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Classificagao molecular dos carcinomas de
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Molecular classification of breast cancer: a contemporary view
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RESUMO

O cancer de mama ¢ uma doenga heterogénea com comportamentos diferentes. O progresso da
biotecnologia permitiu sua classificagio molecular por perfis de expressao génica, a saber: lumi-
nal A, luminal B, superexpressor de HER-2, basaloide, “normal like”, “claudin-low” e molecular
apdcrino. As caracteristicas bioldgicas e moleculares dos subtipos sio apresentadas e discutidas,
assim como sua importincia progndstica. Existe uma forte correlacio entre classificagio dos tu-
mores por “microarray” de DNA e rea¢des imuno-histoquimicas, o que facilita seu uso na prdtica
didria. Porém, um amplo espectro de neoplasias ¢ incluido como triplo-negativo (com negativi-
dade de receptores de estrogénio e progesterona e oncogene HER-2) e é possivel discrimind-las
em distintas formas genémicas.

ABSTRACT

Breast cancer is a heterogeneous disease with different evolutions. The progress of biotechnology allowed
its molecular classification based in genetic expression profiles, as follows: luminal A, luminal B, HER-2
superexpressor, basal-like, normal-like, clandin-low and molecular apocrine. Biologic and molecular char-
acteristics of the subtypes are presented, as well as their prognostic importance. There is strong correlation
between the DNA microarray classification and immunobistochemistry, making easier ITS usage in the
daily practice. There is a wide spectrum of triple-negative neoplasias (estrogen and progesterone negative
receptors, and HER-2 oncogene negative) and it is possible to discriminate them in several genomic forms.

O céncer de mama nio ¢ uma doenca tnica, e sim uma doenca heterogénea, com multiplas for-
mas histopatoldgicas, diferentes respostas 4 terapéutica e evolugdes varidveis. Com efeito, sob o
rétulo de cAncer de mama parecem estar agrupados distintos tipos de neoplasia com origem nas
células da mama®?.

Apesar do acimulo de conhecimento de biologia tumoral no século XX — aplicagio de exames
imuno-histoquimicos e morfoldgicos indicativos de ritmo da divisao e agressividade tumoral —, s6
navirada para o século XXI é que surgiu uma classificagio tumoral mais precisa, baseada em perfis de
expressdo génica’. Pode-se especular que cada tumor seja tnico e que seus contetidos de DNA sejam
individualmente distintos, mas métodos moleculares permitem agrupa-los em fungio de suas semelhan-
cas genéticas, de modo a se estabelecer acurados pardmetros progndsticos e de orientagdo terapéutica.
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Classificacao em subtipos
intrinsecos por microarray de DNA

O microarray de DNA é uma técnica que permite que todo o
DNA gendmico seja fixado em filtro e hibridizado com uma
sonda, que reconhece determinada regido de um gene ou um
gene todo. Como cada sonda tem uma posigio conhecida no fil-
tro, o conjunto de sondas distribuidas forma um arranjo (array)
e uma hibridizacdo positiva indica as sequéncias presentes de
DNA-alvo que se estd buscando (nos atuais chips de DNA, o
nimero de sondas pode cobrir todo o genoma). Em seguida,
0 RNAm das células ¢ extraido ¢ convertido em fitas simples de
DNA pela enzima transcriptase reversa, que sdo marcadas por
dois corantes fluorescentes (vermelho e verde). Um programa de
computador se encarrega de combinar as imagens.

Usando-se tal metodologia, 8.102 genes foram pesquisados em
65 espécimes tumorais, em trabalho que se tornou referéncia, por
Perou et al.?, que classificaram os cAnceres de mama em 5 subti-
pos intrinsecos conforme seu padrio de expressao génica: luminal
A, luminal B, superexpressor de HER-2, basaloide e normal-like.

Esses subgrupos tumorais apresentam similaridades e dife-
rencas tanto em expressio de genes como em ritmo de cresci-
mento, vias de sinalizacdo, composicio celular, progndstico e
sensibilidade a terapéutica.

Luminal A

E forma tumoral com origem em células epiteliais diferenciadas
dos limens ducto-lobulares, tipicamente com presenca de RE
e RPg em grande quantidade de células, e auséncia de HER-2.
Corresponde a cerca de 30 a 40% dos casos®. A avaliagao de Ki
67 evidencia baixa taxa de proliferacio (<14%).

