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RESUMO: A anédlise de expressao génica de tumores mamarios vem despertando enorme
interesse de pesquisadores nos ultimos anos. Testes clinicos precisos, reprodutiveis e
validados tém sido utilizados na avaliagdo progndstica e preditiva de subgrupos especificos de

pacientes.

DESCRITORES: Neoplasias mamarias/genética; Andlise de sequéncia com séries de
oligonucleotideos; Testes genéticos; Progndstico.

INTRODUCAO

Internacionalmente, tem-se diagnosticado
um aumento de incidéncia de cancer de
mama em mulheres, principalmente nos Estados
Unidos e paises europeus'; s&o mais de 1.000.000
de novos casos que serao diagnosticados em todo o
mundo neste ano'. No Brasil, € a neoplasia feminina
mais comum, sendo a segunda maior causa de mortes
por cancer feminino; estima-se que aproximadamente
49.300 mulheres apresentardo a doenca até o final
deste ano, com aproximadamente 10000 6bitos?.
Ressalta-se que o cancer de mama resulta
da interagcdo de fatores genéticos e estilo de vida,

habitos reprodutivos e meio ambiente. Como
todos os canceres de mama, tém origem genética;
acredita-se que 90% a 95% deles sejam esporadicos
(ndo-familiares) e sejam decorrentes de mutagdes
somaticas que se verificam durante a vida, e que
5% a 10% sejam hereditarios (familiares) devido a
heranca de uma mutagéo germinativa ao nascimento,
que confere a essas mulheres suscetibilidade ao
cancer de mama.

Mesmo diante de elevada incidéncia, tem-se
presenciado uma melhora nas taxas de sobrevida em
muitos paises devido a uma encorajadora tendéncia
de deteccao precoce, aliada ao uso de novos
recursos terapéuticos.
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E mesmo diante dos avang¢os na deteccao
precoce e na compreensdo da biologia molecular
dessa doenga, muitos pacientes em estagios iniciais
acabam apresentando doenca recorrente pos-
tratamento. Por outro lado, é sabido que a grande
parte das pacientes submetidas a terapia adjuvante
poderia sobreviver mesmo na sua auséncia, ou
seja, utiliza-se quimioterapia em pacientes que nao
precisam porque nao se sabe ao certo quais tém
micrometastases ocultas. Analise de metanalises de
ensaios randomizados e varios estudos retrospectivos
nao controlados mostraram que cerca de 70% das
mulheres sem comprometimento dos ganglios
axilares estao vivas e livres de doenca dez anos apds
a cirurgia sem nenhum tipo de tratamento adjuvante
e, apesar disso, muitas delas o recebem?.

Os fatores progndsticos sao relevantes para
se prever resultados especificos em cada paciente
e devem ser utilizados na selecéo de tratamentos
individualizados*.

O Status nodal axilar, por exemplo, € 0 mais
importante parametro usado para definir classes de
risco em pacientes com doenca inicial, entretanto nao
consegue determinar o padrao de resposta alcancada
diante dos atuais sistemas terapéuticos?.

A responsividade enddcrina € um importante
fator preditivo, bem estabelecido, e que pode avaliar
a vulnerabilidade do tumor a enddcrino-terapia.

O proto-oncogene Her2-neu quando
amplificado ou hiper-expresso, situacao observada em
15 a 20% dos carcinomas de mama, esta relacionado
a pior prognostico. Estudos retrospectivos sobre o
beneficio da quimioterapia adjuvante mostraram uma
reducdo na sobrevida livre de doenga para pacientes
que apresentavam hiper-expressao desse gene®.

O fato de conhecer os fatores preditivos
de maior precisao auxiliaria na decisé@o frente aos
diversos tipos de terapia, determinando condutas
individualizadas mais eficientes, que pudessem
causar impacto na taxa de sobrevida global, reducao
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nos custos com assisténcia médica e melhoria
na qualidade de vida dessas pacientes. E, ainda,
pouparia muitos pacientes de terapias desnecessarias
€, consequentemente, de seus efeitos deletérios.

Diante dos recentes avangos em biologia
molecular, surge a possibilidade de codificacdao de
perfis genéticos de tumores soélidos, relacionando-os
a diferentes comportamentos clinicos e predizendo
resposta a esquemas terapéuticos. De forma pratica,
criam-se “assinaturas” ou “impressdes” genéticas
que selecionam aqueles pacientes que mais se
beneficiariam de determinada terapia.

E nesse preceito questiona-se: de que forma
essas “assinaturas” poderiam facilitar a identificagao
de subtipos de cancer de mama?

Bases genéticas

Em 1953, a estrutura tridimensional da
molécula de DNA — a dupla hélice — foi descoberta
por Francis Crick, James Watson e Maurice Wilkins,
quando trabalhavam em Cambridge, no Reino Unido.
O resultado foi publicado em duas paginas da Revista
Nature, em abril de 1953. Em 2003, 50 anos depois da
descricédo da dupla hélice, outro momento destacou-
se na comunidade cientifica: o sequenciamento do
genoma humano®.

