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RESUMO 

 
A carcinogênese mamária é caracterizada por uma elevada 

heterogeneidade genética, o que reflete na sua diversidade clínica e 
histopatológica. Nestes tumores perdas alélicas são frequentes e comumente 
envolvem regiões que contém genes supressores tumorais (GSTs), como por 
exemplo a região do braço curto do cromossomo 3. Neste estudo, analisamos a 
perda de heterozigose (LOH) e a instabilidade de microssatélite (MI) em 142 
pacientes com tumor primário de mama utilizando sete marcadores microssatélites 
localizados em 3p: D3S1307 (3p26.3), D3S1263 (3p25.3), D3S1286 (3p24.3), 
D3S1581 (3p21.3), D3S1300 (3p14.2, intragênico do FHIT), D3S1079 (3p14.2) e 
D3S1274 (3p12.3, intragênico do ROBO1). LOH e MI foram analisados pelo 
sofware Fragment Profiler (MegaBACE 1000 Applied Biosystems) após 
amplificação por PCR com os marcadores microssatélites em amostras de DNA 
obtidos de tecido tumoral congelado e sangue periférico (amostra normal) das 
pacientes. A análise de variância e o teste do Qui-Quadrado foram utilizados para 
analisar os resultados de LOH e os parâmetros histopatológicos: tamanho e grau 
de diferenciação tumoral, envolvimento de linfonodos, presença dos receptores de 
estrogênio (RE) e de progesterona (RP), e amplificação do oncogene ERBB2. A 
LOH foi observada em todos os locos analisados, variando de 19,7% (marcador 
D3S1263) a 45,9% (marcador D3S1307). Para um dos marcadores analisados, 
D3S1274, a presença/ausência de LOH e a positividade/negatividade para o RE 
não se apresentaram homogeneamente distribuídos (χ2

1=8,12; P<0,01). Da 
mesma forma, foi observada uma freqüência elevada e significativa entre a LOH 
para o marcador D3S1274 em carcinomas lobulares (75%) quando comparada 
aos carcinomas ductais (31,8%) e tipos histológicos raros (33%) (χ2

2=5,42; 
P<0,05). A instabilidade de microssatélite (MI) foi observada em seis marcadores, 
com freqüências variando de 1,9% (marcador D3S1581) a 5,4% (marcador 
D3S1300). Com base nos nossos resultados, concluimos que as sub-regiões 
analisadas contêm genes supressores tumorais cuja inativação pode estar 
envolvida na carcinogênese mamária. A alta freqüência de LOH em 3p12.3 
encontrada em carcinomas lobulares precisa ser investigada em amostras de 
tamanho mais consistente para associarmos o envolvimento desta região (e 
possivelmente do gene ROBO1) no desenvolvimento e/ou progressão de 
carcinomas lobulares. 

 
Palavras-Chave: Câncer de mama, perda de heterozigose, instabilidade de 
microssatélite, 3p. 



 

 
ABSTRACT 

 
Breast cancer is characterized by a high genetic heterogeneity, which 

reflects in its clinical and histopathological diversity.  In these tumors, allelic losses 
are frequent and commonly involve regions that contain tumors suppressor genes 
(TSGs), such as the region of the short arm of chromosome 3. In this study, we 
analyzed loss of heterozygosity (LOH) and microsatellite instability (MI) in 142 
patients with primary breast cancer using seven microsatellite markers in 3p: 
D3S1307 (3p26.3), D3S1263 (3p25.3), D3S1286 (3p24.3), D3S1581 (3p21.3), 
D3S1300 (3p14.2, intragenic FHIT), D3S1079 (3p14.2) and D3S1274 (3p12.3, 
intragenic ROBO1). LOH and MI were analysed using the Fragment Profiler 
sofware (MegaBACE 1000 Applied Biosystems) after PCR amplification using the 
microsatellite markers of DNA samples of frozen tumor tissue and peripheral blood 
(normal reference) from the patients. Variance and Qui-square tests were applied 
to correlate the LOH results and the histopathological parameters, which included 
tumor size and grade, lymph node involvement, hormonal receptor status (ER and 
PR), and ERBB2 amplification. LOH was found in all the loci analyzed, with 
frequencies ranging from 19,7% (D3S1263 marker) to 45,9% (D3S1307 marker). A 
significant correlation was observed between ER-positivity and loss of the 
D3S1274 marker (χ2

1=8,119; P<0,01). Also, a high frequency of allelic loss for the 
D3S1274 marker was observed in lobular carcinomas (75%) when compared to 
ductal carcinomas (31,8%) and rare histological types (33%) (χ2

2=5,42; P<0,05). 
Microsatellite instability (MI) was observed for six markers, with frequencies 
ranging from 1,9% (D3S1581 marker) to 5,4% (D3S1300 marker). Based on our 
results, we conclude that the loci studied in the 3p region include specific target 
genes whose inactivation can be involved in mammary carcinogenesis. The high 
frequency of LOH in the 3p12.3 region found in lobular carcinomas should be 
further investigated in order to associate the involvement of this region (and 
possible of the ROBO1 gene) in the development and/or progression of lobular 
carcinomas.  
 
Keywords: Breast cancer, loss of heterozygosity, microsatellite instability, 3p. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O câncer de mama é a maior causa de morte por câncer na população 

feminina no mundo (KALEMKERIAN et al., 2006). No Brasil, as estimativas para o 

ano de 2008 são de 49.400 novos casos, com um risco estimado de 51 casos a 

cada 100 mil mulheres (INCA/MS, 2008).  

 O câncer de mama é uma doença heterogênea que apresenta variações 

genéticas, moleculares e histopatológicas que podem resultar em diferentes 

respostas clínicas (VARGO-GOGOLA e ROSEN, 2007). Dessa forma, o 

entendimento da biologia do câncer de mama e dos mecanismos que regulam os 

processos de iniciação e progressão tumoral, e a busca por marcadores 

moleculares são importantes para o desenvolvimento de melhores procedimentos 

diagnósticos com repercussões terapêuticas e prognósticas. 

 As alterações genéticas envolvidas no desenvolvimento do câncer 

envolvem principalmente a expressão aumentada de oncogenes e/ou à inativação 

de genes supressores tumorais (RODENHISER e MANN, 2006), resultando na 

desregulação da proliferação celular, seleção clonal e formação do tumor.  

A perda de heterozigose (LOH) definida como a perda de um alelo em um 

loco heterozigoto, é uma das alterações mais freqüentemente observadas no 

câncer de mama (MYAKIS e SPANDIDOS, 2002).  Os microssatélites são 

constituídos por seqüências repetidas de DNA e por serem altamente polimórficos 

são usados como marcadores no estudo da perda de heterozigose (LOH) através 

da comparação do DNA extraído de células tumorais e de tecido normal do 

mesmo indivíduo (MARTINEZ, 2006).  

Os microssatélites também podem originar variantes, aumentando ou 

diminuindo o número de repetições. Este processo é chamado de instabilidade de 

microssatélites (MI: do inglês “Microsatellite Instability”) (ABE et al., 2001) e é 

associado a mutações em genes de reparo e erros de pareamento do DNA. A 

ocorrência da MI em regiões codificantes de genes ou áreas do genoma 

envolvidas com a regulação da transcrição pode resultar no desenvolvimento do 

câncer (RICHARDS e SUTHERLAND, 1992).  
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Perdas de heterozigose no braço curto do cromossomo 3 (3p) têm sido 

descritas em muitos cânceres humanos incluindo o câncer de mama. A análise 

detalhada de locos específicos na região 3p é de grande importância para o 

entendimento das alterações genéticas que ocorrem nesta região, contribuindo 

para a identificação de genes supressores tumorais nela situados que possam 

estar envolvidos com a carcinogênese mamária. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
 

2.1 ASPECTOS GENÉTICOS DO CÂNCER: 

 

A iniciação do câncer ocorre devido à transformação (genética e 

epigenética) de uma única célula. A subseqüente progressão tumoral é dirigida 

pelo acúmulo de alterações genéticas em genes reguladores do crescimento e 

diferenciação celular que resulta na expansão clonal e seleção dessas células 

(POLYAK, 2007).  

Um tumor é considerado um câncer apenas se for maligno, ou seja, 

somente se suas células tiverem adquirido a capacidade de invadir os tecidos 

adjacentes, através da desagregação, penetração na corrente sanguínea ou nos 

vasos linfáticos e formação de tumores secundários, denominados metástases, 

em outros locais do corpo (ALBERTS, 2004).   

A carcinogênese representa um processo em etapas, envolvendo pelo 

menos quatro a sete alterações genéticas (VOGELSTEIN e KINZLER, 1993). Isso 

explica porque o câncer pode se desenvolver anos após a exposição a um 

carcinógeno e a sua incidência aumenta com a idade, estando associado ao 

envelhecimento. 

As células tronco são definidas como células que possuem a capacidade 

de auto-renovação e de se multiplicar e diferenciar em diferentes tipos celulares. 

Devido a essas características as células tronco são potenciais alvos para o 

acúmulo de mutações que leva ao desenvolvimento do câncer (CLARKE e 

FULLER, 2006). Dessa forma, tem sido proposta a existência de um grupo de 

células com características semelhantes a células tronco normais, com 

capacidade para se diferenciar em células tumorais com grande capacidade de 

proliferação, resistentes a quimioterapia ou radioterapia, e que frequentemente 

expressam marcadores de superfície semelhantes às células tronco normais. 

Estas são chamadas células iniciadoras de tumor (NEUZIL et al., 2007) e seriam 

as responsáveis pelo crescimento, progressão e recorrência tumoral (CLARKE e 

FULLER, 2006; POLYAK e HAHN, 2006). 
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Uma vez que as células iniciadoras de tumor não respondem às terapias 

convencionais de tratamento do câncer, o entendimento dos marcadores 

específicos e mecanismos moleculares que tornam essas células resistentes à 

terapia são importantes para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas que 

atuem especificamente sobre essas células impedindo a recorrência da doença 

(NEUZIL et al., 2007). 
As principais anormalidades genéticas observadas no câncer incluem a 

expressão aumentada de proto-oncogenes, inativação de genes supressores de 

tumor, instabilidades cromossômicas, alterações nos genes de reparo do DNA, 

reativação da telomerase e alterações epigenéticas (FEARON e VOGELSTEIN, 

1990). 

As alterações epigenéticas representam um mecanismo importante no 

desenvolvimento de vários tipos de câncer por alterar a expressão de genes 

críticos, podendo resultar na expressão aumentada de oncogenes e/ou à 

inativação de genes supressores tumorais (RODENHISER e MANN, 2006). Estas 

alterações compreendem mudanças na estrutura da cromatina que influenciam a 

expressão gênica e podem ocorrer por dois mecanismos principais: metilação do 

DNA e  acetilação de histonas. 

Os proto-oncogenes são genes altamente conservados na evolução das 

espécies e seus produtos são reguladores importantes do crescimento e 

diferenciação celular em todos os organismos eucariotas. Estão localizados em 

diversos sítios do DNA e seus produtos regulam a cascata de eventos que 

mantém a progressão ordenada do ciclo celular, divisão e diferenciação celular.  

Essa cascata de eventos ativa uma cadeia intracelular de sinais bioquímicos que 

resulta na ativação e repressão alternada de diversos genes (LOURO et al., 

2002). 

Quando mutado, um proto-oncogene se transforma em um oncogene, 

ocorrendo a perda do seu controle normal na regulação do crescimento, o que 

contribui para a proliferação aumentada de certos produtos protéicos, 

desregulação da divisão celular e o conseqüente fenótipo maligno da célula 

(SUGIMURA, 1998).  Os oncogenes são genes dominantes no nível celular, ou 
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seja, mutação em uma única cópia do gene é suficiente para causar a 

superexpressão de seu produto e a multiplicação desordenada da célula. 

Os genes supressores de tumor por sua vez, atuam como reguladores 

negativos da proliferação celular, retardando a progressão do ciclo e assim 

bloqueando a diferenciação ou induzindo a morte programada por apoptose. 

Alterações que inativam estes genes liberam a célula da inibição regulada pelos 

mesmos em determinadas fases do ciclo celular (pontos de checagem), levando à 

proliferação desordenada, característica da célula cancerosa (WEINBERG, 1991). 

Alterações nos genes supressores de tumor determinam a perda de função e são 

consideradas recessivas no nível celular, uma vez que a função destes genes 

somente é perdida quando ambos os alelos são inativados (BIÈCHE et al., 1993). 

KNUDSON (1971) estudando retinoblastoma propôs a hipótese dos “dois 

eventos” que se aplica a maioria dos genes supressores tumorais: dois eventos 

mutacionais são necessários para o desenvolvimento do câncer. No caso dos 

cânceres hereditários a primeira mutação é transmitida pela linhagem germinativa 

e a segunda é somática. No caso dos cânceres esporádicos as duas mutações 

acontecem no tecido somático como eventos independentes. 

 

2.2  CARCINOMA MAMÁRIO 

 

2.2.1  EPIDEMIOLOGIA 

 

O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais freqüente no mundo e 

o mais comum entre as mulheres. A cada ano, cerca de 22% dos casos novos de 

câncer em mulheres são de mama (INCA/ MS, 2008). 

No Brasil o número de casos novos de câncer de mama esperados para o 

ano de 2008, é de 49.400, com um risco estimado de 51 casos a cada 100 mil 

mulheres. Para o Estado do Paraná, as estimativas para o ano de 2008 são de 

3010 novos casos, sendo 700 apenas na cidade de Curitiba (INCA/ MS, 2008). 

A distribuição geográfica do tumor de mama é muito variada, pois fatores 

como idade, paridade e nível de desenvolvimento do país interferem na 



 

 18
 

ocorrência. Sugere-se que o ambiente e/ou estilo de vida influenciam na 

incidência da doença (INCA/MS, 2008). Além disso, sabe-se que regiões mais 

desenvolvidas apresentam um aumento da taxa de incidência e de mortalidade 

por câncer de mama por apresentarem melhores procedimentos diagnósticos e 

melhores informações em atestados de óbitos.  

 

2.2.2 ASPECTOS CLÍNICO-PATOLÓGICOS E CLASSIFICAÇÃO DOS 

TUMORES DE MAMA 
 

Estruturalmente a mama é formada por duas porções distintas: o 

parênquima e o estroma mamário. O estroma é constituído por tecido conjuntivo, 

colagéno e tecido adiposo, e tem a função de sustentação da mama. O 

parênquima é constituído pela porção secretora (ácinos ou alvéolos), e é formado 

por 15 a 20 lobos mamários (BIRNBAUM et al., 2004). Cada lobo mamário é 

constituído por um número variável de pequenos lóbulos. Estes consistem numa 

rede de ductos e de pequenos alvéolos, os quais são revestidos internamente por 

células luminais (secretoras), e externamente por uma camada de células 

mioepiteliais (BIRNBAUM et al., 2004). 

A glândula mamária é o único órgão que sofre um intenso remodelamento e 

diferenciação em adultos. Mudanças hormonais em cada ciclo menstrual induzem 

a proliferação do epitélio mamário, enquanto que durante a gravidez ocorre um 

intenso processo de ramificação dos ductos e aumento do número de alvéolos 

(NAVARRETE et al., 2005).  