Sdo tumores bastante sensiveis & hormonioterapia.

Luminal B

Também se originam em células epiteliais luminais ricas em
RE. Os RPg, por seu lado, podem estar presentes tanto em alta
como em baixa propor¢io de células. A proteina do oncogene
HER-2 pode ser detectada ¢ o ritmo de proliferagao avaliado
pelo Ki 67 ¢ mais elevado (>14%).

Este tumor também ¢ sensivel & hormonioterapia e o tras-
tuzumab pode ser empregado com sucesso se for HER-2 posi-
tivo. O subtipo luminal B corresponde a cerca de 20 a 30% dos
carcinomas de mama?“.

Superexpressor de HER-2

Em média, sio deste subtipo de 15 a 20% dos casos. O onco-
gene HER-2 estd superexpresso por amplificagio génica, a qual
foi descrita, em 1987, por Slamon et al.*®.

Em sua evolugio natural classicamente estd associado a prognds-
tico ruim, panorama que foi mudado com a introdugéo da terapia-alvo
anti-HER-2, pelo trastuzumab combinado com quimioterapia’.

Na maioria, estes tumores sio RE negativos.
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Basaloide

Estima-se, também, que de 15 2 20% dos carcinomas de mama
sejam basaloides®. Sao lesdes pouco diferenciadas ou indiferencia-
das (geralmente GIII), com alta taxa de proliferacio. Na maior
parte (80%), sdo tumores triplo-negativos por reagdo imuno-
-histoquimica, com negatividade de RE, RPg e HER-2; entre-
tanto, definitivamente, os termos basaloide ¢ triplo-negativo
no sio sindnimos: o primeiro ¢ definido por expressio génica
em microarray de DNA, e o segundo, por critério imuno-histo-
quimico. O painel de marcadores proposto para a classificagao
do tipo basal seria a auséncia de expressio de RE, RPg ¢ HER-
2, expressdo de citoqueratinas de alto peso molecular/basais,
CK5/6, 14 ou 17, e expressao de EGFR (HER-1).

O termo basaloide ou basal-like foi sugerido porque tal sub-
tipo apresenta algumas caracteristicas de células mioepiteliais,
especialmente marcadores de superficie celular, como citoque-
ratinas 5, 6 e 14%. Porém, outras formas de citoqueratina (8,
18) estdo presentes nos basal-like, e nao nas células mioepite-
liais, de localizagio basal (profunda) na unidade ducto-lobular.
Embora a maioria dos tumores seja histologicamente do tipo
SOE, de alto grau, com alto indice mitético, alguns assumem
um padrio de carcinoma medular com crescimento expansivo,
acompanhado de infiltrado linfocitdrio intersticial intenso.
O fendtipo basaloide pode ainda estar associado a carcinomas
metapldsicos, mioepiteliais, medulares tipicos e atipicos, secre-
tores ¢ adenoide-cisticos.

Os tumores basal-like nao se iniciam em células mioepite-
liais, mas, com base no modelo hierdrquico de carcinogénese,
em células tipo tronco ou progenitoras luminais muito indife-
renciadas’. A nomenclatura basal-like acabou gerando certa con-
fusao porque leva & pressuposicio equivocada de que sua origem
venha das células basais mioepiteliais.

Interessante notar que entte os fatores de risco para carcinoma
basal-like estd a alta paridade (diferente das outras formas)'®!".
Os basaloides tendem a ocorrer em idade mais jovem e apresen-
tam maior taxa de metdstases viscerais do que os outros subtipos.

Os tumores basal-like, apesar de exibirem maior agressi-
vidade, s3o mais responsivos a quimioterapia neoadjuvante'?.

