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Resumo

O carcinoma de mama é a neoplasia maligna mais comum em mulheres. Estudos moleculares do carcinoma de
mama, baseados na identificagdo do perfil de expressGo génica por meio do cDNA microarray, permitiram definir
pelo menos cinco sub-grupos distinfos: luminal A, luminal B, superexpressdo do HER2, basal e normal breastike. A
técnica de fissue microarray (TMA), descrita pela primeira vez em 1998, permitiu esfudar, em varias amostras de
carcinoma, os perfis de expressdo proféica de diferentes neoplasias. No carcinoma de mama, os TMAs t&m sido
utilizados para validar os achados dos estudos preliminares, identificando, desta forma, os novos subtipos fenotipicos
do carcinoma de mama. Dentre os subtipos classicamente descritos, o grupo basal consfitui um dos mais intrigantes
subtipos tumorais e é freqientemente associado com pior prognésfico e auséncia de alvos terapéuticos definidos.
A classificagdo histopatolégica do carcinoma de mama tem pobre valor preditivo. Portanto, o associagdo entre o
diagnéstico hisfolégico com técnicas moleculares nos laboratérios de anatomia patolégica, por meio do estudo
imunoistoquimico, pode determinar o perfil molecular do carcinoma de mama, buscando melhorar a resposta terapéutica.
Este esfudo visou resumir os mais recentes conhecimentos em que se baseiam os novos conceitos da classificagdo do
carcinoma de mama.

Abstract

Breast cancer is the principal cause of death from cancer in women. Molecular studies of breast cancer, based in the
identification of the molecular profiling techniques through cDNA microarray, had allowed defining at least five distinct
sub-group: luminal A, luminal B, HER-2-overexpression, basal and "normal” type breastike. The technique of tissue
microarrays (TMA), described for the first time in 1998, allows fo study, in some samples of breast cancer, distinguished
by differences in their gene expression patterns, which provide a distinctive molecular porirait for each tumor and
the basis for and improved breast cancer molecular taxonomy. Another important implication is that genetic profiling
may lead fo the identification of new target for therapy and better predictive markers are needed to guide difficult
treatment decisions. Additionally, the current pathology classification system is suboptimal, since patients with identical
tumor fypes and stage of disease present different responses to therapy and different overall outcomes. Basal breast
fumor represents one of the most intriguing subtypes and is frequently associated with poor prognosis and absence of
pufative therapeutic targets. Then, the purpose of this review was to resume the most recent knowledge about the breast
carcinoma classification and characterization.
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Caracteristicas do carcinoma de mama

As pesquisas em cincer tém avangado rapidamente
nas Ultimas décadas, mostrando ser uma doenca que
envolve alteracdes dindmicas no genoma'. Vdrias linhas
de pesquisa indicam que o processo de tumorigénese em
humanos tem multiplos estdgios que refletem altera¢bes
genéticas, as quais conduzem ao processo de transformagio
de uma célula normal em uma célula maligna'. O gran-
de objetivo no campo oncogendmico € tentar responder
questdes clinicamente relevantes, como quais tumores
permanecerdo 1nativos, quais pacientes necessitardo ou
ndo de terapias sistémicas e quais drogas deverdo ser uti-
lizadas®. As diversas entidades coletivamente chamadas de
“cancer” resultam do acimulo de mutagdes, instabilidades
cromossomicas e alteragSes epigenéticas que promovem
aumento da taxa de proliferagdo e dano celular, o que pre-
judica progressivamente o detalhado e complexo sistema
de regulac¢do do crescimento e da morte celular?.

O carcinoma de mama ¢ a neoplasia maligna mais
freqiiente em mulheres*!, com incidéncia mundial cres-
cente’. A maior parte dos casos ocorre em pafses desen-
volvidos, tendo a Holanda como o de maior incidéncia
(90,2/100.000), seguido pelos Estados Unidos com taxa
de 86,9/100.000°. Em 2006, o Ministério da Sadde es-
timou 472.050 casos novos de cincer no Brasil. Destes,
o carcinoma de mama foi o mais incidente em mulheres,
com 48.930 casos novos e risco estimado de 52 casos a
cada 100 mil mulheres®.