Baseado nessas informações é proposta a existência de células tronco 

epiteliais mamárias responsáveis pela formação de novas estruturas durante o 

desenvolvimento da mama (CLARKE e FULLER, 2006). Evidências indicam que 

essas células têm capacidade de dar origem a células luminais (positivas e 

negativas para receptor de estrogênio) e miopiepiteliais (DONTU et al., 2003; 

ALLRED et al., 2004) e estão localizadas predominantemente nos ductos 

mamários (VILLADSEN et al., 2007). Essas células tronco bipotentes são 

possivelmente o sítio de origem da neoplasia, podendo seguir duas vias de 
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evolução: a luminal-glandular que dá origem aos tumores de subtipo luminal, e a 

mioepitelial que dá origem aos tumores de subtipo basal (VARGO-GOGOLA e 

ROSEN, 2007).  

Em relação à progressão tumoral dos carcinomas mamários acredita-se 

que a hiperplasia ductal atípica (HDA), que é uma lesão pré-malígna caracterizada 

por camadas de células anormais dentro dos ductos ou dos lóbulos, é precursora 

do carcinoma ductal in situ (CDIS), uma lesão não invasiva que contém células 

anormais. O CDIS dá origem ao carcinoma invasivo, e uma vez que as células 

adquirem capacidade invasiva, o risco para o desenvolvimento de mestástase 

aumenta significativamente (POLYAK, 2007; VARGO-GOGOLA e ROSEN, 2007) 

(Figura 1).  

Os linfonodos axilares são os primeiros sítios de metástases para o câncer 

de mama. O envolvimento destes gânglios linfáticos representa um importante 

fator prognóstico porque revela, além da metástase local, uma probabilidade maior 

de desenvolvimento de metástases à distância, podendo atingir órgãos como 

ossos, fígado, pulmão e cérebro (CLARKE e FULLER, 2006).  
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FIGURA 1: Modelo hipotético da progressão do câncer de mama. Esquema da 

estrutura ducto-mamária normal, carcinoma in situ, invasivo e metastático. Os ductos 
mamários são formados por uma membrana basal composta por uma bicamada de 
células luminais e mioepiteliais. O estroma mamário é composto por leucócitos, 
fibroblastos, miofibroblastos e células endoteliais. No carcinoma in situ o numero de 
células mioepiteliais diminui devido à degradação da membrana basal, enquanto ocorre o 
aumento das células luminais. Ao mesmo tempo, o número das células que compõem o 
estroma aumenta. A perda da membrana basal resulta no carcinoma invasivo, e a 
capacidade das células em invadir tecidos e migrar para órgãos distantes caracteriza o 
carcinoma metastático. Fonte: POLYAK (2007). 
 
 

Os tumores de mama são classificados histologicamente de acordo com o 

sítio de origem da neoplasia, dividindo-se em ductais, que têm seu 

desenvolvimento nos ductos mamários e representam cerca de 80% dos tumores, 

e lobulares, desenvolvendo-se no interior dos lóbulos e representando cerca de 10 

a 15% dos casos. Outros subtipos raros representam menos de 10% dos casos 

diagnosticados por ano (VARGO-GOGOLA e ROSEN, 2007). As pacientes com 

carcinoma ductal invasivo apresentam um maior envolvimento linfático e um pior 

prognóstico que aquele verificado nas pacientes com tipos menos freqüentes de 

carcinoma invasivo de mama (KETTERHAGEN et al., 1984). 

O estadiamento do tumor e o grau de diferenciação histológico são 

classificações bastante utilizadas na clínica e são importantes na orientação do 

tratamento. O sistema de estadiamento mais utilizado é o preconizado pela União 

Internacional Contra o Câncer (UICC), denominado Sistema TNM de Classificação 
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dos Tumores Malignos. Este sistema baseia-se na extensão anatômica da 

doença, que considera as características do tumor primário, nos linfonodos das 

cadeias de drenagem linfática do órgão em que o tumor se localiza, e na presença 

ou ausência de metástases à distância (INCA/ MS, 2008).  

O grau de diferenciação histológico do tumor é uma classificação que 

correlaciona estruturas morfológicas dos tumores com seu grau de malignidade, e 

é adotada oficialmente pela Organização Mundial de Saúde (SCARFF e 

TORLONI, 1968). É baseado na avaliação de três características morfológicas: 

formação tubular, pleomorfismo nuclear e atividade mitótica. Estes critérios de 

graduação são aplicados a todos os tipos tumorais invasivos, exceto o carcinoma 

medular. Considera-se: 

• grau I (baixo) – bem diferenciado e com melhor prognóstico 

• grau II (intermediário) – moderadamente diferenciado  

• grau III (alto) – pouco diferenciado e com pior prognóstico 

O grau histológico reflete o potencial de malignidade do tumor indicando a 

sua maior ou menor capacidade de metastatização. A associação entre câncer de 

mama localmente avançado (estadiamento III) e mau prognóstico é um fato 

amplamente reconhecido (CARTER et al.,1989; HENSON et al.,1991). 

O conhecimento dos fatores prognósticos é de fundamental importância na 

determinação de protocolos terapêuticos com a intensidade e efetividade 

adequadas e individualizadas para cada paciente.  

DHINGRA e HORTOBAGYI (1996) sugerem a organização dos fatores 

prognósticos em quatro grupos. No primeiro estão os chamados fatores 

anatômicos (tamanho do tumor, comprometimento de linfonodos, subtipos 

histológicos e idade da paciente); no segundo grupo são incluídos aqueles 

indicando características patológicas quantitativas (grau histológico, necrose 

tumoral e índice mitótico) e responsividade endócrina (receptores hormonais de 

estrogênio e progesterona); no terceiro estão os fatores moleculares específicos 

reguladores do crescimento tumoral (oncogenes e genes supressores tumorais), e 

no quarto grupo são incluídos os preditores de metástases específicos para os 

diferentes órgãos. Alguns desses fatores ainda não são aplicados na prática 
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clinica como marcadores prognósticos definitivos, sendo restritos ainda aos 

estudos experimentais. 

 

2.2.3 CLASSIFICAÇÃO MOLECULAR DOS TUMORES DE MAMA 

 

Baseada em estudos de perfis de expressão gênica é proposta uma 

classificação molecular dos tumores mamários. Cinco subgrupos tumorais são 

identificados: subtipo luminal A, luminal B, basal, HER2+ e o subtipo normal (do 

inglês: normal breast–like) (PEROU et al., 2000; HU et al., 2006; SORLIE et al., 

2006) (Figura 2).  

 Essa classificação baseia-se na presença dos receptores hormonais (RH): 

receptor de estrogênio (RE) e receptor de progesterona (RP), e na amplificação do 

oncogene ERBB2 que codifica para o receptor tipo 2 do fator de crescimento 

epitelial humano (sendo por isso chamado HER2: Human Epidermal growth factor 

Receptor-type 2) (MULLAN e MILLIKAN, 2007).  

A presença desses marcadores tem sido interpretada como fator 

prognóstico e preditivo de resposta terapêutica (EISENBERG e KOIFMAN, 2001). 

A identificação dos receptores hormonais representa um marcador de 

diferenciação desses tumores. A maioria dos autores demonstra que existe uma 

associação positiva entre a presença de um RH e prognóstico mais favorável 

(EISENBERG e KOIFMAN, 2001). Carcinomas com receptores de estrógenos 

e/ou progesterona positivos apresentam melhor evolução clínica. Em relação ao 

oncogene ERBB2, sua amplificação está associada com pior prognóstico, estando 

relacionada com elevação do risco para recidivas e metástases (BOECKER e 

BUERGER, 2003). 

De uma maneira geral as pacientes com o subtipo luminal A apresentam 

melhor prognóstico do que as pacientes com outros subtipos de tumor. O subtipo 

basal é o que apresenta pior prognóstico, pois cerca de 80 a 90% destes tumores 

são triplo-negativos os quais não respondem nem a terapias hormonais (por 

exemplo a droga anti-estrogênica tamoxifen) nem a herceptina (anticorpo 
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monoclonal que atua especificamente nos receptores HER2) (ANDRE, DOMONT 

e DELALOGE, 2007; SHIPITSIN et al., 2007). 

Alguns subtipos de tumores possuem alterações genéticas específicas 

(WANG et al., 2004) e diferentes perfis de expressão gênica em resposta a 

quimioterapia (TROESTER et al., 2004) sugerindo que estes cinco subtipos de 

carcinoma mamário representam doenças distintas (BERTUCCI et al., 2005). 

Esses subtipos são conservados entre diferentes grupos étnicos (YU et al., 2004), 

evidenciando ainda mais a importância dessa classificação para o prognóstico e o 

desenvolvimento de novas terapias para o câncer de mama. 

 

 

a) 
 

 

 

 

b)

 
 

FIGURA 2: Subtipos Moleculares do Câncer de Mama. a| Classificação molecular b| 
Hipótese proposta para a origem dos diferentes subtipos moleculares de câncer de 
mama: as células tronco do epitélio mamário bipotentes dão origem à células progenitoras 
(presumivelmente células tronco) da linhagem mioepitelial (basal) e luminal. Alterações 
genéticas e epigenéticas podem ocorrer tanto nas células tronco epiteliais bipotentes 
quanto nas células progenitoras dando origem a tumores com características moleculares 
específicas. Fonte: modificado de MULLAN e MILLIKAN (2007) e POLYAK (2007).  
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2.2.4 FATORES DE RISCO 

 

Os principais fatores de risco para o câncer de mama estão relacionados 

com o histórico hormonal e reprodutivo da mulher, tais como menarca precoce, 

menopausa tardia e número de filhos (LAMBE et al., 1996; GREENLEE et al., 

2000). 

Mulheres que têm a primeira gestação antes dos 24 anos apresentam 

diminuição do risco de desenvolvimento do câncer de mama, e gestações 

adicionais aumentam essa proteção (LAMBE et al., 1996). 

Este efeito foi demonstrado em experimentos com roedores através da 

administração de carcinógenos que são conhecidos por induzir tumores na 

glândula mamaria de ratas. A administração da droga em ratas nulíparas provoca 

o desenvolvimento de tumores na mama desses animais, mas o mesmo 

carcinógeno não induz tumores em ratas que já tiveram uma gestação completa 

(TAY e RUSSO, 1981).   

A alta susceptibilidade de ratas nulíparas em desenvolver tumores é 

resultado da interação do carcinógeno com as células que estão rapidamente se 

dividindo e possuem baixa capacidade de sistemas de reparo do DNA nas 

estruturas indiferenciadas da glândula mamária (RUSSO e RUSSO, 1996).  

Estas observações sugerem que os danos no DNA causados pela 

radiação, carcinógenos ambientais, desequilíbrios hormonais, agindo 

isoladamente ou em combinação com predisposição genética, induzem o 

desenvolvimento do câncer de mama pela interação com as estruturas não 

diferenciadas da glândula mamária (RUSSO, TAY e RUSSO, 1982). Essa 

combinação multifatorial acontece durante o período de alta susceptibilidade que 

vai desde a menarca até a primeira gravidez da mulher, mesmo que as células 

danificadas sejam detectadas clinicamente depois de muitos anos da exposição 

ao carcinógeno e após vários estádios de transformação maligna (RUSSO et al., 

2005). 

RUSSO e RUSSO (1996) classificam os lóbulos mamários de acordo com a 

sua evolução e diferenciação em 4 subtipos: 
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Lóbulo do tipo I: é o tipo de lóbulo mais indiferenciado, encontrado em nulíparas 

depois da puberdade. Apresentam alta taxa de proliferação celular e elevada 

concentração de receptores de estrogênio e progesterona.  

Lóbulo do tipo II: com o processo de diferenciação, passam a existir numerosos 

ductos por lóbulo e tem início a arborização lobular. Deve-se ao estímulo 

hormonal cíclico dos ovários. Os lóbulos do tipo II se desenvolvem em lóbulos do 

tipo III. 

Lóbulo do tipo III: no segundo trimestre da gravidez ocorre o aumento dos ductos 

e a vascularização do tecido mamário.  

Lóbulo do tipo IV: observado no final da gestação e durante a lactação, é 

caracterizado pela grande distensão lobular. Depois da lactação o lóbulo do tipo IV 

regride para lóbulo III, e permanece nessa estrutura até a quarta década de vida 

da mulher, quando sofre involução para lóbulo II e I.  

Em contraste à mama de mulheres que já tiveram filhos, a estrutura 

mamária de mulheres nulíparas contém grande quantidade de lóbulos tipo I, cuja 

porcentagem se mantém constante ao longo da vida. Os lóbulos tipo II estão 

presentes em pequenas quantidades e os lóbulos do tipo III são praticamente 

ausentes.  

 RUSSO e RUSSO (1996) encontraram similaridades entre a arquitetura da 

mama de mulheres nulíparas e mulheres que tiveram câncer de mama, indicando 

que os lóbulos tipo I encontrados nessas mulheres nunca passaram pelo processo 

de diferenciação, retendo uma grande quantidade de células epiteliais 

indiferenciadas, as células tronco, susceptíveis a transformação neoplásica.  

 Estudos demonstram que o efeito protetor da gravidez para o câncer de 

mama aumenta a cada gestação (ALBREKTSEN et al., 2005) e que o tempo 

prolongado de amamentação também é um importante fator protetor para o 

câncer de mama (ALTHUIS et al., 2004; PEREZ-ESCAMILLA e GUERRERO, 

2004). 

 O risco para o desenvolvimento do câncer de mama também é maior em 

mulheres que apresentam menarca precoce (antes dos 11 anos de idade) e 

menopausa tardia (após os 50 anos de idade, em média) (PARKIN et al., 2001). 
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Tem-se estimado que a cada ano em que a menarca ocorra mais tardiamente, o 

risco de câncer de mama diminui cerca de 10 a 20% (HENDERSON et al., 1991, 

HARRIS et al., 1992). Este efeito é conseqüência do maior tempo de exposição ao 

estrogênio endógeno ao longo da vida dessas mulheres.  

Além de ser um ativador da proliferação das células do tecido mamário, 

acredita-se que o estrogênio possua um efeito anti- apoptótico, impedindo a morte 

programada das células que sofreram danos no DNA e conseqüentemente em 

genes importantes que controlam o ciclo celular (NAROD e FOULKES, 2004). 

Em relação ao uso de contraceptivos orais e o risco de câncer de mama, 

muitos estudos demonstram que certos subgrupos de mulheres, particularmente 

as que usam pílulas anticoncepcionais com dosagens elevadas de estrogênios 

e/ou por longo período de tempo, têm maior risco (PARKIN et al., 2001). 

KAHLENBORN et al. (2006) realizaram uma meta-análise com 34 trabalhos de 17 

países, entre eles o Brasil, que relacionam o uso dos contraceptivos orais e o risco 

do câncer de mama. Os resultados dessa meta-análise sugerem que o uso dos 

contraceptivos orais está associado com o aumento do risco do câncer de mama 

entre mulheres pré-menopausa ou com idade superior a 50 anos. O risco parece 

ser maior para mulheres que fazem uso da pílula antes da primeira gravidez. 

Estudos também demonstram que o risco diminui logo após o término do uso 

atingindo os parâmetros normais de risco em dez anos. Recentemente, a 

Organização Mundial de Saúde classificou os contraceptivos orais e as terapias 

de reposição hormonal como carcinógenos do grupo 1, ou seja, agentes 

causadores de câncer em seres humanos (IARC, 2007).  

