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A Medicina de Precisdo pode ser definida como o uso das informagdes
genéticas, epigenéticas, da exposicdo ambiental e outros dados para definir
padrdes individuais de caracteristicas do individuo e das doengas. Essa nova
abordagem permite a segregacdo de pacientes com uma doenga especifica em
subgrupos, baseado em suas caracteristicas genotipicas e fenotipicas. Dessa
forma, a Medicina de Precisdo possibilita a melhor resposta para um medi-
camento em particular ou o risco diminuido de efeitos secundarios, podendo
assim direcionar cada paciente ao tratamento mais adequado’.

A descoberta de novos tratamentos para doengas humanas sempre inclui
fases de ensaios clinicos, durante os quais, em uma das etapas finais, os indivi-
duos afetados pela doenga passam pelo tratamento testado. Embora o desenho
e a implementacido desses ensaios tenham se tornado cada vez mais precisos ao
longo da histdria, hd uma variabilidade na resposta entre individuos que nao
pode ser explicada apenas por variacdes na idade, na nutri¢do, no ambiente ou
de outros fatores comumente analisados. A busca de respostas para justificar a
ineficicia, os efeitos adversos ou o dbito em certos individuos avangou a medi-
da que os estudos do genoma humano progrediam. A resposta, ao que parece,
esta nas variabilidades individuais dos genes e da expressdo génica.

A Oncologia de Precisdo, um brago da Medicina de Precisao, é definida pelos
estudos de perfis moleculares de tumores para identificar alteragdes gendmicas
que podem direcionar um tratamento do cancer individualizado. Ela esta se tor-
nando rapidamente uma pratica habitual na Oncologia Clinica (figura 1).

Figura 1. Fluxo e aplicagcdes da Medicina de Precisdo em Oncologia
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Os testes gendmicos na Oncologia de Precisdo envolvem profissionais como
oncologistas, patologistas, biologistas moleculares e bioinformatas, que traba-
lham de forma coordenada para fornecer amostras de tecido de alta qualidade
para laboratérios tecnicamente preparados, onde a analise molecular apropria-
da leva a resultados precisos para uma indica¢do personalizada do tratamento.
Atualmente, os médicos oncologistas devem estar familiarizados com os tipos de
variantes gendmicas relatadas pelo laboratdrio e as tecnologias utilizadas para
determinar os resultados, incluindo limitagdes das metodologias e relatérios de
testes atuais. A interpretagdo dos resultados gendmicos é mais bem realizada por
grupos multidisciplinares, com o auxilio de ferramentas de Bioinformética vali-
dadas para produzir relatorios precisos e, assim, reduzir a incerteza nas recomen-
dacdes clinicas relacionadas a uma variante identificada®.

O valor do perfil molecular previne tanto a subutilizagao de terapias-alvo
de variantes bem documentadas, quanto a superutilizagdo da terapia sem bene-
ficio comprovado. A medida que as técnicas moleculares evoluem e se tornam
economicamente acessiveis, o uso de testes moleculares pode adicionar mais
especificidade e melhorar os resultados para um nimero maior de pacientes>.

Pontos-chave

» A Oncologia de Precisdao comegou a ser praticada a partir do conheci-
mento do genoma do céncer por meio de testes moleculares, incluindo
o sequenciamento de nova geracdo (NGS);

 Oncologistas devem estar familiarizados com aspectos técnicos dos
testes moleculares, para facilitar a selecio do exame a ser realizado e a
interpretacdo dos resultados fornecidos;

 Consideragdes para testes moleculares incluem: qual tipo de tecido
utilizar; tempo de perfil no curso da doenca; extensdo do painel para
encomendar; e grau de anotagdo clinica relatado;

o A interpretacdo de dados moleculares para facilitar as melhores pra-
ticas continua sendo um desafio. A participacdo em ensaios clinicos e o
compartilhamento de conjuntos de dados moleculares ou clinicos vin-
culados sdo fortemente incentivados.

1. Marchiano RM, Di Sante G, Piro G et al. Translational research in the era of Precision Medicine: where we are and
where we will go. ] Pers Med. 2021 Mar 18;11(3):216.

2. Rodriguez H, Zenklusen JC, Staudt LM et al. The next horizon in Precision Oncology: proteogenomics to inform
cancer diagnosis and treatment. Cell. 2021 Apr 1;184(7):1661-70.

