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RESUMO

Objctivos: Padronizar em nosso meio um ensaio que analisa, por RT-PCR, 21 genes e descrever
a experiéncia inicial com 95 casos consecutivos de carcinoma inicial de mama receptor de estro-
génio positivo. Métodos: O teste foi desenvolvido a partir dos relatos publicados por Cronin et
al. (2004) e Paik et al. (2004) para a avaliagio da expressio de genes em tecido fixado em for-
malina e incluido em parafina. O teste foi aplicado em uma coorte consecutiva de 95 amostras
de cancer de mama receptor de estrogénio positivo e os escores finais foram comparados com a
idade da paciente, o tamanho do tumor, o tipo e o grau histoldgico, expressio imunoistoquimica
do receptor de estrogénio, indice de Ki67 e subtipo molecular. Resultados: Os escores finais
variaram de 3 a 90 e as categorias de risco de recorréncia em dez anos foram: baixa (34 casos),
intermedidria (38 casos) e alta (23 casos). Nao houve associacio das categorias de risco com ida-
de, comprometimento linfonodal ¢ tipo histolégico. A média do tamanho dos tumores foi maior
no grupo de alto escore (2,0 versus 1,2 cm). Observou-se associagdo entre o escore obtido pelo
teste e grau histolégico, Ki-67, nivel de expressio de receptor de estrogénio e subtipo molecular.
Conclusao: A realizagio do teste de 21 genes foi factivel em nosso meio. Além disso, os dados
preliminares, aliados aos dados da literatura, sugerem que tal teste pode ser uma ferramenta ttil
na avaliagdo do risco de recorréncia a distAncia em cincer de mama receptor de estrogénio posi-
tivo. No entanto, estudos adicionais sao necessdrios para comparar os resultados deste trabalho
com séries amplas publicadas na literatura.

ABSTRACT

Objectives: 1o standardize a homemade RT-PCR-based 21-gene assay and to describe the prelimi-
nary experience with 95 early positive estrogen receptor breast cancer consecutive cases. Methods: The
test was developed using the reports described by Cronin et al. (2004) and Paik at al. (2004) for the
evaluation of gene expression in fixed, paraffin-embedded tumor tissue. The test was performed in a
consecutive cohort of 95 positive estrogen receptor breast carcinomas, and the final scores were com-
pared with the patient’s age, tumor size, histological type, histological degree, estrogen receptor immu-
nohistochemical expression, Ki-67 expression, and molecular luminal subtype. Results: Final scores
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ranged from 3 to 90 and risk categories of recurrence in ten years were: low (34 cases), intermediate
(38 cases), and high (23 cases). There was no association between score categorical distribution and

age, lymph node status, or histological type. Mean tumor size was higher in the high score group (2.0

versus 1.2 cm). We have observed an overall concordance between the score obtained by the test, and
the histological degree, Ki-G67, estrogen receptor level, and molecular subtype. Conclusion: The devel-
oped 21-gene assay is a feasible test to be performed in a homemade setting. Besides, the preliminary
data from this study suggest, in comparison with data from the literature, that this test has the poten-
tial to be a useful tool to evaluate the risk of breast cancer distant recurrence. However, further data
are necessary in order to compare this paper’s results with larger series published in the literature.

Introducao

A heterogeneidade clinica e morfolégica do cincer de mama
ocorre, em grande parte, pela expressao anormal dos genes que
compdem o tumor'. O comportamento da neoplasia depende
da complexa relagio entre centenas ou milhares de diferen-
tes genes, que atuam por meio de suas respectivas proteinas
em diferentes estdgios da fungio celular?. Embora o uso da
imunoistoquimica seja considerado como padrio de pritica
no manejo do cincer de mama, prevendo tanto a resposta ao
tratamento hormonal, como orientando para a terapia dirigida
a0 HER2, esse método apresenta algumas limitagoes, dentre
elas, o nimero de marcadores que podem ser avaliados em cada
caso ou mesmo em uma colecio de casos. Além disto, ela nio
¢ suficientemente objetiva na previsio da eficicia e toxicidade
de drogas citotdxicas®. O desenvolvimento de tecnologias de
sequenciamento do genoma proveu a oportunidade de estudar
simultaneamente vérios genes implicados no comportamento
biolégico do tumor, gerando o desenvolvimento de vérios testes
comerciais envolvendo a pesquisa de multiplos genes e que sao
usados como ferramentas preditivas ¢ progndsticas no manejo
do cAncer de mama, com o objetivo de individualizar o trata-
mento da doenga®. Oncotype Dx®, Mammaprint®, grau gen6-
mico (MapQuant Dx) e o teste de dois genes HOXBI13:IL17BR
(Quest Diagnostics) estdo, atualmente, entre os testes multigé-
nicos mais populares®. Alguns destes testes requerem tecido a
fresco para sua realizacdo, enquanto outros podem ser realiza-
dos usando amostras de tecidos fixados em formalina e inclui-
dos em parafina. Embora a coincidéncia dos genes testados por
esses testes comerciais seja baixa, todos possuem importante
influéncia de genes relacionados a proliferagio’®. Oncotype
Dx® é um ensaio de RT-PCR de 21 genes realizado em amos-
tras de tecido parafinado e utilizado como ferramenta prog-
néstica e preditiva de cAncer de mama primdrio, por meio da
previsdo individualizada dos beneficios da quimioterapia base-
ado no risco de recorréncia a distAncia em dez anos. Oncotype
Dx® analisa os niveis de mRNA de cinco genes relacionados 2
proliferagio que tém grande influéncia no escore de recorrén-
cia (RS), além de genes relacionados ao receptor de estrogénio
(RE) e do oncogene HER-2, grupos com peso importante no