Entre os fatores de risco ambientais, a exposição a hidrocarbonetos 

aromáticos policíclicos (PAHs) tem sido sugerida para a contribuição no 

desenvolvimento do câncer de mama (VAURY et al., 1995). Embora o tabagismo, 

uma das principais fontes de exposição aos PAHs, não pareça estar associado 

com o risco de desenvolvimento de carcinomas mamários (COLDITZ, 1993), 

alguns estudos experimentais sugerem o envolvimento dos PAHs como 

carcinógenos para câncer de mama (PERERA et al., 1995). TERRY et al. (2002) 

encontraram associação positiva, porém fraca, em indivíduos que apresentavam 
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longa duração do hábito tabagista. Estudos epidemiológicos vêm sugerindo 

associações positivas em certos subgrupos de mulheres, por exemplo, as muito 

jovens que durante a gravidez apresentam o hábito tabagista (INNES e BYERS, 

2001), assim como mulheres que possuem receptores de hormônios negativos 

(MANJER et al., 2001).  

Outros fatores que, embora controversos, parecem aumentar o risco de 

câncer de mama são a ingestão de dieta gordurosa e o consumo elevado de 

álcool (PARKIN et al., 2001). Alguns trabalhos sugerem que o consumo de 

vitamina A, frutas e vegetais podem reduzir o risco de desenvolver a doença e que 

a obesidade está relacionada com o maior risco em mulheres pós-menopausa 

(GUIMARÃES, 2004).  

 

2.2.5 LOH E SUA ASSOCIAÇÃO COM O CÂNCER DE MAMA  

 

Os microssatélites são seqüências de DNA na qual um a seis nucleotídeos 

são repetidos numerosas vezes em “tandem”. Por serem altamente polimórficos 

os microssatélites são usados como marcadores no estudo da perda de 

heterozigose e instabilidades de microssatélites através da comparação do DNA 

extraído de células tumorais e de tecido normal do mesmo indivíduo (MARTINEZ, 

2006).  

A perda de heterozigose (LOH) é definida como a perda de um alelo em um 

loco heterozigoto e pode representar um dos dois eventos mutacionais que 

causam a inativação de um gene supressor de tumor. O outro evento pode 

acontecer através de mutação pontual ou silenciamento epigenético.  Em 

cânceres familiais a inativação de um gene supressor tumoral geralmente ocorre 

pela mutação gênica seguida da LOH, como conseqüência da predisposição à 

alteração genética. Nos cânceres esporádicos ainda não se sabe qual dos 

eventos acontece primeiro durante a tumorigênese (THIAGALINGAM et al., 2002).  

 A LOH pode ocorrer de diversas maneiras (THIAGALINGAM et al., 2002): 

• pela perda de material genético, envolvendo um cromossomo inteiro ou um 

segmento do braço cromossômico; 
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• por recombinação mitótica entre homólogos 

• por translocação 

Os microssatélites também podem originar variantes, aumentando ou 

diminuindo o número de repetições. Este processo é chamado de instabilidade de 

microssatélites (MI: do inglês “Microsatellite Instability”) (ABE et al., 2001) e é 

associado a mutações em genes de reparo e erros de pareamento do DNA.  

Vários sítios de perdas alélicas são descritos em carcinomas mamários. Em 

uma meta-análise realizada com 151 trabalhos de LOH (totalizando mais de 

15.000 tumores mamários) observou-se que as perdas ocorrem preferencialmente 

nos cromossomos 7q, 16q, 13q, 17p, 8p, 21q, 3p, 18q, 2q e 19p (em ordem 

decrescente de frequência) (MILLER et al., 2003).  

 VAN DE VIJVER e NUSSE (1991) comparando DNA de carcinomas 

mamários com o DNA de células normais da mesma paciente através do uso de 

RFLP (Polimorfismos de Comprimento de Fragmentos de Restrição, do inglês 

“Restriction Fragment Length Polymorphisms”) detectaram a perda de 

heterozigose para vários locos, podendo ocorrer ocasionalmente no mesmo 

tumor.  

MOINFAR et al. (2000) em estudo com carcinomas mamários, encontrou 

perda de heterozigose em 17 dos 22 tumores analisados (77%). As regiões 

cromossômicas mais comumente afetadas foram: 11q21-23.2, 16q23.1–24-2, e 

3p14.2 com freqüência igual a  50%, 45% e 41%, respectivamente.  

A perda de heterozigose envolvendo marcadores polimórficos no braço 

curto do cromossomo 3 (3p) é uma alteração observada em muitos tipos de 

cânceres esporádicos, como o de  pulmão, cabeça e pescoço, tireóide,  útero, 

ovário, esôfago, mama, renal, gástrico e em neuroblastomas (revisado em 

YAMAMOTO et al., 2007). 

Diversos estudos demonstram altas freqüências de perda em 3p em 

carcinomas mamários. MAITRA et al. (2001) utilizaram 27 marcadores 

microssatélites em 3p e encontraram LOH em pelo menos uma das regiões 

analisadas em 39 (87%) das 45 amostras de tumores de mama primários. A 

região com maior freqüência de perda foi 3p21.3 (69%) seguida das regiões 3p22-
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24 (61%), 3p21.2-21.3 (58%), 3p25 (48%), 3p14.2 (45%), 3p14.3 (41%) e 3p12 

(35%).  

Altas freqüências de perda também foram encontradas por TANG et al. 

(2006), que observaram LOH em 3p em 97% das 41 amostras de tumores de 

mama. Esses autores utilizaram 11 marcadores microssatélites e encontraram as 

maiores freqüências de perda nas regiões 3p14.2 (53,1%), 3p25 (52,5%) e 3p21-

p22 (43,6%). Segundo FU et al. (2007) a região mais comum de perda em 3p está 

entre 3p14 e 3p25 indicando a existência de genes envolvidos com o 

desenvolvimento tumoral mamário dentro desta região.  

Alguns autores relacionam a perda de genes em 3p a uma maior 

agressividade da doença. ROYLANCE et al. (1999), utilizando CGH (Hibridização 

Genômica Comparativa, do inglês: “Comparative Genomic Hybridization”), 

descreveram uma maior freqüência de deleções em 3p em tumores de grau III, 

comparados aos tumores de grau I. MARTINEZ et al. (2001) encontraram uma 

associação significativa entre a LOH em 3p e a perda da expressão de receptores 

de estrogênio e progesterona, sugerindo que os genes localizados no braço curto 

do cromossomo 3 estão envolvidos no controle da diferenciação e progressão da 

doença, estando associados à maior gravidade do estado  clínico das pacientes. 

CHEN et al. (1992) analisando a perda de heterozigose em 98 tumores 

primários encontraram os mesmos valores de perdas alélicas para linfonodos 

metastáticos e tumores primários, sugerindo que estas perdas ocorrem em uma 

fase inicial da progressão maligna. Esta sugestão é reforçada por descrições de 

deleções em 3p em tumores benignos de mama embora com freqüências 

menores que as encontradas em carcinomas mamários (MAITRA et al., 2001; 

TANG et al., 2006) indicando que a perda de regiões no braço curto do 

cromossomo 3 é um evento importante na origem e desenvolvimento dos 

carcinomas mamários.  
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2.2.6 GENES SUPRESSORES TUMORAIS CANDIDATOS 

 

Inúmeros trabalhos propõem a existência de genes supressores tumorais 

localizados no braço curto do cromossomo 3 (3p). A Tabela 1 apresenta os 

principais candidatos a supressores em 3p que podem estar envolvidos com a 

carcinogênese mamária.  

 

 
Tabela 1. Regiões de LOH e Genes supressores tumorais (GSTs) candidatos 
 

Regiões de LOH GSTs candidatos 
3p26-p25 VHL 

3p25.3 FANCD2 
3p24.3 THRB  
3p24 RARB 

3p21.3 RBM5, BAP1 
3p21 RASSF1 

3p14.2 FHIT 
3p12 ROBO1 

 
FONTE: JENSEN et al., (1998); SUNDARESAN et al., (1998a); MARTINEZ et al., (2001) YANG et 
al., (2002); ZABAROVSKY et al. (2002); BARROSO et al., (2006); VAN DER GROEP et al., (2008). 
 

 

VHL: VON HIPPEL LINDAU 

A síndrome de Von Hippel Lindau é uma síndrome familial rara, 

autossômica dominante, e caracterizada pelo desenvolvimento de vários tipos de 

tumores benígnos e malígnos, principalmente hemangioblastomas e carcinoma 

renal (LEUNG et al., 2008). A doença é causada pela inativação do gene VHL 

localizado na região 3p25-p26 e que também encontra-se inativado em cerca de 

70% dos pacientes com carcinoma de células renais esporádicos (LATIF et al., 

1993; FOSTER et al., 1994; CLIFFORD et al., 1998). A perda de função deste 

gene também tem sido associada a tumores benignos da retina, cérebro, 

pâncreas e de mama, indicando a sua função como gene supressor tumoral 

(revisado em ZABAROVSKY et al., 2002). 
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KIM et al. (1998) demonstraram que o gene VHL atua no controle da 

proliferação celular através da regulação da proteína p27Kip1 atuando tanto no 

controle transcricional como pós-transcricional, sendo importante em diversos 

tipos de tumores.  

ZIA et al. (2006) demonstraram que a presença do gene VHL inibe a 

capacidade de invasão e migração das células de câncer de mama in vitro, e que 

baixas concentrações da proteína codificada por este gene são encontradas em 

tumores de mama agressivos, sugerindo o gene VHL como candidato a supressor 

tumoral com função na carcinogênese mamária. 

 

FANCD2: FANCONI ANEMIA COMPLEMENTATION GROUP D2 

Estudos mostram que o gene FANCD2, mapeado na região 3p25.3 (HEJNA 

et al., 2000) e conhecido por seu envolvimento na anemia de Fanconi, também 

está relacionado com o câncer de mama esporádico (BARROSO et al., 2006; VAN 

DER GROEP et al., 2008). 

  Este gene, que é expresso em células proliferativas na glândula mamária 

normal (HOLZEL et al., 2003), codifica para uma proteína que interage com o 

gene BRCA1 atuando no processo de reparo do DNA (BARROSO et al., 2006). 

Segundo GARCIA-HIGUERA et al. (2001) a função do FANCD2 é importante para 

garantir a integridade do genoma durante a replicação celular. Além disso, 

HOUGHTALING et al., (2003) demonstraram que camundongos com perda da 

função desse gene desenvolveram tumores de mama, sugerindo que a inativação 

do FANCD2 é um mecanismo importante para a carcinogênese mamária.  

 

RARB: RETINOIC ACID RECEPTOR BETA 2 

O ácido retinóico (AR) é um metabólito ativo da vitamina A e β-caroteno 

que tem importante papel no controle da proliferação e diferenciação celular e na 

regulação da apoptose (SPORN et al., 1994; ALTUCCI e GRONEMEYER, 2001).  

  A ação do AR é obtida através da ligação com receptores específicos, que 

fazem parte da superfamília de receptores nucleares. Existem dois tipos: o 

receptor de ácido retinóico (RAR) e o receptor de retinóide X (RXR). Cada família 
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apresenta os subtipos α, β e γ. RAR e RXR atuam como fatores de transcrição 

ligante-dependentes modulando a expressão dos genes responsivos ao AR 

(PFAHL, 1994; CHAMBON, 1996).  

O gene para o receptor do ácido retinóico β2 está mapeado em 3p24 

(CHAMBON, 1996), uma região que exibe freqüentes perdas em tumores 

mamários (MATSUMOTO et al., 2000; YANG et al., 2001a).  

Experimentos com transdução retroviral de linhagens celulares com o gene 

RARB resultaram na inibição da proliferação tumoral. Baixos níveis ou a ausência 

da proteína RARB foram encontrados em tumores malignos, incluindo câncer de 

pulmão, carcinoma de cabeça e pescoço e câncer de mama (XU et al., 1997; 

PICARD et al., 1999). Estes achados sugerem que o gene RARB desempenha um 

importante papel na limitação do crescimento de muitos tipos celulares, e que a 

perda desta atividade regulatória está associada com a tumorigênese (YANG et 

al., 2002).  

 

THRB: THYROID HORMONE RECEPTOR BETA1 

O hormônio tireoidiano T3 (triiodotironina), um ativador do metabolismo 

celular, atua nas células do organismo através da ligação com seus receptores 

(TRs). A glândula mamária normal expressa quantidades significativas desses 

receptores (SELLITI et al. 1983). Dois genes, o THRA e o THRB, localizados nos 

cromossomos 17 e 3 respectivamente, codificam para esses receptores. Estes, 

por sua vez, atuam como fatores transcricionais receptor-ligante regulando a 

transcrição de genes alvos na presença do seu ligante, o hormônio T3. Estudos 

têm mostrado que a expressão dos genes THRA e THRB encontra-se alterada em 

tumores de mama sugerindo o seu envolvimento com a carcinogênese mamária 

(SILVA et al., 2002). 

O gene THRB está localizado em 3p24.3 (ALBERTSON; SHERRINGTON e 

RABBITTS, 1989) , região com alta freqüência de LOH em cânceres de mama. 

Estudos mostram que o produto codificado pelo gene pode atuar como um 

ativador transcricional na presença do hormônio e como silenciador na ausência 
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do mesmo (DAMM et al., 1998). Dessa forma, o gene THRB pode ser candidato a 

oncogene e ao mesmo tempo, a gene supressor tumoral para o câncer de mama.  

 

RASSF1: RAS ASSOCIATION DOMAIN FAMILY PROTEIN 1 

Diversos estudos indicam que o gene RASSF1 mapeado na região 3p21 

está relacionado com a supressão tumoral em cânceres de mama (MARTINEZ et 

al., 2001; YANG et al., 2002; ZABAROVSKY et al., 2002). Este gene, que codifica 

duas isoformas protéicas (RASSF1A e RASSF1C), atua como regulador negativo 

da proliferação celular através da inibição da progressão da fase G1 para a fase S 

do ciclo celular (SHIVAKUMAR et al., 2002).  

A hipermetilação do gene RASSF1 foi detectada em muitas linhagens 

celulares de câncer de mama e em 49% a 62% das amostras de tumores 

malignos primários (BURBEE et al., 2001; DAMMANN et al., 2001). BURBEE et al. 

(2001) demonstraram que a freqüência de metilação do gene RASSF1 é 

semelhante à freqüência de LOH encontrada em 3p21, região que contém o gene. 

Dessa forma, a metilação e a LOH parecem ser os principais mecanismos de 

perda da função de RASSF1, uma vez que mutações pontuais parecem ser raras 

neste gene (DAMMANN et al., 2000). 

 

RBM5: RNA BINDING MOTIF PROTEIN 5 

Evidências recentes sugerem que o gene RBM5 (também conhecido como 

LUCA15 ou H37), e mapeado na região 3p21.3 (TIMMER et al., 1999), atue como 

regulador da apoptose e esteja envolvido com o controle da proliferação tumoral 

em cânceres humanos (LERMAN e MINNA, 2000; OH et al., 2002; RINTALA-

MAKI e SUTHERLAND, 2004). 