O carcinoma invasivo de mama é definido como
um grupo de tumores epiteliais malignos caracterizados
por invadir o tecido adjacente e ter marcada tendéncia a
metdstase a distincia’. A grande maioria destes tumores é
derivado das células da unidade ducto terminal do 16bulo
mamdrio, que sdo as células cuboidais luminais secretoras
e as células mioepiteliais e/ou basais*"*. Caracterizam-
se como neoplasias heterogéneas, com vérios subtipos
patolégicos e diferentes aspectos histoldgicos, além de
apresentacdes clinicas diferentes com diversas variagdes
de respostas ao tratamento®?:'°.

Um dos maiores desafios para o estudo e tratamento
do carcinoma de mama € a resolugdo da heterogeneidade
tumoral caracteristica destes carcinomas®'®. A classi-
ficagdo morfoldgica (andtomo-patolégica) atualmente
utilizada € insuficiente para caracterizar os carcinomas
de mama, uma vez que os tumores com 0 mesmo grau,
estddio e tipo histolégico podem apresentar diferentes
progndsticos e respostas a terapia'"'?. Acredita-se que
as limitagBes na classificagio morfoldgica sdo devidas a
incapacidade de considerar as caracteristicas biologicas
destes tumores'*'°.

Recentes estudos citométricos identificaram, no DNA
de carcinomas de mama, categorias dipléides, tetrapléides

e aneupldide, que foram divididas em subtipos genomica-
mente estaveis e instaveis, através do Stemline Scatter Index
(S8SI). Kronenwett et al.'” estudaram o valor prognéstico
do SSI correlacionando com dados clinicos e verificaram
que pacientes com carcinoma de mama que apresentaram
subtipo genomicamente estdvel apresentavam sobrevida
significativamente melhor, quando comparadas com o
subtipo ndo estdvel. Além disso, verificaram que, entre a
categoria aneupldide, o subtipo instdvel apresentou maiores
dimensdes, tendeu a ser de alto grau e foi mais freqiien-
temente receptor de estrégeno e progesterona negativos,
se comparado ao subtipo estdvel. Os autores concluiram
que o SSI contribui para a avalia¢io dos pacientes quando
informacdes clinico-biolégicas sdo agregadas as categorias
referentes a ploidia'’.

Assim, tecnologias aplicadas nos estudos de DNA,
RNA e do perfil das proteinas, podem ser usadas para
retratar um fenétipo detalhado do tumor®'®. A carac-
terizagdo sistemdtica e detalhada dos tumores em uma
escala gendmica pode ser correlacionada com informagdes
clinicas, contribuindo, desta forma, para aumentar o en-
tendimento das causas e progressdes do carcinoma e para
capacitar a descoberta de novos marcadores moleculares,
possibilitando intervencdes terapéuticas™'”*.

Portanto, a proposta desta revisdo € resumir os mais
recentes conhecimentos em que se baseiam os novos conceitos
da classificacio molecular do carcinoma de mama.

Desafios para o diagnostico do carcinoma
de mama — técnicas moleculares que
tém contribuido para tracar o perfil da
expressao génica

Com o esclarecimento da estrutura da seqiiéncia
do DNA humano e com o desenvolvimento paralelo de
métodos com alta tecnologia, como o cDNA microarray,
ocorreram grandes mudangas estratégicas nas pesquisas
relacionadas ao cincer, tornando possivel a andlise da
expressdao do genoma?"#.

Particularmente, ferramentas genémicas, como o
cDNA microarray, possuem grande potencial para deci-
frar os padrdes moleculares dos tumores e para identificar
novos e melhores marcadores clinicos**. A anilise dos
padrdes de expressdo génica de milhares de genes usando
cDNA microarrays tem demonstrado a grande diversidade
entre os tumores que tém aparente semelhanca histopa-
tolégica®, e a andlise da expressdo global pelo proteoma
possibilitou revelar proteinas ou genes codificantes, que
estdo envolvidas nos processos dindmicos ocorridos apds
as altera¢des do estado fisiolégico, comparando a concen-
tracdo celular antes e apds estas alteragdes™.

