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Resumo

A deteccao precoce do cancer de mama aumenta conside-
ravelmente as chances de cura, porém a identificacdo de
lesoes iniciais ainda ¢ um desafio. Os casos mais comuns de
diagnostico sao lesdes palpaveis e de estadio avangado. Dessa
forma, a busca por marcadores e testes moleculares tumorais
vem sendo amplamente explorada na tentativa de minimizar
tratamentos agressivos e contribuir para a detec¢do precoce do
cancer de mama. A dificuldade na clinica ainda é justamente
determinar com seguranca os marcadores moleculares que
seriam capazes de diferenciar lesdes benignas auténticas das
pré-malignas e malignas. Com isso, os testes moleculares tém
permitido responder perguntas sobre prognéstico tumoral,
recidivas e outras variaveis do fen6tipo tumoral. Entre estes
testes, 0 Oncotype DX™, Mammaprint e Prosigna tém possibi-
litado que a quimioterapia se torne mais individualizada, pre-
cisa e, quando comprovada a sua ndo necessidade, extinguido
situacdes desconfortaveis para as pacientes, além do melhor
custo e economia para o sistema de satde.

Descritores: Neoplasias da mama; Diagnostico precoce;
Biologia molecular.

Abstract

The biology of breast cancer and molecular prog-
nostic tests

Early detection of breast cancer greatly increases the chances
of cure, but the identification of early lesions is still a chal-
lenge. The most common cases of diagnosis are palpable and
advanced stage lesions. Thus, the search for tumor molecular
markers and tests has been widely explored in an attempt
to minimize aggressive treatments and contribute to early
detection of breast cancer. The main challenge still lies in
determining with the necessary degree of confidence which
molecular markers would allow for a distinction between
authentic benign, pre-malignant, and malignant. Molecular
tests have made it possible to answer questions about tumor
prognosis, relapse, and other variables of tumor phenotype.
Among these tests, Oncotype DX™, MammaPrint, and Prosig-
na have enabled a more individualized and precise chemo-
therapy, as well as, when it proves to be unnecessary, avoided
uncomfortable situations for patients. They’ve also allowed
for the increased adoption of cost-effective treatments in the
healthcare system.

Keywords: Breast neoplasms; Early diagnosis; Molecular
biology.
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Resumen

La biologia de cancer de mama y pruebas de pro-
nostico moleculares

La deteccion temprana del cdncer de mama aumenta en gran
medida las posibilidades de curacién, pero la identificacién
de lesiones tempranas sigue siendo un desafio. Los casos mas
comunes de diagnoéstico son en lesiones de etapa tangibles y
avanzadas. Por lo tanto, la busqueda de marcadores tumorales
moleculares y pruebas ha sido ampliamente explorada en un
intento por minimizar tratamientos agresivos y contribuir
con la deteccién temprana del cdncer de mama. La dificultad
en la practica todavia es de determinar con precision los
marcadores moleculares con la confianza de que sean capaces
de distinguir tumores auténticos benignos, premalignos y
malignos. Por lo tanto, las pruebas moleculares han permitido
responder a preguntas sobre el pronoéstico del tumor, larecaida
y otras variables del fenotipo tumoral. Entre estas pruebas, el
Oncotype DX™, MammaPrint y Prosigna han permitido que
la quimioterapia se vuelva mas individualizada, y cuando sea
demostrado necesaria o innecesaria, han disminuido situacio-
nes incémodas para los pacientes, pero lo mejor es el ahorro
de costos para el sistema de salud.

Palabras clave: Neoplasias de la mama; Diagnostico precoz;
Biologia molecular.
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Visao geral do cancer de mama

O cancer de mama ¢ uma doenca heterogénea,
com apresentacao eacompanhamento clinico bastante
complexo. Corresponde a 29% de todos os tipos de
tumores e é o segundo maior responsavel pelas taxas
de mortalidade globais relacionadas a carcinogénese.!
Somente no Brasil sdo esperados para o ano de 2015
57/100.000 casos.2 Em consequéncia, patologistas e
clinicos tém elaborado ferramentas na tentativa de
padronizacdo e adogdo de tratamentos mais adequados,
seguindo os indicadores preditivos de evolugao, prog-
nostico e técnicas moleculares de diagnéstico do cancer.

