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RESUMO

O cancer de mama é o principal tipo de cancer que acomete as
mulheres no mundo. Muitos sédo os fatores que estao associados
ao aparecimento e desenvolvimento desse tipo de tumor. Ha
grande variabilidade interindividual tanto na idade da mulher
no momento do diagnoéstico de cancer de mama quanto na
expressao fenotipica existente nesse mesmo momento, o que
torna o diagnéstico desafiante para qualquer pesquisador. Na
Gltima década, houve melhor entendimento sobre os mecanismos
moleculares envolvidos na progressao do cancer de mama e sobre
o papel central das alteragcdes moleculares na deteccao precoce
do tumor. O desafio agora é aprender a usar as caracteristicas
moleculares individuais do tumor de cada paciente e melhorar as
formas atuais de deteccéo e de tratamento, visando a prevencao do
aparecimento e ao diagnéstico precoce do tumor. Atualmente, dois
580 0s métodos ja amplamente utilizados nos Estados Unidos para
caracterizar molecularmente os tumores mamarios: MammaPrint
e OncotypeDX. Este trabalho teve por objetivo discutir esses dois
métodos prognoésticos do cancer de mama, visando estabelecer
diferencas entre eles e suas principais aplicacoes.
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ABSTRACT

Breast cancer is the leading cancer affecting women
worldwide. There are many factors associated with the
emergence and development of this tumor type. There is
large interindividual variability in both woman’s age at breast
cancer diagnosis and the phenotypic expression existing
at that moment, which makes the diagnosis challenging
for any researcher. In the last decade, there was a better
understanding of the molecular mechanisms involved in
the progression of breast cancer and the central role of
molecular changes in early detection of tumor. The challenge
now is to learn how to use the individual tumor molecular
characteristics of each patient and improve the current
forms of detection and treatment, aiming at preventing the
onset and the early diagnosis of the tumor. Currently, two
methods are already widely used in United States of America
to molecularly characterize breast tumors: MammaPrint and
OncotypeDX. This paper aimed to discuss these two methods
for breast cancer prognosis, in order to establish differences
between them and their main application.
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INTRODUCAO

Epidemiologia do cancer de mama

Aproximadamente, 1,2 milhdes de novos casos de cancer de
mama sao diagnosticados todos os anos no mundo, sendo este o
segundo tipo de cancer mais comum entre as mulheres’. O can-
cer de mama é uma doenga epidemiologicamente heterogénea,
com variagdes entre as diversas regides geogréficas, apresentan-
do diferentes incidéncias entre mulheres de diferentes etnias.
Os maiores niveis de incidéncia desse tipo de cincer sdo encon-
trados na Gra-Bretanha, Nova Zelandia, Holanda e Uruguai?.

No Brasil, o cancer de mama é o tipo de tumor néo cutineo
mais frequente em mulheres, representando cerca de 15% das
mortes por cancer. Apesar dessa alta incidéncia, o cancer de
mama tem cura na maioria das mulheres diagnosticadas preco-
cemente'’. Estima-se que aproximadamente 10% da populagao
feminina dos paises ocidentais desenvolverdo o cancer de mama
em alguma época da vida, sendo a maioria dos casos entre mu-
lheres de 45 e 50 anos®, embora se perceba cada vez mais o au-
mento de casos em mulheres mais jovens.

Cerca de 90% dos canceres de mama em todo o mundo sdo
canceres esporadicos, sem associagdo com o fator hereditdrio.
O risco de desenvolvimento desse tipo de cancer esta fortemente
relacionado a produgéo de esteroides sexuais. Um exemplo disso
¢ o uso indiscriminado da terapia de reposi¢do hormonal, utiliza-
do geralmente em mulheres apds a menopausa, que pode levar a
aumento nos casos de cAncer de mama, como mostra um estudo
feito pelo Instituto Nacional do Cancer nos Estados Unidos, re-
alizado em 2003*.

Fatores ambientais, estilo de vida e alimenta¢do interferem
muito na génese do cancer de mama’. Outros fatores de risco
para o desenvolvimento de cancer de mama estao: idade avan-
cada, fatores reprodutivos, status socioecondmico, urbanizagio
das cidades, histérico familiar de cancer, doencas fibrocisticas na
mama, obesidade, radia¢do ionizante, uso de contraceptivo oral,
dieta, alcool, cigarro, lactagdo, abortos e atividades fisicas.