3. Advani D, Sharma S, Kumari S et al. Precision Oncology, signaling and anticancer agents in cancer therapeutics.
Anticancer Agents Med Chem. 2022;22(3):433-68.
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O céncer ¢ uma doenga genética, ou seja, todos os tipos de cincer sdo cau-
sados por alteracdes nos genes que controlam a forma como nossas células
funcionam, especialmente como elas crescem, se dividem e sobrevivem. Os
genes carregam as informagdes para sintetizar as proteinas que sao essenciais
para a estrutura e para o metabolismo das nossas células. Alteragoes genéticas
podem fazer com que as células modifiquem os mecanismos normais de con-
trole de crescimento e desenvolvam um céncer. Por exemplo: variantes gené-
ticas adquiridas em receptores de crescimento celular (como EGFR e HER-2)
e de ativagdo celular (como KRAS, NRAS e BRAF) aumentam a ativagdo de
proteinas das vias metabdlicas relacionadas com a ativagdo e com a sobrevida
celular, tornando-a uma célula tumoral. Ja alteracdes em outro grupo de genes
que normalmente tem a funcio de reparo de DNA (como BRCA-1, BRCA-2 e
MLH]1) e de supressdo tumoral (TP53) resultam na producio de proteinas de
forma disforme e, portanto, ndo funcionais'.

Alteragdes genéticas que aumentam o risco de cancer podem ser herdadas
de nossos pais, caso essas alteragdes estejam presentes nas células germinativas,
aumentando muito o risco de desenvolvimento de alguns tipos de cancer. Tais
alteragdes, chamadas de variantes germinativas, estdo presentes em todas as
células do individuo e podem ser transmitidas para outras gera¢des, causando
o céncer hereditario. As variantes germinativas sdo identificadas em cerca de
5% a 10% de todos os canceres. Pesquisadores associaram variantes em genes
especificos com mais de 50 sindromes de cincer hereditario.

Essas variantes ocorrem em genes protetores, que regulam diretamente o ci-
clo celular (como TP53, RB1 e APC) e genes de manutencdo, que atuam reparan-
do danos no DNA (como BRCA-1, BRCA-2, MLH1, MSH2 e PMSL1), mantendo
assim a integridade genomica e evitando a instabilidade genética. Essas alteragdes
sozinhas ndo induzem a formagao de neoplasia, pois alteragdes nesses genes nao
conferem vantagens proliferativas a célula, mas facilitam a ocorréncia de outras
variantes que dardo inicio a carcinogénese. No entanto, algumas familias podem
possuir mais de um individuo com o mesmo tipo de cancer sem associagdo com
variantes genéticas herdadas, mas, sim, devido ao estilo de vida compartilhado,
como o uso de tabaco, por exemplo. Ainda assim, certos padrdes em uma familia
podem ajudar a sugerir a presenca de uma sindrome de cancer hereditario, como
os tipos de cincer que desenvolvem, outras condigdes ndo cancerigenas que sio
identificadas e a idade em que o cincer se manifesta’.

Por outro lado, as alteragdes genéticas causadoras do céncer esporadico, ou
seja, cancer nao hereditario, sdo adquiridas ao longo da vida como resultado de
erros no nosso genoma que surgem a medida que as células se dividem. Essas
alteracdes ocorrem devido a exposicao a substincias cancerigenas que danifi-
cam o0 DNA, como produtos quimicos do tabaco, radiagdo ionizante, raio ultra-
violeta do sol e até infeccOes virais. Essas alteragdes genéticas que ocorrem de
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forma nao hereditaria sdo chamadas de alteragdes somaticas (ou adquiridas).
Na literatura, essas variantes somaticas podem ser do tipo passenger mutation,
isto é, variantes que ndo estdo envolvidas com a oncogénese e ndo conferem
vantagem no crescimento clonal das células tumorais. Por outro lado, as driver
mutations sdo as variantes envolvidas com a oncogénese e que conferem a van-
tagem no crescimento e na sobrevida clonal das células tumorais (figura 2)°.

