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RESUMO

A metodologia de pesquisa adotada neste projeto foi a revisao bibliografica narrativa,
com foco para artigos cientificos publicados principalmente nas bases de dados
PubMed e Scielo entre os anos de 2010 e 2023. A estimativa para a incidéncia do
cancer de mama em 2023 no Brasil foi de 73.610 casos. Isso corresponde uma taxa
de incidéncia ajustada de 41,89 casos a cada 100.000 mulheres brasileiras. Apesar
de muitos estudos na area, devido a heterogeneidade da doencga, o tratamento e
acompanhamento ainda é de dificil assertividade. Nesse contexto, o objetivo do
trabalho foi a discussao do papel da epigenética numa abordagem personalizada do
acompanhamento e tratamento. O desenvolvimento, em concordancia com o
objetivo, foi pautado em tdpicos importantes para a garantia de melhores resultados
e qualidade de vida a paciente. Nos ultimos anos, a ciéncia tem explorado os
mecanismos epigenéticos do cancer de mama, o que tem se mostrado promissor
para ampliar a aplicagdo da medicina personalizada, através do conhecimento das
caracteristicas moleculares da doenga. Assim, como consideragdes finais, foi
possivel entender que, pesquisando o cancer a nivel molecular, a ciéncia evidenciou
que manifestagdes clinicas e tipos histoldgicos n&o sao informagdes suficientes para
fornecer o melhor apoio médico ao tratamento do cancer de mama, pois os
mecanismos epigenéticos como a metilagdo e os mMiIRNAs tém participagao
importante em casos esporadicos da doencga, ndo hereditarios e néo relacionados a
mutagcdo. Dessa forma, nos ultimos anos essa area tem contribuido
consideravelmente para melhoria da qualidade de vida das pacientes, possibilitando
melhor direcionamento do tratamento medicamentoso por subtipo tumoral, de forma
personalizada e precisa.

Palavras-chave: cancer de mama; medicina personalizada; miRNA; metilacao.



ABSTRACT

The research methodology adopted in this project was a narrative bibliographic
review, focusing on scientific articles published mainly in the PubMed and Scielo
databases between 2010 and 2023. The estimate for the incidence of breast cancer
in 2023 in Brazil was 73,610 cases. This corresponds to an adjusted incidence rate
of 41.89 cases per 100,000 Brazilian women. Despite many studies in the area, due
to the heterogeneity of the disease, treatment and monitoring are still difficult to
assert. In this context, the objective of the work was to discuss the role of epigenetics
in a personalized approach to monitoring and treatment. The development, in
accordance with the objective, was based on important topics to guarantee better
results and quality of life for the patient. In recent years, science has explored the
epigenetic mechanisms of breast cancer, which has shown promise for expanding
the application of personalized medicine, through knowledge of the molecular
characteristics of the disease. Thus, as final considerations, it was possible to
understand that, researching cancer at a molecular level, science has shown that
clinical manifestations and histological types are not enough information to provide
the best medical support for the treatment of breast cancer, as epigenetic
mechanisms such as Methylation and miRNAs play an important role in sporadic
cases of the disease, not hereditary and not related to mutation. Thus, in recent
years this area has contributed considerably to improving patients' quality of life,
enabling better targeting of drug treatment by tumor subtype, in a personalized and
precise manner.

Keywords: breast cancer; personalized medicine; miRNA; methylation.
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1 INTRODUGAO

O cancer de mama (CM) é um dos mais comuns e mais diagnosticados entre
as mulheres no mundo, apresentando ainda alto indice de mortalidade. Essa
neoplasia, na maior parte das vezes, é causada por um tumor esporadico, o qual
nao tem relacdo com uma mutacdo especifica, mas sim com uma alteracao de

regulacao epigenética no gene (Rodrigues et al., 2019).

Nesse sentido, quando falamos em metilagdo do DNA, é possivel estabelecer
uma relagdo com o diagndéstico e prognostico do cancer de mama, uma vez que a
metilacdo se associa inversamente a capacidade transcricional do gene,
especialmente em genes supressores de tumor, de modo que sao menos transcritos
quando estado intensamente metilados e, assim, ndo exercem sua fungao primaria,
aumentando a propensdo ao desenvolvimento de tumor. Nesse caso, a
hipermetilagdo desses genes causa o silenciamento deles, enquanto a
hipometilagdo de oncogenes leva a sua hiperexpressdo. Logo, genes supressores
de tumor intensamente metilados séo silenciados e, por isso, podem servir como
biomarcadores no diagndstico e prognéstico do cancer de mama. (Wu, Tang, Zhou,
2021).

Os genes BCRA1 e BCRA2 s&o supressores de tumor e desempenham a
funcdo de impedir que células normais se transformem em células tumorais,
codificando proteinas as quais estdo envolvidas no reparo de quebras da molécula
de DNA. O BCRA1 esta localizado no cromossomo 17 e esta relacionado com a
ativagao de checkpoint e reparo de quebras de DNA, ja o BCRA2 esta localizado no
cromossomo 13 e age no controle do mecanismo de recombinagdo homologa.
Assim, quando transcritos, ambos 0s genes sao capazes de gerar proteinas que
garantem protecdo ao genoma através dos reparos e das respostas aos danos no
DNA, por isso, a metilacdo desses genes compromete a sobrevida da paciente
(Rodrigues et al., 2019).

Além disso, o papel dos miRNAs na busca de biomarcadores para um
tratamento mais individualizado também merece destaque para aplicagdo a

medicina personalizada, uma vez que estdo relacionados com o prognostico e
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direcionamento terapéutico para a neoplasia. Trata-se de sequéncias mais curtas de
RNAs nao codificadores, que podem ligar-se ao mRNA e encaminha-lo ao seu
destino: silenciamento pods-transcricional ou degradacéo, exercendo assim papel

crucial para manutencgé&o do ciclo celular e homeostase (Davey et al., 2021).

Os miRNAs podem atuar em diferentes fungdes biolégicas: desenvolvimento,
proliferagdo, diferenciagdo e morte celular. A desregulagdo dos miRNAs pode
discriminar diferentes subtipos de cancer de mama, estando associada ao seu
avango desde a tumorigénese até a metastase. Além disso, eles podem ser usados
como alvos para o desenvolvimento de novas terapias, levando-se em consideragao
que podem prever a resposta do CM a tratamentos sistémicos, a depender do seu

status de expressao (Rodrigues et al., 2019).

Dessa forma, o entendimento da epigenética mostra-se de grande
importancia para evolugao do conhecimento cientifico acerca do cancer, oferecendo
uma abordagem precisa e individualizada no contexto da medicina de precisdo e
permitindo que o acompanhamento e tratamento se tornem cada vez mais
humanizados para as portadoras dessa condicdo. Certamente, a implantagcdo da
medicina personalizada como padrao de acompanhamento de pacientes com cancer
requer novos estudos e investimentos, no entanto a regulagdo epigenética é um
campo de estudo o qual tem muito para contribuir para o avancgo cientifico (Bhat et
al., 2019).
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2 OBJETIVO

Sintese, anadlise e discussao de informacgdes relevantes sobre a epigenética
do cancer de mama, abordando o papel dos miRNAs e da metilacdo do DNA para

aplicagao da medicina personalizada no estudo dessa neoplasia.
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3 METODOLOGIA

Este trabalho constitui uma revisao bibliografica feita a partir da pesquisa de
artigos publicados em portugués e inglés entre os anos de 2010 e 2023,
encontrados nas bases de dados Pubmed e Scielo principalmente, utilizando-se as
seguintes palavras-chave: Cancer de Mama, Epigenética, Medicina Personalizada,
miRNA, Metilacdo. Ao todo, foram utilizadas 39 referéncias, em maioria artigos
cientificos, mas também sites governamentais de promogdo a saude, cujas
informagbes foram cuidadosamente selecionadas para atender o objetivo do

trabalho.
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 O CANCER DE MAMA

Cancer, segundo o Instituto Nacional do Céncer, € um nome usado para
denominar um conjunto de doencgas malignas que tém em comum o crescimento
desordenado de células que invadem tecidos e o6rgaos. Assim, devido ao
crescimento rapido e desordenado, essas células se tornam incontrolaveis e
agressivas, formando tumores capazes de se espalhar por outras partes do corpo.
Quando as células afetadas sao de tecidos epiteliais, como é o caso do CM, o
cancer se denomina carcinoma (INCA, 2022c). Este cancer em especifico, € um dos
mais incidentes entre as mulheres em todo o mundo, tendo como populagao de risco
mulheres mais velhas, em média acima dos 50 anos de idade, sendo ainda a causa
mais frequente de morte por cancer na populagao feminina (15,5% dos o6bitos por
cancer em mulheres em 2020, conforme a figura 1 abaixo). No entanto, atualmente,
com uma melhor compreensao dos processos moleculares envolvidos no
desenvolvimento da doenca, tem sido possivel o aprimoramento do tratamento
personalizado. Assim, a sobrevida de pacientes com essa condicao tem melhorado

consideravelmente (World Health Organization, 2020).

