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Resumo

Os biomarcadores como indicadores de processos biologicos e patogénicos sao uma
nova perspectiva de diagnostico, de terapéutica e de monitorizagao. No cancro da mama,
distinguem-se o RE/RP, o HER2, mutagoes nos genes BRCA| e BRCAZ2, entre outros. O tipo
de biomarcador permite fazer o diagnéstico, direcciona-lo para uma terapéutica e ainda, é
factor essencial na monitorizagao desta patologia, ou seja, introduzir o conceito de medicina

personalizada.

Actualmente, ja existem testes diagnosticos no mercado, principalmente para os
genes BRCA, que avaliam a predisposicao da mulher vir a desenvolver cancro da mama.
Esses testes sao realizados a partir de amostras de sangue periférico ou de saliva, quando
pedidos por um médico. Se estes forem positivos, o paciente deve recorrer a remogao
profilactica dos ovarios ou da mama, consoante o tipo de mutagao. Se o carcinoma for RE
positivo, a sua terapéutica tera que ser hormonal, utilizando farmacos antagonistas dos
receptores (tamoxifeno) ou |As (anastrazol ou letrozol). Mas quando o biomarcador
intrinseco € o HER2, a estratégia de tratamento consiste em anticorpos monoclonais como
o trastuzumab. No entanto dentro dos proprios biomarcadores, existe heterogeneidade.
Por exemplo as duas isoformas ERa e ER[ e a perda do terminal carboxilo do HER2. Estas
mudangas influenciam o tratamento mas também poderao ser objecto de estudo para novos
tratamentos. Quanto ao prognostico, existem também testes que avaliam, simultaneamente,
um conjunto de genes associados a proliferacao celular e a tumorigénese pelas técnicas de
PCR e microensaios, que avaliam o risco de recorréncia do tumor. Sio eles o OncotypeDX®

e o Mammaprint®.

Para finalizar, uma outra valéncia essencial dos biomarcadores é a capacidade de estes
permitirem novas estratégias terapéuticas. A desregulagao da via PI3K-AKT-mTOR e a
amplificacao dos FGFR sao alvos importantes, pois o primeiro é uma cascata complexa, com
muitas etapas, que por sua vez leva a um acumular de erros, o segundo por ser responsavel

pela proliferacao celular desmesurada e ser um importante factor na tumorigénese.
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Abstract

Biomarkers as indicators of biological and pathological processes are a new
perspective of diagnosis, therapy and monitoring. In breast cancer, among others
biomarkers, the principals are the ER/PR, HER2, BRCA| and BRCA2 gene mutations. The
type of biomarker allows the realization of the diagnosis leads him to a therapy and also is an

essential factor on monitoring the pathology, which it’s called “personalized therapy”.

Nowadays, there are commercialized diagnostic tests, mostly for BRCA genes, that
evaluate women predisposition in developing breast cancer. Those tests are realized from
peripheral blood or saliva samples and they need to be requested from a doctor. If the test
turns positive, the patient should proceed to a prophylactic removal of the breast or of the
ovaries, depending on the kind of the mutation. If the cancer is ER positive, the treatment
should be hormonal with antagonists of the ER (tamoxifeno) ou Als (anastrazol or letrozol).
But when the intrinsic biomarker is HER2, the treatment strategies consist on monoclonal
antibodies such as trastuzumab. However, within the same biomarkers there is some
heterogeneity. For instance, the two isoforms REa and REB and the loss of the terminal
carboxyl of the HER2. These changes influence the treatment but can also be the object of
futures studies for new kinds of treatment. Regarding the prognosis, there also tests that
simultaneously evaluate a conjunct of genes related to cellular proliferation and
tumorigenesis, through techniques such as microarrays and PCR, which assess the

recurrence risk of the tumor. They are the OncotypeDX® and the Mammaprint®.

