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Resumo

Resumo

Enquadramento: O cancro da mama ¢ uma das neoplasias mais diagnosticadas entre as
mulheres, sendo uma doenca complexa e multifatorial que, dependendo das
necessidades de cada doente, necessita de uma abordagem individualizada. Neste
contexto, a familia APOBEC, mais especificamente a subfamilia APOBEC3, tem sido
associada a mutacdes ao nivel do genoma tendo influéncia na carcinogénese e
progressao de diversos cancros humanos, nomeadamente no cancro da mama. Os
mecanismos envolvidos nestes processos sdo ainda pouco claros, no entanto, o seu
conhecimento podera trazer vantagens para o prognostico e diagnostico do cancro da

mama, bem como algumas alternativas a sua terapéutica.

Objetivo: Esta monografia tem como objetivo fazer uma revisdo bibliografica da
literatura atual e pertinente, referente ao papel que a subfamilia APOBEC3 desempenha

no contexto do cancro da mama.

Metodologia: Para a elaboracdo desta monografia foi realizada uma pesquisa
bibliografica de diversos artigos cientificos, compreendidos, na sua globalidade, entre
os anos 2000 e 2017. Para tal, foram utilizadas algumas bases de dados online,
nomeadamente PubMed, Medline, ScienceDirect, Google Scholar e b-on, através da

introdugdo de algumas palavras-chave.

Resultados e conclusdo: A revisdo bibliografica efetuada nesta monografia permitiu
concluir que apesar dos mecanismos que estdo envolvidos na capacidade mutagénica
que a grande familia de proteinas APOBEC tem sido associada, ndo serem claros e
existir informagdo insuficiente, a subfamilia APOBEC3B tem mostrado grande impacto
na carcinogénese de muitos cancros humanos. Deste modo, torna-se de extrema
importancia que mais estudos sejam realizados neste ambito, por forma a desenvolver
moléculas que consigam suprimir esta capacidade mutagénica da proteina APOBEC, de
modo a diminuir muitas das resisténcias as terapéuticas instituidas aos doentes com

cancro da mama.

Palavras-chave: Cancro da Mama, APOBEC, APOBEC3, APOBEC3B, Carcinogénese
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Abstract

Abstract

Framework: Breast cancer is one of the most diagnosed neoplasms among women,
being a complex and multifactorial disease that, depending on the needs of each patient,
requires an individualized approach. In this context, the APOBEC family, more
specifically the subfamily APOBEC3, has been associated with mutations at the genome
level having influence on the carcinogenesis and progression of various human cancers,
namely in breast cancer. The mechanisms involved in these processes are still unclear,
however, their knowledge may bring advantages to the prognosis and diagnosis of

breast cancer, as well as some alternatives to its therapeutics.

Aim: This monograph aims to make a bibliographical review of current and pertinent
literature regarding the role that the subfamily APOBEC3 plays in the context of breast

cancer.

Method: For the elaboration of this monograph, a bibliographical research was carried
out on several scientific articles, comprehending, in their entirety, between the years
2000 and 2017. To do this, some online databases were used, namely PubMed, Medline,

ScienceDirect, Google Scholar and b -on by introducing some keywords.

Results and Conclusions: The literature review concluded that despite mechanisms
that are involved in the mutagenic capacity that the large APOBEC family of proteins
has been associated with, are not clear and there is insufficient information, the
subfamily APOBEC3B has shown great impact on carcinogenesis of many human
cancers. Thus, it is of the utmost importance that further studies are carried out in this
field in order to develop molecules that succeed in suppressing this mutagenic ability of
the APOBEC protein, so as to reduce many of the resistance to the therapeutics

instituted for patients with breast cancer.

Keywords: Breast Cancer, APOBEC, APOBEC3, APOBEC3B, Carcinogenesis
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1.Introducao Teorica

O cancro da mama ¢, em todo o mundo, uma das neoplasias que mais afeta as
mulheres, sendo considerada a segunda principal causa de morte por cancro no sexo
feminino, em muitos paises (figura 1) (Ferlay et al., 2015; Rezaei, Hashemi, Hashemi,

Mashhadi, & Taheri, 2015).

Nos paises mais desenvolvidos, o cancro da mama ¢ a neoplasia mais
diagnosticada, entre as mulheres, a semelhanca do que acontece nos paises em
desenvolvimento (Kgaa, 2014). No entanto, os paises em desenvolvimento apresentam

maior taxa de mortalidade (Ghoncheh, Pournamdar, & Salehiniya, 2016).

Em 2012 foram registados cerca de 1,67 milhdes de novos casos de cancro da
mama (Ferlay et al., 2015) e 521,900 mortes devido a doenca, representando 15% das

mortes por cancro, entre as mulheres, em todo o mundo (Kgaa, 2014).

Em Portugal, a imagem do que se passa no resto da europa, tem se assistido, nos
ultimos anos, a um aumento regular da incidéncia de Cancro. Este aumento, de
aproximadamente 3% ao ano, estd intimamente relacionado com o envelhecimento da
populacdo. O aumento da percentagem de sucesso de tratamento tanto do cancro como
de outras patologias, abre portas ao aparecimento de novas neoplasias (Dire¢ao-Geral da
Saude., 2017). No entanto, estes factos, intimamente relacionados com o aumento da
incidéncia de cancro estao também coadunados com as alteracdes nos estilos de vida e

com o aumento da exposicao a fatores de risco (Ghoncheh et al., 2016).

Apesar de o nimero de casos de Cancro ser cada vez maior, tem-se assistido
também a um aumento da taxa de sucesso de tratamento deste grupo de doencas, o que
sugere que, apesar da grande incidéncia, a mortalidade tem vindo a diminuir
gradualmente. Neste contexto, no caso do sexo masculino observou-se uma taxa de 92
mortes em 2010 relativamente a 89,2 mortes em 2015 e, no sexo feminino estimou-se
uma taxa de 49,7 mortes em 2010 em comparacdo com 47,6 mortes em 2015, por

100 000 habitantes (Direcao-Geral da Saude., 2017).

No cancro da mama, tal como em todos os tipos de doengas, pensa-se que o
diagndstico precoce € 0s avangos no tratamento aumentam a taxa de sobrevivéncia,
sendo por isso dado cada vez mais énfase a importancia dos programas de rastreio

(Direcao-Geral da Satude., 2017; Youlden et al., 2012).

13
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A etiologia do cancro da mama ¢ de dificil defini¢ao devido a multiplicidade de
fatores que se encontram envolvidos na sua patogénese (Rezaei et al., 2015), no entanto,
indicadores como a idade, historia familiar de doenga, fatores hormonais e ambientais ¢
predisposicao genética podem influenciar a probabilidade de vir a sofrer com a doenga

(Bayraktar & Arun, 2016).

E importante salientar, que os fatores genéticos apresentam um papel fulcral na
compreensdo da patogénese e na progressao do cancro da mama, sendo o seu estudo
muito importante. Assim, ¢ essencial identificar as mutagdes no genoma em posigdes
criticas que provocam a transformagdo das células normais em células cancerigenas,

facto que esta inerente as neoplasias (Rezaei et al., 2015).

Nesta introducdo teodrica irei evidenciar a anatomia da mama, bem como dar
énfase ao cancro da mama, especificando os sintomas da doenga, o seu estadiamento, os

fatores de risco e o tratamento desta neoplasia.

1.1 Anatomia da Mama

A compreensdo da anatomia da mama e da sua fisionomia ¢ de extrema
importancia por diversas razdes. Isto porque, em primeiro lugar ¢ fundamental que ndo
haja equivocos entre as variagdes da anatomia normal da mama e um possivel
transtorno patologico além de que o conhecimento da localizagdo da anomalia na mama,

permite restringir a lista de provaveis diagndsticos (Jesinger, 2014).

14
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As mamas femininas e masculinas situam-se na parede anterior e superior do
torax, entre a segunda e sexta/sétima costelas entre o bordo do esterno e a linha axilar
média. Sdo duas estruturas glandulares pares que t€ém origem em glandulas sudoriparas

(Bernardes, 2011; Mcguire, 2016).

r Parede do Torax

Nodulos Linfaticos

& p ol
\\9 Costelas < Tecido Adi
— ecido Adiposo
 JAureola Musculo ! b Lobo
W N\
\
N\ e ! Ductos

Auréola

-

Mamilo

Auréola

Figura 1: Componentes da Anatomia da Mama Feminina (Adaptada de National Cancer Institute, 2011).

A mama humana sendo uma glandula exdcrina cutanea modificada, tem na sua
constitui¢do pele e tecido subcutaneo, parénquima mamario (ductos e 16bulos) e estroma
como suporte (ver figura 1). Em adic¢do, a gordura que constitui as mamas encontra-se
intercalada numa rede complexa de nervos, ligamentos, artérias, veias e linfa (Jesinger,

2014).

Como referido a mama ¢ constituida por pele, sendo esta a sua camada mais
superficial, mas também pela fascia superficial, camada esta que fica por baixo da pele e
pelo parénquima mamario que envolve trés tipos de tecido, o tecido epitelial glandular,

o estroma fibroso, estruturas de suporte e gordura (Mcguire, 2016).

15
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Estroma Extralobular

Ducto Intralobular
Terminal

Ducto Terminal

Estroma Intralobular

Figura 2: Unidade lobular da mama (Adaptada de McGuire, 2016).

A componente epitelial da mama corresponde a cerca de 10% a 15% do volume
total, sendo que o restante designado por elementos estromais. A mama ¢ constituida
por 15 a 20 lobos e estes, por sua vez, dividem-se em diversos lobulos que sdo
constituidos por acinos (glandulas produtoras de leite), cujo niumero varia entre 20 a 40

(ver figura 2) (Pandya & Moore, 2011).

Cada lobo ¢ drenado por um canal excretor proprio, denominado canal lactifero.
Estes canais convergem todos para a base da papila, passando primeiramente por uma
dilatagao fusiforme, designada por seio lactifero. Os canais comunicam com o exterior
através de orificios arredondados presentes no mamilo (Bernardes, 2011; Pandya &

Moore, 2011).

O epitélio ductal é composto por células epiteliais que tém como fungdo
impulsionar o leite, através dos ductos. Estas células, tal como todas as outras,

encontram-se cercadas por uma membrana basal continua (Mcguire, 2016).

As mamas encontram-se divididas em quatro quadrantes: superior interno,
superior externo, inferior interno e inferior externo. O tamanho, contorno e densidade
das mamas varia de individuo para individuo, o que se explica pelo volume de tecido

adiposo que se encontra entre os lobulos (Pandya & Moore, 2011).
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1.2 Cancro da Mama

O local mais comum das neoplasias da mama ¢ o quadrante superior externo. As
células no seu processo normal de divisdo celular crescem e multiplicam-se, no entanto,
se este processo ocorrer de forma descontrolada, as células poderao sofrer alteragdes no
seu material genético, podendo transformar-se em células cancerigenas, originando,

consequentemente um tumor (Gomes et al., 2013).

O cancro da mama (CM) ¢ das neoplasias com maior incidéncia entre as
mulheres, representando, em 2012, 25% de todos os cancros, com uma estimativa, por
ano, de 1,7 milhdes de novos casos (Ghoncheh et al., 2016). Dados relativos ao ano de
2012 demonstram também que o CM ¢ a principal causa de morte por cancro nos paises
em desenvolvimento, ao contrario do que acontece nos paises mais desenvolvidos, em
que ¢ a segunda principal causa de morte por cancro, a seguir ao cancro do pulmaio

(Ferlay et al., 2015).

1.2.1 Epidemiologia

Em 2012 foram registados cerca de 14,9 milhdes de casos de CM, prevendo-se
que nas proximas duas décadas a estimativa seja de 22 milhdes de novos casos, no

mundo (Ghoncheh, Pournamdar, & Salehiniya, 2016).

17
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Figura 3: Incidéncia estimada de cancro da mama nas mulheres, no Mundo (retirada de Globocan, 2012).
Por sua vez, o CM apresenta maior incidéncia na América do Norte, Australia e
na Europa, mais especificamente no Norte e Ocidente. Em contraste, as regides com

menor incidéncia sdo a Africa e a Asia (ver figura 3).

