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analise da expressao génica de

neoplasias vem despertando grande

interesse dos pesquisadores nos
ultimos anos. Técnicas como FISH, CISH,
Microarray, Mamma Print e Oncotype tém
sido utilizadas na classificagdo de tumores,
na avaliacdo progndstica e preditiva, bem
COmo na caracterizagao do potencial metas-
tatico e da influéncia hormonal e ambiental
no desenvolvimento do cancer.

A deteccao de pequenas mutacdes,
translocacdes ou a identificagédo de ampli-
ficagdo génica (por aumento do numero de
copias de um determinado gene) pode ser
avaliada a partir de pequenas seqUéncias de
DNA complementares. Essas seqUéncias,
denominadas probes ou sondas, se ligam
a segmentos do DNA nuclear, processo
caracterizado como hibridizagéo, e pode
ser utilizada em tecidos fixados em formol e
incluidos em parafina.®

Dentre as técnicas utilizadas podemos
destacar a hibridizacao fluorescente in situ
(FISH), na qual as sondas podem ser mar-
cadas por substancias fluorescentes, sendo
possivel visualizar o produto da reacao em
um microscopio de fluorescéncia.® Outra
técnica muito similar a FISH é a hibridizagéo

cromogénica in situ (CISH),
na qual a revelagao é feita
nos moldes da imunoisto-
quimica, o que permite o
arquivamento das laminas
na forma usual.®) Estu-
dos recentes, que utilizam
FISH e CISH, tém permitido
esclarecer os resultados
observados em estudos P
imunoistoquimicos de can- = &+
cer de mama, principalmente em analises
da amplificacdo génica do cromossoma
17, responsavel pela expressao do gene
HER-2.69

Qutra tecnologia molecular que tem im-
pulsionado a pesquisa genémica do cancer
esta relacionada a andlise de microarranjos
de cDNA (em inglés microarray).

Um microarranjo de cDNA consiste
em dezenas ou centenas de fragmentos
(sondas) de DNA complementar (cDNA) ou
oligonucleotideos conhecidos, fixos a uma
|amina de vidro ou outro tipo de suporte
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sélido (filtro de nailon) em um padrédo
ordenado.® O RNA das amostras a
serem testadas é extraido, convertido
a cDNA e marcado com fluorocromos.
Posteriormente, as amostras de cDNA
sao hibridizadas sobre os arranjos e a
fluorescéncia emitida é detectada por
scanner automatizado.®

A utilizagao desta técnica possibilita
0 estudo da expressao de centenas
a milhares de genes em células e
tecidos de interesse. A obtenc&o do
perfil génico dos tumores possibilita
a identificagéo de diferentes subtipos
de cancer de mama e adiciona novas
perspectivas de prognéstico, diagnos-
tico, tratamento, prevencao, além de
esclarecer muitos aspectos referentes
aos mecanismos de seu desenvolvi-
mento.19

Uma outra modalidade da tecnolo-
gia dos microarranjos é o microarranjo
de tecidos (tissue microarray, TMA). As
amostras obtidas para o TMA séo pro-
venientes de seccdes histoldgicas, das
quais um pequeno cilindro de tecido
€ retirado e introduzido em um bloco
receptor, que podera conter até 1000
amostras histoldgicas diferentes.™ O
tissue microarray pode ser construido
para ser utilizado em andlises histologi-
cas, imunoistoquimicas, bem como na
hibridizacao in situ (FISH e CISH).&1213)
Com esta técnica é possivel avaliar um
Unico gene, porém em um grande nu-
mero de amostras tumorais, acelerando
estudos que buscam associa¢des en-
tre variagbes moleculares e aspectos
clinico-patolégicos.(®

A tecnologia dos microarranjos
fornece informacdes promissoras em
relagao ao diagnostico e tratamento do
céancer. Entretanto, diversas limitacdes
nas etapas de selecdo, obtencao e
processamento das amostras e andlise

A tecnologia dos
ICroarranjos
Jornece informagoes
promissoras em
relagdo ao diagnostico
e lratamento

do cancer

e validagéo dos dados obtidos preci-
sam ser superadas para gue o uso dos
microarranjos faca parte da rotina diaria
dos laboratérios de patologia.®

O perfilamento génico de tumores
ainda possibilitou o desenvolvimento
de testes para auxiliar o diagndstico e a
individualizac&o do tratamento, a partir
da caracterizacao de diferentes grupos
de pacientes com comportamento bio-
l6gico tumoral diversot'®™. Atualmente,
trés testes progndsticos foram valida-
dos para o cancer de mama e estao co-
mercialmente disponiveis, o Oncotype
DX (Genomic Health, Redwood City,
California), o MammaPrint (Agendia BV,
Amsterdam, Netherlands), e o H/I (Ava-
riaDX, Carlsbad, California).'® Estudos
iniciais confirmam a capacidade discri-
minatoria progndstica de tais testes?
que representam a introdugao de novas
tecnologias, baseadas na expressao
génica, na aplicacao clinica.