Figura 2. As trocas especificas de nucleotideos de um genoma podem
estar vinculadas as diferentes exposicdes de agentes quimicos,
infeccdes, raio ultravioleta e por erros causados na replicacdo do DNA
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Existem diversos tipos de variantes genéticas que podem ocorrer no DNA.
Algumas alteragdes afetam apenas o nucleotideo: sao os SNPs (single nucleoti-
de polymorphism), no qual um nucleotideo pode ser substituido por outro, o
que pode ou ndo modificar as estruturas fisico-quimicas e funcionais de uma
proteina. Outras alteragdes podem envolver pequenas delecoes e insercdes de
DNA, as indels; ou ainda as modificagdes no DNA que incluem rearranjos (fu-
sOes génicas) e grandes delecdes ou duplicagdes de longos trechos de DNA,
aumentando ou diminuindo o nimero de cdpias génicas (CNVs) (figura 3).
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Figura 3. Diferentes tipos de alteracdes encontradas no DNA de uma
célula tumoral
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Todas as classes podem ser clinicamente relevantes porque informam ao médico
sobre as alteragdes moleculares subjacentes 4 doenga do paciente

Em alguns casos, as alteragdes ndo ocorrem somente na sequéncia de DNA.
A adi¢do ou remocido de marcas quimicas (como metilacoes e acetilagoes), cha-
madas modificagdes epigenéticas no DNA, por exemplo, podem influenciar a
expressdo génica e a producao de proteinas essenciais para a proliferagdo ce-
lular*. Essas modificagdes epigenéticas tém como consequéncia a diminui¢ao
da expressao de genes importantes na supressao tumoral e no reparo do DNA,
entre outras funcoes.

Entre os outros fatores epigenéticos, podemos destacar o controle génico
por miRNA (microRNA). Os miRNA sido pequenas moléculas RNAs sem co-
dificagdo, que regulam a expressdo genética pos-transcricional. Esses miRNA
geralmente ligam-se as regides 3°-UTR (regido nao traduzida) de seus mRNAs-
-alvo e reprimem a produgdo de proteinas, desestabilizando o mRNA e o silen-
ciamento de expressdo de proteinas essenciais no controle celular (figura 4)°.
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Figura 4. Mecanismos epigenéticos: (a) modificacdes das histonas por
acetilacdo, fosforilagao e metilagao; (b) interferéncia na traducdo do
MRNA por miRNA,; (c) metilacdo e demetilacdo em promotores de genes
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Heterogeneidade intratumoral

Varios processos mutacionais e de instabilidade cromossdmica ocorrem
durante o crescimento de um tumor e fazem com que, a partir de um unico
clone celular, desenvolva-se um tumor temporal e espacialmente heterogéneo.
A quimioterapia e a radioterapia durante o tratamento do cdncer podem igual-
mente criar uma instabilidade genémica, aumentando o espectro mutacional
do tumor®.

A diversidade gendmica dentro de tumores é um fator muito importante na
etiologia e na progressao de um determinado tumor. Com o desenvolvimento
de técnicas de microdisseccao de cortes histopatoldgicos e do sequenciamento
de grandes painéis génicos pela técnica de NGS, a compreensido da heteroge-
neidade intratumoral (HIT) gendmica esta se tornando cada vez mais aparente.
O sequenciamento genémico de células de regides tumorais espacial e tempo-
ralmente distintas comegou a desvendar a extensdo da diversidade dentro dos
tumores (figura 5).
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Figura 5. Evolucdo da heterogeneidade tumoral
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Estudos revelam que o grau de HIT pode ser altamente variavel, ja tendo
sido identificadas mais de 8 mil variantes dentro de tumores primdrios, en-
tre locais primarios e metastaticos, ou de recidiva. Apesar das ressalvas quanto
as diferengas no procedimento amostral, estagio tumoral e profundidade de
sequenciamento, ¢ evidente que certos tipos de tumores, como melanoma e
cancer de pulmao, abrigam uma carga mutacional de codificagdio homogénea
significativamente maior do que outros tipos de cancer.