RS. O teste é recomendado pela American Society of Clinical
Oncology (ASCO)".

De acordo com o Instituto Nacional do Céancer (INCA), o
cincer de mama ¢ o tumor mais prevalente na mulher brasi-
leira. Com um ntmero esperado de 49.240 casos novos diag-
nosticados em 2010, esse representa um risco estimado de 49
casos para cada 100.000 mulheres'?. A regido Sudeste do Brasil
tem os indices mais elevados com um risco estimado de 88,3
casos a cada 100.000 mulheres'?. Considerando que o subtipo
luminal é o mais frequente, inclusive entre os tumores de alto
grau histolégico®, o desafio deste trabalho ¢é identificar as neo-
plasias mais agressivas no subgrupo de pacientes cujos tumores
apresentem RE positivo.

Neste estudo, foi proposto desenvolver um teste multigé-
nico quantitativo inteiramente baseado nos métodos descritos
por Cronin et al.' e Paik et al.%, utilizados para desenvolver
o Oncotype Dx®. Nesses trabalhos, ¢ descrita a avaliagao da
expressio de mRNA de 16 genes relacionados ao cincer ¢ de
5 genes Controles em amostras tumorais fixadas em formali-
na ¢ incluidas em parafina. A seguir, avaliou-se a associagio
entre os escores ou {ndices do préprio ensaio de 21 genes e as
seguintes caracteristicas: idade da paciente, estado linfonodal,
tamanho do tumor, tipo e grau histoldgicos, subtipo luminal
(A ou ndo-A), niveis de imunoexpressio dos RE e progesterona
(RD) (alto ou baixo) e indice de proliferagao celular avaliado
pela expressao do Ki67.

Métodos

Toda a preparagio das amostras foi realizada na Consulto-
ria em Patologia, um laboratdrio de referéncia em Patologia
Diagnéstica que estd localizado na cidade de Botucatu, em
Sao Paulo, Brasil. Foram revisados e selecionados 95 casos de
tumores de mama RE positivo, fixados em formalina e inclu-
idos em parafina, os quais continham 4reas representativas de
carcinoma invasivo. Realizou-se a microdissec¢ao com lomina
cirtrgica da 4rea de interesse, excluindo componente i situ,
necrose e tecido mamdrio normal. O RNA foi extraido do
tecido reidratado, utilizando reagente TRIzol® (Invitrogen,
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Carlsbad, CA) e solubilizando-o em 4gua livre de RNAse.
Um micrograma de RNA total foi utilizado para a sintese de
cDNA, por SuperScript II transcriptase reversa (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) e primers aleatérios. Foi incluso um pas-
so para controle de qualidade do ¢cDNA amplificando frag-
mentos de 100 a 600 pares de bases (pb). Foram selecionados
exatamente os mesmos 16 genes relacionados ao cincer e os
mesmos 5 genes de referéncia que correspondem aqueles que
compdem o teste Oncotype Dx®. Os genes analisados e os
nimeros de acesso dos respectivos mRNA utilizados neste
estudo estdo listados na Tabela 1.