Dados sobre a influéncia da dieta no risco de desenvolvimen-
to de cancer de mama foram obtidos pelo lowa Women’s Health
Study e pelo Nurses Health Study. Foi demonstrado que mulheres
que perdem 5% ou mais do seu peso antes e apds a menopau-
sa apresentam uma redu¢io do risco de desenvolver cincer de
mama na pds-menopausa na ordem de 40 e 25%* e que mulheres
que perdem pelo menos 10 kg apds a menopausa tém uma redu-
¢do de risco de cancer de mama na ordem de 56%”.

Estudos indicam que “quanto maior a vida reprodutiva, maior
o risco de desenvolver cancer de mama’, o que significa dizer que
menarca precoce e menopausa tardia aumentam as chances de
desenvolver cancer de mama devido ao ciclo hormonal que ocor-
re nesse periodo. Além disso, a primeira gestagiao em idade mais
avancada aumenta o risco de ter cdncer de mama®’.

A associagdo entre cincer de mama e ingestdo de proteina ani-

mal foi fortalecida por meio de estudos realizados em 30 paises.

Ha uma associagdo positiva entre ingestio gordurosa e neoplasia
maligna de mama. O sul do Brasil destaca-se pelo mais alto con-
sumo de carne e coincidentemente é a capital que apresenta mais
altos indices de cAncer de mama®.

A atual condi¢ao da mulher brasileira aproxima-se da encon-
trada em mulheres de paises desenvolvidos, tendo um indice de
fecundidade menor de trés filhos. Essa mudanca no perfil da po-
pulagdo brasileira, no que diz respeito aos estilos de vida e ao
comportamento reprodutivo, pode ser traduzida em aumento no
ndimero de casos de cancer de mama. O mesmo pode ser obser-
vado em outros paises em desenvolvimento®.

Além desses fatores de risco associados com o aumento da sus-
ceptibilidade ao cAncer de mama, o histdrico familiar é o fator mais
importante. Embora apenas de 5 a 10% dos cinceres de mama se-
jam hereditarios®, a probabilidade de uma mulher que tenha um
parente de primeiro e/ou segundo grau que ja tenha apresentado
cancer de mama desenvolver o tumor aumenta muito. Essa varia-
vel é uma das que apresenta maior razao de riscos para o desen-
volvimento da doenga, que geralmente acomete mulheres relati-
vamente mais jovens do que o cancer de mama esporadico’. Existe
um risco cinco vezes maior de desenvolvimento do cancer entre
mulheres que possuem parentes proximos, como irma e/ou mae,
que ja tiveram cancer de mama, se comparado com mulheres sem
antecedentes familiares de neoplasia mamaria’.

Cerca de 30% das mulheres que desenvolverem cancer de
mama apresentam um componente genético de predisposi¢ao a
doenga, principalmente aquelas mulheres que apresentam carci-
noma bilateral associado a outras neoplasias, como o cancer de
colon de ovario’.

O risco de desenvolvimento do cincer de mama entre mulhe-
res de diferentes grupos étnicos varia. Os indices de incidéncia e
mortalidade por cancer de mama em mulheres hispanicas ¢ mais
baixo quando comparado a mulheres negras. No entanto, ainda
¢ a segunda causa de mortalidade por cAncer em mulheres nos
paises da América Latina, ficando atrds somente do céncer cer-
vical. Outros estudos mostraram que as hispanicas tém a menor
taxa de cAncer de mama familiar se comparados a brancos e ne-
gros. Isso pode ser devido a dieta tipica dos hispanicos, composta
principalmente por fibras, que pode reduzir os niveis de estroge-
nos circulantes'.

Entre as mulheres africanas e americanas, o cAncer de mama é
o principal tipo de cincer. A média anual de incidéncia de cancer
de mama ¢ menor nas mulheres negras (92.8 per 100.000) quan-
do comparado a mulheres brancas (112.2 per 100.000). Entre as
jovens, as negras apresentam maior taxa de desenvolvimento de
cancer e entre as mais velhas, sds as brancas que tém maior risco.
O motivo para isso ocorrer ainda é desconhecido.

Embora existam diferencas de etiologia do cancer de mama
em populacdes diferentes, a distribuigdo desse cincer é similar
de acordo com a idade, mostrando um relativo aumento de in-
cidéncia entre 25 e 45 anos, seguido de um decréscimo na taxa

de velocidade de desenvolvimento do tumor apos 45 anos. Esse
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dado mostra a influéncia dos hormonios no desenvolvimento do
cancer de mama. Contudo, o cdncer de mama ¢ principalmente
uma doenca pds-menopausa, afetando cerca de 4% das mulheres
com menos de 35 anos e 7% das mulheres com menos de 40 anos.
A maioria dos casos ainda é diagnosticada entre mulheres de 45
a 55 anos’, embora seja cada vez mais comum o aparecimento do

tumor em mulheres mais novas.