In conclusion, another biomarker’s essential capacity is that they have to allow new
therapeutically strategies. The dysregulation of the PI3-AKT-mTOR pathway and the FGFR
amplification are important targets, because the first one it’s a complex downstream with
several steps, which can lead to an accumulation of alterations and the second for being
responsible for the decontrolled cellular proliferation and an important factor in the

tumorigenesis.
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I. Introducio

O cancro da mama é a neoplasia mais comum na mulher, tanto em paises
desenvolvidos como em paises menos desenvolvidos. E uma das doengas com maior impacto
na nossa sociedade, nao sé por ser muito frequente, e associado a uma imagem de grande
gravidade, mas também porque agride um 6rgao cheio de simbolismo, na maternidade e na
feminilidade. As taxas de incidéncia variam de forma universal, ou seja vai desde 19,3 por 100
000 mulheres na Africa Oriental até 89,7 por 100 000 mulheres na Europa Ocidental. Em
Portugal, anualmente sao detectados cerca de 4500 novos casos de cancro da mama, e 1500

mulheres morrem com esta doenca 2.

Embora os paises mais desenvolvidos detenham uma maior percentagem de casos de
cancro da mama, é certo que as suas taxas de sobrevivéncia sao mais elevadas quando
comparadas com paises mais pobres. Por exemplo, 80% de sobrevivéncia na América do
Norte, Suécia e Japao em contrapartida com taxas de 40% em paises menos desenvolvidos.
As baixas taxas de sobrevivéncia em paises menos desenvolvidos podem ser explicadas
maioritariamente pela auséncia de programas de detecgao precoce, resultando numa maior
proporc¢ao de mulheres diagnosticadas tardiamente, e também devido a falta de recursos de
tratamento e diagnostico. Por oposicao, a diminuicdo da taxa de mortalidade em paises
desenvolvidos deve-se a deteccao precoce da doenca e a descoberta de novas estratégias de
tratamento. Os avangos das técnicas imagiologicas permitem a deteccao de tumores
mamarios em estados iniciais da doenga assim como o uso de esquemas de quimioterapia

mais eficazes contribui para um melhor prognéstico, logo o aumento da sobrevivéncia .

Historicamente, o cancro da mama foi a primeira doenga maligna para a qual a
determinagao de tratamento molecular foi introduzida. Em particular, a andlise da expressao
do receptor hormonal com terapia endocrina e a analise de terapia alvo com anticorpos
especificos como o trastuzumab para o HER2, tém um impacto imediato nas decisoes de
tratamento. Por outro lado, a indicagao de quimioterapia tem sido, tradicionalmente baseada
em factores de progndstico, como a histopatologia e caracteristicas clinicas do tumor,
abordagens combinadas, resultados de prognosticos e algoritmos clinicos como o St.Gallen

Consensus @,

Actualmente nio é sustentavel considerar o cancro da mama como uma Unica doenga.

Os seus subtipos podem ser definidos por testes genéticos ou aproximagoes a esta
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classificagao por imuno-histoquimica. Estes subtipos, tém diferentes factores de risco
epidemiologico, historias naturais diferentes e diferentes respostas para terapias sistémicas e
locais. Logo, estas diferengas implicam que os clinicos devam considerar os casos de cancro
da mama, tendo em conta os varios distintos subtipos, na medida em que, correctamente

avaliem as evidéncias relevantes e que atinjam um estratagema terapéutico apropriado .

2. Caracterizacao Clinica do Cancro da Mama

Antes de caracterizar a patologia, é necessario elucidar sucintamente, a estrutura
mamaria. As mamas sao glandulas secretoras e estio situadas diante dos musculos peitorais
que, por sua vez, cobrem as costelas. Esta é constituida por |obulos, ductos e estroma. Cada
mama encontra-se dividida em |5 a 20 secgoes, os chamados lobos. Por sua vez, os lobos
sao constituidos por muitos lobulos, mais pequenos e é aqui que se encontram as células
produtoras do leite. O leite flui dos I6bulos, até ao mamilo, através de canais finos, os ductos
— galactéforos. Entre os [obulos e separando a glandula da pele e da parede toracica esta o
estroma, constituido por tecido adiposo e tecido conjuntivo que rodeia e suporta os ductos,
|6bulos, vasos sanguineos e linfaticos. O mamilo situa-se no centro da aréola, habitualmente

mais escura que o resto da pele da mama ©.

