de estimulagdo ovariana suplementados com inibidor de
aromatase, como demonstrado anteriormente (Kim ez al., 2016). A efetividade e a seguranga
da ooforectomia precoce seguida pela criopreservagdo ovariana como outra estratégia para
tentativa de preservacao da fertilidade ainda precisa ser determinada (Rodriguez-Wallberg et
al., 2012).

A segunda, e mais ampla, implica¢do desses achados ¢ que os mecanismos de reparo
de ADN danificados, tais como em mulheres com mutagdes do BRCA, podem estar
relacionados ao envelhecimento reprodutivo. Isto inclui ndo apenas a perda acelerada de
reserva ovariana devido ao declinio da funcdo de BRCA e outros genes de reparo de ADN em
6vulos humanos (Titus et al., 2013), mas também o aumento nas taxas de aneuploidias. Em
modelos animais experimentais utilizando ratos, a interferéncia na fungdo BRCA altera a
funcdo do fuso meiodtico e resulta em alteragdes cromossdomicas (Deans et al., 2003).

Os pontos fortes do nosso estudo sdo a sua natureza prospectiva, a uniformidade da
doenca e do tratamento oncoldgico e seguimento a longo prazo apo6s a quimioterapia, uma vez
que todas as pacientes incluidas no estudo foram tratadas e acompanhadas em uma tnica
instituicdo (Memorial Sloan Kettering Cancer Center), seguindo protocolos padronizados.
Todas as amostras de sangue foram coletadas, processadas e estocadas adequadamente, assim
como dosadas por técnico experiente, usando um unico lote de kits ultra sensiveis para
detec¢do do HAM. A forga desta analise resulta também do adequado tamanho da amostra

analisada em um estudo prospectivo. Nosso tamanho amostral ¢ suficiente para proporcionar
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90% de poder estatistico para detectar uma reducdo maior ou igual a 25% nas concentragdes
séricas de HAM a partir da dos niveis basais, considerando todos os regimes de tratamento
analisados conjuntamente (objetivo primario do estudo). Todavia, salientamos que para o
regime AC-T, o tamanho amostral analisado também ¢ suficiente para proporcionar 80% de
poder estatistico para detectar uma redugdo maior ou igual a 25% nas concentragdes séricas
de HAM a partir da dos niveis basais. Salientamos que o estudo continua, nossas pacientes
estdo sendo monitoradas por um periodo de acompanhamento de 4 anos apds a quimioterapia
e os achados serdo divulgados apds o término de seguimento das pacientes, previsto para
julho de 2020.

Nosso estudo apresenta alguma limitagdes. O método enzimatico de
imunoquimioluminescéncia quantitativo altamente especifico utilizado, apesar de ultra-
sensivel, ndo ¢ automatizado. Embora esses testes apresentem boa reprodutibilidade dentro do
mesmo laboratdrio, eles apresentam variabilidade entre laboratorios, devido a falta de
automacao e processos especificos do local (Zuvela et al., 2013). Outra limitagdo ¢ que baixos
niveis de HAM nao necessariamente definem fertilidade reduzida (Hagen et al., 2012; Steiner
et al., 2017). Este ponto tem sido frequentemente discutido pois existem mulheres com niveis
séricos de HAM indetectaveis que engravidaram (Reichman et al., 2014). O principal motivo
parece estar relacionado ao fato que os niveis séricos de HAM nao representam a qualidade
do o6vulo, e outro motivo pode estar relacionado a baixa sensibilidade dos kits de HAM
convencionais para detectar niveis muito baixos de HAM. Sendo assim, sdo necessarios novos
estudos para definir os valores de corte do HAM preditivos de reducdo da fertilidade natural.
Além disso, o HAM ndo ¢ totalmente capaz de predizer a ocorréncia de gravidez em
tratamentos de reproducao assistida (Broekmans et al., 2006).

Em suma, evidenciamos que a maioria dos pacientes apresenta reserva ovariana
comprometida, conforme demonstrado pelos baixos niveis de HAM, um ano apds o término
do tratamento quimioterdpico. A relacdo entre as baixas concentragdes séricas de HAM
durante o acompanhamento dessas pacientes e o impacto na fertilidade ainda precisa ser mais
bem investigada. Ainda faltam estudos investigando se menores concentragdes de HAM apos
o tratamento quimioterdpico estdo, de fato, relacionados a piores desfechos reprodutivos. A
tentativa de preservagdo da fertilidade de mulheres diagnosticadas com céncer de mama em
idade reprodutiva ¢ uma tarefa de cooperacao interdisciplinar de especialistas em reproducao
humana, mastologistas e oncologistas. As diretrizes atuais sugerem aconselharmos nossas
pacientes sobre os riscos e beneficios das estratégias de criopreservacdo e sugerem