Avancos no diagnéstico

A mamografia ¢ um exame de diagndstico de imagem cuja fi-
nalidade é estudar o tecido mamario. E capaz de detectar nédulos
nas mamas que nio sejam palpaveis.

O acesso a mamografia permite a prévia detecgdo de tumo-
res de mama em estégios iniciais da doenga, diminuindo a idade
média de mulheres com diagndstico positivo de cancer de mama
nas diferentes geragdes. Isso explica por que na andlise de ge-
ragdes subsequentes de familias com diagnostico de céncer de
mama hé um declinio de oito a dez anos da idade média das mu-
lheres diagnosticadas com cancer de mama’.

Essa técnica de diagnostico tem sido a principal forma de
screening de cAncer de mama por muitas décadas, levando a di-
minui¢ao da mortalidade por esse cAncer em mulheres de 50 a
59 anos. No entanto, essa técnica nao reduz a mortalidade em
mulheres mais jovens em razio de baixas taxa de incidéncia de
cancer de mama nessa idade, do aumento da densidade do tumor
de mama e do rapido crescimento do tumor®. A mamografia tem
uma sensibilidade de apenas 16 a 40%.

A técnica de Ressondncia Magnética de Imagem (RMI) é ou-
tro método de diagnostico altamente sensivel para mulheres com
alto risco de desenvolvimento do tumor de mama, apresentando
uma taxa de sensibilidade de 77 a 100%. Além disso, é capaz de
identificar tumores menores do que a mamografia conseguiria
detectar, sem o risco de exposigdo a radiagao®.

As novas metodologias de detecgdo da doenga em muito tém
contribuido com o diagndstico precoce, o que pode ajudar a ter
um melhor prognostico e maiores chances de cura.

Nos estagios precoces do cancer de mama, a cirurgia é o prin-
cipal tratamento e, com a radioterapia, pode controlar a doen-
¢a locorregionalmente na maior parte dos casos. No entanto,
cerca de 30% das pacientes morrem em decorréncia da doenga
disseminada. E por isso que para erradicar as micrometéstases e
prolongar o tempo livre de recaida tém sido desenvolvidos trata-
mentos adjuvantes, como a hormonoterapia ou quimioterapia''.
E necessario que se faga uma avaliagio das pacientes candidatas
aos tratamentos adjuvantes. Para isso, se aplicam pardmetros
clinico-patoldgicos, como idade, tamanho tumoral, comprometi-
mento dos linfonodos axilares, tipo e grau histoldgico do tumor,
e receptores hormonais.

Os avangos das bases genéticas do cancer permitem identifi-
car alguns dos genes responsaveis pela patogénese do cancer de
mama. Entre as estratégias para se identificar novos marcado-

res do cAncer de mama, estao os Métodos de Alto Rendimento

(High-throughput Analysis), que se caracterizam por ser uma
analise de multiplos marcadores genéticos em um sé experimen-
to (de 100 a 25.000 analises simultaneas)’.

O método mais usual para identificagdo de marcadores mo-
leculares é o microarray de cDNA, que se baseia na hibridagao
de moléculas de RNA do tecido tumoral contra sequéncias do
genoma humano impressas num suporte solido. Para reconhe-
cer quais os genes estdo expressos no tecido tumoral, o RNA do
tumor ¢ convertido em cDNA e marcado com uma molécula flu-
orescente que emite coloragdo vermelha em 650-750 nm (Texas
red). Ja as sequéncias impressas no suporte solido sao marcadas
com FITC, que emite fluorescéncia de coloragdo verde. Se houver
hibrida¢do entre o cDNA do tumor e as sequéncias do genoma
humano, predominard o sinal vermelho do Texas red. O sinal de
FICT aparece se nao houver hibridagao, ou seja, o gene nao esta
expresso naquele tumor'’. Essa técnica ja vem sendo usada para
identificar perfis de expressdo génica para classificagdo de leuce-
mias, cncer de pulmao e agora para identificar marcadores de

classificagdo e progndstico de cncer de mama.

Genética do cancer de mama

O cancer ¢ uma doenga complexa causada pela acumulagao
progressiva de multiplas mutagdes génicas combinadas com
desregulagdo epigenética de genes criticos e das vias das prote-
inas relacionadas com o crescimento celular®.

Esta claro que os canceres humanos sdo causados por altera-
¢oes de genes envolvidos na regulacdo do crescimento (oncoge-
nes, genes supressores de tumor, genes responsaveis pelo reparo
do ciclo celular). Em muitos casos, o desenvolvimento do tumor
se deve a alteragdes de varios desses genes. Por esse motivo, diz-se
que a etiopatogenia do cAncer de mama é multifatorial, o que di-
ficulta a sele¢do de um grupo de mulheres com maior risco de
desenvolver a doenga’.