Histologicamente, a mama ¢é considerada uma
glandula sudoripara constituida por ramificacdes de
ductos e 16bulos. Apresenta compostos acinares, for-
mados por células epiteliais e mioepiteliais envoltos
por um estroma de tecido adiposo e tecido fibroso.
Dentre o parénquima mamario é possivel encontrar
linfonodos intraductais e suas respectivas ramifica-
¢Oes para as axilas. Pelas caracteristicas morfologicas e
unidades funcionais da mama, as lesdes sdo originadas
principalmente dos ductos e 16bulos.

Uma vez desenvolvidas, as lesdes mamarias sao clas-
sificadas como benignas (ndo neoplasicas e neoplasicas)
e malignas.? Engloba uma extensao de subtipos histol6-
gicos esao classificadas segundo o grau de diferenciacdo,
proliferacao e fenoétipo celular.? Em geral, essa classifi-
cacdo ¢ adotada pela Organizacdo Mundial da Saade
(OMS),* e o grau nuclear por Elston e Ellis.> Mais além, a
positividade e negatividade dos receptores hormonais
expressos no epitélio mamario (estrégeno, progesterona
e human epidermal growth factor receptor 2 - HER2) irdo
determinar a conduta terapéutica do cancer de mama.
Esta avaliacdo de expressao é realizada pela técnica de
imunoistoquimica, que consiste na marcac¢ao do tecido
mamario por anticorpos especificos.

Diagnostico por imagem

Independentemente do avango do diagnostico
molecular, o rastreamento e detec¢do precoce do cancer
de mama é feito por imagem. A aplicacdo das técnicas
moleculares ainda é complementar, justamente por
ndo haver testes validados para rastreamento inicial.
No cenario brasileiro, a idade de diagnoéstico do cancer
de mama tem diminuido ao decorrer dos anos, devido
principalmente ao rastreamento da lesdo pela mamo-
grafia e o desenvolvimento de programas assistenciais
voltados a satde da mulher.® Infelizmente, o que ¢
preconizado pelo Ministério da Satide (MS) € o rastrea-
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mento anual por mamografia somente a partir dos 50
aos 69 anos para mulheres,> o que contraria a idade ideal
de inicio de rastreamento inicial do cadncer de mama.®

Para o diagnostico do processo carcinogénico ma-
mario hé trés exames propedéuticos de imagens a serem
realizados: mamografia (MA), ultrassonografia (US) e
ressonancia magnética (RM). Além destes, incluem os
exames de alta tecnologia que incluem, por sua vez,
imagens em 3D e mapeamento de alta resolucao.

A MA ¢ o tnico método atualmente considerado
referéncia e adequado para rastreamento de mulheres
assintomaticas. A sensibilidade da técnica varia entre
40-73% e com uma especificidade de 35-98% depen-
dente da qualidade do equipamento utilizado e da
densidade da mama.”® Além disso, ja tem sido relatado
um namero consideravel de casos com erros e diver-
géncias nos resultados da MA, devido principalmente
a inexperiéncia dos radiologistas.’

O exame mamografico érealizado a partir de apare-
Ihos de baixa intensidade de emissao de raios-x. A mama
¢ comprimida sob um receptor de imagem (podendo
ser de filme ou digital) e uma base transparente de com-
pressao da mama. Os raios-x ndo absorvidos marcam o
filme ousao revelados pelo detector digital produzindo
uma fotografia similar a um negativo.’

A US tornou-se o exame mais sensivel para o diag-
noéstico das doencas mamarias, com sensibilidade de
92% e especificidade variando entre 90-96%." A técnica
baseia-se nos transdutores de ondas com frequéncia
meédia que varia de 5 para 15 MHz. Permite uma visu-
alizacao em profundidade do tecido analisado e sua
resolugdo garante a aplicacdo da técnica em mamas
densas e em estagio de lactacdo. A emissao das ondas
sonoras em diferentes dngulos recria a imagem com
precisdo, possibilitando detectar anormalidades na
mama avaliada.”” Tornou-se uma ferramenta valiosa
e complementar a mamografia na rotina, em especial
para a deteccdo de carcinomas nao palpaveis e ocultos
clinicamente. Contudo, o seu uso é limitado na clinica,
além de ser operador-dependente.