Figura 1 - Numero estimado de mortes em 2020, Mundo, Mulheres, Todas as idades

Mama
584 996 (15 5%)

Dutros cinceres

L 5T G669 ()

Pulmao
BET 485 (13, 7%}

Colorretal
419 536 (9.5%)
Pancreas

Cérvix uterino
341831 [7.75H)

Figado ‘ Estdmago

FE2 658 (5T 266 DOS (5%

219 163 (4.9%)

Total © 4 429 323

Fonte: Adaptado de World Health Organization, 2020.
Nota: Em 2020, o cancer de mama foi a causa de morte de 15,5% das mortes por cancer em
mulheres, um total de 684 996 6bitos.
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Geralmente, o processo de carcinogénese, como é denominada a formagéao
do cancer, costuma ser lento. Dessa forma, em alguns casos, leva-se anos até que
uma célula alterada se prolifere a ponto de formar um tumor. Nesse sentido, para
que um tumor se forme, o ciclo celular precisa ser alterado: inicialmente &
necessario que alguma desordem seja estabelecida no organismo e modifique
alguma sequéncia (em casos de mutagdo) ou atividade génica (em caso de
desregulacao epigenética), essa primeira fase da formagao do tumor é o estagio de
iniciacdo, quando ainda n&o é possivel detectar a doenga clinicamente, mas a célula
ja é "iniciada" para o cancer. O proximo estagio é chamado de promogéo, no qual a
célula “iniciada” sofre a agcdo de agentes oncopromotores, como por exemplo
horménios, e em caso de exposi¢cdo continua ao agente, é transformada em célula
maligna. O estagio seguinte é chamado de progressao e se caracteriza pela
multiplicagdo incontrolavel das células alteradas e formagédo do tumor (INCA,
2022a).

Os tumores correspondentes ao CM geralmente s&o de origem epitelial e se
desenvolvem no interior dos ductos e l6bulos mamarios. Sendo assim, como
classificagao histolégica, existem os carcinomas in situ e os invasivos. O primeiro
grupo se divide em carcinoma ductal in situ, o qual representa a maior parte dos
carcinomas in situ e é constantemente detectado pela mamografia, e carcinoma
lobular in situ, que € menos frequente, ndo esta associado a calcificagdes ou reagao
estromal e € sempre um achado casual em uma bidpsia realizada por outra razao.
Ja os carcinomas invasivos sdo adenocarcinomas, divididos em ductal infiltrativo,
que representa a maior parte dos carcinomas invasivos, e lobular infiltrativo, menos
comum que o anterior (FEMAMA, 2019a)

O inicio da doenga costuma ser assintomatico e o diagndstico precoce é de
extrema importancia para um bom progndéstico e taxa de sobrevida, para tanto,
recomenda-se que o0 autoexame e os exames de rastreamento, como a mamografia,
sejam feitos rotineiramente, uma vez que a prevengao € ainda um grande desafio
(Sun et al., 2017). A manifestagao clinica mais conhecida desse tipo de cancer é o
nodulo palpavel, mas vale destacar outros sinais e sintomas que também sao
importantes para o diagndstico precoce: retragdes de pele e do mamilo, vermelhidao

da pele, saida de secregao aquosa ou sanguinolenta pelo mamilo e ainda pequenos
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nddulos palpaveis nas axilas e/ou pescogo. Podendo ocorrer ainda a inversao do
mamilo, inchago e/ou dor local. Os sinais e sintomas mais frequentes estédo

representados abaixo pela figura 2 (INCA, 2021).

Figura 2 - Sinais e sintomas do cancer de mama

o Retracgdo ou Mudancas de
SECFEQ@ES do Vermelhidao inversdo do textura da
mamilo mamilo pele

Carogos Nédulo
ou bolhas Axilar

Inchago Dor

Fonte: Autoria prépria.
Nota: Nem sempre o nédulo sera palpavel, em mamas mais volumosas, por exemplo, pode ser mais
dificil encontrar o nédulo durante o auto-exame. Os outros sinais fisicos e sensoriais ilustrados se

tornam importantes e extremamente Uteis nestes casos.

Assim, é de grande importancia a atengdo pessoal aos sinais e sintomas,
além da realizagcdo de consultas e exames de rastreamento rotineiramente. No que
tange os exames de rastreamento, um ponto importante de se entender é a
classificagado bi-rads (Sistema Breast Imaging Reporting and Data System), que
classifica exames como ultrassonografia, ressonancia magnética e mamografia em
em categorias de 0 a 6, demonstradas na figura 3 abaixo. Essa classificagéo,
segundo o hospital o A.C Camargo, auxilia na investigagdo do cancer de mama,
avaliando, em porcentagem, a possibilidade uma lesao encontrada ser ou ndao um

cancer, mas nao € capaz de avaliar o potencial de crescimento e nem o subtipo
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tumoral. De modo geral, a classificagdo propde uma impressao diagnostica e

fornece uma recomendagao de periodos de tempo para a realizagdo de novos

exames.
Figura - Sigla para Breast Imaging Reporting and Data System
)
Exame inconclusivo Complementar o estudo  Exame incompleto
1 Normal Exame de rotina anual 0
2 Achado benigno Exame de rotina anual 0

Realizar controle precoce

3 Achado provavelmente benigno (erm 6. 12. 2t o 36 meses) <2
; Prosseguir investigacao:
4 Achado suspeito realizar bipsia 3-94%
: Prosseguir investigacao:
5 Achado altamente suspeito realizar biopsia =05
6 Achado investigado previamente e Tratamento adequado 100

com resultado positivo (cancer)

Fonte: A. C. Camargo Cancer Center, 2022.
Nota: A escala Bi-rads fornece apoio ao diagnéstico e tratamento do cAncer de mama, possibilitando

um acompanhamento com periodicidade adequada a cada caso, como forma de acompanhar o

desenvolvimento de uma lesdo mamairia.

Desta forma, o CM é uma doenca importante, prevalente no Brasil e no
mundo, que apesar de muito estudada, ainda precisa de atencgao cientifica devido
sua heterogeneidade e letalidade acentuada. A medicina personalizada, como forma
de focar no tratamento individual, precisa ser explorada e aplicada, tendo em vista
que representa uma forma de melhorar a qualidade de vida das pacientes

diagnosticadas (Rodrigues et al., 2019).

4.2 O ciclo celular

O cancer, oriundo de um disturbio na replicagao celular, tem sua formagao
intimamente ligada ao ciclo celular, e este, por sua vez, € uma sequéncia organizada

de eventos em que uma célula duplica seu conteudo, possibilitando a passagem da
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informagéo genética para a préxima geragao de células. De forma geral, a principal
funcao do ciclo celular é duplicar o DNA e segregar as copias para as células filhas,
uma vez que a unica forma de formar uma nova célula é duplicando uma célula ja
existente. Desde que todas as etapas ocorram normalmente, a replicagdo das
células ndo compromete a homeostase do organismo, porém, falhas em alguma
etapa do ciclo celular de uma célula pode levar a sua multiplicagao descontrolada,

causando a formagao de um tumor, por exemplo (Thu et al., 2018).

Nesse sentido, o ciclo celular € composto geralmente por quatro fases: a G1,
a Sintese, a G2 e Fase M, quando ocorre a mitose e a citocinese. A fase G1
corresponde ao momento de crescimento celular, € a mais longa do ciclo e, pode
seguir para fase GO, o que significa que a célula ficara estagnada na fase G1, sem
seguir as demais fases do ciclo celular. A fase S (sintese), sucede a fase G1 e
corresponde ao momento de duplicagdo dos cromossomos da célula. A fase G2
sucede a fase de sintese e corresponde ao momento de sintese proteica, quando
também ocorre crescimento celular e checagem dos processos que antecederam
esta fase (Thu et al., 2018).