A maioria dos canceres de mama (80%) é esporadica por
causa das mutagdes adquiridas em genes ao longo da vida, e a
idade de aparecimento do tumor se da entre os 65 e 80 anos.
Aproximadamente, 10 a 15% dos cinceres de mama sdo familia-
res, nos quais mais individuos sdo afetados pelo cancer do que o
esperado, e a idade de inicio do cincer é variavel, de 55 a 70 anos.
Ja os cAnceres mamarios hereditarios representam de 5 a 10% e
tém inicio precoce, antes dos 50 anos. Trata-se de um padrao de
heranga autossdomico dominante no qual os sujeitos afetados em
cada geragdo sao do mesmo lado da familia'.

Sabe-se que as células mamarias proliferam-se extensivamente
mediante a regulagdo de hormonios sistémicos e de interagdes
epiteliais, se diferenciando durante a gravidez e a lactagao. Por
isso, é provavel que o repertério celular da glandula mamdria seja
gerado por componentes de células-tronco. Dessa maneira, os al-
vos da transformagdo durante a carcinogénese mamadria podem
ser tanto as células-tronco quanto as células progenitoras, o que
vai resultar na heterogeneidade de tipos de canceres de mama

entre diferentes pacientes®.
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Existem ao menos trés grandes subtipos de cancer de mama
invasivo (CMI) do ponto de vista genético com relevéncia prog-
nostica e terapéutica. O CMI do tipo Luminal se caracteriza por
uma alta expressao de receptores estrogénicos (RE), o que pro-
porciona uma boa resposta a hormonoterapia, se associando a
um melhor prognéstico. O CMI HER-2 positivo apresenta o ge-
ndtipo RE negativo e se associa com a sobre-expressao de genes
relacionados com uma maior agressividade bioldgica, conferin-
do um prognostico pior. Esse subtipo apresenta uma resisténcia
maior a determinados quimioterapicos (ciclofosfamida, meto-
trexato e fluoruracilo), mas responde bem ao anticorpo mono-
clonal anti-HER-2 (trastuzumab). J& o CMI Basal like possui
o fendtipo triplo negativo, pois apresenta negatividade para
os RE, receptores de progesterona (RP) e receptores HER-2.
Apresentam uma superexpressdo do fator de crescimento epi-
dérmico (EGFR), possuindo pleomorfismo e alto grau mitético.
Portanto, trata-se de um subtipo de prognoéstico ruim, embora

responda a quimioterapial®.

Genes mais expressos

Numerosos fatores estdo relacionados com a carcinogénese
mamaria. A maioria corresponde a alteragdes genéticas, como as
mutagdes nos genes BRCA1 e BRCA2 em casos de cancer fami-
liar, e a ativagdo de oncogenes ou inativagdo de genes supressores
de tumor em cénceres espordadicos'.

Entre todas as possiveis alteragdes genéticas, as que mais fre-
quentemente vém sido reportadas em artigos cientificos sdo a
superexpressao do oncogene HER-2/neu e do gene supressor de
tumor P53.

Sabe-se que o HER-2/neu codifica um fator de crescimento do
tipo receptor que é inserido na membrana da célula. Essa pro-
teina é detectada superexpressa em 30% dos casos de cancer de
mama. A superexpressao do gene HER-2 pode estar associada
a um comportamento biolégico agressivo do cancer e poucas
chances de sobrevida®. Isso torna o HER-2 um possivel candidato
a biomarcador preditivo do cancer de mama''c.

O gene P53 codifica uma proteina nuclear encontrada em
baixos niveis nas células. Essa proteina age restringindo a pro-
liferagdo celular inapropriada, funcionando como inibidor do
crescimento. A proteina P53 se liga a regides especificas do DNA,
onde regula a expressdo de outros genes. Uma delegao no brago
curto do cromossomo 17 leva a perda do P53 e estd associada a
um fendtipo maligno in vitro. Cerca de 15 a 60% dos tumores de
mama apresentam a superexpressao do P53, detectada por imu-
nohistoquimica® O P53 esta mais envolvido no desenvolvimento
esporadico do cancer de mama.

