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RESUMO

O céancer de mama é o segundo tipo de cancer mais freqiiente no mundo, e o mais
comum entre as mulheres. Nestes tumores perdas alélicas sédo frequentemente
observadas e trabalhos sobre a perda de heterozigose (LOH) no brago curto do
cromossomo 9 (9p) sugerem o envolvimento de genes supressores de tumor, como
0 gene CDKN2A (9p21.3), no inicio e progressédo do cancer de mama. Neste estudo,
analisamos a LOH e a instabilidade de microssatélites (IM) em 229 pacientes com
tumor primario de mama utilizando cinco marcadores microssatélites localizados em
9p: D9S1749, D9S1748, D9S171, DI9S169 e D9S200. LOH e IM foram analisadas
pelo software Fragment Profiler 2.1, apds amplificacdo por PCR com os marcadores
microssatélites em amostras de DNA obtidas de tecido tumoral congelado e sangue
periférico (amostra normal) das pacientes, seguida de corrida eletroforética em
sequenciador capilar de DNA Megabace 1000. Os seguintes testes estatisticos
foram utilizados para analisar os resultados de LOH e os parametros clinicos e
histopatolégicos, comparacdo com outros trabalhos da literatura e caracterizacao
epidemioldgica da amostra: qui-quadrado, teste exato de Fisher, teste G, teste t,
analise da variancia e coeficiente de regressdo. Foram observadas baixas
frequéncias de LOH em todos os locos analisados, variando de 10,29% (D9S169) a
15,97% (D9S1749). A IM também foi observada em todos os locos, com frequéncias
entre 1,29% (D9S200) a 3,68% (D9S169). Em relacdo as frequéncias de LOH e os
parametros clinicos e histopatolégicos, apenas os tamanhos dos tumores com LOH
no marcador D9S200 apresentaram média superior a dos tumores sem LOH (t=2,81;
p<0,05). Todos os carcinomas lobulares da amostra eram positivos para o RE,
havendo diferencas quanto a distribuicdo das frequéncias de RE+/- entre 0s subtipos
(Teste Exato de Fisher: p<0,05). A média dos tamanhos dos tumores foi maior entre
as pacientes que apresentaram metastases em linfonodos axilares (t= 3,70; p<0,05),
e a média de idade foi menor (t= 6,42;p<0,001). A presenca ou auséncia de
metastases em linfonodos axilares ndo se distribuiram igualmente nos diferentes
graus histolégicos dos tumores (y%= 9,34; p<0,001). Com base nos nossos
resultados, concluimos que a LOH é um dos mecanismos envolvidos na inativagao
de genes supressores de tumor em 9p em tumores mamarios, juntamente com 0s
mecanismos epigenéticos e mutacdes génicas. Porém, parece nao apresentar a
mesma relevancia observada em outros tumores, como por exemplo, aqueles de
cabeca e pescoco.

Palavras-Chave: Cancer de mama. Perda de heterozigose. Instabilidade de
microssatélites. 9p.



ABSTRACT

Breast cancer is the second most frequent type of cancer, and the most common
among women. Allelic losses are frequent events in this tumor type, and loss of
heterozygosity (LOH) studies at the short arm of chromosome 9 (9p), suggest the
involvement of tumor suppressor genes like CDKN2A (9p21.3) in the initiation and
progression of cancer. We analyzed LOH and microsatellite instability (MSI) in 229
patients with primary breast cancer using five microsatellite markers at 9p: D9S1749,
D9S1748, D9S171, D9S169 e D9S200. DNA from frozen tumor tissue and peripheral
blood (normal reference) from patients was analyzed for LOH and MSI after
polymerase chain reaction for all microsatellite markers using the Fragment Profiler
software (MEGABACE 1000 Applied Biosystems). Qui-square, Fisher-exact test, G-
test, t-test, variance and regression coefficient were used to analyze the association
between LOH and clinical histopathological parameters of patients, comparisons with
the literature and epidemiological characterization of the samples. The LOH rates
detected for all markers were low, ranged from 10,29% (D9S169) to 15,97%
(D9S1749). The frequency of MSI among the DNA markers varied from 1,29%
(D9S200) to 3,68% (D9S169). An association between the frequencies of LOH and
clinical and histopathological parameters was found only for presence of LOH at
marker D9S200 and tumor size, the mean for tumors without LOH was higher
(t=2,81; p<0,05). All lobular carcinomas were positive to ER, with different frequency
distribution of ER+/- among the histological subtypes (Teste Exato de Fisher:
p<0,05). For patients with axillary lymph node metastasis mean tumor size was
higher (t = 3,70; p <0,05), and average age was lower (t = 6,42; p <0,001). The
presence or absence of metastasis in axillary lymph nodes was not equally
distributed in the different histological grades (x%= 9,34; p<0,001).Our results show,
however, that LOH is one of the mechanisms involved in the inactivation of tumor
suppressor genes at 9p, in addition to epigenetic alterations and gene mutations.
Nevertheless, allelic loss in this region doesn’t seem to have the same relevance
than in other types of tumors, like those of the head and neck.

Keywords: Breast cancer. Loss of heterozygosity. Microsatellite instability. 9p.
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1. INTRODUCAO

Atualmente o cancer de mama é o mais comum entre as mulheres,
representando 22% de todos os canceres femininos. A incidéncia anual desta
doenca no mundo € de cerca de um milhdo de casos novos (OLDENBURG et al.,
2007). E também a principal causa de morte por cancer na populacdo feminina
(KALEMKERIAN et al., 2006). No Brasil, o Instituto Nacional do Céancer (INCA)
estimou para o ano de 2008 a ocorréncia de 49.400 casos novos de cancer de
mama, com um risco relativo de 51 casos a cada 100 mil mulheres (INCA/MS, 2008).

O cancer de mama é uma doenca em que células epiteliais e estromais do
tecido mamario sofrem alteragcdes moleculares e histopatolégicas que determinam a
malignidade (VARGO-GOGOLA e ROSEN, 2007). A doenca progride in vivo através
de uma sequéncia de estdgios descritos patologicamente como hiperplasias,
hiperplasias com atipia, carcinoma in situ (lesdes pré-malignas) e carcinoma invasivo
(TLSTY etal., 2004).

O objetivo de muitos estudos sobre o cancer de mama € a identificacédo de
marcadores moleculares que estejam relacionados a progressao de células normais
a malignas, e que tal informacdo possa servir de base para o desenvolvimento de
novas estratégias de diagnostico, progndéstico e terapéutica mais eficientes (TLSTY
et al., 2004).

Os principais tipos de alteracdes genéticas associadas ao desenvolvimento
de tumores sdo as mutacdes de ganho de funcdo, que podem resultar na ativacéo
de proto-oncogenes, e as mutacdes de perda de funcdo, associadas a inativacao de
genes supressores tumorais (NUSSBAUM et al., 2001). Ambas determinam um
descontrole do ciclo celular e a formacao de um tumor.

A perda de heterozigose (LOH), que é a perda de um alelo em um loco
heterozigoto, é uma das alteracdes mais freqientemente observadas no cancer de
mama (MYAKIS e SPANDIDOS, 2002). A andlise de marcadores microssatélites
polimorficos, que sdo sequéncias de DNA na qual dois a seis nucleotideos s&o
repetidos numerosas vezes sequencialmente (YEE et al., 1994), constitui um método
atil no estudo da perda de heterozigose, através da comparacdo do DNA extraido do
tecido normal com o DNA extraido do tecido tumoral de um mesmo individuo
(MARTINEZ, 2006). Através da analise de LOH utilizando marcadores
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microssatélites polimérficos, podemos inferir a inativacdo de genes supressores
tumorais localizados proximos aos marcadores utilizados.

A regido 9p contém varios genes supressores tumorais, e possivelmente
outros ainda desconhecidos. Segundo EIRIKSDOTTIR et al. (1995) e BRENNER e
ALDAZ (1995), 38 a 58% dos tumores de mama apresentam dele¢cbes no brago
curto do cromossomo 9. O gene CDKNZ2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) esta
localizado em 9p21.3 e codifica uma proteina que age como um inibidor de quinase
dependente de ciclina, atuando como um regulador negativo importante do ciclo
celular. SHERR (1996) sugeriu que a importancia do envolvimento da proteina
CDKN2A em céanceres humanos é secundaria apenas a da proteina TP53 (tumor
protein p53).

Varios estudos com carcinomas mamarios analisaram a LOH em 9p,
principalmente na regido proxima ao gene CDKN2A (AN et al., 1996; MARSH e
VARLEY, 1998; AN et al., 1999).

Baseado nas informacdes apresentadas, o objetivo principal deste trabalho é
analisar a perda de heterozigose em marcadores microssatélites no braco curto do
cromossomo 9, em carcinomas primarios de mama, e verificar sua relagdo com o

surgimento e prognéstico da doenca.
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2. REVISAO DA LITERATURA

O céncer se constitui em um conjunto de mais de 100 doengas que tém em
comum o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 0rgaos,
podendo alcancar outras regides do corpo (metastases). Dividindo-se rapida e
descontroladamente, estas células formam tumores, termo genérico que indica um
aumento anormal de uma parte ou da totalidade de um tecido. Ao falarmos em
tumor, podemos estar nos referindo a uma neoplasia maligna ou benigna. Neoplasia
€ 0 acumulo anormal de células, que ocorre devido a um desequilibrio entre
proliferacdo e morte celular (NUSSBAUM et al., 2001). Um tumor benigno
corresponde a uma massa localizada de células com taxa de proliferacao
aumentada e que se assemelha ao tecido adjacente (células diferenciadas). Um
tumor maligno geralmente apresenta maior taxa de proliferacdo do que o benigno,
diferenciacdo morfolégica variavel (células bem diferenciadas a indiferenciadas),
capacidade de invaséo no tecido normal e metastatizagao.

Os canceres sao classificados como sarcomas, carcinomas e cancer dos
tecidos hematopoiético ou linfatico. Nos sarcomas o tumor atinge os tecidos
mesenquimais (tecidos com origem no mesoderma), como tecido conjuntivo, 6sseo,
cartilaginoso, os vasos sangtiineos e linfaticos e o tecido muscular. Os carcinomas
se originam nos tecidos epiteliais, como as células que revestem o intestino e ductos
mamarios. Os canceres dos tecidos hematopoiético e linféide como leucemias e

linfomas, se difundem por toda a medula 6ssea, sistema linfatico e sangue periférico.

2.1 MODELOS QUE EXPLICAM A FORMACAO DO CANCER

O modelo proposto inicialmente para a formagéo do cancer mostrava que 0s
tumores malignos sao clonais, onde uma célula diferenciada acumularia uma série
de mutacbes que levariam a falta de regulacdo do ciclo celular e capacidade
aumentada de proliferacdo, originando um grupo de células derivadas com as
mesmas alteracbes, ndo se integrando mais ao tecido normal ao seu redor. As

células cancerosas diferem das normais por varias alteracbes fenotipicas, como
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morfologia anormal, rapida taxa de divisdo e perda da inibicdo por contato
(GRIFFITHS et al., 2002).

O paradigma atual da carcinogénese sugere que células epiteliais acumulem
multiplas alteracdes genéticas e epigenéticas, levando a desorganizacdo da
morfologia do tecido e crescimento descontrolado (FEARON e VOGELSTEIN, 1990).
Conforme esse modelo, eventos gendmicos adicionais sao responsaveis por iniciar a
infiltracdo do tumor no tecido adjacente e subseqiiente progressdo para metastase
(novos focos do tumor em locais distantes no organismo). Esta hipotese de que um
evento adicional seja o responsavel por iniciar a metastase relativamente tarde na
tumorigénese, foi recentemente contestada por outro modelo baseado na analise da
expressao génica global de tumores de mama primarios, em que grupos de genes
foram reconhecidos como indicadores do desenvolvimento de metéastases distantes
(VAN'T VEER et al., 2002). Nesse novo modelo, a tendéncia para desenvolver
metdstases € adquirida no inicio da tumorigénese, mas sé se manifesta mais
tardiamente, apdés a ocorréncia de mutaces em outros genes (BERNARDS e
WEINBERG, 2002).

A transformacao de células epiteliais da mama para dar origem a um tumor
metastatico envolve um conjunto de alteracbes genéticas e epigenéticas e
interacdes aberrantes com o microambiente. Nesse processo de varias etapas, 0
controle da proliferacdo celular, sobrevivéncia, diferenciacdo e migracdo se tornam
desregulados, sendo que interacdes aberrantes de células tumorais com células
estromais podem facilitar este processo. Para formar metéstases, as células
tumorais devem invadir a membrana basal, entrar em um vaso sanguineo,
sobreviver na auséncia de adesdo, sair deste vaso e estabelecer um novo tumor em
um microambiente distinto do original (VAN'T VEER e WEIGELT, 2003; WEIGELT,
PETERSE e VAN'T VEER, 2005; NGUYEN e MASSAGUE, 2007).

Ja foram feitas varias correlacbes entre as células progenitoras (tronco) de
tecidos somaticos, como da mama, com as células do cancer, em aspectos como
dorméncia, auto-renovacao e diferenciagéo, levando os pesquisadores a propor que
as células do cancer com caracteristicas de tronco (células-tronco do cancer)
dirigem o inicio, progresséo e recorréncia do mesmo (TAN et al., 2006). Alteracbes
genéticas e epigenéticas podem ocorrer nestas células progenitoras luminais ou
basais, originando subtipos diferentes de tumores, com padrdes de expressao
génica caracteristicos e prognésticos distintos (VARGO GOGOLA e ROSEN, 2007).



16

Varias evidéncias sugerem a importancia das ceélulas-tronco do cancer no
desenvolvimento dos tumores. Primeiro, as células diferenciadas que compde o0s
tecidos epiteliais raramente se proliferam e freqientemente s&do repostas em
linhagens epiteliais, tornando improvavel que uma célula dnica acumule as
mutacdes necessarias para criar um tumor. Segundo, a maior parte dos tumores é
heterogénea, dificultando a hipotese de que uma célula bem diferenciada daria
origem a varios tipos de células menos diferenciadas, mesmo considerando que o
processo de transformacado induza a certos graus de desdiferenciacdo. Terceiro,
embora existam diversas linhagens celulares, a maior parte forma tumores em
modelos experimentais apenas ap0s a introducdo de um grande numero de células
(MASTERS, 2000; AL-HAJJ e CLARKE, 2004 em POLYAK e HAHN, 2005),
mostrando que muitas células derivadas de tumores perdem a habilidade de recriar
este tipo de tumor, a0 menos nos sistemas experimentais usados atualmente.

Entretanto, até o momento ndo foram esclarecidas as mutacdes presentes
em células-tronco do cancer nem a relacao precisa entre uma célula tronco normal e
uma célula-tronco do cancer (PASSEGUE et al., 2003 em POLYAK e HAHN, 2005),
sendo possivel que elas apenas mimetizem certos fenétipos das células tronco, nédo
sendo células tronco verdadeiras. As células-tronco representam uma pequena
fracdo das células que compde um determinado tecido, sendo uma populagéo alvo
muito pequena para os eventos de transformacédo maligna.

Outra explicacdo € que as células-tronco do cancer ndo sdo as Unicas a
formar o tumor, mas geram células filhas menos multipotentes que constituem sua
maior parte. Esta afirmacdo é corroborada pelo fato de que grande parte dos
carcinomas € formada por células que rettm um pouco de diferenciacdo
(PASSEGUE et al., 2003; PRINDULL, 2005 em POLYAK e HAHN, 2005).
Alternativamente, como as células-tronco do cancer retém uma capacidade ilimitada
de replicacdo, estas células podem permanecer no tecido até que um certo clone
acumule um grupo de alteracdes genéticas suficientes para adquirir o potencial
maligno total (PASSEGUE et al., 2003; PRINDULL, 2005 em POLYAK e HAHN,
2005). Outra possibilidade é que células epiteliais diferenciadas sustentem as
alteracbes genéticas que prejudicam a diferenciacdo, gerando as células
desdiferenciadas com atributos que mimetizam o comportamento de tronco
(PASSEGUE et al., 2003; PRINDULL, 2005 em POLYAK e HAHN, 2005). Existem

evidéncias circunstanciais que apoiam todas estas afirmacdes, e € possivel que
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tipos particulares de tumor surjam a partir de cada uma delas (POLYAK e HAHN,
2005).

2.2 FATORES GENETICOS NO CANCER

Sem levar em consideracdo se € esporadico ou hereditario, o cancer é
considerado uma doenca genética. Uma vez iniciado, se desenvolve pelo acumulo
de mutacdes adicionais, ou pelo silenciamento epigenético de genes envolvidos na
proliferacdo celular ou reparo de danos no DNA. Varios tipos de genes estédo
envolvidos em iniciar 0 processo carcinogénico, por exemplo, os que codificam: 1)
proteinas que atuam na sinalizacdo de vias para a proliferacdo celular; 2)
componentes do citoesqueleto responsaveis em manter a inibicdo por contato entre
as células; 3) reguladores do ciclo mitético; 4) componentes da maquinaria de morte
celular programada (apoptose); 5) proteinas responsaveis em detectar e reparar
mutacdes no DNA (NUSSBAUM et al., 2001).

Diferentes tipos de mutacdes sao responsaveis por causar O Ccancer.
Algumas podem ser transmitidas pelos genitores através da linhagem germinativa,
outras surgem de novo na linhagem de células somaticas de certo tipo celular
(GRIFFITHS et al., 2002). Os principais tipos séo as mutacdes de ganho ou perda
de funcéo e as translocacfes cromossdmicas. Nas mutacdes de ganho de funcéo a
proteina mutante adquire novas caracteristicas, como ocorre na ativacdo de
oncogenes, em que a proteina codificada (oncoproteina) geralmente tem sua
funcdo aumentada. Nas mutacdes de perda de funcdo ocorre a perda de funcao de
ambos os alelos de um gene (por mutacao, dele¢éo ou silenciamento epigenético), e
a proteina resultante ndo é sintetizada, ou é sintetizada em uma taxa pequena,
insuficiente para desempenhar sua funcéo biolégica. Um exemplo sdo as mutagcdes
em ambos os alelos de um gene supressor de tumor. As translocacdes
cromossOmicas podem alterar a expressdao de alguns genes ou criar genes
guiméricos cujas proteinas ganham novas propriedades (NUSSBAUM et al., 2001).

Os oncogenes séo alelos mutados de uma classe de genes conhecida como
proto-oncogenes, que realizam processos relacionados a diferenciagdo e
proliferacdo celular. Em condi¢@es fisioldégicas normais, a proliferagéo celular pode

ser explicada através das seguintes etapas: a) ligacdo de um fator de crescimento
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ao seu receptor especifico na membrana celular; b) ativacéo transitoria e limitada do
receptor do fator de crescimento, ativando proteinas transdutoras de sinais na parte
interna da membrana plasmatica; c) transmissao do sinal amplificado do citoplasma
para o nucleo através de mensageiros secundarios; d) inducéo e ativacao de fatores
reguladores nucleares que iniciam a transcricdo do DNA; e) entrada e progresséo da
célula no ciclo celular. Os oncogenes codificam oncoproteinas que sédo versdes
alteradas das proteinas normais, e podem descontrolar a proliferacdo celular
interagindo em qualquer fase do processo citado acima (WEINBERG, 1985).

Os proto-oncogenes sao transformados em oncogenes através de duas
grandes categorias de alteracdes: as que afetam a estrutura do gene, resultando na
sintese de um produto génico anormal, e as que afetam a regulacdo da expressao
génica, resultando no aumento da producao da proteina. Um unico alelo mutado é
capaz de alterar o fenétipo da célula normal para maligno, seja por translocacdes
cromossOmicas, amplificacdes génicas ou mutagdes de ponto (KNUDSON, 1985).
Uma célula tumoral sera tipicamente heterozigota para uma mutacdo oncogénica e
seu alelo normal. Os oncogenes podem determinar a formacdo de um tumor pelo
estimulo anormal da divisdo celular e proliferagdo, aumento do fluxo sanguineo para
o tumor ou inibicdo da apoptose (NUSSBAUM et al., 2001; GRIFFITHS et al., 2002).

Um dos primeiros oncogenes ativados descobertos foi 0 gene mutante RAS,
derivado de uma linhagem celular de carcinoma de bexiga. O proto-oncogene RAS
codifica uma proteina da familia das proteinas G (proteinas envolvidas na
transducéo de sinais), que quando ligadas a GTP ativam uma cascata de eventos de
fosforilacdo de proteinas quinases, levando a expressao de genes que estimulam o
ciclo celular. Em um ambiente de proliferacdo normal, a proteina RAS s6 vai estar
ligada a GTP na presenca de fatores de crescimento externos na célula. A alteracdo
neste gene, devido a uma mutacdo de ponto, sintetiza uma proteina RAS anormal
gue sinaliza continuamente, mesmo na auséncia da ligacdo a GTP e de fatores de
crescimento, estimulando o crescimento celular (FIGURA 01) (NUSSBAUM et al.,
2001).
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FIGURA 01 - MECANISMO DE A(;AO DO ONCOGENE RAS

FONTE — Molecular Genetics — DNA, RNA & Proteins. Disponivel em

fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/gene/mol_gen.htm (acessado em30/08/2008)

LEGENDA: em um ambiente celular normal, fatores de crescimento que se ligam a um receptor com
atividade de tirosina quinase provocam sua hiperfosforilacdo, que leva a ativacdo da
proteina RAS através da ligagdo a uma molécula de GTP. Uma vez ativa, a RAS leva ao
aumento da expressdo de genes relacionados a proliferagdo celular através de uma
cascata de fosforilacdo de proteinas tirosina quinases. Quando mutado, 0 oncogene
RAS fica ativo constantemente, acentuando a proliferacdo celular e podendo levar a
formacédo de um tumor.

Os genes supressores de tumor atuam como reguladores negativos da
proliferacdo celular através do retardo na progressao do ciclo celular e bloqueio da
diferenciacdo, ou induzindo a morte celular programada. Os produtos protéicos dos
genes supressores de tumor podem ser moléculas que regulam a transcricdo e o
ciclo celular, como a proteina TP53, moléculas que regulam a transducao de sinais,
como o produto do gene APC (adenomatous polyposis coli), receptores de superficie
celular, como o gene DCC (deleted in colorectal carcinoma) no carcinoma de colon
(“gatekeepers”), genes que regulam a apoptose e genes envolvidos no reparo do
DNA (“caretakers”). AlteracBes que levam a uma inativacdo destes genes liberam a
célula da inibicdo nos pontos de checagem do ciclo celular, levando a proliferacéo
desordenada, caracteristica da célula cancerosa (WEINBERG, 1991). Séao
necessarios os dois alelos alterados para que ocorra a perda de fungdo do gene, e a
célula tumoral ndo terd nenhuma coépia do alelo selvagem correspondente
(GRIFFITHS et al., 2002).

A relacdo entre genes supressores de tumor e o cancer foi inicialmente

proposta na década de 70, quando A. G. Knudson elaborou a hipétese dos dois
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eventos (“Two Hits Model”) para explicar a ocorréncia esporadica e familial do
retinoblastoma, um raro cancer intra-ocular da infancia (KNUDSON, em NUSSBAUM
et al., 2001). No retinoblastoma o gene RB1(retinoblastoma 1) estd mutado. Ele se
localiza em 13ql14.2 e codifica a proteina RB, que atua ligando-se ao fator de
transcricdo E2F, e impedindo a transcricdo de genes necessarios para a entrada na
fase S do ciclo celular. Se a proteina RB esté inativada, a célula entra na fase S do
ciclo celular, ndo ocorrendo o bloqueio das células anormais ao final de G1. As
células da retina sem o gene RB1 funcional proliferam descontroladamente, e a

7

crianga apresenta um ou alguns tumores em um dos olhos. Esta é a condi¢ao
esporadica, sem histéria da doenca na familia. Alguns pacientes, entretanto,
apresentam a forma herdavel da doenca, o retinoblastoma binocular hereditario
(RBH). Neste caso, os tumores podem aparecer nas retinas de ambos os olhos e
geralmente mais precocemente (FIGURA 02). A transmissao do RBH ocorre de
forma autossdmica dominante, e na presengca de uma mutacdo na linhagem
germinativa que inativa uma das cépias do RB1, a taxa de mutacéo para este gene
torna virtualmente certo que em algumas células da retina o outro alelo RB1 normal
também sera mutado, produzindo células sem a proteina RB funcionais (GRIFFITHS

et al., 2002).
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FIGURA 02 - MODELO DE INATIVACAO DE GENES SUPRESSORES DE TUMOR
FONTE - Tumor suppressor gene inactivation or deletion. Disponivel em www.sigmaaldrich.com
(acessado em 30/08/2008)

LEGENDA: Para que um tumor possa se desenvolver, os dois alelos de um gene supressor de tumor
devem ser inativados. Em sindromes de céncer familial, um alelo mutado de um gene
supressor de tumor € herdado e presente em todas as células do individuo (por exemplo,
RBH). Entretanto a tumorigénese sé se inicia quando o segundo alelo é inativado em
uma célula somatica. Em tumores esporadicos (por exemplo, retinoblastoma
esporadico), a inativacdo dos dois alelos ocorre na via soméatica por mutacdo ou delecao.
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Através do estudo de polimorfismos de DNA na regido proxima ao gene
RB1, foi observado que individuos com retinoblastoma heterozigotos nos tecidos
normais tinham tumores com alelos de apenas um dos dois cromossomos 13,
revelando uma perda de heterozigose (LOH) na regido do gene RB1 (13q). Nos
casos familiais, 0 cromossomo que permanece sem a perda alélica é o herdado com
a mutacdo no gene. Portanto, a LOH geralmente representa a perda do alelo
remanescente e normal em heterozigotos. Ela pode ocorrer por delecdo intersticial,
recombinacdo mitética ou ndo disjuncdo dos cromossomos durante a divisdo celular.
O mecanismo descrito para o retinoblastoma se aplica a outros genes supressores
de tumor, e este modelo foi importante para explicar outros tipos de canceres
familiais, como o cancer de mama familial. A perda de heterozigose também é
observada em varios outros tumores, esporadicos ou familiais, e é considerada uma
evidéncia da existéncia de genes supressores de tumor, mesmo que ainda
desconhecidos.

A andlise de marcadores microssatélites, que sao sequéncias de DNA na
qual dois a seis nucleotideos sao repetidos numerosas vezes sequencialmente (YEE
et al.,, 1994), é um método bastante Gtil no estudo da perda de heterozigose,
principalmente devido ao fato de serem altamente polimérficos, com muitos locos
heterozigotos. O numero de repeticdes de microssatélites pode variar entre 0s
individuos, motivo pelo qual sdo consideradas como as impressdes digitais do DNA
de cada um e séo utilizadas em exames para verificacdo de paternidade.

Os produtos de muitos genes supressores de tumor vém sendo isolados e
caracterizados, como as proteinas RB1 (codificada pelo gene RB1), BRCAl e
BRCAZ2, codificadas pelos genes BRCA1 (breast cancer 1, early onset) e BRCA2
(breast cancer 2, early onset), ja que eles agem naturalmente como uma protecao
ao cancer. Espera-se que entendendo melhor estes genes e suas respectivas

proteinas, possamos melhorar os métodos terapéuticos contra o cancer.

2.3 INCIDENCIA E EPIDEMIOLOGIA

Para o estabelecimento de medidas efetivas de controle do cancer, fazem-se

necessarias informacbes de qualidade sobre sua distribuicdo de incidéncia e

mortalidade. Os dados sobre a mortalidade por cancer no ambito nacional tém sido
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amplamente utilizados como alternativa viavel frente a realidade das informagfes
sobre incidéncia ndo serem representativas do pais.

PARKIN et al. (2001) estimaram para o ano 2000 uma incidéncia de dez (10)
milhdes de casos de cancer em todo o mundo, dentre os quais 53% ocorrendo nos
paises em desenvolvimento. Os tumores de pulméo (902 mil casos novos) e
prostata (543 mil casos novos) foram os mais freqientes no sexo masculino,
enguanto que no sexo feminino os mais frequentes foram os tumores de mama (um
milhdo de casos novos) e colo do utero (471 mil novos casos). JEMAL et al. (2007)
estimaram para o ano de 2007, 1.444,920 casos novos de cancer nos Estados
Unidos, e 559.600 mortes. Os trés tipos de cancer mais comuns entre as mulheres
foram os da mama, pulmao/brénquios e coélon/reto, correspondendo a 52% de todos
0S Ccasos.

Segundo dados recentes do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2008), para
0s anos de 2008 — 2009 sao esperados 466.730 novos casos de cancer no Brasil.
Os mais incidentes, com excec¢ao do cancer de pele ndo-melanoma, estariam de
acordo com as estimativas de PARKIN et al. para o ano 2000, sendo o cancer de
prostata e pulmdo os mais ocorrentes entre 0 sexo masculino, e o cancer de mama
e de colo do Utero os mais ocorrentes entre 0 sexo feminino. Estes dados também
corroboram a versdo antiga da Estimativa de Incidéncia de Cancer no Brasil
publicada pelo INCA em 2006 (INCA, 2006).

Estima-se que, em 2020, o niUmero de casos novos anuais de cancer seja da
ordem de 15 milhdes, sendo que cerca de 60% desses Nnovos casos Ocorrerdo em
paises em desenvolvimento. Em comparacdo com as estimativas descritas por
PARKIN et al (2001) para o ano 2000, ocorrera um aumento da ocorréncia de 7%
nos paises em desenvolvimento, que pode ser explicada pela ocidentalizacdo dos
habitos e melhora no diagnostico precoce da doenca. E também conhecido que pelo
menos um ter¢co dos casos novos de cancer que ocorrem anualmente no mundo
poderia ser prevenido (INCA, 2008).