Figura 4: Mortalidade estimada de cancro da mama nas mulheres, no Mundo (retirada de Globocan,
2012).

Relativamente a mortalidade, as regides menos desenvolvidas, como por
exemplo a Africa Subsariana, (ver figura 4), apresentam uma taxa superior de
mortalidade por esta patologia, o que sugere que, a baixa incidéncia nestes paises possa

ser devida a casos de CM que ndo foram diagnosticados por falta de acesso aos
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cuidados de saude e, por sua vez, ao seu tratamento (Kgaa, 2014; Youlden et al., 2012).

Incidéncia e Mortalidade
(nas mulheres em todas as idades)

regides mais desenvolvidas regides menos desenvolvidas
Mama

Colorectal
Pulmio

Colo do Utero
Estdmago
Endométrio

Ovario

Tirdide
Figado

Linfoma ndo Hodgkin

1000 500 0 500 1000

(milhares)

B Incidéncia
GLOBOCAN 2012 (IARC) (7.11.2017) B Mortalidade

Figura 5: Incidéncia e mortalidade por cancro nos paises mais desenvolvidos e em desenvolvimento nas
mulheres (adaptada de Globocan, 2012).

Nos paises mais desenvolvidos os trés principais tipos de cancro mais
prevalentes na mulher, sdo o cancro da mama, dos pulmdes e o coloretal. Em
contrapartida, nos paises em desenvolvimento a maior incidéncia recai sobre o cancro

da mama, do c6lo do utero e dos pulmoes (ver figura 5) (Kgaa, 2014).

Em Portugal, a semelhanca do que se observa no resto do mundo, a incidéncia
de cancro da mama aumenta de ano para ano, no entanto os dados apresentados em
2015 mostram que a variagdo da mortalidade desta patologia aumentou muito
ligeiramente, como se pode observar na tabela 1. Além disso, Portugal continua a

apresentar os valores mais baixos da Unido Europeia (Dire¢ao-Geral da Saude, 2017).
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Tabela 1: Indicadores de mortalidade relativamente ao cancro da mama, entre 2011 e 2015 (adaptada de
Dire¢éo-Geral de Satde, 2017)

TUMOR MALIGNO DA MAMA FEMININA (por 100 000 habitantes)

2011 2012 2013 2014 2015
N°de 6bitos 1.634 1.752 1.640 1.660 1.683
Mortalidade

19.0 20.0 18.2 17.9 18.2

padronizada

Figura 6: Evolu¢do do niimero de mulheres convidadas e rastreadas em Portugal (retirada de Programa
Nacional para as Doengas Oncoldgicas, 2017).

Mama

83%

TOTAL

MACIOMNAL

100%

-

= 100% 2000 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Estas diferencgas de variacdo, tanto a nivel mundial como europeu, na incidéncia
de CM derivam, essencialmente, de fatores reprodutivos, hormonais e da acessibilidade
de servicos para a dete¢do precoce da doenca. A detecao precoce do CM recorrendo, por
exemplo, a mamografia, ndo s6 tem permitido reduzir a taxa de mortalidade, como
também tem permitido melhorar o prognostico da doenga, possibilitando mais opgdes de
tratamento resultando, consequentemente, no aumento da taxa de sobrevivéncia

(Ghoncheh et al., 2016; Jemal, Bray, & Ferlay, 2011).

Em 2016, relativamente a Portugal, foram realizados diversos esfor¢os no
ambito dos rastreios oncoldgicos com o objetivo de aumentar o nimero de utentes
rastreados e aumentar a taxa de adesdo por parte da populagao (ver figura 6). As grandes

apostas no futuro, em Portugal, passam, ndo sO, pela promoc¢do da adocdo de
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comportamentos mais saudaveis como também do diagndstico precoce (Dire¢ao-Geral

da Saude., 2017).

1.2.2 Fatores de Risco do Cancro da Mama

Apesar da etiologia exata do CM ser complexa e ndo estar completamente
identificada, pensa-se que a sua patogénese possa estar relacionada com diversos
fatores (Rezaei et al., 2015). A idade, os fatores reprodutivos, histéria familiar ou
pessoal de CM, fatores ambientais ¢ também a suscetibilidade genética sdo fatores
muito importantes a ter em conta, pois encontram-se associados ao risco aumentado de

vir a desenvolver cancro da mama (Bayraktar & Arun, 2016).

As diferencas que se observam a nivel mundial relativamente a incidéncia e a
mortalidade do CM, sdo indicativos de extrema importancia das desigualdades
existentes, entre paises. Estas diferencas incluem os fatores reprodutivos e a idade,
historia familiar, estilo de vida, estrogénio, doenga benigna da mama e os genes BRCA1

e BRCA2 (Hulka & Moorman, 2001).

1.2.2.1 Fatores Reprodutivos ¢ Idade

Mundialmente, 89% dos casos de cancro da mama sdao diagnosticados em
mulheres a partir dos 40 anos de idade. No entanto, existem situacdes em que 0s
tumores malignos na mama se desenvolvem em idades mais jovens, o que geralmente é
sinonimo de tumores com maiores dimensdes, menos diferenciados € com maior
propensdo para metastases. Estes casos mais agressivos € em idades mais precoces,
apresentam maior foco na Asia e na Africa comparativamente com a Europa e o Norte

da América (Youlden ef al., 2012).

Como referido anteriormente, mulheres em idade mais jovem que desenvolvem
CM geralmente apresentam casos com caracteristicas mais agressivas que as mulheres
mais velhas, apresentando uma pior sobrevida livre da doenca (SLD) e sobrevida global
(SG). O risco de vir a desenvolver CM aumenta com a idade até & menopausa, risco este
que duplica aproximadamente a cada 10 anos, no entanto, apds a menopausa este valor

diminui drasticamente (Bayraktar & Arun, 2016; McPherson, 2000).
21



O Papel da Proteina Apobec3 no Cancro da Mama

Relativamente aos fatores reprodutivos, mulheres que nunca engravidaram ou
nunca tiveram filhos, que tiveram a primeira menstruacdo em idade precoce, que
tiveram a menopausa em idade mais tardia e que experienciaram pela primeira vez uma
gravidez a termo tardiamente, apresentam maior risco de vir a desenvolver CM (Colditz

& Bohlke, 2014; Kgaa, 2014).

No entanto, apesar de o facto de mulheres que ja tiveram filhos ser indicativo de
menor risco de vir a desenvolver CM, estudos demonstram que a amamentagdao possa
também estar relacionada com o menor risco de ter a doenca em comparacdo com
mulheres que nunca amamentaram, contudo este efeito da amamentacdo ndo estd bem

determinado (Kgaa, 2014; Tamimi et al., 2016).

E de salientar que a amamentagdo estd intimamente relacionada com varios
aspetos da gravidez, ou seja, uma mulher s6 amamenta ap6s ter um filho e quanto mais
cedo tiver filhos maior sera a probabilidade de vir a ter mais criancas ¢ do periodo de
amamentacdo ser mais prolongado (Beral et al., 2002). Tendo em conta este facto, a
duragdo do tempo de amamentagdo ¢ de extrema importancia, pois quanto maior for o
periodo de amamentagdo maior serd a influéncia na reducdo do risco de vir a

desenvolver CM (Chowdhury et al., 2015; Zhou et al., 2015).

Este efeito protetor da amamentagcdo pode ser explicado tendo em conta os
mecanismos biologicos que lhe estao subjacentes. Apos a gravidez ocorre diferenciacao
das células mamarias, o que vai permitir que as células sejam modificadas para
produzirem leite, assim, a suscetibilidade do tecido mamario aos efeitos cancerigenos,
por exemplo dos estrogénios, ¢ reduzida (Unar-Munguia, Torres-Mejia, Colchero, &

Gonzalez de Cosio, 2017).

Além disso, existe evidéncia que as elevadas concentragdes séricas de insulina
podem aumentar as concentragdes séricas do fator de crescimento IGF-1, fator este que
se encontra associado a proliferacdo e a anti apoptose no tecido mamario. Assim, uma
mulher a amamentar tem as concentragdes séricas de insulina mais baixas dado que ha
um aumento da utilizacdo da glucose por parte da glandula mamaria e por isso, uma

diminui¢do de IGF-1 (Gunderson et al., 2011; Unar-Munguia et al., 2017).
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1.2.2.2 Historia Familiar

O risco de CM na mulher aumenta se houver uma historia familiar da doenga.
Quer isto dizer que, a titulo de exemplo, mulheres cuja mae ou irma sofram de cancro
da mama, apresentam maior probabilidade de vir a desenvolver a doenga. Segundo
Brewer et al (2017), apos a realizagao de um estudo que envolveu 113.000 mulheres foi
possivel concluir que, as mulheres que tinham um parente em primeiro grau com CM
apresentavam um risco 1,75 vezes superior de poder vir a desenvolver a doenca em
comparagcdo com mulheres que ndo possuiam parentes afetados (Bayraktar & Arun,

2016; Brewer, Jones, Schoemaker, Ashworth, & Swerdlow, 2017; Sun et al., 2017).

Para além do mencionado, o risco aumentado de CM esta associado ao namero
crescente de parentes em primeiro grau que sejam afetados pelo cancro da mama. Desta
forma, o risco torna-se cerca de 2,5 vezes superior em mulheres que apresentem dois ou
mais parentes em primeiro grau que sofram desta neoplasia comparativamente com
mulheres que ndo apresentem familiares diagnosticados com CM. Assim, por sua vez,
este risco vai aumentando com o aumento do nimero de familiares afetados pelo CM

(Bayraktar & Arun, 2016; Sun ef al., 2017).

1.2.2.3 Estilo de vida

Mundialmente, 20% dos casos de cancro da mama ocorrem devido aos fatores
de risco modificaveis, tais como o consumo de alcool, o excesso de peso corporal

(obesidade) e a inatividade fisica (Kgaa, 2014).

Atualmente, o consumo excessivo de alcool e as dietas ricas em gorduras estao
cada vez mais presentes nos estilos de vida modernos. No entanto, a adocdo destes
comportamentos pode aumentar o risco de CM. As dietas ricas em gorduras,
essencialmente gorduras saturadas, estdo relacionadas com o mau progndstico dos
doentes com cancro da mama e, a ingestao de 35-44 gramas de alcool por dia pode levar

a um aumento de cerca de 32% do risco de vir a desenvolver CM (Sun et al., 2017).

A pratica regular de exercicio fisico ¢ outro fator a ter em conta, isto porque a

atividade fisica ndo s6 permite reduzir o risco de vir a desenvolver cancro da mama
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como tem um papel importante na reducao do risco de recorréncias da doenca apds o
diagnodstico. Além disso, a pratica de exercicio fisico regular apds o diagndstico de
cancro da mama foi também associada a diminui¢do do numero de mortes por esta

neoplasia (Bayraktar & Arun, 2016; R. T. Chlebowski, 2017).

A obesidade ¢ um problema de satide publica, sendo que a incidéncia de CM ¢
cerca de 20% superior nas mulheres obesas do que nas mulheres com peso normal.
Desta forma, este fator contribui para o aumento do risco de vir a desenvolver CM,
especificamente nas mulheres apds a menopausa. Esta associacdo, entre o cancro da
mama poés-menopausa ¢ a obesidade, pode ser explicada, em parte, pelo facto de o
estrogénio, outro fator de risco do cancro da mama, ser sintetizado no tecido adiposo

(Bayraktar & Arun, 2016; R. T. Chlebowski, 2017; Gunter et al., 2009).

1.2.2.4 Estrogénio

Os estrogénios enddgenos e exdgenos estdo também associados ao risco de CM.
O estrogénio endogeno ¢ produzido pelo ovério, nas mulheres na pré-menopausa, € as
fontes principais de estrogénio exdgeno sdo geralmente os contracetivos hormonais e a

terapia de reposi¢cdao hormonal (TRH) (Sun et al., 2017).