O ciclo celular é bem regulado, uma vez que ha um sistema de controle para
desencadear os principais eventos, o mesmo conta com um conjunto de proteinas
envolvidas e depende de sinais intra e extracelulares. O tempo de um ciclo celular
também é regulado, com controle de cada uma das etapas, que precisam receber o
chamado “start” para que sejam iniciadas, ou seja, ha um mecanismo para
assegurar que cada evento ocorra uma unica vez e no momento certo, no modelo de
sistema n&o binario, o que significa que eventos uma vez iniciados devem ser
completos e irreversiveis. Esse sistema de controle do ciclo celular € dependente de
proteinas-quinase dependentes de ciclina (CDKs) e funciona como uma rede de
interruptores bioquimicos. A ciclina, ao formar um complexo com uma proteina
quinase, a ativa para fosforilacdo de proteinas regulatérias do ciclo celular e
promove a sua progressdo. Nesse sentido, S-ciclinas ajudam a estimular a

replicacéo e M-ciclinas estimulam o inicio da mitose (Thu et al., 2018).

Diferentes ciclinas e CDKs regulam as diferentes fases do ciclo celular, que

costuma ser interrompido ou bloqueado por pontos de verificagdo, também
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chamados de checkpoints, os quais acontecem para reparo de danos ao DNA. Dois
desses pontos de verificagdo acontecem antes e depois da sintese de DNA, nas
fases G1 e G2, via ponto de verificagdo quinase 2 (CHK2) e p53 na fase G1 ou via

ponto de verificagdo quinase 1 (CHK1) na fase S ou G2 (Ding et al., 2020).

Células que entram em estado quiescente, na fase GO, sdo reguladas pelo
complexo ciclina C/CDK3. Células que ndo entram nessa fase ou as que estdo em
estado quiescente reversivel recebem sinais extracelulares que levam a sintese de
ciclina D e estimula CDK4/6, o que leva a entrada no ciclo celular. CDK4/6, quando
ativa, leva a fosforilagao da proteina RB e libera o fator de transcricao E2F, que por
sua vez leva a expressao das ciclinas E, A e B. A ciclina E ativa a CDK2 e auxilia a
fosforilagao adicional da proteina RB e, assim, leva a célula para a fase S do ciclo
celular. Chegando ao fim da sintese de DNA, a ciclina E é removida pela ciclina A,
para formagao do complexo ciclina A/ICDK2, o qual fosforila CDC6 e E2F1, levando
ao fim da fase S e conduzindo a transicdo para a fase G2. Apds isso, a CDK1 é
ativada pela ciclina A, o que leva a célula a fase M e esta fase é regulada pelo
complexo ciclina B/CDK1. A inativagdo da CDK1 permite a separagdo cromossdmica
e a conclusao da citocinese. Esses complexos ciclina/CDK e seus respectivos
estagios de atuacao no ciclo celular estdo demonstrados na tabela 1 a seguir (Ding
et al., 2020).

Tabela 1 - Resumo dos complexos ciclina/CDKs.

Complexo Estagio do Ciclo
Ciclina C/CDK3 Fase GO
Ciclina D/CDK4/6 Progresséao G1
Ciclina E/CDK2 Entrada S
Ciclina A/ICDK2 Progresséo S
Ciclina A/CDK1 Progresséo G2
Ciclina B/CDK1 Fase M

Fonte: Autoria prépria.
Nota: Para que o ciclo celular acontegca de maneira adequada, os conjuntos de ciclina/CDK precisam
funcionar como uma rede de interruptores bioquimicos. Eles controlam o inicio e o fim de cada fase,

garantindo que ocorram na ordem certa e que sejam corretamente finalizadas.
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Quando ha a perda do controle do ciclo celular, as células com informacdes
genéticas defeituosas podem se dividir e proliferar, levando ao cancer, caso nao haja
um mecanismo de reconhecimento e interrupcdo desse erro. Como forma de
interromper a proliferagado dessas células, temos os inibidores do ciclo, que inclusive
podem ser utilizados como terapia alvo no tratamento de alguns subtipos do cancer
de mama. Nesse sentido, os inibidores INK4 (p15, p16, p18 e p19), CIP/KIP (p21,
p27 e p57) e CDK4/6 (palbociclib, ribociclib e abemaciclib) inibem a atividade dos
complexos CDK/ciclina. Parte desse processo fisiologico esta representado pela
figura 4 abaixo (Ding et al., 2020).

Figura 4 - Regulagao do Ciclo celular: CDKs, Ciclinas e Inibidores
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Fonte: Autoria prépria.

Nota: As fases do ciclo celular devem acontecer em ordem, no tempo certo e todos os seus eventos
precisam ser finalizados ap6s iniciados, ocorrendo uma unica vez. Os Inibidores do ciclo regulam as
suas fases, promovendo a inativagdo dos complexo ciclina/CDK, para que a proxima fase do ciclo

prossiga.

Dessa forma, o entendimento do ciclo celular é importante quando se busca
entender a formacdo dos tumores de mama, tendo em vista que falhas no ciclo

podem comprometer as células e sua proliferagdo. Além disso, o uso dos inibidores
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do ciclo para tratamento tem sido benéfico para as portadoras do cancer, desde que
se defina o subtipo molecular do tumor a ser tratado, visto que essa nao € a primeira
escolha para todos eles. Entender o funcionamento habitual do ciclo celular é
importante quando se estuda a multiplicagdo descontrolada de células tumorais. Por
isso, a medicina personalizada entra novamente como ponto chave para a
objetividade no acompanhamento de cada caso da doenga (Ding et al., 2020; Thu et
al., 2018).

4.3 A epigenética: Metilagao e miRNA

A epigenética € um conjunto de processos capazes de alterar a atividade
génica sem modificar a sequéncia de DNA. Atualmente, a maior parte dos casos de
CM sao de tumores esporadicos, que sdo aqueles os quais nao tém relagdo com
hereditariedade, mas sim com fatores externos, como a regulagéo epigenética, nao
estando relacionados com mutagbes especificas. Logo, tumores esporadicos
decorrem de eventos ndo mutacionais, em especial desregulacdo nos miRNAs e na
metilacdo de proto-oncogenes e genes supressores tumorais (Rodrigues et al.,
2019).

De modo geral, os proto-oncogenes sdo genes presentes fisiologicamente em
nossas células, que atuam na regulagdo do crescimento e diferenciagao celular.
Estes genes, quando hipometilados, ddo origem aos oncogenes, que por sua vez
sdo responsaveis pela transformacdo da célula saudavel em cancerosa, em um
contexto epigenético. Em contrapartida, os genes supressores tumorais sao
responsaveis por retardar a divisdo celular, reparar erros no DNA e indicar o
momento exato da célula entrar em apoptose. Estes genes, quando hipermetilados,
deixam de exercer a funcdo de inibicao da proliferacdo das células cancerosas,

devido sua inativagao, o que propicia a formag¢ao do tumor (Davey et al., 2021)

Nesse sentido, pensando nos mecanismos epigenéticos expostos acima,
todos eles fazem parte do controle da expressao génica em eucariotos, como mostra
a figura 5 abaixo, e quando alterados podem se associar ao desenvolvimento da
doencga, desde a tumorigénese até a metastase, levando a formagao de tumores que

podem ser classificados de acordo com as suas caracteristicas moleculares,
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conforme demonstrado na figura 12 (Davey et al., 2021). Infelizmente, sdo inumeros
os fatores de risco para o desenvolvimento do tumor esporadico, como sexo,
envelhecimento, reposicdo hormonal e contracepc¢ao, estilo de vida pouco saudavel
e afins, todos eles capazes de iniciar um célula saudavel para seguir os demais
estagios mencionados anteriormente (INCA, 2022b).

Figura 5 - Influéncia dos miRNAs e da metilagdo do DNA nos pontos de controle de
expressao

NUCLEO CITOPLASMA [ PONTOS DE CONTROLE |
METII .ﬁ.(..ﬁl.[} do DNA miRNA 1. Transcricional
( 2] Processamento do RNA
9
/—L Degradacio 7, Transporte e localizagio do
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(4) . &) Atividade proteica
——y Ativa

Fonte: Autoria Propria.

Nota: O controle da expressdo génica em eucariotos é complexo e ocorre em algumas etapas,
chamadas de ponto de controle.Tanto os miRNAs quanto a metilagado do DNA podem interferir nesses
pontos de controle, de forma que, a depender da alteragdo que causam, interferem na atividade
proteica do gene transcrito. A metilagdo do DNA,ainda no nucleo celular, pode definir se um gene
sera ou nao transcrito. Os miRNAs, no citosol da célula, podem interferir na tradugdo do mRNA para

um proteina ativa ou inativa.