A grande maioria dos tumores malignos da mama tem origem nos ductos ou nos lobulos da
mama, que sao tecidos glandulares; como tal, sio denominados adenocarcinomas. Os dois
tipos mais frequentes sao o carcinoma ductal e o carcinoma lobular. O termo in-situ define o
cancro da mama precoce, quando se encontra limitado aos ductos ou aos l6bulos, sem que
haja invasao dos tecidos mamarios vizinhos ou de outros orgaos. O carcinoma ductal in situ
(CDIS) é um tumor da mama nao invasivo mais frequente. Carcinoma lobular in situ (CLIS)
embora nao seja um verdadeiro cancro é, por vezes, classificado como um cancro da mama
nao invasivo. O carcinoma ductal invasor (CDI) é o cancro da mama mais frequente com
origem nos ductos e com capacidade de invadir os tecidos vizinhos. Nesta fase, pode
disseminar-se através dos vasos linfaticos ou do sangue, atingindo outros 6rgaos. Cerca de
80% dos cancros da mama invasores (ou invasivos) sao carcinomas ductais. O carcinoma
lobular invasor (CLI) tem origem nas unidades produtoras de leite, ou seja, nos lébulos. A
semelhanga do CDI, pode disseminar-se para outras partes do corpo. Cerca de dez 10% dos
cancros da mama invasores sao carcinomas lobulares. E por fim, o carcinoma inflamatério da

mama que € um cancro muito raro (cerca de | a 3%) agressivo, com maior probabilidade de
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metastizagao, que se caracteriza por vermelhidao da pele da mama, prurido e com o mamilo
invertido. Relativamente a progressao do cancro, este esta dividido em 5 estadios: Estadio
0, estao situados os carcinomas nao invasivos, CDIS ou CLIS, ndo existe crescimento
tumoral nos ganglios, ou noutros orgaos distantes; Estadio I, quando o tumor tem no
maximo 2 cm, sem qualquer evidéncia nos ganglios linfaticos proximos; Estadio I, inclui
tumores até 5 cm, mas ja com envolvimento dos ginglios linfaticos, ou entao um tumor
primario com mais de 5 cm, sem metastases nos ganglios; Estadio Ill quando o tumor tem
mais de 5 cm e ha envolvimento dos ginglios linfaticos da axila do lado da mama afectada e o
Estadio 1V, quando ja existem metastases distantes, como no figado, ossos, pulmao, pele ou

outras partes do corpo “*.

2.1. Factores de Risco

O factor de risco mais perigoso para o cancro da mama € a heran¢a de uma mutagao
inactiva em algum dos genes pertencentes a familia de genes: BRCAI, BRCA2, pois
alteragoes nestes genes, estiao relacionadas com 85% de risco de cancro da mama e 44% no
ovario. O segundo factor de risco mais elevado ¢ a idade: trés quartos desta patologia estao
presentes em mulheres pés-menopausa, em mulheres com menos de 40 anos a
probabilidade de incidéncia é de 5% e em mulheres com menos de 30 anos é muito raro .
A maioria de outros factores de risco é explicada pela exposicao aos estrogénios. Os
estrogénios sao necessarios para o normal crescimento dos tecidos, mas também sao
responsaveis pela promogao de certos tumores, como o cancro da prostata, do endométrio
e especialmente o cancro da mama. De facto, 30 a 50% dos cancros mamarios sao
considerados estrogénios-dependentes. Ja referido anteriormente, a maior incidéncia de
cancro mamario, ocorre em mulheres pés menopausa, cuja fungao ovarica e o controlo
hipofisiario de producio de estrogénios cessaram ¥ Assim, a menarca precoce, menopausa
tardia, a nuliparidade, auséncia de lactagao, terapéutica hormonal de substituicao,
contracepgao oral aumentam o tempo de exposicao aos estrogénios. A obesidade também
esta associada a um aumento de risco de cancro da mama em mulheres pés menopausa. Os
motivos pelo qual pessoas com maior gordura corporal sao mais susceptiveis de desenvolver
cancro da mama ainda sao debatidos, mas € inegavel que os adipocitos expressam a
aromatase, enzima que converte androgénios em estrogénios, e também a | 7B-hydroxysteroid

dehydrogenase, que converte a estrona em |73-estradiol mais activo. Como o tecido adiposo
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se acumula no corpo, as concentragoes séricas e locais destas hormonas vao tornar-se

