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RESUMO 
 
 
 

O desenvolvimento e a progressão do câncer de mama são conseqüências 
do acúmulo de alterações genéticas que podem resultar na perda do controle da 
proliferação de células epiteliais, invasão de tecidos e inibição da apoptose. 
Porém, pouco se sabe, atualmente, sobre as alterações específicas que ocorrem 
durante o processo metastático. A identificação de regiões/genes envolvidos 
associados com a progressão do câncer de mama é de grande importância para a 
compreensão do comportamento biológico e molecular do processo carcinogênico. 
Neste estudo, analisamos tumores primários e metástase em  linfonodos sentinela 
correspondentes para determinar alterações genéticas específicas que estão 
presentes nestas lesões. Vinte tumores primários (TP) de mama e seus linfonodos 
sentinela (LS) correspondentes foram analisados por Hibridização Genômica 
Comparativa (CGH). Nos TP, as alterações cromossômicas observadas não se 
distribuíram ao acaso entre os casos estudados. As freqüências de alterações 
cromossômicas observadas por caso variaram de 1,8% a 10,5%. Foi observado 
ainda, que as alterações cromossômicas não se distribuíram ao acaso entre os 
cromossomos, variando de 1,4% a 11%, sendo que os cromossomos 1, 20 e 16 
apresentaram o maior número de alterações. Nos LS, assim como nos TP, as 
alterações cromossômicas não se distribuíram ao acaso entre os casos e as 
freqüências de alteração cromossômica observadas por caso variaram de 1,1% a 
13,3%. As alterações cromossômicas também não se distribuíram ao acaso entre 
os cromossomos, variando de 1,1% a 12,2%, sendo que os cromossomos 1, 6 e 
19 apresentaram o maior número de alterações. O número total de alterações 
cromossômicas observadas nos TP (220) foi aparentemente maior do que nas 
metástases em LS (188), porém essa diferença não foi estatisticamente 
significante. Em 15 dos 20 (75%) casos analisados neste estudo, foi observada 
pelo menos uma alteração cromossômica em comum entre as amostras pareadas. 
Nos cinco casos restantes, as alterações diferiram completamente entre si. As 
alterações mais comuns encontradas em ambos os grupos estudados foram 
ganhos nos cromossomos 19, 16, 1p32~pter, 20, 17, 12q23~qter, 1q22~pter, 
1q22~qter, 18p e perdas em 13q13~32, 6q13~q23, 2q22~q34. Neste estudo, 
foram observadas alterações cromossômicas ocorrendo preferencialmente em 
regiões cromossômicas específicas em ambas as lesões analisadas. Estas 
regiões devem ser melhor investigadas usando metodologias de maior resolução 
para caracterizar com maior precisão possíveis genes candidatos localizados nas 
mesmas, as quais podem apresentar um papel relevante no câncer de mama. 
Finalmente, um número maior de estudos em metástases em LS será importante 
para corroborar nossos achados e para caracterizar geneticamente estas lesões, 
fortalecendo a importância da biópsia de LS no estadiamento tumoral e 
prognóstico de pacientes com câncer de mama. 
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ABSTRACT 
 
 
   

Breast tumor development and progression are driven by an accumulation 
of genetic alterations that may result in loss of the cell proliferation control, tissues 
invasion and apoptosis inhibition. However, little is known about specific genetic 
changes that occur during this process. The identification of chromosomal 
regions/genes associated with each step in the breast cancer progression is 
important to understand the biological and molecular behavior of mammary 
carcinogenesis, and can ultimately contribute to prognosis and be used as 
potential targets for treatment. In this study we have analyzed primary breast 
tumors and their corresponding metastatic sites to determine specific genetic 
alterations that are present in each of these lesions. Twenty paired primary breast 
tumors (PT) and their matched sentinel lymph nodes (SLN) were investigated for 
DNA copy number changes or chromosomal changes, by Comparative Genomic 
Hybridization (CGH), a wide genome molecular cytogenetic methodology. In the 
PT, we observed a non-random involvement of chromosomal changes among the 
cases analyzed. The frequencies of chromosome alteration observed per case 
varied from 1.8% to 10.5%. Also, we found that the chromosomal changes did not 
occur randomly among the chromosomes, and chromosomes 1, 20 and 16 were 
the ones with higher number of changes. In the SLN, as we have observed for the 
PT, the chromosomal changes found did not occur randomly among the cases  
and the frequencies of chromosome alteration observed per case ranged from 
1.1% to 13.1%. Chromosomal changes also did not occur randomly among the 
chromosomes and affected preferentially the chromosomes 1, 6 and 19. The total 
number of alterations detected in PT (220) was apparently higher than the one 
observed in SLN (188), however this difference did not reach statistic significance. 
In 15 of the 20 (75%) cases there was at least one chromosomal change common 
to both the PT and the SLN analyzed, whereas the alterations in the other 5 pairs 
of lesions differed completely between them. The most frequent changes present 
at both lesions were gains of 19, 16, 1p32~pter, 20, 17, 12q23~qter, 1q22~pter, 
1q22~qter, 18p and losses of 13q13~32, 6q13~q23, 2q22~q34. In conclusion, we 
observed non-random alterations in specific chromosome regions in both of the 
tumor lesions analyzed in this study. These regions should certainly be further 
investigated, using higher resolution methodologies in order to accurately 
characterize the potential candidate genes located at these sites, which may 
present a relevant role in breast cancer. Finally, additional studies in SLN are of 
importance in order to support the recurrence of our findings and to genetically 
characterize these lesions, strengthening the role of the SLN biopsy in the tumor 
staging and prognosis of breast cancer patients. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O câncer de mama é a segunda causa de morte por neoplasias nos Estados 

Unidos, sendo a principal causa de morte entre mulheres de 40 a 60 anos de idade 

(GARNE et al., 1997). Estima-se que o cada ano ocorram 999 mil novos casos e 375 

mil mortes no mundo devidas a essa doença (PARKIN et al., 2001). Para o ano de 

2006, o INCA (Instituto Nacional do Câncer) estimou que 472.050 novos casos de 

câncer ocorreriam no Brasil, com o câncer de mama sendo o segundo mais 

incidente na população feminina, responsável por 48.930 novos casos. Para o 

Estado do Paraná e para a cidade de Curitiba, foi estimado que em 2006 ocorreriam, 

respectivamente, 2.970 e 700  novos casos de câncer de mama (MS/INCA, 2006).  

O prognóstico do câncer de mama é baseado, atualmente, em parâmetros 

histológicos e clínicos, tais como presença ou ausência de linfonodos axilares 

metastáticos, tipo e tamanho do tumor, presença ou ausência de receptores 

hormonais (para estrógeno e para progesterona) e amplificação do gene ERBB2. 

Destes, a caracterização dos linfonodos axilares é o fator prognóstico mais 

eficaz (LINDAHL et al., 2000), sendo que a presença de metástase nestes 

linfonodos confere um alto risco de recorrência da doença (HERMSEN et al., 1998). 

No entanto, a análise de linfonodos axilares como método de estadiamento resulta 

em uma alta taxa de morbidade (REINTGEN et al. 2000; SAKORAFAS et al., 2000) 

e mais da metade das pacientes submetidas a este procedimento apresentam 

linfonodos livres de metástases, tendo sido, portanto, submetidas a complicações e 

riscos cirúrgicos desnecessários (GIULIANO et al., 1997). Além disso, cerca de 20 a 

30% das pacientes com resultado negativo na análise de linfonodos apresentam 
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recidiva da doença entre cinco a 10 anos após o diagnóstico (KAMBY et al., 1991; 

HELLMAN, 1994). 