Assim, como ilustrado acima, a metilacdo do DNA pode, no nucleo celular,
interferir no controle transcricional e de processamento do mRNA. Dessa forma, é
capaz de alterar a atividade génica e, consequentemente, alguma fungao no
organismo também sera alterada. O desfecho vai depender do gene em questéo e
do seu papel fisiolégico alterado. De modo semelhante, os miRNAs também podem
interferir em pontos de controle da expressao génica em eucariotos, mas nesse caso
acontece no citoplasma da célula, com o no mRNA ja transcrito, ou seja, pode haver

interferéncia no controle traducional e etapas seguintes. Dessa forma, é refor¢cada a
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importancia do contexto molecular no estudo do cancer de mama: tanto a metilagéo
do DNA quanto os miRNAs podem atuar como biomarcadores para aplicagdo da
medicina personalizada, auxiliando no diagndstico e prognéstico (Davey et al., 2021;
Rodrigues et al., 2019).

4.3.1 Metilagcao do DNA

Nesse sentido, como esquematizado na figura 6, a metilagdo é um
mecanismo que leva a transferéncia de um grupo metil para a posicdo C5 da
citosina para formar 5-metilcitosina, através de uma enzima chamada de DNA
metiltransferase (DNMT), responsavel por metilar as ilhas CpG localizadas na
regido promotora. Dessa forma, quanto mais grupos metis sdo ligados as citosinas
do DNA, mais inativo ele fica, por isso o gene metilado ndo é transcrito
(Lewandowska, Bartoszek, 2011).

Figura 6 - Estrutura quimica da citosina e esquema do processo de metilagao

catalisado por DNMT
NH:
NH:
CH
N | DNMT :
| S-adenosil-L-metionina S-adenosil-homocisteina
Citosina 5-metilcitosina

Fonte: Autoria propria.
Nota: Transformacao da Citosina em 5-metilcitosina, através da metilacdo no carbono C5. Processo

possivel pela agdo da enzima DNMT.

As alteracbes de metilacdo do DNA preponderam no CM esporadico,
alterando o grau de expresséo dos genes e, desta maneira, interfere em diferentes

processos, tais como: diferenciagcao celular, controle da transcricdo, reparagao do
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DNA, controle do ciclo celular, adesao celular, apoptose e metabolismo da célula.
Essas alteragdbes podem ocorrer devido a hipometilacdo global do DNA ou

hipermetilacdo de regides especificas (Jeschke, Collignon, Fuks, 2015).

De modo geral, a metilagdo do DNA tem importancia no desenvolvimento do
cancer de mama, desde a carcinogénese até a progressao do tumor, ou seja,
compromete a homeostase. Assim, tanto a hipometilagdo quanto a hipermetilagao
podem contribuir para o curso da doenga, a depender da situagcéo envolvida. (Wu,
Tang, Zhou, 2021). Nesse sentido, a hipometilagao é esperada para regides pobres
em genes, raramente acontecendo em genes promotores, onde € mais comum o
fendbmeno de hipermetilagdo, que leva a menor expresséo de tais genes (Jeschke,
Collignon, Fuks, 2015).

Uma meta-analise em larga escala publicada em por Gyérffy et al. (2016)
identificou varios genes cuja metilagcdo pode estar ligada ao progndstico no CM
como forma de biomarcadores. O estudo analisou o valor progndstico de 144 genes
metilados em diferentes subtipos moleculares do CM (ER+/HER2-, HER2+ e
ER-/HER2-) abordados no item 4.5 do presente trabalho. Foi analisada também a
correlagao entre a metilagdo do DNA e a expressao génica em 104 pacientes com o
cancer, de forma que foi possivel demonstrar que 88 dos 144 genes totais tém sua
expressdo significativamente relacionada a metilagdo em pelo menos uma regiao
génica, além disso, demonstrou-se também que a expressédo de um gene pode

depender do nivel de metilacdo de diversas regides génicas diferentes.

Na figura 7 abaixo, esta esquematizado graficamente, em porcentagem, o
que se observou na correlagao positiva e negativa entre a metilagcdo do DNA por
regido génica e a expressao génica. Neste caso, o status de metilagcdo de 127
regides génicas se correlacionou negativamente com a expressao de 67 genes,
enquanto a metilagdo de 50 regibes génicas se correlacionou positivamente a

expressao de 38 genes.
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Figura 7 - Distribuicao de correlagées negativas e positivas significativas entre a
expressao génica e o estado de metilagao do DNA em diferentes regidoes génicas
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Fonte: Adaptado de Gy6érffy et al., 2016.
Nota: A maior parte das correlagdes negativas se concentrou nas regides TSSs metiladas, ja as
correlagdes positivas se concentraram nas regiées 3'UTR.

Nesse sentido, aproximadamente 40% das correlagbes negativas foram
encontradas nas regides TSSs metiladas, enquanto somente cerca de 20% das
correlagdes positivas se deviam a metilacdo dessas regides. As correlagdes
positivas foram mais encontradas nas regides 3’'UTR metiladas (cerca de 40%) e
foram ausentes quando em relacdo a metilacado do primeiro éxon (Gyorffy et al.,
2016).

Na mesma meta-analise, um banco de dados foi construido para analise
transcriptdbmica para estudo da relagdo entre a metilagdo de alguns genes e o
prognéstico do cancer de mama, a partir de estudos envolvendo pelo menos 30
pacientes e, para cada um delas, os status de RE e HER2 foram determinados por

microarray. Assim, foi analisada a correlagéo entre metilagdo e expressao de genes
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progndsticos. Foram identificados 48 genes progndsticos, dos quais 32 tinham seu
grau de expressao relacionado com a metilagdo de pelo menos uma regido génica;
23 destes genes foram progndsticos para o subtipo RE+/HER2-, alguns dos
exemplos sdo: BRCA1, CDO1, CHD9, CKM, DAAM1, entre outros descritos na
meta-analise; Os genes CD3G , CD79B , ICOS e LCK se correlacionam
significativamente a sobrevida de pacientes com o subtipos RE-/HER2-; O trabalho
identificou outros genes prognodsticos relacionados a diferentes subtipos do cancer
de mama, os mesmos constam na Tabela 2 abaixo, que foi adaptada para
demonstrar estas relagdes gene progndstico/subtipo mais detalhadamente (Gyorffy
et al., 2016).

Tabela 2 - Correlagdes significativas entre metilagao de regides génicas e nivel de
expressao entre genes prognosticos

Subtipo Tumoral Genes Progndsticos

BRCA1, CDO1, CHD9, CKM, DAAM1, DIRAS3, ETS1, FAM110A,
RE+/HER2- FANCC, FLRT2, FOXC1,GBE1, LAMA1, SFRP1, STMN1, SYDE1,
TAC1, TUBB3 e UBASH3A

RE+/HER2- e RE-/HER2- KLK10 e PTCH1
RE-/HER2- CD3G, CD79B, ICOS, LCK e PPP2R2B
RE-/HER2- e HER2+ CD3D, HCLS1, HLA-A e SIT1

RE+/HER2-,RE-/HER2- e
HER2+

CD6 e LAX1

Fonte: Adaptado de Gyérffy et al., 2016.
Nota: A metilagdo de alguns genes ocorre com frequéncia em diferentes subtipos tumorais. Sdo

chamados genes prognésticos, sua metilacdo apresenta correlagdo com seu nivel de expresséo.

Outro estudo, publicado por Kuang et al. (2020)., identificou um outro painel
de oito genes progndsticos para o cancer de mama, sendo eles: TCTEX1D4 , MALE,
LIME1 , KLHL38 , HPDL , ESR1 , UCP2 e COMMDY7. O estudo confirmou que nao
ha relagdo direta entre a assinatura de metilacdo dos genes, e construiu graficos
como os da figura 8 abaixo para demonstrar a correlagéo entre a assinatura de
metilacdo dos oito genes e seu grau de expressdo, sendo que os pontos verdes

representam a hipometilagdo, enquanto os pontos em laranja representam a
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hipermetilagdo. Na imagem, conforme aumenta-se a metilagdo, diminui-se a

expressao de todos os genes.

Figura 8 - Correlacao entre a metilagao do DNA e a expressdo génica dos oito genes

selecionados para constru¢ao do modelo de pontuagao de prognéstico
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Fonte: Adaptado de KUANG et al., 2020.
Nota: A expressao génica foi inversamente proporcional & metilagdo do DNA em todos os graficos

apresentados, ou seja, todos os genes tiveram sua expressao reduzida com o aumento da metilagao.