Aressonancia nuclear magnética (RNM) atualmen-
te € uma técnica utilizada para o acompanhamento
do estadiamento local e vigilancia da lesao mamadria.
Possui sensibilidade superior, ou mesmo equiparada a
US, e especificidade inferior aos demais exames com
88%.5 £ considerado um exame com necessidade de
aprimoramentos técnicos para que seja mais ampla-
mente utilizado."

A técnica consiste na sec¢ao do tecido analisado
em quadros de imagens com a recriacao do movimento
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dos protons de acordo com o relaxamento do tecido.
O uso da RM no diagnostico do cancer de mama ainda
é limitado, especialmente em pacientes jovens com
mamas densas e genes BRCA1 ou BRCA2 mutados, ou
mesmo Nos casos em que os genes nao foram testados,
porém de risco primario aumentado.*

Em aspectos complementares, o valor de diagnos-
tico da RNM ¢ usado principalmente para:

a) deteccao multifocal, multicéntrica e de patologia

contralateral, ou quando a deteccdo por MA e US

ndo foi suficiente para reconhecer a anormalidade
mamaria;

b) detectar a possibilidade de invasdo tumoral em

carcinoma ductal in situ;

¢)avaliar a resposta a quimioterapia neoadjuvante;

d) detectar massas tumorais ocultas na mama,

principalmente quando presentes inicialmente

nos linfonodos axiliares;

e) detecg¢do de lesdes impalpaveis em mamas

densas;

f) avaliar dinamicamente as curvas de washout das

lesdes mamarias.”

Considerando a capacidade de deteccao de lesdes
ocultas na mama, foi demonstrado que a RM foi capaz
de revelar 96% das patologias mamarias multifocais/
multicéntricas, enquanto a MA e a US, comparada-
mente, foram capazes de deteccao de somente 28,6% e
26,5%, respectivamente.!®

Receptores hormonais

Os estrogénios em geral sdo produzidos nos ovarios
e na placenta e, em menores quantidades, no tecido
adiposo, testiculos, vasos sanguineos, mama e outros.
No total, existem trés compostos: o estradiol, o estrona
e o estriol, sendo o estradiol o mais potente e o de maior
producdo nos ovarios.” O receptor de estrogénio (RE) é
dividido em dois subtipos - RE-a e RE-3 -, sendo que am-
bos compartilham de estruturas funcionais similares.
Atua como agente para crescimento normal e desenvol-
vimento do tecido mamario, mas os altos niveis deste
composto elevam o risco do desenvolvimento para o
cancer de mama.*® Isto se explica por trés motivos:

a) o receptor RE-a se transloca para o nucleo pro-

movendo o controle da expressao génica;

b) produtos oxidativos gerados a partir do meta-

bolismo do estrogénio promovem quebras e danos

ao DNA;

©) a exposicao excessiva do estrogénio leva a um

crescimento desregulado das células expostas ao

composto.®

Jaosreceptores de progesterona (RP) se assemelham
bastante aos de estrogénio, possuindo duas isoformas-o
RP-a e RP-B. Ambos possuem regides estruturais equi-
paradas e com sitio de ligacdo ao DNA. Sob influéncia
do hormoénio progesterona, a porcdo de ligacdo se
transloca no sentido nuclear, promovendo a regulagao
da expressdo de genes-alvos.”

Em geral, os receptores de estrogeno e progesterona
sdo fatores preditivos de resposta a hormonioterapia. A
positividade dos receptores depende da idade e periodo
menstrual da mulher, sendo que em média, 30%
apresentam RE positivo. Esta porcentagem € reduzida
em 10-20% nas mulheres em periodo de pré-menopausa
e se eleva a 50-60% nas mulheres em periodo de pos-
menopausa. O valor prognoéstico dos receptores de
estrogénio é diversificado entre os estudos, porém é
relatado que pacientes com RE positivo apresentam
tempo de sobrevida livre da doenca maior que
pacientes RE negativo. Desta forma, tem-se sugerido
que o RE esteja mais associado ao crescimento celular do
tumor, do que propriamente um marcador de potencial
metastatico.202

Varias modalidades de hormonoterapia ja foram
utilizadas no tratamento do cancer de mama, utilizan-
do em especial antiprogestagenos. Atualmente, o usual
é utilizar de moduladores seletivos para receptores de
estroégeno, como tamoxifeno, inibidores de aromatase e
analogos de hormonio da gonatropina, justamente pela
seletividade e participacdo protagonista no cancer.” E
regulamentado pelo College American of Pathologists
(CAP) que se faca a pesquisa de expressao dos receptores
hormonais em todos os tipos de tumores mamadrios,
inclusive em carcinomas ductais in situ (CDIS).>* A
hormoniterapia é indicada para qualquer paciente
que apresente expressao dos receptores esteroidicos
de forma adjuvante, ou mesmo de forma paliativa em
tumores em processo metastatico.