elevadas 7,

3. Biomarcadores

Biomarcadores sao indicadores de processos bioldgicos e patogénicos, que uma vez
validados, tém um papel crucial na pesquisa e desenvolvimento de farmacos. Podem ser
utilizados no diagnostico da doenga, na previsao da progressao da patologia, na avaliagao dos
beneficios ou toxicidade resultante de uma intervengao terapéutica e também na
monitorizagao do tratamento. Consideram-se biomarcadores tradicionais, a pressao arterial,
glicemia, volume pulmonar e o volume urinario. Actualmente tem-se vindo a desenvolver o
conceito de “personalized therapy” através de biomarcadores moleculares como
proteinas (enzimas), epigenéticos (DNA metilado ou histonas modificadas) e biomarcadores

baseados em DNA (SNP’s, inser¢des e delecdes no DNA) @)

3.1. Biomarcadores no Cancro da Mama
O primeiro estudo que levou ao surgimento de uma nova classificagao do cancro da
mama, veio dos laboratorios Perou and Sorlie, ha cerca de |0 anos atras. Através da
tecnologia de microensaios de DNA, estes investigadores identificaram distintos subgrupos
moleculares de cancro da mama com um prognostico diferente, denominados de luminal A,
luminal B, HER2 positivo (ou non-luminal) e basal-like (triplo negativo). Esta foi a primeira
demonstragao de que o cancro da mama nao é uma doencga unica com distintas morfologias,

mas antes um grupo heterogéneo de patologias definidas por vias moleculares diferentes °.

Na neoplasia da mama distinguem-se varios tipos de biomarcadores, em que a sua
presenca determinara o subtipo de cancro que, por sua vez, possibilitara um diagnostico
discriminatorio e uma terapéutica direccionada. De forma sucinta destacarei aqueles que se

assemelham mais pertinentes.

3.1.1. Receptores de Estrogénios

Os RE pertencem a uma familia de receptores hormonais nucleares, que engloba
também os receptores de progesterona (RP), hormonas tirdideas, vitamina D e acido
retinodico. Funcionalmente representam factores de transcricao quando activados pelo
respectivo ligando. Sera importante referir que existem duas isoformas de RE, RE-a e RE-f3,

sendo que a expressao destas nao € uniforme nos varios tecidos. A actividade hormonal
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depende destes receptores, isto porque os estrogénios tém a capacidade de estimular a
divisao células e, desta forma, possuem um papel bem estabelecido na carcinogénese

mamaria, onde actuam como iniciadores e como promotores do processo neoplasico "',

A activagao destes receptores pode ser por multiplas vias, no entanto existem duas
vias distintas mais estudadas, a genémica (iniciada no nlcleo) e a nao genomica (iniciada na
membrana plasmatica). A gendmica pode ocorrer segundo duas formas: classica e nao
classica. A via classica € um mecanismo que explica que depois da ligagao do estrogénio ao
RE, este dissocia-se da proteina HSP90 (inactivadora), activa-se e sofre uma alteracgao
conformacional, promovendo a sua ligagao a locais do DNA com alta afinidade, localizada na
regiao do promotor. Consequentemente ocorre a transcrigdo de genes e consoante o tipo
de célula, o local/promotor, varia a resposta. Relativamente ao RE da membrana encontra-se
perto ou ligado a face interna da membrana plasmatica através de moléculas lipidicas como a
caveolina-1, associado a receptores de membrana (EGFR, IGFRI, HER2). Com a ligagao do
estrogénio ao receptor, este liga-se na forma de dimero a proteinas incluindo proteinas
adaptadoras, Proteina G, Src, interagindo com receptores de factores de crescimento,
cinases citoplasmaticas (MAPKs, PI3K, AKT) e outras enzimas. As cinases fosforilam o RE o
que resulta na activagdo da transcri¢ao nuclear. Na via nao classica, o RE pode influenciar
genes de transcricio sem a sequéncia ERE, regulados por outros fatores que se ligam a

sequéncias alternativas de DNA'"> ',

3.1.2. HER2

O receptor 2 do factor de crescimento epidérmico humano é um oncogene,
localizado no cromossoma |7q e codifica um receptor transmembranar da tirosina cinase
que é um membro da familia EGFR. Esta familia de receptores esta envolvida em
comunicagoes celulares, primariamente através de ligagao de factores externos de
crescimento (ligandos) que afectam a transcrigado de varios genes, fosforilando ou
desfosforilando uma série de proteinas transmembranares e intermediarios intracelulares,
muitos dos quais possuem actividade enzimatica. A activagio do receptor requer trés
variaveis: o ligando, o receptor e o parceiro para dimerizar. Apos a ligagdo com o receptor,
este deve interagir com outro receptor idéntico ou relacionado estruturalmente — este
processo denomina-se dimerizagao e activa a fosforilagio que por sua vez desencadeia a
cascata de sinalizagao *'®. Portanto apds a ligagio entre ligando e um membro da familia