Assim, é possivel reforgar o fato de que a analise da metilagdo do DNA ¢é de
grande valia para aplicacdo da medicina personalizada. Os painéis de metilacdo sao
capazes de identificar biomarcadores. O avango da biologia molecular vem
possibilitando, como declarado também por Kuang et al. (2020), o inicio de uma era
revolucionaria para o tratamento do cancer de mama, de forma personalizada e

precisa.
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4.3.2 miRNAs

Os miRNAs, sao sequéncias curtas de RNAs nao codificadores que regulam
a expressao génica pelo bloqueio ou indugdo da tradugcdo de mRNAs. Dessa forma,
podem atuar com papéis similares ao dos genes supressores de tumor, quando
bloqueiam a tradugao de proteinas de efeito oncogénico, e dos oncogenes, quando
induzem a traducdo destas proteinas. Sendo assim, considerados importantes
biomarcadores durante a pesquisa e tratamento da doenca. Sdo encontrados nas
superficies dos tumores, no entanto, também existem os circulantes que se mostram
alterados desde o inicio da formacao do tumor e podem ser encontrados em saliva,
soro, plasma e urina, por exemplo, possibilitando a realizacdo de bidpsias liquidas
(BL). (Cava, Bertoli, Castiglioni, 2015; Weidle et al., 2018; Zubor et al., 2018).

Figura 9 - Biogénese candnica de microRNAs
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Fonte: Jorge et al., 2021.
Nota: A biogénese candnica do miRNA conta com algumas etapas, dentre elas ha a formagéao de:
Pri-miRNA, Pré-miRNA, miRNA dupla fita e miRNA maduro.
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A sintese dos miRNAs pela via candnica € a mais estudada atualmente e se
inicia no nucleo celular, onde sdo primeiramente traduzidos como pri-miRNAs, como
mostra a figura 9 acima. A enzima nuclear Drosha ¢é responsavel pelo
processamento da molécula e sua transformacdo em pré-miRNA, uma molécula
menor que é exportada para o citoplasma com auxilio da exportina-5. No citoplasma
da célula, a enzima Dicer é responsavel pelo processamento do pré-miRNA, o que
gera a molécula de miRNA de dupla fita, capaz de se acoplar ao complexo protéico
silenciador induzido por RNA (RISC) que contém as proteinas AGO e TNRCS6.
Quando ocorre essa associacao, as duas fitas do RNA fita dupla sdo separadas e,
dessa forma, o miRNA fica em sua forma madura, capaz de ligar-se a mRNAs para a
inibicdo da sua tradugcao (Jorge et al.,, 2021). Nesse sentido, o miRNA se liga ao
MRNA devido a complementariedade entre a “sequéncia semente” do miRNA,
contendo entre 2 a 8 pares de base e localizada na sua extremidade 5’, e a regiéo

3’UTR do mRNA alvo, processo ilustrado na figura 10 abaixo (Zubor et al., 2018).

Figura 10 - Ligagdo do miRNA maduro ao 3'-UTR complementar do mRNA direcionado
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Fonte: Adaptado de ZUBOR et al., 2018.
Nota: A ligagdo do miRNA ao mRNA se da pelo pareamento da sequéncia semente do miRNA a
regido 3'UTR do mRNA.

Como demonstrado anteriormente pelas figuras 5 e 10, os miRNAs possuem
papel importante para o controle de expressao génica na fase pds transcricional em

eucariotos, uma vez que a partir da interacdo com mRNA eles alteram o padréao de
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tradugdo das proteinas. Para exercer seu papel biolégico, os miRNAs se ligam aos
mRNAs-alvo por reconhecimento e complementariedade das sequéncias de
aminoacidos, pareando-se total ou parcialmente a molécula, de modo que a duragao
da interagdo das duas moléculas € proporcional a complementariedade entre
ambas. A interagdo entre as moléculas pode levar a degradagdo do mRNA, que é
clivado por uma endonuclease presente no RISC. Ou seja, é dessa forma que a
tradugdo de um mRNA é inibida por um miRNA. (Jorge, et al., 2021) Nesse sentido,
a tabela 3 abaixo mostra alguns exemplos de miRNAs com papel supressor tumoral

e outros com papel oncogénico, identificados por Zubor, et al (2018).

Tabela 3 - Tipos selecionados de miRNAs no CM com sua fung¢ao na progressao da
doenca

miRNAs oncogénicos miRNAs supressores de tumor
miR-10b Familia Let-7
miR-17-92 cluster miR-145
miR-125b miR-15a
miR-18 miR-16
miR-19a
miR20a
mir-155
miR-569

Fonte: Adaptado de Zubor et al., 2018.
Nota: miRNAs oncogénicos sao aqueles que possuem caracteristicas de oncogenes, ou seja,
estimulam a traducdo de proteinas com efeitos oncogénicos. Os miRNAs supressores de tumor, no

entanto, tém atividade contraria, como os genes supressores de tumor.

Uma vez desregulada a expressdo dos miRNAs, suas funcionalidades sao
comprometidas. A fungcdo que predomina para os miRNAs, é a ja citada
anteriormente: diminuir a expressdao dos mRNAs alvo, bloqueando sua tradugéao
para proteinas ativas, independente da funcao fisiolégica dessa proteina. Além
disso, alguns miRNAS, como o miR-10b, miR-21 e miR-155, sao classificados como
oncomiRs, pois regulam negativamente os genes supressores de tumor, de forma

que corroboram para a traducdo de proteinas de efeito oncogénico (Shah et al.,
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2016; Van Schooneveld et al., 2015). E valido ressaltar que alguns do oncomiRs
podem ser chamados também metastamiRs, por estarem relacionados a
agressividade do cancer, como € o caso do miR-10b, do miR-21 e do miR-373 (Van
Schooneveld et al., 2015)

Tendo em vista o dinamismo dos miRNAs discutido acima, percebe-se a
importancia de se investigar suas fungdes e padrdes de atividade, a fim de
identificar-se diferentes perfis de acordo com cada caso de CM. Logo, enxerga-se ai
a necessidade de atencao para a presenga de painéis conhecidos de miRNAs em
cada paciente com CM, pois esse ponto pode ser crucial para garantia de maior
assertividade no tratamento e da qualidade de vida de cada paciente (Shah et al.,
2016).

Além dos miRNAs tumorais, também existem os livres circulantes em fluidos
bioldgicos diversos (ECmiRNAs). Estas moléculas podem ser reconhecidas por
diferentes receptores, o que possibilita que alterem a expressdo de mRNAs mesmo
em células distantes e, assim, esta comunicacido intercelular contribui para a
metastase. Dadas essas caracteristicas, de uma forma pouco invasiva, pode-se ter
acesso aos ECmiRNAs, os quais excelentes sdo biomarcadores para detecgao e
tratamento da doenca (Shah et al., 2016; Sohel, 2016; Zubor et al., 2018).

Nesse sentido, uma revisdo sistematica que foi publicada por Duque et al.,
(2022), com base em 136 artigos e 17.709 pacientes, concluiu que a bidpsia liquida
se mostra um método util para determinacao de biomarcadores do cancer de mama,
contribuindo com alta sensibilidade para o diagndstico precoce em estagios iniciais
da doenga, somadas aos exames de imagem. Além dos miRNAs, outros
componentes celulares podem ser identificados pelo exame, como acidos nucleicos
tumorais circulantes (ctDNA), RNA extracelular encapsulado por vesiculas
(EV-mRNA) e outros. O trabalho publicado por Duque et al., (2022), foi capaz de
identificar dentre todos os artigos estudados, diversos painéis testados em BL para
diagnodstico precoce do cancer de mama, nestes painéis estdo presentes
determinados genes, status de metilagdo e, em peso, os miRNAs. A tabela 4 abaixo
foi adaptada da revisdo sistematica para exemplificar alguns dos painéis de miRNAs

identificados com sensibilidade superior a 90% em sangue periférico.
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Tabela 4 - Resumo de painéis de miRNAs testados em BL para diagnéstico precoce de
CM com sensibilidade acima de 90%

Fluido Corporal Painéis de Biomarcadores

miR-451, miR-148a, miR-27a, miR-30b
miR let-7b-5p, miR-122-5p, miR-146b-5p, miR-210-3p, miR-215-5p
miR1246, miR1307-3p, miR4634, miR6861-5p, miR6875-5p
Sangue Periférico
miR21, miR-221, miR-210
miR-1246, miR6, miR-24, miR-373

miR-21-3p, miR-21-5p, miR-99a-5p

Fonte: Adaptado de Duque et al.,2022.
Nota: Painéis somente de miRNAs, com alta sensibilidade para o diagndstico do cancer de mama,

testados em BL.