Mais especificamente para o cancer de mama, JEMAL et al. (2007)
estimaram 180.510 casos novos para 0 ano de 2007 nos Estados Unidos, e 40.910
mortes, correspondendo a 26% do total de casos de cancer em mulheres, e 15%
das mortes, respectivamente. Estima-se que a incidéncia anual de casos novos de

cancer de mama seja cerca de um milhdo no mundo (PARKIN et al., 1999; PARKIN,
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2004), tendo aumentado drasticamente nos ultimos 25 anos (WEAVER et al., 2005),
principalmente devido a melhora no diagnostico da doenca.

Os dados do INCA para os anos de 2008 — 2009 apontam 49.400 casos
novos de cancer de mama no Brasil, com um risco estimado de 51 casos a cada 100
mil mulheres. Na regido Sul do Brasil este € o tipo de cancer mais frequente entre as
mulheres (sem considerar os tumores de pele nao-melanoma), com 67 casos a cada
100 mil mulheres. Mais especificamente no Estado do Parana, sdo estimados 3.010
casos novos, sendo 700 em Curitiba.

Apesar do aumento na incidéncia de novos casos, a mortalidade por
carcinoma de mama vem diminuindo 2,3% ao ano desde 1990 (JEMAL et al., 2004),
devido principalmente as melhorias na deteccéo e tratamento da doenca.

O céancer de mama é o tipo mais comum entre as mulheres, tanto em paises
em desenvolvimento quanto nos desenvolvidos, sendo que as taxas de incidéncia
padronizadas por idade sédo cerca de trés vezes maiores nos paises desenvolvidos
(FERLAY et al., 2001). E observada uma diferenca significativa nas taxas de
incidéncia do cancer de mama entre as chamadas areas de baixo risco, como o
extremo leste da Asia, Africa e Américas Central e do Sul (menos Uruguai e
Argentina), e as areas de alto risco, como América do Norte, Norte e Oeste da
Europa, Australia, Nova Zelandia, Uruguai e Argentina. Juntos, Estados Unidos e
Europa tém aproximadamente 16% da populacdo mundial, e 60% dos casos de
cancer de mama de todo o planeta (PARKIN et al.,, 1999; PARKIN, 2004).
Atualmente, o risco para o cancer de mama tem aumentado consideravelmente nos
paises em desenvolvimento. Acredita-se que esta tendéncia seja resultado da
ocidentalizacdo do estilo de vida em fatores como hébitos alimentares, obesidade,
sedentarismo, exposicdo ao estrogénio exdgeno, gravidez tardia e planejamento
familiar (que resulta em menor numero de filhos), aproximando-se dos padrdes dos
paises desenvolvidos (BRAY et al., 2004). Estudos com imigrantes demonstram que
a incidéncia desta doenca aumenta em pessoas que se deslocam de uma regido de
baixo risco para outra de alto risco, descartada a miscigenagéo entre os individuos.
Este efeito € passado para a proxima geracao, e os descendentes adquirem o risco
de cancer de mama da populacéo para a qual emigraram em uma ou duas geracoes
(ZIEGLER et al., 1993; KLIEWER e SMITH, 1995). Alguns exemplos sdo o aumento
do risco relativo em individuos asiaticos (baixo-risco) que migraram para os Estados
Unidos (alto-risco) (ZIEGLER et al., 1993), e em imigrantes de alguns paises
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europeus de baixo-risco, como Polbnia e Italia, que migraram para a Australia
(GEDDES et al., 1993; TYCZYNSKI et al., 1994). Este fendbmeno corrobora a
importancia crucial dos fatores ambientais para o risco de cancer de mama.

As diferentes taxas de mortalidade em todo o mundo refletem, em parte, as
condicdes de saude da populagdo em questdo. Paises e cidades com um sistema
de saude melhor, mais moderno e organizado tém condi¢cdes de realizar o
diagnéstico precoce da doenca. Os avancos atuais na terapia do cancer
contribuiram consideravelmente para a melhora na sobrevida e reducdo da
mortalidade. Em quase todos os paises foi observado um aumento nas taxas de
mortalidade entre as décadas de 50 e 80, particularmente no leste e sul da Europa.
O declinio da mortalidade se tornou evidente a partir de 1990, embora esteja restrito
a mulheres com menos de 50 anos (BRAY et al., 2004).

No Brasil, entretanto, a mortalidade proporcional por neoplasias cresceu
consideravelmente ao longo das ultimas décadas, acompanhando o crescimento da
mortalidade relacionada as doencas do aparelho circulatério e por causas externas,
ao mesmo tempo em que diminuiram as mortes por doencas infecto-parasitarias —
esse perfil da mortalidade retrata a transicdo epidemiolégica e demografica
verificada em nosso pais. Em 2004, a mortalidade por cancer representou 13,7% de
todos os 6bitos registrados no pais, ficando atras apenas das doencas do aparelho
circulatério, cujo percentual chegou a 27,9%. Entre as mulheres, as neoplasias
aparecem em segundo lugar, com 15,1%. Os tumores da mama foram a 72 causa de
morte entre as mulheres (INCA, 2004). Para o ano de 2006, as regibes do Brasil
com maior incidéncia de cancer de mama foram o Sudeste e Sul, com
aproximadamente 70 casos novos a cada 100 mil mulheres. Ja a regido Norte
apresentou a menor incidéncia, com 15 casos novos a cada 100 mil mulheres.
Apenas na regidao Norte outro tipo de céncer — o de colo do utero — foi 0 mais
freqiiente no sexo feminino, com 21 casos novos a cada 100 mil mulheres (INCA,
2006). Para os anos de 2008 — 2009, a estimativa por estado no Brasil € de 50
casos a cada 100 mil mulheres, e nas capitais de 76 casos a cada 100 mil mulheres
(INCA, 2008), corroborando a hipotese de que habitos de vida modernos e

industrializados séo importantes fatores de risco para o cancer de mama.



25

2.4 ESTRUTURA NORMAL DA MAMA

A mama feminina é composta principalmente por I6bulos, que séo glandulas
produtoras de leite, ductos, que sao finos tubos que transportam o leite dos l6bulos
ao mamilo, e estroma, formado por tecidos gordurosos e conectivos, vasos
sanguineos e linfaticos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008).

As varias ramificacbes dos grandes ductos distais dao origem aos ductos
terminais. Cada l6bulo é composto por um ducto terminal e seus acinos. Até a
puberdade, o sistema de ductos ramificados termina em fundo cego, quando
ocorrem proliferacdes distais, originando os l6bulos. A maior parte do estroma da
mama consiste em tecido conjuntivo denso misturado com tecido adiposo, o estroma
interlobular, que contém fibras elasticas que dao sustentacdo aos ductos (FIGURA
03). Ja os lobulos estdo contidos em estroma mixomatoso frouxo, hormonalmente

responsivo, o estroma intralobular.
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FIGURA 03 — ANATOMIA DA MAMA FEMININA
FONTE — Ministério da saude (2001)

A mama sofre algumas modificagbes a cada ciclo menstrual. Na fase
folicular (primeira metade) os l0bulos sdo quiescentes. Ap6s a ovulacdo, a
proliferacéo celular e o nimero de acinos por lobulo aumentam, sob influéncia dos
niveis crescentes dos hormonios estrogénio e progesterona, gerando edema lobular.
Quando ocorre a menstruacdo, e com a queda dos niveis destes dois hormdnios,
ocorre 0 desaparecimento do edema do estroma, infiltracédo linfocitica e regressao

do tamanho dos l6bulos.
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Somente com o inicio da gravidez é que a mama assume sua maturacao
morfolégica e atividade funcional completa. A partir de cada ducto terminal
desenvolvem-se numerosas glandulas secretoras, aumentando significantemente a
guantidade de estroma em relacdo a de epitélio na mama. Apdés o0 nascimento
comeca a secrecdo de leite. Apds a lactacdo os lobulos regridem e sofrem atrofia,
diminuindo o tamanho total da mama. Apds a terceira década de vida os ductos e
I6bulos atrofiam, havendo reducdo do estroma inter e intralobular. O estroma
interlobular (radiodenso) é substituido por tecido adiposo (radiotransparente). As
neoplasias mamarias geralmente ndo contém tecido adiposo, por isso a mamografia
€ menos sensivel em mulheres jovens, ja que ndo ha o contraste entre o tecido

denso circulante e o tumor.

2.4.1 Sistema linfatico e cancer de mama

O sistema linfatico € uma das principais vias pelas quais o cancer de mama
pode formar metastases loco - regionais. Ele é composto por vérias partes. Os
linfonodos sdo pequenos agrupamentos de células do sistema imune conectados
entre si por vasos linfaticos. Estes vasos carregam a linfa, um fluido com produtos
toxicos do biometabolismo mamério e células imunes, para fora da mama. E comum
as células cancerosas da mama entrarem nos vasos linfaticos e iniciarem o
crescimento de um novo tumor nos linfonodos. A maior parte dos vasos linfaticos da
mama se conecta aos linfonodos axilares, alguns aos linfonodos da regido peitoral
(linfonodos da mamaria interna) e outros aos linfonodos supraclaviculares ou
infraclaviculares (FIGURA 04). E importante que seja avaliada a presenca de
metastases nestes linfonodos, pois ha uma chance aumentada de que estas células
atinjam a corrente sanguinea e formem pontos de metastase a distancia. Quanto
mais linfonodos estiverem comprometidos, maior a chance. Entretanto, nem todas
as mulheres com células tumorais em seus linfonodos vao formar metastases a
distancia, e em alguns casos mulheres com linfonodos negativos podem vir a

desenvolver metastases (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008).
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FIGURA 04 — LINFONODOS MAIS COMUNS QUE APRESENTAM METASTASES MAMARIAS
FONTE — American cancer society, disponivel em:
http://www.cancer.org/docroot/CRI/content/CRI_2_4_1X What_is_breast_cancer_5.asp?sitearea=

Atualmente, devido a elevada taxa de morbidade em mulheres que fazem o
esvaziamento axilar na busca de metastases nos linfonodos axilares, tém-se optado
em fazer a biépsia do linfonodo sentinela (LS), e apenas se esta for positiva para
células tumorais, faz-se o0 esvaziamento completo da axila. O conceito de biépsia do
linfonodo sentinela é baseado na observacao de que a mama dirige a sua drenagem
para o primeiro linfonodo da cadeia linfatica (sentinela), e deste para os outros
linfonodos regionais. Se o linfonodo sentinela é identificado (através de técnicas de
coloracdo durante a cirurgia de retirada do tumor) e removido cirurgicamente da
axila para andlise histopatoldgica, o seu estado refletira o estado dos outros

linfonodos axilares, com acuracia maior que 95% (SINGLETARY, 2001).

2.5 CANCER DE MAMA

O céancer de mama € uma doenca em que células epiteliais e estromais
colaboram para gerar a malignidade. In vivo, acredita-se que a doencga progrida
através de um continuo de estagios descritos por patologistas (FIGURA 05). As
primeiras lesBes visiveis sdo as hiperplasias, em que as células epiteliais
apresentam alteracfes estruturais, mas nao atipia citolégica, com poucas alteracdes

genéticas. Na hiperplasia ductal com atipia, as células apresentam atipia citoldgica,
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entretanto o nimero de alteracdes genéticas é pequeno. A medida que a doenca
progride para a forma de carcinoma in situ (CIS), a atipia citolégica é mais
proeminente, com aumento significativo do indice mitdtico e das alteracbes
genéticas. O que define a forma pré-maligna (CIS) da maligna (Cl) € quando as
células epiteliais da mama rompem os limites da membrana basal e invadem o
estroma circundante (TLSTY et al., 2004).

oo
Intraductal Intraductal Invasive
Normal duct Lntraduftg_l 3 hyperplasia carcinoma ductal
N : yperplasia - - iith atypia in situ i cancer

FIGURA 05 — PROGRESSAO DO CANCER DE MAMA
FONTE — TLSTY et al. (2004)

Os adenocarcinomas s&o os tumores malignos da mama mais comuns. E
um tipo geral de cancer que aparece em qualquer tecido glandular, podendo ser in
situ ou invasivos, ductais, lobulares ou de outros subtipos.

2.5.1 Carcinoma Ductal Invasor (CDI)

O carcinoma ductal invasor (CDI) representa 80% a 90% dos carcinomas da
mama. Seu diagndéstico é feito por exclusdo, quando a lesdao ndo preenche os
critérios diagndsticos para o0s tipos especiais de carcinomas mamarios, sendo
classificado como carcinoma ductal infiltrante sem outra especificacdo (SOE). Ele &
o tumor mamario mais frequente, sendo que a cada 10 cénceres invasivos da
mama, oito sdo do tipo CDI. Ocorre na regidao do segmento ductolobular terminal da
mama e é definido como um cancer que cresceu além da camada de células na qual
teve origem. O CDI se inicia em um ducto da mama, encontra a parede do ducto e
se espalha para o tecido gorduroso do estroma. Geralmente aparece como um
nodulo pequeno e assintomatico, identificado apenas por mamografia.

Os exames macroscopicos ap0s excisdo do tumor mostram um tecido firme

e palido, com consisténcia de areia (BATEMAN, 2004). Histologicamente, o tumor é
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formado pela proliferacdo de elementos epiteliais com atipias citolégicas
relativamente acentuadas, com uma tendéncia diversa a formar estruturas
pseudoglandulares ou semelhantes aos ductos, e com atividade mitética variavel. A
avaliacao histolégica destas caracteristicas (formacédo de tabulos, atipias nucleares e
indice mitético) serve para graduar o CDI: bem diferenciado (Gl), de médio grau de
diferenciacéo (Gll) e pouco diferenciado (Glll). E freqiiente a associagcdo com um
componente intraductal (em geral, de mesmo grau) com extensao variavel.
Denomina-se componente intraductal extenso (CIE) quando este constitui pelo
menos 25% de toda &rea ocupada pela neoplasia, correlacionado com maior
ocorréncia de recidivas locais ap0s cirurgia conservadora da mama.

Apresenta grandes chances de formar metastases em outros 6rgaos,

através da corrente sanguinea ou linfatica.

2.5.2 Carcinoma Ductal In Situ (CDIS)

O Carcinoma Ductal In Situ (CDIS), também conhecido como carcinoma
intraductal, é o tipo mais comum de carcinoma nao-invasivo, e representa um grupo
heterogéneo de lesbes pré-invasivas com diferentes padrdes histologicos, taxas de
crescimento e caracteristicas citolégicas (ELLSWORTH et al., 2007). Ocorre uma
proliferacdo das células do epitélio ductal maligno que néo invade o tecido normal
(OREL et al., 1997), sendo limitado pela membrana dos ductos, embora o processo
possa se estender até os l6bulos. Pode ocorrer isolado ou em associacdo com o
carcinoma invasivo. Pode apresentar uma variedade de padrdes de crescimento
microscoépico e de graus histoldgicos, sendo que o CDIS de alto grau € o mais
comum em associacfes com o0 carcinoma invasivo. Nao apresenta propensdo a
metastases, e geralmente é curavel através de excisao cirurgica (BATEMAN, 2004).

A incidéncia do CDIS aumentou dramaticamente nos ultimos 30 anos, de 1%
a aproximadamente 20% de todos os canceres de mama diagnosticados
(ELLSWORTH et al., 2007). Dados da AMERICAN CANCER SOCIETY (2008)
mostram que cerca de 1 a cada 5 casos novos de cancer de mama vao ser do tipo
CDIS.

O CDIS pode ser dividido histologicamente em subtipos:
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e Tipo comedocarcinoma - apresenta detritos necroticos celulares preenchendo
0S espacos ductais.

e Tipo micropapilar - caracteriza-se por projecdes papilares homogéneas.

e Tipo cribriforme - apresenta espacos glandulares nitidos e marcados. Possui
mitoses infrequentes e, eventualmente, ocorre algum grau de necrose
limitada a poucas células.

e Tipo sélido - apresenta o lumen ocupado por uma proliferacdo de células de
tamanho médio, menores que as do tipo comedocarcinoma e maiores do que
as encontradas no carcinoma lobular in situ.

Em termos de progndstico, quanto maior o tamanho e o grau de necrose da
lesdo, maior o seu potencial para tornar-se invasora. As lesfes do tipo
comedocarcinoma apresentam prognéstico menos favoravel comparado aos outros
tipos histolégicos. Aproximadamente 25% a 30% das lesfes in situ ndo-tratadas
desenvolvem carcinoma invasor nos préoximos 10 anos (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2008).

2.5.3 Carcinoma Lobular Invasor (CLI)

O Carcinoma Lobular Invasor (CLI) representa de 5 a 15% de todos os
carcinomas de mama diagnosticados, e tem uma propensao a multifocalidade (14 a
31%). Apresenta um padrdo histolégico Unico de invasdo no tecido normal, e baixa
densidade das lesdes, o que dificulta a identificacdo por mamografia e sonografia
(WEISTEIN et al., 2001; QAYYUM et al., 2002). A idade média ao diagndstico varia
de 45 a 56 anos. A maioria das pacientes apresenta apenas um adensamento ou um
endurecimento local mal definido, por vezes, surgindo como uma nodularidade
palpavel. Em lesGes avancadas, pode haver retracédo da pele e fixacdo. Em geral, as
calcificacbes ndo estdo presentes na lesdo, mas podem aparecer em lesbes
benignas adjacentes. A bilateralidade é descrita em 6% a 28% dos casos.

Histologicamente, a leséo caracteriza-se pela presenca de células tumorais
pequenas e homogéneas, e crescem em "fila indiana" com um padrdo concéntrico.
Essa lesdo apresenta mucina intracelular e ndo deve ser confundida com o
carcinoma mucinoso, que possui prognaostico bastante favoravel. Em muitos casos, é

possivel identificar um componente de carcinoma lobular in situ. O progndstico é
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semelhante ao CDI-SOE, sendo que o tamanho tumoral e o status axilar sdo os
fatores progndésticos mais importantes (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008).

2.5.4 Carcinoma Lobular In Situ (CLIS)

A incidéncia do carcinoma lobular in situ (CLIS) é baixa, representando em
varios estudos 0,5 a 3,6% dos espécimes de bidpsias de mama presumivelmente
benignos. Clinicamente ndo é palpavel e ndo € distinguivel da mama normal por
mamografia ou ultra-sonografia (HEYWANG et al., 1997). A idade média no
diagnoéstico € de 45 anos, e 80 a 90% dos casos ocorrem em mulheres na pré-
menopausa. Essas lesGes tém reconhecida tendéncia a multifocalidade, sendo que
a bilateralidade ocorre em aproximadamente 25% dos casos. A evolugédo do CLIS
pode ser bastante variavel. Aproximadamente 20 a 30% das pacientes apresentardo
desenvolvimento de carcinoma infiltrante em 15 anos, sendo 50% em cada mama,
75% do tipo ductal invasor e 25% lobular invasor. Baseada nessa evolucdao, tal lesdo
€ reconhecida como um marcador tumoral, embora alguns autores, recentemente,
também lhe tenham atribuido um carater precursor (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2008).

2.5.5 Carcinomas de outros subtipos

Hé& ainda outros tipos de carcinomas menos frequientes.

e Carcinoma Mucinoso — também conhecido como coloide, corresponde de 1 a
7% dos casos de cancer de mama diagnosticados. Caracteriza-se pela
presenca de secrecdo mucinosa abundante no tumor (quase totalmente
extracelular), sendo que a quantidade relativa de mucina e de estroma
determina a consisténcia da lesdo, que pode ser macia, gelatinosa ou firme.
Geralmente ocorre em mulheres com idade mais avancada e tem um
prognostico melhor que o CDI (MEMIS et al., 2000). E considerado um tumor
de bom progndstico.

e Carcinoma Medular — representa até 7% dos carcinomas de mama e ocorre

principalmente em mulheres com menos de 35 anos. Macroscopicamente,
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sdo tumores bem-delimitados, circunscritos, densos com 2 a 3 cm de
didametro, acinzentados, com consisténcia firme. O progndstico é
relativamente favoravel.

e Carcinoma Tubular — € um tipo especial de CDI, constituindo 2% dos
carcinomas de mama. Incidem em mulheres relativamente jovens, entre 44 e
49 anos. Geralmente, apresenta-se como tumor pequeno, dificiimente
ultrapassando 4 cm. A lesdo é composta por proliferacdo de tubulos
glandulares, de forma irregular, revestidos por uma unica fila de células bem
diferenciadas, freqlentemente apresentando secre¢do apocrina. O
progndstico € extremamente favoravel.

e Carcinoma Papilifero - constitui de 1% a 2% dos carcinomas mamarios e
caracteriza-se por uma arquitetura papilar do componente invasor e do
intraductal. Ocorre mais freqientemente nas mulheres idosas (idade média
entre 63 e 67 anos). O tumor é circunscrito, podendo ser lobulado e com um
didmetro médio de 3 cm ao diagndstico; as vezes, apresenta componente
cistico. Tem crescimento lento, podendo, em alguns casos, comprometer toda
a mama, principalmente quando for cistico e invadir a pele.

e Carcinoma Metaplasico - forma rara de céancer, algumas vezes de evolucao
rapida, de progndstico incerto, representando menos de 5% dos canceres de

mama.

2.6 CLASSIFICACOES DOS TUMORES MAMARIOS

2.6.1 Sistema de Classificagdo TNM

O Sistema de Classificacdo de Tumores Malignos (TNM) foi desenvolvido
por Pierre Denoix (Franca), entre os anos de 1943 e 1952 (DENOIX, 1952). A pratica
de se dividir os casos de cancer em grupos, de acordo com os chamados estadios,
surgiu do fato de que as taxas de sobrevida eram maiores para 0S casos nos quais a
doenca era localizada do que para aqueles nos quais a doenca tinha se estendido
além do orgdo de origem. O sistema TNM trabalha prioritariamente com a

classificagdo por extensdo anatbmica da doenca, determinada clinica e
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histopatologicamente quando possivel (TNM: CLASSIFICACAO DE TUMORES
MALIGNOS, 2004). Este sistema tem por base a avaliacdo de trés componentes: T -
extensdo do tumor primario, N - auséncia ou presenca e a extensdo de metastases
em linfonodos regionais e M - auséncia ou presenca de metastases a distancia. S&o
adicionados numeros a estes componentes indicando a extensao da doenca maligna
(TO, T1, T2, T3, T4, NO, N1, N2, N3, MO, M1, etc.). A classificagdo patoldgica,
designada pTNM, complementa a classificacéo clinica e tem por base as evidéncias
obtidas antes do tratamento, complementadas ou modificadas pela evidéncia

adicional obtida através da cirurgia e do exame histopatolégico.
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FIGURA 06 — CLASSIFICACAO TNM
FONTE: UICC (2009), disponivel em:
http://www.uicc.org/index.php?option=com_ content&task=view&id=14296&Itemid=428

A descricdo clinica precisa e a classificacao histopatolégica das neoplasias
malignas sdo importantes para diversos objetivos, como: auxiliar o médico no
planejamento do tratamento; dar indicagfes do prognostico; ajudar na avaliacdo dos
resultados de tratamento; facilitar a troca de informacbes entre os centros de
tratamento e contribuir para a pesquisa continua sobre o cancer em humanos.
Existem muitos modos de classificacdo dos tumores, como a localizacdo anatdmica
e a extensdo clinica e patoldgica da doenca, a duracdo dos sinais ou sintomas, o
género e idade do paciente, o tipo e grau histolégico. Todas essas bases

representam variaveis que tém uma influéncia na evolucéo da doenca.
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Para os tumores de mama, a classificagcdo é aplicAvel somente para
carcinomas, tanto para mama feminina quanto masculina. Deve haver confirmagéo
histol6gica da doenca. No caso de tumores primarios multiplos sincrénicos em uma
mesma mama, o tumor com a maior categoria T deve ser usado para a classificacao.
Os canceres de mama, bilaterais e simultdneos, devem ser classificados
independentemente para permitir a divisdo dos casos por tipo histologico. Os
procedimentos para avaliacdo das categorias T, N e M sédo os seguintes: Categoria
T - Exame fisico e diagnostico por imagem, p. ex., mamografia; Categoria N - Exame
fisico e diagnéstico por imagem; Categoria M - Exame fisico e diagndstico por
imagem.

Para a classificacao clinica dos tumores de mama, as seguintes definicdes
gerais sao utilizadas:

T — Tumor primério

TX - O tumor primario ndo pode ser avaliado

TO - N&ao h& evidéncia de tumor primario

Tis — Carcinoma in situ

T1 - Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao (dividido em T1mic, T1a,

T1b e Tlc, conforme o tamanho).

T2 - Tumor com mais de 2 cm, porém ndo mais de 5 cm em sua maior dimenséao

T3 - Tumor com mais de 5 cm em sua maior dimenséo

T4 - Tumor de qualquer tamanho com extensao direta a parede toracica ou a pele

(dividido em T4a, b, c, d)

N - Linfonodos Regionais

NX - Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO - Auséncia de metastase em linfonodos regionais

N1 - Metastase em linfonodo(s) axilar(es), homolateral (ais), movel(eis)

N2 - Metastase em linfonodo(s) axilar(es) homolateral(is) fixo(s) ou metastase
clinicamente aparente em linfonodo(s) mamario(s) interno(s) homolateral(is),
na auséncia de evidéncia clinica de metastase em linfonodo(s) axilar(es)
(dividido em N2a e N2b)

N3 - Metastase em linfonodo(s) infraclavicular(es) homolateral(ais) com ou sem
envolvimento de linfonodo(s) axilar(es); ou clinicamente aparente em
linfonodo(s) mamario(s) interno(s) homolateral(is), na presenca de evidéncia

clinica de metastase em linfonodo(s) axilar(es); ou metastase em linfonodo(s)
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supraclavicular(es) homolateral(is) com ou sem envolvimento de linfonodo(s)
axilar(es) ou mamario(s) interno(s) (dividido em N3a, b, c)

M - Metastase a Distancia

MX - A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada

MO - Auséncia de metastase a distancia

M1 - Metéstase a distancia (seguida da notacdo conforme a localizacdo da

metastase)

2.6.2 Classificacdo Molecular do Cancer de Mama

PEROU et al. (2000) foram os primeiros a avaliar padroes de expressao
génica no cancer de mama, usando 42 amostras de tumores mamarios (36
carcinomas ductais invasores, 2 carcinomas lobulares, 1 carcinoma ductal in situ, 1
fiboroadenoma e 3 amostras de mama normal) e focando a andlise em 1753 genes
com expressao altamente variada. Eles propuseram que a diversidade fenotipica do
cancer de mama deve ser acompanhada por uma correspondente diversidade na
expresséo génica, e com base nos resultados obtidos, sugeriram uma classificagcao
em quatro grupos: subtipos luminal; basal; HER2 positivo e semelhante ao normal.
Em um trabalho subsequente com 78 tumores, SORLIE et al. (2001) confirmaram os
achados iniciais, alterando a lista de genes (476 genes) e adicionando trés novos
subgrupos ao subtipo luminal: luminal-A; B e C. O subgrupo luminal — A tem maior
expressdo de RE e genes regulados pelo receptor de estrogénio e um melhor
desenvolvimento clinico quando comparado ao luminal — B (LOI, 2008). Em um
terceiro estudo, os mesmos pesquisadores (SORLIE et al., 2003) utilizaram uma
versao modificada do grupo de genes, incluindo 534 genes, que foram testados em
115 pacientes. Os subtipos basal, HER2 positivo, semelhante ao normal e dois
subgrupos luminais (A e B) foram novamente identificados.

Estudos com outros grupos de pesquisa mostraram diferencas em larga
escala na expressdo de genes entre tumores RE+ e RE-, sugerindo que outros
subgrupos moleculares devam existir em adicdo ou dentro das categorias ja
propostas (PUSZTAI et al., 2003 e SOTIRIOU et al., 2003). Os tumores luminais sao

positivos para o RE e genes regulados por este gene mostram niveis elevados de
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expressdo. Os tumores basais sdo negativos para a expressao do RE, e a
expressao de citoqueratinas basais esta aumentada (LOI, 2008).

Além de proporem uma classificagdo molecular para os tumores de mama,
estes trabalhos também indicaram caracteristicas moleculares especificas para cada
subtipo e determinaram que os tumores basais e luminais devem surgir a partir de
células diferentes. PEROU et al. (2000) mostraram que o0s tumores basais
compartilham algumas caracteristicas moleculares com as células mioepiteliais, e 0s
tumores luminais compartilham caracteristicas moleculares com as células luminais.

Os portadores de tumores luminais A sdo 0S que apresentam maior
sobrevida, embora sejam menos sensiveis a quimioterapia (ROUZIER et al., 2005).
O oncogene ERBB2 ou HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor Type 2)
estd amplificado em tumores HER2 positivos, mas nhdo nos outros subtipos, e genes
regulados pelo RE estéo super-regulados nos tumores luminais — A comparado com
0s outros subgrupos. Nos tumores basais, foram descritas mutacbes tanto no
BRCA1 quanto no TP53 (SORLIE et al., 2001 e 2003).

2.7 DIAGNOSTICO, PREVENCAO, TRATAMENTO E PROGNOSTICO

O Unico método de deteccdo precoce que até 0 momento mostrou reduzir a
mortalidade por cancer de mama foi o rastreamento populacional por mamografia
em mulheres com idade entre 50 e 69 anos, com um intervalo nunca superior a dois
anos. Apesar de ser um método eficaz, a mamografia ndo exclui o auto-exame e o
exame clinico feito pelo ginecologista ou mastologista, ja que alguns nédulos, apesar
de palpaveis, ndo sao detectados pela mamografia. No Brasil, o Ministério da Saude
recomenda como principais estratégias de rastreamento populacional o exame
mamografico, a cada pelo menos dois anos para mulheres de 50 a 69 anos de
idade, e 0 exame clinico anual das mamas, para mulheres de 40 a 49 anos de idade.
Para mulheres de grupos populacionais considerados de risco elevado para o
cancer de mama (com histéria familiar de cancer de mama em parentes de primeiro
grau), recomenda-se o0 exame clinico da mama e a mamografia anualmente, a partir
de 35 anos de idade (INCA, 2008).