No caso de familias com alto risco de desenvolvimento de
cancer de mama, os mais importantes genes supressores de tu-
mor associados sao BRCAI e BRCA2, bons preditores de de-
senvolvimento de cancer de mama e de ovario®. Esses genes
sdo genes supressores de tumores que participam na regulagao

do ciclo celular e reparagdo do DNA. Aproximadamente 30%

dos canceres hereditdrios de mama e do cincer de ovario se
devem a mutagdes nesses genes. Somente outros 5% ocorrem
por mutagdes em outros genes'2. Mulheres que carregam mu-
tagdes no BRCAI tém uma probabilidade de cerca de 80% de
desenvolvimento do tumor de mama e 40 a 60% de chance de
desenvolver céncer de ovario, fazendo com que essa mutagdo
seja a mais forte preditiva mutacdo de cancer de mama®s. Além
disso, apds os 70 anos, elas ainda tém maior probabilidade de
desenvolver um segundo carcinoma mamario. Ja mulheres que
carregam mutag¢des no gene BRCA2 tém uma probabilidade de
85% de desenvolvimento do cdncer de mama®.

Essas mutagdes no gene BRCAI, no entanto, sdo raras na po-
pulagdo em geral, e o historico familiar de cdncer de mama ou o
diagnostico em mulheres jovens é a melhor forma de identificar
portadores da mutagdo'?. Entre as mulheres que tém dois ou
mais parentes com cancer de mama e/ou de ovario, cerca de
uma a cada duas apresenta uma mutagdo no gene BRCAI ou
BRCA2, e entre mulheres que tém ao menos um parente com
diagndstico de cancer de mama, cerca de 1 a cada 18 apresenta
uma mutagdo detectavel®.

O BRCA1I e 0 BRCA2 sdo genes supressores de tumor localiza-
dos nos cromossomos 7 e 13, respectivamente. Mais de 600 mu-
tagdes do BRCAI e 450 mutagdes do BRCA2 ja foram descritas
segundo o Breast Cancer Information Core database.

Por se tratar de uma heranga autossdmica dominante, mu-
tagdes nos genes BRCA sdo transmitidas verticalmente, a en-
fermidade se apresenta em cada geragdo e o portador da mu-
tacdo tem 50% de risco de transmitir a mutagéo a seus filhos.
No entanto, o fato de possuir uma mutagdo no gene BRCAI ou
BRCA2 nio significa que a pessoa ird desenvolver o cancer de
mama e/ou ovdrio, mas sim que a pessoa possui um alto risco,
85% de probabilidade, de desenvolver o cancer de mama ao
longo da vida. Logo, o que se herda é a predisposi¢ao a ter esse
tipo de cancer.

O gene receptor de progesterona (RP) faz parte da familia
dos receptores esteroides derivados do acido retinoico. O RP
¢ importante regulador do crescimento da glindula mamaria
e do aparelho reprodutor feminino e encontra-se envolvido na
génese de tumores malignos. Esse receptor RP apresenta duas
isoformas. A isoforma A ¢é a proteina envolvida com o polimor-
fismo genético funcional (PROGINS), que leva a um decrés-
cimo de sua estabilidade, fazendo com que a isoforma A, que
antes tinha a capacidade de inibir o gene de ativagao dos re-
ceptores estrogénicos, agora perca essa capacidade e cause ina-
dequado controle sobre esses receptores. Isso acaba expondo a
glandula mamadria a maior exposi¢do estrogénica. O polimor-
fismo da isoforma A ainda estimula uma maior expressdo da
isoforma B, que ¢ responsavel pela ativagao dos receptores es-
trogénicos, contribuindo para aumento da agao oncogénica do
RP.Essa presenca do polimorfismo genético funcional no gene
RP foi relacionada com o risco significante de cdncer de mama®.

A expressdo desse gene ¢ fortemente dependente de estrogeno.
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O gene, entretanto, nao estd expresso ou é raramente expresso
em tumores receptores de estrogénio-negativo's.

O gene MLHI ¢ um dos genes mais importantes relaciona-
dos com o reparo do DNA, uma vez que erros de replicacdo
sd0 responsaveis por um emergente grupo de tumores. O gene
CDKN2A é um gene supressor de tumor relacionado com o con-
trole do ciclo celular. Esse gene encontra-se inativado em uma
série de tumores, como melanomas, tumores de pancreas e de
estomago. O gene FHIT corresponde a um gene supressor de tu-
mor que se inativa frequentemente em varios tipos de cinceres.
O gene CDHI transcreve uma molécula de adesdo fortemente
relacionada com o desenvolvimento do cancer, especialmente em
decorréncia de aspectos relacionados com a invasdo e a metasta-
se'. O gene APC regula o ciclo celular e, quando mutado, leva a
ativagdo da transcri¢ao de genes de proliferagdo celular.