Existe ligagdo entre a mutagio do gene BRCALI ¢ os tumo-
res basaloides. A maioria dos tumores em mulheres carreadoras
dessa mutacdo, especialmente antes dos 50 anos, apresenta mot-
fologia semelhante aos basal-like nao hereditdrios. Sao comuns
semelhancas na expressao de citoqueratinas de alto peso mole-
cular (5/6, 14 e 17) e nas alteragdes de genes reguladores do ciclo
celular (baixos niveis de p27 e ciclina D1 e elevados niveis de
ciclina E, SKPz e caspase 3)'*'*. Cerca de 20% dos basaloides
tém muta¢do germinativa ou somdtica de BRCA 1-2. Esta via de
reparo do DNA parece estar ausente nos basaloides também por
mecanismos epigenéticos do tipo hipermetilacio®. A disfun¢io de
BRCALI, ao que tudo indica, representa um mecanismo gerador
de tumores basaloides e triplo-negativos; sendo assim, pode-se
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inferir que pelo menos uma parte desses seja incompetente no
mecanismo de reparo de DNA envolvido na via de recombina-
¢0 homdloga; isso torna essas células mais dependentes das vias
de reparo pelas enzimas da poly ADP-ribose polymerase (PARP).
Em teoria, seriam células mais sensiveis a drogas citotéxicas,
como a carboplatina, especialmente se forem usadas concomi-
tantemente com agentes inibidores da PARP'®".

Normal-like

A existéncia do subtipo normal-like é controversa. O termo foi
utilizado porque os genes nele expressos sio normalmente com-
partilhados com o tecido epitelial normal; todavia, nao est4 claro
se existe mesmo este subtipo, ou se simplesmente a sua determina-

¢io deveu-se 2 contaminagio com amostras de tecido normal??.

Novos subtipos intrinsecos

Além desses subtipos clissicos, foram mais tarde descritos pela mesma
metodologia outros dois, o claudin-low e o molecular apécrino.

Claudin-low

Reconhecidos em 2007, sao tumores também triplo-negativos,
com baixa expressio de genes das claudinas 3, 4 ¢ 7, e perda de
E-caderina®®. Sua frequéncia é estimada em 5% de todos os carci-
nomas de mama e sua origem estd vinculada a células muito pré-
ximas hierarquicamente as primitivas células tronco-mamdrias®.

Claudinas sao proteinas transmembrana (familia de 24 mem-
bros) envolvidas na adesao entre as células, sendo que a downre-
gulation de algumas delas estd associada ao cAncer de mama —
ao que parece, por silenciamento epigenético —, facilitando a
migracio celular e a invasio tecidual.

Nos carcinomas claudin-low estio ausentes marcadores de
diferenciacio luminal; ao contrério, estas formas sio ricas em
marcadores de células-tronco, de células iniciadoras de cAncer,
de transi¢ao epitélio-mesénquima e de genes associados a res-
posta imune. E o tumor cujas células mais se assemelham s
células-tronco.

Histologicamente, costumam ser do tipo invasivo SOE, mas
também podem ser medulares e/ou metapldsicos, e sobrevir em
portadoras de mutagio de BRCAL. Tém alto grau histoldgico,
pouca diferencia¢io e mostram acentuado infiltrado linfocitdrio.

Molecular apécrino

Farmer et al. descreveram este subtipo em 2005%. Nos primei-
ros casos reportados foi observada morfologia apécrina, daf esta
terminologia. No entanto, achados apécrinos nio foram mais
encontrados com muita frequéncia por outros autores?'.

Caracteristicamente, apresenta-se como triplo-negativo pela
imuno—histoquimica, porém com quase 100% de expressio
de receptores androgénicos (RA), os quais estao ausentes nos
basal-like e claudin-low.

Existe alta atividade de autofagia nas células e foi proposta uma
relagio direta entre niveis de RA e mutagoes do gene codificador
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da phosphatidylinositol-3 kinase (P13K), descortinando-se novas
possibilidades terapéuticas para este subtipo®**.
O tumor molecular apdcrino foi chamado de luminal recep-

1'24

tor de androgénio positivo por Lehman et al.*, que o encontra-

ram em 10% do pool de carcinomas triplo-negativos.

Prognéstico dos diferentes subtipos intrinsecos

1.5 estudaram a evolu¢ao baseada em curvas de

Sorlie et a
Kaplan-Meier dos quatro subtipos principais (exceto o normal-like)
em duas fontes de dados: Van't Veer data-set e Norway/Stanford
data-ser (Figura 1). Observaram grande diferenca evolutiva nos
diferentes subtipos, sendo que os carcinomas basaloides e os
superexpressores de HER-2 foram associados a sobrevidas mais
curtas, mesmo diante de axila negativa.

Ademais, foi visto que os tumores luminais exibem prognds-
tico muito melhor, predominantemente o luminal A. Cerca de
90% das pacientes com neoplasias luminais A sobrevivem sem
sinais de doenca no periodo de 5 anos.