Em relacdo ao Auto Exame das Mamas (AEM), recomenda-se a sua

realizacdo por todas as mulheres a partir dos 20 anos de idade (SHAPIRO et al.,
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1992). A periodicidade deve ser mensal, 4 a 6 dias ap6s o término do fluxo
menstrual. Trata-se de um método que deve ser incentivado pela grande
abrangéncia na populacéo e pela auséncia de custo. O Exame Clinico das Mamas
constitui a base para a solicitagdo de exames complementares (CONSENSO PARA
O CONTROLE DO CANCER DE MAMA, 2003). Deve ser realizado a cada trés anos
entre os 20 e 40 anos, e depois anualmente (SHAPIRO et al., 1992). Sua eficacia
depende da qualidade com a qual € realizado. O exame clinico das mamas é
acessivel a um menor numero de mulheres quando comparado ao auto-exame das
mamas; pode detectar lesbes menores e € mais importante em mulheres mais
jovens, faixa na qual a mamografia tem limitacdes.

As modalidades terapéuticas para o cancer de mama sdo a cirurgia e a
radioterapia para o tratamento regional, a quimioterapia e a hormonioterapia para o
tratamento sistémico (BARROS et al., 2001; CONSENSO PARA O CONTROLE DO
CANCER DE MAMA, 2003). O tratamento do cancer de mama deve ser realizado
por uma equipe multidisciplinar visando o tratamento integral do paciente.

A analise dos linfonodos axilares €, hoje, o fator progndstico mais importante
para pacientes com cancer de mama. A presenca de metastases axilares indica que
o tumor € capaz de gerar metastases a distancia; portanto, mostra uma
caracteristica mais agressiva do mesmo. Alguns estudos mostram uma relacao
direta de tais fatores com a sobrevida e estratificam as pacientes em quatro grupos,
com base em dados do National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project
(NSABP): linfonodos negativos, 1 a 3 linfonodos acometidos, 4 a 9, e 10 ou mais
linfonodos positivos. A sobrevida em 5 anos é de 83% para pacientes com axila
negativa, 73% se ha 1 a 3 linfonodos acometidos, 46% para 4 a 12 linfonodos e para
mais de 13 linfonodos acometidos (SILVA, ROCHA e BARINI, 2006).

Em pacientes com axila positiva, o tamanho tumoral € o segundo fator
prognéstico mais importante, constituindo a variavel mais fundamental a ser
analisada em pacientes com axila negativa, sendo um importante fator preditivo para
recorréncia nessas pacientes.

Classicamente, os tumores ductais invasivos tém pior prognéstico e maior
incidéncia de acometimento axilar que os tumores invasivos menos comuns. Existem
tipos histolégicos especiais de cancer de mama que apresentam melhor prognostico

(menor indice de metastases axilares e maior intervalo livre de doenca) e que
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representam menos de 6% dos casos de cancer invasivo. Esses tipos s&o: tubular
puro, mucinoso (coldide) puro e adenocistico (SILVA, ROCHA e BARINI, 2006).

A graduacéo histologica mais utilizada € a de BLOOM e RICHARDSON
(1957), que leva em consideracdo a formacado tubular das células, a forma e a
coloragdo do nucleo, além da presenca de figuras de mitoses, cada um deles sendo
pontuado numa escala de 1 a 3. As notas dos trés componentes sdo somadas e
adequadas segundo as categorias:

Grau | — Bem diferenciado (bom prognadstico);
Grau Il — Moderadamente diferenciado;
Grau Il — Indiferenciado (mau progndstico).

O estudo do NSABP demonstrou que pacientes com tumores bem
diferenciados apresentaram taxas de sobrevidas de 93% em 5 anos, comparados
com 79% em pacientes com tumores indiferenciados. Pior sobrevida e taxas
elevadas de metéstase sdo observadas em tumores de alto grau histoldgico,
independentemente do tamanho e do envolvimento axilar (PAIK, SHAK e TANG,
2005). A graduacdo nuclear foi estabelecida pelo sistema de Fisher e considera o
tamanho do nucleo, a forma, o componente nucleolar, o padrdo de cromatina e a
taxa de mitose (FISHER, ANDERSON e REDMOND, 1993).

A quantificacdo dos receptores hormonais — receptor de estrogénio (RE) e
receptor de progesterona (RP) — € atualmente uma estratégia fundamental para
estabelecer o tratamento adequado a mulheres com cancer de mama. Receptores
de estrogénio estdo presentes em 75% a 80% dos carcinomas da mama, em
proporcdo crescente conforme a idade. Seu valor prognostico é dificil de ser
avaliado, uma vez que tal avaliacdo deve ser feita na auséncia de tamoxifeno
adjuvante. E possivel que a presenca de RE e RP possa apenas ser indicativa de
tumores mais indolentes, com menor velocidade de crescimento e longo periodo
para recorréncia da doenca. A presenca de RE e RP também é um forte fator
preditivo para a probabilidade de resposta a terapia enddcrina com tamoxifeno
(PRITCHARD, 2002). Os dados mais recentes do EARLY BREAST CANCER
TRIALISTS COLLABORATIVE GROUP (EBCTCG, 2005) mostram que o uso do
tamoxifeno por 5 anos em terapia adjuvante para tumores com RE positivo reduz a
taxa de mortalidade anual por cancer de mama em 31%, independentemente do
esquema de quimioterapia utilizado, da idade, do status do receptor de progesterona

ou de outras caracteristicas tumorais. A determinacdo do status dos receptores
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hormonais € essencial para a selecao de pacientes que podem se beneficiar do uso
de terapia hormonal, tornando-se, portanto, um fator preditivo importante para
consideracao da terapéutica.

Além dos receptores hormonais, o0 ERBB2 (HER2) também é considerado
fator preditivo e prognéstico do cancer de mama. O HER2 €& um proto-oncogene
localizado no cromossomo 17g21 e quando ativado codifica uma glicoproteina
transmembrana com atividade intrinseca de tirosina quinase homologa ao receptor
do fator de crescimento epidérmico (EGFR). Este proto-oncogene estd amplificado
em cerca de 30% dos tumores de mama. Sua superexpressao esta associada a
maior agressividade tumoral, a taxas de recorréncia mais altas e a maior mortalidade
em pacientes com linfonodos positivos. A influéncia desta superexpressao em
pacientes com linfonodos negativos é variavel. A interpretacdo de varios estudos
gue analisam a expressdo do HER2 é limitada pela variabilidade dos métodos
empregados para detecta-la, pela definicdo de positividade e pela maioria dos
estudos serem retrospectivos. Os métodos empregados para deteccdo da expressao
do HER2 podem ser direcionados para detectar a proteina de membrana ou a
propria amplificacdo génica. A deteccdo da proteina de membrana é amplamente
utiizada e difundida em varios centros, onde pode ser feita com técnicas de
imunohistoquimica. Esta faz uma interpretacdo qualitativa baseada na intensidade
da coloracdo da membrana e tem uma limitacdo por ser um método de analise
subjetiva, o que resulta em diferencas nas classificacdes quando sédo feitas analises
inter e intra-observadores. A amplificacdo génica em nivel nuclear pode ser avaliada
pela técnica de FISH (fluorescence in situ hibridization). Existe uma alta correlacdo
entre amplificagdo génica e superexpressdo protéica. A técnica de FISH €& mais
fidedigna quando se compara com a imunohistoquimica para estabelecer o
prognoéstico. Nesta, os tumores podem ser classificados em 0 (auséncia de
coloracdo da membrana), 1+ (fracamente positivo), 2+ (positividade intermediaria) e
3+ (fortemente positivo, com intensa imunocoloragdo em toda a membrana em mais
de 10% das células neoplasicas). Ja no método de FISH, classifica-se como positivo
ou negativo para amplificagéo génica.

O HER2 é considerado um fator progndstico e preditivo. E fator prognostico
por estar associado a maior agressividade tumoral. Sua utilizagdo como fator
preditivo deve-se ao fato de ele ser o0 alvo principal da terapia com trastuzumabe. A

proteina HER2, quando ligada aos fatores de crescimento tumoral, inicia uma
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cascata de reagbes que promovem a divisdo celular e, por consequéncia, 0
crescimento do tumor. O trastuzumabe é um anticorpo monoclonal desenvolvido
para bloquear essa proteina transmembrana. Portanto, apenas beneficiam-se dessa
terapéutica as pacientes com imunohistoquimica positiva 3+ ou FISH positivo. As
pacientes que possuem imunohistoquimica 2+ devem ser submetidas a teste com a
técnica FISH, uma vez que podem se beneficiar se forem positivas. O uso deste
medicamento foi inicialmente descrito em pacientes com doenca metastatica, nas
quais se mostrou efetivo para inducao de remissao parcial ou completa da doenca e
aumento da sobrevida global. Atualmente, estudos validaram o uso dessa droga
também como adjuvante. A selecédo de pacientes que receberdo trastuzumabe como
terapia adjuvante é baseada na analise de um conjunto de fatores progndsticos
individuais de cada paciente (SILVA, ROCHA e BARINI, 2006).

Apesar de ser considerado um céancer de relativo bom progndstico, se
diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade por cancer de
mama continuam elevadas no Brasil. Isso ocorre provavelmente porque a doenca
ainda é diagnosticada em estadios avancados. Na populacdo mundial, a sobrevida
média apds cinco anos é de 61% (INCA, 2006). Segundo OLDENBURG et al.
(2007), as anormalidades da mama devem ser avaliadas por um triplo acesso,
incluindo o exame clinico, exame por imagem (mamografia e ultra-som) e retirada de

amostra do tecido por citologia aspirativa ou bidpsia por agulha.

2.8 FATORES DE RISCO PARA O CANCER DE MAMA

7

A etiologia do cancer de mama é multifatorial, com fatores genéticos,
ambientais e reprodutivos interagindo de uma maneira complexa (KUBBA, 2003).

Um trabalho recente, de OLDENBURG et al. (2007), indicou alguns dos
principais fatores de risco para o cancer de mama. A idade aparece como um dos
principais fatores de risco para 0os canceres em geral, visto que estes ocorrem pelo
acumulo de mutacdes em determinadas células ou tecidos. Mais de 80% dos casos
de cancer de mama acometem mulheres com idade igual ou superior a 50 anos, e
somente 5% dos casos ocorrem em mulheres com menos de 30 anos. Segundo
HULKA e MOORMAN (2001), a incidéncia do cancer de mama esta abaixo de 10

casos a cada 100 mil mulheres com 25 anos ou menos de idade, e aumenta mais de
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10 vezes aos 40 anos. O aumento da incidéncia logo apés a menopausa (40 a 50
anos) tende a diminuir apds este periodo, provavelmente devido a diminuicdo nos
niveis de estrogénio circulante (HENDERSON et al., 1991). Estes dados mostram a
importancia do rastreamento para o cancer de mama em mulheres com mais de 40
anos. Outro aspecto indicado por OLDENBURG e colaboradores €, obviamente, a
ocorréncia quase que exclusiva da doencga no sexo feminino, j& que somente um a
cada 150 casos de cancer de mama ocorre em individuos do sexo masculino (HILL
et al., 2005). A etnicidade também pode ser vista como um fator de risco, j& que
algumas populacdes apresentam taxas de incidéncia muito maiores do que outras.
Nos Estados Unidos a taxa de incidéncia do cancer de mama é 20 a 40% maior em
mulheres brancas do que em mulheres negras americanas. A idade e as
especificidades étnicas se tornam ainda mais relevantes apos a menopausa. Nos
Estados Unidos e Suica o risco especifico por idade continua a subir até os 75 anos,
enquanto que no Japao este risco € levemente menor apos os 45 anos (HULKA e
MOORMAN, 2001).

O tempo de exposicdo aos hormoénios sexuais foi corroborado como um
fator de risco importante por muitos estudos epidemioldgicos, incluindo os horménios
sexuais enddgenos relacionados ao ciclo menstrual, e horménios exdgenos,
provenientes do uso de contraceptivos, realizacao de terapia de reposi¢cao hormonal
e da dieta (DUMITRESCU e COTARLA, 2005). O horménio ou combinacdo de
horménios responsaveis pelo inicio do cancer de mama ainda ndo foram
identificados com clareza, entretanto acredita-se que 0 estrogénio seja um dos
principais fatores moduladores do risco de desenvolver a doenca (OLDENBURG et
al., 2007). O desenvolvimento da mama na puberdade e durante a maturidade
sexual é estimulado pelo estrogénio 17@-estradiol (E2), que €é o esterdide
predominante na circulagdo e o mais importante para o tecido mamario (RUSSO e
RUSSO, 2006). O estrogénio estimula a divisdo celular no tecido mamario, o que
pode aumentar o risco de ocorréncia de danos permanentes ao DNA, principalmente
em mulheres jovens, quando as células da mama ainda ndo estdo totalmente
maduras, ndo possuindo mecanismos eficientes de reparo do DNA, que se liga mais
freqientemente a carcindgenos (CHABNER e MURPHY, 2005). Acredita-se também
gue o estrogénio possua um efeito anti-apoptético nas células expostas a esse
horménio, o que impede a morte das células que sofreram danos no DNA, e

consequentemente em genes que controlam o ciclo celular (NAROD e FOULKES,
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2004). Além disso, os estrogénios cateco6is podem agir como carcinégenos (LIEHR,
2000), se ligando ao DNA ou produzindo espécies de oxigénio reativas ao serem
metabolizados. Sendo assim, uma exposicdo prolongada ao estrogénio parece
aumentar o risco para o cancer de mama.

Menarca precoce, antes dos 12 anos, aumenta o risco em 10 a 20%, e
menopausa tardia confere um risco de aproximadamente 3% para cada ano de
aumento na idade da menopausa (COLLABORATIVE GROUP ON HORMONAL
FACTOR IN BREAST CANCER, 1996). Ao contrario, menarca tardia e menopausa
precoce, antes dos 40 anos, resultam em significante redugéo do risco (RUSSO e
RUSSO, 2006).

O uso de contraceptivos orais ou terapia de reposi¢cdo hormonal
(especialmente progesterona e estrogénio combinados) também aumentam
ligeiramente o risco de cancer de mama, mas nao chegam a afetar as taxas de
incidéncia da doenca. Os resultados do COLLABORATIVE GROUP ON
HORMONAL FACTORS IN BREAST CANCER (1996), que compilaram dados de 54
estudos epidemiologicos sobre o assunto, mostram que ndo ha um aumento no risco
em mulheres com mais de 45 anos, ndo ha sinergia com historia familial de cancer
de mama, h4 um efeito protetor contra doencas benignas da mama e ndo ha um
efeito do tempo de uso, tipo de pilula e idade do primeiro uso. A questao do efeito
latente do contraceptivo hormonal no cancer de mama, ou seja, se uma mulher que
usou pilula quando era jovem continuara a ter um risco aumentado de cancer de
mama na perimenopausa e pés-menopausa, foi contestada por estudos
epidemiologicos bem conduzidos e com amostras grandes, sendo que nenhum
mostrou laténcia (COLLABORATIVE GROUP ON HORMONAL FACTORS IN
BREAST CANCER, 1996; MARCHBANKS et al., 2002). Entretanto, segundo BRAY
et al. (2004), o risco conferido pelo uso de contraceptivos orais € menor que o
decorrente de terapia de reposicdo hormonal, embora ele persista por até 10 anos
apos o término do uso.

A obesidade na p6s-menopausa € um fator de risco devido ao aumento
nos niveis endogenos de estrogénio em mulheres obesas (o tecido adiposo é uma
fonte importante de estrogénio), sendo que para cada 5 kg de ganho de peso ha um
aumento de 8% no risco relativo (TRENTHAM et al., 2000; HUANG et al., 2003;
MCTIERNAN et al., 2003; LAHMANN et al., 2004). Estudos com mulheres na pos-

menopausa mostraram uma correlacdo positiva entre aumento da densidade
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Ossea e risco maior de desenvolver cancer de mama, variando entre 2 e 3,5 vezes
(BIGLIA et al., 2004). Isso € explicado pelo fato do horménio estrogénio ajudar a
manter a massa 0ssea. O consumo excessivo de alcool também tem um papel
importante. Uma pesquisa de HAMAJIMA et al. (2002) compilou dados de 53
estudos, indicando que cerca de 4% dos casos de cancer de mama nos paises
desenvolvidos séo atribuidos ao excesso de alcool.

Outros fatores de risco relevantes citados por OLDENBURG et al. (2007)
foram a densidade mamaria, ocorréncia de doencas benignas da mama e
exposicdo a radiagdo. Mulheres que apresentam mais de 75% de aumento da
densidade da mama na mamografia ttm um risco aproximadamente cinco vezes
maior de desenvolver cancer de mama em relacdo a mulheres cujo aumento na
densidade mamaria for menor que 5% (BYRNE et al., 2001; BOYD et al., 2002).
Estudos com gémeos mostraram que a variagdo populacional da densidade
mamaria em certa idade apresenta alta herdabilidade, portanto fatores genéticos
podem explicar esta variagcado (VAN GILS et al., 2000; BOYD et al., 2002; STONE et
al.,, 2006). Algumas doencas benignas da mama s&o consideradas lesbes
precursoras de cancer de mama invasivo na mesma area. Mulheres com cistos
palpaveis, fiboroadenomas complexos, papilomas ductais e hiperplasia epitelial tém
um leve aumento no risco (1,5 a 3 vezes) em relacdo a mulheres sem estas
alteracbes (McPHERSON et al., 2000). Foi demonstrado que a exposicado a altas
doses de radiacdo ionizante aumenta o risco, principalmente para mulheres na
puberdade (TOKUNAGA et al., 1987). Um exemplo foram os dados obtidos de
mulheres vitimas das explosdes atdbmicas de Hiroshima e Nagazaki, indicando um
risco aumentado para este e outros tipos de cancer.

Alguns fatores, entretanto, conferem protecdo ao cancer de mama. A
gravidez, por exemplo, possui um efeito protetor bem estabelecido (OLDENBURG
et al., 2007). O maior numero de filhos e idade precoce da primeira gravidez podem
ser alguns dos fatores que explicam a menor incidéncia do cancer de mama nos
paises em desenvolvimento em relacdo aos paises desenvolvidos (BRAY et al.,
2004). A amamentagao por um longo periodo também foi identificada recentemente
como tendo um efeito protetor (BERAL, 2003). A inducdo da menopausa por
ooforectomia e histerectomia antes dos 35 anos reduz o risco do cancer de mama
em 60% em relacdo as mulheres que entram naturalmente na menopausa

(McPHERSON et al., 2000). A pratica de atividades fisicas em adolescentes e
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mulheres jovens diminui o risco em 20%; sendo que este efeito é resultado do atraso
na menarca e modificagdo dos niveis hormonais decorrentes do exercicio
(HANKINSON et al., 2004; LAGERROS et al., 2004). O uso de fitoestrogénios na
dieta, como isoflavonas e ligninas, é controverso, ndo existindo, at¢é o momento,
evidéncias suficientes de que estes compostos atuem como protetores do cancer de
mama (GIKAS e MOKBEL, 2005).

2.9 ASPECTOS GENETICOS EM CANCERES DE MAMA

2.9.1 Cancer de Mama Hereditario

A historia familial de cancer de mama € um fator de risco bem estabelecido,
sendo que parentes em primeiro grau tém um risco aproximadamente duas vezes
maior (COLLABORATIVE GROUP ON HORMONAL FACTORS IN BREAST
CANCER - FAMILIAL BREAST CANCER, 2001). O risco aumenta conforme o
namero de parentes consanglineos afetados, a idade de acometimento, presenca
de bilateralidade ou histéria de doenca benigna da mama (McPHERSON et al.,
2000; THOMPSON e EASTON, 2004). Mesmo em consanguineos de terceiro a
quinto graus observa-se um aumento no risco da doenga (AMUNDADOTTIR et al.,
2004). Estima-se que 5 a 10% dos casos de cancer de mama sejam hereditarios e
atribuidos a mutacbes em genes de predisposicdo de alta penetrancia, como o
BRCAL1 e BRCA2. O gene BRCAL esta localizado em 17¢921-g24, e o BRCA2 em
13912-g13. Embora estes dois genes ndo apresentem homologia, eles tém algumas
caracteristicas em comum. Ambos sdo extensos: 0 BRCAL apresenta 22 exons e
codifica uma proteina com 1863 aminoacidos, e 0 BRCA2 tem 27 exons e codifica
uma proteina com 3418 aminoacidos. Os dois genes sdo expressos ubiquamente
em humanos, principalmente na mama, testiculos, ovarios e timo (OLDENBURG et
al., 2007).

Mutacdes no BRCA1 sdo associadas com o cancer familial de mama e
ovario, enquanto mutacées no BRCA2 sdo associadas fortemente com o cancer de
mama masculino. As estimativas iniciais sugeriam que os genes BRCA1 e 2 seriam

responsaveis por 75% dos casos de cancer de mama em familias com multiplos
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casos, entretanto dados recentes mostram que estas estimativas deviam estar
superestimadas. Mutacdes foram encontradas em alta porcentagem (45%) em
familias com tumores de mama e ovario, enquanto que a taxa de mutacdes nestes
genes em familias com casos apenas de cancer de mama foram menores, variando
de 15% a 35% (HONRADO et al., 2005). Estas mutacGes apresentam penetrancia
incompleta, e dependem de fatores como o tipo da mutacdo, a populacdo e/ou
fatores exdgenos. As mutacdes de sentido trocado 300 T>G no gene BRCA1 e 4486
G>T no BRCAZ2 foram individualmente associadas com um alto risco de cancer de
mama, enquanto mutacdes na regido central do BRCA1 sdo associadas com um
baixo risco (SCOTT et al., 2003). Cerca de 80% dos tumores com alteracdes nestes
genes apresentam mutacdes sem sentido e geram proteinas truncadas. Os tipos de
mutacdo diferem quanto a etnicidade e localizacdo geografica, sendo que algumas
aparecem muito freqientemente em certas populacdes, e sao explicadas pelo efeito
do fundador. A incidéncia de individuos heterozigotos para mutacées no BRCA1 é
cerca de um a cada 1000 individuos na populacédo caucasoéide em geral, e para o
BRCA2 de cerca de um a cada 750 individuos (ANTONIOU et al., 2002). Por
exemplo, a prevaléncia da mutacdo de predisposicdo ao cancer no gene BRCAZ2,
999 del5 na populagéo da Islandia, que afeta 7,7% das mulheres e 40% dos homens
com cancer de mama (THORLACIUS et al., 1997). O estilo de vida também pode
influenciar no risco de desenvolver a doenca para portadores de mutacdes
BRCAL1/2, por exemplo, a pratica de exercicios fisicos e auséncia de obesidade em
adolescentes sao fatores de protecdo (CAVALIERI et al., 2000).

Os supressores de tumor BRCA1 e BRCA2 sédo considerados “caretakers”
(OLDENBURG et al., 2007), desde que suas funcdes estdo ligadas a processos
metabdlicos chaves para o organismo, como reparo de danos no DNA, regulacéo da
expressao génica e controle do ciclo celular (VENKITARAMAN, 2002; CIPOLLINI et
al., 2004). Durante a ultima década, muitas das func¢des celulares e bioquimicas das
proteinas dos genes BRCA1/2 foram descobertas. O BRCALl atua no reparo do
DNA, ubiquitinacdo de proteinas, remodelamento da cromatina e controle dos
pontos de checagem do ciclo celular. O BRCA2 esta envolvido no reparo de quebras
no DNA fita dupla, através da recombinacdo homologa, mas pouco se sabe ainda
sobre suas funcdes (OLDENBURG et al., 2007).

O cancer de mama em portadores de mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2

difere morfologicamente dos casos esporadicos em individuos pareados por idade.
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Um exemplo é a maior ocorréncia do Carcinoma Ductal Invasivo nestes individuos
(CHAPPUIS et al., 2000). Uma das caracteristicas mais importantes dos tumores
com alteracdes no BRCAL é o seu alto grau histologico, sendo que a proporcao de
tumores de grau lll varia entre 66 a 84% (LYNCH et al., 1998; PALACIOS et al.,
2003; EEROLA et al., 2005). Tumores com mutacdes no BRCA2 também
apresentam um alto grau histolégico em relacdo a tumores esporadicos, embora
esta associacdo seja menor do que no caso dos individuos com BRCA1 mutado.
Tumores com BRCAL mutado apresentam uma alta frequéncia de negatividade para
0s receptores de estrogénio, de 73 a 90% dos casos, e progesterona, 79% dos
casos (HONRADO et al., 2005). Ao contrario, os tumores com BRCA2 mutado n&o
diferem dos tumores esporadicos quanto a expressao dos receptores de estrogénio
e progesterona. Muitos estudos ndo demonstraram diferencas quanto ao tipo
histol6égico em tumores esporadicos e com mutacdes no BRCA2 (LAKHANI et al.,
1997; LAKHANI et al., 1998; AGNARSSON et al., 1998).

Outros genes gque conferem alta predisposicdo ao cancer de mama sao 0s
genes PTEN (phosphatase and tensin homolog), TP53, KLKB1 (kallikrein B, plasma
(Fletcher factor) 1), STK11 (serine/threonine kinase 11) e CDH1 (cadherin 1, type 1,
E-cadherin, epithelial). Alteracdes nestes genes conferem um risco de desenvolver
cancer de mama superior a quatro vezes o risco da populacdo em geral, mas menor
gue o risco conferido por mutacées no BRCA1 ou BRCA2. O gene supressor de
tumor PTEN esta envolvido na Sindrome de Cowden, e foi encontrado mutado em
casos de cancer de mama esporadico. Mulheres com mutacdes neste gene tém um
risco duas a quatro vezes maior de desenvolver cancer de mama. O gene TP53
codifica uma proteina (TP53) envolvida no controle do ciclo celular, apoptose e
reparo de DNA. Sua expressdo € ativada em resposta a sinais de stress, como
danos no DNA. A perda de funcéo deste gene suprime um mecanismo de protecao
contra o acumulo de alteracfes genéticas (PLUQUET e HAINAUT, 2001). Muta¢cdes
germinativas no TP53 caracterizam a Sindrome de Li-Fraumeni e sao raras, menos
de 400 familias com mutagBes neste gene foram descritas no mundo inteiro. Esta
sindrome ocorre em criangas e adultos jovens, com a presencga de tumores primarios
multiplos, como cancer de mama (MALKIN et al., 1990). O gene KLKB1/STK11 age
como um supressor de tumor e codifica uma serina/treonina quinase. Mutacdes
germinativas neste gene causam a Sindrome de Peutz-Jeghers (SPJ). Um elevado

risco para doencas malignas gastrointestinais, da mama, pancreas, ovario, Uutero,
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pulmédo e testiculos & reconhecido em pacientes com esta sindrome. O risco de
desenvolver cancer de mama em pacientes com SPJ aos 65 anos varia entre 29 e
54%. O gene da caderina-E, CDH1 sintetiza uma proteina com papel fundamental
na manutencdo da diferenciacdo e arquitetura normal dos tecidos epiteliais.
Mutacbes germinativas truncadas no CDH1 estdo associadas com a ocorréncia da
Sindrome do Cancer Gastrico Difuso (HDGC). Em familias com esta sindrome o
risco de desenvolver cancer de mama é estimado entre 20 e 40%. Mutacbes
somaticas no CDH1 séo freqientemente encontradas no cancer de mama lobular
invasor e in situ (OLDENBURG et al., 2007).

2.9.2 Perda de Heterozigose (LOH)

Para que ocorra a perda de funcdo de genes supressores de tumor ha a
necessidade da inativacdo dos dois alelos. Conforme o modelo de Knudson para o
gene do retinoblastoma (RB1) (KNUDSON, 1971), o primeiro alelo geralmente é
inativado por uma mutacdo génica (somatica ou germinativa), e o segundo por
delecbes cromossdmicas envolvendo a regido na qual o gene esta localizado.
Marcadores do DNA que antes da progressdao tumoral se encontravam em
heterozigose podem sofrer uma reducédo, alcancando a perda alélica total. Este
mecanismo é conhecido como perda de heterozigose (LOH) (WEINBERG, 1991).
Quando a LOH é observada como um evento somatico especifico para o tumor, é
um indicativo de delecdo de um dos alelos de um gene supressor de tumor.
Portanto, a pesquisa de LOH pode indicar novos genes supressores tumorais na
regido homologa correspondente (KEMP et al.,, 2002). Geralmente, utilizam-se
marcadores microssatélites neste tipo de estudo, pois estes sdo altamente
polimorficos, exibem alta taxa de heterozigose e estdo amplamente distribuidos pelo
genoma (PERUCHO, 1996).

Também conhecidos como “repeti¢cdes curtas em sequéncia” ou “STRs” (do
inglés short tandem repeats), os marcadores microssatélites sdo um tipo de DNA
repetitivo com sequiéncias de 2 a 6 nucleotideos de repeticdo (YEE et al, 1994). O
namero de unidades de repeticdo para um determinado loco pode variar, resultando
em alelos com tamanhos diferentes. (MANUAL APPLIED BIOSYSTEMS, 2004). Os

microssatélites possuem um alto polimorfismo, decorrente das altas taxas de
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mutac&o nestes locos, que variam de 102?a 10° por geragao. Existem alguns modelos
gue explicam essas altas taxas de mutacdo, como o crossing-over desigual, o
slippage durante a replicacdo, substituicbes de nucleotideos, eventos de duplicacao
e 0s elementos transponiveis Alu (SCHLOTTERER, 2000). Entretanto, é aceito que
0 evento mutacional mais comum nas seqiéncias microssatélites é o slippage, ou
“deslizamento” das fitas de DNA em locais em que as mesmas S&0 compostas por
sequéncias repetitivas, um processo que envolve o0 ganho ou perda de uma ou mais
unidades de repeticdo (LEVINSON e GUTMAN, 1987; SCHLOTTERER e TAUTZ,
1992).