congelamento de embrides ou 6vulos antes da quimioterapia em mulheres com alto risco de
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infertilidade ¢ insuficiéncia ovariana (Loren et al., 2013; Practice Committee of American
Society for Reproductive Medicine, 2013; Peccatori et al., 2013). Todavia, ferramentas
validadas para definir de forma acurada este risco ndo estdo disponiveis, sendo que validar a
ferramenta construida no presente estudo pode ser de grande valia para o adequado

aconselhamento de mulheres com cancer de mama em idade reprodutiva.
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CONCLUSOES

Os regimes quimioterapicos comumente utilizados no tratamento do cancer de mama
em mulheres na menacme promoveram redugdo significativa das concentracdes séricas de
HAM um ano apos o término do tratamento, sugerindo promoverem um comprometimento
significativo da reserva ovariana. Antes do inicio do tratamento quimioterapico, cerca de 78%
das pacientes apresentavam concentragdes séricas de HAM basais maiores ou iguais a 1,1
ng/ml, indicativas de reserva ovariana normal, ao passo que um ano ap6s o término do
tratamento, apenas 7,7% das pacientes apresentavam estes valores de HAM.

A amenorreia induzida por quimioterapia ocorreu em cerca de 25% das pacientes apos
12 meses do término da quimioterapia. Maiores concentracdes basais de HAM foram
preditivas de um periodo mais curto de amenorreia induzida pela quimioterapia. A t{nica
covaridvel que influenciou a recuperagdo do fluxo menstrual foi a concentragdo sérica de
HAM basal, que foi maior em pacientes que apresentaram recuperacao do fluxo menstrual
em compara¢ao com aquelas que ndo o recuperaram.

Embora tenhamos encontrado um niimero muito baixo de pacientes com recuperagao
dos niveis de HAM, a retomada do sangramento menstrual ocorreu em 74,7% das
participantes apds um ano da quimioterapia, demonstrando uma associagdo limitada entre os
niveis de HAM e o padrdo menstrual apds a quimioterapia.

Os regimes quimioterdpicos avaliados (AC-T, CMF e outros regimes
quimioterdpicos) promoveram reducdo significativa das concentragdes séricas de HAM um
ano apo6s o término do tratamento. Dos regimes avaliados, o grupo de tratamento que utilizou
CMF apresentou maior redu¢do da reserva ovariana quando comparado com o grupo de
tratamento que utilizou outros regimes quimioterapicos. Nosso estudo ndo demonstrou
diferenga estatistica quando outras comparacdes foram realizadas entre os grupos de
tratamento

Mulheres que realizaram tratamento adjuvante com tamoxifeno apds a quimioterapia
apresentaram concentragdes séricas de HAM similares a de mulheres que ndo o utilizaram,
sugerindo que o tratamento adjuvante com tamoxifeno ndo exacerba o comprometimento a
reserva ovariana promovido pelo tratamento quimioterapico.

Demonstramos que a idade, os niveis basais de HAM e o tipo de regime
quimioterdpico sdo os fatores de predicdo mais importantes da reserva ovariana apds o
tratamento citotoxico. Neste estudo, geramos o primeiro modelo de nomograma para predizer

o impacto da quimioterapia na reserva ovariana em mulheres diagnosticadas com cancer em
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idade reprodutiva que serdo submetidas a tratamento quimioterapico. O nomograma descrito
deve ser validado prospectivamente em novos estudos prospectivos. O nomograma pode ser
uma ferramenta valiosa para melhorar o atendimento de mulheres na pré-menopausa que
necessitam de tratamento quimioterapico para o cancer de mama, fornecendo informacdes
sobre o risco individual de toxicidade gonadal e sobre a indica¢do de procedimentos para
tentativa de preservagado da fertilidade.

Mulheres na menacme com cancer de mama e mutacdo no BRCA apresentaram
recuperacdo ovariana significativamente pior dos niveis séricos de HAM um ano apods o
término do tratamento quando comparadas a mulheres de baixo risco ndo testadas e mulheres
sem a mutacdo. Estes achados demonstram que a presenca de mutagdes BRCA pode colocar
as mulheres em desvantagem reprodutiva quando expostas ao estresse genotoxico, como a
quimioterapia do cancer de mama. Essas descobertas tém uma influéncia significativa tanto
no aconselhamento sobre preservacdo da fertilidade quanto na pesquisa e tratamento do

envelhecimento reprodutivo.
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