Avancos nas técnicas de biologia molecular
tém possibilitado gerar uma vasta quantidade de
dados, como as pesquisas com células-tronco,
vacinas recombinantes e sequenciamento de varios
genomas, por exemplo.

Os microarrays sao micro-arranjos de DNA
dispostos em um suporte sdlido, geralmente um vidro
especial, com tamanho semelhante a uma lamina de
microscopio ptico e que permite analisar um grande
volume de dados simultaneamente, proporcionando
a obtencao de um perfil da expressao génica de um
determinado tecido’.

Principle of cDNA microarray

assay for gene expression
(after Gibson & Muse 2002)

Red = "up-regulation”
Green = "down-regulation”

Black = constitutive
expression

Fonte: www.mun.ca/.../cDNA_microarray_
Assay_of_Gene_Expression.html.

FIGURA 1: Principio de cDNA microarray
analise da expressao génica



Um arranjo de DNA:

[...] consiste em um suporte sélido (lamina
de vidro ou membrana de nylon) no qual
séo fixados, de forma ordenada, fragmentos
de DNA correspondentes aos genes que
serao estudados (em geral obtidos de uma
biblioteca de cDNA). Assim em cada ponto
do arranjo existe cDNA ou oligonucleotideo
correspondente a um gene.

Na atualidade, as técnicas de microarrays
possibilitam, entre outras coisas, a medicdo de
“impressdes genéticas” de células com céncer e
a partir desses dados torna-se possivel realizar
analises, como a identificacéo de genes expressos
em condic¢des distintas, capazes de indicar potenciais
genes a serem avaliados com maior detalhe a nivel
molecular.

Testes validados

Validade clinica define a capacidade de
precisdo e confiangca de um determinado teste
em identificar ou prever resultados finais e/ou
intermediarios de seu interesse.

Utilidade clinica define o equilibrio entre
beneficios e danos associados ao uso deste teste,
na pratica, incluindo o seu valor acrescentado para o
manejo clinico e a tomadas de decisdes comparado
a sua nao utilizagao®.

Alguns testes genéticos baseados
na codificagcdo genética de tumores de mama
conseguiram comprovar sua capacidade em
caracterizar diferentes grupos de pacientes e
determinados comportamentos tumorais®.

O Oncotype DX tem como principio o fato de
que nem todas as pacientes se beneficiam igualmente
da quimioterapia®'®. Constitui-se em um painel de 21
genes, através da técnica de RT — PCR, resultando
em um score de recorréncia de 0 a 100. Deve ser
utilizado nas pacientes com doenca inicial, enddcrino-
responsivas e linfonodo-negativas ou linfonodo-
positivas, porém na pds-menopausa.

O Score maior que 30 esta relacionado a
beneficio significativo com a quimioterapia; de 18 a
30 sugere que nao havera beneficio com a terapia,
mas a decisdo deve ser baseada na clinica; e Score
inferior a 18 sugere minimo beneficio com o esquema
terapéutico.

O MammaPrint® é um micro-arranjo de DNA
com base na atividade de 70 genes, fornecendo
informacgdes sobre a probabilidade de recorréncia
tumoral. O teste mede o nivel de expressao de cada
um desses genes em uma amostra de tecido de
tumores tratados cirurgicamente, determinando se o
paciente é considerado de baixo ou de alto risco para
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metastase a distancia nos préximos 5 a 10 anos''.

As pacientes devem ter menos de 61 anos,
estadio 1 ou 2 e linfonodos negativos, independente
da expressdo de receptores hormonais, para boa
acuracia.

O Rotterdam Signature, desenvolvido pela
Erasmus University Cancer Center em Rotterdam,
€ um teste progndstico validado para pacientes
linfonodo-negativos independente do status hormonal,
e que se propde a identificar grupos de pacientes com
alto risco para recorréncia a distancia'2.

O NuvoSelect™ (Nuvera Bioscience, Inc.,
Woburn, MA, EUA) utiliza um conjunto de 30 genes
para predizer resposta completa a quimioterapia
primaria com paclitaxel, 5-fluouracil, doxorrubicina e
ciclofosfamida (FAC+T) e um conjunto de 200 genes
para predizer resposta tumoral apds 5 anos de terapia
enddcrina’s.

O ensaio H/I (HOXB13/ILI7BR) se baseia
na identificacdo de 2 genes para predizer resposta
a terapia com tamoxifeno em pacientes enddcrino-
responsivos'™. O IL17BR over expresso esta
relacionado a resultados favoraveis, enquanto a
elevada expressao do gene HOXB se relaciona a
doentes que apresentaram comportamento clinico
mais agressivo, isto é, resisténcia ao tamoxifeno.

Estudos clinicos

MINDACT BIG3-04

O Breast International Group (BIG), em
sua busca pela otimizagdo do tratamento da
neoplasia mamaria, realizou um estudo prospectivo
e randomizado comparando a assinatura de 70
genes com critérios clinico-patolégicos na selecédo
do tratamento adjuvante de pacientes linfonodo-
negativos ou com até 3 linfonodos positivos.