A baixa expressão desse gene foi encontrada em amostras de câncer de 

mama (EDAMATSU et al., 2000) e em 75% das amostras de câncer de pulmão 

(OH et al., 2002). EDAMATSU et al. (2000) demonstraram que a superexpressão 

de RBM5 suprime o crescimento de células de fibrosarcoma humano.  
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Os resultados que relacionam o gene RBM5 com o controle da proliferação 

tumoral e as altas freqüências de LOH encontradas na região 3p21, sugerem este 

gene como mais um candidato a supressor de tumor localizado nesta região. 

 

BAP1: BRCA1 ASSOCIATED PROTEIN 1 

JENSEN et al. (1998) descreveram uma proteína, a BAP1 (do inglês: 

BRCA1 – interacting protein 1) que se liga ao gene BRCA1 em seu domínio ring-

finger e atua nos processos regulatórios dependentes de ubiquitinização, incluindo 

transcrição, remodelamento da cromatina, controle do ciclo celular e reparo do 

DNA (JENSEN et al., 1998). Os mesmos autores mapearam o gene que codifica 

para a proteína, que foi chamado de BAP1, em 3p21.3 sugerindo o mesmo como 

gene supressor tumoral envolvido no câncer de mama (JENSEN et al., 1998). 

Foi observado que a expressão do gene BAP1 ocorre nos mesmos tecidos 

em que ocorre a expressão do gene BRCA1, e a expressão temporal dos dois 

genes também coincide na glândula mamária de camundongos (JENSEN et al., 

1998). 

 

FHIT: FRAGILE HISTIDINE TRIAD 

O gene FHIT foi mapeado por OHTA et al. (1996) na região 3p14.2 e 

recebeu esse nome por conter o sítio frágil mais conhecido do genoma humano, o 

FRA3B (OHTA et al., 1996). Os sítios frágeis são regiões cromossômicas que 

apresentam zonas de quebra, dando origem às instabilidades cromossômicas. 

Eles representam locais de difícil reparo do DNA após exposição a agentes 

mutagênicos ambientais.  

A presença do sítio frágil FRA3B dentro do FHIT sugere que este gene 

pode apresentar susceptibilidade a rearranjos induzidos por uma variedade de 

carcinógenos ambientais (YANG et al., 2002). 

As análises de LOH demonstram perda alélica na região 3p14 em cerca de 

25% dos carcinomas mamários primários (AHMADIAN et al., 1997; 

INGVARSSON, 2001). Deleções no gene FHIT também foram observadas em 

lesões pré-neoplásicas, sugerindo que alterações nesse gene estão relacionadas 
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ao desenvolvimento do câncer de mama em estágio inicial (MAN et al., 1996; 

HUEBNER et al., 1998; SOZZI et al., 1998). 

  

ROBO1: ROUNDABOUT, AXON GUIDANCE RECEPTOR, HOMOLOG 1 

O gene ROBO1 localizado na região 3p12 foi identificado e mapeado por 

SUNDARESAN et al. (1998b) sendo também conhecido por DUTT1 (KIDD et al., 

1998). 

Pesquisadores acreditam que a função do gene ROBO1 está relacionada 

com os mecanismos de interação célula-célula e a inativação ou diminuição da 

expressão desse gene poderia resultar na perda da organização tecidual que 

acontece nos estádios iniciais do desenvolvimento do câncer (CHUNG et al., 

1995; HUNG et al., 1995).  

O gene ROBO1 é principalmente relacionado à progressão do câncer de 

pulmão (SUNDARESAN et al., 1998a), porém devido às altas freqüências de LOH 

encontradas nessa região em tumores de mama, muitos autores consideram o 

gene ROBO1 como um supressor tumoral possivelmente envolvido com a 

carcinogênese mamária (SUNDARESAN et al., 1998a; MARTINEZ et al., 2001). 
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3. JUSTIFICATIVAS 
 

O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais freqüente no mundo e 

o mais comum entre as mulheres. Apesar de ser considerado um câncer de 

relativamente bom prognóstico, as taxas de mortalidade no Brasil são elevadas 

provavelmente porque a doença é diagnosticada em estádios avançados. 

O carcinoma mamário é uma doença heterogênea com grande diversidade 

histopatológica que pode resultar em diferentes respostas clínicas. O melhor 

entendimento dos mecanismos que regulam a progressão tumoral e as variações 

genéticas e moleculares existentes entre os tumores de mama se constitui em 

importante fator para a identificação de novos marcadores moleculares que 

auxiliem num diagnóstico mais preciso, contribuindo para a seleção de grupos de 

pacientes com prognóstico favorável, daqueles que necessitam de uma terapia 

adjuvante mais intensa.  

 Sendo a região 3p uma das mais freqüentemente envolvidas nas alterações 

citogenéticas em cânceres de mama, utilizou-se neste estudo a abordagem por 

LOH para inferir sobre a presença de genes supressores tumorais com 

envolvimento na carcinogênese mamária localizados nessa região.  
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4. OBJETIVOS 
 

• Analisar a região do braço curto do cromossomo 3 (3p) em relação a perdas 

alélicas, através da avaliação da freqüência da perda de heterozigose para 

sete marcadores microssatélites, relacionando estas alterações a sítios 

gênicos (supressores de tumor e genes de reparo).  

 

• Analisar a presença de perda de heterozigose com parâmetros clínicos como 

tipo histológico do tumor, tamanho e grau de diferenciação tumoral, presença 

de metástases em linfonodos regionais, presença de receptores hormonais 

(estrogênio e progesterona) e amplificação do oncogene ERBB2. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 
 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 

 

 Este estudo foi realizado com amostras de tumor primário não tratado, e 

sangue periférico de 142 pacientes, com média de idade de 57,7 + 13,7 anos, 

provenientes do Hospital Nossa Senhora das Graças e do Hospital de Clínicas de 

Curitiba, Paraná.  

  Através de entrevista pessoal com as pacientes foram apresentadas as 

informações sobre os objetivos da pesquisa e o formulário para assinatura do 

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo I), para posterior coleta do material. As 

mulheres participantes também forneceram as informações apresentadas no 

questionário pessoal contendo histórico pessoal, de saúde, hormonal e 

reprodutivo (Anexo II).  

A respeito do histórico hormonal das pacientes, a média de idade da 

menarca foi 13,15 + 1,72 anos (n=97), e a média da idade da menopausa foi 49,1 

+ 4,6 anos (n=80). A diferença entre a idade da menarca e da menopausa, que 

representa o tempo de exposição ao estrogênio endógeno, obtido em 74 

pacientes apresentou uma média de 35,7 + 4,9 anos.  

Das 105 pacientes das quais se obteve informação sobre o histórico 

reprodutivo, 19 pacientes eram nulíparas (18,1%) e 86 (81,9%) tiveram filhos, com 

uma média de idade da primeira gestação de 23,8 + 4,6 anos.  

As informações a respeito do hábito tabagista foram obtidas somente em 46 

pacientes, destas, a maioria (76%) eram não fumantes.  

Em relação à classificação histopatológica dos tumores, 115 pacientes 

(83,3%) apresentavam carcinoma ductal invasor, 13 (9,4%) possuíam carcinoma 

lobular e 10 pacientes (7,3%) apresentavam tipos histológicos raros (Tabela 2). 

Para quatro pacientes não foi possível obter essa informação.  
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Tabela 2. Identificação das pacientes, tipo histológico do tumor, e número de 
pacientes analisados 
 

Paciente Tipo Histológico dos tumores de mama  (n) 
1 - 115 Carcinoma Ductal Invasor 115 

116 - 128 Carcinoma Lobular Invasor 13 
129 Carcinoma Ducto Lobular Infiltrante 1 

130 e 131 Carcinoma Tubulo Lobular Infiltrante 2 
132 e 133 Carcinoma Tubular Invasor 2 
134 e 135 Carcinoma Medular Invasor 2 

136 Tumor Filóide 1 
137 Carcinoma Papilífero Invasor 1 
138 Carcinoma Apócrino 1 

139 - 142 Sem informação 4 
Total   142 

 

Dentre as pacientes em que foi possível obter a informação sobre o grau de 

diferenciação tumoral (n=132), 25 (18,9%) apresentaram tumor de grau I, 68 

(51,5%) de grau II e 39 (29,5%) de grau III. 

A pesquisa de metástases em linfonodos regionais foi informada em 125 

pacientes. Destas, 60 (48%) apresentaram metástases, e 65 (52%) não 

apresentaram.  

A média do tamanho do tumor obtida em 119 das 142 pacientes foi de 3,5 + 

1,7 cm.  

Os resultados do teste para o receptor de estrogênio (RE) foram obtidos em 

78 pacientes, destas 62 (79,5%) eram positivas e 16 (20,5%) negativas. Em 

relação ao receptor de progesterona, foram obtidas informações de 70 pacientes, 

sendo 51 (72,9%) positivas e 19 (27,1%) negativas para o receptor.  

Das 74 pacientes na qual foi possível obter o resultado do teste para a 

amplificação do oncogene ERBB2, 24 (32,4%) pacientes eram positivas e 50 

(67,6%) eram negativas para a amplificação do gene.  

 

5.2 COLETAS DO SANGUE PERIFÉRICO E DO TECIDO TUMORAL 

 

As coletas de sangue foram realizadas através de punção intravenosa com 

agulhas e seringas descartáveis estéreis. De cada indivíduo foram coletados cerca 
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de 10 ml de sangue periférico, o qual foi imediatamente colocado em tubos 

estéreis contendo 1,75 ml de solução anti-coagulante - ACD (0,016 M de ácido 

cítrico; 0,068 M de citrato de sódio; 0,081 M de glicose, previamente 

autoclavados), rotulados e enviados para o Laboratório de Citogenética Humana e 

Oncogenética do Departamento de Genética da UFPR e mantidos a 4ºC até o 

processamento. 

As amostras do tecido tumoral, após a remoção cirúrgica foram 

acondicionadas em frascos estéreis e estocadas em condições ideais de 

temperatura e conservação (-80ºC) para posterior extração do DNA. A 

classificação histopatológica foi realizada de acordo com os critérios internacionais 

estabelecidos pela Classificação Internacional de Tumores (WHO, 1990), e o 

estadiamento clínico foi determinado de acordo com o Estadiamento TNM do 

Câncer. 

 

5.3 EXTRAÇÃO DO DNA  

 
 5.3.1 TECIDO TUMORAL 

 

 O tecido tumoral foi descongelado e posteriormente fragmentado com o 

auxilio de tesouras, pinças e bisturis estéreis. Para a obtenção de DNA de alto 

peso molecular, seguiu-se o protocolo de extração manual pelo método de Fenol-

Clorofórmio.  

Foram adicionados a um tubo de microcentrífuga os fragmentos do tecido 

tumoral, 80µL de tampão da proteinase K 5X, 40µL de proteinase K (10mg/mL), 

20µL de SDS 20% e 240µL de água ultrapura e esse conjunto foi homogeneizado 

em agitador tipo Vortex. Em seguida, o tubo foi incubado no bloco de aquecimento 

a 60ºC por 30 minutos, deixando-se atingir a temperatura ambiente antes de 

prosseguir com a metodologia. Foram adicionados na seqüência 500 µL de fenol 

saturado pH 8,0 e 400 µL de clorofórmio, homogeneizando manualmente várias 

vezes. Após isso, o tubo foi centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos e o 

sobrenadante transferido para um novo tubo de microcentrífuga de 1,5 mL. Na 
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seqüência foram adicionados a ele 50µL de acetato de sódio 3M e 1 mL de etanol 

absoluto para a precipitação do DNA. Caso precipitasse pouco DNA, a amostra 

era incubada a -20ºC por uma hora. Esse novo tubo era centrifugado a 13.000 

rpm por 10 minutos e o sobrenadante descartado. Em seguida, foram adicionados 

500µL de etanol 70% e o tubo foi invertido gentilmente várias vezes, para lavar o 

DNA, antes de uma nova centrifugação a 13.000 rpm por 5 minutos. O 

sobrenadante foi desprezado e o tubo colocado em bloco de aquecimento a 55ºC 

por 10 minutos para que o DNA secasse. Após esse tempo, a amostra de DNA foi 

ressuspendida em 30 a 50µL de água ultrapura e retornou ao bloco de 

aquecimento a 95ºC por 10 minutos para que a solução de DNA ficasse 

homogênea. Após atingir a temperatura ambiente, a amostra de DNA foi 

armazenada a -20ºC. 

 

5.3.2 SANGUE PERIFÉRICO 

 

O DNA das amostras de sangue periférico foi extraído pelo método salting 

out segundo BIGNON e FERNANDEZ-VIÑA (1997), com modificações. Cerca de 

10 mL de sangue periférico foram centrifugados com tampão de lise para células 

vermelhas RCLB 1X (obtido da solução estoque 10X concentrada: 12,1 g de Tris; 

110,2g de MgCl2; 5,8 g de NaCl e água destilada) a 13000 rpm por 2 minutos. 

Este processo foi repetido até a obtenção de um botão de glóbulos brancos que 

foi incubado a 60ºC por 40 minutos, juntamente com 80 µl de tampão proteinase K 

5X, 40 µl de uma solução de proteinase K (10 mg/mL), 20 µl de SDS 20% e 240 µl 

de água ultrapura. Em seguida, foi adicionado NaCl para a precipitação protéica, 

aproveitando-se somente o sobrenadante, onde está o DNA. Após nova 

centrifugação, foi realizada a precipitação do DNA com a adição de etanol. Ao final 

do processo, a amostra de DNA foi ressuspendida em 50 µl de água ultrapura e 

armazenada a –20ºC. 
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5.4 QUANTIFICAÇÃO DAS AMOSTRAS DE DNA 

 

As amostras foram quantificadas no espectrofotômetro Gene Quant pro 

(RNA/DNA calculator). A leitura para quantificação e pureza é procedida em 

comprimentos de onda de 260 e 280 nanômetros (nm). Para uma amostra de DNA 

ser considerada pura, a razão da densidade óptica OD260/OD280 deverá estar entre 

1,6 e 1,8.  

Após a quantificação as amostras de DNA foram diluídas para a 

concentração de 20 ng/µl. 

 
5.5 ANÁLISE DE PERDA DE HETEROZIGOSE (LOH) 

 

A técnica de PCR (reação em cadeia da polimerase) foi utilizada para a 

amplificação dos sete marcadores microssatélites em 3p através da utilização de 

iniciadores específicos marcados com agentes fluorescentes cujas seqüências 

foram obtidas no Genome Database - GDB (http://www.gdb.org) (Tabelas 3 e 4).  

 
Tabela 3. Localização, tamanho dos fragmentos e freqüência de heterozigose 
descrita no GDB para cada marcador microssatélite. 
  

Marcador Região Tamanho Heterozigose (%) 
D3S1307 3p26.3 237-251 pb 81,4 

    
D3S1263 3p25.3 244pb 87 

    
D3S1286 3p24.3 119 -153 pb 89,1 

    
D3S1581 3p21.31 78-102 pb 88 

    
D3S1300 3p14.2 217-241 pb 83, 3 

    
D3S1079 3p14.2 133-136 pb 37 

    
D3S1274 3p12.3 128 -136 pb 61,2 
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Tabela 4. Seqüência dos iniciadores e o fluorocromo utilizado para cada marcador 
microssatélite. 
 