Muitos fatores influenciam na ocorréncia de mutacdes em seqiéncias
microssatélites, como o tamanho do alelo e o contetddo de G/C (CHAKRABORTY et
al., 1997; ELLEGREN, 2000; ELLEGREN, 2002). Os padrdes de mutacao também
vao depender do contexto gendmico, como a localizagdo no cromossomo
(CHAKRABORTY et al., 1997).

A variacao alélica, o numero de repeticdes e as frequéncias dos alelos estdo
disponiveis na literatura para centenas de marcadores microssatélites em varios
organismos. A possibilidade de escolher marcadores altamente informativos e bem
caracterizados fez com que a andlise de microssatélites se tornasse bem aceita em
estudos de associacdo, de ligacdo e de identificacdo de organismos (MANUAL
APPLIED BIOSYSTEMS, 2004).

Ha trés métodos mais comumente usados para a deteccdo de
microssatélites: PCR radioativa visualizada por autoradiografia, PCR visualizada em
géis de poliacrilamida corados com prata e PCR com iniciadores fluorescentes
visualizada em sequenciador automatico de DNA. A udltima metodologia é a mais
utilizada atualmente e é a mais precisa, além de permitir gue um grande nimero de
marcadores possa ser estudado ao mesmo tempo em varias amostras. Outra
vantagem deste método é a sensibilidade de deteccdo quando ha uma quantidade
limitada de DNA para anélise e quando h& contaminacdo com outros tipos celulares
(EDWARDS e BARTLETT, 2003).

A deteccdo de LOH é especialmente problematica se as células tumorais
nao forem separadas das ceélulas normais adjacentes com precisao, utilizando um
aparelho de microdissecc¢éo. O uso da técnica de PCR com iniciadores fluorescentes
e visualizagdo dos genotipos em sequenciador automatico de DNA permite o calculo

da altura e area dos picos dos alelos normais e tumorais. Desta maneira, podem ser
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utilizados limites de reduc&o de um dos alelos com base nos dados de altura ou area
dos picos. Se for feita microdissec¢cdo, a LOH € fortemente indicada por taxas
menores que 0,5 ou maiores que 2,0. Desta maneira, a andlise de LOH deve ser
feita preferencialmente através de métodos que permitam a identificacdo dos alelos
em pares de bases e a determinacédo de suas areas e alturas (DIETMAIER et al.,
1999).

TOMLINSON et al. (2002) afirmam que o principal problema metodolégico
associado a analise de LOH ¢é que amostras tumorais frescas geralmente
apresentam contaminacdo com células normais, além de haver heterogeneidade
genética no tumor. Na prética, a perda completa de um alelo é raramente observada
em estudos de LOH devido a contaminacdo com tecido normal, sendo necessario
equacionar a perda alélica no tumor com a desproporcao entre os dois alelos no
sangue e tumor. Entdo a LOH passa a ser definida como uma redugao significativa
na dosagem de um dos alelos no tumor. Muitos estudos usam um limite de 50% de
reducdo (ZAUBER et al., 1999) como sendo “significante”, embora outros usem
limites menos estringentes. Alguns trabalhos utilizam a area dos picos, outros a
altura (TOMLINSON et al., 2002).

As primeiras descricdes de LOH em neoplasias foram em 1987 por ALI et al.
e LUNDBERG et al. (apud MAO et al.,, 2005). Apesar das centenas de estudos
subsequentes sobre a perda de heterozigose em cancer de mama esporadico, o
namero e identidade de todos os genes supressores de tumor relevantes a doenca
permanecem desconhecidos (DEVILEE et al., 2001). Em pesquisas realizadas por
BECKMANN et al. (1997) e INGVARSSON et al. (1999) com tumores de mama,
foram identificadas LOH nos cromossomos 1, 3p, 6q, 7q, 8p, 9p, 10q, 11, 13q, 169,
17, 18q, 229 e X. Entretanto, suas relagées com genes conhecidos e com diferentes
estagios da doenca ainda nao haviam sido elucidadas. Em uma meta-analise de
MILLER et al. (2003) com 151 estudos sobre LOH em cancer de mama
(correspondendo a mais de 15 mil tumores), foram observadas perdas preferenciais
em regides especificas dos cromossomos 7q, 16q, 13q, 17p, 8p, 21q, 3p, 18q, 29 €
19p (em ordem decrescente de significancia). OLDENBURG et al. (2006),
trabalhando com 100 tumores de mama familiais ndo relacionados aos genes
BRCAL1/2, verificaram perdas de heterozigose 40% mais freqientes nas regides
1941, 4pl6, 11923.3, 16pl3, 16924, 17pl2, 21922, 22gll e 22ql3, sendo esta
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dltima regido a mais frequente. Exceto para a regido 22q, a LOH em muitos destes
sitios cromossémicos ja haviam sido descritas para tumores de mama esporadicos.
O braco curto do cromossomo 9 contém varios genes supressores de tumor
descritos, e possivelmente outros ainda desconhecidos. Segundo EIRIKSDOTTIR et
al. (1995) e BRENNER e ALDAZ (1995), 38 a 58% dos tumores de mama
apresentam delecbes no brago curto do cromossomo 9. Em seu trabalho,
EIRIKSDOTTIR et al. (1995) correlacionaram a presenca de LOH em 9p21-p23 com
fatores clinicos e patolégicos. Tumores com LOH em 9p foram associados a alta
taxa de atividade na fase S do ciclo celular e aneuploidias, mas ndo com o tipo de
tumor, status dos linfonodos, presenca de receptores de estrogénio e progesterona e
idade das pacientes. A presenca de LOH em 9p foi fortemente associada com LOH
nas regides cromossdmicas 3p e 6q, contribuindo para um melhor entendimento dos
eventos genéticos na patogénese dos tumores de mama. No trabalho de MAO et al.
(2005) com pacientes chinesas com cancer de mama, as perdas alélicas mais
frequentes foram identificadas nos marcadores D3S1578 (56%); D7S507 (55%);
D1S2766 (50%); D17S789 e D17S946 (43% cada); D19S814 (35%); D2S162,
D13S158 e D13S296 (33% cada); D1S551 e D1S2800 (29% cada); D3S1597 e
D6S260 (22% cada); e D1S1588 (21%). A frequéncia de LOH no marcador da regiao
9p22.2-21.1 utilizado, D9S274, ndo foi significativa na amostra estudada. Estes
resultados demonstram alta frequéncia de LOH nos cromossomos 1 e 2p nas
pacientes chinesas. GORGOULIS et al. (2005) realizaram uma analise sistematica
em lesBes pré-cancerosas e cancerosas de pulméo a fim de determinar quando,
durante o desenvolvimento do cancer, ocorre a parada no ponto de checagem do
ciclo celular comandada pelo gene TP53 (‘DNA double strand breaks” ou DNA
DSB). Usando marcadores microssatélites, observaram que o sitio mais comum de
perdas alélicas em hiperplasias e carcinomas foi 3pl4. A regido 9p (representada
pelos marcadores microssatélites D9S157 e D9S162) ndo apresentou variacao
guanto a frequéncia de perdas entre o tecido normal, hiperplasico ou canceroso. No
trabalho de RUSSO e RUSSO (2006), foi utilizada a técnica de Hibridizagédo
Genbmica Comparativa (CGH) com uma linhagem de células epiteliais da mama
(MCF-10F) que sofreram transformagédo neoplasica com o hormonio 173-estradiol
(E2), e foram detectadas perdas em 9pll-pl3. Este loco contém outro gene
supressor de tumor, PRSS3 (protease, serine, 33), cujo ndo balanceamento alélico
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ja havia sido reportado em carcinoma hepatocelular, carcinoma de células renais
(VERDORFER et al., 1999), e carcinoma in situ da bexiga (HOPMAN et al., 2002).
ELLSWORTH e colaboradores realizaram uma série de trabalhos
associando instabilidade gendmica e perda de heterozigose no cancer de mama.
Inicialmente, propuseram um painel com 52 marcadores microssatélites de 26
regibes comumente deletadas nos canceres mamarios, que poderia ser usado para
detectar rapidamente padrdes de LOH em um grande numero de amostras de
tumores, proporcionando a delimitacdo das regides minimas de delecéo, indicativas
do mapeamento de provaveis genes supressores de tumor ainda nédo identificados.
Os marcadores para 9p utilizados foram D9S171 (em 9p21.3), que apresentou 80%
de heterozigose, e D9S304 (em 9p21.1), que apresentou 85% de heterozigose
(ELLSWORTH et al., 2003). Posteriormente (ELLSWORTH et al., 2005), utilizaram
este painel de marcadores microssatélites para comparar alteracdes cromossémicas
em amostras de tumores primarios de mama e metéstases nos linfonodos axilares, a
fim de identificar alteracbes Unicas para tumores primarios ou metastaticos. A
frequéncia de perdas alélicas foi significantemente maior nos tumores primarios,
sendo que as alteragcbes em 11g23.3 e 17p13.3 foram as mais frequentes. A
frequéncia de LOH para os marcadores em 9p utilizados no painel foi de 13% nos
tumores primarios e 8% nos tumores metastéaticos dos linfonodos axilares. As LOH
observadas foram estratificadas em tumores de mama somente, tumores
metastaticos nos linfonodos somente ou nos dois tipos de tumores (congruéncia).
LOH somente nos tumores de mama foram as mais frequentes, correspondendo a
mais de 60% dos casos. A ocorréncia de LOH em 9p acompanhou o padréo geral
(60% nos tumores primarios e 40% nos metastaticos). Em um trabalho mais atual
(ELLSWORTH et al., 2007), correlacionaram o nivel de instabilidade gendmica em
diferentes graus histologicos de CDIS. A frequéncia média de instabilidade genémica
nao diferiu significantemente entre tumores bem diferenciados e moderadamente
diferenciados (graus | e Il, respectivamente). Entretanto, a instabilidade genbémica
ocorreu mais significantemente em lesdes de grau lll, e nos cromossomos 6g25-g27,
8024, 9p21, 13914 e 17pl3.1. As perdas alélicas em 9p21 e 13ql4 foram
detectadas em mais de 50% dos CDIS de alto grau, e ndo foram detectadas em
lesbes de baixo grau. Nestas duas regibes ha potenciais genes candidatos
envolvidos com a proliferacado celular e controle do ciclo celular, como o RB1 no

cromossomo 13, e CDKN2A no cromossomo 9. Em outra pesquisa (ELLSWORTH et
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al., 2008) trabalharam com tumores de mama primarios invasivos de diferentes
graus. Os niveis médios de perdas foram maiores nos tumores de grau lll em
relacdo aos de grau I. Os tumores de grau | foram associados com delecdes
grandes em 16022, enquanto alteracdes em 9p21, 11923, 13ql4, 17pl3.1 e 1792
foram caracteristicas de tumores de grau lll. Em geral, os niveis de LOH em
carcinomas de grau Il foram intermediarios aos de graus | e Ill. Neste trabalho,
alteracdes em 9p21 ocorreram em 2% dos tumores de grau |, 23% dos tumores de
grau Il e 21% dos tumores de grau lll analisados. A alta frequéncia de alteracbes em
9p21, 11923 e 17p13.1 sugerem que estas regides contém genes que fazem parte
da via genética de discriminagdo entre tumores de baixo e médio graus. Como as
alteracdes em 9p21 ocorrem freqientemente em tumores de graus Il e lll, estas sdo

consideradas um evento inicial no desenvolvimento de tumores de alto grau.

2.9.3 LOH no gene CDKN2A

A primeira descricdo do gene CDKN2A foi feita por SERRANO et al. em
1993, e 0 mapeamento em 9p21.3 por KAMB et al. em 1994. Outro gene localizado
em 9p21 é o CDKN2B (cyclin-dependent kinase inhibitor 2B). Estes genes codificam
dois membros da familia de inibidores de quinase dependentes de ciclina, CDKN2A
(conhecida como pl6) e CDKN2B (conhecida como pl5), respectivamente. Os
inibidores de quinase dependentes de ciclina previnem a fosforilacdo da proteina RB
pela inibicdo dos complexos CDK4/6-ciclina D, e assim a RB permanece ligada ao
fator de transcricdo E2F, ndo ocorrendo a transicdo G1/S (e promovendo um
prolongamento do ciclo celular para que ocorra o reparo do DNA) (SHERR, 2000;
2001). Delecdes homozigotas no gene CDKN2 foram encontradas em uma grande
variedade de linhagens celulares de cancer e em tumores priméarios (KAMB et al.,
1994; NOBORI et al., 1994), e a proteina CDKN2A é um regulador negativo
importante da progressao do ciclo celular, classificando este gene como um
supressor de tumor. SHERR (1996) sugeriu que a importancia do envolvimento da
proteina CDKN2A em céanceres humanos € secundaria apenas a do gene TP53, que
codifica a proteina TP53 (ativada em casos de lesdes no DNA, que permite que a
proteina CDKNZ2A iniba os complexos ciclina/CDK). Entretanto, a analise da regiao

do gene CDKN2A mostrou frequéncias de mutagdes muito varidveis entre diferentes
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tipos de tumor e linhagens celulares de cancer (CAIRNS et al., 1994; SPRUCK et al.,
1994; XU et al., 1994; MUSGROVE et al., 1995; RUSH et al., 1995; CALVANO et al.,
1997). Estes resultados mostram que outros genes na regido 9p possam ser alvos
de inativagdo em pelos menos alguns tipos de tumores (OTSUKI et al., 1995;
HABER, 1997).

A fim de estabelecer se uma mutacdo de sentido trocado no CDKN2A,
comum em melanoma familial na Pol6énia (148 A>T), predispde ou ndo ao cancer de
mama, DEBNIAK et al. (2007) realizaram um estudo com 4.209 casos de cancer de
mama familial e 3.000 controles (pessoas sem histéria de cancer), pareados por
etnia em uma populacéo da Pol6nia. No estudo de associa¢ao, o valor de Odds ratio
para mulheres com cancer de mama com menos de 50 anos foi significativo; de 1,5
(p=0,002), e para mulheres com mais de 50 anos foi 1,3 (p=0,2), portanto nao
significativo. O efeito de associacdo foi particularmente forte em mulheres
diagnosticadas antes dos 30 anos de idade (Odds Ratio=3,8; p=0,0002). Portanto,
esta variante do CDKNZ2A foi considerada de suscetibilidade para o cancer de mama
na Polbnia. Os autores sugerem que esta associacdo seja confirmada em outras
populacoes.

MutacBes somaticas no CDNK2A nado foram bem estudadas no cancer de
mama até o momento, mas o silenciamento deste gene por metilacdo aparece como
um evento comum na inativacdo deste supressor de tumor no tecido mamario
(NIELSEN et al., 2001). A delecao ou a perda de heterozigose no loco do CDKN2A
sdo relativamente comuns no cancer de mama (GORGOULIS et al., 1998). Um
estudo recente, de SHARMA et al. (2007), analisou o papel de mecanismos
epigenéticos, como a metilagdo do DNA, no desenvolvimento do cancer de mama.
Eles estudaram a metilacdo em multiplos genes relacionados ao cancer, CDKN2A,
ARF (ADP-ribosylation factor), CCND2 (cyclin D2) e SLIT2 (slit homolog 2) em
carcinoma ductal invasor, e verificaram que 86% dos tumores e 83% dos controles
apresentaram metilacdo em pelo menos um destes quatro genes. A frequéncia de
metilacdo no CDKNZ2A foi de 44%. O autor propde que o padrédo de expresséo do
CDKN2A pode estar relacionado a eventos epigenéticos, sugerindo esta via como
um alvo potencial para estratégias terapéuticas baseadas na reversdo do
silenciamento epigenético destes genes.

Alguns pesquisadores analisaram o padrédo de metilacdo do CDKN2A em
outros tipos de cancer. KEKEEVA et al. (2007) encontraram metilagdo anormal deste
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gene em amostras de céncer de prostata. Altos niveis de metilacdo foram
encontrados nos tumores epiteliais e nos tumores de células estromais da préstata,
e niveis menores de metilacdo nas amostras de hiperplasia ou de tecido normal.
Eles sugerem que a metilacdo em células ndo-neoplasicas de um tumor de prostata
tenham um papel importante no desenvolvimento e progressao deste tipo de cancer.
Ja SOUFIR et al. (2007), analisando a metilacdo em promotores alternativos do
CDKN2A em carcinomas genitais epiteliais e seus precursores, nao associaram a
metilacdo como um mecanismo frequente de inativacdo do CDKNZ2A neste tipo de
carcinoma. BUCHYNSKA et al. (2007) verificaram a expressdo do CDKN2A e outros
genes em carcinomas de ovario de diferentes graus. Observaram auséncia da
expressao deste gene no tecido epitelial normal dos ovarios, e uma alta expressao
nos carcinomas de ovario. A associagcdo com 0s graus histolégicos demonstrou que
0s niveis maximos de expressdo ocorrem nos carcinomas de ovéario de grau lll.
Portanto, a super expressdao do CDKN2A € um fator de progndéstico ruim para o
cancer de ovario, demonstrando que ndo ha metilagéo no tecido canceroso.

Véarios estudos com céancer de mama analisaram a LOH em 9p,
principalmente na regido que compreende o gene CDKN2A. No trabalho de
BRENNER e ALDAZ (1995), a frequéncia de LOH 9p21-p22 foi de 58%. AN et al.
(1999) observaram frequéncias de LOH nesta regido de 42,65%. Neste trabalho
foram analisadas alteragcbes na porcdo distal de 9p em canceres de mama
esporadicos, com 22 marcadores microssatélites entre 9p22-p24 em 80 tumores.
Este estudo revelou dele¢cdes em duas regides comuns de sobreposicado, D9S281 a
D9S286 e D9S1808 a D9S298. No trabalho de KITTINIYOM et al. (2001) a LOH em
18p foi correlacionada com LOH em outras regides conhecidas por sofrer dele¢gbes
alélicas no céancer, sendo as alteragbes mais comuns nos cromossomos 3p, 17p,
179 e 9p (regido D9S171-D9S1748). Estes resultados sugerem um grupo de locos
criticos para o desenvolvimento do cancer de mama, incluindo as regiées dos genes
supressores tumorais CDKN2A e TP53 (17p).

MARIATOS et al. (2000), trabalhando com carcinomas de pulméo de células
nao-pequenas, observaram uma expresséo alterada da proteina CDKN2A em 41,4%
dos tumores. Frequéncias altas de perdas alélicas foram identificadas nas regides
dos marcadores D9S161 e D9S157, em 9p. A expressao anormal de CDKN2A foi
correlacionada com perdas alélicas em D9S161 (p=0,004). As perdas em D9S157

ocorreram mais freqientemente nos estagios iniciais dos tumores (p=0,018), e foram



55

associadas com delecbes em D9S161 (p=0,035). Os autores concluiram que a
expressdo anormal da CDKNZ2A contribui para o crescimento deste tipo de tumor,
principalmente por aumentar a atividade proliferativa nos estagios iniciais do
processo carcinogénico. A associacdo com aneuploidias simplesmente sdo um
reflexo do impacto da acdo descontrolada da CDKN2A na capacidade de
proliferacdo celular. Eles sugerem outros possiveis genes supressores de tumor
nesta regido envolvidos com o desenvolvimento dos carcinomas de pulméo de
células ndo-pequenas.

Alteracbes no CDKN2A decorrentes de perda de heterozigose no braco
curto do cromossomo 9 também foram descritas para varios outros tipos de tumor,
como em carcinomas de glandula salivar (CERILLI et al., 1999), melanoma
(FOUNTAIN et al., 1992), carcinoma hepatocelular (PIAO et al., 1998; GANG et al.,
2000; SHAO et al., 2000; LI et al., 2001), cancer de pulmédo (MERLO et al., 1994),
cancer de cabeca e pescoco (VAN DER RIET et al.,, 1994; WABER et al., 1997,
WEBER et al., 2003), carcinoma renal (PRESTI et al., 2002), entre outros.
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3. JUSTIFICATIVA

Os tumores de mama apresentam uma alta incidéncia, representando o
segundo tipo de cancer mais frequente no Brasil e no Mundo, e o primeiro entre as
mulheres. Entretanto, sdo tumores de bom progndstico se diagnosticados e tratados
precocemente, sendo que a taxa de sobrevida na populacdo mundial apos 5 anos €,
em meédia, de 61% (INCA, 2006). As pesquisas atuais sobre o diagndéstico e
tratamento desta doenca permitiram avancos que refletiram na melhora do
progndstico do cancer de mama.

Vérios estudos tém demonstrado alteracbes genéticas no braco curto do
cromossomo 9 (9p) em diversos tipos de tumores, incluindo os mamarios. Trabalhos
sobre a perda de heterozigose (LOH) nesta regido nos permitem sugerir o
envolvimento de genes supressores tumorais conhecidos, no inicio e progresséao do
cancer em geral e/ou do cancer de mama, como o gene CDKNZ2A, que codifica a
proteina CDKN2A, envolvida no controle do ciclo celular. Além disso, a LOH em uma
determinada regido cromossdmica também nos permite inferir a presenga de novos
genes supressores de tumor envolvidos na etiologia do cancer, sendo importante
para a pesquisa de novos genes ainda néo descritos.

No presente trabalho, sera analisado o envolvimento de perdas de
heterozigose no braco curto do cromossomo 9 em pacientes com canceres
mamarios esporadicos, identificados histopatologicamente. Espera-se que a analise
de marcadores moleculares microssatélites na regido em questao possa auxiliar no
diagnostico precoce das lesbes, no prognostico da doenca e na avaliacdo dos
procedimentos terapéuticos mais adequados aos pacientes com estes tipos de
tumores, além de possibilitar a busca de alteracbes genéticas envolvidas nos

estagios iniciais da doenca.
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4. OBJETIVOS

Alteracdes no braco curto do cromossomo 9 (9p) ocorrem em varios tipos de
cancer, incluindo os carcinomas mamarios. A fim de testar a hipétese de que perdas
alélicas em 9p possam estar relacionadas ao desenvolvimento de tumores

mamarios, temos como objetivos especificos:

Caracterizacao epidemioldgica e histopatologica da amostra;
e Determinar a frequéncia de perda de heterozigose (LOH) e instabilidade de
microssatélite (IM) em cinco marcadores microssatélites mapeados em 9p em

230 amostras de carcinomas mamarios;

e Verificar se a presenca ou auséncia de LOH esta igualmente distribuida em

relacdo aos parametros clinicos e histopatolégicos;

e Analisar os resultados obtidos em relacdo aos dados disponiveis na literatura.
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5. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado com amostras de sangue periférico e de tecido
tumoral de 229 pacientes com carcinomas primarios de mama néo tratados. Para
uma paciente foram obtidas duas amostras tumorais, sendo a segunda na ocasiao
de recorréncia da doenca, totalizando 230 tumores de diferentes subtipos. As
amostras foram obtidas no Hospital Nossa Senhora das Gracas e Hospital de
Clinicas de Curitiba (Parand), apdés procedimento cirargico. O trabalho tem
aprovacdo pelo Comité de Etica do Hospital Nossa Senhora das Gragas, com
registro no CONEP n. 7220, parecer n. 251/2003 de 20 de fevereiro de 2003.

Cada paciente recebeu as informacdes sobre os objetivos da pesquisa e os
formulérios para a assinatura do Consentimento Informado Livre e Esclarecido e
Formulario de Histéria Pessoal (ANEXOS 01 e 02), para obtencdo de informacdes
pertinentes ao trabalho, como estilo de vida, local de nascimento, origem étnica,
idade, ocupacéo e historia familial de cancer, entre outras. Nem todas as pacientes
responderam por completo o questionario de Historia Pessoal, tornando o total de
informacdes disponiveis variavel em cada item.

As amostras de tecido tumoral e de sangue periférico de cada paciente
foram utilizadas na andlise de perda de heterozigose (LOH) na regido 9p como

casos e controles, respectivamente.

5.1 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO E
DE TECIDO TUMORAL

As coletas de sangue periférico foram realizadas através de puncao
intravenosa com agulhas e seringas descartaveis estéreis. Foram coletados cerca
de 10 ml de sangue de cada individuo, o qual foi colocado imediatamente em tubos
estéreis Vacutainer (BD) contendo 7,2 mg de K, EDTA, e mantidos a 4°C até o
processamento.

Para o processamento do sangue, cerca de 5 ml de sangue periférico foram
centrifugados com 14 ml de tampao de lise para células vermelhas RCLB 1X (obtido
da solugcéo estoque 10X concentrada: 12,1 g de Tris; 110,2g de MgCl,; 5,8 g de
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NaCl e agua destilada) a 2000 rotagées por minuto (rpm) por 10 minutos. Este
processo foi repetido até obter um botéo de glébulos brancos, livre de hemacias, ao
qual foram adicionadas trés gotas da solucéo PBS e centrifugado a 13.000 rpm por 2
minutos. O tubo foi armazenado em geladeira até o0 momento da extracdo do DNA
gendmico.

As amostras de tecido tumoral foram coletadas pelo médico responsavel no
momento da retirada cirargica do tumor. Um fragmento do material coletado foi
encaminhado para a andlise histopatoldgica. Outro fragmento foi encaminhado para
o Laboratorio de Citogenética Humana e Oncogenética da Universidade Federal do
Parana. Os fragmentos de tumor foram processados (retirada manual de tecidos que
nao os tumorais e fragmentacdo em pedacos menores com o auxilio de tesouras e
pincas estéreis), colocados em frascos estéreis identificados e estocados em
condi¢Oes ideais de temperatura e conservacao (-80 °C), para posterior extracdo do
DNA.

5.2 EXTRACAO DO DNA SANGUINEO E TUMORAL

O método de extracdo do DNA sanguineo utilizado foi o de salting out,
conforme o protocolo de BIGNON e FERNANDEZ-VINA (1997), que permite a
obtencdo de DNA de alto peso molecular. Apés o processamento do sangue, as
amostras sao incubadas a 60° C por 40 minutos, juntamente com 80 ul de tampéo
proteinase K 5X, 40 ul de uma solucéo de proteinase K (10 mg/ml), 20 pul de solucéo
SDS 20% e 240 ul de 4gua ultrapura. Em seguida sé@o adicionados 100 ul de solugéo
saturada de NaCl (6M) para a precipitacdo protéica, seguido de centrifugacéo
(13.000 rpm por 5 minutos) e aproveitamento somente do sobrenadante, onde esta o
DNA. Apds nova centrifugagéo, realiza-se a precipitacdo do DNA com a adi¢édo de
etanol absoluto (segue centrifugacdo a 13.000 rpm por 2 minutos), descarte do
sobrenadante, e adicdo de etanol 70% (aproximadamente 1,0 ml de cada), seguido
de nova centrifugacdo nas mesmas condi¢des. Ao final do processo, as amostras de
DNA sédo diluidas em 100 pl de Agua ultrapura e armazenadas a —20° C até o

momento da amplificacéo por PCR.
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O método de extracdo do DNA tumoral utilizado foi o de fenol-cloroférmio.
Em um tubo de microcentrifuga com os fragmentos do tumor sdo adicionados 80 pL
de tampéo da proteinase K 5X, 40 uL de solucéo de proteinase K (10mg/ml), 20uL
de solucdo de SDS 20% e 240 pL de agua ultrapura. A mistura € homogeneizada
em agitador tipo Vortex, seguida de incubacéo no bloco de aquecimento a 60°C por
30 minutos, deixando-se atingir a temperatura ambiente antes de prosseguir com a
metodologia. Na sequéncia sdo adicionados 500 pL de fenol saturado pH 8,0 e 400
ML de cloroférmio, homogeneizando manualmente varias vezes. O tubo é
centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante transferido para um
novo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Sdo adicionados 50 yL de acetato de sédio
3M e 1 ml de etanol absoluto para a precipitacdo do DNA, com centrifugacdo nas
mesmas condi¢cdes. O sobrenadante é descartado e em seguida, sdo adicionados
500 pL de etanol 70%. O tubo é invertido delicadamente vérias vezes, para lavar o
DNA, antes de uma nova centrifugacao. O sobrenadante é desprezado e o tubo é
colocado em bloco de aquecimento a 55°C por 10 minutos para que ocorra a
evaporacao da agua. Apés, a amostra de DNA é ressuspendida em 30 a 50 ul de
agua ultrapura e retorna ao bloco de aquecimento a 95°C por 10 minutos, para que a
solucdo de DNA fique homogénea. Apds atingir a temperatura ambiente, a amostra
de DNA é armazenada a -20°C.

5.3 QUANTIFICACAO DAS AMOSTRAS DE DNA

As amostras foram quantificadas no espectrofotbmetro Gene Quant pro
(RNA/DNA calculator). A leitura para quantificacdo e pureza é procedida em
comprimentos de onda de 260 e 280 nandmetros (hm). Para uma amostra de DNA
ser considerada pura, a razdo da densidade Optica OD260/0D280 devera estar
entre 1,6 e 1,8.

Apés a quantificagdo as amostras de DNA foram diluidas para a

concentracéo de 20 ng/ul.
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5.4 AMPLIFICACAO DO DNA PELA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

(PCR)

Foi utilizada a técnica da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) para a

amplificacdo dos marcadores de microssatélites em regibes especificas em 9p.