Dessa forma, alteracdes em oncogenes que tornam os genes constitutiva-
mente ativos sdo consideradas variantes patogénicas ou alteragdes driver e
sao pontos de controle centrais para a progressio de malignidades. Por outro
lado, os genes supressores tumorais, envolvidos naturalmente no controle da
patogénese tumoral, podem causar a progressao do cincer quando inativados
por meio de variantes pontuais, metilagio do DNA ou perda de alelo em um
loco heterozigoto (LOH). Multiplos processos resultam na desregulacdo do
maquinario genético no DNA, RNA ou proteina, levando a expressao alterada
da proteina codificada pelo gene. Para capturar todo o espectro de alteragdes
potenciais, multiplas tecnologias devem ser consideradas, denominadas de
abordagem multi ou pan-omics. O grande nimero de opg¢des de tecnologias,
entidades comerciais que oferecem testes e, por vezes, resultados conflitantes
tem sobrecarregado os médicos que procuram obter informagdes moleculares
que resultardo em utilidade clinica para seus pacientes.
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Com o aumento da sensibilidade dos testes moleculares, cada vez é neces-
saria uma menor quantidade de DNA e de RNA para o processamento das
analises. Entretanto, a exigéncia da qualidade dessa amostra bioldgica aumenta.
A qualidade da amostra biologica a ser submetida a um teste molecular reflete
diretamente na acuracia do resultado final. Por isso, a integridade da amostra
deve ser mantida durante todas as etapas dos processos, desde aquisi¢do da
amostra e transporte até o processamento e armazenamento. Estima-se que de
60% a 70% dos problemas encontrados com os resultados obtidos no laborato-
rio sdo devido a fatores pré-analiticos. A fase pré-analitica é caracterizada por
todos os processos em que as amostras sdo submetidas antes de serem recebi-
das no laboratério de gendmica'.

Em 2019, Compton et al? publicaram um consolidado de recomendagdes
para o tratamento pré-analitico de amostras de bidpsias fixadas em formalina e
emblocadas em parafina (FFPE - formalin fixed paraffin embedded) e de amos-
tras de sangue. O estudo foi elaborado pelo grupo Precision Medicine Project
Team do College of American Pathologists (CAP) com base nas recomendagdes
publicadas por American Society of Clinical Oncology (ASCO), Biorepositories
and Biospecimen Research Branch, European Committee for Standardization/
Technical Committee e CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute). Nesse
estudo, foi elencada uma lista de seis fatores pré-analiticos para tecido e sangue
de forma que a integridade das amostras seja preservada.

Recomendacdes de fatores pré-analiticos para manutencio da quali-
dade de acidos nucleicos em amostras de tecido em FFPE

« Tempo para estabiliza¢do: tempo entre a coleta da amostra e a fixagdo
deve ser de menos de uma hora;

o Método de estabilizagdo: a fixacdo deve ser realizada em formalina
tamponada a 10% pH 7. O tempo de fixagdo varia de acordo com o
tipo de tecido, sendo no minimo por seis horas e no maximo 36 horas.
Porém, tecidos ricos em gordura, como mama, por exemplo, podem le-
var até 48 horas para a fixagdo adequada. Descalcificagdo acida néo é
indicada ser realizada em tecidos em que sera feita anélise molecular;

o Espessura da amostra: maximo de 5mm sio recomendados para que
haja penetragdo completa e uniforme da formalina no tecido. Da mes-
ma forma, a propor¢ao de volume de formalina por massa de tecido
deve ser, em geral, de 4:1;

o Manter a qualidade e pureza da formalina utilizada, assim como da
agua, banhos e parafina. A parafina deve ser low-melt (< 60°C);

o Manter condi¢des adequadas de armazenamento, em local limpo e
temperatura entre 18°C e 25°C;

o Manter documentados todos os processos em que as amostras sio
submetidas.
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Recomendacdes de fatores pré-analiticos para manutencio da quali-
dade de acidos nucleicos em amostras de sangue, soro e plasma

« Tempo entre coleta e processamento da amostra: em até 48 horas, caso
o tubo de coleta tenha solucio estabilizadora;

o Coletar as amostras em tubo especifico de acordo com o processo a ser
realizado. No caso de testes moleculares, a coleta deve ser realizada em
tubo contendo EDTA;

» Completar o volume do tubo e fazer a0 menos dez inversdes para ga-
rantir completo contato entre o sangue e a solugdo estabilizadora;

o Caso haja necessidade de centrifugacao, utilizar tempo e velocidade
validados para cada tipo de amostra. Manter a temperatura indicada
para cada protocolo;

« Nao realizar mais de um ciclo de congelamento e descongelamento de
plasma e soro;

o Manter documentado todos os processos em que as amostras sio
submetidas.

Sabe-se que os parametros pré-analiticos podem ser customizados conforme
a necessidade. Para a andlise de DNA tumoral circulante ou bidpsia liquida, o
fator pré-analitico também ¢é de extrema importancia e requer treinamento de
todos os envolvidos.
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