Assim, os miRNAs sdo considerados biomarcadores, sendo uteis para o
delineamento do progndstico de cada caso da doenga (Weidle et al, 2018; Zubor et
al., 2018). Portanto, a busca pelo perfil de miRNA individualizado € um ponto

fundamental para a medicina personalizada aplicada ao cancer de mama.

4.4 Epigenética: genes supressores de tumor e oncogenes

A determinacéo do status de metilagcdo de genes supressores de tumor, mais
especificamente dos seus sitios promotores, tem sido usada atualmente como uma
importante estratégia para selegdo de tratamentos para pacientes com cancer de
mama. Nesse sentido, genes supressores de tumor muito estudados atualmente sao
os genes BRCA 1 e 2 e a determinacdo dos seus status de metilagdo também
contribui como marcadores prognosticos da terapia ao céncer (Lobanova et al.,
2021).

O gene BRCA1, representado na figura 11, foi o primeiro gene de
susceptibilidade ao CM identificado, e esta localizado no cromossomo 17, na
posicao 17g21. O gene BRCA2 foi identificado na sequéncia como um segundo
gene de susceptibilidade, localizado no cromossomo 13, na posi¢édo 13g12-q13.

Ambos os genes sédo exemplos de supressores de tumor, que possuem fungdes
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relacionadas com o controle do ciclo celular e manutenc&o da integridade do DNA
(Davalos, Martinez-Cardus, Esteller, 2017).

Figura 11 - Genes BRCA

Cromossomo 17 Cromossomo 13

17q21 13q12-q13

Fonte: Autoria propria.

Nota: Os genes BCRA s&o conhecidos como supressores de tumor no cancer de mama. N&o estando
localizados no mesmo cromossomo, sendo do BRCA1 encontrado no cromossomo 17 e o BRCA2

encontrado no cromossomo 13.

Tratando-se de epigenética, o silenciamento dos genes BRCA1 e BRCA2
devido a hipermetilacdo dos seus promotores € comum nos casos de CM
esporadico. Nesses casos, tais genes, originalmente participantes da reparagao
celular, ndo estdo expressos para desempenhar essa atividade, de modo que ha um
aumento da suscetibilidade para o desenvolvimento da doenca. Esses casos
geralmente estédo relacionados com o fenétipo triplo negativo do tumor de mama
(Davalos, Martinez-Cardus, Esteller, 2017). A deficiéncia do gene BRCA1 leva a
perda do checkpoint no ciclo celular, anormalidades na duplicacédo do centrossomo
e, por vezes, apoptose. A expressdo do gene BRCA1 pode ser inibida, além da
metilacdo, pelos miRNAs miR-10b e miR-26a. Enquanto o miR-153 estimula sua

expressao (Temian et al., 2018).
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O estudo de caso-controle de titulo “Epigenetic modulation of BRCA-1 and
MGMT genes, and histones H4 and H3 are associated with breast tumor” foi
publicado em 2019, realizado em 27 pacientes com CM e 36 pacientes com tumor
de mama benigno, no Ird. Neste estudo, amostras de bidpsia foram usadas para
avaliar a metilagdo do DNA, através de PCR MSP (metilagdo-especifico). O
promotor do gene BRCA-1 encontrou-se hipermetilado em 44,4% dos tumores
malignos e em somente 9,7% dos tumores benignos, a metilagdo do promotor
presente nos tumores benignos pode ser sugestiva de risco ao desenvolvimento do
cancer. A sobrevida global do promotor metilado foi de 18,6 e a do ndo metilado foi
24,9, o que segundo o estudo sugere que a metilagdo do promotor BRCA-1 se

associa a pior sobrevida de pacientes com CM (Paydar et al., 2019).

No mais, as informacdes sobre metilacdo do DNA, contidas no item 4.3.1 do
presente trabalho também sdo importantes para o estudo destes genes. Como
supressores de tumor relacionados a suscetibilidade ao cancer de mama, devem ser
ponto de atencdo durante o acompanhamento de pacientes com tumor esporadico,

principalmente os RE+/HER2-, como demonstrado anteriormente pela tabela 2.

4.5 Os subtipos de tumores de mama

A assinatura genémica pode ser entendida como o conjunto de caracteristicas
moleculares dos genes que compdem cada tumor do cancer de mama, a sua analise
€ de suma importancia para a aplicagdo da medicina personalizada, que nada mais
€ do que uma forma de conduzir com individualidade cada tratamento e
acompanhamento médico levando em consideracdo as caracteristicas de cada

paciente e cada tumor (Mueller et al., 2018).

Dada a heterogeneidade da doenga, nos ultimos tempos foram identificados
seis subtipos moleculares que compdem a assinatura gendémica do cancer de
mama: Luminal A, Luminal B, HER2 enriquecido, Basaléide, Mama-normal simile e
Triplo negativo representados pela figura 12 abaixo. O entendimento desses

subtipos moleculares € de grande importdncia para a aplicagdo da medicina
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personalizada ao caso de cada paciente, devido aos fatores progndsticos e

preditivos que cada um deles apresenta (Ding et al., 2020).

Figura 12 - Perfil molecular dos tumores de mama

MELHOR
Progndstico
- « Mais prevalente
m_l';"lg"“ “g‘ﬁ_’fé‘m - Bainos niveis de Ki-67
(RE+ efouRP+), d « Tratado com Tamaoxifeno
"Normal-like" (~2-8%) + Baixos niveis de Ki-67
RH+ (RE+ efou RP+), HER2- « Prognastico pouco pior que o Luminal A
\ + Tratado com Tamoxifeno
hd »
-' . a """ | Luminal B (~20%) + Altos niveis de Ki-67
i . N RH+ (RE+ e/ou RP+), HER2+/- + Tratado com Tamexifeno
I
14 i
| || "-\. HER2 mm (_,"H 5%} « Crescimento mais rapido que dos Luminais
b — RH- (RE;, RP), HERZ+ + Tratado com Trastuzumabe
Basaloide « Semelhanga com células basais normais
HR- (ER,, PR, HERZ, CK5+ e/ou  Alto grau histolégico
EGFR+ + Associacdo frequente com o gene BRCAT
. . ¥ + Subtipo mais agressivo
T"ﬁm (;;51220%) + Mais comum em mulheres jovens
- (ER, PR), d + Associagdo frequente com o gene BRCA1 PIOR

Prognastico

Fonte: Autoria prépria.
Nota: Dentre os 6 subtipos tumorais, o Luminal A apresenta o melhor progndstico, enquanto o Triplo
negativo, o pior. Entre os dois, em ordem ao pior progndstico, estdo o “Normal-Like”, Luminal B,

HER2 enriquecido e Basaldide.

Dessa maneira, o cancer de mama é uma doenga complexa e apresenta
grande heterogeneidade histologica, molecular e, consequentemente, clinica. Em
contrapartida, mesmo tumores mamarios com histologia e manifestagdo clinica
semelhantes, podem apresentar diferentes alteragdes moleculares, o que leva a
diferentes prognésticos e diferentes padrées de resposta aos tratamentos
terapéuticos. Assim, vem dai a necessidade de entender-se bem a assinatura

gendmica de cada caso (Bhat et al., 2019).

No Brasil, a técnica de imuno-histoquimica € amplamente empregada para

identificacdo dos subtipos moleculares. Essa técnica avalia a expressao de
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proteinas morfolégicas de cada tumor em amostras de bidpsia (Cirqueira et al.,
2011). A tabela 5 abaixo, evidencia os receptores presentes em cada um desses
subtipos. Mas vale lembrar que os perfis especificos de miRNAs podem também
diferenciar os subtipos Luminal A, Luminal B, Basal6éide, Mama Normal-Simile e
HER2 positivo (Zubor et a./, 2018).

Tabela 5 — Perfis imunofenotipicos dos subtipos moleculares

Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 <14%
Normal Like ER+ e/ou PR+ HER2-

RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 214% OU RE+ e/ou RP+, HER2+

Luminal B (Luminal HER2)

Superexressao de
HER2

Basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+

RE-, RP- e HER2+

Triplo-Negativo nédo

oy RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR-
basildide

Fonte: Adaptado de Cirqueira, 2011.

Nota: Por Imuno-histoquimica, um método muito presente na oncologia diagndstica, € possivel
detectar a presenca dos receptores. Sendo HER2: receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico
humano; EGFR: receptor tipo 1 do fator de crescimento epidérmico; RE: receptor de estrogénio; RP:

receptor de progesterona; CK5: citoceratina 5.