Todos esses genes podem sofrer metilagao, uma alteragao epi-
genética que pode levar ao aparecimento do céncer. Trata-se de
eventos que ocorrem no DNA e modificam o gene, porém sem
alterar os nucleotideos, ou seja, nio alteram a sequéncia do DNA.
Essas alteracoes sdo importantes, pois podem explicar a partici-
pagdo dos eventos ambientais na tumorigénese. A metilagao dos
genes ocorre naturalmente e estd relacionada com a regulagao
da transcrigdo dos genes no periodo embriondrio e até na ina-
tivagdo dos cromossomos X. A hipermetilagdo em dreas ricas
em guanina e citosina no DNA inibe a transcri¢do por causa da
mudanga estrutural da cromatina causada pelos grupamentos
metila adicionados, o que torna o gene inacessivel aos fatores de
transcri¢do. A metilagio nos genes supressores de tumor, como
0 CDKNZ2A e FHIT, por exemplo, pode levar a um aparecimento
do cancer. Metilagdo na regiao promotora do gene APC também
podem levar a sua inativagao.

Estudos mostraram que multiplos genes estao metilados
durante o processo de carcinogénese mamadria e encontraram
metilagdo frequente (>40%) para os genes CDKN2A, FHIT,
APCe CDHI™

O gene KI67 codifica uma proteina nuclear nio histona, um
biomarcador reprodutivel e conveniente do processo de proli-
feracdo celular, importante para o desenvolvimento do céncer.
A presenga de grandes quantidades dessa proteina foi relaciona-
da a uma boa resposta a quimioterapia em casos de cancer de

mama num estagio recente ou em estagio avancado localizado’®.

Métodos de diagndstico que utilizam

esses genes

Os recentes avangos na tecnologia de DNA microarray e de
outros métodos de andlise da expressdo de genes em larga escala
permitiram seu uso na caracterizagio bioldgica e no planejamen-
to terapéutico de tumores de mama®.

A medicina personalizada leva a um aumento na escala do
uso de biomarcadores para garantir que as pacientes com can-
cer de mama recebam um tratamento adequado. A ultima dé-

cada presenciou o surgimento de inimeros perfis de expressao

multigénica que objetivam superar os fatores tradicionais de pre-
visao e prognostico dos diversos tipos de canceres.

Um melhor entendimento da doenca, a aplicagdo de biomar-
cadores tradicionais e a identificagdo de novos marcadores vém
proporcionando cada vez mais uma visio melhor de quem de-
veria receber uma terapia contra o cancer, assim como a terapia
mais indicada'®. Entre os marcadores tradicionais, estdo os genes:
receptor de estrogeno (RE), RP, HER2 e KI67.

As novas tecnologias de alto rendimento da gendomica levaram
ao aumento da taxa de descoberta de novos potenciais marcado-
res e facilitaram o desenvolvimento de perfis de expressdo génica,
ou “assinaturas” compostas de dois até milhares de genes cujo
sentido seja providenciar informagdes preditivas e até o prognds-
tico de tumores®.

Os ensaios de Oncontype DX e MammaPrint ainda estdo pas-
sando por estudos clinicos prospectivos para defini¢ao de suas

reais utilidades.

MammaPrint

O MammaPrint ¢ um teste que determina quéo agressivo ¢ um
tumor de mama. E capaz de indicar com precisio o estigio do
tumor mamario, para que se escolha o melhor tratamento para o
paciente, jd que 50% das mulheres sdo tratadas com quimiotera-
pia desnecessariamente.

Trata-se de uma assinatura de 70 genes, também testados
numa triagem clinica chamada MINDACT, desenvolvida por
meio de um estudo dos tumores de mulheres com doenga linfo-
nodo-negativa'®®. A analise dos 70 genes permite predizer, com
boa precisdo, como o cancer vai progredir no futuro, além de pre-
dizer o risco de metdstase.

O MammaPrint é realizado em tecido fresco de tumor, que é
imediatamente colocado em um preservante de mRNA apos a
operagdo e retirada deste. Esse tecido fresco ¢ mandado para o la-
boratério clinico da Agendia, localizado na Holanda, onde ¢é feito
um teste histoldgico de coloragdo para verificar que o tecido de
fato possui um tumor. Esse teste de coloragéo identifica o tumor
se seu nivel for pelo menos 30%.