Foram utilizados iniciadores especificos marcados com fluorescéncia para amplificar

os marcadores de microssatélites do cromossomo 9. O QUADRO 01 apresenta

informacdes sobre a localizacdo cromossémica, nimero de nucleotideos, frequéncia

de heterozigose, tamanho em pares de bases (pb), os iniciadores e o fluorocromo

utilizado para cada marcador microssatélite.

Nucleotideos

Heterozigose

Tamanho

Marcador | Localizagdo (inicio — fim) (Genome (pb) Iniciadores Fluorocromo
Database) P
21.792.942 AGGAGAGGGTACGCTTGCAA
D9S1749 9p21.3 - 0,9400 100 - 180 (marcado) HEX
21.793.069 TACAGGGTGCGGGTGCAGATAA
21.983.775 CACCTCAGAAGTCAGTGAGT
D9S1748 9p21.3 — 0,8700 90 — 140 (marcado) 6-FAM
21.983.894 GTGCTTGAAATACCCTTTCC
24.456.800 AGCTAAGTGAACCTCATCTCTGTCT
D9S171 9p21.3 - 0,8043 130 - 200 (marcado) HEX
24.456.974 ACCCTAGCACTGATGGTATAGTCT
27.228.648 AGAGACAGATCCAGATCCCA
D9S169 9p21.2 — 0,8386 220 — 300 (marcado) HEX
27 228 922 TAACAACTCACTGATTATTTAAGGC
38.061.253 GCATTTCACAGGAAATAATCTAAGG
D9S200 9p13.1 — 0,8300 90 — 150 (marcado) 6-FAM
38.061.458 CCTCTCTGCATGCCCCAG

QUADRO 01 - MARCADORES MICROSSATELITES POLIMORFICOS UTILIZADOS
FONTE: o autor (2009)

condi¢des, conforme descrito no QUADRO 02:

Todos os produtos de amplificagdo foram obtidos utilizando as mesmas
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~ Concentracdo na Volume na
Reagentes Concentragéo ~ =
Reacéo Reacéo
DNA molde 20,0 ng/ul 40,0 ng 2,0 ul
Tampéo 10,0 X 1,0X 1,0l
MgCl, 50,0 mM 1,0 mM 0,2 ul
dNTPs 2,0 MM de cada 0,1 mM de cada 0,5 ul
Iniciador foward 8,0 mM 0,8 mM 1,0l
Iniciador reverse 8,0 mM 0,8 mM 1.0u
Taqg DNA polimerase 50U/ 0,5U 0,1 pl
H,0 Ultra Pura Para completaNr 10,0 ul 10,0 ul
de reacgéo

QUADRO 02 - COMPOSICAO DA REACAO DE PCR
FONTE: o autor (2009)

Os ciclos de amplificagéo foram: 96°C por 5 minutos (desnaturacédo do DNA
inicial); 30 ciclos de 96°C por 20 segundos (desnaturagéo), 55°C por 30 segundos
(anelamento dos iniciadores) e 72°C por 40 segundos (extensdo); 72°C por 20
minutos (extensao final), usando termociclador Eppendorf Mastercycle Gradient.

Apo6s a amplificacdo por PCR, o niumero das amostras e as condi¢cdes de
corrida séo transferidos para o computador para a analise. Em seguida, a placa de
injecdo contendo as amostras é montada. Prepara-se primeiramente o Mix Loading
Solution, uma solucédo contendo 999 pL de agua ultrapura e 1 uL de TWEEN 20,
com uma rapida centrifugacéo antes de prosseguir. Desta solucéo sdo selecionados
785,4 uL e transferidas para outro tubo de microcentrifuga. Neste Udltimo sdo
adicionados 30,6 pL do marcador molecular e centrifugado. Na seqiéncia, 98 pL da
solucédo sdo acondicionados na fileira 1 da placa de injecéo e 8 L distribuidos nos
demais pocos, completando-se com 2 uL do produto de PCR, totalizando 10 uL por
poco. As amostras contidas na placa sao entdo desnaturadas a 94°C por 3 minutos
e acondicionadas no gelo para que ndo renaturem. Apés uma pré-corrida, a placa é
entdo levada ao sequenciador MEGABACE 1000, previamente programado para
genotipagem.

As condicOes de corrida séo: injecdo a 3KV por 80 segundos e corrida a 8KV
por 80 minutos. Apos a eletroforese na presenca do marcador padrdao ET-ROX 400
(Amersham Biosciences), os produtos de PCR foram detectados e analisados pelo

Software Fragment Profiler 1.2 (Amersham Biosciences).
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5.5 ANALISE DE PERDA DE HETEROZIGOSE (LOH)

Os marcadores informativos para cada paciente foram avaliados quanto a
presenca ou auséncia de LOH no tecido tumoral. Amostras cujos marcadores
apresentaram-se homozigotos no sangue periférico foram consideradas néo

informativas para aquele marcador (FIGURA 07).

AD9 Sarah_245etRun0l CP366S
4000_ABCDEFGHIJKLMNOPQR?TUVWXYZabcdefghi
130.132.134.136.138. 140,142,144 146148 150,152,154 856.7159.060862.164.364.969.071.072 974 976.878.180.182.184.186.188,190.192.194. 196 . 198.7

3000+

20004

1000 4

1669

Das1il

FIGURA 07 - INDIVIDUO HOMOZIGOTO NO TECIDO NORMAL PARA O MARCADOR D9S171
FONTE: o autor (2009)

A LOH é determinada matematicamente utilizando-se a seguinte formula,
conforme SCHWARZENBACH et al., 2007:

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

O alelo 1 é o que possui menor tamanho em pares de bases, e o alelo 2 é 0
que possui maior tamanho em pares de bases. Um valor de LOH < 0,60 indica que a
amostra tumoral apresenta pelo menos 40% de perda do alelo de maior tamanho,
enquanto que um valor de LOH = 1,67 indica perda de pelo menos 40% do alelo de
menor tamanho na amostra tumoral. Foi considerada LOH quando o valor obtido foi
menor ou igual a 0,60 ou maior ou igual a 1,67 (FIGURAS 08 e 09).
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FIGURA 08 — INDIVIDUO COM LOH TOTAL

FONTE: o autor (2009)

LEGENDA: a) individuo heterozigoto no tecido normal para o marcador D9S171 e, b) com perda
completa do alelo de maior tamanho no tecido tumoral (LOH).
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FIGURA 09 — INDIVIDUO COM LOH PARCIAL

FONTE: o autor (2009)

LEGENDA: a) individuo heterozigoto no tecido normal para o marcador D9S200 e, b) com perda
parcial do alelo de maior tamanho no tecido tumoral (LOH).

Todas as andlises de LOH foram repetidas, e s6 foi considerada LOH
quando os resultados obtidos através da formula citada anteriormente foram
compativeis nas duas analises, e excluidas as amostras nas quais isto nao ocorreu
(16/106).

5.6 ANALISE DE INSTABILIDADE DE MICROSSATELITE (IM)

Foram consideradas portadoras de IM as amostras que tiveram reducao ou
expansao no tamanho de um dos alelos no tecido tumoral quando comparado ao
DNA do sangue periférico (FIGURA 10). As pacientes que apresentaram IM nao
foram analisadas quanto a perda de heterozigose, pois devido a metodologia
utilizada neste trabalho ndo seria adequado aplicar as formulas matematicas de

andlise de LOH para comparar alelos com alteracdo no numero de bases, uma vez
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o tamanho do fragmento influencia na altura e area dos picos. Dessa forma, os

casos positivos para IM foram considerados ndo informativos nas anélises de LOH.

EL1 Sarah_Abr 02_2008Run01 166

a ABCDEFGHTIIJKLMNOTPO QRS STUVWXVYZaboedeHf h i ] k
g ]
8001 130 §32 524 336,338 240 142,043 B45 P47 49 F51 553455 257.159.261 261 265,167 169.070 572 E74. 776168 180.081 83 £R5.787 539 591492 F95.297.199.0
700
6001
500
400
300+
200
100 ﬁ
° M s
1633
1672
|
95171
G510 Sarah_Jun_30_2008Run01 166 T
b) 400 ABCDEFGHTIIJKLMNOPQR STUV WXY Zabocdefghiijk

3004

2004

1004

130.832F34 .436.738 B4(192 (1 44 P46 P4ELA9 651 553 A55.357.2 59,361 .36 B65 267 168070.517 2 74176, A 78180 D81 083 885 FE7 B29.591 393 395,197 199.0

fe oA an S ol M ﬂ L flk Jqlhx,«_.v\ Pt otin o Mo h e o el

159.3 167.3
1633

095171

FIGURA 10 — INDIVIDUO COM IM

FONTE: o autor (2009)

LEGENDA: a) INDIVIDUO heterozigoto no tecido normal para o marcador D9S171 e, b) com
instabilidade de microssatélite (IM) no tecido tumoral.

5.7

ANALISES ESTATISTICAS

O teste do qui-quadrado (x?) foi utilizado em situacdes em que se admitiu a

hipétese nula (p=q) de ocorréncia de dois eventos e para avaliar a homogeneidade

da distribuicdo das variaveis. O teste t e da variancia (Fisher) foram utilizados para

as comparacOes entre as médias e o de Bartlett para obter informacdes sobre a

homogeneidade das variancias. O teste exato de Fisher foi empregado em tabela de

con

tingéncia 2X2 na qual as amostras eram de tamanho pequeno, e o Teste G foi

empregado nas mesmas situacdes em tabelas de contingéncia superiores a 2X2. O

grau de dependéncia de uma variavel em funcdo de outra foi analisado pelo

coeficiente de regressdo (b). As formulas utilizadas podem ser encontradas em

BEI

GUELMAN (1988).
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6. RESULTADOS

6.2 ANALISE EPIDEMIOLOGICA DA AMOSTRA

A média de idade das pacientes foi de 56,50 + 13,48 anos (n= 228, pois
duas amostras eram de uma mesma paciente e de uma das pacientes ndo se
obteve a idade). Destas, 82 (36%) apresentaram idade < 50 anos, e 146 (64%) > 50
anos.

A média da idade da menarca (n= 99) foi de 13,09 + 1,70 anos, e da
menopausa (n= 86) de 49,16 + 4,34 anos. A diferenca entre a idade da menarca e
da menopausa, que representa o tempo de exposi¢cdo ao estrogénio endégeno (n=
73), foi de 35,94 + 4,77 anos.

Foram obtidas informacdes sobre o histérico reprodutivo de 109 pacientes,
das quais 15 (13,76%) eram nuliparas e 94 (86,24%) tiveram filhos, com média da
idade da primeira gestacdo de 23,78 * 4,75 anos (h= 50), e a média de filhos
nascidos vivos foi de 2,96 + 2,00 por paciente (n= 94).

Quanto ao uso de contraceptivos hormonais (pilula anticoncepcional), foram
obtidas informacdes de 60 pacientes, das quais 31 (51,67%) nao fizeram uso de
pilula, e 29 (48,33%) utilizavam ou ja tinham feito o uso. Das 26 pacientes
informativas, a média de tempo de uso foi de 9,84 + 7,92 anos.

As informacBes sobre o hébito tabagista foram obtidas de 62 pacientes,
sendo que 44 (70,97%) eram ndo fumantes e 18 (29,03%), fumantes.

A TABELA 01 apresenta a classificacdo histopatologica dos 230 tumores

gue constituiram a amostra.
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TABELA 01 - TIPOS HISTOLOGICOS DOS 230 TUMORES DE MAMA ANALISADOS

Tipo Histolodgico n %
Carcinoma Ductal Invasor 183 79,56
Carcinoma Lobular Invasor 14 6,09
Carcinoma Ductal sem especificacdo 9 391
Carcinoma Medular 5 2,17
Carcinoma Ductal in situ 4 1,74
Adenocarcinoma 2 0,87
Carcinoma Mucinoso 2 0,87
Carcinoma Tubular 2 0,87
Carcinomas Tubulo Ductal 2 0,87
Carcinoma Tubulo Lobular 2 0,87
Outros subtipos* 5 2,17
Total 230

FONTE: o autor (2009)

NOTA: n — nimero de pacientes.

*Qutros subtipos: carcinoma ducto lobular invasor, carcinoma papilifero invasor, carcinoma
metaplasico, carcinoma lobular sem especificacdo e carcinoma lobular misto ou pleomérfico, uma
amostra de cada subtipo.

O tumor era unilateral na maioria (n= 121) das pacientes com informacéo
(98,7%) e bilateral em trés casos (1,30%).

As informacfes sobre a média de idade das pacientes, tamanho do tumor,
envolvimento de linfonodos axilares, estagio de diferenciacdo tumoral, e receptores
hormonais estdo apresentadas na TABELA 02. Deve-se levar em conta que a
amostra € viciada em relacdo ao tamanho do tumor, uma vez que sO foram
recebidas amostras suficientemente grandes para a analise histopatologica e as
posteriores andlises genéticas realizadas neste trabalho. Ndo foram recebidos
tumores muito pequenos, pois estes s6 foram encaminhados aos exames
histopatolégicos de rotina. Sendo assim, ndo realizamos analises em relacdo ao

tamanho tumoral.
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TABELA 02 — CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DOS TUMORES

Caracteristicas N° pacientes (%)
Idade (média) 56,50 + 13,48 anos
<50 anos 82 (36%)
> 50 anos 146 (64%)
Tamanho do tumor (média) 34,26 £ 17,36 mm
Envolvimento de linfonodos
Positivo 95 (42,6%)
Negativo 128 (57,4%)
Estagio de diferenciacdo do tumor
Grau | 32 (14,68%)
Grau Il 120 (55,05%)
Grau llI 66 (30,27%)
Receptor de estrogénio (RE)
Positivo 129 (71,27%)
Negativo 52 (28,73%)
Receptor de progesterona (RP)
Positivo 87 (69,6%)
Negativo 38 (30,4%)
Amplificagcdo do HER2
Positiva 46 (33,82%)
Negativa 90 (66,18%)

FONTE: o autor (2009)

Os receptores de células tumorais foram negativos em 17 (14,41%) de 118
pacientes analisadas para os trés receptores, 0 que as caracterizou como triplo-
negativas (RE-/RP-/HER2-). Todas apresentaram o0 subtipo histologico de
Carcinoma Ductal Invasor.

Para 5 pacientes (2,18%) obteve-se informacdo de O6bito pela doenca,
conforme indicado no ANEXO 03.

6.2 ANALISE DE PERDA DE HETEROZIGOSE (LOH) E INSTABILIDADE DE
MICROSSATELITE (IM)

Nas analises de LOH e IM, foram excluidas 53 amostras (n= 177) por nao
apresentarem marcadores informativos para nenhum dos locos utilizados no estudo
(homozigotas ou que nédo amplificaram por PCR). Os dados de LOH para cada uma
das pacientes analisadas estao apresentados no ANEXO 04.

O numero de pacientes analisadas para cada marcador microssatélite variou
devido as dificuldades de amplificacdo do DNA de algumas amostras, principalmente

tumorais.
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A frequéncia de heterozigose variou de 70,54% para o loco D9S171 a
90,23% para o loco D9S1749. O numero de pacientes homozigotas, heterozigotas e
as frequéncias de heterozigose obtidas estdo apresentados na TABELA 03,
observando-se que as frequéncias de heterozigose néo diferiram significantemente
em relacdo as frequéncias obtidas conforme os dados do GENOME DATABASE
(http://ww.gdb.org) (x%= 1,1; p>0,80).

TABELA 03 - FREQUENCIAS DE HETEROZIGOSE NA AMOSTRA DE SANGUE PERIFERICO

Marcadores n (230) HO (n) HE (n) HE% HE (n) conforme GDB GDB%
D9S1749 215 21 194 90,23% 202 94,00%
D9S1748 220 33 187 85,00% 191 87,00%

D9S171 224 66 158 70,54% 180 80,43%
D9S169 208 31 177 85,10% 174 83,86%
D9S200 224 52 172 76,79% 186 83,00%

FONTE: o autor (2009)
NOTA: n - nimero de pacientes, HO - homozigotos, HE - heterozigotos, HE% - frequéncia de
heterozigotos em porcentagem, GDB% - frequéncia de heterozigose no Genome Database.

A LOH foi observada em todos os locos analisados, variando de 10,29%
para o marcador D9S200 a 15,97% para o marcador D9S1749. A IM também foi
observada em todos os locos analisados, com frequéncias variando de 1,29% para o
marcador D9S200 a 3,68% para o marcador D9S169. As frequéncias de LOH e IM
para cada um dos marcadores analisados estdo apresentadas na TABELA 04, e

ambas se distribuiram igualmente entre todos os marcadores (y2%=2,23; p>0,50 para
LOH e Teste G= 2,62; p>0,60 para IM).

TABELA 04 - FREQUENCIAS DE LOH E IM NOS CINCO MARCADORES MICROSSATELITES EM

9
Marcador : Pacientes Casos LOH% (LOH/casos IM% (IM/casos
Analisados (n) Informativos (%) informativos) informativos)
D9S1749 215 119 (55,35) 15,97 (19/119) 1,68 (2/119)
D9S1748 220 157 (71,36) 11,46 (18/157) 3,18 (5/157)
D9S171 224 156 (69,64) 11,54 (18/156) 1,92 (3/156)
D9S169 208 136 (65,38) 10,29 (14/136) 3,68 (5/136)
D9S200 224 155 (69,20) 12,90 (20/155) 1,29 (2/155)
Estatistica - ; 1%4=2,23; p>0,50 Test§>(g,—6§,62,

FONTE: o autor (2009)
NOTA: n — nimero de pacientes, LOH - Perda de Heterozigose, IM - Instabilidade de Microssatélite.

Das 177 amostras informativas, em 44 (24,86%) observou-se LOH em pelo
menos um marcador, e 15 (8,47%) apresentaram IM em pelo menos um marcador.

Em 120 (67,80%) amostras nao se observou alteracbes (LOH ou IM) nos
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marcadores. Nas demais andlises ndo foram feitas correlagbes quanto a presenca
ou auséncia de IM, devido ao pequeno numero de pacientes com IM em pelo menos
um marcador.

Em relacdo aos subgrupos histologicos, das 151 amostras de carcinomas
ductais (incluindo amostras de carcinoma ductal invasor e carcinoma ductal in situ),
40 (26,49%) apresentaram LOH em pelo menos um marcador. Das 9 amostras de
carcinomas lobulares (incluindo amostras de carcinoma lobular invasor e carcinoma
lobular misto) e 17 amostras de carcinomas de outros subtipos (incluindo amostras
de adenocarcinoma, carcinoma mucinoso, carcinoma medular, carcinoma ducto
lobular, carcinoma papilifero, carcinoma tubular, carcinoma tubulo-lobular e
carcinoma misto), 2 amostras de cada grupo apresentaram LOH em pelo menos um
marcador (22,22% e 11,76%, respectivamente).

A média de idade das pacientes que ndo apresentaram LOH em nenhum
dos marcadores foi de 57,00 £ 12,78 anos, e das que apresentaram LOH em pelo
menos um marcador foi de 58,52 + 14,44 anos, ndo se observando diferenca
estatisticamente significativa entre as mesmas (t= 0,66; p>0,50). Também néo se
observaram diferencas significativas entre as médias de idade de pacientes com e
sem LOH para cada um dos marcadores (TABELA 05).

TABELA 05 — MEDIA DE IDADE DAS PACIENTES COM E SEM LOH PARA CADA UM DOS
MARCADORES MICROSSATELITES

D9S1749 D9S1748 D9S171 D9S169 D9S200
Médiat Média + Média + Média + Média +
n desvio n desvio n desvio n desvio n desvio
padréo padréo padréo padréo padrao
Com 62,74 + 57,42 + 57,89 + 58,07 £ 59,65 +
lon ¥ 1a05 ¥ 1204 18 a00 ¥ a7 0 a9y
Sem 57,45 + 57,14 + 57,33 ¢ 56,93 + 57,06 +
Lon 100 o3 188 Tiaay 188 Tyang 1220 Tiogt 135 a6

Tefte t=1,64: p>0,10  t=0,09; p>0,90  t=0,17;p>0,90  t=0,31; p>0,70  t= 0,84; p>0,40

FONTE: o autor (2009)
NOTA: n — nimero de pacientes, Teste t — teste t de Student.
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6.2.1 Andlises de LOH e os parametros clinicos

Para os dados de LOH e os parametros clinicos, ndo foram feitas analises
para cada um dos marcadores devido ao pequeno tamanho amostral, o que
diminuiria o poder do teste.

A média do tempo de exposicdo ao estrogénio enddgeno (idade da
menopausa — idade da menarca) foi de 35,33 £+ 4,96 anos nas pacientes com LOH
(n=12) em pelo menos um dos marcadores e de 36,95 * 4,14 anos nas pacientes
sem LOH (n= 40) em nenhum dos marcadores, ndo havendo diferenga significativa
entre os grupos (t= 1,14; p>0,20). Outro parametro utilizado para avaliar a exposi¢cao
ao estrogénio endégeno foi a média de idade da primeira gestacdo, que também nao
apresentou diferenca significativa entre os grupos (t= 0,31; p>0,70). A exposicédo ao
estrogénio exodgeno (avaliada pela utilizacdo de contraceptivo hormonal) nao diferiu
estatisticamente (3°1= 0,06; p>0,80) entre as pacientes que utilizavam (n= 31) e que
nao utilizavam (n= 29) contraceptivos orais, e ndo pode ser avaliada entre 0s grupos
com e sem LOH, pois havia informacéo referente a somente uma paciente entre as
portadoras de LOH.

A dependéncia das variacbes do tamanho dos tumores em funcao do tempo
de exposicao ao estrogénio enddgeno foi avaliada pelo coeficiente de regressao. O
valor de b foi igual a -0,004 = 0,012, com t= 0,33; p>0,70, indicando que as
variacbes que ocorrem no tamanho dos tumores ndo dependem do tempo de
exposicdo das pacientes ao estrogénio endoégeno.

Quanto ao habito tabagista, a frequéncia de pacientes fumantes (n= 18 -
29,03%) e ndo fumantes (n= 44 -70,97%) diferiu significantemente (%= 10,9,
p<0,001), 0 mesmo n&o ocorrendo entre os grupos com e sem LOH em pelo menos
um marcador (3 e 8, respectivamente) e fumantes ou ndo fumantes (3 e 25,

respectivamente), de acordo com o teste exato de Fisher (p>0,99).
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6.2.2 Andlises de LOH e os parametros histopatoldgicos

A frequéncia de LOH em pelo menos um marcador se distribuiu igualmente
nas pacientes com e sem metastases em linfonodos axilares (y%= 1,86; p>0,10).
Também, a analise em cada marcador ndo apresentou resultados significativos
(TABELA 086).

TABELA 06 — FREQUENCIA DE LOH ENTRE PACIENTES COM E SEM METASTASES EM
LINFONODOS AXILARES

Marcador MetéAsta_se Com LOH (n) Sem LOH (n) Qui-quadrado
D9S1749 Q:Jess‘fe”ncéz 180 g(‘; 721= 0,09; p>0,70
D9S1748 Q:Jess‘fe”ncéz g ?g 7%= 0,54; p>0,30
D9S171 Q:Jess‘fe”ncéz 170 % 7%= 0,20; p>0,50
D9S169 Q:Jess‘fe”ncéz g 2451 7%= 1,99; p>0,10
D9S200 Q:Jesfe”ncéz 190 ?2 7%= 0,77; p>0,30

FONTE: o autor (2009)
NOTA: n — nimero de pacientes, Qui-quadrado — teste de qui-quadrado.

A frequéncia de LOH em pelo menos um marcador se distribuiu igualmente
entre os graus histolégicos dos tumores (y%= 2,71; p>0,20), assim como na analise
para cada marcador (TABELA 07).
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TABELA 07 — FREQUENCIA DE LOH ENTRE OS GRAUS HISTOLOGICOS DOS TUMORES

Marcador Graus Histolégicos Com LOH (n) Sem LOH (n) Qui-quadrado

Grau | 2 16

D9S1749 Grau I 11 51 v2,= 0,50; p>0,70
Grau Il 5 29
Grau | 3 19

D9S1748 Grau Il 10 73 xzzz 0,07; p>0,95
Grau Il 5 39
Grau | 2 20

D9S171 Grau Il 11 73 xzzz 0,54; p>0,70
Grau Il 4 39
Grau | 0 15

D9S169 Grau Il 11 65 v2,= 4,27; p>0,20
Grau Il 2 36
Grau | 0 22

D9S200 Grau I 14 68 v2,= 4,35; p>0,20
Grau Il 6 39
Grau | 3 21

Total Grau Il 25 70 v2,=2,71; p>0,20
Grau lll 15 35

FONTE: o autor (2009)
NOTA: n — nimero de pacientes, Qui-quadrado — teste de qui-quadrado.

Quanto ao tamanho tumoral, a média foi de 34,47 £ 15,90 mm nas pacientes
com LOH (n= 40) em pelo menos um marcador, e de 34,23 + 18,76 mm nas
pacientes sem LOH (n= 119) em nenhum dos marcadores. Nao houve diferenca
significativa (t= 0,01; p>0,90). Na analise para cada marcador, apenas tumores com
LOH em D9S200 tiveram média de tamanho superior a tumores sem LOH nesse
marcador (t=2,81; p<0,05) (TABELA 08). As diferencas entre as médias foram
avaliadas pela andlise de variancia (Fischer) (TABELA 09). O teste de Bartlett
indicou que as variancias eram homogéneas (x% cor.= 6,33; p>0,70), e os valores de
F ndo foram significativos na andlise entre os marcadores (F= 0,12; p>0,05), entre
presenca ou auséncia de LOH (F=1,96; p>0,05), na interacdo (F=1,54; p>0,05) e
entre todos os grupos (F=0,95; p>0,05).

TABELA 08 — MEDIA DO TAMANHO DO TUMOR (mm) EM PACIENTES COM E SEM LOH EM
CADA MARCADOR

D9S1749 D9S1748 D9S171 D9S169 D9S200
Médiat Média+ Média+ Médiaz Médiaz
n desvio n desvio n desvio n desvio n desvio
Padréao Padréo Padréao Padréo Padréao
Com 35,37+ 34,44 + 32,71+ 33,29+ 44 53+
LOH 19 16,67 18 16,7 1 14,82 14 16,78 17 12,54
Sem 33,8+ 32,76+ 33,68+ 34,47+ 32,13+
LOH 92 17,15 123 16,96 125 17,59 112 18,02 126 17,58

Testet (= 0,36; p>0,70  t= 0,39; p>0,60 1= 0,22; p>0,80 (= 0,23; p>0,80  t=2,81; p<0,05

FONTE: o autor (2009)
NOTA: n — nimero de pacientes, Teste t — teste t de Student.
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TABELA 09 - ANALISE DE VARIANCIA DAS MEDIAS DOS TAMANHOS DOS TUMORES
CONFORME A PRESENCA OU AUSENCIA DE LOH EM CADA MARCADOR

Variacéo G.L. SQ s%(x) F
Entre marcadores 4 144,159 36,04 F=0,12; p>0,05
Entre LOH e sem LOH 1 584,127 584,13 F=1,96; p>0,05
Interagéo 4 1831,603 457,90 F= 1,54; p>0,05
Entre todos os grupos 9 2559,889 284,43 F=0,95; p>0,05
Residuo 653 194373,960 297,66

FONTE: o autor (2009)
NOTA : G.L. — graus de liberdade, SQ — soma dos quadrados, sz(x) — variancia, F —teste F.

Em relacdo aos receptores hormonais, a frequéncia de LOH em pelo menos
um dos marcadores nao apresentou diferencas estatisticamente significativas entre

pacientes com RE+ ou -, RP+ ou - e HER2+ ou -, como mostra a TABELA 10.

TABELA 10 - FREQUENCIA DE LOH EM PELO MENOS UM DOS MARCADORES E OS
RECEPTORES HORMONAIS

Com LOH (n) Sem LOH (n) Qui-quadrado
RE + 26 71 v*1= 0,36; p>0,50
RE - 9 32
RP + 18 42 v*1= 1,26; p>0,20
RP - 5 22
HER2 + 7 25 ¥*1= 0,03; p>0,80
HER?2 - 15 49

FONTE: o autor (2009)
NOTA: n — nUmero de pacientes, Qui-quadrado — teste de qui-quadrado.

As frequéncias de LOH entre os receptores hormonais néo diferiram

significantemente em cada marcador (TABELA 11).

TABELA 11 — FREQUENCIA DE LOH EM CADA MARCADOR E OS RECEPTORES HORMONAIS

D9S1749 (n) D9S1748 (n) D9S171(n) D9S169 (n) D9S200 (n)
RE + Com LOH 11 10 10 10 12
Sem LOH 57 73 74 70 74
RE - Com LOH 4 4 6 3 3
Sem LOH 24 34 32 23 33
Qui- quadrado v*1= 0,05 ¥*1= 0,06 v*1= 0,34 ¥°1= 0,02 v°1= 0,74
q p>0,80 p>0,80 p>0,50 p>0,80 p>0,30
RP + Com LOH 9 7 6 8 9
Sem LOH 35 45 45 38 43
RP - Com LOH 1 1 3 1 3
Sem LOH 18 23 20 19 22
2 2 2 2 2
N v%=2.29 v%=1,51 v%,= 0,02 v%1=1,82 v%= 0,36
Qui- quadrado p>0,10 p>0,20 p>0,80 p>0,10 p>0,50
HER2+  Com LOH 3 3 4 3 2
Sem LOH 21 24 23 19 27
HER2-  Com LOH 6 5 4 4 9
Sem LOH 37 52 53 46 46
Qui- quadrado v*1= 0,03 v*1= 0,12 v*1=1,29 x°1= 0,55 v°1= 1,49
q p>0,80 p>0,90 p>0,20 p>0,30 p>0,20

FONTE: o autor (2009)
NOTA: n — nimero de pacientes, Qui-quadrado — teste de qui-quadrado.
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A frequéncia de LOH entre as amostras triplo-negativas foi de 11,76% (n=
17).