Marcador Iniciadores Fluorocromo 
D3S1307-1 3´-TAAATGACACTCCAGCAGCA-5´ HEX 

D3S1307-2 5´-GCACTCATCAATGTATGGGG-3´  
   

D3S1263-1 5´-CTGTTGACCCATTGATACCC-3´ HEX 

D3S1263-2 3´-TAAAATCACAGCAGGGGTTC-5´  
   

D3S1286-1 5´-GCAGTGACTTCAGAGGGGC-3´ HEX 

D3S1286-2 3´-ATTGACGGGGCTAGGGC-5´  
   

D3S1581-1 5´-CAGAACTGCCAAACCA-3´ 6-FAM 

D3S1581-2 3´-GGGTAACAGGAGCGAG-5´  
   

D3S1300-1 5´-AGCTCACATTCTAGTCAGCCT-3´ 6-FAM 

D3S1300-2 3´-GCCAATTCCCCAGATG-5´  
   

D3S1079-1 5´-ATCTACCATTAAGGCAACCTG-3´ 6-FAM 

D3S1079-2 3´-GGGAGATAGGTAGTATCATCT-5´  
   

D3S1274- 1 5´-TTATACATCAGTCTCTGGGAAACAC-3´ 6-FAM 

D3S1274- 2 3´-TACTGTGCATATAGGTTCCTGTGA-5´   
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FIGURA 3. Gráfico representativo dos genes mapeados em 3p: (o colorido em 
vermelho indica a região onde genes conhecidos estão mapeados), localização dos 
marcadores de microssatélites utilizados no presente trabalho e posição dos genes 
supressores tumorais (GSTs) candidatos para a região. 
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Todos os produtos de amplificação foram obtidos utilizando as mesmas 
condições, conforme descrito na Tabela 5. 

 
 
Tabela 5. Composição da reação em cadeia da polimerase (PCR) 
 

Reagentes Concentração Concentração na reação 

DNA Variável 20 ng/µL  
Tampão 10X 1X 
MgCl2 25Mm 2,5mM 
DNTP 2Mm 200µM 

Iniciador 3’ 8Μm 480nM 
Iniciador 5’ 8µM 480nM 

Taq DNA polimerase 5U/µL 0,5U 
H20 ultra-pura     

 

As amplificações foram realizadas em ciclos como se segue: 96 C° por 5 

min; 30 ciclos de 96 C° por 1 min, 55 C° por 1 min e 72 C° por 1 min; 72 C° por 10 

min, usando-se um termociclador Eppendorf Gradient. 

Os produtos de PCR foram primeiramente analisados em gel de agarose 

2% corado com brometo de etídeo para avaliar a presença e especificidade do 

produto amplificado para cada marcador, bem como o grau de intensidade da 

banda.  

Para a montagem da placa de injeção foi preparada uma solução contendo 

999 µL de água ultrapura e 1 µL de TWEEN 20, com uma pequena centrifugação 

antes de prosseguir. Desta solução foram selecionados 785,4 µL e passados para 

outro tubo de microcentrífuga. Neste último foram adicionados 30,6 µL do 

marcador de tamanho de fragmento ET-ROX 400 (Amershan Biosciences) e 

centrifugado, sendo distribuídos 8 µL dessa solução para cada poço da placa de 

injeção e completando-se com 2 µL do produto da PCR, totalizando 10 µL por 

amostra.  

As amostras contidas na placa foram então desnaturadas a 94ºC por 3 

minutos e acondicionadas no gelo para que não renaturassem. Após uma pré 

corrida, a placa era então levada ao seqüenciador MEGABACE 1000 previamente 
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programado para genotipagem. As condições de corrida foram: injeção a 3KV por 

80 segundos e corrida a 8KV por 80 minutos. Após a eletroforese os produtos de 

PCR foram detectados e analisados pelo Software Fragment Profiler 2.1 

(Amershan Biosciences). 

 Primeiramente foi analisado o DNA normal de cada paciente para a 

identificação de alelos informativos (presença de dois alelos que apresentassem 

uma diferença de tamanho superior ou igual a 2pb). As amostras cujos 

marcadores apresentaram-se em homozigose na análise do sangue periférico 

foram consideradas não informativas para aquele marcador em específico. 

Os marcadores que se mostraram informativos para cada paciente foram, 

em seguida, avaliados quanto à perda de heterozigose. O software Fragment 

Profiler 2.1 fornece os valores de altura e área dos picos representativos dos 

alelos (Figura 4).  

 

A LOH foi determinada matematicamente utilizando-se as seguintes 

fórmulas: 

 

 

 

 
 
 

 

 

Sendo o alelo 1 aquele que possui menor tamanho em pares de bases, e o 

alelo 2 aquele que possui o maior tamanho. Um valor de LOH ≤ 0,6 indica que a 

amostra tumoral apresenta significativa perda do alelo de maior tamanho, 

enquanto que um valor de LOH ≥ 1,6 indica que a amostra tumoral apresenta 

perda do alelo de menor tamanho.  

Foram consideradas como apresentando LOH apenas as amostras com 

valores inclusivos em ambos os cálculos. Casos com duvidas na interpretação dos 

resultados foram repetidos ou excluídos da amostragem final.  

                  Altura do pico do alelo normal 2 
       Altura do pico do alelo normal 1 
LOH =  __________________________ 
 
                Altura do pico do alelo tumoral 2 
       Altura do pico do alelo tumoral 1 
 

 
                  Área do pico do alelo tumoral 1 
       Área do pico do alelo tumoral 2 
LOH =  __________________________ 
 
                Área do pico do alelo tumoral 1 
      Área do pico do alelo tumoral 2  
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a) 

 

b) 

 

c) 

 

 
FIGURA 4: Exemplo de perfil dos alelos do marcador D3S1263. O pico do alelo é 
marcado mostrando os valores de altura, área e tamanho do alelo (pb), respectivamente. 
a) paciente homozigoto no sangue; b) paciente heterozigoto no sangue e com LOH no 
tumor (c). 
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5.6 ANÁLISE DE INSTABILIDADE DE MICROSSATÉLITE (MI) 

 

Foram consideradas portadoras de instabilidade de microssatélite (MI) as 

amostras que tiveram redução ou expansão no tamanho de um dos alelos no 

tecido tumoral quando comparado ao DNA do sangue periférico (Figura 5).  

As pacientes que apresentaram MI não foram analisadas quanto à perda de 

heterozigose, pois devido à metodologia utilizada neste trabalho não seria 

adequado aplicar as fórmulas matemáticas de análise de LOH para comparar 

alelos que sofreram alteração no número de bases, uma vez que o tamanho do 

fragmento influencia na altura e área dos picos. Dessa forma, os casos positivos 

para MI foram considerados não informativos nas análises de freqüência de LOH. 
 
 
 a) 

 
 
 b) 

 
 

FIGURA 5: Exemplo de perfil dos alelos do marcador D3S1286. O pico do alelo é 
marcado mostrando os valores de altura, área e tamanho do alelo (pb), respectivamente. 
a) paciente heterozigota no sangue (alelos 141 e 145) ; b) instabilidade de microssatélite 
no tumor (alelos 123 e 141). 
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5.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
As freqüências de perda de heterozigose e instabilidade de microssatélites 

foram obtidas por contagem direta.  

O teste do Qui-Quadrado de homogeneidade foi utilizado na comparação 

entre os parâmetros histopatológicos (presença de metástase em linfonodos 

regionais, grau de diferenciação tumoral, presença de receptores hormonais, e 

amplificação do oncogene ERBB2) e os resultados de LOH.  

 A análise de variância foi realizada para comparar as médias dos tamanhos 

dos tumores nas amostras com os resultados de LOH nos sete microssatélites 

analisados. O teste de BARTLETT foi utilizado para verificar a homogeneidade 

das variâncias.  

Todos os testes foram realizados de acordo com as fórmulas apresentadas 

por BEILGUELMAN (1988). 
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6. RESULTADOS 
 

Foram analisados sete marcadores microssatélites em 3p (D3S1307, 

D3S1263, D3S1286, D3S1581, D3S1300, D3S1079 e D3S1274) em amostras de 

DNA tumoral e de sangue periférico de 142 pacientes com câncer de mama 

esporádico (Apêndice).  

O número de pacientes analisadas para cada marcador microssatélite 

variou devido à dificuldades de amplificação do DNA das amostras (principalmente 

das amostras tumorais) para determinados marcadores.  

A perda de heterozigose foi observada em todos os locos analisados. As 

freqüências variaram de 19,7% para o marcador D3S1263 a 45,9% para o 

marcador D3S1307. A LOH em pelo menos um loco em 3p foi observada em 91 

das 142 pacientes (64,1%) analisadas. 

A instabilidade de microssatélite (MI) foi observada em seis dos sete 

marcadores analisados, com freqüências variando de 1,9% para o marcador 

D3S1581 a 5,4% para o marcador D3S1300. Para o marcador D3S1274 não foi 

observada nenhuma MI. 

 As freqüências de perda de heterozigose (LOH) e instabilidade de 

microssatélite (MI) para cada um dos sete marcadores analisados estão 

apresentadas na Tabela 6. 

 
Tabela 6. Freqüências de LOH e MI obtidas nos sete marcadores de microssatélites 
em 3p 
 

Marcador 
microssatélite (3p) 

Pacientes 
analisados (n) 

Casos 
informativos (n)/%

LOH (%) (LOH/casos 
informativos) 

MI (%) (MI/casos 
informativos 

D3S1307 95 74/ 77,9 45,9 (34/74) 4,0 (3/74) 
D3S1263 100 76/ 76,0 19,7 (15/76) 5,3 (4/76) 
D3S1286 98 85/ 86,7 29,4 (25/85) 2,3 (2/85) 
D3S1581 130 106/ 81,5 29,2 (31/106) 1,9 (2/106) 
D3S1300 101 74/ 73,3 25,7 (19/74) 5,4 (4/74) 
D3S1079 65 38/ 58,5 36,8 (14/38) 5,3 (2/38) 
D3S1274 114 59/ 51,8 37,3 (22/59) 0 

Legenda: LOH: perda de heterozigose; MI: instabilidade de microssatélite 
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6. 1 ANÁLISES DOS PARÂMETROS HISTOPATOLÓGICOS 

 

Foram realizadas análises entre os resultados de LOH e os parâmetros 

histopatológicos (tamanho e tipo histológico do tumor, presença de receptores 

hormonais, grau de diferenciação tumoral, presença de metástases em linfonodos 

regionais e amplificação do oncogene ERBB2). Somente foram incluídas as 

pacientes que possuíam informação para o parâmetro analisado, ocasionando 

uma redução do tamanho amostral. A análise dos parâmetros histopatológicos 

não foi realizada com os resultados de MI, devido ao pequeno número de casos 

positivos observados.  

A Tabela 7 apresenta as médias dos tamanhos dos tumores das pacientes 

e os resultados de LOH para cada marcador. A análise de variância foi realizada 

para comparar os dados apresentados nesta tabela, não tendo sido observada 

diferença significativa para nenhuma das variações analisadas (Tabela 8). O teste 

de Bartlett, para avaliar a homogeneidade das variâncias, apresentou um valor 

não significativo (χ2
(13) corr.= 9,25; P> 0,70). 

 
 
Tabela 7. Médias dos tamanhos dos tumores e número de pacientes que 
apresentaram ou não LOH para os sete marcadores de microssatélites em 3p 

 
Médias e desvios Número de pacientes 

LOH + LOH - LOH + LOH - Marcador 

média + DP média + DP     
D3S1307 3,80 + 1,81 3,26 + 1,52 27 30 
D3S1263 3,5 + 1,2 3,93 + 1,74 10 50 
D3S1286 3,95 + 1,71 3,73 + 1,81 22 45 
D3S1581 3,5 + 1,61 3,53 + 1,68 30 60 
D3S1300 3,20 + 1,64 3,7 + 1,62 15 47 
D3S1079 4,0 + 2,3 3,59 + 1,46 10 18 
D3S1274 4,17 + 1,94 3,5 + 1,4 17 32 

Legenda: LOH +: apresenta perda de heterozigose; LOH -: não apresenta perda de heterozigose; 
DP: desvio padrão 
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Tabela 8. Análise da variância para a comparação das médias dos tamanhos dos 
tumores das pacientes e resultados de LOH nos sete marcadores de 
microssatélites em 3p 

 
Variação G.L. SQ S2 (x) F G.L. P 

Entre LOH+ e 
LOH - 1 0,04 0,04 0,014 1; 399 P>0,05 

Entre 
marcadores 6 5,95 0,99 0,35 6; 399 P>0,05 

Interação 6 15,73 2,62 0,93 6; 399 P>0,05 

E.T.G 13 21,72 1,67 0,59 13; 399 P>0,05 

Resíduo 399 1123,75 2,82    

Total  412 1145,47         
Legenda: LOH +: apresenta perda de heterozigose; LOH -: não apresenta perda de heterozigose 
ETG: entre todos os grupos 
 

 

O teste do qui-quadrado foi realizado para a análise dos demais parâmetros 

histopatológicos (tipo histológico do tumor, receptor de estrogênio e progesterona, 

grau de diferenciação tumoral, presença de metástases em linfonodos regionais e 

amplificação do oncogene ERBB2). 

Em dois dos parâmetros analisados, tipo histológico do tumor e presença 

do receptor de estrogênio observou-se resultados estatisticamente significativos 

para o marcador microssatélite D3S1274 (χ2
2=5,42; P<0,05; χ2

2=8,12; P<0,01, 

respectivamente) (Tabelas 9 e 10).  
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Tabela 9. Número de pacientes que apresentaram ou não LOH e com carcinoma 
ductal, lobular e tipos histológicos raros nos sete marcadores analisados e 
resultados do teste de χ2 

  

  D3S1307 D3S1263 D3S1286 D3S1581 D3S1300 D3S1079 D3S1274 
               
 LOH+ LOH- LOH+ LOH-  LOH+ LOH- LOH+ LOH- LOH+ LOH- LOH+ LOH- LOH+ LOH- 
                              

CDI 28 33 11 49 21 47 27 60 16 45 12 22 14 30 
               

CLI 4 5 3 7 1 7 2 7 2 4 1 2 6 2 
               

THR 2 2 0 4 1 5 3 6 0 7 0 1 2 4 
Qui 

Quadrado 
χ2

2=0,04 

P>0,80 

χ2
2=1,75; 

P>0,10 

χ2
2=1,61; 

P>0,20 

χ2
2=0,34; 

P>0,50 

χ2
2=2,63; 

P>0,10 

χ2
1=0,54; 

P>0,30 

χ2
2=5,42; 

P<0,05 

Legenda: LOH +: apresenta perda de heterozigose; LOH -: não apresenta perda de heterozigose; 
CDI: carcinoma ductal invasor; CLI: carcinoma lobular invasor; THR: tipos histológicos raros. 