Além de todas essas caracteristicas imunohistoquimicas, a analise dos
mMiRNAs também é capaz de identificar os subtipos, e consequentemente contribui
para o direcionamento terapéutico, esse ponto € muito importante para o beneficio
das pacientes, principalmente portadoras de tumores RH+ e HER2+, que podem ser
tratadas com terapia direcionadas a presenca de receptor. A tabela 6 abaixo foi
adaptada de Orrantia-Borunda et al. (2022), para demonstrar alguns painéis de
mMiRNA possiveis de serem encontrados por subtipo tumoral. No entanto, é valido
esclarecer que este é um assunto em desenvolvimento progressivo na ciéncia,

revolucionario, mas ainda em processo de descobertas, por isso, muitos outros
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painéis sado descritos. Em 2018, por exemplo, Zubor, et al.(2018) identificou outros

painéis, por presencga de receptor, demonstrados na tabela 7.

Tabela 6 - Painéis de miRNA ior subtiio tumoral

Let-7f, Let-7c, miR-10, miR155, miR-93, miR-18a, miR-150 and miR-153, miR-10b,
miR-29a, miR-181a, miR-135b, miR-718, miR-4516, MiR-142—3 miR-26a, and
miR-223 and miR-652 miR-210, and miR-125b-5p P miR146a

Fonte: Adaptado de Orrantia-Borunda et al., 2022.
Nota: Os miRNAs sdo Uteis para a identificacdo de subtipo tumoral e, dessa forma, séo Uteis para o
direcionamento do tratamento. Nesse caso, a definicdo de painéis especificos tem importancia

significativa para a melhoria da qualidade de vida das pacientes diagnosticadas.

Tabela 7 - Painéis de miRNA ior iresenia de receitor

miR-135b, miR-190, miR-217, miR-377, miR-520g, miR-520f miR-30e, miR-181c, miR-302c,
miR-218, miR-299 e miR-342 —520c e miR-527-518a miR-376b e miR-520d

Fonte: Adaptado de Zubor et al., 2018.
Nota: Os miRNAs sao uteis para a identificagdo de subtipo tumoral e, dessa forma, s&do Uteis para o
direcionamento do tratamento. Nesse caso, a definicdo de painéis especificos tem importancia

significativa para a melhoria da qualidade de vida das pacientes diagnosticadas.

4.5.1 Subtipos RH+ e HER2-/+

Os subtipos luminais recebem esse nome devido a semelhanga com as
células normais que ficam em contato com o lumen dos ductos mamarios. O subtipo
Luminal A, demostrado na figura 13, corresponde a cerca de 40% de todos os
carcinomas e tem melhor progndstico quando comparado aos demais subtipos,
apresentando receptor estrogénico e/ou progestogénico positivo e baixo grau
histolégico, além de serem negativos para superexpressao de HER2 (receptor tipo 2
do fator de crescimento epidérmico humano). Estudos recentes tém mostrado que

esse subtipo apresenta indice de Ki-67 inferior a 14% em avaliacdo por
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imuno-histoquimica. O Ki-67 € um marcador de proliferagdo celular o qual esta
expresso em todas as fases do ciclo celular, com excecgado da fase GO. Em geral,
altos niveis de Ki-67 correlacionam-se com mal progndéstico, uma vez que € uma
substancia liberada durante a divisdo celular, ou seja, frequentemente alto quando
ha intensa divisdo e proliferacdo tumoral. Os tumores luminais s&o os mais
metilados a nivel de promotores (Cirqueira et al., 2011; Yamanouch, Kuba, Eguchi,
2019).

Figura 13 - Imuno-histoquimica de carcinoma de mama invasivo luminal A

Fonte: Orrantia-Borunda, et al., 2022.
Nota: Sendo “A” receptor de estrogénio positivo, coloragdo nuclear; “B” receptor de progesterona
positivo, coloragdo nuclear; “C” HER-2 1+ negativo, coloragdo de membrana; “D” Ki-67 positivo 3%,

coloragao nuclear.

Os tumores Luminal B, demonstrado na figura 14, na maioria das vezes,
apresentam receptores hormonais positivos, 0s quais podem ser expressos em
baixos niveis e ainda apresentarem alto indice proliferativo. Apresentam um pior
prognostico com relagdo ao subtipo Luminal A, devido a expressao de genes
associados ao HER2 e um maior numero de genes de proliferagédo celular, que inclui
a expressao de genes Ki-67. Para distingdo dos dois subtipos luminais usa-se a
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expressdo de RE (Receptor de Estrogénio), RP (Receptor de Progesterona), HER2
e mais recentemente Ki-67. Assim como o subtipo Luminal A, o subtipo Luminal B
também costuma ser mais metilado a nivel de promotor (Cirqueira et al., 2011; Dai et
al., 2015, Orrantia-Borunda et al., 2022).

Fonte: Orrantia-Borunda et al., 2022.

Nota: Sendo “A” receptor de estrogénio positivo, coloragdo nuclear; “B” receptor de progesterona

positivo, coloragéo nuclear; “C” HER2 1+ negativo, coloragdo de membrana; “D” Ki-67 positivo 30%,

coloragao nuclear.

Outro subtipo é chamado de mama normal simile e apresenta elevagédo na
expressdao de genes comuns as células epiteliais, adiposas e estromais mamarias
normais, apresenta negatividade para marcadores tumorais usuais, podendo ser

uma contaminagao com tecido mamario normal (Cirqueira et al., 2011).
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4.5.2 Subtipos RH- e HER2+

O subtipo HER2 enriquecido, demonstrado na figura 15, apresenta elevada
expressdo da oncoproteina HER2 e negatividade para receptores hormonais,
detendo o segundo pior progndstico dentre todos os demais. No caso de
carcinomas de mama invasivos, tem-se como padrdo a realizagdo de
imuno-histoquimica para superexpressdo dessa proteina, que funciona como um

receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), uma glicoproteina de
superficie que participa das etapas de proliferagao e invasao celular (Cirqueira et al.,

2011; Sun et al., 2017).

Figura 15 - Imuno-histoquimica de carcinoma de mama invasivo HER2

Fonte: Orrantia-Borunda et al., 2022.
Nota: Sendo “A” receptor de estrogénio positivo, coloragdo nuclear; “B” receptor de progesterona
positivo, coloragao nuclear; "C” HER2 3+ positivo, coloragdo de membrana; “D” Ki-67 positivo 5%,

coloragao nuclear.
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4.5.3 Subtipos RH- e HER2-

Por sua vez, o subtipo basal6ide € caracterizado pela expressao de genes
expressos em células basais/mioepiteliais normais, apresenta prognostico associado
a menor sobrevida livre da doenga e global. Com negatividade para os receptores
hormonais e para superexpressao de HER2, apresentando alto grau histolégico com
elevado indice mitético, presenca de necrose central e infiltrado linfocitario. No geral,
quase todos os tumores de mama associados a uma alteracdo BRCA1, seja
esporadica ou hereditaria, tem fenétipo basaldide triplo-negativo (negativo para RE,
RP e HERZ2, positivo para o receptor tipo 1 do fator de crescimento epidérmico e/ou
citoceratina 5) devido metilacdo do gene promotor que leva a baixa expressdo do
gene BRCA1 (Orrantia-Borunda et al., 2022; Davalos, Martinez-Cardus, Esteller,
2017).

Por fim, o subtipo que apresenta o pior prognéstico € o dos tumores
triplos-negativos, demonstrado na figura 16. S0 os que menos apresentam
metilacdo a nivel de promotores, mas ainda sao alvo de estudo para melhor se
entender suas caracteristicas epigenéticas, devido a sua heterogeneidade. O estado
de metilagdo dos promotores de alguns genes, tal como o BRMS1, esta relacionado
ao prognostico ruim desse tipo de tumor. O gene em questdo é um supressor de
tumor relacionado com metastases em ganglios linfaticos e encontra-se tipicamente
metilados em tumores triplos-negativos e, por isso, em baixos niveis de expressao
(Temian et al., 2018). Frequentemente, o mIRNA miR-342 estd diminuido nos
tumores triplo-negativos (Zubor et al., 2018). Além disso, os miR-145 e miR-205
também estdo reduzidos, diferentemente de células normais (Cava, Bertoli,
Castiglioni, 2015). Infelizmente, apesar dos avangos cientificos terem contribuido
muito para prevengao do CM nos ultimos anos, ainda ha uma grande caréncia de
terapias eficazes para o tratamento do subtipo triplo negativo, uma vez que as
drogas direcionadas para receptores hormonais e HER2 ndo sio uteis para o seu
tratamento dada a auséncia dos mesmos, assim, ainda € o mais agressivo e resulta

em baixa taxa de sobrevida em até 5 anos (Sun et al., 2017).
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Figura 16 - Imuno-histoquimica de carcinoma de mama invasivo triplo negativo

Fonte: Orrantia-Borunda et al., 2022.
Nota: Sendo “A” receptor de estrogénio negativo; “B” receptor de progesterona negativo; “C” HER2 0+

negativo, coloragdo de membrana; “D” Ki67 positivo 10%, coloragé&o nuclear.