Os estudos que detalham a identificacdo do gene
codificador de HER2 tiveram inicio em 1985.2° Com
caracteristicas similares aos genes da familia de cresci-
mento epidérmico, o gene foi isolado a partir de células
tumorais do sistema nervoso central e, entdo, denomi-
nado NEU. Em 1988, Van de Vijver e colaboradores®
deram os primeiros passos na identificagcao da influén-
cia do gene no cancer de mama. No subtipo comedo,
o estudo observou uma forte marcacdo da proteina
HER2 no tecido em crescimento, porém nao foi possivel
encontrar associacdes entre o status do linfonodo e a
recorréncia do tumor com a expressa marcacao.
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O gene codifica uma proteina de 185 kDa de loca-
lizagdo transmembrana e dependente da atividade da
tirosina quinase responsavel pela emissao da sinalizacao
de crescimento celular. Em consequéncia, tumores
mamarios que expressam HER2 sdao mais agressivos
e apresentam uma sobrevida livre da doenca e global
com taxas inferiores aos que nao expressam.”»

Acredita-se que cerca de 15-20% dos tumores ma-
marios sao HER2 positivo e respondem ao anticorpo
Trastuzumabe® como primeira linha de tratamento. Em
2005, a liberacdo do Trastuzumabe® foi uma evolugdo
e esperanca no tratamento dos canceres HER2 positivo,
pois age sob a porcao extracelular da proteina e inibe a
progressao do tumor.?

Apesar das ferramentas para o diagnoéstico e tra-
tamento de tumores HER2, ainda sao constantes as
mudancas na clinica para determinar com seguranca
qual tumor seria propriamente positivo. A hetero-
geneidade do tumor traz discordancias quanto a sua
marcagao e nem sempre a primeira linha do tratamento
promove asensibilidade dos receptores hormonais. Em
2007, Wolffe e colaboradores®® da American Society
of Clinical Oncology (ASCO) e do CAP definiram as
recomendacdes para a avaliacdo da proteina HER2 em
cancer de mama.

Classificacao molecular do cancer de
mama

Noiniciodadécada passada,comodesenvolvimento
das técnicas genOmicas, os tumores mamarios foram
classificados molecularmente. Cada grupo, em acordo
com a positividade dos receptores e avaliados por
microarranjos génicos, revelou quatro subgrupos:
luminal (A e B), basal-like, superexpressdo de HER2 e
normal; e, posteriormente, outros dois: claudin-low e
mesenquimal33

Os tumores luminais apresentam ER positivo, pa-
droes de expressao génica das células epiteliais luminais
mamarias, incluindo a expressdo das citoqueratinas
tipo 8 e 18, além de possuirem fend6tipo de baixa proli-
feracdo celular, expressao elevada de genes relacionados
ao ER e bom prognostico.*? Ja os tumores luminais tipo B
apresentam altas taxas de proliferacdo, tipo histolégico
agressivo e prognostico pior que os luminais A.32

O subtipo basal, também conhecido como ‘triplo
negativo’, apresenta RE, RP e HER2 negativos. Apresen-
tam comportamento agressivo, de pior progndstico e
alvo terapéutico nao definido.* Constituem cerca de
10-20% de todos os tumores de mama, afetando mais
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frequentemente mulheres jovens. Nao respondem a tra-
tamentos com drogas antiestrogénicas e monoclonais,
além de apresentarem fenétipo quimiorresistente. No-
vos dados tém enfatizado que a complexidade molecu-
lar do cancer de mama triplo negativo constitui muito
mais do que um modelo basal. A analise transcriptoma
de tumores triplo negativos identificaram seis subtipos,
sendo dois tipos basais, um imunomodulatério, um
mesenquimal, um mesenquimal do tipo células-tronco
e um subtipo luminal receptor de androgeno.>*

O subtipo superexpressdo do HER2, cujo fen6tipo é
RE negativo e HER2 positivo, apresenta amplificacao do
oncogene HER2 e, concomitantemente, superexpressao
da proteina.®? Estes tumores respondem a drogas que
bloqueiam a atividade de HER2, por exemplo, o anti-
corpo monoclonal Trastuzumabe®.