 

 
Tabela 10. Número de pacientes que apresentaram ou não LOH e com receptor de 
estrogênio positivo ou negativo nos sete marcadores analisados e resultados do 
teste de χ2 
 

 LOH + LOH - Marcador 
RE + RE - RE + RE - 

Qui-quadrado 

D3S1307 13 6 19 4 χ2
1=1,15; P>0,20 

D3S1263 8 0 30 7 χ2
1=1,79; P>0,10 

D3S1286 10 3 28 7 χ2
1=0,05; P>0,80 

D3S1581 15 3 35 9 χ2
1=0,12; P>0,70 

D3S1300 10 0 24 9 χ2
1=3,45; P>0,05 

D3S1079 5 2 14 3 χ2
1=0,36; P>0,50 

D3S1274 11 0 10 10 χ2
1=8,12; P<0,01 

Legenda: LOH +: apresenta perda de heterozigose; LOH -: não apresenta perda de heterozigose; 
RE+: positivo para receptor de estrogênio; RE-: negativo para receptor de estrogênio. 
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Os demais resultados obtidos não apresentaram significância estatística 

para os seguintes parâmetros: receptor de progesterona, grau de diferenciação 

tumoral, presença de metástases nos linfonodos regionais, e amplificação do 

oncogene ERBB2, tanto quando cada marcador foi analisado isoladamente 

(Tabelas 11, 12, 13 e 14), como quando analisados em conjunto (receptor de 

progesterona: χ2
1= 0,001; P> 0,95; grau de diferenciação tumoral: χ2

2= 0,41; P> 

0,70; envolvimento de linfonodos: χ2
1= 0,17; P> 0,50; e amplificação do ERBB2: 

χ2
1= 1,9; P> 0,10).  

 

 
Tabela 11. Número de pacientes que apresentaram ou não LOH e com receptor de 
progesterona positivo ou negativo nos sete marcadores analisados e resultados do 
teste de χ2 

  
Com LOH Sem LOH Marcador 

RP + RP - RP + RP - 
Qui-quadrado 

D3S1307 10 7 15 4 χ2
1=1,71; P>010 

D3S1263 4 1 24 11 χ2
1=0,27; P>0,50 

D3S1286 6 4 22 10 χ2
1=0,26; P>0,50 

D3S1581 11 5 26 12 χ2
1=0,001; P>0,95 

D3S1300 5 2 21 10 χ2
1=0,04; P>0,80 

D3S1079 4 1 12 3 χ2
1=0 

D3S1274 8 2 10 9 χ2
1=2,08; P>0,10 

Legenda: LOH +: apresenta perda de heterozigose; LOH -: não apresenta perda de heterozigose; 
RP+: positivo para receptor de progesterona; RP-: negativo para receptor de progesterona. 
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Tabela 12. Número de pacientes que apresentaram ou não LOH e com graus I, II, e 
III de diferenciação tumoral nos sete marcadores analisados e resultados do teste 
de χ2  
 

LOH +  LOH - Marcador 
G. I G. II G. III G. I G. II G. III 

Qui-quadrado 

D3S1307 7 15 10 5 21 10 χ2
2 = 1,10; P>0,50 

D3S1263 2 8 1 9 33 13 χ2
2 = 1,17; P>0,50 

D3S1286 3 14 3 11 28 12 χ2
2 = 1,38; P>0,50 

D3S1581 5 14 7 13 41 16 χ2
2 = 0,21; P>0,90 

D3S1300 1 9 5 8 25 16 χ2
2 = 0,93; P>0,50 

D3S1079 1 7 5 6 12 3 χ2
2 = 3,70; P>0,10 

D3S1274 3 11 4 7 17 8 χ2
2 = 0,32; P>0,80 

Legenda: LOH +: apresenta perda de heterozigose; LOH -: não apresenta perda de heterozigose; 
G.I: grau I, G.II: grau II; G.III: grau III de diferenciação tumoral. 
 

 

 

Tabela 13. Número de pacientes que apresentaram ou não LOH e com presença e 
ausência de metástases em linfonodos regionais nos sete marcadores analisados e 
resultados do teste de χ2 

 
 LOH +  LOH - Marcador 

 MLR +  MLR -  MLR +  MLR - 
Qui-quadrado 

D3S1307 11 18 10 23 χ2
1=0,39; P>0,50 

D3S1263 4 7 27 28 χ2
1=0,59; P>0,30 

D3S1286 9 10 25 28 χ2
1=0,0003; P>0,95 

D3S1581 12 15 30 38 χ2
1=0,001; P>0,95 

D3S1300 8 7 19 27 χ2
1=0,66; P>0,30 

D3S1079 4 8 10 13 χ2
1=0,34; P>0,50 

D3S1274 11 7 12 20 χ2
1=2,58; P>0,10 

Legenda: LOH +: apresenta perda de heterozigose; LOH -: não apresenta perda de heterozigose; 
MLR+: presença de metástase em linfonodos regionais; MLR-: ausência de metástase em 
linfonodos regionais. 
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Tabela 14. Número de pacientes que apresentaram ou não LOH e com presença ou 
ausência de amplificação do oncogene ERBB2 nos sete marcadores analisados e 
resultados do teste de χ2 
 

LOH + LOH - Marcador 
ERBB2 + ERBB2 - ERBB2 + ERBB2 - 

Qui-quadrado 

D3S1307 7 12 8 14 χ2
1=0,001; P>0,95 

D3S1263 1 7 15 22 χ2
1=2,26; P>0,10 

D3S1286 4 9 10 23 χ2
1=0,001; P>0,95 

D3S1581 3 12 19 24 χ2
1=2,76; P>0,05 

D3S1300 5 5 12 19 χ2
1=0,40; P>0,50 

D3S1079 1 6 5 12 χ2
1=0,61; P>0,30 

D3S1274 3 11 8 10 χ2
1=1,85; P>0,10 

Legenda: LOH +: apresenta perda de heterozigose; LOH -: não apresenta perda de heterozigose; 
ERBB2 +: positivo para amplificação do oncogene ERBB2 ; ERBB2 -: negativo para amplificação 
do oncogene ERBB2.  
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7. DISCUSSÂO 

A carcinogênese mamária é um processo complexo que envolve inúmeras 

alterações genéticas entre elas a baixa expressão de genes supressores tumorais 

que codificam para proteínas envolvidas na regulação do ciclo celular e nos 

mecanismos de adesão celular e apoptose (INGVARSSON, 2004). 

A perda de regiões cromossômicas é uma das alterações mais 

freqüentemente observadas no câncer de mama (MYAKIS e SPANDIDOS, 2002) 

e é uma importante ferramenta na localização de genes supressores tumorais. As 

análises de LOH combinadas às análises de parâmetros histopatológicos 

marcadores da agressividade tumoral podem auxiliar na compreensão dos 

mecanismos envolvidos na progressão desses tumores e no desenvolvimento de 

novos marcadores moleculares para uso clínico. Segundo PEREZ-ORDOÑEZ et 

al. (2006), a análise de LOH, conjuntamente com outros marcadores pode ser um 

importante fator na predição de risco de progressão tumoral quando se avalia 

lesões pré-cancerosas, desenvolvimento de tumores secundários e óbito. A 

aplicação da LOH como marcador prognóstico através da técnica de genotipagem 

em seqüenciador automático oferece vantagens por ser um método que possibilita 

a utilização de diferentes marcadores simultaneamente, podendo analisar um 

grande número de amostras em um único ensaio laboratorial (MATSUMOTO et 

al., 2000).  

Em cânceres de mama hereditários as pacientes comumente apresentam 

mutação germinativa em um alelo do gene BRCA1 (ou BRCA2) e a perda do alelo 

funcional como mecanismo de inativação do gene (OLDENBURG et al., 2007). Em 

cânceres esporádicos a inativação de genes supressores tumorais acontece 

freqüentemente através de mutações gênicas ou mecanismos epigenéticos e LOH 

(THIAGALINGAM et al., 2002). Segundo YANG et al. (2002) a hipermetilação e a 

LOH são os dois principais mecanismos de perda de função de genes 

supressores em carcinomas mamários esporádicos, no entanto ainda não se sabe 

quais dos eventos ocorrem primeiro durante a tumorigênese (THIAGALINGAM et 

al., 2002). 
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A perda de heterozigose no braço curto do cromossomo 3 (3p) é 

frequentemente observada em carcinomas mamários e em muitos outros tipos de 

cânceres esporádicos, como o de  pulmão, cabeça e pescoço, tireóide,  útero, 

ovário, esôfago, renal, gástrico e em neuroblastomas (revisado em YAMAMOTO 

et al., 2007) indicando a localização de genes supressores tumorais com 

importante função na carcinogênese.  

Em nosso estudo, a LOH foi observada nos sete locos analisados e 91 

(64,1%) das 142 pacientes informativas apresentaram perda em pelo menos um 

deles. A maior freqüência de LOH encontrada foi de 45,9% (34/74) para o 

marcador D3S1307 localizado em 3p26.3.  

A perda de marcadores polimórficos nessa região é descrita em muitos 

tipos de câncer como: pulmão, renal, mamário e outros tumores sólidos 

(ZABAROVSKY et al., 2002; HARTIKAINEN et al., 2005; TAI et al., 2006). 

RIMESSI et al. (1994) demonstraram que genes localizados na região 3p25-p26 

suprimem o crescimento de células tumorais, e estudos mostram que deleções 

nessa região têm valor prognóstico para alguns tipos de câncer (MATSUMOTO et 

al., 2000; HIRANO et al., 2001).  

Os achados de LOH em 3p25-p26 em neoplasias associadas com a 

síndrome de Von Hippel Lindau (especialmente de origem renal) sugeriram o gene 

VHL como supressor tumoral (WHALEY et al., 1994). Tais observações foram 

confirmadas por estudos in vitro quando se demonstrou que a reintrodução de 

uma cópia normal do gene VHL em células mutantes resulta em regressão do 

fenótipo tumoral (ILIOPOULOS et al., 1995).   

Foi demonstrado que a ausência do gene VHL resulta em aumento da 

transcrição de genes estimulados por sinais de hipóxia, ou seja, baixo teor de 

oxigênio nas células (LONERGAN et al., 1998; MAXWELL et al., 1999). Sabe-se 

que as proteínas que são ativadas por hipóxia tentam restaurar ou se adaptar ao 

novo nível de oxigenação tissular através de vários mecanismos, entre eles a 

indução da angiogênese. Isto pode explicar o fato de que os tumores 

componentes da síndrome de Von Hippel Lindau são altamente vascularizados. 

Além dos efeitos do gene VHL na regulação de sinais de hipóxia, outras funções 



 

 59
 

têm sido atribuídas a este gene, como a organização da matriz extracelular, o 

controle do ciclo celular e a estabilização de certos genes no nível pós-

transcricional (PAUSE et al., 1998; KONDO e KAELIN, 2001).  

Recentemente, ZIA et al. (2006) demonstraram que a presença do gene 

VHL inibe a capacidade de invasão e migração de linhagens de câncer de mama 

sugerindo o envolvimento deste gene na carcinogênese mamária. Quando 

analisaram a expressão do gene VHL em 124 amostras de tumores de mama 

primários, esses autores encontraram associação entre baixos níveis do mRNA do 

gene e parâmetros histopatológicos indicadores de agressividade tumoral como 

grau de diferenciação do tumor e presença de metástases em linfonodos.  

A alta taxa de LOH (45,9%) do marcador D3S1307 localizado em 3p26.3 

observada em nosso estudo nos permite sugerir o gene VHL como candidato a 

supressor tumoral envolvido com a carcinogênese mamária. Porém não 

encontramos associação significativa entre a perda do marcador e nenhum dos 

parâmetros histopatológicos analisados, sugerindo que a perda dessa região não 

está envolvida com a progressão dos tumores de mama.  

Outro gene localizado próximo a essa região é o FANCD2, mapeado em 

3p25.3 (HEJNA et al., 2000). O gene codifica para uma proteína que interage com 

o gene BRCA1 e é essencial no processo de resposta a danos do DNA 

(BARROSO et al., 2006). Foi demonstrado que a proteína codificada pelo gene 

FANCD2 é expressa em células proliferativas da mama normal, e que a inativação 

do gene causa o desenvolvimento de tumores de mama em camundongos 

(HOLZEL et al., 2003; HOUGHTALING et al., 2003).  

Em nosso estudo analisamos a perda do marcador microssatélite D3S1263 

que está localizado em 3p25.3 e observamos LOH em 15 (19,7%) das 76 

pacientes informativas para esse locos. Essa freqüência (19,7%) é bastante 

próxima à descrita por VAN DER GROEP et al. (2008) de 19% para a perda 

completa da expressão do gene FANCD2 em 96 amostras de tumores de mama 

esporádicos. Dessa forma sugerimos o gene FANCD2 como candidato a 

supressor tumoral com função na tumorigênese mamária e a LOH como principal 

mecanismo de inativação deste gene.  
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A região 3p24 apresenta freqüentes perdas em muitos tipos de tumor como 

cabeça e pescoço, próstata, pulmão e mama (MULLER et al., 2006; TAI et al., 

2006; FU et al., 2007; YAMAMOTO et al., 2007). Um candidato a supressor 

tumoral localizado nesta região é o gene RARB que codifica para o receptor do 

ácido retinóico β2. Este gene atua como fator transcricional ligante-dependente 

modulando a expressão dos genes responsivos ao ácido retinóico, um metabólito 

ativo da vitamina A e β-caroteno que tem importante papel no controle da 

proliferação e diferenciação celular e na regulação da apoptose (SPORN et al., 

1994; ALTUCCI e GRONEMEYER, 2001). Estudos sugerem que o RARB 

desempenha importante papel na limitação do crescimento de muitos tipos de 

células e que a perda da atividade regulatória deste gene está associada com a 

tumorigênese (YANG et al., 2001).  

O marcador microssatélite D3S1286 está localizado em 3p24.3 e nosso 

estudo encontrou perda desse marcador em 29,4% (25/85) das pacientes 

analisadas. Uma freqüência de perda semelhante à nossa foi descrita por 

MATSUMOTO et al. (2000) que observaram perda deste marcador em 93 (27,2%) 

das 342 amostras de tumores de mama.  

YANG et al. (2001a) analisaram a LOH na região 3p24 utilizando 3 

marcadores microssatélites, entre eles o  D3S1286, e encontraram LOH desse 

marcador em 24% dos 52 tumores de mama analisados, resultado também 

semelhante ao encontrado em nosso estudo (29,4%) para o mesmo marcador. 

Esses autores analisaram a expressão da proteína do RARB e encontraram perda 

da expressão em 42% das amostras, levando-os a concluir que a LOH em 3p24 

não é o único mecanismo de inativação do gene RARB nestes tumores. Como 

mutações nesse gene não têm sido observadas (WIDSCHWENDTER et al., 1997; 

YANG et al., 2001b) é possível que a inativação bialélica ocorra por mecanismos 

epigenéticos em ambos os alelos ou através da inativação epigenética de um alelo 

e a deleção do alelo remanescente (YANG et al., 2001b). 

Esses resultados também podem indicar que outros genes presentes nessa 

região, e não somente o RARB, estejam envolvidos com a patogênese do câncer 

de mama, por exemplo, o gene THRB localizado em 3p24.3 (ALBERTSON; 
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SHERRINGTON e RABBITTS, 1989). O proteína codificada por este gene pode 

atuar como ativador transcricional na presença do hormônio tireoidiano T3, e 

como silenciador na ausência do mesmo (DAMM et al. 1989). SILVA et al., (2002) 

demonstraram que a expressão do THRB encontra-se alterada em tumores de 

mama sugerindo que a desregulação do gene está envolvida no desenvolvimento 

dessa neoplasia.  