O desenvolvimento de métodos mais eficientes, que possibilitem a 

determinação do estadiamento dos linfonodos axilares em pacientes com câncer de 

mama, através de procedimentos pouco ou não invasivos, poderia evitar a dissecção 

axilar, diminuindo assim a morbidade gerada por esse procedimento e aumentando 

a sobrevida livre de doença do paciente (VERONESI et al., 1997). 

 Com este propósito, a técnica de biópsia do linfonodo sentinela tem sido 

empregada e aprimorada em várias instituições clínicas. O linfonodo sentinela é o 

primeiro linfonodo da drenagem linfática tumoral, o qual representa o primeiro sítio 

de metástase em câncer de mama. Se o exame patológico neste linfonodo indicar a 

ausência de metástases, pode-se admitir que metástases em linfonodos axilares 

mais distantes não estão presentes, e o tumor está possivelmente limitado ao seu 

sítio primário. Por outro lado, a detecção de células malignas no linfonodo  sentinela 

é uma indicação para a retirada dos linfonodos axilares, processo denominado de 

esvaziamento axilar (GIULIANO, 1996; VERONESI et al., 1999; 2001).   

Portanto, é necessária uma avaliação minuciosa deste linfonodo, para 

identificar a presença de células tumorais, principalmente quando estas estão 

presentes em freqüências significantes, antes de se optar pelo procedimento de 

esvaziamento axilar. Além de métodos clássicos de avaliação por 

imunohistoquímica, outros métodos têm sido utilizados para a identificação de 

marcadores tumorais no linfonodo sentinela. Estes são na sua maioria baseados na 

análise por RT-PCR de genes envolvidos em metástases mamárias. Apesar de uma 

série de transcritos gênicos anormais (RNAm) terem sido identificados (ABDUK-

RASOOL et al., 2006), este tipo de análise apresenta uma freqüência alta de 
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resultados falso-positivos e nenhum dos marcadores de RNAm descritos até o 

momento podem ser utilizados separadamente ou em conjunto na decisão do 

esvaziamento axilar. Há, portanto, a necessidade de desenvolvimento de métodos 

genéticos mais sensíveis para a detecção de células malignas no linfonodo 

sentinela.  

Neste trabalho foram avaliadas amostras pareadas de tumores primários de 

mama e de metástases nos linfonodos sentinelas da mesma paciente. Estas 

amostras foram analisadas utilizando-se a técnica de Hibridização Genômica 

Comparativa (CGH), a qual permite a análise em um único experimento, de 

alterações do número de cópias de DNA de todo o genoma com uma resolução de 

cerca de 5 a 10 Mb (KALLIONIEMI et al., 1992).  

Até o presente, segundo o nosso conhecimento, existe somente um estudo na 

literatura onde este tipo de análise foi realizado no linfonodo sentinela de pacientes 

com câncer de mama (CAVALLI et al., 2003). A aplicação desta técnica em estudos 

comparativos entre tumores primários e os linfonodos sentinela correspondentes 

proporcionará uma análise de melhor resolução para a caracterização das 

anormalidades cromossômicas presentes nestas lesões tumorais possibilitando a 

identificação de  alterações genéticas relacionadas ao processo inicial de 

metastização mamária diferenciando-as das que ocorrem nos sítios metastáticos 

mamários mais distantes. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Os primeiros estudos com observações relevantes sobre a origem e 

desenvolvimento do câncer datam de 1890, quando o patologista alemão David Von 

Hansemann (citado por MITELMAN, 2000) observou irregularidades nucleares e 

mitóticas estudando biópsias de carcinomas. Estas observações iniciais 

possibilitaram que, em 1914, Theodor Boveri (citado por MITELMAN, 2000) 

apresentasse a Teoria Clonal do Câncer que, basicamente, postulava que 

neoplasias malignas freqüentemente desenvolvem-se como um clone originado de 

uma célula cromossomicamente anormal. Porém, foi somente na década de 60 que 

os estudos das células neoplásicas começaram a evoluir e esta hipótese pode ser 

comprovada, constituindo-se como marco inicial, a descrição do cromossomo 

Philadelphia (Ph) nas leucemias mielóides crônicas (NOWELL e HUNGERFORD, 

1960), o que confirmou a hipótese de Boveri. 

 As primeiras indicações de que as alterações cariotípicas nos tumores de 

tecidos sólidos, assim como nas doenças hematopoiéticas, não ocorriam ao acaso 

foram descritas por LEVAN (1966) e VAN STEENIS (1966), que independentemente, 

analisando formas ascíticas de tumores gástricos, mamários, uterinos e ovarianos, 

observaram que determinados cromossomos apareciam em número aumentado e 

outros faltavam de forma sistemática. 

A partir da década de 70, com a introdução das técnicas de bandeamento dos 

cromossomos humanos (ZECH, 1969; CASPERSSON et al., 1970 a,b,c,d,e), a área 

da citogenética e câncer apresentou um notável desenvolvimento contribuindo de 

forma importante para o esclarecimento das aberrações cromossômicas envolvidas 

e para a formulação de novos conceitos sobre a etiologia genética do câncer. 
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Os métodos de genética e citogenética molecular, estes baseados na 

hibridização in situ por fluorescência, proporcionaram nas últimas décadas, um 

avanço no mapeamento de genes e determinaram uma resolução mais sofisticada 

na identificação de aberrações cromossômicas em neoplasias humanas. Nos últimos 

25 anos, os estudos de citogenética clássica e molecular revelaram mais de 600 

rearranjos cromossômicos balanceados associados a neoplasias, e atualmente, 

estão descritos cerca de 100 genes envolvidos em rearranjos que podem estar 

associados a doenças neoplásicas (MITELMAN, 2000). Entretanto, estes dados 

resultam, principalmente, do estudo de neoplasias hematopoiéticas, caracterizando 

uma desproporção quanto aos estudos citogenéticos em tumores de tecidos sólidos, 

que constituem menos de um terço dos realizados em cânceres humanos. Estes 

tumores, por outro lado, são os mais freqüentes no homem e responsáveis por uma 

importante morbidade e mortalidade da população mundial. O número limitado de 

estudos citogenéticos nos tumores de tecido sólido em relação aos hematopoiéticos 

se deve a vários fatores, incluindo os de origem metodológica: a obtenção e a 

qualidade dos cromossomos é, geralmente, insatisfatória, principalmente em 

neoplasias epiteliais; ao contrário das doenças hematopoiéticas, a maioria dos 

tumores de tecidos sólidos já tem, no diagnóstico, uma grande quantidade de 

aberrações cromossômicas adquiridas durante a progressão do tumor. Deste modo, 

mesmo quando a qualidade dos cromossomos é satisfatória e cada anormalidade 

pode ser caracterizada, a diferenciação entre aberrações primárias, 

patogeneticamente essenciais, e aberrações evolutivamente secundárias é mais 

difícil de ser identificada em tumores de tecidos sólidos do que em neoplasias 

hematopoiéticas. Finalmente, um número crescente de tumores epiteliais, em 
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particular carcinomas de pâncreas, pele e mama, parece estar caracterizado por 

uma alta heterogeneidade cariotípica clonal (MITELMAN, 2000).  