Como referido anteriormente, nas mulheres na pré-menopausa o estrogénio €
essencialmente produzido nas células do ovario e o enzima aromatase permite a
conversdo da testosterona e da androstenediona em estradiol e estrona, respetivamente.
A regulacdo da produgdo de estradiol pelo ovério ¢ feita através do controlo da hormona
que estimula o foliculo, e a sua secrecdo ¢ ciclica, apresentando grandes flutuacdes na
concentracdo de estradiol e progesterona ao longo do ciclo menstrual (Folkerd &

Dowsett, 2013).

Apbés a menopausa, a producdo, por parte dos ovarios, de progesterona e
estrogénio diminui consideravelmente, e os niveis de estradiol, que continuam nos
tecidos periféricos, ndo sofrem grandes oscilagdes, permanecendo constantes € em
niveis baixos, relativamente as mulheres mais novas (Folkerd & Dowsett, 2013). Assim,
¢ sugestivo que o risco de cancro da mama devido a uma idade mais precoce da
primeira menstruagdo € uma idade mais tardia na menopausa, esteja relacionado com o

tempo de exposi¢ao as hormonas ao longo da vida (Hulka & Moorman, 2001).
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A terapia de reposi¢cdo hormonal, visa reduzir e aliviar os efeitos da diminuigao
da producdo de estrogénio e progesterona, caracteristicos da menopausa. A TRH pode
ser realizada de diversas formas: tratamento apenas com estrogénio ou combinagdo do
estrogénio ou com a progesterona ou com a progestina, que ¢ uma hormona sintética

(National Cancer Instiute, 2011).

Desta forma, a TRH tem sido associada ao aumento do risco de cancro da mama
nas mulheres apos a menopausa devido a duragao da terapia, durante ¢ apds um curto
periodo de ser cessada a sua toma (Pike, Ross, Paganini-Hill, & Wan, 2000). No
entanto, a combinagdo do estrogénio com a progesterona estd relacionada com um
maior aumento do risco de CM, comparativamente a terapia exclusiva com estrogénio

(R. Chlebowski et al., 2009; Clemons & and Goss, 2001; Pike et al., 2000).

Por ultimo, o efeito dos contracetivos hormonais no cancro da mama ¢ complexo
e os estudos continuam a ser ambiguos e dispares. No entanto, segundo um estudo
realizado por Morch et al., (2017), as mulheres que utilizaram contracetivos hormonais,
por longos periodos de tempo (=5 anos), apresentaram um risco superior de desenvolver
CM em comparacdo com mulheres que nunca usaram métodos de contrace¢do
hormonal. Além disso, o risco manteve-se também superior mesmo apos a
descontinuagdo da toma dos contracetivos hormonais, por 5 anos ou mais,
comparativamente com as mulheres que que nunca tinham utilizado contracetivos

hormonais (Clemons & and Goss, 2001; Merch et al., 2017; Soroush et al., 2016).

1.2.2.5 Doenca Benigna da Mama

Muitas mulheres preocupam-se com as alteragdes da mama, pois estas sdo
indicativas de possivel cancro da mama, que € uma das neoplasias mais comuns entre as
mulheres, em todo o mundo. No entanto, a maior parte das lesdes da mama sdo

benignas, sendo até mais frequentes que as malignas (Guray & Sahin, 2006).

As lesdes podem ser agrupadas em quatro formas distintas: ndo proliferativas,
proliferativas sem atipia, proliferativas com atipia e carcinoma lobular in situ (CLIS)

(Tice et al., 2015).
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Fazem parte do diagnostico ndo proliferativo os fibroadenomas, quistos,
calcificacdes, adenose nao escloresante, alteracdes fibroquisticas, lipomas e necrose do
tecido adiposo. Relativamente as lesdes proliferativas sem atipia, inclui-se: carcinoma
ductal, fibroadenomas complexos, adenose escloresante e papiloma intraductal. Por
ultimo, no diagnostico das lesdes proliferativas com atipia € caracteristica a hiperplasia
ductal atipica e a hiperplasia lobular atipica (Guray & Sahin, 2006; Tice ef al., 2015). O

CLIS sera abordado mais adiante neste trabalho.

A doenga benigna da mama (DBM) e a densidade mamaria sdo dois fatores
independentes, com uma forte influéncia no risco de cancro, isto porque mulheres com
uma elevada densidade mamaria e com evidéncia de lesdes proliferativas, apresentam

um risco aumentado de vir a desenvolver CM (Tice et al., 2013).

Mulheres com doengas benignas da mama (DBM) comparativamente com
mulheres que nao tém DBM, apresentam um risco superior de vir a desenvolver cancro
da mama. Este risco ¢ 30% superior no caso de lesdes proliferativas, cerca de 2 vezes
superior para as lesoes proliferativas sem atipia e acresce 4 vezes mais no caso de lesdes

proliferativas com atipia (Samoli ef al., 2013).

1.2.2.6 BRCAl e BRCA2

Sao muitos os genes que estdo associados ao risco de vir a desenvolver cancro
da mama, que tém uma grande influéncia no processo de formacgdo e progressao desta
neoplasia. Um exemplo disso, sdo os genes BRCA1 e BRCA2 que sdo dois anti-
oncogenes localizados no cromossoma 17921 e 13q12, respetivamente (Stuckey, 2011;

Sun et al., 2017).

Os genes BRCA1 e BRCA2 funcionam como genes supressores de tumor, tendo
um papel fulcral na reparacdo de mutagdes no DNA, e sdo herdados de forma
autossomica dominante (Bayraktar & Arun, 2016). Assim, uma anomalia no gene
BRCAL1 origina uma desregulagcdo no controlo do ciclo celular, instabilidade genética,
novas mutacdes e ativacdo de oncogenes que, consequentemente, irdo contribuir para a

formacdo do CM (Deng, 2006).
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Estes genes estdo também envolvidos na reparagao de ruturas na cadeia dupla do
DNA, por recombinagdo homologa interagindo com o RADS51. Assim, ap6s os danos
sucedidos no DNA, o gene BRCAI associa-se a0 RADS1 e localiza a regido que foi
danificada, originando fosforilagao no gene BRCAL1. Por outro lado, o gene BRCA2 vai
auxiliar o gene BRCA1 ao funcionar como um mediador, formando também um
complexo com o RADSI, facilitando o processo de reparagdo por recombinagdo

homologa (Bayraktar & Arun, 2016; Roy, Chun, & Powell, 2016).

Se ocorrerem mutagdes nos genes BRCA1 ¢ BRCA2, a sua capacidade de
reparacao de quebras nas moléculas de DNA ficard comprometida e ocorrerdo também,

erros nessa reparagao, provocando instabilidade genética (Bayraktar & Arun, 2016).

Consequentemente, mulheres que apresentam mutagdes nos genes BRCAI e
BRCA2 s3ao mais propensas a desenvolver cancro da mama, apresentando um risco
significativamente superior em relagcdo a populagdo em geral. Ao longo da vida, o risco
de CM varia de 65% a 81% e de 45% a 85% nas mulheres portadoras de mutagdo nos
genes BRCA1 e BRCAZ2, respetivamente (Antoniou et al., 2003; Sun et al., 2017).

1.2.3 Sintomatologia

Apesar da presenca de um ndédulo mamario ser um dos sintomas mais descritos
pelas mulheres diagnosticadas, 1 em cada 6 mulheres experiencia diversos outros

sintomas, que se podem expressar atraveés:

e Alteragdo do tamanho, forma ou consisténcia da(s) mama(s);
e Alteragdes na pele (aparéncia de pele “casca de laranja”);

e Alteragdes no mamilo (por exemplo retragdo do mamilo);

e Excrecdo de liquido do mamilo;

e Dor mamaria ou no mamilo;

e Infecdo ou inflamagdo mamaria;

e Inchago anormal,

e Vermelhiddo ou espessamento da pele do mamilo ou da mama.

Os nddulos, tanto podem estar localizados na mama como perto da axila e,

habitualmente, sdo indolores, embora também possam ser dolorosos. E importante ter
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em consideracdo que uma mulher pode manifestar alguns destes sintomas e ndo se tratar
de CM, de qualquer forma deve sempre recorrer ao médico para que lhe seja feito um
diagnéstico correto ou o despiste da doenca (Koo ef al., 2017; National Cancer society,

2017; NHS Scotland, 2015).

1.2.4 Estadiamento

O estadiamento, tem como objetivo avaliar a extensdo do tumor local e regional,
de forma a estimar um prognostico com base nas caracteristicas especificas do doente e
do tipo de cancro em questao, facilitando assim as deliberagdes relativamente ao tipo de

tratamento a realizar (ACF, 2013; Dire¢ao-Geral da Saude., s.d.).

A classificacdo utilizada para a avaliagdo do estadiamento ¢ designada de TNM,
em que T — designa a dimensdo do tumor primario, N — atingimento dos ganglios
linfaticos (numero e/ou local) e M — metéstases, se o tumor ja se alastrou ou ndo para
outros orgaos do corpo (Cserni, Chmielik, Cserni, & Tot, 2018). O processo de

classificagdo TNM encontra-se descrito no anexo 1.

Para além do mencionado e tendo por base a classificagdo TNM descrita em

anexo, os estadios podem ser agrupados como mostra a tabela 2.

Tabela 2: Estadiamento do cancro da mama tendo por base a classificagdo TNM, segundo a 7¢ edigdo do
AJCC. Tis — Carcinoma ductal in situ, carcinoma lobular in situ e doenca de Paget; TO — Sem evidéncia
de tumor primario; T1 — Tumor com 2 cm ou inferior; T2 — Tumor superior a 2 cm mas inferior a 5 cm;
T3 — Tumor superior a 5 cm; NO — Sem evidéncia de metastases nos ganglios linfaticos regionais; N1mi —
Micrometastases nos ganglios linfaticos sob o brago, ndo superiores a 2 mm ; N1 — Metastase nos
ganglios linfaticos axilares homolaterais moveis nivel 1 ¢ II ; N2 - Metastase nos ganglios linfaticos
axilares homolaterais; MO — Sem evidéncia de metastases a distancia (adaptada de Ozsaran & Alanyah,

2013).

Estadios T N M
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio 1A T1 NO MO
Estadio IB TO-T1 Nlmi MO
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Estadio 114 TO N1 MO
T1 N1 MO

T2 NO MO

Estadio IIB T2 N1 MO
T3 NO MO

Estadio 1114 TO N2 MO
T1 N2 MO

T2 N2 MO

T3 N1 MO

T3 N2 MO

Estadio I1IB T4 NO MO
T4 N1 MO

T4 N2 MO

Estadio IIIC Qualquer T N3 MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1

1.2.5 Tipos de Cancro da Mama

A elevada heterogeneidade clinica, biologica e morfologica do CM, faz dela
uma doenca de grande complexidade. Apesar de os aspetos clinicos e histologicos de
tumores malignos da mama poderem ser semelhantes o prognodstico e as respostas a

terapéutica podem ser distintas (Cirqueira, Moreira, Soares, & Freitas-Janior, 2011).

Como ja referido anteriormente, a mama ¢ constituida por 16bulos e ductos,
sendo que a primeira distingdo dos diversos tipos de cancro da mama passa pela
abrangéncia ou nao do tumor a estas duas estruturas. Quando o tumor estd presente nos

lobulos e nos ductos, mas ndo ultrapassa a membrana, o tumor diz-se ndo invasivo, ou
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in situ. Por outro lado, caso o tumor consiga alastrar-se para além da membrana dos

ductos e dos 16bulos, ¢ classificado como invasivo (NCCN, 2011).

No carcinoma in situ, ¢ possivel identificar 3 tipos distintos: o carcinoma ductal
in situ (CDIS), o carcinoma lobular in situ (CLIS) e ndo tdo comum, correspondendo a
1-3% dos cancros da mama, ¢ a doenca de Paget (Sandoval-Leon, Drews-Elger, Gomez-

Fernandez, Yepes, & Lippman, 2013; Ward et al., 2015).
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Figura 7: Carcinoma ductal in situ (CDIS) (adaptada de National Cancer Institute).