Esses dados prognésticos dos diferentes subtipos foram con-
firmados mais tarde por meio de sua classificagio pela assina-
tura genética PAM 50%.

Com o reconhecimento do subtipo claudin-low, Prat e
Perou* apresentaram dados comparativos de sobrevida livre de
doenga e sobrevida global que apontaram que essas neopla-
sias sdo agressivas, com progndstico bem inferior aos luminais
e discretamente melhor que o basaloide ¢ o superexpressor de
HER-2. Quanto ao molecular apdcrino, seu prognéstico ainda
nio foi bem estudado; contudo, j4 foi referido que se aproxima
dos luminais, com baixa capacidade de metastatizagio.

Alguns autores pesquisaram as taxas de recidiva local apds
cirurgia conservadora e radioterapia nos vérios subtipos®?’.
Esta classificagao dos subtipos foi feita por critérios imuno-his-
toquimicos, em analogia com a classificagdo por microarray de
DNA. Esses resultados sdo visualizados na Tabela 1 e reproduzem
em termos locais o mesmo padrio da agressividade sistémica.

A classificagao por perfis de expressio de genes pode ser ttil,
inclusive, para a predicdo do sitio de metastatizagao®. O foco
mais comum de metdstase & distncia é §sseo para luminais A
e B (£80%) ¢ superexpressores de HER-2 (£65%), e pulmonar
para basaloides e claudin-low (£50%). De outra parte, as metds-
tases cerebrais sio mais frequentes nos tumores nao luminais, e
as hepdticas, nos superexpressores de HER-2.

Correspondéncia entre as classificacoes por
microarray de DNA e por imuno-histoquimica

A classificagio molecular por microarray de DNA é baseada em
andlise complexa de expressdo génica, o que dificulta sua imple-
mentagdo na pratica. Uma classificacio andloga, aproximada por



modelos imuno-histoquimicos, conquanto imprecisa, ¢ bem mais
factivel. Sao usados para esse fim os seguintes marcadores: RE,
RPg, HER-2, CK 5/6, EGFR (HER-1) e Ki 67.

Como regra geral, o tumor luminal A apresenta RE+, RPg+,
HER-2- ¢ Ki 67 baixo (<14%); o luminal B exibe RE+, RPg+,
pode ser HER-2+ e tem maior atividade proliferativa (Ki 67>14%);
o superexpressor de HER-2 é RE-, RPg- e HER-2+; 0 basaloide
geralmente é RE-, RPg- e HER-2- (triplo-negativo), com expres-
sio de CK5/6 ¢ ou EGFR.

Subtipos intrinsecos por classificagio molecular e subtipos
imuno—histoqul’micos aproximados ndo sio iguais. Com efeito,
amaior parte dos basaloides é de triplo-negativos e a maior parte
dos triplo-negativos ¢ de basaloide. A estimativa de acerto de cor-
respondéncia com o perfil basaloide aumenta quando os triplo-
-negativos exibem CK 5/6 e/ou EGFR e tém auséncia de RA.
Prat et al.*' enfocaram especificamente esta questio — basaloides
e triplo-negativos — por critérios moleculares e imuno-histoqui-
micos, cujos resultados estdo na Figura 2. Para eles, 78,6% dos
triplo-negativos foram basaloides e 68,5% dos triplo-negativos
foram basaloides.

van’t veer data-set
1 —_

0,8
Luminal A

0,6 -

Luminal B

0,4

Probabilidade

p<0,01
0,2-

Superexpressor de HER-2
T T T T T T

0 24 48 72 96 120 144 168 192
Meses

Fonte: Sorlie et al.”
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A classificagio imuno-histoquimica tem a limitagdo de deixar
uma série de casos sem catalogacio, devido & mistura de marca-
dores (exemplo: RE+ ¢ RPg- ou RE- ¢ RPg+). Uma forca-tarefa
de peritos (The Impakt 2012 Working Group) adotou como cri-
tério RE e/ou RPg+ para aproximagio com luminal A ou B e
subdividiu os luminais B em HER-2 negativos e HER-2 positi-
vos, criando o perfil triplo-positivo por imuno-histoquimica®.

Rivenbark et al.? realizaram as classificagdes por imuno-
-histoquimica e expressdo génica nos mesmos 381 tumores e
os compararam. Os resultados estao dispostos na Figura 3 e na
Tabela 2. Pode-se notar claramente que a classificagao imuno-
-histoquimica prediz a molecular, porém nio a substitui.