   

  

2.1. Câncer de Mama: Epidemiologia e Progressão Tumoral 

 

O câncer de mama é um dos cânceres humanos mais estudados, 

considerando que é, atualmente, a segunda causa de morte por neoplasias nos 

Estados Unidos, sendo a principal causa de morte entre mulheres de 40 a 60 anos 

de idade (GARNE et al., 1997). No Brasil, através de dados obtidos pelo Instituto 

Nacional do Câncer (INCA), estimou-se para o ano de 2006 a ocorrência de 48.930 

casos novos (incidência de 52/100.000). Foi estimado ainda, que uma em cada oito 

mulheres brasileiras desenvolverá algum tipo de câncer mamário. Dados deste 

Instituto informam também que em 70% das mulheres que apresentam esta doença 

o diagnóstico ocorre em estágio avançado, resultando, conseqüentemente, numa 

alta incidência de mortes. Tanto devido ao aumento do número de diagnósticos, 

como à melhoria da informação nos atestados de óbito, observou-se um aumento 

considerável da taxa de mortalidade por câncer de mama entre mulheres, de 1979 a 

2000, passando de 5,77/100.000 a 9,74/100.000, correspondendo a uma variação 

percentual relativa de 59% (MS/INCA, 2006).  

Embora a causa seja desconhecida, vários fatores de risco parecem 

aumentar a susceptibilidade da mulher para o câncer de mama. Alguns desses 

fatores incluem a história menstrual e reprodutiva, história familial, presença de 

doença benigna de mama, dieta, exposição à radiação ionizante e longo tratamento 

com estrógenos (CROPP, 1995). 
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Apesar das dificuldades em se determinar quais mecanismos estão 

envolvidos especificamente na progressão de tumores mamários, acredita-se que há 

uma seqüência de estágios histopatológicos e clínicos bem definidos (POLYAK, 

2001). É sugerido que se inicia com uma hiperplasia epitelial atípica seguida por um 

carcinoma in situ que progride para um carcinoma invasivo, culminando em um 

câncer de mama metastático (BECKMAN et al., 1997). Embora haja uma variedade 

de alterações genéticas moleculares relatadas nestes estágios histopatológicos, o 

significado patogenético destes eventos e como eles se relacionam com os vários 

estágios da progressão da doença ainda não são compreendidos (POLYAK, 2001) 

(Figura 1). 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 1. Estágios histopatológicos da tumorigênese mamária. 
Fonte: POLYAK, 2001. 
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2.2. Linfonodos Axilares e Sentinela no Prognóstico do Câncer de Mama 

 

Atualmente, o estadiamento tumoral mamário e prognóstico do paciente são 

baseados  em parâmetros histológicos e clínicos, como presença ou ausência de 

metástases em linfonodos axilares, tipo e tamanho do tumor, presença ou ausência 

de receptores hormonais (para estrógeno e para progesterona) e amplificação do 

gene ERBB2. De acordo com os parâmetros de classificação histoprognóstica de 

carcinoma mamário de Scarff, Bloom e Richardson (SBR), mais comumente 

utilizado, tumores classificados como grau I apresentam prognóstico favorável, de 

grau II apresentam prognóstico intermediário e de grau III apresentam pior 

prognóstico. Esses parâmetros foram inicialmente criados para as formas ductais, 

mas atualmente, são aplicados a todos os tipos histológicos de carcinomas 

invasivos, exceto nas formas medulares e de carcinoma in situ (Bloom e Richardson, 

1957; Contesso, 1987, citados por RIETJENS e URBAN, 2007). A ausência  de 

expressão de receptores hormonais pelas células tumorais é um fator de mau 

prognóstico em curto prazo, considerando que 70% a 80% das pacientes onde o 

tumor apresenta receptores hormonais responderão a uma hormonioterapia (Fisher 

et al., 2005, citado por RIETJENS e URBAN, 2007). A amplificação do gene ERBB2 

ocorre em cerca de 30% dos cânceres de mama invasivos e representa um mau 

prognóstico (SLAMON et al., 1987;  SESHADRI et al., 1993). Sabe-se que pacientes 

que apresentam receptores hormonais, mas que apresentam amplificação do gene 

ERBB2, não respondem ao tratamento hormonal com tamoxifeno (GUSTERSON et 

al., 1992). Sendo assim, a detecção desta amplificação é indicativa para o 

tratamento com trastuzumab, um anticorpo monoclonal que reconhece 

especificamente a proteína codificada pelo gene ERBB2 (TUBBS et al., 2001). 



 9

 A caracterização dos linfonodos axilares é o fator prognóstico mais eficaz 

para o estadiamento do câncer de mama (LINDAHL et al., 2000), sendo que a 

presença de metástase nestes linfonodos confere um alto risco de recorrência da 

doença (HERMSEN et al., 1998).  Além de proporcionar um prognóstico eficaz, a 

dissecção dos linfonodos axilares também é efetuada por outras razões: (1) é um 

método confiável de controle de recorrência tanto em pacientes linfonodo positivos 

como negativos, com taxas de recorrência que variam de 0,5% a 3% (Recht et al., 

1991; Axelsson et al., 1992; citados por SAKORAFAS et al., 2000; CLEMONS et al., 

2001; WRIGHT et al., 2003); (2) permite a determinação da terapia a ser adotada 

para cada paciente (SAKORAFAS et al., 2000) e (3) melhora indiretamente a 

sobrevida das pacientes (ORR, 1999).  

 Apesar da sua eficiência e importância, o estadiamento baseado na análise 

de linfonodos axilares implica na dissecção completa dos linfonodos de nível I e II 

(Figura 2), de acordo com a recomendação do Instituto Nacional de Saúde 

Americano (NIH) (1991). Este procedimento, no entanto, está associado com uma 

alta taxa de morbidade (REINTGEN et al., 2000; SAKORAFAS et al., 2000). 

Entre as conseqüências mais comuns relacionadas à dissecção dos 

linfonodos axilares estão: redução da mobilidade do braço, infecção local, leve a 

intensa dor na região, seroma e linfedema (REINTGEN et al., 2000; SAKORAFAS et 

al., 2000; BLANCHARD et al., 2003; REITSAMER et al; 2003). 
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A músculo peitoral principal  
B linfonodos axilares: nível I 
C linfonodos axilares: nível II 
D linfonodos axilares: nível III 
E linfonodos supraclaviculares 
F linfonodos mamários internos  

 

 

 

 

 

Figura 2. Linfonodos adjacentes à área da mama 
FONTE: BREASTCANCER.ORG – A NONPROFIT ORGANIZATION FOR BREAST 
CANCER EDUCATION, 2005. 
 

 

Além da alta morbidade associada, dados na literatura mostram que cerca de 

20% a 30% de pacientes linfonodo negativas desenvolverão recidiva da doença 

entre 5 a 10 anos após o diagnóstico (KAMBY et al., 1991; HELLMAN, 1994). A 

presença de metástases ocultas, micrometástases ou células tumorais latentes 

clinicamente indetectáveis, pode explicar esta taxa de recorrência nessas pacientes.  

A micrometástase é definida como um foco metastático menor que 2mm de diâmetro 

(HUVOS et al., 1971), e está associada com fatores prognósticos como tamanho do 

tumor e envolvimento de linfonodos axilares (REDDING et al., 1983), apesar de 

MANSI et al. (1999) terem indicado que a presença de micrometástases  por si só, 

não é um fator prognóstico tão eficiente quanto os citados anteriormente. Além 

disso, foi sugerido que pacientes com micrometástases apresentam não somente 

um risco maior de recorrência, mas também um risco aumentado de recorrência 



 11

precoce (Mansi et al., 1987; Harbeck et al., 1990; Cote et al., 1991; Diel et al., 1996, 

citados por MANSI et al., 1999). 