O carcinoma ductal in situ, ou cancro da mama correspondente ao estadio 0, €
caracteriza-se por ser uma condicdo ndo invasiva em que as células dos ductos
mamarios se transformam em células cancerigenas, mas que ainda ndo ultrapassaram as
paredes dos ductos, ndo havendo invasdo dos tecidos vizinhos (ver figura 7). No
entanto, este tipo de CM pode tornar-se invasivo, metastizando para outros tecidos

(Carraro, Elias, & Andrade, 2014; Duggal, S., Robin, J., & Julian, 2013).
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Figura 8: Carcinoma lobular in situ (CLIS) (adaptada de National Cancer Institute).

No carcinoma lobular in situ, as células cancerigenas desenvolvem-se nos
l6bulos das glandulas produtoras de leite, e ndo apenas nas paredes dos l6bulos, como se
pode observar na Figura 8. O CLIS ndo ¢ considerado cancro dai muitas vezes ser
designado de neoplasia, isto porque numa neoplasia ocorre um crescimento
descontrolado das células, formando-se uma massa de tecido anormal que pode ser
benigna ou maligna, caso seja maligna ¢ entdo designada de tumor (NCI, s.d.). Este tipo
de neoplasia ¢ indicativo de risco acrescido de vir a desenvolver CM (Venkitaraman,

2010).

O carcinoma invasivo da mama também se pode dividir em carcinoma ductal
invasivo (CDI) e em carcinoma lobular invasivo (CLI). O CDI ¢ o tipo de carcinoma
mais comum da mama, que ocorre quando as células malignas conseguem ultrapassar a
parede dos ductos, alastrando-se para os tecidos proximos, podendo metastizar para
outras partes do corpo. O CLI tem origem nas glandulas produtoras de leite e, tal como
o carcinoma ductal invasivo pode metastizar para outras partes do corpo, no entanto, a

sua detecdo ¢ mais dificil (Dossus & Benusiglio, 2015; Rakha et al., 2008)
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Figura 9: Cancro da mama inflamatério, com aspeto casca de laranja e mamilo invertido (retirada de
National Cancer Institute).

Outro tipo menos comum de cancro da mama ¢ o cancro de mama inflamatério
(CMI). Este tipo de CM, difere dos restantes devido aos seus sintomas, provocados pela
obstrug¢do dos vasos linfaticos na pele, que incluem inchaco na mama, vermelhidao e
aspeto casca de laranja, como representado na figura 9. O CMI corresponde a cerca de
2,5% de todos os cancros da mama, sendo este o tipo com maior agressividade (van

Uden, van Laarhoven, Westenberg, de Wilt, & Blanken-Peeters, 2015)

O CMI pode ser de estadio IIIB, IIIC e IV. A maior parte dos carcinomas da
mama inflamatorios comecam no estadio IIIB, que envolve a pele, no estadio IIIC os
ganglios linfaticos ja se encontram afetados e, por fim, no estadio IV o tumor maligno ja
se tenha propagado para fora da mama e para os ganglios linfaticos vizinhos (National

Cancer Institute, s.d.)

Existem também outros subtipos de cancro da mama de acordo com as
caracteristicas histoquimicas. Desta forma, ¢ possivel categorizar o CM em 4 grupos
distintos: recetor de estrogénio (RE), recetor de progesterona (RP), fator de crescimento
epidérmico tipo 2 (HER2) e triplo negativo (Onitilo, Engel, Greenlee, & Mukesh,
2009).

Quando as células do tumor maligno na mama possuirem recetores de estrogénio

o tumor ¢ designado de RE+, ou seja, o recetor de estrogénio € positivo. O mesmo
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acontece em relagdo ao recetor de progesterona, quando o tumor apresenta recetores de
progesterona, o tumor ¢ denominado RP+. A determinacdo da presenca destes recetores
hormonais ¢ de extrema importancia, pois possibilita uma melhor adequacdo do
tratamento, evitando que o cancro continue a crescer ¢ se dissemine (Breast Cancer

Society, 2017).

A sobre-expressdo do recetor HER2 ¢ uma das principais caracteristicas
associadas ao crescimento e progressao do tumor maligno da mama, presente em 15% a
20% dos CM (Krishnamurti & Silverman, 2014). Desta forma, o HER2+ ¢ indicativo de
que as cé¢lulas cancerigenas apresentam uma expressao anormal de HER2 e os doentes
que apresentam este tipo de CM t€m pior progndstico, relativamente aos doentes que
ndo apresentam amplificagdo desta proteina (Cirqueira ef al., 2011; Vuong, Simpson,

Green, Cummings, & Lakhani, 2014).

Por ultimo, o subtipo de cancro da mama triplo negativo ¢ caracterizado por
apresentar os recetores RE e PR negativos e o HER2 também negativo, representando
10% a 15% dos tumores malignos da mama e afetando principalmente doentes mais
jovens (Lehmann et al., 2011). Consequentemente, os doentes com este tipo de CM,
geralmente apresentam tumores biologicamente mais agressivos, de maiores dimensdes,
com envolvimento dos ganglios linfaticos no seu diagnostico, maior taxa de recorréncia
e um pior progndstico, comparativamente com os outros subtipos de CM (Dent et al.,

2007; Haffty et al., 2006).
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2. Carcinogénese do Cancro da Mama

As neoplasias podem ser distinguidas em benignas ou malignas, consoante as
suas caracteristicas. As neoplasias benignas sdo caracterizadas por apresentarem um
crescimento organizado, lento e com limites definidos, em que as células ndao possuem a
capacidade de invadir os tecidos circundantes. Contrariamente, as neoplasias malignas
caracterizam-se pelo crescimento desorganizado, com células com capacidade de se
difundirem pelos tecidos vizinhos, podendo originar metéastases (Rodrigues, Silva, &

Cardoso, 2016).

Desta forma, as neoplasias malignas sdo consideradas doencas cronicas, graves
em termos de satde publica, devido as suas caracteristicas de mortalidade, incidéncia e
prevaléncia, que acarretam muitos gastos e consequéncias para os doentes (Lourdes et

al., 2015).

Como ja referido anteriormente, o CM ¢ das neoplasias mais comuns entre as
mulheres, sobretudo na faixa etaria entre os 40 e os 60 anos de idade. No entanto, 0 sexo
feminino ndo ¢ o Unico género afetado, os homens também podem vir a sofrer de CM,

representando 1% de todas as neoplasias da mama (Stuckey, 2011; Zurrida ef al., 2010).

A carcinogénese € um processo complexo que origina multiplas alteracoes
genéticas, que se desenvolve em diversas fases e que vai originar o tumor maligno. Este
processo, com diversas etapas e que vai influenciar o crescimento e a divisdo das
células, pode levar anos até que os sinais e sintomas sejam detetados (Osborne, Wilson,

& Tripathy, 2004; Rodrigues et al., 2016).

O mecanismo da carcinogénese ¢ caracterizado por mutacdes genéticas, que
podem ser herdadas ou adquiridas através de agentes carcinogéneos, podendo estes ser
ambientais, hormonais, quimicos, virais e radioativos. Desta forma, o processo da
carcinogénese pode ocorrer de forma espontanea ou devido aos agentes referidos. Para
que este mecanismo se inicie, 0s proto oncogenes, 0s genes supressores de tumores € 0s
genes responsaveis pela apoptose terdo de sofrer alteracdes genéticas (Rodrigues et al.,

2016; Silva, Serakides, & Cassali, 2004).

Os proto oncogenes, sdo genes que tém como func¢do regular e promover o
crescimento, a divisdo e a diferenciagdo controlada das células. No entanto, quando

estes sofrem uma mutacao ou quando ocorre um descontrolo na expressao dos genes, 0s
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genes transformam-se em oncogenes, porque codificam proteinas que vao provocar a

multiplicagdo descontrolada das células (Silva et al., 2004).

Assim, as mutagdes genéticas conhecidas e associadas ao cancro da mama sao
essencialmente mutagdes nos oncogenes , como por exemplo ErbB2, MYC e o
PIK3CA, e nos genes supressores de tumor, tais como o TP53, BRCA1/2, RB1 e PTEN
(Perera & Bardeesy, 2012).
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3. Biomarcadores no Cancro da Mama

Atualmente, os biomarcadores na gestdo dos doentes com CM ¢ indispensavel
porque fornecem informacdo imprescindivel para o diagnostico, progndstico,
terapéutica e epidemiologia bem como para a realizag@o de ensaios clinicos. Devido aos
biomarcadores ¢ possivel aumentar consideravelmente a eficicia do tratamento e da

detecao do cancro da mama (M. J. Dufty et al., 2017; Wahid, 2017).

Os efeitos toxicos do sobretratamento e/ou dos tratamentos incorretos tem de ser
evitado, bem como a falta de tratamento dos doentes. Assim, ¢ de extrema importancia
que sejam definidas propriedades especificas, que permitam um tratamento individual
otimizado, que permite um aumento da qualidade de vida durante o periodo de

tratamento e de doenca (Kutomi ef al., 2017; Weigel & Dowsett, 2010).

3.1 Testes Moleculares para o Progndstico de Cancro da Mama

Os biomarcadores tém sido utilizados para a criacdo de testes moleculares de
progndstico de cancro de mama que podem fornecer informagdes relativas ao
prognoéstico, mas também podem antever a resposta a terapéutica. Na ultima década,
varios novos testes foram propostos para o progndstico do cancro da mama e ja se
encontram em comercializagdo em muitos paises, entre eles o Oncotype DX,

MammaPrint e uPA/PAI-1 (Nicolini, Ferrari, & Dufty, 2017).

3.1.1 Oncotype DX

Este teste permite medir a expressdo de 21 genes, em que 16 desses genes
estao relacionados com o cancro e os restantes 5 sao utilizados como genes de controlo.
Tendo em conta o referido, com base na expressdao dos 16 genes e dos 5 de referéncia,
foi desenvolvida uma pontuagdo designada de indice de recorréncia (RS). Desta forma,
¢ possivel distinguir trés subgrupos para os diferentes riscos calculados de recorréncia

da
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doenga, isto ¢, baixo risco (<18), risco intermédio (18-30) e alto risco (=30) (Nicolini et

al., 2017).

O Oncotype DX tem sido descrito como um teste que permite ndo s6 mensurar a
probabilidade de um doente vir a ter uma recidiva de CM num periodo de 10 anos,
como também podem ser usados para identificar doentes que poderdao beneficiar de

quimioterapia adjuvante (M. J. Duffy et al., 2017; Paik et al., 2006)

3.1.2 MammaPrint

O biomarcador MammaPrint ¢ também utilizado para prever a probabilidade de
recidiva da doenga e auxiliar na opgao de tratamento mais adequada para o doente. Para
tal, ¢ efetuada uma avaliacdo com base em “microarrays” de DNA que permitem medir
a expressao de 70 genes. A partir da expressao destes genes, ¢ possivel distinguir dois
grupos de doentes, os de elevado risco e os de baixo risco de recidiva da doenca

(Knauer ef al., 2010; Saghatchian et al., 2013)

O estudo MINDACT, realizado com o objetivo de evidenciar a utilidade deste
teste, permitiu concluir que apds o seguimento dos doentes com cancro da mama
invasivo durante 5 anos, a aplicagdo do teste MammaPrint possibilitou categorizar os
doentes de forma diferente da efetuada por métodos clinicos tradicionais, o que permitiu
uma diminuicdo de cerca de 14% da frequéncia de utilizagdo de quimioterapia
adjuvante, sem comprometer a sobrevida dos doentes, livres de metdstases (Fatima

Cardoso et al., 2016).

3.1.3 uPA e PAI-1

O plasminogénio do tipo uroquinase (uPA) e o seu inibidor PAI-1, sdo dois
biomarcadores relevantes no que diz respeito aos mecanismos de invasdao e metastases
do cancro, bem como na adesdo, migragdo e proliferacdo das células (Kutomi et al.,

2017).

A medicdo da expressao destas duas proteinas, tem permitido obter informagdes

importantes relativas ao prognostico de CM e auxiliar na escolha da terapéutica mais

38



Biomarcadores do Cancro da Mama

adequada, concretamente nos doentes que apresentam CM sem envolvimento dos

ganglios linfaticos (Harbeck et al., 2013; Jacobs et al., 2013).