A expressio génica foi avaliada como descrita por Cronin
et al." e Paik et al.*". Em stimula, apés extracio do RNA e
tratamento com DNase I, o contetido total de RNA foi medi-
do por meio da transcrigdo reversa seguida da reagio de poli-
merizagdo em cadeia quantitativa em tempo real (RT-PCR),
em placas de 96 pogos. As reagoes foram realizadas com o
equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System utilizando
primers e sondas TagMan®, ambos da Applied Biosystems
(Foster City, CA). A expressio de cada gene foi medida em

Tabela 1. Lista de genes usados no método de ensaio dos 21 genes

quadruplicata, agregada e normalizada de acordo com os cin-
co genes de referéncia selecionados. A C.. de referéncia (ciclo
de corte) para cada amostra testada foi definida como a média
das C| medidas dos cinco genes de referéncia. O nivel rela-
tivo do mRNA de um gene-alvo dentro de uma amostra de
tecido foi definido como 2%" + 10.0, onde ACT = CT (gene
teste) — CT (ciclo de corte).

Para cdlculo do escore, aplicou-se para cada grupo de ge-
nes (proliferacio, RE, HER-2 e invasio) o peso descrito por
Paik et al. para cdlculo do RS* O teste foi registrado como
MammaGene®.

Os casos incluidos no estudo foram analisados por dois dos
autores (FMC, APS), e foram determinados de acordo com a
classificagio de tumores da Organizagio Mundial da Satde
(OMS) e graduados pelo Sistema de Nottingham®. Foi rea-
lizada andlise imunoistoquimica de RE, RP, HER-2 ¢ Ki67
em todos os casos. Os fornecedores e as diluicoes destes an-
ticorpos ¢ método de recuperacio de epitopos estio listados
na Tabela 2. O sistema de deteccio foi Novolink™ (Thermo
Scientific, USA), 45 minutos em temperatura ambiente. O RE

Gene Outras designagoes

mRNA

Categoria Descricao

GAPDH GAPDH

RPLPO RPPO, MGC88175

NM_002046.3

NM_001002.3

Referéncia gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

Referéncia proteina ribossomal, grande, PO

GRB7 GRB-7

ESRI ER, ESR, ESRA

NM_005310.2

NM_000125.3

HER2 Gene da proteina 7 ligada ao receptor

de fator de crescimento

Estrogénio Receptor de estrogénio tipo 1

BCL2 Bcl2, BCL-2

BIRCS Survivin, API4, EPR-1

NM_000633.2

NM_001168.2

Gene envolvido com a
inibi¢4o da apoptose

Estrogénio

Proliferacio Survivina

MYBL2 B-MYB, BMYB

NM_002466.2

Proliferacio Oncogene homélogo ao v-myb

AURKA AIK, ARK1, AURA,

STKG6, STK7, STK15

MMP11 Stromelysin 3, SL-3,

ST3, STMY3

NM_003600.2

NM_005940.3

Proliferagao aurora quinase A

Invasio Metalopeptidase de matrix 11

(estromelisina 3)

GSTM1I GST1, GSTM1-1, GSTM]a-1a,

GSTM1b-1b, GTH4, GTM1,

NM_000561.3 --

glutationa S-transferase M1
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¢ o RP foram considerados positivos nos casos em que houve
coloragdo nuclear de moderada a forte intensidade, em pelo
menos 1% das células do tumor. Os casos RE/RP positivos
foram categorizados como baixa ou alta expressio para valo-
res < 75% e > 75%. Foram consideradas amostras positivas
para HER-2 aquelas que apresentaram escore 3 positivo, con-
forme recomendagées da ASCO e do Colégio Americano de
Patologistas (CAP)*. Ki-67 foi avaliado em pelo menos 200
células tumorais nas dreas de mais forte expressdo, ¢ os valores
foram expressos em porcentagem de células positivas. Os casos
também foram classificados em dois grupos, de acordo com a
classificagio molecular do cincer de mama: luminal A e B. No
Grupo luminal A, foram incluidos os casos com forte expressio
de RE, HER-2 negativo (0 ou 1+) e expressdo de Ki-67 abaixo
de 13,5%, conforme sugerido por Cheang et al.”. Os demais
casos foram categorizados como Luminal B.

Tabela 2. Detalhes técnicos da andlise imunoistoquimica

As associagbes entre o escore final do presente teste de 21 genes
e as varidveis categéricas foram testadas pelo teste do 7’ de Pear-
son. Para a comparagio das médias das varidveis numéricas (idade,
tamanho do tumor e indice de Ki-67), de acordo com o escore,
utilizou-se a Andlise de Variancia de Fisher (ANOVA). Para todos
os testes, considerou-se um valor de p de 0.05 ou inferior.