Atualmente, a presença de micrometástases na mama é detectada 

principalmente por técnicas imunohistoquímicas ou por técnicas baseadas na 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) (HILDEBRANDT et al., 1997; BERNINI et 

al., 2000). A imunohistoquímica tem proporcionado um aumento acima de 40% na 

detecção de micrometástases em linfonodos histologicamente negativos de 

pacientes com câncer de mama (TSUCHIYA et al., 1996). Da mesma forma, a 

introdução de testes baseados em PCR está possibilitando uma detecção mais 

sensível de micrometástases. MITAS et al. (2001) indicaram que marcadores 

moleculares intragênicos a MAM, PIP, CK19, MAMB, MUC1 e CEA avaliados por 

PCR por transcriptase reversa (RT-PCR), podem ser utilizados como um painel 

eficiente na detecção de metástases e micrometástases em cânceres mamários.  

 Outra desvantagem associada à dissecção de linfonodos axilares como 

procedimento padrão para estadiamento de cânceres de mama, é que mais da 

metade das pacientes submetidas a ele apresentam linfonodos livres de metástases, 

tendo sido, portanto, submetidas a complicações e riscos cirúrgicos desnecessários 

(GIULIANO et al., 1997). 

Dessa forma, o desenvolvimento de técnicas mais eficientes que possibilitem 

a determinação do estadiamento de pacientes com câncer de mama, através de 

procedimentos pouco ou não invasivos, poderia evitar a necessidade de dissecção 

axilar, diminuindo assim a morbidade gerada por esse procedimento e aumentando 

a sobrevida livre de doença (VERONESI et al., 1997). 

Nesse sentido, a biópsia do linfonodo sentinela (o primeiro linfonodo da axila) 

tem sido utilizada. (GIULIANO, 1996; VERONESI et al., 1999; 2001).  
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Figura 3: Localização dos linfonodos sentinela mamários. 
FONTE: CENTRO AVANÇADO DE PREVENÇÃO DO CÂNCER, 2004 
 
 
 

O nome sentinela foi sugerido pela primeira vez em 1960, quando GOULD et 

al. propuseram a excisão de rotina deste linfonodo durante a parotidectomia total 

para tratamento do carcinoma de parótida. No câncer de mama, com o emprego de 

corantes vitais injetados no parênquima mamário, ficou evidenciado que a drenagem 

linfática convergia para um canal linfático único, que se direcionava para a axila e 

poderia ter localização variável (HALSELL et al., 1965). Em 1976, CABANAS 

apresentou o conceito moderno de linfonodo sentinela quando, em seu trabalho 

sobre câncer de pênis, observou que ao se injetar o corante vital no dorso do pênis, 

uma cadeia limitada de linfonodos era identificada, representando dessa forma, a 

evidência de um centro primário específico de drenagem linfática, o linfonodo 

sentinela. Esse conceito foi fortalecido por diferentes observações experimentais e a 

primeira grande série (194 amostras) de biópsias de linfonodos sentinela foi relatada 

por MORTON et al. (1992) que, através da aplicação intradérmica de corante vital 
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em melanomas primários, mostraram a possibilidade de sua identificação e 

remoção. Em cânceres de mama, o primeiro artigo no qual foi descrita a 

identificação de linfonodos sentinela foi publicado por GIULIANO et al. (1994). Neste 

estudo, os linfonodos sentinela puderam ser identificados em 114 dos 174 (65,5%) 

procedimentos cirúrgicos realizados utilizando corante vital. Além disso, foi possível 

inferir a classificação quanto à presença de metástases em outros linfonodos 

axilares em 95,6% dos casos analisados. 

Diversos estudos para o aprimoramento da identificação de linfonodos 

sentinela e a validação desta técnica em cânceres de mama foram realizados, e foi 

verificado que o sucesso do método depende da técnica de detecção utilizada, do 

número de cortes histológicos analisados e das características individuais das 

pacientes. Foi ainda observado que a taxa de resultados falso-negativos não variou 

significativamente dependendo da experiência do cirurgião que efetuou o 

procedimento (KRAG et al., 1998b). A baixa incidência de resultados falso-negativos 

encontradas em geral (1,0% - 11,0%) , ou seja, amostras negativas para metástase 

em linfonodo sentinela, mas positivas em linfonodos axilares, possibilitou que este 

método fosse validado, permitindo sua introdução na rotina clínica (GIULIANO et al., 

1994; GIULIANO et al., 1997; BORGSTEIN et al. 1998; COX et al., 1998; KRAG et 

al., 1998a, b; O’HEA et al., 1998; VERONESI., 1999; VERONESI et al., 2001; NANO 

et al., 2002).  

Entre as vantagens dessa técnica estão: (1) a evidente redução na morbidade 

das pacientes comparada com a análise do estadiamento axilar através da sua 

completa dissecção (GIULIANO et al., 1998, 2000; SCHRENCK e WAYAND, 2000; 

GOLSHAN et al., 2003; PEINTINGER et al., 2003); (2) o aumento na eficiência da 

detecção de metástases não reveladas anteriormente pelo esvaziamento axilar 
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(GIULIANO et al., 1995; WIDT-LEVERT et al., 2003; LEIDENIUS et al., 2004); (3) 

uma análise mais aprofundada e eficaz da presença de metástases em apenas um 

ou dois linfonodos, ao contrário da análise limitada de múltiplos linfonodos (10 a 30, 

normalmente) efetuada no esvaziamento axilar (WEIGELT et al., 2004) e (4) a 

obtenção de informações adicionais sobre metástase nos nódulos mamários internos 

(ESTOURGIE et al., 2004).  

Além disso, diversos estudos têm permitido a aplicação da biópsia de 

linfonodos sentinela em situações que eram, anteriormente, contra-indicadas, como 

por exemplo, em casos de câncer de mama multicêntrico. A contra-indicação se 

devia ao fato de que focos múltiplos do câncer podem drenar para diferentes 

linfonodos, aumentando assim, a taxa de falso-negativos (SCHWARTZ et al., 2002). 

Por outro lado, uma série de artigos tem sido publicada mostrando que a 

sensibilidade e a taxa de identificação de metástase em linfonodos sentinela, em 

pacientes com cânceres de mama multicêntricos, têm sido similares a de pacientes 

com doença unifocal (SCHRENK et al., 2001; KIM et al., 2002; TOUSIMIS et al., 

2003; GOYAL et al., 2004; GENTILINI et al., 2006), apoiando, dessa forma, a 

aplicação desta técnica mesmo nestes casos. 

A reavaliação de linfonodos sentinela, com análises histo-patológicas mais 

precisas, tem mostrado que é possível detectar focos celulares tumorais não 

detectados previamente. Em uma série de estudos, amostras que foram 

primeiramente avaliadas pelo método de coloração hematoxilina & eosina (HE), 

foram submetidas a uma nova análise por técnicas imunohistoquímicas, e estas 

mostraram a presença de metástases em 4% a 29% das pacientes (WEAVER et al., 

2000; STITZENBERG et al., 2002; PARGAONKAR et al., 2003; CHAGPAR et al., 

2005). Porém, o significado de tais metástases é incerto, e dessa forma, atualmente, 
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essas pacientes não são tratadas terapeuticamente como linfonodo-positivas 

(CHAGPAR et al., 2005). Dados quanto a possível influência da presença de 

micrometástases na sobrevida das pacientes são conflitantes. Enquanto alguns 

estudos sugerem uma sobrevida reduzida (WEAVER et al., 2000; HANSEN et al., 

2001), outros não mostram qualquer impacto associado à sua presença (CHAGPAR 

et al., 2005). Conseqüentemente, um número maior de estudos e o 

acompanhamento de pacientes por um maior período de tempo pós-cirúrgico são 

necessários para esclarecer essa questão. 