6.2.3 Comparac0Oes das frequéncias de LOH com os dados da literatura

Inicialmente foi feita uma comparacao das frequéncias de HO, HE, LOH e
nao LOH com o trabalho de PROPST (2007), do nosso grupo de pesquisa, com 74
carcinomas bucais de células escamosas (TABELA 12). Houve diferenca
significativa entre as frequéncias de HO nos dois trabalhos (%= 12,60; p<0,05),
sendo que tais frequéncias foram maiores para todos os marcadores no trabalho de
PROPST (2007).

TABELA 12 — COMPARACOES ENTRE AS FREQUENCIAS DE HO, HE, LOH e SEM LOH
OBTIDAS, COM O TRABALHO DE PROPST (2007)

HO (n) HE (n) LOH (%) Sem LOH (%)
Marcador Oliveira, Propst, Oliveira, Propst, Oliveira, Propst, Oliveira, Propst,
2009 2007 2009 2007 2009 2007 2009 2007
D9S1749 21 13 194 61 19(15,97) 16(21,31) 100(84,03) 58(78,69)
D9S1748 33 30 187 35 18(11,46) 19(28,57) 139(88,54) 46(71,43)
D9S171 66 25 158 40 18(11,54) 15(22,50) 138(88,46) 50(77,50)
D9S169 31 24 177 39 14(10,29) 19(30,77) 122(89,71) 44(69,23)
D9S200 52 16 172 50 20(12,90) 22(34,00) 135(87,10) 44(66,00)

Estatistica x°,=12,60; p<0,05  7%=6,25; p>0,10  y°=1,39; p>0,80 v°4= 8,26; p>0,05

FONTE: o autor (2009)
NOTA: n — nimero de pacientes.

A frequéncia de LOH em 9p21-p13 observada neste trabalho também foi
comparada com a de outros trabalhos com cancer de mama sem levar em
consideracdo os marcadores microssatélites utilizados nas analises. Os resultados
estdo apresentados na TABELA 13, e as comparacdes foram feitas conforme o
subtipo histologico da amostra, observando-se que ndo foram encontradas
diferencas significativas entre as amostras de carcinomas de Vvarios subtipos e de

carcinomas lobulares.
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TABELA 13 — COMPARAGOES ENTRE AS FREQUENCIAS DE LOH EM 9p OBTIDAS, COM
OUTROS TRABALHOS DA LITERATURA

Trabalhos LOH/total LOH % Subtipo Histoldgico Estatistica
Oliveira, 2009 44/177 24,86 Carcinomas de varios subtipos lez 0,03;
Gourgoulis et al., 1998 13/55 23,64 Carcinomas de varios subtipos p>0,80
Oliveira, 2009 2/9 22,22 Carcinomas lobulares Teste Exato de
Huiping et al., 1999 5/30 16,67 Carcinomas lobulares Fisher= p>0,99

FONTE: o autor (2009)

NOTA: n — nimero de pacientes. Gorgoulis et al., 1998 — analise de LOH em 9p21-p22 com 4
marcadores (D9S171 em comum) em 55 carcinomas mamarios esporadicos; Huiping et al., 1999 —
analise de LOH em 40 carcinomas lobulares usando um painel 62 marcadores (5 marcadores em 9p,
D9S171 em comum) em diversos cromossomos.

As frequéncias de LOH e sem LOH para o marcador D9S171 foram
comparadas com as descritas em outros trabalhos com tumores mamarios, por ser o

marcador mais comumente utilizado desta regido (TABELA 14).

TABELA 14 — COMPARAGCOES ENTRE AS FREQUENCIAS DE LOH E SEM LOH OBTIDAS PARA
O MARCADOR D9S171, COM OUTROS TRABALHOS DA LITERATURA

Oliveira, 2009 Gorgoulis et al., Ellsworth etal., Schwarzenbach

1998 2005 et al., 2007 Estatistica
n (%) n (%) n (%) n (%)
D9S171
LOH 18 (11,54) 4 (8,89) 3 (12,50) 7 (16,67) ,
SemLOH 138 (88,46) 41(91,11) 21 (87,50) 35(83,33) X3 1.32p>0.70

FONTE: o autor (2009)

NOTA: n — nimero de pacientes. Gorgoulis et al., 1998 — analise de LOH em 9p21-p22 com 4
marcadores (D9S171 em comum) em 55 carcinomas mamarios esporadicos; Ellsworth et al., 2005 —
andlise de LOH usando um painel de 52 marcadores microssatélites (D9S171 em comum) em 26
regibes cromossdmicas comumente deletadas em 24 amostras pareadas de tumores primérios de
mama e metastases axilares; Schwarzenbach et al., 2007 - analise de LOH usando um painel de 7
marcadores (D9S171 em comum) em 6 cromossomos, em 40 amostras de tumores mamarios nao
metastaticos e 48 de tumores metastéaticos.

6.3 ANALISES ENTRE OS PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS

Na analise dos parametros histopatolégicos conforme o subtipo histologico
do tumor, as amostras foram divididas em dois grupos: carcinomas ductais (n= 196)
e carcinomas lobulares (n= 16). Carcinomas de outros subtipos histologicos foram
excluidos desta analise por ndo constituirem um grupo homogéneo.

A média de idade foi de 56,60 + 13,94 anos para as pacientes com
carcinomas ductais, e 57,44 + 11,39 anos para as pacientes com carcinomas
lobulares, ndo sendo observada diferenca significativa entre as médias (Teste t=
0,22; p>0,80).
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A média dos tamanhos dos carcinomas ductais e lobulares foi de 35,37 %
17,20 mm e 35,31 + 17,4 mm , respectivamente. As diferengas entre as meédias
foram avaliadas pelo Teste t, sendo que nao foram observadas diferencas
significativas entre as médias (t= 0,01; p>0,90).

Entre as pacientes com informacdo de presenca de metistases em
linfonodos axilares, 108 (93,10%) tinham carcinomas ductais e 8 (6,90%)
carcinomas lobulares. Entre as pacientes com informacdo de auséncia de
metastases em linfonodos axilares, 81 (92,05%) e 7 (7,95%) tinham carcinomas
ductais e lobulares, respectivamente. A diferengca entre os dois grupos néo foi
estatisticamente significativa pela anélise do Teste exato de Fisher (p>0,70).

A TABELA 15 apresenta as frequéncias dos graus dos tumores e pacientes
positivas e negativas para os RE, RP e amplificacdo do gene HER2 nos subtipos

histoldgicos.

TABELA 15 — GRAU DOS TUMORES, RECEPTORES HORMONAIS E AMPLIFICACAO DO HER2
QUANTO AO SUBTIPO HISTOLOGICO

Subtipo ductal Subtipo lobular
n (%) n (%)
Grau | 22 (11,70) 3(21,43)
Grau Il 107 (56,91) 10 (71,43)
Grau Il 59 (31,38) 1(7,14)
RE + 110 (70,51) 12 (100,00)
RE - 46 (29,49) 0()
RP + 73 (67,59) 8 (88,89)
RP - 35 (32,41) 1(11,11)
HER2 + 43 (36,75) 1 (9,09)
HER? - 74 (63,25) 10 (90,91)

FONTE: o autor (2009)
NOTA: n — nimero de pacientes.

Houve diferenca estatisticamente significativa quanto a distribuicdo das
pacientes positivas e negativas para o RE e o0s subtipos histologicos (Teste Exato de
Fisher: p<0,05). Essa significancia ocorreu porque todos os carcinomas lobulares da
amostra eram positivos para o RE.

N&ao houve diferencas estatisticamente significativas quanto a distribuicéo
dos graus histologicos (Teste G= 4,91; p>0,05), das frequéncias de pacientes
positivas e negativas para o RP e para o HER2 no conjunto dos dois grupos
histol6gicos (Teste Exato de Fisher: p>0,20 e p>0,05, respectivamente).

A TABELA 16 apresenta as médias dos tamanhos dos tumores em relacao

aos parametros histopatolégicos.
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TABELA 16 — MEDIA DOS TAMANHOS DOS TUMORES EM RELACAO AOS PARAMETROS
HISTOPATOLOGICOS

n Média + Desvio Padrao (mm) Teste t
Auséncia metastase 87 29,64 + 15,22 t=3,70
Presenca metastase 115 38,38 + 17,60 p<0,05
<50 anos 72 35,08 + 18,55 t=0,52
>50 anos 134 33,83 £ 15,13 p>0,60
RE + 118 33,85+ 16,30 t=0,99
RE - 47 31,30+ 11,75 p>0,30
RP + 78 32,24 £ 14,77 t= 0,45
RP - 31 33,58 £ 11,60 p>0,6
HER2 + 39 30,82 £ 13,16 t=1,29
HER?2 - 81 34,37 £ 14,58 p>0,20
Grau | 29 29,41 £ 13,94
Grau ll 110 34,95 + 18,66 F=1,38; p>0,05
Grau llI 58 35,48 + 15,92
Triplo - 17 35,82 £ 09,99 t=1,42; p>0,10
Triplo + 20 31,05+10,41

FONTE: o autor (2009)
NOTA: n — nimero de pacientes, mm — milimetros, Teste t — teste t de Student, F — teste F.

A média dos tamanhos dos tumores foi maior entre as pacientes que
apresentaram metastases em linfonodos axilares do que entre as que nhao
apresentaram (t= 3,70; p<0,05).

Em relacdo a idade da paciente, a média dos tamanhos dos tumores de
pacientes com idade < 50 anos nao diferiu significantemente da média dos tamanhos
dos tumores de pacientes com idade > 50 anos (t= 0,52; p>0,60). Com o0 objetivo de
avaliar se o tamanho do tumor depende da idade das pacientes, realizou-se analise
do coeficiente de regresséo (n= 206). O valor de b foi igual a 0,005 + 0,09, t=0,55;
p>0,5, indicando que as variacbes que ocorrem no tamanho dos tumores néo
dependem da idade das pacientes.

Quanto a presenca dos receptores hormonais, a média dos tamanhos dos
tumores nao diferiu significantemente entre os tumores positivos e negativos dentro
de cada marcador (t= 0,99; p>0,30 para o RE, t= 0,45; p>0,6 para o RP, t= 1,29;
p>0,20 para o HER?2).

Em relacdo ao grau histopatolégico do tumor, a andlise de varidncia nao
mostrou diferengas significativas nos tamanhos dos tumores de grau |, Il e lll (Teste
de Bartlett: y%xor= 4,96; p>0,05; Andlise de variancia: F=1,38; p>0,05) (TABELA
17).
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TABELA 17 — ANALISE DE VARIANCIA DAS MEDIAS DOS TAMANHOS DOS TUMORES
CONFORME O GRAU HISTOLOGICO

Variacado G.L. SQ s%(x) F
Entre graus 2 820,634 410,317 F=1,38; p>0,05
Dentro de cada grau 194 57818,290 298,032

FONTE: o autor (2009)
NOTA: G.L. — graus de liberdade, SQ — soma dos quadrados, s*(x) — variancia, F — teste F.

Quanto aos tumores triplo-negativos (RE-/RP-/HER2-), a média dos
tamanhos ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa dos tumores triplo-
positivos (RE+/RP+/HER2+) (TABELA 16) e dos ndo triplo-negativos (outras
combinac¢des) (TABELA 18). A TABELA 18 apresenta compara¢cdes entre a média
de idade, presenca ou auséncia de metastases axilares e grau histolégico entre

tumores triplo-negativos e nao triplo-negativos, todas nao significativas.

TABELA 18 — CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DOS TUMORES TRIPLO — E NAO

TRIPLO -
Triplo - N&o triplo - Estatistica

Idade 52,65+ 10,73 (n=17) 57,74 + 13,56 (n= 101) t= 1,47; p>0,10
Tamanho 35,82+9,99 (n=17) 31,71 + 14,57 (n= 86) t=1,11; p>0,20
Metastases
Auséncia 9 (52,94%) 49 (49%) 2 )
Presenca 8 (47,06%) 51 (51%) x°1= 0,09, p>0,70
Grau
I 2 (11,76%) 16 (16,16%)
I 8 (47,06%) 52 (52,53%) v%>= 0,69; p>0,70
1 7 41,18%) 31 (31,31%)

FONTE: o autor (2009)

A média de idade entre as pacientes que ndo apresentavam metastases em
linfonodos axilares (n= 95) foi de 58,04 + 13,98 anos, e entre as pacientes com
metastases (n=127) foi de 54,86 + 12,89 anos, havendo diferenca significativa entre
as mesmas (t= 6,42; p<0,001).

A média de idade das pacientes com tumores de grau |, Il e Il foi de 60,62 +
13,18; 56,57 + 13,28 e 54,86 + 13,67 anos, respectivamente. As diferencas entre as
médias foram avaliadas pela analise de variancia (Fischer). O teste de Bartlett
indicou que as variancias eram homogéneas (x%xcor.= 0,08; p>0,95) e o valor de F
nao foi significativo (TABELA 19).
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TABELA 19 — ANALISE DE VARIANCIA DAS MEDIAS DE IDADE DAS PACIENTES CONFORME O
GRAU HISTOLOGICO DO TUMOR

Variagéo G.L. SQ s°(x) F
Entre graus 2 717,063 358,531 F=2,0005;
Dentro de cada grau 215 38532,740 179,222 p>0,14

FONTE: o autor (2009)
NOTA: G.L. — graus de liberdade, SQ — soma dos quadrados, sz(x) — variancia, F — teste F.

Entre os tumores de grau I, 1l e Ill, 20 (21,74%), 50 (54,35%) e 22 (23,91%)
ndo apresentavam metastases axilares, respectivamente. Entre os tumores com
metéstases, 10 (8,33%), 66 (55,00%) e 44 (36,67%) eram dos graus |, Il e lll,
respectivamente. A distribuicdo da presenca ou auséncia de metastases axilares
conforme o grau dos tumores ndo foi homogénea, com %= 9,34; p<0,001, sendo
gque nos tumores de grau Il a frequéncia de metastases aumentou

significativamente.
6.3.1 Comparacdes dos dados histopatoldgicos com outros da literatura

Os dados histopatolégicos foram comparados com os de outras amostras ja
descritas, quanto a idade, tamanho do tumor, envolvimento de linfonodos, grau de
diferenciacdo do tumor, RE, RP e amplificacdo do HER2 (TABELA 20). Foram
encontradas diferencas significativas quanto ao envolvimento de linfonodos, RE, RP
e amplificacdo do HER2 nas analises entre todos os trabalhos. Nas comparacdes
entre 0 nosso e cada um dos outros trabalhos para os parametros em questao,
foram encontradas diferencas significativas nos seguintes casos:

e Envolvimento de Linfonodos — em relagéo ao trabalho de ARUN et al. (2005)
(x*1= 8,91; p<0,01);

e RE - em relacdo ao trabalho de DENT et al. (2007) (lez 29,26; p<0,001) e
KIM et al. (2008) (y?1= 11,40; p<0,001);

e RP - emrelagéo ao trabalho de ARUN et al. (2005) (lez 7,00; p<0,01) e KIM
et al. (2008) (x*= 7,70; p<0,01);

e HER2 - em relacéo ao trabalho de DENT et al. (2007) (x*1= 24,10; p<0,001).
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TABELA 20 — COMPARAGCOES ENTRE OS DADOS HISTOPATOLOGICOS COM OUTRAS
AMOSTRAS JA DESCRITAS

Oliveira, 2009 Arun etal, 2005 DeNtetal, i ot al 200g Ar9osetal,
n (%) n (%) 2007 n (%) 2008
n (%) n (%)
Idade
< 50 anos 82 (35,96) 33 (42,86) - - -
> 50 anos 146 (64,04) 44 (57,14) -
Envolvimento de linfonodos
Positivo 95 (42,60) 19 (23,75) 510 (45,6) - -
Negativo 128 (57,40) 61 (76,25) 609 (54,4)
Grau
Grau | 32 (14,68) 11 (14,86) 237 (19,9) 58 (17,16) 2 (13,33)
Grau Il 120 (55,05) 43 (58,11) 616 (51,8) 184 (54,44) 7 (46,67)
Grau lll 66 (30,27) 20 (27,03) 336 (28,3) 96 (28,40) 6 (40,00)
RE
Positivo 129 (71,27) 52 (65) 1167 (86,6) 161 (55,81) 14 (87,5)
Negativo 52 (28,73) 28 (35) 180 (13,4) 128 (44,89) 2 (12,5)
RP
Positivo 87 (69,6) 41 (51,25) 1000 (75,2) 159 (55,02) 10 (62,5)
Negativo 38 (30,4) 39 (48,75) 350 (24,8) 130 (44,98) 6 (37,5)
HER2
Positivo 46 (33,82) - 163 (16,4) 89 (26,33) 6 (42,9)
Negativo 90 (66,18) 831 (83,6) 249 (73,67) 8 (57,1)
Total 230 80 1421 338 16

FONTE: o autor (2009)

NOTA: n — nimero de pacientes; Arun et al., 2005 — 80 pacientes com tumores primarios de mama,
parafinizados; Dent et al., 2007 — 1421 carcinomas de mama invasivos e néo triplo-negativos. Kim et
al., 2008 — 338 pacientes com CDI, parafinizados; Argos et al., 2008 — 16 pacientes com carcinomas
de mama invasivos frescos e congelados.

A TABELA 21 faz a mesma analise com amostras de tumores triplo-
negativos, sendo que apenas quanto ao envolvimento de linfonodos axilares néo
foram encontradas diferencas significativas entre todos os trabalhos. Nas
comparacoes entre 0 nosso e cada um dos outros trabalhos para os parametros em
guestdao, foi encontrada diferenca significativa no seguinte caso:

¢ Grau histoldgico - em relacéo ao trabalho de KREIKE et al. (2007) (Teste G=
17,79; p<0,001).



83

TABELA 21 - COMPARAGOES ENTRE OS DADOS HISTOPATOLOGICOS DOS TUMORES
TRIPLO-NEGATIVOS COM OUTRAS AMOSTRAS JA DESCRITAS

Oliveira, 2009 Kreike etal, 2007 5958 et PEOBLal L o
n (%) n (%)
n (%) n (%)
Triplo - 17 (14,41) 150 (18,23) 180 (11,24) ,
N&o triplo - 101 (85,59) ; 673 (81,77) 1421 (88,76) X 2= 2259 P<0,001
Idade
< 50 anos 6 (35,29) 57 (58,76) 56 (39,16) - 7%= 9,82; p<0,01
> 50 anos 11 (64,71) 40 (41,24) 87 (60,84)
Envolvimento de linfonodos
Positivo 8 (47,06) 43 (44,33) - 87 (55,41) %= 3,06; p>0,20
Negativo 9 (52,94) 54 (55,67) 70 (44,59)
Grau
Grau | 2 (11,76) 2 (2,15) 4 (2,80) 15(9,80)
Grau Il 8 (47,06) 8 (8,60) 48 (3357) 37 (24,18) X o= 3564, p<0,001
Grau Ill 7 (41,18) 83 (89,25) 91 (63,63) 101 (66,02)
Total 17 97 823 180

FONTE: o autor (2009)

NOTA: n — nimero de pacientes; Kreike et al., 2007 - 97 tumores primarios de mama triplo-
negativos, congelados; Bidard et al., 2007 — 823 tumores mamarios localizados e triplo-negativos, 95
do subtipo basal e 48 ndo basal; Dent et al., 2007 — 180 carcinomas de mama invasivos e triplo-

negativos.
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7. DISCUSSAO

A carcinogénese mamaria € caracterizada pela instabilidade genética
(LENGAUER et al.,, 1998 e WANG et al.,, 2004), sendo que dois mecanismos
importantes envolvidos neste processo sao a perda de heterozigose (LOH) e
amplificagbes génicas (LASKO et al., 1991). Regides que apresentam LOH podem
conter genes supressores de tumor, sendo que varios estudos ja foram conduzidos
envolvendo a analise de LOH no cancer de mama (MILLER et al., 2003).

Estes se baseiam principalmente na hipdtese dos “dois eventos” de
Knudson, e tém como objetivo identificar genes supressores de tumor através do
mapeamento de regides cromossdémicas com perdas alélicas. A metodologia
utilizada possibilita a identificacdo de alteragbes na dosagem de um alelo de um
marcador polimorfico heterozigoto em relagcédo ao outro alelo.

Em céanceres esporadicos a inativacdo de genes supressores tumorais
acontece freqlientemente através de mutacBes génicas ou mecanismos
epigenéticos e LOH (THIAGALINGAM et al., 2002). Segundo YANG et al. (2002) a
hipermetilacdo e a LOH sdo os dois principais mecanismos de perda de funcéo de
genes supressores de tumor em carcinomas mamarios esporadicos, no entanto
ainda ndo se sabe qual dos eventos ocorre primeiro durante a tumorigénese
(THIAGALINGAM et al., 2002).

A aplicagdo da LOH como marcador de progndéstico através da técnica de
genotipagem em sequenciador automatico de DNA oferece vantagens por ser um
método que possibilita a utilizacdo de diferentes marcadores simultaneamente,
podendo analisar um grande numero de amostras em um Unico ensaio laboratorial
(MATSUMOTO et al., 2000).

A regidao 9p esta envolvida em inversdes cromossOmicas, translocagoes,
delecdes e LOH em gliomas, tumores de pulméo, leucemias e melanomas. Delecbes
em marcadores microssatélites em 9p21 sdo encontradas em mais da metade dos
melanomas. Estes resultados sugerem que a regido 9p contém um ou mais genes
supressores de tumor que devem estar envolvidos na génese de diversos tipos de
tumores (KAMB et.al., 1994; NOBORI et. al., 1994)

A analise detalhada desta regido indicou que ela contém o gene CDKN2A,
um inibidor de quinase dependente de ciclina (KAMB et al., 1994). Estas moléculas
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previnem a fosforilagdo da proteina RB pela inibicdo dos complexos CDK4/6-ciclina
D, e assim a RB permanece ligada ao fator de transcricdo E2F, retardando a
transicdo G1/S (SHERR, 2000; 2001). Analises posteriores revelaram que o0 gene
CDKN2A esta frequentemente deletado em linhagens celulares tumorais, inclusive
em 60% dos carcinomas de mama (NOBORI et al., 1994 e SPRUCK et al., 1994),

indicando-0 como um supressor de tumor.

7.1 FREQUENCIAS DE LOH EM 9p

As frequéncias de LOH em cada um dos cinco marcadores analisados em
nosso trabalho estdo descritas na TABELA 4. A LOH em pelo menos um dos
marcadores foi observada em 44 (24,86%) das 177 amostras informativas. Em cada
loco foram observadas baixas frequéncias de perdas alélicas, consideradas baixas
por serem inferiores a 20%. A maior frequéncia foi de 15,97% (19/119) para o
marcador D9S1749.

As frequéncias de HO, HE, LOH e ndo LOH foram comparadas com as
descritas em carcinomas bucais de células escamosas por PROPST (2007), do
nosso grupo de pesquisa. As diferencas foram significativas somente para as
frequéncias de HO (x%= 12,60; p<0,05), sendo menores em todos 0s marcadores
da amostra de carcinomas mamarios que analisamos (TABELA 12).

As frequéncias de LOH em nossa amostra foram menores, embora
estatisticamente ndo significativas, do que as observadas em todos os marcadores
por PROPST (2007). Considerando este resultado, e para avaliar alguma
interferéncia do procedimento metodoldgico, reanalisamos a auséncia de LOH em
23 amostras (10%) heterozigotas para trés marcadores (D9S171, D9S1748,
D9S169), totalizando 69 repeticbes. Somente em um marcador de um uUnico caso
observou-se a presenca de LOH nesta segunda analise, o que significou apenas
1,45% (1/69) de ndo concordancia entre as duas analises. Este resultado indica que
a menor frequéncia de LOH observada neste trabalho, quando comparada com 0s
anteriores do nosso grupo de pesquisa, nao é devido a problemas metodoldgicos.

Frequéncias elevadas de LOH em carcinomas bucais de células escamosas
foram descritas por VAN DE RIET et al. (1994), GONZALEZ et al. (1995) e
SHAHNAVAZ et al. (2001). No entanto, WEBER et al. (2003), observaram uma



86

frequéncia de LOH de 20%, proxima aos nossos resultados em cancer de mama e
inferior aos resultados de PROPST (2007) em carcinomas bucais de células
escamosas.

As frequéncias de LOH descritas neste trabalho em 9p também séo
inferiores as descritas por OLIVEIRA (2008), do nosso grupo de pesquisa, para o
braco curto do cromossomo 3 na mesma amostra de carcinomas mamarios. As altas
frequéncias de LOH encontradas em todas as sub-regides estudadas, semelhantes
a outros estudos descritos na literatura, sugeriram a existéncia de genes
supressores tumorais com funcdo relevante na etiologia e progressdao dos
carcinomas de mama, como 0s genes VHL (von Hippel-Lindau tumor suppressor),
FANCD2 (Fanconi anemia, complementation group D2), THRB (thyroid hormone
receptor, beta), RARB (retinoic acid receptor, beta), RBM5 (RNA binding motif
protein 5), BAP1 (BRCA1 associated protein-1), RASSF1 (Ras association domain
family member 1), FHIT (fragile histidine triad gene) e ROBO1 (roundabout, axon
guidance receptor, homolog 1). Este resultado sugere uma maior relevancia de 3p,
principalmente nas regides proximas aos genes acima citados, no desenvolvimento
de carcinomas mamarios, em relacdo a regido préxima ao gene CDKN2A, em
9p21.3. Este resultado é semelhante ao descrito por MAO et al. (2005), em 21
tumores de mama esporadicos de uma amostra da populacdo chinesa, em que
analisaram 59 marcadores microssatélites distribuidos por todo o genoma. As
frequéncias de LOH em dois dos trés marcadores em 3p foram superiores as
frequéncias de LOH no marcador em 9p (22% em D3S1597, 56% em D3S1578 e
0% em D9S274, respectivamente). MILLER et al. (2003) apresentaram dados
semelhantes analisando 118 trabalhos publicados, demonstrando no conjunto
perdas preferenciais em 7q, 16q, 13q, 17p, 8p, 21q, 3p (30%), 18q, 2q e 19p. A
frequéncia de LOH em 9p foi de aproximadamente 20%.

A TABELA 13 apresenta as comparagdes entre as frequéncias de LOH em
9p descritas em nosso trabalho com outros da literatura, com tumores mamarios. As
analises foram divididas pelo subtipo histolégico das amostras. Na comparacao dos
resultados de todos os subtipos observados no nosso trabalho e o de GORGOULIS
et al. (1998), as diferencas ndo foram estatisticamente significativas (3°1= 0,03;
p>0,80). Na comparagao entre as frequéncias de LOH nos subtipos lobulares de
nosso trabalho e das descritas por HUIPING et al. (1999) também n&o foram

encontradas diferencas significativas (Teste Exato de Fisher= p>0,99). Entretanto,



87

foram encontradas diferencas significativas nas frequéncias de LOH em 9p em
relacdo as descritas por AN et al.(1999), em carcinomas mamarios de varios
subtipos (42,65%), HUIPING et al. (1999), em carcinomas ductais (44,78%) e FUJII
et al. (2002), em carcinomas mucinosos (11,76%).

Em nosso trabalho apenas duas amostras sdo de carcinomas mucinosos,
sendo uma nao informativa em todos os locos analisados e a outra ndo informativa
em um loco e com retencdo da heterozigose nos outros, ndo sendo possivel fazer
comparagdes com outros trabalhos. FUJII et al. (2002), analisando 18 carcinomas
mucinosos, observaram que as maiores frequéncias de LOH ocorreram em 11q
(44%). Estes autores também compararam as frequéncias de LOH em 9p em
carcinomas mucinosos, CDI e CDIS, sendo que as maiores foram nos tumores
invasores (~50%) e in situ (~30%) em relacdo aos mucinosos, com diferengas
estatisticamente significativas (p<0,001). Comparando os resultados de FUJII et al.
(2002) com os descritos por outros autores (GORGOULIS et al., 1998; AN et al.,
1999; HUIPING et al.,, 1999), observa-se que a frequéncia de LOH em 9p nos
carcinomas mucinosos € menor do que a encontrada em outros subtipos. Estes
dados estdo de acordo com as consideracfes de FUJII et al.(2002), que sugerem
que este tipo de tumor apresenta uma patogénese molecular diferente de outros
tipos de canceres de mama.

GORGOULIS et al. (1998) analisaram LOH com 4 marcadores
microssatélites de 9p21-p22 em 55 amostras microdissectadas de carcinomas
mamarios, sendo 48 carcinomas ductais, 4 lobulares e 3 carcinomas mistos
invasores. Nenhuma das pacientes tinha historia familial de cancer de mama. Todas
as analises foram feitas em gel de poliacrilamida 10% e corados com prata. Embora
0 sistema de deteccéo dos produtos de PCR utilizado em nosso trabalho seja mais
preciso que o utilizado por GORGOULIS et al., as frequéncias de LOH foram
semelhantes (11,4 e 8,89%, respectivamente; Teste exato de Fisher= p>0,70) para o
marcador D9S171, utilizado em comum em ambos os trabalhos.

A frequéncia de LOH em D9S171 também néo diferiu significantemente da
descrita por SCHWARZENBACH et al. (2007), em 42 pacientes com carcinomas
mamarios primarios e metastaticos (lez 0,79; p>0,30), sendo que neste trabalho o
sistema de deteccdo utilizado foi semelhante ao nosso. O mesmo ocorreu em
relacdo ao trabalho de ELLSWORTH et al. (2005), com 24 tumores de mama com
metéstases axilares (Teste exato de Fisher: p>0,98) (TABELA 14). J4 em relacdo a
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outros trabalhos, a frequéncia de LOH neste marcador foi menor (BRENNER e
ALDAZ, 1995 e SMEDS et al., 2005 ).