O subtipo normal foi caracterizado por meio do
aumento da expressdo de muitos genes conhecidos
por serem expressos pelo tecido adiposo e por outros
tipos de células epiteliais.* Este subtipo, assim como os
subtipos claudin-lowe mesenquimal, estdo pobremente
caracterizados e com significancia clinica limitada.

Ferramentas de progndstico molecular

O desenvolvimento de técnicas gendmicas tem
proporcionado a elucidacao de mecanismos envolvidos
na carcinogénese, em destaque, para genes da regulacdo
e diferenciacdo celular. Entre as principais alteracdes da
carcinogénese podem ser citadas: a expressao aumen-
tada de oncogenes, inibicdo de supressores tumorais,
instabilidades cromossOmicas, alteracdes epigenéticas,
alteracdes nas vias de reparo, entre outras. Neste cendrio,
os testes moleculares para o cancer de mama foram de-
senvolvidos e validados baseados nestas modifica¢des
e atualmente exercem papéis funcionais na caracteri-
zacdo do tumor, fornecendo alternativas terapéuticas
mais adequadas.

Entre os testes validados pelo Food and Drugs
Administration (FDA) - 6rgdo institucional norte-
americano responsavel pela liberacao e fiscalizagao,
equivalente a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) no Brasil -, somente o Oncotype DX® e o
MammaPrint estao liberados para a rotina clinica. Os
demais sdo complementares e realizados por decisoes
entre paciente e médico e também quando os tumores
nao entram nas especificacdes requeridas do teste.
Em geral, sdo validos para tumores pequenos, sem
metastase, RE positivo e HER2 negativo.
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Oncotype DX®

O ensaio Oncotype DX® (Genomic Health, Re-
dwood City, CA, USA) avalia a expressdo de 21 genes
no tecido mamario, seja ele parafinado ou fresco, pela
reacdo em cadeia da polimerase por transcricao rever-
sa em tempo real. O teste consiste na avaliacdo de 16
genes relacionados ao cancer de mama e cinco genes
de referéncia (GAPDH, ACTB, RPLPO, GUS e TFRC),
utilizados como padrdes. Os 16 genes incluem aqueles
relacionados ao RE (ER, PR, BCL2 e SCUBE2), prolife-
racdo (Ki67, STK15, Survivin, CCNB1 e MYBL2), HER2
(HER2 e GRBY?), invasao (MMP11 e CTSL2), além de trés
genes adicionais relacionados (GSTM1, CD68 e BAG1). O
resultado da expressao é dado em score de recorréncia,
que varia entre taxas de zero a 100 para cada paciente.
Este score é caracterizado em baixo risco (score < 18),
intermediario (score entre 18 e 30) e avancado (score >
31).2¢ O Oncotype DX®, sem davidas, € o mais utilizado
naclinica,com maior nimero de pesquisas de validacdo
e respostas sobre niveis de recorréncia e beneficios na
auséncia de quimioterapia.

Atualmente, existem diversos ensaios clinicos em
andamento com o Oncotype DX® que tém por alvo
tumores que nao se classificam dentre as validacdes do
teste, mas que poderdo beneficiar diversos pacientes.

MammaPrint

O MammaPrint (Agilent, Amsterdam, The Ne-
therlands) € um teste que se aplica a tecnologia dos
microarranjos génicos. Avalia a expressdo de 70 genes,
dentre os quais estao: genes do ciclo celular, prolifera-
¢do, invasao, metastase, angiogénese e transducdo de
sinal. Diferentemente do Oncotype DX®, o teste fornece
resultados em dois perfis: alto risco (taxas elevadas para
chances de metastase) e baixo risco (menores taxas para
metéstase). Os valores para sua validacao foram ajusta-
dos e aplicados para pacientes que tiveram metastase
apos cinco anos, linfonodo sentinela negativo e que
ndo receberam tratamento sistematico.”