Utilizando 73 marcadores em 30 linfonodos sentinela, ABDUL-RASOOL et al. 

(2006) desenvolveram um teste utilizando RT-PCR, para uma análise de alta 

especificidade e eficiência para detecção de micrometástases em linfonodos 

sentinela de pacientes com câncer de mama. A análise molecular, usando uma 

combinação dos marcadores hMAM-A e MAGE-A3, permitiu a identificação de 90% 

de metástases, enquanto que 77% de detecção foi obtida por técnicas 

imunohistoquímicas e apenas 37% de detecção foi obtida com o uso do método de 

coloração hematoxilina & eosina, sendo, portanto, a nova técnica considerada eficaz 

para  detecção de micrometástases em linfonodos sentinela. Outros estudos têm 

mostrado resultados semelhantes, comprovando dessa forma, a eficiência da RT-

PCR na detecção de metástases em linfonodos sentinela (HUGHES et al., 2006; 

MIKHITARIAN et al., 2006; NISSAN et al., 2006). 

Outro aspecto importante com relação à técnica do linfonodo sentinela é o 

conhecimento sobre as conseqüências a longo prazo quanto a recidiva axilar após a 

remoção deste linfonodo, sendo inclusive muito importante examinar a taxa de 

recidiva clínica em pacientes que apresentaram linfonodo sentinela negativo 

(KOKKE et al., 2005). Vários estudos indicam que as taxas de recidiva observadas 
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nestas pacientes variam de 0% a 1,4%, demonstrando que a biópsia de linfonodos 

sentinela é um procedimento que apresenta baixa taxa de recorrência clínica, a qual 

pode substituir de maneira segura, de acordo com critérios pré-estabelecidos, a 

dissecção de linfonodos axilares quando a biópsia do linfonodo sentinela for 

negativa (GIULIANO et al; 2000; SHRENK et al., 2000; VERONESI et al., 2001; 

2003; ROUMEN et al., 2001; CHUNG et al., 2002; REITSAMER et al., 2003; NAIK et 

al., 2004; KOKKE et al., 2005; SMIDT et al., 2005; TAKEI et al., 2007).  

 Apesar da extensa pesquisa clínica, poucos estudos, avaliando as 

características genéticas dos linfonodos sentinela, têm sido realizados.  

 

 

2.3. Alterações Genéticas em Amostras Pareadas de Tumores Primários e 

Metastáticos 

 

O desenvolvimento do câncer de mama é conseqüência do acúmulo de 

alterações genéticas em que processos como a ativação de proto-oncogenes e 

inibição de genes supressores de tumor podem resultar na perda do controle da 

proliferação de células epiteliais, invasão de tecidos e inibição da apoptose. Entre os 

mecanismos envolvidos na ativação e inibição destes genes estão mutações de 

ponto, amplificacões e deleções. A identificação das regiões envolvidas nesses 

eventos resulta no reconhecimento de genes relacionados com o início e progressão 

do câncer de mama, o que é de grande importância para a compreensão do 

comportamento biológico e molecular do processo carcinogênico (WEINBERG, 

1985; 1991; COOPER, 1994). 



 17

A análise de amostras pareadas do mesmo paciente tem possibilitado a 

determinação do grau de divergência clonal e heterogeneidade genética que 

caracterizam o processo de metastatização, com importância fundamental não 

apenas para a melhor compreensão da sua biologia, mas também como indicativa 

de um provável comportamento clínico mais agressivo do tumor (KUUKASJARVI et 

al., 1997a). 

Uma série de estudos utilizando técnicas de citogenética clássica e molecular 

tem comparado as alterações cromossômicas encontradas nos tumores primários de 

mama com as existentes nas metástases correspondentes, numa tentativa de definir 

a presença de alterações específicas a cada uma destas lesões (PANDIS et al., 

1994; 1998; TEIXEIRA et al., 1996a; 2002; BERNARDINO et al., 1997; 

KUUKASJARVI et al., 1997 a,b; NISHIZAKI et al., 1997; CAVALLI et al., 2003). 

Apesar destes estudos ainda serem limitados, observa-se, em geral, que as lesões 

metastáticas apresentam alterações cromossômicas mais complexas do que as dos 

tumores primários. Além disso, determinadas aberrações cromossômicas são 

observadas com maior freqüência nas metástases, sugerindo que possam existir 

eventos especificamente associados ao processo de disseminação tumoral (PANDIS 

et al., 1994; 1998; TEIXEIRA et al., 1996b).  

KUUKASJARVI et al. (1997a), utilizando técnicas de Hibridização Genômica 

Comparativa (CGH) e Hibridização in situ por Fluorescência (FISH), analisaram 

amostras de 29 tumores primários de mama e suas correspondentes metástases, 

localizadas em diversos sítios anatômicos (pulmão, medula óssea, cavidade 

abdominal entre outros). As alterações observadas em comum nos dois grupos 

estudados foram: ganhos em 1q, 3q26-qter, 6p22, 7p21-qter, 8q, 17q22-q24, e 

perdas em Xp, 8p, 9p, 11q14-qter, 13cen-q14, 16q, 17p e 22q. Ganho na região 
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Xq12-q22 foi somente observado nos grupos metastáticos. NISHIZAKI et al. (1997), 

utilizando CGH, compararam 11 pares de tumores primários de mama e suas 

metástases linfonodais. Em geral, foi observado um maior número de alterações 

cromossômicas nos linfonodos quando comparados com os tumores primários, 

sendo que nestes observou-se alta freqüência de regiões amplificadas. Os autores 

ainda descreveram que as alterações mais comuns observadas em ambos os 

grupos foram ganhos em 1q, 8q e 17q, e perdas em Xp, 6q, 8p, 9q, 13q, 16q e 17p.  

Alguns estudos têm investigado a associação entre alterações 

cromossômicas e dados clínico-patológicos e prognósticos em câncer de mama. 

(ISOLA et al., 1995; HERMSEN et al., 1998; AUBELE et al., 2002; JANSENN et al., 

2003). Uma associação prognóstica foi observada por ISOLA et al. (1995) para a 

amplificação de 20q, a qual foi identificada em sete casos, seis dos quais 

apresentaram recorrência da doença em menos de 32 meses após a cirurgia. 

Entretanto, AUBELE et al. (2002) não observaram associação entre  os ganhos em 

20q com a sobrevida livre de metástase e prognóstico. Amplificações em 20q têm 

sido descritas como características de tumores de mama em estágio avançado, 

sugerindo que a região 20q apresenta um papel importante na tumorigênese e no 

desenvolvimento tumoral, favorecendo, principalmente, o desenvolvimento de 

metástases (TANNER et al., 1994; 1996; HODGSON et al., 2003). Vários genes 

mapeados nesta região foram observados amplificados em câncer de mama, 

incluindo os genes AIB (Amplified in Breast Cancer), AIB1, AIB2 e AIB3 (ANZICK et 

al, 1997), ZNF217 (NONET et al, 2001), NABC1 (COLLINS et al, 1998) entre outros. 