EGFR, o receptor consegue dimerizar com varios membros da familia (HER2, HER3 ou
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HER4). Este processo desencadeia a cascata de sinalizagao, que inicia a actividade enzimatica
de uma proteina que consequentemente iniciara a actividade enzimatica de outra proteina. A
maioria das cascatas envolvidas sio a da MAP cinase, a da PI3 cinase/AKT e o NF-kB,
proteina que controla a transcricao do ADN, que ultimam a o controlo da proliferagao,
sobrevivéncia, adesao e motilidade celular. A amplificacao do gene HER?2 foi identificada em
10-34% dos cancros da mama e esta uniformemente associada com a sobre-expressao da
proteina HER2 (p185neu) sendo que a incidéncia de uma unica cépia amplificada é muito
rara. A sua amplificagao condiciona a cascata de sinalizagao, que em contrapartida com as
condigoes fisiologicas normais, preconiza a proliferagao celular descontrolada, a capacidade

invasiva do tumor, a angiogénese acelerada, a metastizagio e a apoptose reduzida '”'®.

3.1.3. BRCAI e BRCA2
Os genes BRCAI e BRCA2 sao produtores de proteinas supressoras de tumores. O BRCAI
encontra-se no cromossoma |7 enquanto o BRCA2 localiza-se no cromossoma |3. Em
particular o BRCAI, é uma fosfoproteina que desempenha um papel importante actuando
como um factor de vigilancia do genoma e formando numerosos complexos diferentes que
estao envolvidos em processos celulares, como o reparo do ADN, regulagao da apoptose e
regulacao da transcricao do ADN. A alteragao neste gene esta associada a mais de metade
do cancro da mama hereditario, que pode ser uma mutagao no gene ou devido a sua

o ("2 20 Esta provado que a maior parte de portadores da mutagio do

hipermetilaga
BRCAI| possuem um alelo normal e funcional do gene, pois a delegao do gene em ratos
resulta na morte do embriao. Os portadores desta mutagao tém maior probabilidade de
desenvolver cancro em tecidos com resposta hormonal, como na mama e nos ovarios. Mas,
curiosamente, a terapia hormonal nao é suficiente para tratar neoplasias associadas a esta
mutagao porque geralmente apresenta caracteristicas basal-like. Este fendmeno é explicado
pela interacgao entre o BRCAI e o RE. O BRCAI actua como inibidor da sinalizagao E-RE,
inibindo o RE ou inibindo a cascata de sinalizagao deste. A interacgao funcional entre ambos
promove a qualidade da replicagao do ADN quando o complexo E-RE activa a proliferagao
celular. Quando o BRCAI esta ausente ou insuficiente, o equilibrio é afectado e as células
acumulam mutagoes genomicas, contribuindo para a transformagao oncogénica das células

epiteliais mamarias. Ha diferentes formas para que haja esta interacgao, exemplificando, o

BRCAI ¢é capaz de reprimir a activagao da sinalizagao do ER, formando directamente um
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complexo com este ou, demonstrado por outros estudos que regula directamente o p300

(componente do complexo activador do RE), através de inimero mecanismos *" 2,

3.2. Subtipos de cancro
A classificacdo do cancro da mama segue os parametros que A. Goldhirsch e seus
colaboradores estabeleceram de forma esquematica, de maneira a uniformizar a sua
etiologia, classificando-os em subtipos, luminal A, luminal B, sobre-expressao de HER2 e o
basal-like ou triplo negativo, representados na tabela |. Os cancros luminais estao
caracterizados pela presenca de RE ou RP enquanto os cancros basal-like, sao classificados
como triplo negativo, pois nao apresentam RP ou RR nem HER2 e ainda o non-luminal. Note-
se a distingao entre luminal A e luminal B sendo devido a presenga de HER2, sendo que o
luminal B HER2- esta associado a uma alta proliferagio pela presenca do Ki67 ¥. O ki-67,
denominado de indice de proliferagao, € um antigénio presente em células em divisao, mas

que esta ausente no resto do crescimento celular, € um biomarcador em varios cancros.