Heterogeneidade intratumoral

As classificagoes dos carcinomas de mama sao prejudicadas pela
heterogeneidade tumoral. O cincer tem origem unicelular clo-
nal, a doenga evolui em decorréncia do actimulo de alteragoes
genéticas e epigenéticas que modificam a linhagem primitiva.

B
Norway/Stanford data-set
1 -
Luminal A
0,8
_;": 0.6 p<0,01
RS
.'.5 Luminal B
2 0,4
2
~
0,2
Superexpressor de HER-2
0 T T T T
0 24 48 72 96
Meses

Figura 1. Prognostico dos diferentes subtipos intrinsecos. (A) Tempo até a metéstase a distancia; (B) sobrevida

Tabela 1. Frequéncia de recidivas locais apos cirurgia conservadora nos diversos subtipos tumorais

Luminal A Luminal B HER-2 Basaloide
(%) (%) (%) (%)
Nguyen et al.?’ (5 anos) 0,8 1,5 8,4 7,1
Millar et al.?® (5 anos) 1,0 4,3 7.7 9,6
Voduc et al.? (10 anos) 8 21 14
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O perfilamento dos genes permitiu a observagio de que na mesma
neoplasia existem linhagens celulares distintas, as quais podem
determinar dreas biologicamente diferentes®.

A diversidade fenotipica tumoral ¢ resultado da evolugio clo-
nal, das mutagdes, da influéncia epigenética e das alteragées no
microambiente tumoral'*%., A partir da iniciagio em tnica célula
(provavelmente tipo tronco), causada por algumas driver-muta-
tions — essenciais porque conferem vantagens de crescimento
e multiplicacdo celular —, sobrevém centenas ou milhares de
mutagdes passageiras, que modificam o clone celular®. Stratton
acredita que haja entre 1.000 e 10.000 substituigdes somdticas
no genoma do cancer humano®.

Desse modo, por exemplo, tumores considerados RE+ podem
ter porgoes RE negativas, assim como em um mesmo tumor
podem ocorrer dreas HER-2+ ¢ partes HER-2-, de tal sorte que
o fenétipo imuno-histoquimico seja quase sempre misto e nao
uniforme. Compartimentos celulares com pequenas e diferentes
subpopulagées, inclusive de células-tronco, com sensibilidades
distintas a terapia, tém condigées de promover recorréncias em
médio ou longo prazo”’.

Hipermetilagio de determinados genes, hipometilagao glo-
bal, modifica¢des no complexo histonas-cromatina e microRNAs
contribuem para a disfun¢do da expressio génica e para a hete-
rogeneidade intra e extratumoral.

Um amplo estudo de sequenciamento génico (Cancer Genome
Atlas Network) demonstrou que o cAncer de mama ¢ entidade

2,7%

18,2%

10,6%

68,5%

B HR-/HER2-
B HR-/HER2+
B HR+/HER2-

HR+/HER2+

Fonte: Prat et al.!

extremamente heterogénea, subsequente a diferentes mecanis-
mos de ativagdo e inativagdo de genes®. Ao estudar 825 tumores
usando 6 plataformas (arranjos de niimero de cépias do DNA,
metilagio do DNA, sequenciamento exémico, arranjos de RNAm,
sequenciamento de microRNAs e arranjos de proteinas reverse-
~phase), Koboldt et al. procuraram discriminar geneticamente
0s 4 subtipos intrinsecos cldssicos®. Essa andlise molecular inte-
grada produziu um perfil dos genes drivers nos diferentes subti-
pos. Além disso, comprovou que muitas alteracdes genéticas e
epigenéticas convergem para a formacio dos quatro subtipos®®.

Os tumores luminais A e B foram considerados os mais hete-
rogéneos em termos de expressio génica, espectro de mutagées,
alteracoes de nimero de cépias e progndstico. Nestes, contudo,
os achados mais comuns foram uma alta expressio de RNAm e
das proteinas E SR , GATA3, FOXA1, XBP1 e MYB, que carac-
terizaram uma assinatura luminal, além de alta taxa de mutacio
nos genes PIK3CA, MAP3K1 e MAP2KY. O gene TP53 apa-
receu mutado em 12% de luminais A e em 29% de luminais B.