4.6 Tratamento direcionado por caracteristicas moleculares

Uma revisao sistematica de tratamentos adjuvantes e neoadjuvantes do CM
foi realizada por Kerr, et al. (2022). Segundo este trabalho, os tratamentos
adjuvantes sao iniciados ap6s uma intervencgao principal para retirada do tumor, seja
ela cirargica ou radioterapia, com o objetivo de acabar com vestigios de células
anormais restantes. Ja os tratamentos neoadjuvantes s&o iniciados antes dessa
intervengao principal, com o objetivo de diminuir a extensdo do tumor. No entanto,
apesar de reduzir a mortalidade pelo cancer, essas opgdes de tratamento muitas
vezes podem aumentar a mortalidade nao relacionada ao cancer, a depender de
cada caso, podendo gerar quadros de doencgas cardiacas, leucemias e outros

canceres.

Ainda sobre a reviséo sistematica citada acima, feita com base em
dados dos Estados Unidos, Europa e Reino Unido, essas opgbes de tratamento

englobam a quimioterapia com antraciclina, taxano, platina e capecitabina; Terapia
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anti-HER2 com trastuzumabe, pertuzumabe, trastuzumabe entansina e neratinibe;
Terapia enddcrina com tamoxifeno, inibidor de aromatase, ablagdo ovariana;

Bisfosfonatos; e radioterapia apds cirurgia (Kerr et al., 2022).

De forma geral, a base de tratamento adjuvante para os tumores de
mama RH+ é a terapia enddcrina. Em pacientes com cancer de mama RE+, essa
terapia bloqueia a ligagdo do estrogénio com o receptor. A resisténcia a este tipo de
tratamento, no contexto da epigenética, se deve a hipermetilagdo do receptor de
estrogénio 1 (ESR1) no DNA livre das células (cfDNA). Quando a hipermetilacédo &
do promotor do fator de transcrigao tipo spalt 2 (SALL2), consequentemente, tém-se
resisténcia ao tamoxifeno (terapia endocrina). No caso de paciente com cancer de
mama HER2+, no geral, o trastuzumabe (anticorpo monoclonal/quimioterapia) € o
medicamento direcionado escolhido, porém ha grande resisténcia ao tratamento por
pacientes portadoras de hipermetilacdo do gene TGFBI. A tabela 8 abaixo foi
adaptada de Ma L, et al. (2023) a fim de demonstrar a relagdo entre esses e outros
genes com a resisténcia ao tratamento medicamentoso do CM (Palomeras et al.,
2019; Ma et al., 2023).

Tabela 8 - Genes aberrantemente hipermetilados envolvidos na resisténcia a drogas
em BC

Genes Resisténcia a droga
TGFBI Trastuzumabe
BMP6 Doxorrubicina

RASSF10 Docetaxel
SALL2 Tamoxifeno
GCS Doxorrubicina
PAX2 Oftamoxifeno
ESR1 Endécrino, Cisplatina

Fonte: Adaptado de Ma et al., 2023.
Nota: Alguns genes, quando hipermetilados, levam a resisténcia aos medicamentos usados para

tratamento do cancer de mama, incluindo terapia enddcrina, taxanos e demais quimioterapias.
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Tendo em vista as caracteristicas particulares de cada subtipo molecular
discutidos acima € possivel estabelecer com mais clareza a linha de tratamento para
cada paciente, como forma de se aplicar a medicina personalizada ao tratamento do

cancer de mama. Pensando nisso, mais recentemente os inibidores de CDK4/6
foram aprovados para uso combinado terapia enddcrina, sendo direcionado mais

especificamente para o tratamento do cancer avangado com tumores com receptor
hormonal positivo e HER2 negativo. Normalmente, como mostra a figura 4, CDK4/6
€ inibida pela proteina p16 em um ciclo celular normal, no entanto, no cancer de
mama, essa regulacdo pode ser interrompida. Nesse sentido, os medicamentos
Palbociclibe, Ribociclibe e Abemaciclibe atuam para a inibicdo da progressao
descontrolada do ciclo celular no cancer de mama, entdo, uma vez que inibem
CDK4/6 e, assim, interrompem a fosforilagdo de RB e levam ao sequestro do fator
de transcricdo E2F com inibicdo da progressao descontrolada do ciclo (FEMAMA,
2019b).

Em relacdo aos tumores triplo negativos, devido a auséncia de receptores
hormonais e de HERZ2, as terapias enddcrinas e direcionadas se tornam ineficazes
para o tratamento, de forma que a quimioterapia € a abordagem habitual para esse
subtipo tumoral. Infelizmente, a eficacia é relativamente baixa e eventualmente ha
recorréncia do tumor devido as lesbes metastaticas residuais apos tratamento.
Segundo recomendacdes National Comprehensive Cancer Network (NCCN),
regimes combinados a base de taxano, antraciclina, ciclofosfamida, cisplatina e
fluorouracila devem ser considerados para o tratamento dos TNBC com
quimioterapicos adjuvantes e neoadjuvantes, que possuem efeito citotoxico para
células tumorais, com inibicdo da sintese proteica e/ou da divisdo celular . No
entanto, para a aplicagdo desse regime combinado € imprescindivel o estudo
molecular do tumor, uma vez que existem alguns subtipos de TNBC, os quais

apresentam certas particularidades importantes (Yin, et al., 2020).

Dessa forma, essas sao algumas das caracteristicas relevantes a serem
analisadas para o delineamento do tratamento de pacientes com cancer de mama. E

dessa forma que a medicina personalizada se mostra essencial para melhoria da
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qualidade de vida: direciona para tratamentos mais eficazes e reduz desacertos,

este se torna o ponto inicial (Bhat et al., 2019).
5 CONSIDERAGOES FINAIS

Dada a incidéncia do CM no Brasil e no mundo, da sua heterogeneidade
clinica, histolégica e molecular e do numero significativo de mortes causadas pela
doencga, se torna imprescindivel o aprimoramento do acompanhamento e tratamento
médico das pacientes. Para tanto, a compreensao do controle epigenético sobre o
desenvolvimento do cancer € imprescindivel , uma vez que em meio a tamanha
heterogeneidade, a personalizagdo oferece eficacia e precisdao ao tratamento, com

grande aumento da qualidade de vida das pacientes em tratamento.

Nesse sentido, a medicina personalizada se mostra promissora para uma
revolugao cientifica nessa area. De modo que, com base em painéis de metilagcao de
determinados genes, painéis de miRNAs, conhecimento e dominio das
caracteristicas moleculares e dos subtipos de tumor que constituem o cancer de
mama, dentre todas os outros pontos moleculares levantados neste trabalho, é
possivel contribuir consideravelmente para a melhoria da qualidade de vida das

pacientes diagnosticadas e em tratamento para o cancer de mama.

Além disso, o diagndstico de cancer de mama, de modo geral, causa grande
impacto emocional em uma mulher. A causa disso é a ideia, infelizmente até o
momento correta, de que nunca se encontrou “a cura” do cancer e o fato de que este
€ o0 cancer que mais mata mulheres. Encontrar “a cura”, realmente € um trabalho
dificil, e em termos cientificos, ja ficou claro que n&o funcionara desta maneira, uma
vez que o0 CM nao é uma doencga s6. O CM é heterogéneo em multiplas facetas, o
que significa que a forma que deve ser tratado também €& heterogénea e, mais do

que isso, precisa ser personalizada para que seja eficiente.

Nesse sentido, dominando as caracteristicas moleculares e conhecendo a
importancia da epigenética no desenvolvimento da doenga, a medicina avangara
cada vez mais para proporcionar, se nao a cura, a melhoria da qualidade de vida, a
humanizagcdo e a precisdo do tratamento para as mulheres diagnosticadas com

cancer de mama.
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Dessa forma, é imprescindivel que a medicina personalizada seja aplicada
em casos de cancer de mama. Para que isso se torne um padrao, certamente sao
necessarios novos estudos e investimentos a longo prazo. De qualquer forma, o
dominio da regulagdo epigenética, com estudo e conhecimento de painéis de
metilacdo e de miRNAs progndsticos, sdo pontos chave para que cada paciente

receba um acompanhamento e tratamento objetivo e preciso.
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