A avaliagdo com base no uPA/PAI-1 permite diminuir a quimioterapia adjuvante
nos doentes que apresentavam cancro da mama sem envolvimento dos ganglios
linfaticos, dado que este estudo permite concluir que apenas os doentes que
apresentavam niveis elevados das duas proteinas e que tém pior progndstico podem
beneficiar da quimioterapia adjuvante (Michael J. Duffy, O’Donovan, McDermott, &
Crown, 2016; Nicolini et al., 2017).

3.1.2 Outros Testes Moleculares com Biomarcadores

O teste Prosigna e o EndoPredict, sdo também dois testes que utilizam
biomarcadores com interesse para o prognostico do cancro da mama e, com grande
importancia na tomada de decisdo relativamente a quimioterapia adjuvante em mulheres
com cancro da mama RE positivo ¢ HER2 negativo, com envolvimento dos ganglios

linfaticos (M. J. Duffy et al., 2017; Gnant et al., 2015).

O teste Prosigna permite fazer a medigdo da expressao de 50 genes, ao nivel do
mRNA, possibilitando o calculo do risco de recaida de CM, de 0 a 100, classificando os
doentes em baixo risco (0-40), risco intermédio (41-60) e risco elevado (61-100). Para
além disso, o teste Prosigna permite também categorizar o CM em subtipos, dando
informagdes relevantes, contribuindo para o progndstico e previsao do beneficio que um

doente tera com o tratamento (M. J. Duffy et al., 2017; Liu et al., 2015).

O EndoPredict ¢ um teste que permite avaliar a expressdo de 11 genes, 3 genes
de referéncia e 8 genes de teste, possibilitando a medi¢do do risco de recorréncia em
doentes com CM em estadios iniciais, RE positivo e HER negativo, que foram tratados

apenas com terapia endocrina adjuvante (M. J. Duffy et al., 2017; Martin et al., 2014)

Desta forma, a partir do teste EndoPredict, em associagdo com a avaliagdao da
condicdo dos ganglios linfaticos do doente e do tamanho do tumor, € calculado um risco
(EPclin) que permite especificar quais os grupos de risco de recorréncia de CM entre 5 a
10 anos. Deste modo, os doentes pertencentes ao grupo de baixo risco pelo EPclin,

apresentam um risco de recorréncia em 10 anos de 4%, recebendo apenas terapia
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endocrina adjuvante. Em contraste, um estudo realizado com doentes considerados de
alto risco pelo EPclin indica que a terapia endocrina adjuvante sozinha pode ndo ser

suficiente, havendo necessidade de alteracdo do tratamento (Filipits et al., 2011).
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4. Tratamento do Cancro da Mama

4.1 Terapéutica Adjuvante

Apesar da incidéncia de CM aumentar de ano para ano, a detecdo precoce e a
individualizagcdo do tratamento tém permitido aumentar significativamente a taxa de
sobrevivéncia dos doentes, melhorando a sua qualidade de vida. O tratamento adjuvante
¢ uma chave importante para o sucesso dos doentes oncoldgicos, reduzindo o risco de
recidiva de CM e melhorando a SLD e a SG. A terapéutica adjuvante € instituida nos
doentes apos a cirurgia do CM e esta estruturada em tratamento local (radioterapia) e
tratamento sistémico (terapia enddcrina, bioldgica e quimioterapia) (Flatley & Dodwell,

2016).

Apds uma cirurgia conservadora da mama ou uma mastectomia, a radioterapia
tem como objetivo eliminar os residuos cancerigenos que permaneceram mesmo apds a
intervengdo. Deste modo, ¢ possivel diferenciar dois tipos de radioterapia, a externa que,
como o proprio nome indica, provém de uma fonte que se encontra no exterior do
corpo, ¢ a interna, designada de braquiterapia, em que a fonte radioativa ¢ colocada no
interior do corpo, por um periodo de tempo definido (American Cancer Society, 2017;

Hennequin et al., 2016).

Uma meta analise realizada pelo Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative
Group (EBCTCG) demonstrou, com base em 17 estudos clinicos randomizados, que a
radioterapia como terapia adjuvante apresenta inlimeras vantagens para os doentes
comparativamente com a cirurgia isolada, diminuindo as taxas de recidiva do CM. Este
estudo permitiu também concluir que, ap6s a cirurgia conservadora da mama nos
doentes com cancro do tipo invasivo e apos a cirurgia do carcinoma ductal in situ de
grau elevado, a radioterapia total da mama € considerada a primeira linha de tratamento
adjuvante. No entanto, esta terapia ndo se mostrou eficaz nos casos em que o CDIS ¢
considerado de baixo grau e de pequeno volume (Darby et al., 2011; Flatley & Dodwell,
2016; Sekiguchi et al., 2015).

Outros estudos também demonstraram que a radioterapia, apds a mastectomia,
possibilita a diminuicdo da taxa de recidiva local e regional, aumentando também a

sobrevida dos doentes. Deste modo, a radioterapia também ¢ considerada vantajosa para
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os doentes que apresentem um tumor maligno com mais de 5 cm, 4 ou mais ganglios

linfaticos afetados ou invasdo linfovascular extensa (Cihan & Sarigoz, 2016).

Relativamente a terapéutica sistémica, para ser instituida ¢ necessario ter em
conta diversos fatores que também sdo utilizados para progndstico, tais como, o estadio
da doenca, tamanho do tumor, estado dos ganglios linfaticos e a biologia do cancro
mamario. A expressao dos recetores RE e HER2 ¢ fulcral para a previsao da resposta a

terapéutica endocrina e anti-HER2 (Chew, 2001; Emanuel Rubini Liedke, 2006).

A grande maioria dos cancros da mama depende dos recetores de estrogénio,
correspondendo a cerca de 60% a 80% dos casos. A interrup¢do da sinalizagdo
desencadeada pela ligagao entre o recetor, RE, e o ligando Estrogénio, demonstrou ser
eficaz na reducdo do risco de recidiva do CM. Assim, a terapia endécrina consiste em
reduzir a producdo do estrogénio, quer através da supressao/abla¢ao (ooforectomia) do
ovario e da terapéutica com inibidores da aromatase quer através da terapéutica com
tamoxifeno, que vai interferir na formagdo do complexo Recetor de

Estrogénio/Estrogénio (Flatley & Dodwell, 2016).

A inibi¢do da divisdo das células cancerigenas pelo tamoxifeno, que ¢ um
modulador seletivo do recetor de estrogénio (MRE), tem como mecanismo de agdo, a
competi¢do com o Estrogénio para a ligacdo a uma das regides de ativa¢ao do recetor.
Deste modo, vai impedir a deslocagdo do recetor para o nucleo e consequente ativacao
da expressdo de varios genes necessarios para o desenrolar do ciclo celular (Flatley &

Dodwell, 2016; Nazarali & Narod, 2014).

O tamoxifeno mostrou ser eficaz tanto em mulheres na pré-menopausa como nas
mulheres apds a menopausa, com CM sensivel as hormonas, ou seja, RE positivo. A
partir de uma meta analise foi possivel concluir que a terapia adjuvante com tamoxifeno
durante 5 anos permite reduzir o risco de recidiva em 10 anos e o risco de mortalidade,
em 47% e 26%, respetivamente. Para além disso, a terapia com tamoxifeno nado
evidenciou nenhum beneficio nas mulheres com tumor maligno na mama RE negativo,
ndo devendo ser considerado como método de tratamento (Chew, 2001; Emanuel

Rubini Liedke, 2006; Nazarali & Narod, 2014).

Em acréscimo, a duragao do tratamento com tamoxifeno mostrou ser mais eficaz
em longos periodos de administracdo comparativamente com periodos mais curtos.

Assim, o tratamento durante 5 anos apresentou mais beneficios na diminui¢do do risco
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de recorréncia do que o tratamento por 1 ou 2 anos, € o prolongamento do tratamento
por 10 anos apresentou ainda mais efeitos na redugdo do risco de recorréncia e de
mortalidade (Davies et al., 2013; Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group
(EBCTCG), 2005).

Os inibidores da aromatase (IA) reduzem a producdo de estrogénio tendo até
efeitos menos toxicos, no entanto, a inibicdo da aromatase pelos IA ndo tem efeito ao
nivel do ovario, e por isso apenas as mulheres que ndo tem ovarios funcionais podem

beneficiar deste tipo de terapéutica (Altundag & Ibrahim, 2006).

A quimioterapia adjuvante reduz o risco de recorréncia ¢ de mortalidade do
cancro da mama em 23% e 17%, respetivamente. Estes beneficios observados variam
consoante a idade do doente e o tipo de CM, dai a existéncia de diversos regimes e

protocolos de quimioterapia (Flatley & Dodwell, 2016).

O regime FEC (fluoruracilo, epirrubicina e ciclofosfamida) a base de
antraciclinas comparativamente com outros regimes mais antigos, como por exemplo,
CMF (ciclofosfamida, metotrexato e fluoruracilo), tem permitido uma redugdo
significativamente maior do risco de recidiva e de mortalidade do CM. Estes regimes
tém como objetivo atacar as células cancerigenas que possam permanecer mesmo apos
cirurgia ou até as que se tenham alastrado para outras partes do corpo, mas que nao
tenham sido detetadas mesmo com o recurso aos exames imagiologicos (American
Cancer Society, 2017; Flatley & Dodwell, 2016). Por sua vez, a ciclofosfamida ¢ um
agente alquilante, o fluoruracilo e o metotrexato sdo fdrmacos antimetabodlicos e a

epirrubicina um agente antraciclico (Rodrigues et al., 2016).

Guidelines da NICE (The National Institute for Health and Care Excellence)
autorizaram o uso do docetaxel na quimioterapia adjuvante, em mulheres que
apresentam ganglios linfaticos positivos, cujo risco de metastiza¢do e de recorréncia €

bastante elevado (National Institute for Health and Care Excellence, 2009).

Deste modo, os principais fdrmacos utlizados na quimioterapia, quer adjuvante
quer neoadjuvante, sdo as antraciclinas (como a doxorrubicina e a epirrubicina), taxanos
(como o paclitaxel e o docetaxel), S-fluoruracilo, ciclofosfamidas e a carboplatina
(American Cancer Society, 2017; Anampa, Makower, & Sparano, 2015). Os taxanos
atuam ao nivel da inibicdo do crescimento, diferenciacdo e proliferacao das células

cancerigenas, enquanto que as antraciclinas s3o antibidticos anti tumorais que
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interferem com a replicagdo, transcricao e reparacdo do DNA e que inibem a acdo do

enzima topoisomerase II, elemento chave na replicagdo do DNA (Luiza et al., 2014).

A terapia bioldgica, por sua vez, visa melhorar os mecanismos de defesa contra
as células cancerigenas, impedir os mecanismos moleculares responsaveis pela
carcinogénese ¢ modificar os fenotipos resistentes aos farmacos. Assim, a terapia
biologica no contexto adjuvante, possibilitara uma terapéutica dirigida a vias
moleculares especificas poupando os doentes a exposi¢do a agentes inativos,

melhorando assim o indice terapéutico (Craft, Hortobagyi, & Moulder, 2007).

Mulheres que apresentem CM HER2+ tém, tendencialmente, pior prognostico
pois este tipo de tumor maligno progride de forma muito rdpida e agressiva. Assim,
visto que as outras terapias nao sdo eficazes neste tipo de CM a terapéutica dirigida,
também designada de terapia bioldgica, ¢ utilizada preferencialmente nas mulheres com
CM HER2+. Deste modo, os agentes biologicos principais sdo o trastuzumab, o
pertuzumab e o neratinib. O trastuzumab ¢ um anticorpo monoclonal que se liga ao
recetor HER2, bloqueando-o. Por sua vez, o pertuzumab ¢ também um anticorpo
monoclonal, no entanto, liga-se a um epitopo diferente do trastuzumab no dominio
extracelular do HER2, esta ligagdo do pertuzumab ao recetor HER2 vai impedir a
dimerizacdo com outros recetores HER. Por ultimo, o neratinib ¢ um inibidor
irreversivel de pequenas moléculas de tirosina cinase, que inibe a sinalizagdo do recetor

HER2 (American Cancer Society, 2017; Martin et al., 2017).