Existem tipos diferentes de tumores considerados como
HER-2+ de acordo com a superexpressio do RNAm e protei-
nas detectados, respectivamente, por técnicas moleculares e de
imuno-histoquimica. O tipo HER-2 RNAm mostra amplifi-
cagdo de DNA associada a superexpressdo de outros genes rela-
cionados a0 HER-2-amplicon. Entretanto, nem todo HER-2+
por estudo imuno-histoquimico ¢ do subtipo HER-2 RNAm.
Quando existe simultaneamente aumento do ndmero de c6pias

7%

7,8%

78,6%

M Basaloide
B Superexpressor de HER2
M Luminal A

Luminal B

Normal-like

Figura 2. Distribuigao de subtipos moleculares e imuno-histoquimicos nos tumores basaloides (A) (n=473) e triplo-negativos (B) (n=412)
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do gene e alta expressio imuno-histoquimica, ocorre uma supe-
rexpressdo concomitante de outros receptores tirosina quinase,
como EGFR e FGFR4, maior instabilidade gendmica, maior
nimero de mutagoes somdticas incluindo p53 e maior aneuploi-
dia. Apenas metade dos casos HER-2+ corresponde clinicamente
a esse padrio de expressio, os demais corresponderiam ao tipo

RE+, RP+, HER-2-
8%

49%

RE-, RP-, HER-2+
3% 3%

6%

Classificagdo molecular dos carcinomas de mama. Uma visdo contemporanea

luminal por andlise de expressio de RNAm e estdo associados
a mutagio de GATA3, BCL2 e ESR1. Acredita-se que essa dis-
tingdo entre os dois grupos de tumores HER-2 seja interessante
na busca de marcadores de resposta terapéutica. O encontro de
outras mutagdes associadas aos dois tipos também pode trazer
novos alvos terapéuticos

RE+, RP+, HER-2+

21%

33%

RE-, RP-, HER-2-
6%

71% 25%
M Luminal A M Luminal B HER2+
W Basal-like B Claudin-low Normal-like

Fonte: Rivenbark et al.?
Figura 3. Correspondéncia entre as classificagdes imuno-histoquimica e molecular
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Como jd mencionado, 25% dos tumores triplo-negativos nao
sdo0 do tipo basal e existe um esfor¢o para a melhor caracteriza-
¢io desse tipo. A mutagio de TP53 foi identificada em 80% dos
tumores basal-like associada A perda de funcio de RB ¢ BRCAL.
A mutacio de PIK3CA ocorreu em 9% dos casos associada a
outras alteragdes que levam a uma superatividade da via PI3K/
AKT, como a perda de fun¢io de PTEN e a amplificagio de
PI3K. A via RAS-RAF-MEK também se mostrou amplificada
em aproximadamente um ter¢o dos casos, além de superatividade
da via HIF10t/RNT. A questio critica em relagdo aos tumores
triplo-negativos é o encontro de alvos terapéuticos. Como apro-
ximadamente 20% dos tumores apresentam mutagio germina-
tiva ou somdtica de BRCA1 e BRCA2, sugere-se que possa haver
beneficio com o uso de inibidores PARP ¢ ou de compostos
baseados em platina. Outros potenciais alvos seriam o PTEN
e os inibidores da via do PI3K, além de inibidores da via RAS-
RAF-MEK e inibidores de angiogénese visando a via HIF1a.

Apenas trés genes aparecem mutados somaticamente em pelo
menos 10% dos tumores: GATA3, PIK3CA e TP53. O PIK3CA
estd envolvido com transducio enzimdtica, crescimento e sobre-
vida celular e sinalizagdo insulinica; o TP53 é gene supressor
regulador do ciclo celular, reparo do DNA e apoptose; 0 GATA3
é codificador de fatores de transcrigao gerenciadores da diferen-
cia¢do de células luminais. A Tabela 3 discrimina a frequén-
cia de mutagio desses genes nos distintos subtipos intrinsecos.
De forma indiscriminada, considerando-se todos os cinceres de
mama, PIK3CA e TP53 aparecem mutados em torno de 30%
dos tumores, e 0 GATA3, em cerca de 10%.

A tal ponto a heterogeneidade tumoral pode ser clinicamente
relevante, que quando o exame imuno-histoquimico ¢é reali-
zado em amostras pequenas, como as obtidas em fragmentos de
bidpsia, recomenda-se a sua repeti¢io na pega cirtrgica final®.