No trabalho de BRENNER e ALDAZ (1995), a regido 9p foi analisada quanto
a LOH em 24 amostras de carcinomas mamarios, utilizando 5 marcadores
microssatélites polimorficos. Foi observada LOH em 14 tumores (58%), e em 12
deles foi observada LOH em multiplos marcadores. A maioria das perdas ocorreu
nos marcadores D9S169 e D9S171, que apresentaram frequéncias de LOH de 58%
e 53% respectivamente. Embora, em geral, os autores tenham descrito altas taxas
de perdas alélicas, ndo observaram frequéncias elevadas de mutacdes em ponto
apos a andlise de PCR-SSCP (Polymerase Chain Reaction — Single Strand
Conformation Polymorphism) e sequenciamento do DNA, sugerindo que mutacdes
neste gene ndo sao um evento critico na carcinogénese mamaria, € que no gene
CDKN2A provavelmente as perdas alélicas ndo sdo frequentes. BRENNER e
ALDAZ (1995) sugerem que a frequéncia das mutacées no gene CDKN2A possa ser
maior do que as observadas, ja que algumas ocorrem fora da regido codificante, ou
ainda a hipermetilacdo deste gene pode afetar sua expressdo. A deteccdo de
mutacdes também pode ser dificultada pela presenca de DNA de células normais,
encontradas com as malignas em tumores mamarios. Os autores também sugerem
gue em 9p21 possa haver outro gene supressor de tumor com relevancia no cancer
de mama, baseados em resultados similares (CAIRNS et al., 1994) de discrepancias
em tumores primarios de outros tecidos.

ELLSWORTH et al. (2005) utilizaram um painel de 52 marcadores
microssatélites previamente descrito por ELLSWORTH et al. (2003), para avaliar
LOH em amostras pareadas de tumores primarios de mama e metastases em
linfonodos axilares. A frequéncia de LOH no marcador D9S171 nos tumores
primarios foi de 12,5%, e nas metastases axilares foi de 8% (TABELA 14),
semelhantes aos nossos resultados. O método de genotipagem utilizado em nosso
trabalho e no de ELLSWORTH et al. (2005) foi semelhante (amplificacdo dos
marcadores por PCR com iniciadores fluorescentes, genotipagem em sequenciador
capilar de DNA Megabace 1000 e determinagdo dos gendtipos utilizando softwares
especificos), podendo-se excluir variagbes das frequéncias de LOH entre os
trabalhos devido a diferencas metodolégicas, como o observado em relagdo ao
trabalho de BRENNER e ALDAZ (1995), cujas genotipagens foram feitas através da

amplificacdo dos marcadores por PCR e eletroforese em gel de agarose 2-3%.
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ARGOS et al. (2008) examinaram a presenca de LOH e alteragcbes no
ndamero de cépias de DNA em 16 tumores mamarios invasores microdissectados,
utilizando a plataforma de microarranjo Affymetrix 10K Mapping SNP array, que
contém 11.500 SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). Entre os resultados obtidos,
0S autores observaram que as regides 2p25.3, 2p21, 2p15~p16.1, 2923.3, e 16q12.1
apresentavam frequéncias de LOH significativas para sugerir seu envolvimento com
a carcinogénese mamaria. A regido 9p nao apresentou frequéncias de LOH
relevantes.

HUIPING et al. (1999), estudando as frequéncias de LOH em diversas
regides cromossOmicas em tumores lobulares e ductais, encontraram uma
associacao significativa entre os tumores ductais e LOH em 1p, 3p, 9p, 11q, 139 e
18g. Em 9p, foram utilizados cinco marcadores, sendo um em 9p21.3 (D9S171), e
as frequéncias de LOH nos tumores lobulares e ductais foram de 17% e 45%,
respectivamente (p<0,01). Em nosso trabalho, ndo foram observadas diferencas na
frequéncia de LOH em 9p21 nos dois subtipos histologicos (Teste Exato de Fischer:
p=1,0), sendo que as frequéncias de LOH nos carcinomas lobulares e ductais foram
de 26,49% e 22,22%, respectivamente. Nao foram observadas diferencas
significativas entre as frequéncias de LOH em 9p nos tumores lobulares no nosso
trabalho e no de HUIPING et al. (1999) (Teste Exato de Fischer: p>0,99). Quanto
aos carcinomas ductais, as frequéncias de LOH observadas por HUIPING et al.
foram significativamente maiores (x*= 10,42; p<0,01). A metodologia de analise dos
microssatélites utilizada no trabalho de HUIPING et al. foi a autoradiografia, que
como ja foi mencionado anteriormente, € uma técnica com uma sensibilidade técnica
menor que a genotipagem em sequenciador de DNA.

CALVANO et al. (1997) ndo observaram dele¢cdes ou mutagbes de ponto no
gene CDKN2A em carcinomas primarios de mama, sugerindo que este gene nao
exerce um papel relevante na carcinogénese mamaria se avaliado pela ocorréncia
destes dois mecanismos, assim como em nosso trabalho. XU et al. (1994) também
nao encontraram mutagdes no gene CDKN2A em um estudo com 37 carcinomas
primarios de mama e 5 linhagens tumorais de células mamarias. Entretanto, a
inativacdo do gene por silenciamento epigenético ja foi descrita por diversos autores
em tumores mamarios (HERMANN et al., 1995; FOSTER et al., 1998; DOMINGUEZ
et al., 2003; NAQVI et al., 2008). LIGGETT e SIDRANSKY (1998) afirmaram que o

CDKNZ2A é um gene supressor de tumor devido as taxas elevadas de mutacdes,
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delecdes ou hipermetilagdo no promotor em uma variedade de tumores. Em uma
revisdo, verificaram que a inativagdo por mutacdes é frequentemente observada em
carcinomas de esodfago e pancreas. Delecdes homozigotas neste gene sao eventos
comuns em carcinomas de bexiga, mesoteliomas, gliomas de alto grau, carcinomas
de cabeca e pescoco e canceres hematoldgicos, e a metilagdo aberrante da regido
promotora é vista como uma forma de silenciamento do CDKN2A em carcinomas de
colon e neoplasias mamarias.

Conforme os resultados de nosso trabalho e outros da literatura, a LOH em
9p, onde estd localizado o gene CDKN2A, nao foi correlacionada com o
desenvolvimento da carcinogénese mamaria. Deve-se levar em conta a distribuicao
dos marcadores no cromossomo, em uma ampla regido de aproximadamente 16
milhdes de pares de bases, sendo que o marcador mais préximo ao gene CDKN2A
€ 0 D9S1748 (distante aproximadamente 18 mil pares de bases). Para uma analise
mais especifica sobre a inativacdo desta regido cromossémica, e principalmente do
gene CDKN2A, no cancer de mama, é recomendada a utilizacdo de marcadores
mais proximos ao gene em questdo, e inclusive intragénicos. Ainda, pode haver
outros mecanismos mais relevantes para esta inativacdo, como a hipermetilacdo da

regido promotora do gene.

7.1.1 Frequéncias de LOH em 9p e os parametros clinicos

Neste trabalho ndo foram encontradas associa¢cdes entre a ocorréncia de
LOH em 9p e os parametros clinicos (tempo entre menarca € menopausa, uso de
contraceptivos hormonais, idade da primeira gravidez e habito tabagista). Portanto,
fatores de risco conhecidos para o cancer de mama, como maior tempo de
exposicdo ao estrogénio enddgeno, exposicdo ao estrogénio exogeno, idade
avancada da primeira gravidez e exposicdo aos efeitos carcinogénicos do tabaco
nao estao relacionados a um aumento da instabilidade genética em 9p.

Nao foi possivel fazer comparacdes entre estes resultados e outros da
literatura, devido a escassez de informagfes clinicas das pacientes em outras

pesquisas.



91

7.1.2 Frequéncias de LOH em 9p e os parametros histopatoldgicos

Neste trabalho, ndo foram observadas associa¢des entre as frequéncias de
LOH em 9p e os parametros histopatolégicos (metastases axilares, grau histolégico,
tamanho do tumor, receptores hormonais e amplificacdo do HER?2), indicando que a
ocorréncia de instabilidade genética nesta regido ndo estd associada ao
desenvolvimento e progressao da doenca.

Apenas em relacdo ao marcador D9S200 (9p13.1), a média dos tamanhos
dos tumores de pacientes com LOH (44,53 + 12,54 mm) foi superior a média dos
tamanhos de pacientes sem LOH (32,13 + 17,58 mm) (TABELA 08). Mais
informacdes sdo necessarias para a obtencao de resultados mais consistentes sobre
a associacdo entre LOH em 9p13.1 e os parametros histopatol6gicos, principalmente
direcionando as pesquisas para uma analise com mais marcadores nesta regido,
utilizando amostras mais homogéneas (por exemplo, com carcinomas mamarios de
apenas um subtipo), ou analisando outras formas de inativacdo dos genes. Além
disso, tumores grandes tendem a apresentam um maior nimero de alteracfes
genéticas, como perdas alélicas, do que tumores pequenos, devido ao maior tempo
de progresséao da doenca.

AN et al. (1996) nao encontraram associacédo entre a LOH em 9p21-p22 e
0s parametros histopatologicos analisados. GORGOULIS et al. (1998), como em
nosso trabalho, ndo encontraram associa¢gfes entre as frequéncias de LOH em
9p21-p22 e os parametros histopatolégicos, tamanho do tumor (<2,0cm; 2,0cm e
>2,0cm), presenca de metastases axilares, grau histologico (I, 1l e lll), RE e RP
(p>0,10; p>0,80; p>0,90; p>0,90 e p>0,90; respectivamente).

Em nosso trabalho, a frequéncia de LOH no marcador D9S171 e em todos
os marcadores em conjunto ndo diferiu significantemente em relacdo aos graus
histolégicos dos tumores (x%= 0,54; p>0,70 e %= 2,71; p>0,20, respectivamente).
Este resultado n&do esta de acordo com o obtido por ELLSWORTH et al. (2005) em
relacdo aos tumores invasivos, em que a frequéncia de LOH em D9S171 néo variou
significantemente em relacdo ao grau histologico destes tumores (grau I: 3 em 12
pacientes informativas, grau Il: 11 em 69 e grau lll: 2 em 41, teste G= 3,76, p>0,1),

porém em relacdo a LOH em todos os marcadores, houve diferencas significativas
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conforme o grau (x%= 7,04; p<0,05), sendo que a frequéncia de LOH foi menor nos
tumor de grau histolégico maior (grau |: 40%; grau Il: 30%; grau Il 12,77%).

ELLSWORTH et al., 2007 e 2008, encontraram diferencas significativas nas
frequéncias de LOH em 9p21 em CDIS e CDI conforme o grau histolégico. No
primeiro, ndo encontraram alteracdes neste loco em CDIS de grau |, e as
frequéncias em tumores de graus Il e Ill foram de 7% e 30%, respectivamente (p gl
vs. g3= 0,0131; p gl vs. g2= 0,5264; p g1/2 vs. g3= 0,0034). No segundo,
encontraram diferengas significativas nas frequéncias de LOH neste loco em CDI de
grau | em relacdo a de graus Il e lll, sendo respectivamente 2%, 23% e 21% (p gl
vs. g3= 0,0044; p g1 vs. g2= 0,0018; p g2 vs. g3= 0,8258). Eles sugerem que
alteracdes em 9p21, 13g14 e 17p13.1, juntamente com 6g25-g27 e 8924 em CDIS,
e 11923, 17921 em CDI, estdo associadas com o desenvolvimento de tumores
pouco diferenciados e de alto grau histolégico.

SMEDS et al. (2005) ndo encontraram diferencas significativas entre as
frequéncias de LOH em 9p em CDIS de graus | e Illl. As frequéncias foram
significantemente maiores em 11q e 16g em tumores de grau | (p=0,009 e p=0,005,
respectivamente). A frequéncia de LOH no marcador D9S171, em 30 carcinomas
ductais in situ, foi de 50% para os tumores de grau | e 15% para os tumores de grau
lll. Este resultado é semelhante ao observado em nosso trabalho em relacdo aos
tumores invasivos, sendo que a frequéncia de LOH diminuiu conforme o aumento do
grau histologico (25% nos tumores de grau |, 16% nos de grau Il e 5% nos de grau
[ll), porém as diferencas ndo foram estatisticamente significativas nos dois trabalhos,
provavelmente devido ao pequeno tamanho amostral de cada subgrupo (teste G=
3,76, p>0,1 para o nosso trabalho e Teste Exato de Fisher: p>0,20 para o trabalho
de SMEDS et al.). A mesma analise ndo pode ser feita no nosso trabalho em relacéo
aos CDIS, devido ao pequeno tamanho amostral (n=4). SMEDS et al. também né&o
encontraram diferencas significativas quanto a frequéncia de LOH em 9p em CDIS
com e sem recorréncia da doenca (p>0,50).

MARSH et al. (1998), analisando carcinomas mamarios, observaram
frequéncias de LOH em 9p significantemente maiores nos carcinomas ductais in situ
em relacdo aos tumores invasivos.

SCHWARZENBACH et al. (2007) analisaram a frequéncia de LOH em sete
marcadores microssatélites, incluindo o marcador D9S171, em amostras de tumor

primério, sangue periférico e medula éssea de 40 pacientes com cancer de mama
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ndo metastatico e 48 pacientes com doenca metastatica. Encontraram associacao
entre a LOH no marcador D9S171 e tumores de alto grau nuclear, sugerindo que o
gene CDKN2A possa estar envolvido na patogénese do cancer de mama
esporadico. Este resultado ndo esta de acordo com o observado em nosso trabalho,
em que as frequéncias de LOH em D9S171 e em todos os marcadores em conjunto
se distribuiram homogeneamente quanto ao grau histolégico dos tumores (TABELA
09). A frequéncia de LOH neste marcador ja havia sido previamente associada com
0 cancer gastrico (ZHANG et al., 2003). A frequéncia de LOH em D9S171 também
foi maior em pacientes com cancer de mama sem metastases a distancia (~15%) em
relacdo as pacientes com metéstases (~5%), e foi significantemente associada com
a expressao do antigeno marcador de proliferacdo celular Ki-67.

No trabalho de HUIPING et al. (1999) com carcinomas lobulares, foi
encontrada uma associacao significativa entre a LOH em 9p e baixo contetdo de RE
e RP (p=0,001). Os autores sugerem que a LOH em 9p possa estar associada com

a perda dos RE e RP, o que néo foi corroborado em nosso trabalho.

7.2 FREQUENCIAS DE IM EM 9p

As frequéncias de IM encontradas em nosso trabalho para cada um dos
cinco marcadores analisados estdo descritas na TABELA 04. A IM em pelo menos
um dos marcadores foi observada em 15 (8,47%) das 177 amostras informativas.
Em todos os locos foram encontradas baixas frequéncias de IM, ndo havendo
diferencas significativas entre os marcadores. A maior frequéncia foi de 3,68%
(5/136) para o marcador D9S169.

Estas frequéncias sdo semelhantes aos resultados obtidos por OLIVEIRA
(2008), do nosso grupo de pesquisa, para a regido cromossdmica 3p na mesma
amostra de carcinomas mamarios, que também encontrou baixas frequéncias de IM
em todos os marcadores analisados.

As IM foram associadas com a carcinogénese pela primeira vez em
pacientes com céancer de co6lon, com uma frequéncia de 28% (THIBODEAU et al.,
1993). Em pacientes com HNPCC (sindrome de cancer colorretal hereditaria sem
polipose) foram descritas até 70% de IM (AALTONEN et al., 1993). A presenca de

IM embora em frequiéncias menores, também tem sido associada a outros tipos de
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canceres, como gastrico, endometrial, pulméo, bexiga e mama (RUSH et al., 1997;
MAITRA et al., 2001; FU et al., 2007).

A presenca IM em canceres de mama ainda ndo esta bem definida na
literatura. Alguns trabalhos descrevem o envolvimento da IM em carcinomas
mamarios, como os de YEE et al. (1994) que encontraram frequéncia de 20% para
marcadores localizados nos cromossomos 15, 18 e X e de RUSH et al. (1997) que
observaram frequéncia de 28,2% para marcadores no cromossomo 17. No entanto,
ANBAZHAGAN et al. (1999) analisando 267 tumores de mama invasores, e um total
de 104 marcadores localizados em 11 cromossomos (1, 2, 4,5, 6, 8,9, 11, 13, 16 e
17), ndo encontraram nenhum caso de instabilidade de microssatélite.

As baixas frequéncias de IM encontradas em nosso trabalho e outros da
literatura mostram que embora as instabilidades de microssatélites estejam
presentes em tumores mamarios, ndo se pode afirmar que elas estao envolvidas no
desenvolvimento do cancer de mama, sendo que para tal discusséo seria necessaria
a analise de um numero maior de marcadores distribuidos por outros locos no
genoma. E provavel que as mudancas observadas em microssatélites sejam
somente marcadores da instabilidade genbmica e consequéncia dos erros de

pareamento dos Cromossomos.

7.3 ANALISES ENTRE OS PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS

Foi encontrada uma diferenca estatisticamente significativa em relagédo aos
subtipos histolégicos quanto a frequéncia de positividade do RE (TABELA 15),
sendo que todos os carcinomas lobulares da amostra eram positivos para o RE.
MOHSIN et al. (2005), em um trabalho com CLIS, encontraram uma frequéncia de
98% de tumores positivos para o RE. A literatura mostra que o perfil molecular dos
CLI, embora néo seja exclusivo dos carcinomas lobulares, € distinto dos outros tipos
de tumores, por serem em geral negativos para amplificacdo do HER2, positivos
para RE e RP, e, portanto, de bom progndstico (ARPINO et al., 2004). Nossos
resultados para os CL também se aproximam dos descritos por MOHSIN et al.
(2005) quanto a frequéncia de positividade para o RP (84%) e amplificacdo do
HER2 (4%).
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Em relacdo a presenca ou auséncia de metastases nos linfonodos axilares,
a média dos tamanhos dos tumores foi maior em pacientes com metastases do que
nas sem metastases nestes linfonodos (TABELA 16). Ao diagnéstico, pacientes com
metastases (54,86 + 12,89 anos) apresentaram média de idade significativamente
menor do que as sem metéstases (58,04 + 13,98 anos) (t= 6,42; p<0,001). Outra
diferenca significativa foi em relagdo ao grau histopatolégico, sendo que 36,67% das
pacientes com tumores com metastases em linfonodos axilares e 23,91% das
pacientes com tumores sem metastases em linfonodos axilares eram de grau llI
(x%= 9,34; p<0,001). Estes dados demonstram a importancia da deteccdo de
metastases em linfonodos axilares (e atualmente, da técnica de biépsia do linfonodo
sentinela como um marcador de metastases axilares) e a relevancia desta como um
fator progndstico no cancer de mama. De acordo SILVA, ROCHA e BARINI (2006), a
presenca de metastases nos linfonodos axilares €, atualmente, o fator de mau
progndéstico mais importante para pacientes com cancer de mama, indicando que o
tumor é capaz de gerar metastases a distancia.

ELLSWORTH et al. (2007), em uma amostra de 100 CDIS, encontraram
diferenca significativa quanto a expressdo do HER2 em relagdo ao grau dos
tumores, sendo que 7% dos tumores de grau | foram HER2+ , 38% dos de grau Il e
74% dos de grau Ill. Esta associacdo nado foi observada em nosso trabalho (y%=
2,49; p>0,20) para os carcinomas de todos os subtipos (frequéncia de HER2+ de 25,
30 e 42% para tumores de graus |, Il e lll, respectivamente).

Em um trabalho subsequente (ELLSWORTH et al.,, 2008) analisando 185
carcinomas invasivos de varios subtipos, encontraram diferencas significativas
guanto ao status da menopausa, dos receptores hormonais e amplificacdo do HER2
em relacdo ao grau histoldgico. Pacientes com tumores de grau | apresentaram
frequéncia de poOs-menopausa superior a pacientes com tumores de grau lll,
indicando que pacientes com tumores mais agressivos apresentaram média de
idade inferior, o que nado foi observado em nosso trabalho, jA& que ndo foram
observadas diferencas entre as médias de idade das pacientes conforme o grau
histolégico nos tumores de todos os subtipos (TABELA 19). Em relacdo aos
receptores hormonais, ELLSWORTH et al. (2008) observaram frequéncias elevadas
de positividade para os RE e RP em tumores de grau | e Il em comparagéo a
tumores de grau lll, sendo que o mesmo foi observado em nosso trabalho com
tumores de todos os subtipos (85%; 79%; 47,5% e 90%; 74%; 47,5% para RE e RP
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e tumores de graus |, Il e lll, respectivamente). Quanto a amplificacdo do HER2,
ELLSWORTH et al. (2008) encontraram frequéncias elevadas de positividade em
tumores de grau Illl, o que nao foi observado nos nossos resultados por
apresentarem uma distribuicdo homogénea de tumores HER2+ e HER2- quanto ao
grau histolégico dos mesmos (y%= 3,34; p>0,10).

Na comparacdo dos dados histopatolégicos com outras amostras ja
descritas (TABELA 20), foram encontradas diferencas significativas quanto ao
envolvimento de linfonodos, RE, RP e amplificacdo do HER2.

Quanto ao envolvimento de linfonodos axilares, nossos dados foram
comparados com os de ARUN et al. (2005), em uma amostra de 80 tumores
primérios de pacientes do estado do Texas (EUA). A frequéncia de metastases em
linfonodos axilares foi significativamente maior em nosso trabalho (y%= 8,91;
p<0,01). Esse resultado sugere que no Brasil o diagnéstico do cancer de mama é
tardio em comparacédo a outros paises, o que implica um pior progndéstico da doenca
e, consequentemente, maior taxa de recorréncia e mortalidade.

As frequéncias dos receptores hormonais e amplificacdo do HER2 foram
comparadas com as descritas por ARUN et al. (2005) (com excecao do HERZ2), por
DENT et al. (2007), por KIM et al. (2007) e por ARGOS et al. (2008), sendo os trés
ultimos somente com tumores invasivos. Quanto ao RE, os resultados observados
em nosso trabalho ndo diferiram significativamente dos descritos por ARUN et al. e
ARGOS et al. (2008). A frequéncia de positividade para o RE foi inferior a descrita
por DENT et al. (2007) (x*= 29,26; p<0,001), em tumores invasivos de VArios
subtipos, e superior a descrita por KIM et al. (2007) (x%= 11,40; p<0,001), em uma
amostra de CDI. Quanto ao RP, os resultados observados nao diferiram
significativamente dos descritos por DENT et al. (2007) e ARGOS et al. (2008).
Entretanto, a frequéncia de positividade para o RP foi superior a observada por
ARUN et al. (2005) (x*= 7,00; p<0,01), em uma amostra semelhante a nossa, e por
KIM et al. (2007) (lez 7,70; p<0,01), com CDI. Quanto a amplificacdo do HER2, os
resultados observados néo diferiram significativamente dos descritos por KIM et al.
(2007) e por ARGOS et al. (2008). A frequéncia de amplificacdo do HER2 foi
superior a observada por DENT et al. (2007) (x%= 24,10; p<0,001). Estas variaces
nas frequéncias dos receptores hormonais e de amplificagdo do HER2 entre os

trabalhos citados podem ser explicadas por variacbes no tamanho amostral, nos
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subtipos histolégicos de cada amostra, e inclusive pela metodologia utilizada por
cada grupo de pesquisa para a andlise destes parametros.

Na comparacdo dos dados histopatolégicos dos tumores triplo-negativos
deste trabalho com outros ja descritos (TABELA 21), foi encontrada diferenca
significativa quanto ao grau histolégico. As frequéncias dos graus histolégicos dos
tumores triplo-negativos foram comparadas com as descritas por BIDARD et al.
(2007), em tumores in situ, por DENT et al. (2007), em tumores invasivos e por
KREIKE et al. (2007), em tumores de varios subtipos. As frequéncias dos graus dos
tumores das pacientes da nossa amostra ndo se distribuiram homogeneamente em
relacdo as apresentadas por KREIKE et al. (2007) (Teste G= 17,79; p<0,001),
sendo que neste a frequéncia de tumores grau lll foi significativamente maior. E
importante ressaltar as diferencas do tamanho das amostras, sendo a nossa de

tumores triplo-negativos menor do que as analisadas pelos outros autores citados.
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8. CONCLUSOES

Conforme os resultados de nosso trabalho e outros da literatura, onde foram
observadas baixas frequéncias de LOH (abaixo de 20%) em todos os marcadores
analisados, sugerimos que a LOH ndo é o principal mecanismo utilizado para a
inativacdo destas regides no cancer de mama. Outros mecanismos, como a
hipermetilacéo, parecem apresentar maior relevancia.

Neste trabalho também n&o foram observadas associacdes entre as
frequéncias de LOH em 9p e os parametros histopatolégicos da amostra, indicando
que a ocorréncia de instabilidade genética nesta regido ndo estd associada ao
desenvolvimento da doenca. Apenas em relacdo ao marcador D9S200, a média dos
tamanhos dos tumores de pacientes com LOH foi superior a média dos tamanhos
dos tumores de pacientes sem LOH, sugerindo que a regido 9pl13.1 possa estar
envolvida com a progressdo dos tumores mamarios. Entretanto, tumores grandes,
devido ao maior tempo de progressdo da doenca, tendem a apresentar mais
alteracdes genéticas, como perdas alélicas, em relacdo aos tumores pequenos, 0
que pode explicar o resultado obtido. Mais estudos devem ser feitos para testar
estas hipéteses, com mais marcadores, utilizando uma amostra mais homogénea,
ou analisando outras formas de inativacdo de genes nesta regiao.

As baixas frequéncias de IM encontradas em nosso trabalho sugerem que
embora as instabilidades de microssatélites estejam presentes em tumores
mamarios, elas ndo sao relevantes para o desenvolvimento do cancer de mama.

Os resultados das analises dos parametros histopatolégicos mostram todos
os carcinomas lobulares da amostra positivos para o RE, o que esta de acordo com
outros resultados da literatura.

Os dados de tamanho do tumor e idade de acometimento da doenca em
relacdo a presenca de metastases em linfonodos axilares demonstraram a
importancia da deteccdo de metastases em linfonodos axilares (e atualmente, da
técnica de biopsia do linfonodo sentinela como um marcador de metastases axilares)
e a relevancia desta como um fator progndéstico no cancer de mama.

Na comparagdo com outros trabalhos da literatura, o resultado sobre o

envolvimento de linfonodos axilares indica que no Brasil o diagndstico do cancer de
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mama ainda € tardio, o que implica um pior prognéstico da doenca e,

consequentemente, maior taxa de recorréncia e mortalidade.
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ANEXO 01 — Termo de Consentimento Informado Livre e Esclarecido

Nome do estudo: “Andlise de perda de heterozigose na regido 9p em pacientes com
carcinomas primarios de mama”

CONSENTIMENTO

Concordo em participar livremente deste estudo, entendo que serei entrevistado e
submetido a uma avaliagdo laboratorial (exame de sangue). E, entendo que os riscos de
minha participacdo nesta pesquisa sao minimos.

Entendo que minha participagdo é inteiramente voluntaria, podendo me recusar a
responder qualquer questao ou retirar 0 meu consentimento em participar neste estudo a

qualquer hora, sem nenhum prejuizo ao meu tratamento atual ou futuro.

Eu, , apos ter lido e entendido todas

as informacgdes e esclarecido todas as minhas duvidas referentes a este estudo, concordo
voluntariamente em participar do mesmo. Atesto também o recebimento das “Informacgbes

ao doador”, necessario para a minha compreensao do estudo.

Data: _ [/ [

Assinatura (do doador ou responsavel) ou impresséao datiloscopica

Eu, Prof. Dr. Iglenir Jodo Cavalli, declaro que forneci todas as informacdes referentes ao

estudo ao doador.

Data: [/ [

Prof. Dr. Iglenir Jodo Cavalli
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ANEXO 02 — Questionério Pessoal

Por favor, leia as questdes seguintes cuidadosamente e responda-as da forma mais
completa e precisa possivel. A informacado que vocé der ndo sera associada a seu home em
nenhum documento publico, e sera conhecida somente pelos principais pesquisadores
deste estudo. As informacdes que vocé der podem ter influéncia direta na interpretacdo dos
nossos resultados, portanto, pedimos que coopere gentilmente, fornecendo informacdes

corretas. Obrigado pelo interesse.

1- Nome:

altimo primeiro do meio

2- A ser preenchido pelo pesquisador:

Cddigo:
Data: /[ ]

Esta folha deve ser destacada do restante do questionario e preenchida pelo
pesquisador. Somente o cédigo sera usado como identificacdo para as paginas
subsequentes. Se for necesséario espaco adicional para complementar a sua resposta,
escreva no verso da pagina e identifique a parte restante da questao com seu respectivo

numero.



Cédigo n°
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HISTORIA PESSOAL

1- Registro hospitalar:

2- Sexo: ()M ()F;, Peso atual (kg): ; Altura:

3- A gual grande grupo étnico vocé pertence?

Negroéide ( ) Caucasoide ( ) Asiatico ( ) Indigena ( ) Outros ( )

4- |dade:

5- Local de nascimento: Parana? ( )sim ( )néo

Se ndo: Que regido brasileira? Norte ( ) Sul( ) Nordeste ( ) Centro-Oeste (
Sudeste ( )

6- Qual o seu grau de instrucao?