O teste de cancer de mama MammaPrint ¢ realizado usan-
do a tecnologia de chip microarray. Trata-se de uma pequena
superficie sdlida que é dividida em milhares de minusculas
grades. Cada grade contém um DNA e cada DNA, um cédigo
diferente que corresponde a um gene especifico, que no caso do
MammaPrint trata-se de um gene de tumor mamadrio. Somente
o RNA desse gene particular pode se ligar a essa grade parti-
cular. Microarrays de DNA permitem que seja estudada a ati-
vidade de centenas ou até milhares de genes simultaneamente.
O MammaPrint mede o nivel de RNA mensageiro de 1.900 di-
ferente genes, e a expressdo de 70 genes especificos é medida
por seis vezes para que sejam examinados em maior detalhe.
Uma vez que o cancer é causado por genes hiperativos, é es-
sencial que se saiba qual gene especifico é o causador daquele

cancer e isso pode ser determinado por intermédio do uso do
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microarray para comparar a atividade de genes em células sau-
déveis com a atividade de genes em células tumorais.

O resultado do MammaPrint é muito claro: ou se tem um bai-
x0 risco de metdstase (bom prognéstico) ou um alto risco (mau
progndstico).

Um fator importante é que o ensaio de MammaPrint requer
bidpsia de tecido ndo fixado, o que é mais dificil de ser coletado,
mas como resultado cria-se um grande banco de tecidos frescos
com perfil clinico e de expressao génica de cada tumor. Outra
desvantagem do teste é que néo foi otimizado para pacientes com
tumores receptores de estrogeno-positivo tratados com terapia
enddcrina, uma vez que os genes relacionados com tal terapia

nem sempre estdo inclusos no MammaPrint'®.

Oncotype DX

O Ensaio de Cancer de Mama Oncotype DX ¢é uma forma de
teste de diagndstico que ajuda os pacientes e os médicos a se
manterem informados, e torna-os capazes de tomar decisdes
para um tratamento individualizado. Esse teste é capaz de revelar
uma biologia subjacente do tumor que leva a mudangas na deci-
sao do tratamento em até 37% das vezes.

Trata-se de ensaio multigénico de cancer de mama incorpora-
do nas trés maiores diretrizes clinicas: National Comprehensive
Cancer Network (NCCN®), American Society Clinical Oncology
(ASCO®) e ST Gallen Consensus. A incorporagdo do Oncotype
DX nessas diretrizes é uma op¢do que prediz se determinados
pacientes se beneficiardo com a quimioterapia.

Visto que nem todas as mulheres respondem da mesma forma
a quimioterapia, o Oncotype DX proporciona uma individuali-
zada predicdo do beneficio da quimioterapia e de uma recidiva
da doenca em até dez anos para influenciar em decisdes com
tratamentos adjuvantes em mulheres com cancer de mama em

estagio precoce.

Risco alto

Risco
intermediario

Risco baixo

0 5 0 15 20 25 30 35 40 45 50
Resultado da pontuacéo de recorréncia

Figura 1: Taxa de recidiva a distancia como uma funcéo
continua da pontuacéao de recorréncia, adaptado’®

O desenvolvimento do ensaio de Oncotype DX foi inspirado
no desejo de se quantificar o risco residual de retorno do cancer
em pacientes com tumores de mama linfonodo-negativos e re-
ceptor de estrégeno-positivo. Os niveis de expressao dos genes
sdo medidos por transcrigdo reversa multiplex-PCR e um algo-
ritmo matematico usado para calcular a pontuagéo de recorrén-
cia Gnica para cada paciente. Essa pontuagdo de recorréncia foi
criada com a intengio de predizer o retorno do tumor indepen-
dentemente da idade e do tamanho dele, e é preditiva da sobre-
vida global®.

A pontuagido de recorréncia (Recurrence Score) prediz o
beneficio da quimioterapia e indica o risco de retorno da
doenga em dez anos. A pontuagdo varia de 0 a 100, no qual
as notas mais altas indicam maior probabilidade de recorrén-
cia’’. O uso de RT-PCR permite uma pontuagdo continua, ao
contrario de um resultado binario (baixo ou alto, somente).
Pontuagdo de recorréncia menor que 18 indica baixo risco
de desenvolver céncer dez anos apds o tratamento. Qualifica
o tumor como indolente, sensivel & hormonoterapia, e a pa-
ciente apresentaria baixo beneficio com a quimioterapia.
A pontuagido com valor de 18 a 31 indica risco intermedia-
rio de recorréncia do tumor. J4 a pontuagdo de 31 a 100 indi-
ca alto risco de recorréncia do tumor, classificando-o como
agressivo e menos sensivel a hormonoterapia (Figura 1). No
entanto, essa pontuagdo também indica um maior beneficio
adquirido com a quimioterapia.