Recentemente, a técnica do tissue microarray (TMA)
permitiu revelar os perfis de expressdo protéica em um
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grande nimero de amostras teciduais agrupadas, vali-
dando os achados do cDNA microarray nos carcinomas
de mama'??324,

Esta técnica foi descrita pela primeira vez em 1998,
por Kononen et al.?’; causando uma evolucido na tra-
jetéria da pesquisa na drea de ciéncias biomédicas. A
sua utiliza¢do na determinag¢do do perfil molecular no
diagnéstico de neoplasias® possibilitou validar novos
marcadores tumorais, correlacionar os resultados com a
aplicacdo terapéutica® e, conseqiientemente, avaliar alvos
moleculares em um grande ndmero de amostras paralelas
de tumor, num mesmo periodo de tempo, com o custo de
uma Unica rea¢do, pois resulta da constru¢do de um bloco
receptor que contém dezenas ou centenas de fragmentos
cilindricos de amostras tumorais retiradas de blocos ori-
ginais de parafina. Para confecgdo dos blocos receptores, é
necessrio agrupar um grande nimero de casos, que podem
variar de dezenas a centenas, dependendo do didmetro da
agulha extratora. As amostras dos fragmentos extraidos
serdo inseridas em um tnico bloco receptor'®**2, Deste
modo, 0 TMA permitiu a realizagdo de experimentos nas
mesmas condi¢des técnicas com economia de tempo e de
recursos, sendo uma poderosa ferramenta para a patologia
investigativa aplicada®”?.

Ressalta-se que a principal utilizagdo do TMA é em
pesquisas que necessitam analisar tecidos com técnicas 77
situr, como a imunoistoquimica (IHC), a hibridiza¢do do
RNA 77 situ e a hibridizacdo fluorescente in situ®'.

Nos casos dos carcinomas da mama, os TMAs tém sido
utilizados para validar os achados de técnicas moleculares
como 0 cDNA microarray, permitindo identificar os novos
subtipos fenotipicos do carcinoma de mama'>®.

Tradicionalmente, a IHC, é um dos principais mé-
todos para determinar o perfil de expressdo protéica em
anatomia patolégica’®. A maioria dos marcadores da THC
tem um papel bem estabelecido ou presumido, ou ainda
representam protefnas cuja transcri¢do foi discriminada
em estudos prévios de perfil génico’.

Portanto, a caracterizagdo na discrimina¢io das pro-
tefnas pode fornecer novos marcadores Gteis para andlise,
diagnéstico, progndstico e monitoramento, e ajudar
a desenvolver novos alvos moleculares para as drogas
antitumorais'.

Como diferenciar o carcinoma de
mama por meio dos marcadores

imunoistoquimicos mais utilizados
em patologia mamaria?

Desde o inicio desta década, o estudo do perfil
molecular do carcinoma de mama vem mostrando um
importante avanco a partir da identificagdo dos perfis de
expressdo génica propostos por Perou et al.’!, que foram

baseados em estudos com cDNA microarrays, em mais
de 8.000 genes humanos, pertencentes a 42 pacientes.
Subseqiientes andlises mais refinadas foram realizadas
em modelos propostos por outros pesquisadores’*>°, e
foi possivel distinguir os subtipos tumorais e os atuais
conceitos em que se baseia a classificagio molecular,
correlacionando os subtipos de carcinoma de mama com
pardmetros clinicos relevantes, como o tempo de sobrevida
e o tempo livre de doenga!®'??*?>32, De acordo com esta
técnica, os carcinomas de mama foram subdivididos em
cinco grupos: luminal A, luminal B, superexpressiao do
HER2, basal e normal breast-like.