Deleções em 3p21 são encontradas em amostras de tumores de mama 

indicando o envolvimento dessa região na patogênese da doença (MARTINEZ et 

al., 2001; YANG et al., 2002; ZABAROVSKY et al., 2002). MAITRA et al. (2001) 

analisaram 9 marcadores microssatélites em 3p21 em amostras de câncer de 

mama e observaram freqüências de LOH que variaram de 25% a 50%.  

Em nosso estudo, a LOH do marcador D3S1581 em 3p21.3 foi observada 

em 31 das 106 (29,2%) amostras informativas, evidenciando a importância desta 

região e a possível localização de genes supressores com função na 

tumorigênese mamária.  

O gene RASSF1 mapeado em 3p21 é o mais estudado como supressor 

tumoral para esta região (MARTINEZ et al., 2001; YANG et al., 2002; 

ZABAROVSKY et al., 2002). Sua função está relacionada com a regulação da 

proliferação celular através da inibição da progressão da fase G1 para a fase S do 

ciclo celular (SHIVAKUMAR et al., 2002). Outros genes como RBM5 e BAP1, 

ambos localizados em 3p21.3, também têm sido associados com a carcinogênese 

mamária.  O gene RBM5 desempenha importante papel na formação do tumor, 

proliferação e morte celular (LERMAN e MINNA, 2000; OH et al., 2002; RINTALA-

MAKI e SUTHERLAND, 2004). MOURTADA-MAARABOUNI et al. (2003) 

demonstraram que a superexpressâo do gene suprimiu a proliferação de células 

de linhagem celular de câncer de mama, tanto por indução da apoptose, quanto 

por extensão da fase G1 do ciclo celular. O gene BAP1 codifica para uma proteína 

que se liga ao BRCA1 atuando na cascata de regulação do crescimento celular e 

sendo potencial mediador da supressão tumoral em cânceres de mama 

(COUPIER et al., 2005).  
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Deleções na região 3p14.2 são muito freqüentes em cânceres de pulmão e 

renal, sendo também observadas em outros tipos de tumor como mama, cabeça e 

pescoço, gastrointestinal, esôfago e cervical (revisado em ZABAROVSKY et al., 

2002).  

A presença do gene FHIT em 3p14.2 e as altas freqüências de LOH nessa 

região em carcinomas mamários sugerem seu envolvimento na patogênese dessa 

doença. Alterações genéticas que causam a redução na expressão do FHIT são 

encontradas em 30% dos tumores de mama (AHMADIAN et al., 1997; GATALICA 

et al., 2000) e são devidas à deleções internas ou hipermetilação, uma vez que 

mutações pontuais são raras neste gene (GATALICA et al., 2000; HANBY et al., 

2000).  

O marcador microssatélite D3S1300 está localizado dentro do intron 5 do 

gene FHIT sendo um importante marcador no estudo desta região.  MAN et al 

(1996) detectaram a LOH desse marcador em 44% das amostras de câncer de 

mama. MAITRA et al. (2001) observaram perda do D3S1300 em 35% das 

amostras de carcinomas mamários.  

Em nosso estudo, foi observada perda do marcador D3S1300 em 19 

(25,7%) das 74 pacientes informativas para esse loco, o que também permite 

sugerir o envolvimento do gene FHIT na tumorigênese mamária. Uma freqüência 

de LOH semelhante à encontrada em nosso estudo foi também descrita em outro 

trabalho de nosso grupo (SANTOS et al., 2004) que encontraram a perda desse 

marcador em 6 das 25 (24%) pacientes analisadas.  

CHEN et al. (1994) identificaram duas regiões que são independentemente 

deletadas em cânceres mamários: 3p13-p14 e 3p24-p26. Em nosso estudo, a 

perda do marcador D3S1079, localizado em 3p13, foi observada em 36,8% 

(14/38) das pacientes, evidenciando a importância desta região na carcinogênese 

da mama.  

O marcador D3S1274 está localizado dentro do loco do gene ROBO1, 

mapeado em 3p12.3 por SUNDARESAN et al. (1998b) e estudos têm relacionado 

a função desse gene à supressão de tumores mamários (SUNDARESAN et al., 

1998a; MARTINEZ et al., 2001). ZABAROVSKY et al. (2002) observaram a 
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hipermetilação do gene ROBO1 em 19% dos tumores de mama invasivo. Além 

disso, 80% dos tumores que apresentaram-se hipermetilados para este gene 

também apresentaram perda alélica para marcadores da região 3p12, 

corroborando com a hipótese dos dois eventos de KNUDSON para a inativação de 

genes supressores tumorais (ZABAROVSKY et al., 2002).  

Em nosso estudo, a LOH do marcador D3S1274 foi observada em 22 

(37,3%) das 59 pacientes informativas. MAITRA et al. (2001), encontraram perda 

do mesmo marcador em 20% das amostras de tumor primário de mama. Quando 

analisaram em conjunto outros dois marcadores da região 3p12 além do 

D3S1274, os autores encontraram freqüência de LOH de 35%.  

A análise do marcador D3S1274, realizada neste estudo, em relação ao 

tipo histológico dos tumores (ductal, lobular e tipos raros) indicou um valor de χ2 

estatisticamente significativo (χ2
2=5,42; P<0,05), sendo que a principal diferença 

entre o observado e o esperado ocorreu no carcinoma lobular com os χ2 parciais 

(4,67) representando 86% do valor do χ2 total (5,42). A LOH do marcador 

D3S1274 foi observada em 6 (75%) das 8 pacientes com carcinoma lobular 

informativas para esse locos. Esses resultados sugerem um possível 

envolvimento da região 3p12 no desenvolvimento do carcinoma lobular.  

Os carcinomas lobulares invasivos (CLI) representam cerca de 14% de 

todos os cânceres de mama invasivos (SINGLETARY et al., 2005). Esses tumores 

possuem características morfológicas e genéticas que os distinguem dos 

carcinomas ductais invasivos (CDI) estando associados com aumento de risco de 

doença bilateral, multifocalidade, e uma propensão em desenvolver metástases 

em sítios não usuais, sendo o mais comum, o trato gastro-intestinal (EL KHOURY 

et al., 2004; SAVANIS et al., 2006).  

Os achados de LOH em carcinomas lobulares envolvem principalmente a 

região 16q22.1, onde encontra-se mapeado o gene da E-CADERINA (CDH1) 

(MANSOURI et al., 1987). O complexo da E-CADERINA possui importante função 

nos mecanismos de adesão célula a célula e na manutenção da arquitetura 

tecidual (WIJNHOVEN et al., 2000). Na glândula mamária normal, que é composta 

por uma bicamada formada por células luminais e mioepiteliais, a E-CADERINA é 
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responsável pela adesão entre as células luminais (HINCK, 2004). SARRIÒ et al. 

(2003) observaram a LOH do gene CDH1 em 30 (73%) das 41 amostras de 

carcinoma lobular invasivo. 

Estudos mostram que o gene ROBO1 é expresso nas células da camada 

mioepitelial da mama (STRICKLAN et al., 2006) e sua função é relacionada com 

os mecanismos de interação entre as células. Segundo CHUNG et al. (1995) a 

inativação do gene resultaria no descontrole da arquitetura tecidual que acontece 

durante o desenvolvimento do câncer, fenótipo semelhante ao provocado pela 

perda do gene CDH1. 

A alta freqüência de perda do marcador intragênico do ROBO1 em 

carcinomas lobulares encontrada neste estudo (75%), e o envolvimento deste 

gene nos mecanismos de adesão celular semelhante à molécula da E-

CADERINA, sugerem que o gene ROBO1 pode ter uma função relevante no 

desenvolvimento deste tipo de tumor.  

A literatura mostra que o perfil molecular dos CLI, embora não seja 

exclusivo dos carcinomas lobulares, é distinto dos outros tipos de tumores, são 

considerados de bom prognóstico, pois geralmente são negativos para 

amplificação do ERBB2, e positivos para receptor de estrogênio e progesterona 

(ARPINO et al., 2004).  

Na nossa amostra, todas as pacientes com carcinoma lobular eram 

positivas para os receptores de estrogênio e progesterona. Isto pode explicar 

porque a perda do marcador D3S1274, que ocorreu com maior freqüência nos 

carcinomas lobulares, foi observada somente nas pacientes RE positivas, 

apresentando um valor de χ2
 significativo (χ2

1=8,12; P<0,01) na análise entre a 

perda deste marcador e a presença do receptor de estrogênio. Deve-se salientar 

que o resultado da análise do mesmo marcador em relação ao receptor de 

progesterona, apesar de não ser estatisticamente significativa (χ2
1=2,08; P>0,10), 

apresentou o maior valor do χ2
 entre os marcadores analisados (Tabela 10). Esses 

resultados provavelmente são conseqüência da maior freqüência de perda da 

região 3p12.3 nas pacientes com carcinoma lobular que se caracterizam por 

serem positivas para receptores de estrogênio e progesterona.  
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As demais análises entre os resultados de LOH e os parâmetros 

histopatológicos (tamanho do tumor, presença de receptor de progesterona, grau 

de diferenciação tumoral, presença de metástases em linfonodos regionais e 

amplificação do oncogene ERBB2) não apresentaram diferenças estatisticamente 

significativas para nenhum dos sete marcadores analisados, sugerindo que a 

perda dessas regiões não se relaciona com a maior agressividade tumoral. No 

entanto, os resultados obtidos nas análises de grau de amplificação do oncogene 

ERBB2 para D3S1581 (χ2
1=2,76; P>0,05) e presença do receptor de estrogênio 

para D3S1300 (χ2
1=3,45; P>0,05) devem ser analisados em amostras de tamanho 

mais consistente para reavaliarmos o envolvimento dessas regiões com as 

características patológicas dos tumores de mama.  

 A associação da LOH em 3p com parâmetros histopatológicos e clínicos 

em pacientes com carcinoma mamário ainda não está bem definida na literatura. 

SOURVINOS et al. (2001), assim como em nosso estudo, não encontraram 

associação entre a perda da região 3p25-p26 em amostras de câncer de mama 

esporádico e parâmetros clínicos e histopatológicos da doença.  

Em relação à região 3p25, VAN DER GROEP et al. (2008) encontraram 

associação estatisticamente significativa entre a expressão do gene FANCD2 

(mapeado em 3p25.3) e fatores associados à proliferação celular, indicando que a 

ausência da proteína estaria relacionada com um pior prognóstico da doença e a 

função fisiológica do gene estaria relacionada  com o reparo do DNA em células 

proliferativas.  Segundo os autores, o gene teria valor prognóstico independente 

do estádio e grau histológico dos tumores, uma vez que o estádio tumoral não 

está fortemente relacionado com o índice proliferativo, e o grau histológico inclui 

outras duas caraterísticas (formação tubular e pleomorfismo nuclear) além da 

atividade mitótica. Isso poderia explicar porque em nosso estudo não foi 

observada diferença significativa entre a perda da região 3p25.3 e o grau 

histológico dos tumores (χ2
2 = 1,17; P>0,50). 

Em alguns estudos observou-se diferenças estatisticamente significativas 

entre a perda em 3p e parâmetros histopatológicos da doença, por exemplo, 

MARTINEZ et al. (2001) encontraram associação entre a perda da região 3p21-
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p22 e a perda de receptores de estrogênio e progesterona. No entanto, assim 

como no nosso estudo, os autores não encontraram diferenças estatisticamente 

significativas entre a presença de metástases em linfonodos e a LOH em 3p. 

Alguns estudos relacionam a perda do gene FHIT com uma maior 

agressividade da doença. INGVARSSON et al. (2001) encontraram associação 

entre a perda do gene FHIT e parâmetros indicadores de agressividade tumoral e 

menor sobrevida das pacientes. CAMPIGLIO et al. (1999) analisaram a expressão 

do gene FHIT em 185 amostras de câncer de mama e observaram que a 

diminuição ou ausência da proteína codificada pelo gene está associada com 

maior proliferação e aumento do tamanho do tumor.  

Como já citado, para que fossem realizadas as análises entre os 

parâmetros histopatológicos das pacientes houve uma redução do tamanho da 

amostra devido à falta de algumas informações, e, assim, tanto a presença de 

significância estatística encontrada nas análises de presença do receptor de 

estrogênio e tipo histológico do tumor para o microssatélite D3S1274, quanto à 

ausência de significância para as demais análises, podem ter sido influenciadas 

pela diminuição de poder estatístico, o que determina cautela na avaliação dos 

resultados apresentados. Entretanto, os mesmos devem ser reavaliados em 

amostras mais consistentes pela relevância que podem representar. 

A instabilidade de microssatélite (MI), definida como a inserção ou deleção 

de uma ou mais unidades de repetição, é um fenótipo associado a mutações em 

genes de reparo e erros de pareamento do DNA. A ocorrência da MI em regiões 

codificantes de genes ou áreas do genoma envolvidas com a regulação da 

transcrição pode resultar no desenvolvimento do câncer (RICHARDS et al., 1992).  

As instabilidades de microssatélites (MI) foram associadas com a 

carcinogênese pela primeira vez em pacientes com câncer de cólon, com uma 

freqüência de 28% (THIBODEAU et al., 1993). Em pacientes com HNPCC 

(síndrome de câncer colorretal hereditária sem polipose) as freqüências de MI 

chegam a 70% (AALTONEN et al., 1993). A presença de MI embora em 

freqüências menores, também tem sido associada a outros tipos de cânceres, 
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como gástrico, endometrial, pulmão, bexiga e mama (RUSH et al., 1997; MAITRA 

et al., 2001; FU et al., 2007).  

A presença de instabilidade microssatélites em cânceres de mama ainda 

não está bem definida na literatura. Alguns trabalhos descrevem o envolvimento 

da MI em carcinomas mamários, como os de YEE et al. (1994) que encontraram 

freqüência de 20% para marcadores localizados nos cromossomos 15, 18 e X; e 

RUSH et al. (1997) que observaram freqüência de 28,2% para marcadores no 

cromossomo 17. No entanto, ANBAZHAGAN et al. (1999) em análise de 267 

tumores de mama invasivos, analisando um total de 104 marcadores localizados 

em 11 cromossomos (1, 2, 4, 5, 6, 8, 9, 11, 13, 16 e 17), não encontraram nenhum 

caso de instabilidade de microssatélite.  

A MI envolvendo o braço curto do cromossomo 3 é descrita  em carcinomas 

de mama (MAITRA et al., 2001; FU et al., 2007) e lesões pré-cancerígenas (FU et 

al., 2007). Em nosso estudo, a instabilidade de microssatélite foi observada em 

seis dos sete marcadores analisados, com freqüências variando de 1,9% para o 

marcador D3S1581 a 5,4% para o marcador D3S1300. Para o marcador D3S1274 

não foi observada nenhuma MI.  

Nossos resultados são semelhantes aos encontrados por MAITRA et al. 

(2001).  Os autores também não encontraram nenhum caso de MI para o 

marcador D3S1274. Para o marcador D3S1300, os mesmos autores observaram 

instabilidade em uma (3%) das 33 pacientes informativas. No nosso estudo 

observamos uma freqüência de MI de 5,4 % (4/75) para o mesmo marcador. 

As baixas freqüências de MI encontradas em nosso trabalho sugerem que 

embora as instabilidades de microssatélites estejam presentes em tumores 

mamários, elas não estão envolvidas no desenvolvimento do câncer de mama. É 

provável que as mudanças observadas em microssatélites sejam somente 

marcadores da instabilidade genômica e conseqüência dos erros de pareamento 

dos cromossomos.  