Foi feito um estudo para comprovar a significancia do tes-
te Oncotype DX por meio da andlise da pontuagdo de recor-
réncia. Foi mostrado que a pontuagao de recorréncia prediz
a recorréncia distante do tumor para todas as idades e tama-
nho do tumor. Pacientes com pontuagido menor de 18 (baixo
risco) tiveram menos frequéncia de recorréncia distante dez
anos apos o tratamento do que pacientes com pontuagédo 31
ou mais (alto risco). Além disso, nem todos os pacientes com
tumores pequenos foram classificados como baixo risco. A
pontuacdo de recorréncia identificou 44 de 109 pacientes
que possuiam tumor de 1 cm como sendo de risco interme-
diério ou alto. Dessa forma, foi concluido que o uso da pon-
tuagdo de recorréncia como preditor continuo proporciona
uma estimativa precisa do risco de recorréncia do tumor em
pacientes individuais'’.

O Oncotype DX é um ensaio baseado em transcrigao reversa-PCR
de 21 genes e ja foi um sucesso na identificagio de subconjutos de
pacientes com linfonodo-negativos e receptor de estrogeno-positivo.
As pacientes tiveram o beneficio de, adicionado a quimioterapia, uma
terapia adjuvante de antiestrogeno®. Além disso, diferentemente do
MammaPrint, no qual ha necessidade de bidpsia de tecido, a platafor-
ma de 21 genes do Oncotype DX tem a vantagem de poder ser empre-
gada em material parafinado, o que ajuda a conservar a amostra até o
momento da analise.

Os genes selecionados para compor a plataforma de 21 ge-

nes estdo envolvidos em importantes processos ligados a
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carcinogénese mamaria, como invasio, proliferaqéo e vias re-

lacionadas a receptores hormonais e sinalizagio de HER2. O

Quadro mostra os genes e suas fungdes.

Esse ensaio ja foi clinicamente validado em 13 estudos com

mais de 4.000 pacientes'’ 25,

CONCLUSAO

O cancer de mama possui uma evolugao muito rapida e poten-

cialmente fatal, motivo pelo qual é muito importante seu diag-

ndstico precoce. O desenvolvimento de novas técnicas de diag-

ndstico surgiu para melhor atender a paciente e poder inclusive

proporcionar um tratamento ideal, de acordo com as caracteris-

ticas individuais do tumor.

Oncotype DX e MammaPrint sdo técnicas aprovadas pela Food

and Drug Administration (FDA) e atualmente estdo em fase de

validagdo para definir mais claramente seus papéis na otimizagao

das terapias para pacientes com cancer de mama linfonodo-ne-

gativos. Certamente, na pr(’)xima década, teremos o aparecimen-

to de novos marcadores genéticos para o prognodstico cada vez

mais precoce do cancer.

Ambos os ensaios apresentam o potencial de identificar pa-

cientes com tumores linfonodo-negativos que ndo requerem

terapia adicional, poupando-as de tratamentos desnecessarios e

potencialmente toxicos.

Por meio da andlise das vantagens e desvantagens dos ensaios,

chega-se a conclusao de que o ensaio OncotypeDX ¢é o mais ade-

quado para o diagndstico do cancer de mama baseado nas evi-

déncias genéticas do tumor da paciente (Quadro 1). Isso se da

por trés fatores principais:

1.

Utiliza-se uma plataforma de apenas 21 genes (comparado
com 70 genes utilizados no MammaPrint).
Nao é uma técnica invasiva (comparada com a bidpsia de te-

cido no caso do MammaPrint).

Quadro 1: Nomes e fun¢des dos 21 genes utilizados no ensaio
OncotypeDx

Gene Funcao
ACTB
GAPDH
GUS
RPLPO
TRFC
KI67
STK15
Survinina Genes relacionados a proliferacao.
CCNB1

MYBL2

MMP11

CTSL2

GRB7

HER2

RE

PGR

BCL2

SCUBE2

GSTM1

CD68 Outros genes.

BAG1

Genes de referéncia. Normalizam a expressao
dos demais genes.

Genes relacionados a invaséo.

Genes relacionados ao HER-2.

Genes relacionados a via estrogénica.

3. Proporciona uma classificagdo do tumor em trés niveis — ris-
co elevado, intermedidrio e baixo (comparado com dois niveis

do MammaPrint — alto e baixo).

Além disso, enquanto o MammaPrint identifica o tumor ape-
nas se seu nivel for no minimo 30%, o Oncotype prediz o retorno
do tumor independentemente de seu tamanho. Outra diferenca é
que 0 MammaPrint ndo estd otimizado para pacientes com tumor
receptor de estrégeno positivo, enquanto o Oncotype permite pre-
dizer o risco residual de retorno do cancer de mama para estas.
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