Resultados

A discordancia entre os escores para determinagdes pareadas
em cada amostra tumoral variou de - 3,948 a 6,425, com mé-
dia de 0,681 (43% dos casos tiveram diferencas dentro de —
1.000 a 1.000). O escore final variou de 3 a 90 (intervalo total
de 0 - 100); 34 casos abaixo de 18; 38 casos entre 18 e 30 e 23
casos acima de 30.

Antigeno Diluigiao

Receptor de progesterona (RP) 1:1000

Ki-67 1:600

Clone/Fonte

PgR636 (monoclonal de camundongo)/
Dako Corporation, USA

MIB-1(monoclonal de camundongo)/
Dako Corporation, USA

Método de recuperagio antigénica

Panela de pessio
(Tender Cooker, Nordic Wave, USA),
tampio citrato (pH 6), 9 minutos.

Panela de pressio
(Tender Cooker, Nordic Wave, USA),

tampio citrato (pH 6), 8 minutos.

Tabela 3. Varidveis clinico-patoldgicas de acordo com os escores de recorréncia em dez anos obtidos com o MammaGene®

Escore baixo
(< 18)

Varidvel n

Escore alto
(> 30)

Escore intermedidrio

(18 - 30) Valor p

Tamanho do tumor (cm) 87

ductal 76 27 (35,2%)
Tipo histolégico lobular 14 5
outros 5 2

1,25 = 0,49

1,24 £ 0,56 2,0 = 1,66 0,010%

30 (39,4%) 19 (25%)
6 3 0,997
2 1

Subtipo luminal

Indice de Ki-67

(% de células positivas)

93 10,75 = 8,18

20 8

0,013

15,27 = 11,04 21,65 + 23,35 0,027>

'%* de Pearson; Andlise de Variancia (ANOVA); *Sistema de graduagio de Nottingham.
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A idade das pacientes variou de 34 a 76 anos (média * desvio
padrio - DP; 53,84 = 10,31 anos). O tamanho do tumor variou
de 0,2 a 8 cm (média = DP; 1,5 = 1,06 cm). O status linfonodal
axilar estava disponivel em 70 casos e foi negativo para a presenca
de metdstases em 59 (84,2%) casos. RE e/ou PR foram positivos
em todos os casos e em 77 (81%) com mais de 75% das células
positivas. O teste HER-2 pelo exame imunoistoquimico foi ne-
gativo (escore 0 ou 1+) em 92 (96,8%) casos, escore 2+ em um
caso, que permaneceu negativo ap6s FISH, e positivo, (escore 3+)
em dois casos. O indice de Ki-67 estava disponivel em 93 casos
e variou de 1 a 90% das células positivas (média = DP; 15,24 =
14,9%). Cinquenta e trés (55,8%) casos foram classificados como
subtipo molecular A e 42 (44,2%) como subtipo luminal B. Se-
tenta e seis (80%) eram do tipo histolégico ductal. Outros tipos
histolégicos foram lobular (14 casos; 14;7%), tubular (4 casos)
e papilifero (1 caso). A distribuicio de todas as varidveis com as
diversas categorias do escore final é apresentada na Tabela 3.

Discussao

A possibilidade de estudar multiplas varidveis simultaneca-
mente por meio de métodos como microarranjos de DNA e
RT-PCR inaugurou novo estdgio do conhecimento e manejo
do cincer de mama. Quatro grandes classes moleculares de
cancer de mama surgiram por virios estudos: luminal - A,
luminal - B, HER-2 e tipo basal"'®. Com a incorporagio do
perfil genético, o cancer de mama passou de doenga tinica a
diferentes entidades candidatas a diferentes abordagens tera-
péuticas. A translagao do perfil genético na prdtica pode ser
feita pelas moléculas associadas a cada tipo de tumor ¢ pas-
siveis de determinagio imunoistoquimica”'”?’. Embora nio
haja consenso sobre os critérios para a classificacdo molecular
dos carcinomas de mama, de acordo com o perfil imunoisto-
quimico, a maioria dos pesquisadores usa basicamente RE, RP
e HER-2, associados a Ki-67, citoqueratinas basais 5/6 (CK
5/6) e o receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR ou
HER1). Uma das classificacoes molecular mais aceita do cin-
cer de mama na literatura é a de Carey et al.: luminal A (RE+
e /ou RP+, HER2 -), luminal B (RE+ e/ou RP+, HER2 +),
basal-simile (RE-, RP-, HER-2-, CK 5/6 positivo, e/ou EGFR
+), HER2 (RE-, RP- ¢ HER2+) e ndo-classificados (negativos
para os cinco marcadores)®'. A determinagio dos carcinomas
do tipo luminal B é das mais controversas. Para Cheang et al.,
a expressdo de Ki-67 acima de 13,25% ¢é o melhor critério de
identificado do subgrupo luminal B”. A expressao do RE ¢ a
caracteristica dos carcinomas tipo luminal A e B, ¢ é marcador
preditivo de resposta a terapias dirigidas contra a sintese de
estrogénio ou o bloqueio da agdo do seu receptor. No entanto,
a resisténcia inata ou adquirida a terapia enddcrina ¢ comum
e o beneficio da quimioterapia é fator importante de discussio
para esses pacientes.