Novas classificacoes pela segunda
geracao de técnicas de sequenciamento

O consoércio internacional METABRIC (Molecular Taxonomy
of Breast Cancer International Consortium) analisou de forma

Tabela 2. Expresséo dos receptores estrogénicos nos diferentes tipos moleculares

RE+ RE-

(%) (%)
Luminal A 98 2
Luminal B 99 1
HER-2 56 44
Basaloide 17 83
Claudin-low 35 65
Normal-like 80 20

Fonte: Rivenbark et al.?
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integrada o genoma ¢ o transcriptoma de aproximadamente
2.000 canceres de mama seguidos por 15 anos. Resultou uma
nova estratificagio da neoplasia em 10 diferentes categorias, com
evolucoes clinicas distintas, baseadas nas alteracoes no niimero
de cpias (copy number aberrations— CNAs)*'. Demonstraram
com essa abordagem que existe um grupo limitado de genes
drivers envolvidos no comportamento do cincer de mama.
Descreveram um grupo de tumores que nao exibem CNAs e
estdo relacionados a anormalidades na resposta imune adap-
tativa como a delecio de TCR. As delecoes do cromossomo
5 estio relacionadas a alteracoes no controle do ciclo celular
e caracterizam o tipo intrinseco basal. Alteragdes no gene
ZNF703 e delegoes de subunidades do complexo holoenzi-
mdtico PP2A e MTAP seriam especificas do tipo luminal B.
Essa abordagem também permitiu a identificagio de eventos
significativos, como a amplificagdo dos genes KRAS, IGFIR
e EGFR, assim como delecoes de CDKN2B, BRCA2, RBI,
ATM, SMAD4, NCOR1 e UTX, que mesmo quando néo
muito frequentes poderiam ter implicagées na previsio da res-
posta terapéutica, principalmente a relacionada aos inibidores
tirosina quinase. Foram identificados sete subtipos de tumo-
res RE+ e pelo menos duas formas de tumores triplo-nega-
tivos. Ficou patente no longo seguimento que existem cate-
gorias tumorais hormoniodependentes com evolugao natural
favordvel — a maioria —, mas existem categorias RE+ com
prognostico pior.

0 espectro de tumores classificados
como triplo-negativos

J& é cldssico afirmar que os tumores triplo-negativos, que corres-
pondem a 10-15% dos casos de cancer de mama®?, sio agressivos.
Uma pesquisa canadense (comparagio de 180 triplo-negativos
com 142 nio triplo-negativos) estimou o risco relativo em 5 anos
para os triplo-negativos de 4,0 e 1,4, para as metdstases visceral e
Ossea, respectivamente®. Em seguimento médio de 9 anos, 43%
dos triplo-negativos evoluiram para ébito, contra 30% das outras

Tabela 3. Frequéncia aproximada das mutages genéticas mais comuns nos
subtipos de cancer de mama

Luminal A Luminal B HER-2  Basaloide
(%) (%) (%) (%)
PIK3CA 40-45 29 39 9
TP53 12 29 72 80
GATA3 14 15 2 2
MAP3K1 13 4 -
MLL3 8 6 7 5
CDHI1 10 5 -

Fonte: Baird e Caldas®



lesoes. Em média, apenas cerca de 30% das pacientes metastd-
ticas com esses tumores sobrevivem 5 anos.

No Instituto Europeu de Oncologia, usando-se classifi-
cacdo tumoral por critérios imuno-histoquimicos, também
se evidenciou o prognéstico desfavordvel em triplo-negativos
(Figura 4), apenas superado em agressividade pelos superex-
pressores de HER-2%4. Foi observada a influéncia das diferentes
morfologias neopldsicas triplo-negativas: o progndstico ¢ bom
nos carcinomas adenoide-cisticos e medulares; intermedidrio
nos papilares e apdcrinos; ruim nos ductais, lobulares e, prin-
cipalmente, metapldsicos.

Entretanto, Lehmann et al.?

mostraram que os triplo-nega-
tivos sdo uma doenca heterogénea e que nem todos sio desfa-
vordveis, englobando-se sob esse rétulo um amplo espectro de
tumores. A técnica de cluster analysis permitiu o reconheci-
mento de seis subtipos de triplo-negativos com aspectos biol-
gicos peculiares: basal-like 1, basal-like 2, imunomodulatdrio,
mesenquimal, mesenquimal stem-/ike e luminal com receptores
de androgénios (LRA)*.