 ISOLA et al. (1995) verificaram uma significante associação entre recorrência 

e alto nível de amplificação em 8q, onde o proto-oncogene MYC está localizado, ao 

contrário de AUBELE et al. (2002) que não verificaram esta associação. 
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JANSSEN et al. (2003) detectaram, por CGH, alterações cromossômicas em 

76 amostras de cânceres de mama invasivos linfonodo negativos e correlacionaram 

os resultados com outros fatores prognósticos. Assim como em outros estudos, o 

índice de atividade mitótica foi identificado como o melhor fator prognóstico 

morfológico independente (JANNINK et al., 1995; MANDERS et al., 2002). 

JANSSEN et al. (2003) observaram a associação entre deleção em 1p e cânceres 

linfonodo positivos, sugerindo a presença de um gene supressor nessa região que 

atuaria no controle da proliferação de células tumorais, resultando na alta taxa do 

índice mitótico. Além disso, foi observado que ganho em 3q é um indicador 

prognóstico independente e o mais significante para a recorrência da doença.  

Na maioria dos estudos acima referidos, os sítios metastáticos analisados, 

assim como a avaliação de fatores prognósticos, foi em relação aos linfonodos 

axilares e/ou sítios mais distantes. Neste sentido, é de interesse o estudo de 

alterações genéticas em metástases proximais, como no linfonodo sentinela.  

 O estudo genético do linfonodo sentinela é de grande importância para o 

reconhecimento e compreensão dos mecanismos iniciais que estão relacionados ao 

processo de metastatização. Até o presente, no entanto, segundo o nosso 

conhecimento, existe somente um estudo na literatura onde este tipo de análise foi 

realizado em metástases nos linfonodos sentinela de pacientes com câncer de 

mama (CAVALLI et al., 2003). Utilizando a técnica de CGH, os autores 

apresentaram dados preliminares do presente estudo, analisando as alterações 

cromossômicas em seis casos de tumores primários de mama e em metástases nos 

linfonodos sentinela correspondentes. Nenhuma diferença significativa foi observada 

entre os dois grupos amostrais quando o número total de alterações cromossômicas 

foi comparado, o mesmo acontecendo quanto à complexidade cariotípica. Algumas 
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alterações, no entanto, foram observadas com maior freqüência nos linfonodos 

sentinela, como por exemplo: perdas em 6q13~q23 e 13q13~q32 e ganhos em 

9q31-qter, 11p15~21, 12q23~qter, 16p e 20q12~qter. 

 

 

2.4. Alterações Epigenéticas no Câncer de Mama 

 

Além dos eventos genéticos, alterações epigenéticas também estão 

envolvidas na tumorigênese mamária. As que ocorrem em regiões promotoras de 

genes supressores de tumor e outros genes relacionados ao câncer têm uma 

significante hipermetilação de ilhas CpG em comparação com células normais 

(BAYLIN et al., 2001; ESTELLER et al., 2001). Como estes genes regulam a 

proliferação celular e sua metilação contribui para o silenciamento transcricional, é 

aceitável admitir que sua metilação pode estar envolvida na progressão do câncer 

mamário. A identificação do perfil de metilação em tumores primários de mama 

associados a metástases, não apenas elucidaria os eventos epigenéticos envolvidos 

na progressão do câncer mamário, mas também poderia ajudar no desenvolvimento 

de um painel de marcadores genéticos para auxiliar no prognóstico dos pacientes 

(SHINOZAKI et al., 2005).  

CAVALLI et al. (2003) analisaram o perfil de metilação dos genes TP16, 

THBS2, ECAD, RARB2, MINT1, MINT2 e MINT3 em seis tumores primários de 

mama e seus correspondentes linfonodos sentinela. Apenas em dois dos seis casos, 

o perfil de metilação mostrou resultados idênticos nos tumores primários e nos 

linfonodos sentinela. Os outros casos mostraram perfis diferentes sem nenhuma 

tendência consistente, indicando alta heterogeneidade entre as amostras. Os 
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autores sugerem que esta variabilidade, presumivelmente, origina-se de uma 

metilação heterogênea nos tumores primários, seguida de uma seleção clonal nos 

linfonodos sentinela. Um número maior de genes e de amostras deve ser analisado 

para compreender a significância biológica destes achados. Porém, não há dúvida 

que esta heterogeneidade deve ser considerada quando o perfil de metilação for 

analisado como marcador tumoral ou prognóstico. 

SHINOZAKI et al. (2005) estudaram o padrão de metilação dos genes 

RASSF1A, APC, TWIST, CDH1, GSTP1 e RAR-B2 em amostras metatásticas de 

linfonodos sentinela. O objetivo deste estudo era determinar se a hipermetilação da 

região promotora destes genes estava associada à presença de metástases em 

linfonodos sentinela e se poderia ser utilizada como um indicador  molecular da 

progressão tumoral. Os autores observaram que a metilação na região promotora do 

gene GSTP1 estava relacionada à um aumento do tamanho do tumor e à maior 

probabilidade de aparecimento de metástase em linfonodos sentinela. Foi 

observado, ainda, que a expressão do gene RARB2 está associada positivamente 

com tumores ERBB2 positivos e com a presença de metástases em linfonodos 

sentinela, conferindo um prognóstico desfavorável para as pacientes (ROSS e 

FLETCHER, 1999),. Além disso, a análise de amostras de tumores primários e dos 

linfonodos sentinela correspondentes mostrou uma concordância de 90% no perfil 

de metilação, sugerindo uma predominância de clonalidade epigenética entre as 

células metastáticas dos linfonodos sentinela.  
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2.5. Hibridização Genômica Comparativa (CGH) 

 

 A técnica de CGH, extensivamente utilizada para a identificação das 

alterações genéticas associadas ao câncer, permite a análise em um único 

experimento, de alterações do número de cópias de DNA de todo o genoma. Utiliza-

se de uma amostra de DNA genômico teste (amostra tumoral de cada paciente) e 

uma de DNA genômico de referência (usado como controle, podendo ser uma 

amostra de tecido normal, como sangue ou pele, do paciente, ou ainda, pode ser 

uma amostra de um individuo qualquer que seja cariotipicamente normal). As 

amostras são marcadas por diferentes moléculas repórteres, normalmente biotina e 

digoxigenina, respectivamente, na presença de Cot -1 DNA, que contém seqüências 

repetitivas do genoma e que é hibridizada previamente para bloquear tais 

seqüências. Posteriormente, ambos os DNAs são hibridizados simultaneamente em 

cromossomos metafásicos normais (controle) que servem como a base da 

hibridização. Estes cromossomos geralmente não são do paciente, mas são, 

preferencialmente, de um indivíduo cariotipicamente normal.   

A hibridização é detectada por meio de dois fluorocromos que se ligam às 

moléculas repórteres, como o FITC (verde), que se liga à biotina, e TRITC 

(vermelho), que se liga à digoxigenina. As sondas combinadas competem por sítios 

de hibridização complementares, conseqüentemente, se uma região apresenta 

ganho e/ou amplificação do número de cópias de DNA na amostra tumoral em 

comparação com o DNA de referência (normal), estes são visualizados por um 

excesso de sinal verde, e se uma região apresenta perda e/ou deleção, estas são 

visualizadas por um excesso de sinal vermelho. Os sinais de fluorescência são 

medidos quantitativamente por meio de uma análise digital de imagem utilizando-se 
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um software específico, que converte os dados da intensidade de hibridização para 

um perfil linear. Ganhos e amplificações no DNA teste são identificados como 

regiões cromossômicas com razões de fluorescência aumentadas, enquanto perdas 

e deleções resultam numa razão de fluorescência reduzida. Amplificações são 

diferenciadas de ganhos por apresentarem razões de fluorescência maiores em 

decorrência do maior número de cópias de DNA encontrados em uma região 

específica, em comparação com o DNA de referência (normal). Da mesma forma, 

deleções são diferenciadas de perdas por apresentarem razões de fluorescência 

menores em decorrência da ausência de seqüências de DNA genômico encontrada 

em uma região específica em comparação com o DNA de referência (normal). 