Relativamente a sua prevaléncia, a maioria dos cancros é de origem luminal, em que a
prevaléncia do luminal A é de 40% e a de luminal B é de 20%. O basal-like, que se considera
triplo negativo, devido a auséncia de HER2, RE ou RP, tem uma prevaléncia de |15 a 20%, e
estao associados a uma disfungao da via BCRAI. O non-luminal, HER2 positivo, com
prevaléncia de 10 a 15%. O luminal A e B tém um melhor progndstico e uma taxa de
sobrevida que o basal-like, que € um tumor mais agressivo e com um pior prognostico.
Relativamente ao HER2 positivo, embora seja menos prevalente, € o que esta associado a
uma maior taxa de recidiva e metastases, ou seja, é o tipo de cancro com pior prognéstico *

23)

Tabela |- Definigoes substitutas dos subtipos intrinsecos do cancro da mama.
Classificacio do cancro da mama mediante o biomarcardor ©.

Intrinsic Subtype (1) Clinico-pathologic definiti Notes
Luminal A ‘Luminal A" This cut-point for Ki-67 labelling index was established by comparison
ER and/or PgR positive(76) with PAMS50 intrinsic subtyping (7). Local quality control of Ki-67
HER2 negative (77) staining is important,
Ki-67 low (<14%)"
Luminal B™ ‘Luminal B (HER2 negative)" Genes indicative of higher proliferation are markers of poor prognosis in multiple
ER and/or PgR positive genetic assays (78). If reliable Ki-67 measurement is not available, some alternative
HER2 negative assessment of tumor proliferation such as grade may be used to distinguish
Ki-67 high between ‘Luminal A’ and ‘Luminal B (HER2 negative)’.
‘Luminal B (HER2 positive) Both endocrine and anti-HER2 therapy may be indicated.
ER and/or PgR positive
Any Ki-67

HER2 over-expressed or amplified

Erb-B2 overexpression  “HER2 positive (non luminal)*
HER2 over-expressed or amplified
ER and PgR absent

‘Basal-like" “Triple negative (ductal)” Approximately 80% overlap between “triple negative’ and intrinsic *basal-like’ subtype
ER and PgR absent but “triple negative” also includes some special histological types such as (typical)
HER2 negative medullary and adencid cystic carcinoma with low risks of distant recurrence.

Staining for basal keratins (79) although shown to aid selection of true
basal-like tumors, is considered insufficiently reproducible for general use.
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3.3. Tumorigénese

Para além da existéncia de biomarcadores, e da sua importancia no processo de
desenvolvimento da neoplasia e entre outros ja referido anteriormente, o desenrolar do
carcinoma é processo muito mais complexo. E globalmente aceite que a tumorigénese se
trate de um processo com varias fases, que advém da acumulagao sucessiva de mutagdes nos
tecidos celulares, ainda que s6 um nimero restrito de mutagoes seja conhecido e relevante
@) Em contrapartida o processo quimico do cancro é bem dividido por etapas: iniciagio,
desenvolvimento e progressao, elucidadas na Figura |. A iniciacao envolve a alteragao
irreversivel de uma célula e normalmente esta sempre associada a uma mutagao genética,
podendo ocorrer em varios tecidos. O desenvolvimento é quando a célula alterada se
expande para um tumor visivel e indubitavelmente ocorrem factores epigenéticos. Os
produtos finais do desenvolvimento sao geralmente células pré-malignas, subsequentemente
a acumulagao de alteragoes genéticas ocorre em uma (ou algumas) células pré-malignas e
estas convertem-se em malignas originado o tumor primario. No entanto, numa primeira
instancia as células do tumor primario nao sao invasivas. Uma nova acumulagao de mutagoes
genéticas nas células do tumor primario levam a que estas ganhem capacidades invasivas

@526 Realco a

iniciando-se a progressao, que se caracteriza pelo crescimento do tumor
importancia das mutagoes no BRCAI, que tendo em conta o descrito anteriormente, € um
pertinente biomarcador no processo de tumorigénese, isto porque, é o gene melhor

estudado no carcinoma mamario.