Assim, o MINDACT", estudo iniciado em
fevereiro de 2007, avaliara o risco de 6000 mulheres
através dos tradicionais fatores clinico-patoldgicos
versus perfil de 70 genes (MammmaPrint®). Se
ambos os métodos de classificacdo revelarem o
paciente com baixo risco de recidiva, quimioterapia
adjuvante nao sera oferecida; se ambos os métodos
de classificacao revelarem alto risco de recorréncia,
quimioterapia sera proposta; e se os métodos
oferecerem resultados discordantes (estimado
32% dos doentes), o paciente sera randomizado
diante a avaliacéo isolada de cada método. Espera-
se que 10-20% das mulheres, que normalmente
receberiam quimioterapia adjuvante baseada em
seus fatores clinico-patolégicos, sejam poupadas
dessa terapia, sem qualquer impacto negativo na
sua sobrevivéncia.
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A segundo aleatorizagcao ira comparar
esquemas diferentes de quimioterapias, com o
objectivo de mostrar que um regime sem antraciclinas
pode ser usado com eficacia similar ou superior
e reducdo de efeitos colaterais, particularmente
cardiotoxicidade e leucemia.

Uma terceira randomizagéao incluira todos os
pacientes enddcrino-responsivos pés-menopausais,
comparando dois esquemas de terapia enddcrina: 2
anos de tamoxifeno seguido de 5 anos de letrozol e 7
anos de letrozol iniciais. O MINDACT é o Unico estudo
nesse sentido que ira fornecer dados que possam
validar assinaturas genéticas preditivas.

O TRANSBIG também esta criando um
enorme banco de material bioldégico, composto por
tecido tumoral fresco congelado, blocos de parafina
e sangue / soro de todos os 6000 pacientes, que
complementarem de maneira eficiente o estudo. Este
biobankficara sob a tutela do Comité de Pesquisa da
TRANSBIG e constituira um recurso inestimavel para
o futuro da pesquisa do cancer de mama.

NSABP B-14 e B-20

Tanto o NSABP B-14 quanto o B-20
mostraram que o Oncotype DX fornece resultados
consistentes, reprodutiveis e precisos.

O NSABP B-14 testou 668 perfis genéticos de
675 tumores de pacientes previamente tratados com
tamoxifeno®. Os niveis de expressao de 21 genes
relacionados ao cancer foram definidos e aplicados
em um algoritmo para calcular prospectivamente o
risco de recidiva (baixo, intermediario ou alto) para
cada paciente.

As proporg¢des de pacientes classificados
como tendo um baixo, intermediario ou alto risco pela
RT-PCR assay foram 51, 22, e 27%, respectivamente,
e essa pontuacéo foi validada estatisticamente.

Ja o NSABP B-20 objetivava avaliar o
beneficio da quimioterapia em relagdo a risco de
recorréncia a distancia em pacientes enddcrino-
responsivos e linfonodo-negativos tratados com

tamoxifeno’.

Em um total de 651 pacientes, 227 mulheres
receberam apenas tamoxifeno, enquanto para 424
foi acrescido tratamento quimioterapico (CMF).
Observou-se que as pacientes com score igual ou
superior 31 apresentavam uma substancial vantagem
com a realizacdo da quimioterapia, menor que 18
um beneficio minimo, e para scores entre 18 a 30
o beneficio ndo estava bem definido. Esse estudo
nao s6 quantificou a probabilidade de recorréncia,
mas também o tamanho do beneficio adquirido com
a terapia.

CONCLUSAO

Em todos os carcinomas mamarios,
principalmente na neoplasia inicial, o desafio de
oferecer o regime terapéutico certo ao paciente certo
€ muitas vezes limitado pela incapacidade do médico
de identificar subtipos especificos de respostas
dentro do enorme numero de pacientes acometidos.
A terapia adjuvante, ha tempos bem estabelecida,
consegue reduzir o risco de recidiva a distancia,
entretanto a reducéo das taxas de mortalidade ainda
é pequena.

Diversas estratégias tém sido desenvolvidas
com o objetivo de identificar subgrupos mais
homogéneos de pacientes, incluindo a utilizacdo de
informacdes progndsticas.

A identificacdo de grupos de pacientes
prognosticamente distintos através da expresséao
génica via microarray proporciona nao s6 nos orientar
quanto a abordagem terapéutica, mas também de
que maneira selecionar quais terapias seriam mais
eficazes nesses determinados subgrupos.

Evidéncias clinicas atuais nos orientam
quanto ao fornecimento de aconselhamento cientifico
para pacientes candidatos a analise genética,
informando-os sobre os beneficios e provaveis
danos relacionados a estes testes, bem como suas
possibilidades em modificar o curso da doenca.

Abreu KC, Vieira Junior LAS. Microarrays in breast cancer: genetic aspects. Rev Med (Sao
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ABSTRACT: The analysis of gene expression in breast tumors has attracted great interest
from researchers in recent years. Clinical tests accurate, reproducible and validated has been
used to assess prognostic and predictive of specific subgroups of patients.

KEY WORDS: Breast neoplasms/genetics; Oligonucleotide array sequence analysis; Genetic

testing; Prognosis.
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