Quando não há ganhos e/ou amplificações, assim como, perdas e/ou deleções não 

há excesso de sinal verde ou vermelho, respectivamente, e o que se observa nestas 

regiões é um sinal azul (KALLIONIEMI et al., 1992) (Figura 4).  

A sensibilidade da técnica é restrita à pureza da população celular usada no 

estudo, e à extensão e tamanho das alterações. CGH não detecta alterações de 

baixa freqüência, ou seja, as alterações devem estar presentes em uma 

porcentagem grande de células, pois esta técnica detecta apenas o clone 

predominante (KALLIONIEMI et al., 1994; WEISS et al., 1999).  

Como nenhuma cultura celular é necessária, essa metodologia possibilitou 

um grande progresso na análise de alterações cromossômicas em tumores de 

tecidos sólidos. Aplicações da mesma na pesquisa do câncer incluem sua utilização 

na triagem de tumores através de alterações genéticas específicas, localização de 

genes envolvidos na carcinogênese de subgrupos particulares de cânceres, análise 

de tumores em modelos experimentais para obter indícios da progressão tumoral, 
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classificação diagnóstica, assim como avaliação prognóstica (ISOLA et al., 1995; 

RIED et al., 1996; HERMSEN et al., 1998; SIMON et al., 1998; TIENARI et al., 1998). 

Nos estudos de câncer de mama, a técnica de CGH tem contribuído para a 

caracterização da relação entre possíveis estágios precursores de câncer mamário e 

carcinoma invasivo, assim como, para a identificação de regiões genômicas que 

podem conter genes supressores de tumor e oncogenes. Esta técnica vem sendo 

aplicada em uma grande variedade de lesões mamárias, desde as benignas até 

cânceres de mama invasivos e metastáticos  (REIS-FILHO et al., 2005). 

A aplicação desta técnica em estudos comparativos entre tumores primários e 

metástases em linfonodos sentinela correspondentes proporcionará uma análise de 

melhor resolução para a caracterização das anormalidades cromossômicas 

presentes nestes tecidos. Além disso, a caracterização das alterações 

cromossômicas nas metástases em linfonodo sentinela poderá auxiliar no melhor 

entendimento da história natural e do comportamento biológico e clínico dos tumores 

malignos, sendo de fundamental importância para o desenvolvimento de novos 

métodos de determinação de fatores preditivos e prognósticos no câncer de mama. 

No futuro, espera-se poder prever com segurança quais as pacientes com 

envolvimento do linfonodo sentinela, que apresentam risco aumentado de 

comprometimento de outros nódulos axilares, podendo-se limitar o uso de métodos 

terapêuticos invasivos, como o esvaziamento axilar, em portadores de tumores de 

mama. 
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a) 

                                   
 
 
b) 

 
Figura 4. (a) Ilustração esquemática da técnica de Hibridização Genômica 
Comparativa (CGH). (b) Resultado obtido após análise digital de imagem com 
visualização de perdas e ganhos de regiões cromossômicas.  
FONTE: MCNEIL e RIED, 2000 (a); BAAK et al., 2003 (b). 
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  2.6. OBJETIVOS 
 
 

• 

• 

• 

• 

Identificar a presença de alterações do número de cópias de DNA em diferentes 

regiões do genoma humano em tumores primários e nas metástases em seus 

linfonodos sentinela correspondentes, utilizando o método de CGH;  

 

Comparar as anormalidades observadas nestes diferentes tecidos, quanto à 

presença e padrão de alterações no número de cópias de DNA; 

 

Comparar os resultados observados com os existentes na literatura de amostras 

pareadas da mesma paciente em tumores primários e metástases em linfonodos 

axilares não-sentinela, analisando, inclusive, a progressão tumoral mamária;  

 

Correlacionar as alterações detectadas com a localização de genes envolvidos 

na tumorigênese mamária. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

As amostras de carcinomas mamários foram coletadas no Hospital Nossa 

Senhora das Graças e no Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná, 

Curitiba, Paraná. Foram obtidas 20 amostras pareadas provenientes de blocos de 

tecido parafinizado fixado em formalina e armazenados nos Laboratórios de 

anatomia patológica dos referidos hospitais. Os experimentos de CGH foram 

realizados na Universidade de Georgetown, Washington, DC., sob supervisão da 

Dra. Luciane Regina Cavalli e do Dr. Bassem Haddad. Todas as amostras foram 

obtidas após assinatura do termo de consentimento pelas pacientes, cujos dados 

clínicos e histo-patológicos foram constantemente atualizados e podem ser 

facilmente acessados pelo clínico responsável (anexo). Este projeto foi aprovado 

pela Comissão Nacional de Ética e Pesquisa (CONEP), Brasília, registro número 

7220, de 20 de fevereiro de 2003 (anexo). 

 

3.1. Caracterização da Amostra 

 

Foram estudados, após remoção cirúrgica, amostras de carcinomas 

mamários e seus linfonodos sentinela correspondentes de 20 pacientes do sexo 

feminino, caucasóides, não aparentados e com idade média igual a 56,65 ± 11,95 

anos. Das 20 pacientes, uma era portadora de carcinoma mamário classificado 

histologicamente como carcinoma ductal invasivo grau I, 15 de carcinomas ductais 

invasivos grau II e uma de carcinoma ductaI invasivo grau III. Além destas, uma era 

portadora de carcinoma lobular invasivo grau II. Em duas pacientes, não foi 

determinado o grau histológico tumoral. A média do tamanho dos carcinomas 
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estudados foi igual a 3,51 cm ± 2,28 cm (Tabela 1). Dos 20 casos, seis (casos 1, 2, 

4, 15, 16, 18) foram previamente analisados e publicados (CAVALLI et al., 2003). 

 

Tabela 1. Dados clínico-histopatológicos das pacientes. 

Caso Idade (anos) TT (cm) Patologia GH 
1 53 2,5 CDI II 
2 45 4,0 CDI I 
3 66 1,0 CDI II 
4 54 5,5 CDI II 
5 75 8,0 CDI II 
6 58 1,0 CDI II 
7 37 2,0 CDI II 
8 59 2,0 CDI II 
9 34 2,8 CDI II 

10 59 2,0 CDI II 
11 50 3,5 CDI II 
12 56 3,5 CDI Si 
13 67 5,0 CLI Si 
14 44 1,2 CDI II 
15 51 6,0 CDI II 
16 64 5,5 CDI II 
17 47 5,0 CLI II 
18 75 8,0 CDI II 
19 64 0,8 CDI II 
20 75 1,0 CDI III 

 

TT:Tamanho do tumor; CDI: carcinoma ductal invasivo; CLI : carcinoma lobular invasivo; 
GH: grau histológico; si: sem informação. 