Genremic Daknitic
BHETEGR AP
o0 oD ol ;J 2o .;}Drr.jl 05
"GO0 e o 0o o, 8.0 g0 0®
00 0 simen 09 O %0e° B - D - ‘egessc
Looo =, 0000 000,90 Og 88 0 o e L5Te] 0
.,Onu-.._-:. fwcior 040 UEUG Co%tes n;}L % %. =I
o 3 "
Mormal fissue Pre-malignant lesion Primary tumcs ou Mutastisia

Figura 1 - Etapas da progressio maligna do cancro humano em associagio com a
acumulagao de alteragbes genéticas nas células. Processo quimico da formagiao do

. , , . . .~ (26
tumor, desde o tecido normal, célula pré-maligna, tumor primario a metastlzagao.( )

4. Medicina Personalizada no Cancro da Mama

Portanto, o prognostico classico e os critérios preditivos nao sao suficientemente
especificos para que seja feita a decisao relativamente a uma quimioterapia adjuvante. Na
ultima década, surge uma nova abordagem conceptual na fisiologia do cancro da mama, que

nos proporcionou uma nova esperanga para se melhor entender a biologia da doenca e a
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monitorizagao da terapia. Esta aproximagao foi inicialmente baseada em testes de expressao
genética e posteriormente modificada para a técnica quantitativa de Real-Time polymerase

chain reaction (gRT-PCR) e outros métodos moleculares .

4.1. Diagnéstico

Os métodos tradicionais mais utilizados para a detecgao do cancro da mama sao a
mamografia e a analise de tecidos obtidos por biopsia. O diagnéstico diferenciado do cancro
da mama é importante, pois direcciona o paciente para o tratamento adequado. Assim todas
as mulheres, uma vez diagnosticadas com cancro da mama terao que fazer o teste dos
receptores hormonais usando a técnica de imuno-histoquimica. Actualmente, o método
utilizado mais frequentemente para a detecgao de receptores hormonais (RE/RP) é a imuno-
histoquimica, utilizando anticorpos monoclonais. Assim, consoante a percentagem de células
que expressam RE opta-se pela terapia mais adequada. A marcagao de mais de 50% das
células é sinal de positividade e indicagao para terapéutica hormonal. A baixa percentagem
pode ser um factor indicador da necessidade de quimioterapia, além da terapéutica
hormonal ®”. Na amostra do tecido mamario devera, também, ser analisado o aumento (ou
sobre-expressao) HER2. Relativamente a mamografia como ferramenta de diagnéstico
precoce esta apresenta varias limitagoes. Por exemplo, esta pode nao detectar pequenos
tumores e € pouco Util para mulheres mais novas, uma vez que, estas tém o tecido mamario
mais denso ?®. Se uma paciente tiver uma mamografia suspeita, tera que ser feita uma bidpsia
para concluir o diagndstico. No entanto, a biopsia também apresenta uma série de
dificuldades, como o tamanho do tumor a ser reduzido e a relutincia do paciente a
submeter-se a um procedimento invasivo. Dai, a evolugao para uma nova area de
diagndstico: o diagndstico molecular. Porém, é preciso salientar que os métodos de
diagnosticos tradicionais e o diagndstico molecular actuam em diferentes planos. Isto €, a
mamografia € uma ferramenta utilizada para o publico em geral, economicamente acessivel
enquanto o teste genético é direccionado para individuos em risco e é muito dispendioso.
Além disso, uma mamografia com resultado positivo indica que um tumor esta presente, em
contrapartida, o mapeamento genético apenas determina o risco da pessoa vir a desenvolver
uma neoplasia. Ja discutido anteriormente, os genes BRCA-I e BRCA-2 estao associados a
um cancro muito agressivo e hereditario. Os testes que irei discutir envolvem estes genes,
pois sao estes que se encontram mais estudados. Para mulheres que tenham um historial