O Oncotype DX, desenvolvido por
Paik et al."® nos EUA, apresenta como
base a analise de um painel de 21 ge-
nes, através da técnica do RT-PCR, re-
sultando em um escore de recorréncia
que variade 0 a 100. A interpretagéo do
escore obtido, se baixo (escore menor
que 18), intermediario (escore maior
que 18 e menor que 30) ou alto (escore
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maior que 30) determina a probabilida-
de de recorréncia do cancer de mama
até dez anos do diagnéstico inicial e os
possiveis beneficios de alguns tipos de
quimioterapia.™ Sua utilizacdo é pre-
conizada em pacientes com neoplasia
mamaria em estadio | ou Il, receptor
de estrégeno positivo e sem com-
prometimento de linfonodo. Esse tipo
de avaliagcao apresenta como grande
vantagem a possibilidade de estudos
retrospectivos, pois utiliza amostras de
tumor de mama fixadas em formalina e
incluidas em parafina.(”

O MammaPrint foi validado na Eu-
ropa por van't Veer et al.!® e avalia o
grau de atividade de 70 genes em uma
amostra de tecido fresco de tumor de
mama removido cirurgicamente. Este
teste utilizando o cDNA microarray
como método de andlise também gera
um escore que determina se a paciente
esta sob alto ou baixo risco para disse-
minacao do tumor nos proximos cinco
a dez anos. Os pacientes cujos tecidos
sa0 elegiveis para analise MammaPrint
devem ter até 61 anos, estadio | ou |l
e linfonodos negativos, com presenca
Oou ndo da expressao do receptor de
estrégeno.

A plataforma H/I identifica a expres-
sao de dois genes (HOXB13-IL17BR),
a partir da técnica do RT-PCR.( A
expressao alta e isolada do gene
HOXB13, assim como a proporcao ele-
vada dos dois genes, indica recorrén-
cia, enquanto a elevada expressao do
gene IL17BR pequena probabilidade de
recorréncia. O perfil das pacientes sub-
metidas ao teste I/H inclui receptor de
estrégeno positivo, linfonodo positivo
Ou negativo e indicagao de tratamento
com tamoxifeno.” Cabe mencionar o
BT teste, no qual, diferentemente dos
testes anteriores citados que utilizam



fragmentos de tecidos neoplasicos,
€ realizada a andlise da expressao
de 37 genes no sangue periférico de
pacientes com neoplasia mamaria,
possibilitando o estabelecimento de
um tratamento mais efetivo.

Mais recentemente tem se tornado
evidente que além das alteracdes em
genes codificadores de proteinas, anor-
malidades em genes nao codificadores
também podem contribuir para a pato-
génese do cancer.® Em particular, uma
classe de pequenos RNAs celulares,
denominados microRNAs (miRNAs),
atua como agentes que podem levar
a inibicao traducional ou degradacao
do RNAmM. Os miRNAs sao moléculas
de RNA fita simples de 19-25 nucleo-
tideos, nao codificadores de proteinas,
que agem como potentes reguladores
pds-transcricionais da expressao géni-
ca em plantas e animais.® Em cancer
de mama ja foi descrita associacao dos
mMiRNAs (microRNA-10b) com invasao
e metéastase.® Este crescente campo
de estudo dos miRNAs e cancer deve
florescer nos proximos anos, ja sendo
considerado por alguns pesquisadores
como 0 Big Bang do século XXI — a
revolugdo do RNA.@

O excitamento criado pelo desenvol-
vimento de novas técnicas para analise
molecular global de tumores fez com
que alguns cientistas acreditassem na
proximidade do fim da histopatologia e
passassem a considerar as abordagens
para o diagndéstico do tumor como um
equivalente de métodos magicos de
adivinhacao; contudo, 0 que nos aguar-
da nao é a substituicdo de um grupo
de técnicas por outro. Pelo contrario, o
diagndstico e o progndstico mais exato
do cancer serao obtidos a partir de uma
combinacgao de técnicas morfoldgicas
e moleculares.!"” ¢

Mais recentemente tem
se lornado evidente que
além das alteracoes em
genes codificadores de
proteinas, anormalidades
em gernes nao
codificadores lambém
podem contribuir para a

patogénese do cdncer
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