O subtipo luminal A, cujo fenétipo é RE positivo e
HER?2 negativo, foi caracterizado pela elevada expressio
de genes representados pelas células epiteliais luminais,
como, por exemplo, as citoqueratinas 7, 8, 18 e 19. Este
fendtipo estd associado a assinatura de melhor prognéstico
e responde 2 terapéutica com antiestrogénicos’. O subtipo
luminal B, cujo fenétipo é RE positivo e HER2 positivo,
foi caracterizado por baixa ou moderada expressio de ge-
nes expressos pelas células epiteliais luminais, como, por
exemplo, as citoqueratinas 7, 8, 18 e 19. Este fendtipo
estd associado a pior prognéstico, sendo particularmente
relacionado a recidiva tumoral, por apresentar possiveis
similaridades com os tumores RE negativos (subtipos
superexpressio do HER2 e basal)*!¢2,

O subtipo superexpressio do HER2, cujo fenétipo
é RE negativo e HER?2 positivo, foi caracterizado pela
superexpressao de uma das moléculas da familia dos re-
ceptores de fator de crescimento epidérmico, o HER2. A
amplifica¢do do oncogene HER?2 e, concomitantemente,
a superexpressdo de sua proteina, é atualmente implicada
como um importante biomarcador de progndstico no
carcinoma de mama***"%, Estes tumores apresentam
boas respostas a drogas que bloqueiam a atividade do
HER2, como, por exemplo, o anticorpo monoclonal
trastuzumab'?202437,

O subtipo basal, cujo fenétipo é RE negativo e HER2
negativo, foi caracterizado pela expressdo de vérios genes
expressos nas células progenitoras ou células basais/mio-
epiteliais®. De acordo com as mais recentes publicacdes,
este fen6tipo mostra positividade para CK5, CK6, CK14,
CK17, receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR), P-caderina e p63, que sdo proteinas expressas
nas células basais/mioepiteliais'®?*33342 Este perfil estd
ligado a mutacdes genéticas no BRCA1**, e é um dos
mais intrigantes subtipos tumorais, pois tem associa¢io
com pior prognéstico’®** e ndo possui alvo terapéutico
definido, como os outros subtipos'. Portanto, ndo responde
ao tratamento com drogas antiestrogénicas nem com o
anticorpo monoclonal anti-HER 2%,

A rigor, a grande maioria dos casos de carcinoma de
mama sdo casos esporadicos e ndo tém associagdo com




histéria familiar®. Entretanto, 5 a 10% dos carcinomas
da mama sio hereditdrios — a maior parte atribuida a
mutacdes nos genes BRCA1Y e BRCA2%,

Esses genes estdo presentes em aproximadamente 80
a 90% dos casos hereditirios, bem como em carcinomas
de ovirio®°, e atuam como genes supressores tumorais
com fungdo no reparo do DNA’'”?. Muta¢des no BRCA'
e no BRCA? podem ocorrer em qualquer ponto ao longo
do gene e sdo relativamente incomuns na populacdo ge-
ral®. Os carcinomas de mama que carreiam alteracdes no
BRCAL1 sio freqiientemente receptores de estrégeno/pro-
gesterona negativos. Nos casos esporddicos de carcinomas
do subtipo basal, embora o tumor ndo apresente mutagdes
no BRCA1, estudos recentes mostram que este gene estd
inativado por mecanismos como a metila¢io’.

O subtipo normal breast-like foi o dltimo grupo
identificado por Perou et al.’' por meio do aumento da
expressio de muitos genes conhecidos por serem expressos
pelo tecido adiposo e por outros tipos de células ndo epi-
teliais. Estes tumores também mostraram forte expressio
para genes epiteliais basais e baixa expressdo para genes
do epitélio luminal®'. Apesar disso, atualmente ainda ndo
estd clara sua distin¢do nem seu valor clinico?.

Como o patologista cirdrgico pode
contribuir para predizer o perfil basal?

E qual a importancia clinica para entender
este perfil?

No grupo multidisciplinar do tratamento do car-
cinoma de mama, o patologista desempenha um papel
crucial, pois os principais dados fornecidos no relatério
devem revelar informagdes pertinentes sobre fatores
prognésticos e preditivos para a resposta terapéutica’’.
Uma completa correlagio entre o diagndstico e o prog-
néstico do carcinoma de mama busca validar e assegurar
o exame histopatoldgico cldssico' além de analisar com
seguranga e reprodutibilidade as caracteristicas biolGgicas
do tumor”.