Em suma, o teste é aconselhdvel para pacientes
com idade menor que 61 anos de idade, tumores em
estadio I e II, RE positivo ou negativo, linfonodo ne-
gativo, exceto para casos em que hd acometimento de
no méximo trés linfonodos. Uma das peculiaridades
observadas é que somente no ano de 2013 o teste foi
validado para tumores conservados em parafina e, em
especial, tumores RE negativos quase em sua totalidade
sao classificados no score de alto risco.”

PAM 50 - Prosigna

O Prosigna (Nanostring Technologies, Inc., Seattle)
€ um dos testes gendmicos mais recentes. Consiste na
avaliacao de 50 genes, dos quais, oito sdo normalizado-
res, seis controles positivos e oito controles negativos da
reacdo. O RNA éisolado do tecido fresco ou em parafina,
e consiste na mensuracao por hibridizacdo especifica
das regides de cada um dos 50 genes, dando como re-
sultado o score de recorréncia. Denominado de risk of
recurrence score (ROR), os valores sao fornecidos entre
zero e 100, em trés divisdes: 1) modelo por coeficiente
de COX, que inclui teste estatistico de Pearson; 2) score
de proliferacao; e 3) tamanho do tumor representando
agressividade histopatolégica.

As categorias de risco sdo divididas em trés (baixa,
intermediaria e alta), determinando o risco de recorrén-
ciaapods dez anos de diagnostico. Validado como preciso
esensivel, o teste foi aprovado pelo FDA somente como
ferramenta-teste de prognoéstico, nao podendo ser
utilizado como determinante para escolha ou mesmo
preditivo deacompanhamento de terapia. O material a
ser analisado deve ser o RNA isolado através do sistema
de analise nCounter® Dx (Nanostring Technologies,
Inc, Seattle) e é garantido que apenas 250 ng de RNA sao
suficientes para todas as anélises requeridas do teste.®

Limitacoes e perspectivas dos testes

Assim como os biomarcadores tradicionais, que
apresentam divergéncias na sensibilidade e especifi-
cidade para determinada patologia, os testes génicos
possuem controvérsias em suas valida¢cdes e nem sem-
pre sdo ideais para serem aplicados em decorréncia da
heterogeneidade dos tumores de mama. Por exemplo,
em nenhum dos testes aqui exemplificados hd um
consenso para tumores HER positivos e avangados.

O Oncotype DX®, talvez o mais realizado e confia-
vel entre as validacdes, apresenta uma faixa de resultado
intermediaria, que traz davidas, para médico e pacien-
te, sobre qual conduta tomar. Quimioterapia ou nao
quimioterapia? No mesmo cendrio, 0 MammaPrint,
embora exclua esta faixa intermediaria, apresenta taxas
de recorréncia superiores ao Oncotype DX®. Por fim, o
Prosigna, bastante pretensioso, ainda apresenta davidas
e auséncia de vantagens sobre os demais testes no mer-
cado, sendo necessarios mais estudos para comprovar
sua eficiéncia.

Em recente publicacdo, hé crescentes evidéncias da
utilizagao destes testes moleculares na pratica clinica,
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trazendo validacdo prognostica para alto e baixo risco
de necessidade de tratamento e quimioterapia, assim
como de validagcao de recorréncias a partir de cinco
anos da data da cirurgia.*

Sem duavidas, os testes génicos tém revolucionado o
tratamento do cancer no que diz respeito a eliminagao
de tratamentos agressivos e o custo-efetividade das
quimioterapias. Com isso, tem garantido maior segu-
ranga para o oncologista na prescri¢do do tratamento,
determinando com individualidade a quimioterapia.

Consideracoes finais

Muitos testes que exploram as assinaturas génicas
tém nos permitido responder parcialmente a perguntas
sobre prognostico tumoral, recidivas e outras varidveis
do fenotipo tumoral. Com eles, a quimioterapia tem se
tornado mais individualizada, precisa e, quando com-
provada a sua ndo necessidade, extinguido situacdes
desconfortaveis para os pacientes, além do melhor
custo e economia para o sistema de satide. Atualmente,
diversas valida¢des estdo em andamento. Consequente-
mente, testes reformulados, mais especificos e sensiveis,
poderdo ser aplicados na rotina clinica em breve.
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