Rev Bras Mastologia. 2011;20(4):164-169

Sabe-se que o cincer de mama RE positivo ¢ de fato grupo
heterogéneo, e o perfil molecular sugere que existam pelo me-
nos duas doengas distintas de origem luminal e que poderiam
ser, provavelmente, tratadas de maneiras diferentes?. O grande
desafio deste trabalho ¢ transferir os dados dos microarranjos
para a prética clinica por meio de testes vidveis que sejam capa-
zes de auxiliar nas decisoes terapéuticas. Entre os testes multi-
génicos comercialmente disponiveis, os dois mais amplamente
utilizados sao o ensaio de 21 genes (Oncotype Dx®) e o ensaio
de 70 genes (MammaPrint®), ambos avaliando principalmente
genes relacionados a proliferacdo, seguido por genes relaciona-
dos ao RE e HER-2*". Embora com menor nimero de genes
e dados de andlises continuos ao invés de dicotdmicos, Onco-
typeDx® tem a vantagem de ser realizado em tecido fixado em
formalina e incluido em parafina. O teste desenvolvido pela
Consultoria em Patologia e aqui descrito avalia a expressio do
painel de 21 genes, que ¢ combinado com algoritmo quantita-
tivo, resultando em indice ou escore, o qual varia de 0 a 100,
como descrito por Cronin et al. e Paik et al.*!*. Os resultados
preliminares deste artigo com o ensaio desenvolvido em nosso
laboratério mostraram concordincia entre o indice final e as
varidveis relacionadas a diferenciagdo celular (grau histol6gi-
co), proliferacdo (indice de Ki-67), nivel de expressao de RE/
RP (contetido de RE) e subtipos luminal A ou B (contetdo de
RE e atividade de proliferacio). A maior pontuagao (90), nes-
ta série, foi observada em caso com superexpressio de HER-2
pela técnica imunoistoquimica. Estes resultados indicam que
o presente teste parece ser confidvel, visto que avalia com pre-
cisdo a expressdo de genes relacionados ao RE e 2 proliferacio,
principais componentes do teste de 21 genes.

Flanagan et al., em elegante estudo, mostraram que o grau
nuclear, a contagem mitética e o starus do RE, RP ¢ HER2
sdo capazes de predizer o RS?. Curiosamente, percebe-se que,
entre os casos de baixo escore (22 casos), quatro deles (18%)
mostraram Ki-67 de 25% ou superior. Estes quatro casos tam-
bém expressavam altos niveis de RE, eram menores de 2,0 cm
e grau nuclear 2, sendo que trés deles eram grau histoldgico
2 e um deles, grau histolégico 1. Alguns destes casos podem
corresponder aqueles de RS baixo que recorrem, como sugeri-
do por Gwin et al.*, e que, de acordo com relatos de Paik et,
perfazem aproximadamente 6% dos tumores de baixo RS*. No
geral, os presentes dados confirmam a importincia das varid-
veis histopatoldgicas cldssicas, ainda muito importantes para a
decisao clinica, mas sugerem que a informagio pode ser melho-
rada com o teste de 21 genes.

Conclui-se que a realizagio do teste de 21 genes ¢é facti-
vel em laboratdrios bem estruturados para técnicas de Biolo-
gia Molecular, e que a informagao oferecida é coerente com o
comportamento bioldgico esperado dos carcinomas de mama.
Os resultados obtidos pelos autores deste artigo ainda sao preli-
minares e necessitam andlises com maior casuistica, compara-
¢do com o desempenho de outros testes genéticos relatados na
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literatura e, sobretudo, avaliacio do seu impacto no prognésti-

co das pacientes. Entretanto, os dados até o presente indicam

que sua aplicagio prética nao substitui os critérios utilizados no

manejo terapéutico, mas os complementa, permitindo melhor

individualiza¢io dos casos.
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