A Tabela 4 ilustra as principais expressoes génicas nesses
subtipos. Basal-like 1 apresenta elevada expressio de genes

reguladores do ciclo celular e de resposta ao dano ao DNA que

100 1 N e

80 -
% 604 ___ Luminal A e

40{ —— Luminal B

—— Triplo-negativo
201 HER-2+
2 4 6 8 10
Anos

Fonte: Montagna et al.*

Figura 4. Sobrevida global nos diferentes subtipos de carcinoma de mama,
por classificacdo imuno-histoquimica

Tabela 4. Expressao génica nos seis subtipos de carcinomas triplo-negativos

Subtipos Expressao génica
Genes de proliferacio (RNA
Basal-like 1 polimerase, MYC, NRAS) -
Checkpoints (CHEK1, RADS1, MSH2)
Basal-like 2 EGF, IGFI1R, glicolise/gliconeogénese
Imunomodulatério Processo imunitario
(NK, IL, citoquina)
. Motilidade (ECM, Whnt, catenina)
Mesenquimal

Diferenciagio (TJFP, mTOR,...)

Transicio epitélio-mesénquima

(TWIST, CDHI, - claudinas 3, 4, 7...)

Mesenquimal “szem”

Luminal receptor

. Genes luminais (FOX Al, XRP1...)
de androgénio

Fonte: Lehman et al.?*
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seriam responséveis pela alta taxa de proliferago e de expres-
sdo de Ki 67 nesse subtipo; o basal-like 2 tem alteragio nas vias
envolvendo fatores de crescimento, como EGF, NGF, MET,
Wnt/BCatenina e IGFR1. De modo interessante esse tipo tem
caracteristicas de origem basal/mioepitelial com expressao de
TP63 e CDI10. Os dois mesenquimais sdo ricos em genes de
transicao epitélio-mesénquima (TEM), associados a motilidade
e diferenciacio das celular. Prevalecem as alteragoes nas vias
de sinalizagao TGF-P e em genes relacionados a TEM, como
diminuicdo de expressio de E-caderina e superexpressio de
ZEB1, ZEB2, MMP2, ACTA2, TWIST], etc. No tipo MSL
existe um enriquecimento dos genes envolvidos na angiogénese,
como o VEGFR2, TEK e TIEI. De modo interessante esse tipo
difere do tipo mesenquimal por ter menor expressio dos genes
relacionados a proliferacio e pela subexpressao das claudinas
3, 4 e 7 consistente com o novo subtipo intrinseco descrito,
clandina-low. O tipo imunomodulatério estd ligado a expres-
sdo de genes de resposta imune celular, como vias TH1/TH2,
células NK, receptores de células B, dendriticas ¢ células T, e
citocinas, IL-7 ¢ IL-12. Os LRA sao classicamente RE, porém
expressam citoqueratinas luminais e outros genes, como o
FOXA1 e XBP1, além de genes relacionados as vias de regula-
¢ao hormonal, incluindo sintese de esteroides e metabolismo
de andrégeno e estréogeno. O RA ¢ expresso nove vezes mais
nesse subtipo, quando comparado aos demais (Figura 4), tem
bom prognéstico, menor sensibilidade 4 quimioterapia neoadju-
vante e, na teoria, poderd vir a ser tratado com hormonioterapia
antiandrogénica (bicatulamida, por exemplo)®“. Interessante
foi a observagdo de que o estimulo androgénico pode ter efeitos
paradoxais: com a via da MAP quinase ativada leva a bloqueio
do ciclo celular, e com a mesma via inativada, a proliferagdo
celular?. Assim, pode ser que a indicagio de hormonioterapia
antiandrogénica deva se restringir a casos com inativacio desta
via de sinalizagao.

A terapia-alvo nos triplo-negativos ¢ extremamente promis-
sora. A mutagdo de TP53 estd presente na grande maioria des-
ses tumores (¢ a alteracio gendmica mais comum), e diversas
substancias inibidoras de checkpoints G2/M parecem ser mais
letais, havendo essa mutacao®®. Estio sendo estudados também
inibidores da PARP em BRCA1-2 mutados, de PI3K e de his-
tona desacetilases®.
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