Em relação aos resultados de LOH nossos dados sugerem que a perda de 

regiões cromossômicas em 3p representa uma alteração importante durante a 

carcinogênese mamária, e provavelmente resulta na inativação de genes 



 

 68
 

supressores tumorais envolvidos no desenvolvimento desta neoplasia. A perda de 

marcadores moleculares que se localizam dentro ou próximos aos genes: VHL, 

FANCD2, THRB, RARB, RBM5, BAP1, RASSF1, FHIT e ROBO1, observada em 

nosso estudo, nos permite sugerir esses nove genes como candidatos a 

supressores de tumor com função relevante na etiologia do câncer de mama.  
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8. CONCLUSÕES 

 
Nossos resultados sugerem que a região cromossômica 3p está envolvida 

com o desenvolvimento de carcinomas mamários. As freqüências de LOH 

encontradas em todas as sub-regiões estudadas, semelhantes a outros estudos 

descritos na literatura, indicam a existência de genes supressores tumorais com 

função relevante na etiologia e progressão dos carcinomas de mama. Uma 

revisão da literatura indicou um total de nove genes candidatos a supressores 

tumorais localizados dentro ou próximo aos marcadores analisados neste estudo: 

VHL, FANCD2, THRB, RARB, RBM5, BAP1, RASSF1, FHIT e ROBO1. Nossos 

resultados também sugerem o envolvimento desses genes no desenvolvimento 

das neoplasias da mama. 

 

Uma alta freqüência, com significância estatística, de perda do marcador 

D3S1274 (intragênico do ROBO1) foi encontrada em carcinomas lobulares (75%) 

quando comparada à encontrada em carcinomas ductais (46,7%) e tipos 

histológicos raros (50%), e da mesma forma, somente nas pacientes com receptor 

de estrogênio positivo, que incluiu todas as pacientes com carcinoma lobular, 

sugerindo o envolvimento dessa região e possivelmente do gene ROBO1 no 

desenvolvimento deste tipo de tumor. Porém esses dados precisam de 

corroboração em análises com amostras de tamanho mais consistente. 

 

As baixas freqüências de MI encontradas em nosso trabalho, também 

semelhantes a outros estudos descritos na literatura, sugerem que embora as 

instabilidades de microssatélites estejam presentes em carcinomas mamários, 

elas não estão envolvidas no desenvolvimento desta doença, sendo somente 

marcadores da instabilidade genômica e conseqüência dos erros de pareamento 

dos cromossomos.  
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10. APÊNDICE 
 
Distribuição de homozigotos, heterozigotos, LOHs, MIs e casos não amplificados 
nas amostras de carcinoma ductal invasivo, carcinoma lobular invasivo, tipos 
histológicos raros e com histologia desconhecida 
 

CARCINOMA DUCTAL INVASOR 
Paciente 

D3S1300 D3S1274 D3S1581 D3S1079 D3S1263 D3S1286 D3S1307 

1 - HET HET - LOH LOH HET 
2 - HOMO HET HET HET HET HOMO 
3 HET HET HET HOMO HET HET LOH 
4 HET LOH - - - - - 
5 HET HET HET LOH HET HET LOH 
6 HET HOMO HET LOH HET HET - 
7 LOH HET HET HET HET LOH LOH 
8 LOH LOH LOH - - - - 
9 MI HOMO - LOH HET MI  LOH 

10 HET HET HET HET HET HET HET 
11 HET HOMO LOH - HET HET HET 
12 HET HOMO HET HET HOMO HET - 
13 HOMO HET HET LOH HET LOH HET 
14 HET - HET HOMO HOMO HET HET 
15 HET HOMO HET HET HET HET HET 
16 HOMO HOMO HOMO HET LOH HET HET 
17 HET - HET - LOH LOH - 
18 HOMO HOMO HET HET HOMO HET HET 
19 HET HOMO HET HET HET HET HET 
20 HET HET HET HET HET HET LOH 
21 LOH - HET HOMO HET HOMO HET 
22 HET HOMO HET HOMO HOMO LOH LOH 
23 HET HOMO HET HET HET HET HET 
24 HOMO LOH LOH LOH LOH LOH LOH 
25 MI HOMO HET MI MI - - 
26 MI LOH LOH LOH HET HET MI 
27 HET HET HET HET HOMO HET HET 
28 HET HET HET HET HET - - 
29 HOMO HOMO HET HOMO HET HET HOMO 
30 HET LOH LOH - HOMO - HOMO 
31 HET HOMO LOH HET LOH LOH HOMO 
32 HET - HET HOMO - HET LOH 
33 - HOMO HOMO - HET - - 
34 HET LOH HET HOMO HET LOH - 
35 HET HET LOH - MI LOH LOH 
36 HOMO HOMO HET HET HET HET - 
37 - HET HET - - HET LOH 
38 HET LOH LOH HET HET HET - 
39 HOMO HOMO - - HET HET HOMO 
40 LOH HOMO HET LOH HET HOMO HET 
41 HET HOMO HOMO LOH HOMO - HET 
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42 HET HOMO HET HOMO HET HET HOMO 
43 HOMO HET HET HET HET HOMO - 
44 HOMO HOMO HOMO HOMO HET HET - 
45 - - HET - HOMO - HOMO 
46 LOH LOH HET MI HET HET - 
47 HET HET HET HOMO HET HET LOH 
48 - HOMO LOH HOMO - - - 
49 LOH HOMO LOH LOH HET LOH HET 
50 LOH HET LOH - - - LOH 
51 LOH LOH HOMO - HET HET LOH 
52 HET HOMO HET - - LOH - 
53 HET HET HET - HET HET MI 
54 HET HOMO HET - - HET HET 
55 LOH HET LOH - HOMO LOH LOH 
56 - HOMO HOMO - MI - HET 
57 HOMO HET HOMO - HOMO HET HOMO 
58 HOMO HOMO HET - HET HET - 
59 LOH HOMO LOH - - - - 
60 HET HET HET - - - - 
61 HET LOH HET - HOMO - HET 
62 LOH LOH LOH - - - HET 
63 - - HET - HET LOH - 
64 - - - - HET HET - 
65 MI HOMO LOH - - LOH - 
66 - HET LOH - HOMO HOMO - 
67 HET HET HET - HET HET - 
68 HOMO HOMO HET - LOH HET - 
69 - HET HET - - - - 
70 - HOMO HOMO - HET LOH - 
71 - HET HET - HET HET LOH 
72 - - HET - - - - 
73 - LOH HET - LOH LOH HOMO 
74 HET HOMO - - HOMO - LOH 
75 - HOMO HOMO - HET HET HET 
76 - HOMO HOMO - HET HET HET 
77 - HET LOH - HET HET LOH 
78 HET - - - HET HET HOMO 
79 - HOMO HET - HOMO - HET 
80 HET HET HOMO - - - HET 
81 HET - - - HET HET HOMO 
82 HET LOH HOMO - - - - 
83 - HET LOH - - - - 
84 - HOMO HET - - HOMO HOMO 
85 HOMO HET HET - - - HET 
86 LOH HET HET - - HOMO - 
87 - LOH LOH - HOMO - - 
88 - HET LOH - - - - 
89 - HOMO HET - - - - 
90 - HOMO HET - HOMO - HET 
91 - HOMO HET - - - HET 
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92 - HOMO LOH - - - HET 
93 - - HET - - HOMO - 
94 LOH HET - - LOH LOH HOMO 
95 - - LOH - - - LOH 
96 HET - LOH - - - LOH 
97 HET HET HET - HET - HET 
98 LOH HOMO HET - LOH LOH - 
99 HET - HET HET HOMO HET HOMO 
100 HET HOMO HET HOMO - HOMO HET 
101 HET - HET HOMO HET HET LOH 
102 LOH - LOH HOMO LOH LOH LOH 
103 HET - HET HET HET HET LOH 
104 HET - LOH HOMO LOH LOH LOH 
105 HET - LOH - HET HET HET 
106 LOH HOMO HOMO HOMO - LOH HET 
107 - - - HET - - LOH 
108 - - - HET - - MI 
109 - - LOH HOMO HET HET LOH 
110 HET - HOMO HOMO HET HET HET 
111 HOMO HOMO HET HET HET HET HET 
112 HOMO - - LOH - - LOH 
113 HOMO - - LOH - - LOH 
114 HOMO - - LOH - - - 
115 HOMO - - - - - LOH 

  CARCINOMA LOBULAR INVASOR 

116 HET HOMO HET HOMO HET HET LOH 
117 HOMO - LOH HOMO LOH HET HET 
118 HOMO LOH LOH HOMO LOH LOH LOH 
119 LOH HET HET HET HET HET - 
120 HET LOH HOMO HET HET HET HET 
121 HOMO - HET LOH - - HET 
122 LOH HOMO HET - HET HET HET 
123 - LOH - - HET HOMO LOH 
124 HET LOH HET - - - HET 
125 HET HET HOMO - HET HOMO - 
126 - - HET - HET HET - 
127 - LOH HET - - - - 
128 - LOH HOMO - LOH HET LOH 

  TIPOS HISTOLÓGICOS RAROS 

129 HET HOMO HET  HET HET HET 
130 - HOMO MI - HOMO - LOH 
131 HET HET HET - HET HET LOH 
132 - - LOH - - - - 
133 HET HET HET - HET HET HET 
134 HET HET HOMO HOMO HOMO LOH HOMO 
135 - LOH HET - HOMO - - 
136 HET HET LOH - - HET - 
137 - HOMO HET - - - - 
138 HET HOMO HET HET HET HET HOMO 
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 TIPO HISTOLÓGICO DESCONHECIDO 

139 MI  LOH MI LOH MI MI  - 
140 HOMO HOMO HET - HET HET - 
141 - HET HET - LOH LOH - 
142 LOH - - - HET LOH - 

 
Legenda: HOMO: homozigoto; HET: heterozigoto; LOH: perda de heterozigose; MI: instabilidade 
de microssatélite; - ausência de resultado. 
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11. ANEXO I 
 
 

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

Concordo em participar livremente deste estudo, entendo que serei entrevistado e 

submetido a uma avaliação laboratorial (exame de sangue). E, entendo que os riscos de 

minha participação nesta pesquisa são mínimos. 

Entendo que minha participação é inteiramente voluntária, podendo me recusar a 

responder qualquer questão ou retirar o meu consentimento em participar neste estudo a 

qualquer hora, sem nenhum prejuízo ao meu tratamento atual ou futuro.   

 
Eu,__________________________________________, após ter lido e entendido todas 

as informações e esclarecido todas as minhas dúvidas referentes a este estudo, concordo 

voluntariamente em participar do mesmo. Atesto também o recebimento das “Informações 

ao doador”, necessário para a minha compreensão do estudo. 

 

_____________________________________________ Data: __/__/__ 
Assinatura (do doador ou responsável) ou impressão datiloscópica 
 
 
Eu, Prof. Dr. Iglenir João Cavalli, declaro que forneci todas as informações referentes 

ao estudo ao doador. 

 

 

 

 

_____________________________________________ Data: __/__/__ 

Prof. Dr. Iglenir João Cavalli 
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ANEXO II 
QUESTIONÁRIO PESSOAL 

 
1- Registro hospitalar: _______________________  

2- Sexo:   (  ) M   (  ) F;    Peso atual (kg):__________ ; Altura: _______ 

3- A qual grande grupo étnico você pertence ? 

Negróide (   ) Caucasóide (   ) Asiático (   )     Indígena (   )       Outros  (   ) 

4-  Idade: ______________ 

5- Local de nascimento: Paraná ?  (   ) sim    (   ) não 

Se não: Que região brasileira ?   Norte (   )   Sul (    )   Nordeste (   )   Centro-Oeste 

(    )             Sudeste  (    ) 

6- Qual o seu grau de instrução? 

(  ) analfabeto   (  ) 1° grau incompleto   (  ) 1° grau completo   (  ) 2° grau 

incompleto    

(  ) 2°grau completo   (  ) técnico   (  ) profissional   (  ) superior 

 

Histórico Tabagista 
12-   Você fuma atualmente?  (   )sim  (   )não      

13-  Se NÃO, mas já fumou, há quanto tempo parou de fumar?  

a) (  ) 0-5 anos                b) (  )5-10 anos                   c) (  ) >10 

14- Quanto você fuma/fumava por dia ?                   (   ) menos de ½ maço  

                         (   ) de meio a 1 maço 

          ( ) mais de um maço 

(quantos:________) 

15- Você convive/conviveu em seu trabalho ou em casa com pessoas que 

fumam? 

 a) (  )sim                              b)(  )não 

 
Histórico de Etilismo 

16-Você consome/consumiu bebidas alcóolicas com frequência?  (  ) sim   (  ) não 

17- Se já parou, há quanto tempo parou de consumir esta bebida?  
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a) (  ) 0-5 anos.           b) (  ) 5 –10 anos.           c) (  ) mais 10 anos. 

18- Que tipo de bebida alcóolica você costuma/ costumava consumir ? 

 

a)  (  )Destiladas       b) (  )Não-Destilada             c) (  )Outra 

19-Quanto você costuma/ costumava beber por semana? 

(  ) no máximo um copo   (  ) de 2 a 5 copos   (  ) de 6 a 10   (  ) de 11 a 30   (  ) 

mais de 30  

20- Durante a sua vida, já consumiu ou consome alguma bebida diariamente por 

mais de 6 meses continuamente? 

a) (  ) Sim                               b) (  ) Não  

 

Histórico de Saúde 
21- Há cerca de um ano você tem se automedicado com, por exemplo, aspirinas, 

antiácidos, antihistamínicos, sedativos, ou outras drogas?     (   ) sim        (   )não             

(    ) não me lembro 

22- Você se submeteu a algum Raio-X? 

 (   )sim  (   )não 

23- Se SIM, quantos?    a) (  ) Menos de 10         b) (  ) Mais de 10 

Local:___________________________________    

24-  Você tem ou já teve as seguintes doenças? 

 (  ) Pressão alta         (  ) Diabetes         (  ) Tuberculose           (  ) Câncer  

(localização do tumor______________) 

25- Em casos de câncer na família, qual era o parentesco? 

(  ) Pai   (  ) Mãe   (  ) Irmão   (  ) Filho   (  ) Tio   (  ) Primo   (  ) Outro  

26- Qual era a localização do tumor? 

(  ) Boca/garganta   (  ) Pulmão   (  ) Estômago   (  ) Intestino   (  ) Ginecológico   (  

) Mama 

(  ) Outro (qual?) _________ 

27- Você já teve alguma moléstia venérea? 

a) (  )sim    Qual?________________________________________      b) (  )não    
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Histórico hormonal e reprodutivo 

28- Idade da primeira menstruação (menarca):     ________________________ 

29- Idade da última menstruação (menopausa):   _________________________ 

30- Sua menstruação é/era :         (  ) regular              (  ) irregular 

 

31- Teve abortos espontâneos?    (  ) sim   Quantos:  __________              (  )  não 

32-  Teve filhos?      (  )  sim   Quantos: __________             (   )  não 

  

33-  Qual sua idade quando engravidou pela primeira vez? _________________ 

34-  Usou ou usa pílulas anticoncepcionais? 

    (    ) sim   Por quanto tempo:___________                     (   ) não 