vasto de neoplasia da mama e ovario na familia ja existem testes genéticos que podem
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confirmar a presenga de mutagoes nestes genes. Por exemplo, se uma mulher tem um
familiar directo (como a mae) com uma mutagao confirmada no gene BCRA-I, é
aconselhado proceder ao teste. No entanto, se nao existir essa confirmagao, mas se ja varios
familiares padeceram desta neoplasia mas com causa desconhecida, o teste também é
aconselhado. No entanto, o mais fidvel é fazer o teste no familiar doente e se este for BCRA
positivo, os familiares directos deverio realizar o teste ®. Nos Estados Unidos ja existem
laboratorios que comercializam estes testes: Myriad Genetics, Ambry GeneticsTM e
GeneDx ©* *" 3 baseados em tecnologias de PCR, microensaios e cromatografia. Sio
realizados a partir de amostras de saliva ou sangue periférico e tém de ser requisitados por

um médico. Os resultados demoram entre 2 a 4 semanas e os pregos rondam entre os 300

e os 5000 dolares ©.

4.2. Tratamento
O cancro da mama é uma doenga complexa e o seu tratamento € multiaxial, englobando a
terapéutica local (tratamento que remove ou “destrdi” as células cancerigenas) como a
cirurgia e radioterapia, e a sistémica (tratamento que "entra" na corrente sanguinea, com o
objectivo de "destruir" ou controlar o cancro em todo o organismo) como a
hormonoterapia, a quimioterapia, a imunoterapia, € mais recentemente as terapéuticas-alvo
©3% Quando se apura o biomarcador intrinseco a doenca, a terapéutica é seleccionada de
acordo com este. Comecemos pelo paciente que apresenta cancro da mama ER positivo. A
primeira terapia direccionada foi realizada com o tamoxifeno, antagonista dos receptores de
estrogénio, que actua ligando-se competitivamente aos receptores de estrogénios, inibindo a
proliferagao de células tumorais, que ocorre quando as hormonas se ligam a estes
receptores. Esta indicado em todas as mulheres que sejam RE positivo, como terapia
adjuvante e deve ser feita a toma de 10 mg do farmaco duas vezes por dia durante 5 anos.
Outra classe de tratamento € representada pelos inibidores da enzima aromatase, que
bloqueiam a conversao de androgénios em estrogénios. Anastrozol e letrozol foram os
primeiros agentes nao esterdides registados como inibidores nao covalentes e reversiveis da
enzima aromatase. Apos o seu registo, foi demonstrado a sua superioridade em relagao ao
tamoxifeno no tratamento em mulheres pds menopausa. O terceiro las a ser desenvolvido é
o exemestane, um agente esteroide covalente e irreversivel quando se liga a enzima alvo.
Recentemente, descobriu-se que os metabolitos do tamoxifeno inibem a aromatase in vitro.

Estes dados podem abrir novas perspectivas, na identificagao de uma nova molécula IAs com
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um melhor perfil toleravel. O dltimo tratamento endocrino registado trata-se do fulvestrant,
um antagonista puro do ER, que foi primeiramente aprovado para o tratamento de mulheres
pos menopausa com metastases. Quanto a terapéutica contra o HER2 sao utilizados,
anticorpos monoclonais, como o trastuzumab ou pequenas moléculas inibidoras da tirosina
cinase como o lapatinib!"”.O trastuzumab foi o primeiro anticorpo monoclonal humanizado,
aprovado pela FDA, dirigido ao IV dominio extracelular do HER2, com bons resultados mas
muitos pacientes continuam a ter a recidivas e com metastases incuraveis ®?. Estudos mais
recentes apresentam dois novos agentes, aprovados pela FDA, para o tratamento de cancro
da mama HER2 positivo avangado: o anticorpo monoclonal pertuzumab e o conjugado
anticorpo-toxina trastuzumab-emtansine (. Enquanto o trastuzumab é direccionado para o
dominio IV, o anticorpo monoclonal pertuzumab para o dominio extracelular Il, inibindo a
homo e heterodimerizagao (mediada por um ligando), logo, proibe o inicio da cascata de
sinalizagdo intracelular . O T-DMI (trastuzumab-emtasine) é uma agente que conjuga as
capacidades anti-tumorais anti-HER2 do trastuzumab com as propriedades citotoxicas do
agente inibitorio dos microtubulos (DMI - derivado do maytansine). Embora se encontre em
Fase Ill dos ensaios clini