Neste sentido, a classifica¢do de Tumores Malignos
(TNM) proporcionou algumas caracteristicas da doenga
que derivam de indicadores progndésticos, porém falhou
ao proporcionar uma ferramenta para decidir sobre de-
cisdes terapéuticas’®. Alguns autores chamam a atencdo
para a necessidade de se adaptar a atual classificacio dos
carcinomas de mama, adicionando informagdes relevantes
que possam modificar as decisdes terapéuticas®! 3446,
H4 virias razdes para adaptar uma classificagdo, princi-
palmente por permitir integrar caracteristicas clinicas e
patoldgicas relevantes’.

A classificagdo histopatolégica do carcinoma de mama
estratifica os tumores baseados no grau tumoral, no estd-
dio e no tipo histol6gico, mas, mesmo correlacionando

com a sobrevida global, esta classificagdo tem pobre
valor preditivo, pois tumores com grau histolégico e
estadios idénticos podem ter desfechos contrastantes’,
com diferentes respostas terapéuticas e diferentes prog-
nésticos™. Entretanto, o exame andtomo-patolégico é o
ponto de partida para o estudo molecular, pois, por meio
do material recebido, pode-se determinar, por métodos
imunoistoquimicos, o perfil de expressdo, que inclui
receptores hormonais e padrdes de expressdao protéica.
Entdo, se olharmos a classificagio molecular proposta por
Perouet al.’' e descrita acima, podemos entender que, na
rotina da patologia cirtrgica, é possivel reproduzir esta
classificagdo utilizando marcadores imunoistoquimicos
adequados para pesquisar proteinas relacionadas com os
perfis de expressdo génica. Portanto, além de determinarmos
a classifica¢do morfolégica, podemos adicionar ao relatério
o perfil molecular do carcinoma de mama.

Os protocolos atuais de tratamento dependem de
um sistema de classificagdo tumoral desprovido de infor-
magdes que possam distinguir os grupos tumorais que
sao morfologicamente semelhantes, mas que apresentam
diferencas no comportamento clinico e biolégico’’, pois a
grande importancia dos estudos que identificam os sub-
tipos do carcinoma de mama estd relacionada aos casos
que apresentam receptores de estrégeno negativos, pois
englobam dois padrdes fenotipicos distintos, que sdo tu-
mores com perfil basal e tumores com superexpressio do
HER2, e estes dois subtipos especificos devem ser tratados
como doengas distintas, se comparados aos tumores com
subtipo luminal>*%3.

Consideracoes finais

Atualmente, um dos objetivos da investiga¢ao molecular
do carcinoma de mama € encontrar alvos terapéuticos em
tumores de todos os subtipos moleculares. Como os tumores
luminais e os com superexpressaio do HER 2 tém protocolos
definidos de tratamento, a investiga¢do maior tem sido no
subtipo basal. Neste contexto, o EGFR vem sendo descrito
como alvo terapéutico para os carcinomas de c6lon e carci-
nomas de pequenas células do pulmio®®. A rigor, a expressao
do EGFR no subtipo basal do carcinoma de mama levanta
a possibilidade de terapias especificas anti-EGFR, sendo,
portanto, um possivel alvo terapéutico neste grupo’®. Outros
estudos mostram que o bloqueio da a¢io do “vascular endo-
thelial growth factor”, por meio da inibi¢do da angiogénese,
parece ser outro possivel alvo terapéutico’®.

Em resumo, até o final da década passada, as pacientes
que tinham o diagnéstico de carcinoma de mama eram
tratadas como doencas semelhantes, baseado principalmente
numa classificagdo morfolégica que impossibilitava justi-
ficar por que os casos com 0 mesmo diagndstico e estddio
podiam ter desfechos clinicos marcadamente diferentes. As
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deficiéncias na investiga¢do dos diferentes tipos tumorais,
como doengas distintas, podem ser explicadas pelas pre-
sumiveis limita¢Ges da classificagdo vigente, que utilizava
somente critérios clinicos e morfolégicos.

Hoje em dia, ndo hd divida sobre a importancia dos
estudos do grupo de Stanford?*?, que, baseado em estudos
com cDNA microarrays, impulsionou a classifica¢do dos
carcinomas de mama, ao introduzir conhecimentos sobre
o perfil molecular.
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conhecimento genético sobre a carcinogénese mamdria
poderd servir de subsidio para orientar politicas de rastreio
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