Por conseguinte, a terapia bioldgica pode ser utilizada em combinag¢do com
outros agentes, nomeadamente os quimioterapicos, por forma a superar a resisténcia a
farmacos e aprimorar a atividade da quimioterapia tradicional. A terapia bioldgica
demonstrou eficacia quer no tratamento adjuvante do CM, quer ao nivel do tratamento
do cancro da mama avangado, como sera retratado mais adiante. (Buzdar, 2009; Craft et

al., 2007).

4.2 Terapéutica Neoadjuvante

A terapéutica neoadjuvante diz respeito a terapia que € instituida ao doente antes
de ser efetuada a cirurgia. A importdncia da terapéutica neoadjuvante reside,

essencialmente, no facto de possibilitar que o tumor maligno da mama reduza a sua
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gravidade, permitindo que a cirurgia ndo seja tdo extensa e agressiva para os doentes
além de facilitar a avaliag@o da resposta do cancro ao tratamento (Grossman, Ma, & Aft,

2018; Lux et al., 2017).

Inicialmente, a Terapéutica Enddécrina Neoadjuvante (TEN) era limitada as
mulheres mais velhas apds a menopausa, que apresentavam tumores de grandes
dimensdes e que nao eram consideradas candidatas adequadas, quer para a
quimioterapia neoadjuvante (TQN) quer para cirurgia. No entanto, com o0
desenvolvimento de IA cada vez mais eficazes e com a capacidade de identificar mais
precocemente a resposta enddcrina, foi possivel alargar a area de atuacdo da TEN
(Grossman et al., 2018). As mulheres com CM RE positivo sdo as candidatas mais

apropriadas para receberem TEN.

Por outro lado, a TQN ¢é mais utilizada em doentes com CM operavel que
apresentam os seguintes fatores: ganglios linfaticos positivos, grande volume de tumor
maligno, idade mais jovem e as carateristicas bioldgicas do cancro (grau elevado, HER2

positivo, recetores hormonais negativos ¢ CM triplo negativo) (Cain et al., 2017).

Como referido anteriormente, a terapia sistémica neoadjuvante ¢ bastante
vantajosa, por permitir a diminuicdo do grau e do estadio de tumores de grandes
dimensdes, tornando os inoperaveis em operdveis e possibilitando mais cirurgias

conservadoras da mama e ndo tao extensas (Charehbili et al., 2014; Vaidya et al., 2017).

Por conseguinte, vérios estudos foram realizados com o objetivo de avaliar as
vantagens deste tipo de tratamento sistémico, comparando a terapia enddcrina com a
quimioterapia antes de qualquer intervencdo cirurgica. Assim, houve evidéncia que a
TEN e a TQN apresentaram taxas de resposta bastante semelhantes, sendo as duas
efetivas. Na tabela 3 € possivel verificar os resultados da resposta as diferentes terapias,
enddcrina e quimioterapia, com base em 3 estudos. A toxicidade foi superior na
quimioterapia, no entanto, apesar de ambas as terap€uticas mostrarem ser eficazes, o
tratamento do CM ¢ multifatorial, variando de doente para doente (Charehbili et al.,

2014; Grossman et al., 2018; Semiglazov et al., 2007).

45



O Papel da Proteina Apobec3 no Cancro da Mama

Tabela 3: Terapia enddcrina neoadjuvante versus quimioterapia neoadjuvante (adaptada de Grossman et

al,, 2018)

Fonte

Semiglazon
et al, 2007

Alba et al,
2012
(GEICAM)

Palmieri et
al, 2014
(NEOCENT)

N° de
mulheres

239

95

44

Carateristicas do

Doente

RE+ e/ou RP+

poOs-menopausa,

estadio IIA a
II1B

51% pré-
menopausa

RE+/RP+/HER2-

Pds-menopausa
RE+

Quimioterapia

Doxorrubicina
+ paclitaxel x 4
ciclos

Epirrubicina
+ciclofosfamida
x 4 ciclos,
seguido de
docetaxel x 4
ciclos

S-fluorouracilo
+ epirrubicina +
ciclofosfamida
X 6 ciclos,
alterando para
docetaxel apos
3 ciclos se a
doenga estiver
estavel ou
doenca
progressiva

46

Terapéutica
Endocrina

Anastrozole
ou
exemestano
x 12
semanas

Exemestano
(+
goseralina
se pré -
menopausa)
x 24
semanas

Letrozole x
18 semanas

Resposta

64%
quimioterapia

Vs

64%
endocrina

66%
quimioterapia

Vs

48%
endocrina

55%
quimioterapia

Vs

59%
endOcrina

Taxa de Cirurgia

do CM
24%
quimioterapia
Vs

33% endocrina

47%
quimioterapia

Vs

56% endocrina

55%
quimioterapia

Vs

68% endocrina
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Nos 3 estudos acima apresentados as taxas de resposta foram semelhantes em
ambas as terapéuticas, ndo havendo variagdes muito significativas. No estudo de
Semiglazon et al. (2007), a terapéutica enddcrina com [A foi mais bem tolerada, no
entanto, as taxas de resposta e da cirurgia conservadora da mama, foram semelhantes
nas mulheres apds a menopausa com cancro de mama RE+ ¢ RP+ (Grossman et al.,
2018). Encontra-se ilustrado uma representacdo da resposta parcial e total dos tumores

ao tratamento, usando a mamografia (ver figura 10).

Os TA também apresentaram uma eficacia superior ao tamoxifeno e por isso
favorecerem a cirurgia conservadora da mama, quando usados antes da cirurgia durante

3 a4 meses (Abrial ef al., 2006; Semiglazov et al., 2007).

Figura 10: Representacdo da resposta dos tumores ao tratamento, por mamografia. A — Parcial, B — Total
(adaptada de Semiglazov, 2007).

No estudo de Palmieri et al (2014), foram avaliadas 44 mulheres na pos-
menopausa, com menos de 70 anos de idade que apresentavam tumores RE positivos,
superiores a 2 cm detetados por ultrassom ou mamografia (Grossman et al., 2018;
Palmieri et al., 2014). Este estudo permitiu concluir que tanto a TEN como a TQN sao
bastante eficazes no tratamento de CM RE+, mostrando que a TEN pode ser uma
alternativa interessante no tratamento deste tipo de tumor maligno da mama (Palmieri et

al., 2014).

Por conseguinte, a terapia neoadjuvante ndo tem como objetivo substituir a

terapia adjuvante, mas sim atuar como uma alternativa para mulheres que apresentam
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CM palpaveis que necessitem de mastectomia, diminuindo a area do tumor e o seu grau,
favorecendo a cirurgia conservadora da mama (Abrial et al., 2006; Semiglazov et al.,

2007).

Para além disso, a terapia neoadjuvante permite também avaliar a sensibilidade
do tumor ao tratamento, funcionando como um teste in vivo. Logo, uma faléncia no
tratamento pré-operatorio pode prever a resposta, desse mesmo tratamento quando

administrado apds a cirurgia (Semiglazov et al., 2007; Vaidya et al., 2017).

4.3 Terapéutica do Cancro da Mama Metastizado

O cancro da mama metastizado (CMM) ¢ considerado incuravel, pelo que o
objetivo do seu tratamento passa principalmente pela paliacdo, por forma a melhorar a
qualidade de vida dos doentes e, se possivel, prolongar a sobrevivéncia. Deste modo, o
tratamento sistémico para o CMM apresenta como op¢des a terapia endocrina, a
quimioterapia ¢ a terapia bioldgica com agentes biologicos (F. Cardoso, Harbeck,

Fallowfield, Kyriakides, & Senkus, 2012).

Os agentes citotoxicos sdo utilizados, principalmente, em primeira linha nos
CMM triplo negativos. Neste ambito, os taxanos sao a melhor escolha para o tratamento
inicial, dado que se evidenciaram mais eficazes que as antraciclinas. No entanto,
também podem ser utilizados em CMM recetores hormonais positivos (RH+), em
situagdes em que os tumores sdo rapidamente progressivos, quando o tumor ja se
encontra bastante extenso nos orgdos € em mulheres que apresentem resisténcia a
terapia endocrina. E de salientar que a excegdo destes casos, a terapia endocrina
apresenta melhores resultados, sendo o tratamento preferencial para CM RH+

(Andreopoulou & Sparano, 2013; Castro, 2016).

O gene HER2 encontra-se amplificado em 25% a 30% dos casos de CM, estando
a sua excessiva expressao relacionada com CM agressivos. Neste contexto, o tratamento
endocrino em associacdo com a quimioterapia, demonstrou ser mais eficaz,
apresentando uma taxa de resposta global significativamente superior, melhorando a
sobrevida em comparagdo com a quimioterapia usada isoladamente (Slamon et al.,

2001).

48



Tratamento da Cancro da Mama

Os citotoxicos, como o proprio nome indica, apresentam toxicidade. Assim, a
quimioterapia ¢ limitada e s6 se usa enquanto for visivel progressdo favoravel da
patologia ou até¢ ao limite de toxicidade aceitdvel, sendo inevitavel que emerjam
resisténcias a terapéutica. Nestas situagoes, ¢ realizada uma avaliacdo e as terapéuticas
de segunda linha devem ser consideradas, isoladas ou em combinagdo, consoante as
necessidades do doente. Como terapéutica de segunda linha, estdo aprovados
formalmente, para a terapia do CMM previamente exposto a antraciclinas e taxanos, trés
agentes citotoxicos, nomeadamente: capecitabina, ixabepilone e o mesilato de eribulina

(Andreopoulou & Sparano, 2013; Castro, 2016).

Havendo evidéncia no tumor maligno da mama, por biopsia, de recetores
hormonais positivos, o tratamento preferencial ¢ a terapéutica enddcrina (F. Cardoso et
al., 2012). Assim sendo, ¢ possivel identificar trés classes principais de farmacos
envolvidos na terapéutica enddcrina: os 1A, os MRE e os antagonistas dos recetores de

estrogénios (ARE) (Reinert & Barrios, 2015).

O tamoxifeno ¢ o MRE considerado standart no tratamento do CMM
metastizado RE+, apresentando eficacia e um perfil de toxicidade favoravel. No
entanto, diversos estudos mostraram que os IA, apresentaram uma taxa de sobrevivéncia
superior ao tamoxifeno. Os principais A utilizados s@o os ndo-esteroides, anastrozol e
letrozol, que se ligam de forma reversivel a aromatase e o exemestano que ¢ um [A
esteroide com ligacdo irreversivel. Os ARE, nomeadamente o fulvestrant permite
bloquear a dimerizacdo do RE e a sua ligacdo ao DNA. Assim, ocorre inibicdo da
absorc¢do nuclear e aumenta a degradagao do RE que, por sua vez, leva a inibi¢do da

sinalizacdo de estrogénios (Reinert & Barrios, 2015; Robertson ef al., 2003).

Por fim, a terapéutica bioldgica tem como objetivo atuar ao nivel de um alvo
molecular especifico. Apesar das suas inimeras aplicagdes, um exemplo do referido ¢ a
terapia anti-HER2, primeira linha no tratamento de CM HER2+ que, em associagdo a
terapia endocrina e a quimioterapia, pode apresentar ainda mais beneficios quando
conjugados com a terapia dirigida. Neste contexto, o trastuzumab ¢ o anticorpo
monoclonal mais utilizado, que estéd dirigido ao subdominio extracelular IV bloqueando
a homodimeriza¢do da proteina HER2 (Castro, 2016; Giordano et al., 2014; Jiang &

Rugo, 2015).
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~\
*Pertuzumab + trastuzumab + Taxano
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adiante *Pertuzumab + trastuzumab )

Figura 11:Sequéncia de opgdes de tratamento do CMM HER2+ (adaptada de Jiang & Rugo, 2015).