( ) analfabeto ( ) 1° grau incompleto ( ) 1° grau completo ( ) 2° grau incompleto

( ) 2°grau completo ( ) técnico ( ) profissional ( ) superior

Histdrico de moradia
7- Qual era o tipo de construgéo onde vocé morou mais tempo?
( ) alvenaria ( ) madeira ( ) barro ( ) mista
8- Que tipo de cobertura tinha essa moradia? ( ) telha barro comum () laje
( ) folha de zinco ( ) brasilit-eternit ( ) sapé ( ) outro (qual?)

Histérico de exposicéo relacionado ou ndo ao trabalho
9- Qual a atividade profissional que exerceu ou exerce? Ha quanto tempo?

10- Vocé ja se exp0s a alguma destas substancias abaixo em seu trabalho?
Se SIM, por quanto tempo e ha quanto tempo foi:

Derivados de petréleo ( )sim ( )ndo
(querosene, gasolina, solventes,...)

Tintas/ corantes ( )sim ( )ndo
Industrias téxteis ou tecelagem () sim ( ) ndo
Praguicidas / Herbicidas ( )sim ( )néo
Metais pesados (Pb, Ni, Cr,...) ( )sim ( )néo
Processamento de madeira ( )sim ( )ndo
Papel ou celulose ( )sim ( )ndo
Mineracdo ( )sim ( ) ndo
Fabrica de sapatos ou curtume ( )sim ( )ndo
Metallrgica ( )sim ( )néo
Usina de acgucar ou alcool ( )sim ( )nao
Plastico ou borracha ( )sim ( )ndo
Outras substancias quimicas: ( )sim ( )ndo

11- Se SIM para a pergunta acima: Vocé utilizava equipamentos de protecao individual para

trabalhar com essas substancias quimicas? ( mascaras, luvas, 6culos,...)
a) ( )sim b) ( )n&o
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Histérico Tabagista

12- Vocé fuma atualmente? ( )sim ( )ndo

13- Se NAO, mas ja fumou, ha quanto tempo parou de fumar?

a) ( ) 0-5 anos b) ( )5-10 anos c)()>10

14- Quanto vocé fuma/fumava por dia? ( ) menos de %2 maco

( ) de meio a 1 maco

( ) mais de um maco (quantos: )
15- Vocé convive/conviveu em seu trabalho ou em casa com pessoas que fumam?
a) ( )sim b)( )néo

Historico de Etilismo
16-Vocé consome/consumiu bebidas alcéolicas com frequéncia? ( ) sim ( ) ndo
17- Se ja parou, ha quanto tempo parou de consumir esta bebida?

a) ( ) 0-5 anos. b) ( ) 5-10 anos. c¢) ( ) mais 10 anos.
18- Que tipo de bebida alcdolica vocé costuma/ costumava consumir?
a) ( )Destiladas b) ( )Nao-Destilada c) ( )Outra

19-Quanto vocé costuma/ costumava beber por semana?

( ) nomaximoumcopo ( )de2a5copos ()de6al0d ()della30 () maisde30
20- Durante a sua vida, ja consumiu ou consome alguma bebida diariamente por mais de 6
meses continuamente?

a) () Sim b) ( ) Nao

Historico de Saude
21- H& cerca de um ano vocé tem se automedicado com, por exemplo, aspirinas, antiacidos,

antihistaminicos, sedativos, ou outras drogas? ( ) sim ( )nédo () ndo me
lembro

22- Vocé se submeteu a algum Raio-X?

( )sim ( )ndo

23- Se SIM, quantos? a) () Menos de 10 b) ( ) Mais de 10
Local:

24- Vocé tem ou ja teve as seguintes doencas?

( ) Pressao alta ( ) Diabetes () Tuberculose ( ) Cancer

(localizagao do tumor
25- Em casos de cancer na familia, qual era o parentesco?

()Pai ()Mae ()Iméado ()Filho ()Tio ()Primo () Outro

26- Qual era a localiza¢ao do tumor?

( ) Boca/garganta ( ) Pulmdo ( ) Estdbmago ( ) Intestino ( ) Ginecolégico ( ) Mama
() Outro (qual?)

27- Vocé ja teve alguma moléstia venérea?

a) ( )sim Qual? b) ( )néo

Historico hormonal e reprodutivo
28- ldade da primeira menstruagao (menarca):
29- Idade da ultima menstruacdo (menopausa):

30- Sua menstruacao é/era : ( ) regular () irregular
31- Teve abortos espontaneos? ( ) sim Quantos: () nado
32- Tevefilhos? () sim Quantos: ( ) nao

33- Qual sua idade quando engravidou pela primeira vez?
34- Usou ou usa pilulas anticoncepcionais?
() sim Por quanto tempo: ( )néo

Marcadores Tumorais
ERBB2:
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TPS3:
REP:

Incluir informac@es das amostras do tumor (localizacéo, laudo histo-patolégico):




Codigo Idade Menarca Menopausa Pilula Linfonodos Grau Tamanho Lado Filhos | IPG | Fuma RE RP HER2 Tipo Histolégico Observagdes
1 62 - - - P n 50 - - - - - - - cDI
2 55 - - - A 1 17 - - - N - - - CDI
3 50 15 45 - A 1} 40 D 3 - - POS POS - CDI
4 72 - 51 - P 1 40 E 3 - S POS - NEG (0) CDI
5 71 12 50 - A 1 35 D - - - - - - CDI
6 59 - - - P 1 25 D - - - NEG NEG NEG (0) CDI
7 68 12 49 - P 1 - E 1 - S POS POS NEG (0) CDI Obito pela doenca
8 65 - 47 - A I 30 E 3 - - NEG NEG NEG CDI
9 58 - - - P I 55 E - - - - - - CDI
10 58 13 50 la A Il 10 D 2 28 N POS | POS NEG (0) CDI
11 54 - - - P 1] 55 - - - - POS - - CDI
12 48 - - - A 1] 60 - - - - - - - CDI
13 47 - - - P 1l - - - - - NEG NEG POS CDI
14 55 - - - P 19 - - - - POS - - cDI
15 47 - - - P 1 45 E - - - POS - NEG (0) CDI Obito pela doenca
16 59 - - - P 1l 17 - - - - POS - - CDI
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Codigo Idade Menarca Menopausa Pilula Linfonodos Grau Tamanho Lado Filhos | IPG | Fuma RE RP HER2 Tipo Histolégico Observagdes
17 72 15 55 N A 1l - E 0 - N NEG NEG POS (3+) CDI
18 50 15 50 - A 40 D 3 - N POS - NEG (0) CDI
19 44 12 44 2la A 1l 32 D 3 16 S NEG NEG NEG (0) CDI
20 73 13 54 N P 1 60 - 2 25 N POS POS NEG (0) CDI
21 29 - - - P 1l 40 - - - - POS - - CDI
22 86 11 49 N A 1 34 D 0 - N POS POS NEG (0) CDI
23 56 - - - P 1l 28 - - - - POS - - CDI
24 63 13 48 2a A 1} 20 - 2 25 N POS NEG POS (3+) CDI
25 37 - - - A 1} 15 - - - - POS - - CDI
26 57 16 49 - A 35 E 3 - - NEG NEG NEG (0) CDI
27 50 - - - P I 27 - - - - - - - cDI
28 82 14 48 - P 1l 45 E 3 - - POS POS NEG (0) CDI
29 83 15 49 N P 1] 45 D 6 - - POS POS NEG CDI
30 59 12 53 10a P 1l - E 2 26 N POS NEG NEG (1+) CDI
31 40 - - - A 1l 32 - - - - - - - CDI
32 59 - - - P 1l 20 D - - - POS | POS NEG (0) CDI
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Codigo Idade Menarca Menopausa Pilula Linfonodos Grau Tamanho Lado Filhos | IPG | Fuma RE RP HER2 Tipo Histolégico Observagdes
33 71 - - - - 1 60 - - - - POS POS - CDI
34 66 15 45 - A 40 D 4 - - POS POS POS CDI
35 69 - - - P - 35 - - - - NEG POS - CDI
36 67 13 50 20a A 1l 30 D 9 18 S POS POS NEG (0) CDI
37 41 - - - A 1 50 - - - - POS - - CDI
38 68 13 57 10a A 1 15 E 5 22 N POS POS NEG (1+) CDI
39 48 16 - - A 20 D 1 - - POS POS NEG (0) CDI
40 63 13 55 A 40 D 4 - - POS POS NEG (2+) CDI
41 53 - - - P 1} 70 - - - - POS POS NEG CDI
42 45 16 - S P 1l 50 D 1 35 N POS POS NEG (1+) CDI
43 40 16 - N P Il 35 D 3 23 - POS | POS POS CDI
44 48 - - - P 1] 22 - - - - POS - POS (3+) CDI
45 60 - - - A 1] 30 - - - - - - - CDI
46 56 11 52 - P 1] 40 D 1 - - POS POS POS CDI
47 39 13 - N P 1] 45 D 1 - - POS NEG NEG (1+) CDI
48 75 14 50 N A 1l 27 D 8 20 - POS POS NEG CDI
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Codigo Idade Menarca Menopausa Pilula Linfonodos Grau Tamanho Lado Filhos | IPG | Fuma RE RP HER2 Tipo Histolégico Observagdes
49 73 - - - P 1l 20 E 2 - - - - - CDI
50 43 - - - P 1l 12 - - - - NEG POS POS (1+) CDI
51 39 11 N - P 1l 40 - 0 - - NEG NEG NEG CDI
52 51 - - - P 60 - - - - - - - cDI
53 59 - - - P 1 40 - - - - NEG NEG NEG CDI
54 54 - - - A 1 40 - - - - POS POS POS (3+) CDI
55 47 13 N - A 1l 15 - 2 35 - POS POS POS CDI
56 51 14 N - A 1l 20 E - - - NEG | POS POS (3+) CDI Metéstase hepética
57 42 - - - A 50 - - - - NEG POS NEG CDI
58 89 14 50 - P 1l 35 D - - - POS POS NEG (2+) CDI
59 37 - - - P 1l - E - - - NEG NEG POS (3+) CDI
60 60 14 55 - A 1 20 E 0 - - POS | POS POS (3+) CDI
61 50 14 N - P 1l 30 D 2 23 - NEG POS NEG (0) CDI
62 62 - 50 - P 1l 30 - 0 - - NEG | NEG NEG (1+) CDI
63 45 13 N - P 1l 57 E 2 24 - NEG NEG POS (3+) CDI
64 44 10 N - A 1] - - 2 20 - POS POS POS CDI
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Codigo Idade Menarca Menopausa Pilula Linfonodos Grau Tamanho Lado Filhos | IPG | Fuma RE RP HER2 Tipo Histolégico Observagdes
65 40 12 N - A 1l 35 E 2 23 - NEG POS NEG CDI
66 82 - - - A 1 29 - - - - POS POS POS (2+) CDI
67 71 14 59 - A 1 60 D 4 - - POS - NEG (1+) CDI
68 39 12 - la P 1 40 D 0 - N POS POS NEG (0) CDI Bilateral
69 53 - 43 - A 1l 20 E 2 - - POS POS NEG (0) CDI
70 75 11 50 N A 1l - E 3 21 N POS POS NEG (2+) CDI
71 63 12 50 N P 1l 40 D 0 - N NEG NEG POS (3+) CDI
72 53 15 53 N A 1} 16 E 2 31 S NEG NEG POS (3+) CDI
73 69 11 40 10a A 12 E 6 22 S POS POS NEG (1+) CDI
74 52 14 48 N P 35 E 0 - S POS POS NEG (0) CDI
75 78 14 45 - A I 15 D 3 - - POS POS NEG (2+) CDI
76 72 15 47 - P 1l 35 D 2 - - NEG NEG POS (3+) CDI
77 51 15 45 25a A 1l 15 D 1 32 N POS POS POS (3+) CDI
78 56 13 54 N P 1] 20 D 3 26 N POS POS NEG CDI
79 43 - - - A 1] 25 - - - - NEG NEG POS (1+) CDI
80 55 13 40 N P 1l - E 2 20 - NEG NEG POS CDI
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Codigo Idade Menarca Menopausa Pilula Linfonodos Grau Tamanho Lado Filhos | IPG | Fuma RE RP HER2 Tipo Histolégico Observagdes
81 78 - 50 - A 1 14 D 2 - - POS POS POS (3+) CDI
82 27 13 - 7a A 1l 50 D - - - NEG NEG NEG CDI
83 30 15 - N A 1 25 - - - - - - - CDI
84 50 - - - P Il 50 - - - - POS - - CDI
85 51 13 51 - A 1l 20 E 3 - - POS POS POS CDI
86 57 - - - P 1l 40 - - - - POS NEG POS (3+) CDI
87 49 - - - P 1 25 - - - - POS POS NEG CDI
88 41 12 - - P 1} 25 E 2 - - POS POS POS (3+) CDI
89 75 11 48 N A 1} 25 E 2 23 - POS POS NEG (2+) CDI
90 47 13 - - P 1 30 D 1 22 - POS | POS POS (3+) CDI
91 33 - - - P - 50 - - - - POS | POS NEG CDI
92 42 13 - - P 25 D 0 - - POS | POS NEG (2+) CDI
93 39 13 - 10a P 1l 25 D 2 30 - NEG NEG NEG (1+) CDI
94 38 10 - 22a P 1l 29 E 3 18 - POS | POS NEG (2+) CDI
95 33 - - - A 1] 40 - - - - POS NEG NEG CDI
96 47 - - - P 11 35 E - - - - - NEG (0) CDI
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Codigo Idade Menarca Menopausa Pilula Linfonodos Grau Tamanho Lado Filhos | IPG | Fuma RE RP HER2 Tipo Histolégico Observagdes
97 81 - - - A 15 - - - - POS - - CDI
98 90 - - - P 1 65 - - - - POS - - CDI
99 74 9 50 N A 1 23 D 0 - N POS POS POS (3+) CDI
100 51 - - - A 1 65 - - - - POS - - CDI
101 66 - - - P 1l 30 - - - - NEG - - CDI
102 63 - - - A 1l 35 - - - - NEG NEG - CDI T2NMx
103 61 - - - P 1 20 - - - - POS - - CDI T2N1bliMx
104 65 - - - P 1] 41 - - - - POS POS NEG CDI T2N2aMx
105 58 - - - P 1] 55 - - - - POS POS NEG CDI T3NOMx
106 56 - - - P I 65 - - - - POS - - CDI T4aN1blliMx
107 62 12 50 - P 1} 8 D 3 - - NEG NEG POS (3+) CDI apécrino / CDIS extenso sélido e comedocarcinoma
108 54 - - - P 1 40 - - - - POS - - CDI com padrao lobular associado
109 37 13 N - P 1 - - - - - POS POS - CDI multifocal e multicentrico TIN2bMx
110 30 11 - S A - D 2 - S POS | POS POS (3+) CDI (5%) e CDIS (95%)
111 45 15 45 N P 1] 13 D 2 21 N POS POS NEG (1+) CDI/ CDIS
112 52 - - - P 1l 80 - - - - - - - CDI / &reas mucinosas
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Codigo Idade Menarca Menopausa Pilula Linfonodos Grau Tamanho Lado Filhos | IPG | Fuma RE RP HER2 Tipo Histolégico Observagdes
113 68 12 40 N P 1l 35 E 1 35 N POS - NEG (1+) CDI / Carcinoma Lobular Invasor
114 52 - - - A 1 13 E - - - POS POS NEG (2+) CDI/CDIS
115 78 - - - A 1 45 - - - - POS - POS CDI/CDIS
116 62 - - - A 1 32 E - - - - - - CDI/CDIS
117 45 - - - P 1l 38 E - - - POS - - CDI/CDIS
118 69 11 - N A 1 - D 2 24 - POS POS NEG (0) CDI/CDIS Bilateral
119 87 16 54 N P 1 83 E 2 20 - - - - CDI/CDIS Obito pela doenca
120 57 12 53 10a A 1] 20 D 3 27 N POS - POS (3+) CDI/ CDIS
121 59 - - - P 1} 35 - - - - NEG NEG NEG CDI/ CDIS
122 71 - - - P 1] 60 - - - - - - - CDI/ CDIS padrao comedocarcinoma
123 44 - - - A 1l 35 D - - - POS | POS NEG (0) CDI / CDIS cibriforme
124 52 13 51 8a A 1l 30 D 2 - N NEG | NEG NEG (0) CDI / CDIS cibriforme
125 34 - - - P Il 55 - - - - - - - CDI / CDIS cibriforme e comedocarcinoma
126 47 - - - P 1] 40 E 3 - N NEG - POS (3+) CDI / CDIS comedocarcinoma
127 51 - 48 - P 1 55 E - - N POS POS NEG (2+) CDI / CDIS comedocarcinoma O6bito pela doenca
128 53 13 48 2a P 1l - E 2 23 NO POS | POS NEG (0) CDI / CDIS escasso
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Codigo Idade Menarca Menopausa Pilula Linfonodos Grau Tamanho Lado Filhos | IPG | Fuma RE RP HER2 Tipo Histolégico Observagdes
129 66 - - - - 1l - - - - - - - - CDI / CDIS escasso (menos 25%) cibriforme
130 53 ) : ) p m 17 . : : R NEG R . CDI/ CDIS escasso comedocarcinoma e Carcinoma slido tipo grandes
células
131 45 - - - P 1l 35 - - - - NEG - - CDI / CDIS escasso comedocarcinoma e cibriforme
132 35 - - - P 1} 40 - - - - POS - - CDI / CDIS escasso sélido
133 64 - - - P 20 - - - - - - - CDI / CDIS escasso s6lido e comedocarcinoma
134 74 - - - A 20 - - - - POS POS - CDI / CDIS extenso T2NOMx
135 40 - - - P 1} 30 - - - - POS - - CDI/ CDIS extenso T2N1bIMx
136 44 - - - P 1l 75 - - - - POS - - CDI / CDIS extenso cibriforme
137 45 - - - A 1l - - - - - POS - - CDI / CDIS extenso comedocarcinoma e cibriforme
138 62 ) : ) p M 30 ) : : R NEG R ; CDI / CDIS extenso Zégirti?ngig]gf%Tgncgsrge$g%agE:nﬁﬂmxa/ recidiva CDI com
139 64 - - - P 1l 10 - - - - POS - - CDI / CDIS extenso sélido grandes células e cibriforme
140 71 - - - A 1 18 - - - - POS - - CDI / CDIS micropapilar T2NlaMx
141 40 - - - P 1 35 E - - - POS POS POS (3+) CDI / CDIS padrao sélido e cribiforme
142 40 - - - P 1l 40 - 1 - N POS - NEG (0) CDI / CDIS s¢lido
143 77 - 50 N P 1l 70 - 3 23 S - - - CDI / CDIS s¢lido
144 46 - - - A Il 55 - - - - - - - CDI / CDIS sélido e cibriforme
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Codigo Idade Menarca Menopausa Pilula Linfonodos Grau Tamanho Lado Filhos | IPG | Fuma RE RP HER2 Tipo Histolégico Observagdes
145 71 11 55 - - 1l 10 D - - N POS POS NEG (0) CDI / CDIS sélido e comedocarcinoma (10%)
146 65 16 53 N P 1l - E 3 21 - - - NEG CDI / CDIS sélido e comedocarcinoma (90%)
147 63 15 57 6m P 1l 50 D 3 31 N POS - NEG (0) CDI / CDIS solido escasso (menos 5%)
148 58 13 45 - A 1} 19 E 3 - - POS - - CDI / CDIS s¢lido escasso (menos 5%)
149 52 - - - A 1} 10 E - - - - - - CDI / comedocarcinoma T1cNxMx
150 75 - - - P 1] 35 E - - - NEG - NEG (0) CDI / Comedocarcinoma (menos 5%)
151 62 12 54 N A 1} 25 E 3 20 N NEG NEG NEG (0) CDI / comedocarcinoma extenso (60%)
152 76 - - - P n 80 - - - - - - - CDI / componente inflamatério
153 55 - - - P Il 35 - - - - - - - CDI /CDIS comedocarcinoma
154 62 - - - A 1] 30 D - - N NEG NEG NEG (0) CDI /CDIS comedocarcinoma cibriforme
155 72 14 48 - P 1] 90 - 9 - N - - - CDI /CDIS de padrao comedocarcinoma
156 54 - - - A 1] 70 - - - - - - - CDI /CDIS extenso tipo comedocarcinoma
157 25 - - - P 1 45 - - - - POS - - CDI /CDIS sélido e cibriforme
158 75 - 47 - P 30 - - - N - - - CDI /CDIS sélido e cibriforme
159 56 13 49 - P 1] 40 E 3 - - POS POS POS (3+) CDI /CDIS solido escasso (menos 5%)
160 47 11 - 2a A 1l 50 D 3 25 N NEG NEG NEG CDI apécrino
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Codigo Idade Menarca Menopausa Pilula Linfonodos Grau Tamanho Lado Filhos | IPG | Fuma RE RP HER2 Tipo Histolégico Observagdes
161 55 - - - P 1] 42 E - - - NEG NEG NEG (0) CDI apécrino Obito pela doenca
162 79 - - - A 1l 28 E 3 - - NEG NEG POS CDI apécrino
163 48 - - - P 1 40 - - - - NEG POS POS (3+) CDI apécrino
164 38 - - - P 1] 30 - - - - NEG - - CDI apdcrino / CDIS cibriforme e sélido
165 53 - - - P 1} 30 - - - - NEG - - CDI apdcrino / CDIS de grandes células sdlido cibriforme papilar
166 68 - - - P 1} 18 E - - - - - - CDI apdcrino / CDIS escasso comedocarcinoma micropapilar e sélido
167 48 - - - P 1] 38 - - - - POS - - CDI Apdcrino / CDIS escasso sdlido e comedocarcinoma
168 46 - - - P Il 48 - - - - POS - - CDI apdcrino / CDIS sélido cibriforme e micropapilar
169 45 - - - P Il 60 - - - - NEG | NEG NEG (0) CDI apdcrino / CDIS sdlido escasso (menos 5%)

170 62 - - - - - 13 - - - - - - - CDI com areas de CDIS sélido e escasso

171 63 - - - A 1l 15 - - - - POS - - CDI metastatico

172 46 10 46 - P 1 70 E 1 - N POS - POS (3+) CDI multicentrico / CDIS

173 62 12 55 13a A 30 E 4 23 N NEG | NEG NEG (0) CDI Multifocal e multicentrié:gn:eCdDoLSarr;Lrj]lgrfggal e multicentrico papilar e
174 45 - - - A 1] 25 - - - - NEG - - CDI multifocal sélido papilifero-cistico e de células fusiformes

175 - - - - P - 33 - - - - - - - CDI recidivado

176 43 - - - P Il 16 - - - - POS - - CDI residual
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Codigo Idade Menarca Menopausa Pilula Linfonodos Grau Tamanho Lado Filhos | IPG | Fuma RE RP HER2 Tipo Histolégico Observagdes
177 30 - - - A 1 30 E - - - - - - CDlI residual T2NOMx
178 83 14 50 - A 40 D 6 - N POS POS POS (3+) CDI/ CDIS cibriforme Bilateral
179 68 12 55 N A 1 - E 2 24 N POS POS NEG (0) CDI/ CDIS cibriforme
180 69 - - - A 1 10 E 4 - S - - - CDI/ CDIS cibriforme (5%)
181 86 - - - A 1} 15 - - - S - - - CDI/CDIS sélido e cibriforme
182 43 - - - A 1l - - - - - POS - - CDI
183 54 15 44 2a P 1 32 E - - - POS POS NEG CDI
184 57 - - - A Il 80 - - - - - - - CDIS (95%) e CDI (5%)
185 39 - - - A - 35 D - - - - - - CDIS comedo sélido e cibriforme R2NOMx
186 74 14 48 - A 60 D 13 17 - POS POS NEG (1+) CDIS sugestivo de invasdo
187 44 15 45 16a P - - - 2 21 - NEG NEG POS (2+) CDIS com disseminacéo pagetoide
188 69 - - - P 1 21 D - - - - - - Carcinoma ductal com &reas tubulares (Carcinoma misto) / CDIS cibriforme
189 72 12 55 N A 40 E 0 - N POS POS POS (3+) Carcinoma de ducto mamario
190 66 11 - N P 1] 50 E 10 19 S POS POS NEG (0) Carcinoma de ducto mamario
191 60 11 50 5a A 12 - 0 - S POS POS NEG (0) Carcinoma de ductos mamarios
192 71 16 52 23a P 1 35 E 1 33 N POS POS POS (3+) Carcinoma ductal
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Codigo Idade Menarca Menopausa Pilula Linfonodos Grau Tamanho Lado Filhos | IPG | Fuma RE RP HER2 Tipo Histolégico Observagdes

193 46 11 - 5a P 1l - - 3 20 N POS POS NEG (2+) Carcinoma ductal

194 41 - - - P 1l 10 - - - - NEG - - Carcinoma Ductal T2N1blIMx
195 73 - - - P 1l 20 E 3 - S POS NEG POS (3+) Carcinoma ductal de mama
196 72 13 52 N A 35 E 3 21 - POS POS POS (3+) Carcinoma ductal multicentrico
197 55 - 50 - P 1} 60 D 1 - - POS POS NEG (1+) Carcinoma Lobular Invasor
198 63 12 45 - P 40 E 4 N POS - NEG (1+) Carcinoma Lobular Invasor
199 55 - - - P - 13 - - - - POS - - Carcinoma Lobular Invasor
200 84 12 50 N - - - 3 18 - - - - Carcinoma Lobular Invasor
201 44 12 44 10a A Il 25 - 1 25 N POS | POS NEG (1+) Carcinoma Lobular Invasor
202 44 13 - S A 1} 27 E 3 22 S POS - NEG (0) Carcinoma Lobular Invasor
203 66 - - - P Il - - - - - POS NEG NEG Carcinoma Lobular Invasor
204 72 11 35 N A - 50 - 0 - S - - - Carcinoma Lobular Invasor
205 64 - 48 - A 1 10 D 2 - - POS POS NEG (0) Carcinoma Lobular Invasor
206 52 12 46 - A 1 27 E 4 - - POS POS NEG (0) Carcinoma Lobular Invasor
207 46 15 50 N P 1 60 E 2 23 S POS POS NEG (0) Carcinoma Lobular Invasor
208 55 11 48 am P Il 50 D 4 25 N POS POS NEG Carcinoma Lobular Invasor
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Codigo Idade Menarca Menopausa Pilula Linfonodos Grau Tamanho Lado Filhos | IPG | Fuma RE RP HER2 Tipo Histolégico Observagdes
209 46 15 45 - A 1l 50 D 0 - - POS POS POS (3+) Carcinoma Lobular Invasor
210 69 - 46 - A 1l 17 D 1 - - POS POS NEG (2+) Carcinoma Lobular Invasor / Carcinoma Lobular “in situ” (10%)
211 49 - - - P - - - - - - - - Carcinoma lobular
212 55 - - - P 1] 30 - - - - - - - Carcinoma lobular misto (lobular pleomérfico) T2N1bllIMx
213 65 14 46 - P 1] 40 D 3 - N NEG POS NEG (0) Carcinoma Medular Atipico
214 53 - - - A 1] 23 E 3 - - NEG NEG POS (3+) Carcinoma medular de mama
215 44 - - - P 1] 6 - - - - NEG - NEG Carcinoma Medular residual
216 52 - - - P 1 15 - - - - NEG - - Carcinoma Ductal Invasor do tipo medular
217 52 - - - P 1 30 - - - - NEG - - Carcinoma Ductal Invasor do tipo medular
218 68 - 58 - P 30 D 3 - N POS POS NEG (0) Carcinoma mucinoso associado a carcinoma ductal invasor
219 57 - - - A - 4 E - - - - - - Carcinoma mucinoso (Carcinoma coléide)
220 49 - - - - 8 - - - - - - - Carcinoma tiibulo ductal bem diferenciado, invasor
221 48 - - - P 1 8 - - - - POS - - Carcinoma tdbulo-ductal invasor / CDIS micropapilar
222 53 13 52 20a A 18 E 3 20 - POS POS NEG Carcinoma tibulo lobular infiltrante
223 59 17 46 N A 12 D 0 - S POS POS NEG (1+) Carcinoma tlbulo lobular infiltrativo
224 50 - - - - Il 9 - - - - - - - Carcinoma ducto lobular infiltrante
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Codigo Idade Menarca Menopausa Pilula Linfonodos Grau Tamanho Lado Filhos | IPG | Fuma RE RP HER2 Tipo Histolégico Observagdes
225 75 16 42 A 23 4 N - - Carcinoma mamario Papilifero Invasor
226 55 p 68 £ R R R Carcinoma metaplasico / CDIS sdlido de grandes células cibriforme e escasso
T4bN2Mx
227 49 P 14 - - - Carcinoma tubular invasor / CDIS cibriforme escasso
228 49 50 A 30 E 1 - POS POS Adenocarcinoma Tubular

229

65

adenocarcinoma

230

34

35

Adenocarcinoma com areas mucinosas

LEGENDA: Idade — idade da paciente na época do diagndstico em anos, Menarca — idade da menarca, Menopausa — idade da menopausa, Pilula — tempo
de uso de pilula anticoncepcional, Linfonodos — presenca ou auséncia de metastases nos linfonodos axilares, P — presenga, A — auséncia,
grau — grau histolégico dos tumores, | — grau |, Il — grau Il, Il — grau lll, Tamanho — tamanho do tumor em mm, Lado — lado de acometimento
da doenga, D — mama direita, E — mama esquerda, filhos — nimero de filhos, IPG — idade da primeira gravidez, Fuma — fumante ou néo
fumante, N — ndo, S — sim, RE — receptor de estrogénio, RP — receptor de progesterona, HER2 — amplificacdo do oncogene ERBB2, POS —
positivo, NEG — negativo, CDI — carcinoma ductal invasor, CDIS — carcinoma ductal in situ.




ANEXO 04 - Tabela com informac¢des sobre os marcadores para cada paciente
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