Ao longo dos anos de tratamento destes CMM verifica-se que cerca de 25% dos
doentes com CMM HER2+ acabam por ter recidiva apos terapéutica adjuvante com
trastuzumab e, apesar da terapia combinada com quimioterapia ter demonstrado um
aumento na taxa de sobrevivéncia e da duragdo de resposta, os doentes acabam também
por evidenciar progressdo desta neoplasia. Deste modo, sdo necessarias abordagens
adicionais para o tratamento do CMM HER2+, entre elas: pertuzumab, lapatinib
(molécula que inibe o fator de crescimento epidérmico, incluido o HER2, através da
inibi¢do dos dominios da tirosina cinase) e o ado-trastuzumab emtansina (T-DMI,
anticorpo conjugado). Assim, devem ser tidas em conta algumas opgdes terapéuticas

para o tratamento do CMM HER2+ (ver figura 11) (Jiang & Rugo, 2015).
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5. Proteina APOBEC3

5.1 Familia APOBEC

Em todo mundo, todos os dias, sdo diagnosticadas mulheres com CM.
Considerada uma das neoplasias mais frequentemente diagnosticadas entre as mulheres,
podendo até, em muitos paises, ser encarada como a principal causa de morte por
cancro. Neste contexto, os fatores genéticos t€ém vindo a desempenhar um papel cada
vez mais importante na compreensao ¢ etiologia do CM esporadico e de origem familiar

(Han et al., 2016; Rezaei et al., 2015; Xuan et al., 2013).

As mutacdes somaticas ao nivel do genoma sdo um mecanismo critico para a
transformagdo das células normais em células cancerigenas, existindo incalculdveis
mutagdes nos cancros em geral (Rezaei et al., 2015). Deste modo, a instabilidade do
genoma ¢ uma caracteristica bem reconhecida no cancro, quer ao nivel das mutagdes na
arquitetura dos cromossomas quer nas alteracdes mutacionais ao nivel dos SNPs (Kanu

etal., 2016).

Recentemente, alguns estudos de associagdo do genoma, tendo como foco
primordial a avaliacdo dos SNPs, identificaram cerca de 70 loci comuns relacionados
com a suscetibilidade genética do CM. Contudo, a grande maioria dos novos fatores
genéticos identificados, simultaneamente com os genes conhecidos, s justificam uma
pequena parte da variagdo que se observa ao nivel da hereditariedade do tumor maligno

da mama (Long et al., 2013; Xuan et al., 2013).

Apesar do referido, a identificacdo das variagdes do numero de copias (CNV),
outro tipo de variagdo genética, permitiu uma nova perspetiva da variagao estrutural do
DNA e da doenga, revelando uma fonte importante da variagdo genética humana. As
CNV ocorrem, frequentemente, ao nivel do genoma, representando um espectro mais
amplo do que a simples variagdo na sequéncia de nucledtidos (SNP). Segundo estudos
recentes, tem sido sugerido que as CNV possam explicar melhor a auséncia de
hereditariedade nalgumas doengas complexas, considerando-as como varidveis causais

mais provaveis do que as SNPs (Han et al., 2016; Long et al., 2013; Xuan et al., 2013).
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O enzima APOBEC compreende uma superfamilia de desaminases de citidina,
que permite a desaminacdo das citidinas, presentes no DNA de cadeia simples e no
RNA, que se transformam em uracilo, permitindo assim o controlo de diversos
processos biologicos, nomeadamente a regulacdo da expressao de genes, imunidade
inata, desenvolvimento embrionario e a restricdo viral. Esta familia do gene APOBEC
abrange, nos humanos, 11 genes: citosina desaminase induzida por ativacdo (AID),
APOBECI, APOBEC2 e APOBEC4 e a APOBECS3, que ¢ constituida por 7 genes, aos
quais serd dado maior énfase neste trabalho (Henderson & Fenton, 2015; Nowarski &

Kotler, 2013; Revathidevi, Manikandan, Arunkumar, Rajkumar, & Ramani, 2016).

A AID ¢ codificada por genes presentes no cromossoma 6, encontrando-se
altamente expressa nos linfocitos B, contribuindo, significativamente, para a maturagdo
e diversificagdo da afinidade dos anticorpos. Este gene tem como principais funcdes, a
desaminacdo da citidina em uridina na cadeia simples de DNA, atividade esta
subjacente a hipermutacdo somatica e a recombina¢ao homologa e heter6loga, de forma
a estimular a diversificagdo de anticorpos produzidos pelos linfocitos B (Henderson &
Fenton, 2015; Knisbacher, Gerber, & Levanon, 2016; Swanton, Mcgranahan, Starrett, &
Harris, 2015).

A APOBECI foi a primeira proteina da familia APOBEC a ser descoberta e, tal
como a AID, também ¢ codificada por genes no cromossoma 6. Esta proteina funciona
como um “editor” do RNA, mais especificamente, sendo responsavel pela desaminagao
da citidina 6666 em uridina na ApoB do mRNA, neste contexto, ¢ originado um coddo
“stop” que permite a criacdo de uma proteina mais pequena, a Ap0B48, envolvida no
mecanismo de homeostase dos lipidos (Henderson & Fenton, 2015; Knisbacher et al.,

2016).

A proteina APOBEC2 também se encontra no cromossoma 6, nos humanos e ¢
expressa no coragcdo € nos musculos esqueléticos e segundo os estudos realizados, tem

atividade de desaminase da citidina (Moris, Murray, & Cardinaud, 2014).

A proteina APOBEC4 estd localizada no cromossoma 1 e, tal como a
APOBEC2, as suas funcdes ndo estdo claramente definidas (Goila-Gaur & Strebel,
2008; Moris et al., 2014).
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5.2 Subfamilia APOBEC3

A subfamilia APOBEC3 esta localizada no cromossoma 22 no locus 22ql13 e ¢
constituida por 7 genes, nomeadamente: APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3C,
APOBEC3DE, APOBEC3F, APOBEC3G e APOBEC3H (Moris et al, 2014;
Revathidevi et al., 2016). As proteinas A3 podem ter diferentes localizagdes na célula,
sendo que as A3G, A3D e A3F se localizam no citoplasma, a A3A, A3H e A3C podem
ser encontradas no nucleo ou no citoplasma, enquanto que a A3B estd confinada

principalmente no nucleo (Covino, Gauzzi, & Fantuzzi, 2017).

Tendo em conta a sua estrutura, os genes da subfamilia APOBEC3 podem ainda
ser diferenciados em dois grupos, caracterizados pela presenca de um ou dois dominios
conservados de zinco (Z), necessarios para a sua atividade de desaminase. Assim, as
proteinas A3A, A3C e A3H possuem apenas um dominio de zinco, enquanto que as
proteinas A3B, A3DE, A3G e A3F possuem dois. Estas diferencas estruturais podem
estar subjacentes as diferencas que se observam ao nivel da funcionalidade de cada uma

destas proteinas (Covino et al., 2017; Nowarski & Kotler, 2013).

Para além do referido, todas as proteinas da familia APOBEC apresentam
dominios caracteristicos: um curto dominio em hélice o, seguido de um dominio
catalitico (CD), um péptido ligante e um dominio pseudocatalitico (PCD). Nas proteinas
A3B, A3F e A3G estas unidades encontram-se duplicadas, inteiras, de forma a criar
uma estrutura de dominio, designada de hélicel-CD1-ligantel-PCD1-hélice2-CD2-
ligante2-PCD2. Cada um dos dominios cataliticos contém na sua estrutura o motivo
conservado H-X-E-(X);7.28-P-C-(X),4-C, deste modo, os residuos de cisteina e
histidina ligam-se ao zinco e o residuo de glutamato vai permitir o transporte de protdes

durante o processo de desaminagdo (Goila-Gaur & Strebel, 2008; Swanton ef al., 2015).

As proteinas que constituem a subfamilia APOBEC3 atuam, preferencialmente,
ao nivel do DNA da cadeia simples e tem demonstrado um papel fundamental ao nivel
da imunidade inata antiviral, ao introduzirem muta¢des no DNA viral impedindo a
replicacdo do virus, devido a capacidade de desaminagdo, que permite a conversao da

citidina em uracilo ( C = U) (Green et al., 2016; Swanton et al., 2015).

No entanto, as proteinas APOBEC3 tém varias funcdes para além do seu

envolvimento na imunidade inata (Nowarski & Kotler, 2013). Deste modo,
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recentemente, varios estudos tém-se interessado na capacidade da subfamilia APOBEC3
poder também causar danos no genoma celular (Green et al., 2016). Com os avangos ao
nivel do genoma de células cancerigenas e da caracterizacdo bioquimica destas enzimas,
foi possivel propor que as variagdes que se observam nas APOBEC3 podem estar
intimamente relacionadas com diversos tipos de cancros humanos, especificamente, o
CM, do pulmao, bexiga, cabec¢a/pescogo e cancro do colo do utero (Han et al., 2016;
Kanu et al., 2016). Neste contexto, esta capacidade de restri¢do viral e de predisposi¢ao
para o cancro pode, em grande parte, estar relacionada com o facto de estas proteinas

serem de natureza altamente polimorfica (Revathidevi et al., 2016).

Nesta ultima década, tendo em conta o referido, as proteinas APOBEC3 tém
sido encaradas como agentes mutagénicos. Assim, ndo sO apresentam capacidade de
mutar o DNA viral como também podem estar associadas a carcinogénese e a
progressdo de tumores, ao terem capacidade de provocar mutagdes ao nivel do DNA

(Covino et al., 2017; Han et al., 2016; Nowarski & Kotler, 2013).

Esta hipdtese da familia APOBEC3 como agente capaz de provocar mutagdes
foi, inicialmente, estruturada tendo em conta duas observacdes. A existéncia de sobre-
expressdo de alguns membros da familia A3 nas células cancerigenas de amostras de
tumores primarios; e a preseng¢a de mutagdes tendo em conta a influéncia das proteinas
A3 nas transigdes de citosina em timina (C>T) e transversdes de citosina em guanina
(C>G). Estes grupos de mutagdes de citosina sdo designados de kataegis, que ocorrem
exclusivamente dentro dos motivos dinucleotidos, 5'-TC, caracteristicos de alguns
membros da familia APOBEC. O mecanismo envolvido neste processo ¢ o da
desaminacdo da citidina em uracilo que ocorre, como ja referido, preferencialmente na
cadeia simples de DNA (durante a replicacdo ou a recombinacao). Consequentemente,
este processo provocara erros durante a sintese da cadeia de DNA complementar, ao
haver insercao de bases de nucledtidos de adenina, resultado da transicao de C para U.
A atividade da proteina A3B tem estado especificamente associada a este mecanismo de
mutacoes somaticas. (Covino et al., 2017, Swanton et al., 2015). A expressdao das
mutagdes provocadas pela proteina APOBEC3 pode originar uma instabilidade no
genoma, induzindo substituicdes de bases que, por sua vez, pode levar a carcinogénese
nas células humanas ou aumento de resisténcias aos tratamentos (Revathidevi et al.,

2016).
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A elevada expressao da proteina A3B foi também recentemente correlacionada
com o mau prognostico do CM, estdbmago, rim e pulmao, sendo a principal responsavel
das mutacgdes observadas em muitos cancros humanos. No entanto, o0 mecanismo pelo
qual a proteina APOBEC3 influencia a progressao do cancro nao ¢ claro. Uma hipotese
sugere que esta subfamilia das APOBEC tem maior expressao nas células cancerigenas,
levando ao surgimento de um oncogene ou a perda de um gene supressor de tumor que,
por sua vez, estd relacionada com o surgimento de mutagdes subclonais progressivas a

medida que o tumor evolui, em alguns tipos de cancros (Kanu ef al., 2016).

O subtipo de CM HER2+ ¢ particularmente afetado por mutagdes ao nivel dos
nucleotidos, possibilitando a hipotese de que a atividade da proteina APOBEC3 esta
presente durante a progressdo da doenca. Assim, tumores que apresentem HER2
amplificado e sobre-expressio de HER2 contém uma elevada carga do nimero de
copias somaticas mutadas, sugerindo que este tipo de CM possa estar intimamente
relacionado com a formacdo de copias mutantes ¢ com a atividade desta proteina
(Salmons, Lawson, & Gu, 2017; Zheng et al., 2013). Além disso, ¢ de extrema
importancia referir que a expressao dos genes APOBEC3 ¢ regulada, essencialmente,
pelo estrogénio que, como ja referido, ¢ uma hormona que tem um papel central na

etiologia do tumor maligno da mama (Marouf et al., 2016).

Tendo em conta a CNV, alguns estudos realizados em diferentes populacdes,
relataram a presenga de um locus comum no CM em mulheres, que se localizava entre o
quinto exdo da proteina APOBEC3A e o oitavo exdo da proteina APOBEC3B (Rezaei
et al., 2015). Nestes casos, ocorre uma delecdo que resulta na remocao total da regido de
codificagdo da APOBEC3B, surgindo um novo gene de fusdo com informagao para uma
proteina com uma sequéncia similar 8 APOBEC3A, mas com a termina¢do 3’UTR do
RNAm que codifica a proteina APOBEC3B. Em consequéncia da transcri¢do desta
proteina de fusdo, aumenta a quantidade intracelular de APOBEC3A e ha maior dano no

DNA (Marouf et al., 2016; Rezaei et al., 2015).

Além disso, este mecanismo de dele¢ao tem sido associado ao aumento do risco
de CM tanto em mulheres asidticas como caucasianas, com uma frequéncia de cerca de
37% e 6%, respetivamente. Deste modo, este polimorfismo de exclusdo apresenta uma
variacdo na sua frequéncia, em diferentes populagdes, sendo menos frequente na

populagdo Europeia e Africana, mas comum na Asia. No entanto, ¢ de salientar que nas
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mulheres europeias este polimorfismo também se encontra significativamente associado

ao risco aumentado de CM (Han et al., 2016; Revathidevi ef al., 2016).

Em conclusdo, a familia APOBEC com a sua aptidao para alterar os acidos
nucleicos tem fun¢des multifacetadas, dado que podem regular a expressdo genética, o
desenvolvimento embrionario, defesa do hospedeiro e diversas respostas imunes,
nomeadamente a restri¢cao viral e a diversificagao de anticorpos. Por outro lado, tendo
em conta a variedade de fungdes biologicas que as proteinas APOBEC apresentam, a
sua capacidade de alterar o DNA ¢ de extrema importancia, pois pode provocar
mutagdes indesejaveis. A sobre-expressdo destes genes, por sua vez, acarreta um peso
significativo nas mutacdes somaticas de muitos tumores humanos. Adicionalmente a
sobre-expressdo, as variagdes genéticas nos genes APOBEC apresentam também grande

impacto na progressdo da doenca em muitos cancros (Revathidevi et al., 2016).

Para além do referido a subfamilia de genes APOBEC3 codifica as desaminases
de citidina, desempenhando papéis cruciais na imunidade inata, ao permitirem a
mutag¢do do DNA viral impedindo assim a sua replicagdo (Han et al., 2016). No entanto,
apesar do mecanismo de regulacdo celular da atividade enzimatica das A3 ndo estar
ainda totalmente esclarecido, a literatura atual sugere que a sobre-expressdo ou a
desregulacdo destas enzimas pode levar a mutagdo do genoma (Green et al., 2016).
Neste contexto, e tendo em considerag@o o papel das A3B é também sugerido que estas
proteinas podem ter um efeito na carcinogénese que poderd também explicar muitas das
resisténcias aos farmacos que se observam nos doentes com CM (Onguru, Yalcin,
Rosemblit, Zhang, & Kilic, 2016). Assim, o conhecimento dos mecanismos que estdo
subjacentes a carcinogénese, eventualmente provocados por estas proteinas, ¢ de
extrema importancia pois podera trazer valor prognostico e diagnostico, bem como

novas oportunidades terapéuticas para o CM (Swanton ef al., 2015).
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6. Conclusao

O cancro da mama ¢, entre as mulheres, uma das neoplasias mais diagnosticadas
em todo o mundo, representando os homens apenas 1% de todos os cancros de mama.
Apesar da sua incidéncia aumentar de ano para ano, a mortalidade, em muitos paises,
tem vindo a diminuir gradualmente, sugerindo uma benéfica relagdo entre os avangos
em diversas vertentes da medicina e a adesdo cada vez maior aos programas de rastreio

efetuados.

Muitos dos mecanismos envolvidos na génese do CM permanecem pouco
claros, no entanto, hd que ter em conta que esta neoplasia ¢ de grande complexidade,
com uma grande multiplicidade de fatores envolvidos na sua etiologia. Desta forma,
torna-se crucial ter cada vez mais conhecimento no que diz respeito aos métodos de
prognostico e diagnodstico, bem como das novas estratégias terapéuticas, com o objetivo
de, por um lado, aumentar a qualidade de vida das doentes e a sua sobrevida e por outro,
auxiliar os profissionais de satide na pratica de uma abordagem individual adequada as

necessidades de cada mulher.

Neste contexto, a subfamilia APOBEC3 tem ganho destaque, quer pela sua
capacidade como agente mutagénico do DNA viral, quer pela sua capacidade de atuar
ao nivel do genoma humano, originando mutacdes que tem sido intimamente
relacionadas com a carcinogénese e, consequentemente com a progressio € a

heterogeneidade de diversos tumores humanos, incluindo o CM.

Deste modo, apesar dos mecanismos envolvidos nestes processos de mutacao
por parte da grande familia de proteinas APOBEC nao estarem bem esclarecidos, pensa-
se que o conhecimento da capacidade carcinogénica da proteina APOBEC3 possa trazer
valor acrescentado aos processos de prognostico e diagnostico do CM, bem como novas
abordagens terapéuticas, por forma a contrariar muitas das resisténcias que sdo, na

maior parte dos casos, inevitaveis.

\

Por conseguinte, a compreensdo dos mecanismos que levam a ativacao da
familia de proteinas APOBEC podera ter bastante interesse, promovendo a criagdo de
estratégias que consigam inibir a sua ativacdo. Além disso, o facto da proteina
APOBEC3B, e outros membros desta vasta familia, apresentarem locais ativos na sua
estrutura, devera impulsionar os investigadores no desenvolvimento de novas moléculas

inibitorias capazes de suprimir a atividade da familia APOBEC na carcinogénese. Em
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suma, torna-se de extremo interesse que mais estudos e investigagdes sejam realizados

neste ambito, por forma a otimizar a abordagem aos doentes com cancro de mama.
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Anexo I — Classificagdo TNM (8* edi¢ao, 2017) segundo a Unido Internacional para o
Controlo do Cancro (UICC) (adaptada de Brierley, Gospodarowicz & Wittekind, 2017).

T — Tumor Primario

TX — Tumor primario nao pode ser avaliado;
TO — Nao hé evidéncia de tumor primario;
Tis — Carcinoma in situ;

Tis — Carcinoma ductal in situ (DCIS);

Tis — Carcinoma lobular in situ (LCIS);

Tis — Doenca de Paget do mamilo ndo associada com carcinoma invasivo e / ou

carcinoma in situ (DCIS e / ou LCIS) no parénquima de mama subjacente.

Os carcinomas no parénquima da mama associado a doenga de Paget sdo classificados
com base no tamanho e nas caracteristicas da doenga do parénquima, embora ainda seja

observada a presen¢a de doenca de Paget.
T1 — Tumor menor ou igual a 2 cm

e Tlmi— Microinvasdo 0.1.cm ou menos na maior dimensao
e Tla— Mais de 0.1 cm, mas menor que 0.5.cm na maior dimensao
e TI1b— Mais do que 0.5.cm, mas menor que 1cm na maior dimensdo

e Tlc—Mais de 1 cm, mas menor que 2.cm na maior dimensao
T2 — Tumor com mais de 2 cm, mas menor que 5 cm na maior dimensao
T3 — Tumor com mais de 5 cm

T4 — Tumor de qualquer tamanho com extensao direta para a parede do térax e / ou para

a pele (ulceracdo ou nodulos na pele)

e T4a— Extensao para a parede toracica (ndo inclui invasdo muscular peitoral)

e T4b — Ulceracao, ndédulos cutaneos homolaterais, ou edema cutaneo (incluindo
pele em casca de laranja);

e T4c— Ambos T4a e T4b

e T4d — Carcinoma inflamatorio



N — Nodulos linfaticos regionais

NX — Os ganglios linfaticos regionais ndo podem ser avaliados (ex.: previamente

removidos)
NO — Nao ha evidéncia de metastases nos ganglios linfaticos regionais
N1 — Metastase nos ganglios linfaticos axilares homolaterais moveis nivel I e 11

N2 — Metastase no (s) ganglio (s) linfatico (s) axilar (es) homolaterais, fixos entre
(conglomerado) ou a outras estruturas, ou em ganglios linfaticos internos mamarios

homolaterais com metastizagao clinica aparente, sem evidéncia de metastizagdo axilar.

e N2a — Metastase em ganglios axilares homolaterais fixos entre si (em camadas)
ou a outras estruturas
e N2b — Metastizagdo clinicamente aparente dos ganglios da cadeira mamaria

interna sem evidéncia de metastases axilares

N3 — Metastase no(s) ganglio(s) linfatico(s) infraclavicular homolaterais (nivel III
axilar) com ou sem envolvimento ganglionar axilar; ou ganglios da cadeia mamaria
homolaterais interna com metastiza¢do axilar de nivel I, II clinicamente evidente; ou
metastase no  (s) ganglio(s) linfatico(s) supraclavicular(es)  homolateral

independentemente da presenca de metastizagao axilar ou da cadeia mamaria interna.

e N3a — Metastase em ganglios linfaticos infraclaviculares homolaterais e em
ganglios axilares.

e N3b — Metastase em ganglios da cadeia mamaria interna homolaterais e em
ganglios axilares.

e N3c — Metastase em ganglios supraclaviculares homolaterais.

N Patologico

pNX — Os ganglios linfaticos regionais ndo podem ser avaliados (ex.: previamente

removidos, ndo removidos para estudo patologico)

pNO — Nao ha evidéncia de metéstases nos ganglios linfaticos regionais



pN1 — Micrometastases ou metastases em 1 a 3 ganglios linfaticos axilares homolaterais

e/ou ganglios da cadeia mamaria interna com metastases detetadas por bidpsia do

ganglio sentinela, mas ndo detetada clinicamente.

pN2 —

pNImi — Micrometastases (maiores do que 0.2 mm e/ou mais do que 200
células, mas inferiores a 2.0 mm)

pNla — Metastases em 1 a 3 ganglios linfaticos axilares, incluindo pelo menos
um maior que 2 mm

pN1b — Ganglios linfaticos da cadeia mamaria interna

pNIlc — Metastases em 1 a 3 ganglios linfaticos axilares e nos ganglios da cadeia

mamaria interna

Metastases em 4 — 9 ganglios linfaticos axilares homolaterais, ou ganglios da

cadeia mamaria interna homolaterais com metastizagao clinicamente aparente, com

auséncia de metastizacdo nos ganglios linfaticos axilares

pN3

pN2a — Metéstases em 4 — 9 ganglios linfaticos axilares, incluindo pelo menos
um maior que 2 mm
pN2b — Metastases clinicamente detetadas nos ganglios linfaticos da cadeia

mamaria interna, na auséncia de metastizacao dos ganglios linfaticos axilares

pN3a — Metastases em 10 ou mais ganglios linfaticos homolaterais axilares (pelo
menos um superior a 2 mm) ou metastizacdo nos ganglios linfaticos
infraclaviculares

pN3b — Metastases nos ganglios da cadeia mamaria interna homolaterais,
clinicamente detetados, na presenga de ganglios linfaticos axilares positivos; ou
metastizagdo em mais de 3 ganglios linfaticos axilares e nos ganglios linfaticos
da cadeia mamaria interna detetadas microscopicamente € macroscopicamente
por bidpsia do ganglio sentinela, ndo clinicamente detetada

pN3c — Metastizagdo dos ganglios linfaticos homolaterais supraclaviculares

M — Metastases a Distancia

MO — Sem metastases a distancia



M1 — Presenc¢a de metastases a distancia