 

 

3.2. Procedimentos Técnicos 

3.2.1. Microdissecção Celular e Extração de DNA  

 

Para cada amostra de tecido parafinizado, um corte de espessura de 4µm foi 

corado pelo método de hematoxilina & eosina (H&E) e histologicamente examinado  



 29

para confirmar a presença de tecido tumoral. Esta lâmina foi utilizada como molde 

para a microdissecção do material tumoral em lâminas adicionais, sem corantes, 

contendo cortes   consecutivos  do  tecido  seccionado   imediatamente   ao  corte 

anterior   e,  portanto, igual ao da lâmina molde. A microdissecção celular nestas 

lâminas foi realizada com o auxílio de uma agulha, para separação das células 

normais e do estroma, a fim de evitar a contaminação por células não tumorais.  

O tecido parafinizado foi tratado com xilol para remoção da parafina e, em 

seguida, tratado com etanol 100% para remoção do xilol permitindo a posterior 

rehidratação da lâmina, caso necessário. A extração de DNA foi realizada com o uso 

do DNeasy tissue kit – Qiagen, seguindo as orientações específicas do fabricante 

para tecidos conservados em parafina. 

  Após a extração de DNA, as amostras foram quantificadas e analisadas em 

gel de agarose (2%) para determinar a qualidade do mesmo. 

 

3.2.2. Hibridização Genômica Comparativa (CGH) 

 

A técnica de CGH foi realizada de acordo com os procedimentos descritos por 

FIGUEIREDO et al. (1999), de acordo com as seguintes etapas: 

 

Marcação por fluorescência do DNA teste e DNA controle: Nick Translation 

(FEINBERG, 1983) foi realizada para marcar o DNA teste com biotina (Roche, 

Indianapolis, IN) e o DNA controle com digoxigenina (Roche), permitindo a 

incorporação de moléculas repórteres de DNA na posição dUTP16. 
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Preparação das Sondas: DNA teste e  DNA controle foram tratados na presença de 

excesso de Cot-1 (50µg) (Invitrogen, Carsbad, CA) para bloquear as seqüências 

repetitivas, sendo posteriormente desnaturados a 90o C e hibridizados a 37o C. 

 

Preparo das lâminas: As lâminas de cromossomos metafásicos de um voluntário 

saudável foram submetidas a um pré-tratamento em solução de 2XSSC (NaCl / 

citrato de sódio). Posteriormente, as lâminas foram submetidas à solução de 

desnaturação (70% formamida / 30% 2xSSC pH 7,0) a 80°C e desidratadas em uma 

série de etanóis em diferentes concentrações (70, 90 e 100%). 

 

Hibridização: Foram aplicados 15µl da solução contendo as sondas sobre a 

preparação desnaturada contida na lâmina. A lâmina foi selada e incubada em 

estufa por pelo menos 72 horas a 37º C. 

 

 Lavagem pós-hibridização: Após a hibridização as lâminas foram lavadas em 

solução de 50% de formamida para remoção de moléculas repórteres e 

fluorocromos não hibridizados. A seguir, as lâminas foram expostas a uma solução 

bloqueadora, para bloquear ligações não-específicas durante a detecção (próximo 

passo). 

  

Detecção: Utilizou-se o procedimento de deteção indireta, contendo as seguintes 

soluções de anticorpos, marcados por fluorocromos: Avidina – FITC, mouse anti-

Digoxigenina, rabbit anti-mouse – TRITC, biotinylated anti-Avidin e Goat anti-Rabbit 

TRITC.  A contracoloração foi realizada utilizando-se uma solução de DAPI e uma 
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solução para evitar a redução ou perda da intensidade dos sinais fluorescentes 

(antifade).  

 

3.3. Obtenção das Imagens 

   

As imagens do DNA tumoral marcado com FITC, do DNA controle marcado 

com TRITC e do contracorante DAPI de pelo menos 20 metáfases de cada 

hibridização foram captadas com uma câmera CCD (cooled charge-couple device) 

(CH250; Photometrics, Tucson, AZ) conectada a um microscópio Leica DMRBE 

equipado com filtros ópticos específicos para os fluorocromos usados TR1, TR2, 

TR3 (Chroma Technology, Brattleboro, VT). 

 

3.4. Análise das Imagens 

 

A avaliação quantitativa da hibridização foi realizada usando um software 

disponível comercialmente (Applied Imaging, Pittsburg, PA). A razão média dos 

perfis de CGH é computada como o valor médio de 5 a 10 imagens  obtidas para 

identificar as alterações no número de cópias em todos os casos. Ganhos foram 

considerados quando a razão obtida foi maior que 1,25 e amplificação quando a 

razão foi maior que 1,5. Perdas foram consideradas quando a razão foi menor que 

0,75 e deleções quando a razão foi menor que 0,5 (figura 5a e b). A interpretação 

dos perfis foi feita independentemente por dois observadores. Neste estudo, alguns 

casos apresentaram perfis irregulares para certos cromossomos, como para os 

cromossomos 21 e 22. Isto é esperado quando o DNA ultilizado na hibridização é de 

baixa qualidade, como é o caso de amostras fixadas em formalina e conservadas em  
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Figura 5(a). Perfil de CGH do caso 1, tumor primário.  
1 a 22, Y, X : cromossomos; n : número de cromossomos analisados 
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Figura 5(b). Perfil de CGH do caso 1, linfonodo sentinela.  
1 a 22, Y, X : cromossomos; n : número de cromossomos analisados 
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parafina. Portanto, nestes casos, para nao obter resultados falso-positivos, as 

anormalidades possivelmente presentes (normalmente ganhos) nestes 

cromossomos não foram consideradas. É importante considerar, que o  método de 

Hibridização Genômica Comparativa (CGH) não é confiável na interpretação de 

regiões centroméricas, teloméricas e heterocromáticas, especialmente, como a dos 

cromossomos 21 e 22 devido à intensa presença de seqüências repetitivas nessas 

regiões do genoma (KALLIONIEMI et al., 1994). 

 

3.5. Análise Estatística 

  

 O teste do qui-quadrado foi utilizado para verificar a casualidade de 

ocorrência do total de alterações cromossômicas nos tumores primários e nas 

metástases em linfonodos sentinela tanto nos 20 casos como nos 21 cromossomos 

analisados e para avaliar a homogeneidade da distribuição do total de alterações 

cromossômicas nos tumores primários e nas metástases em linfonfodos sentinela 

tanto nos casos como nos cromossomos analisados. 

 A análise da variância foi utilizada para comparação das diferenças entre as 

médias do número de alterações cromossômicas (ganhos e perdas) nos tumores 

primários e nos linfonodos sentinela tanto nos casos como nos cromossomos 

estudados. 

O teste t de Student foi utilizado para comparação entre as diferenças das 

médias do número de ganhos, de perdas e do total de alterações cromossômicas 

observadas nos tumores primários e nas metástases em linfonodos sentinela, tanto 

para casos como para os cromossomos. 
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O coeficiente de correlação foi utilizado para avaliar o grau de dependência 

do número de alterações cromossômicas (ganhos, perdas e total de alterações, 

separadamente) observadas nos tumores primários e nas metástases nos linfonodos 

sentinela correspondentes, tanto entre os 20 casos, como nos 21 cromossomos 

analisados. 

Todos os testes foram utilizados de acordo com as fórmulas apresentadas por 

BEIGUELMAN (1988). 
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4. RESULTADOS 

 

Foram analisados pela técnica de CGH convencional, 20 pares de tumores 

primários de mama e metástases em seus linfonodos sentinela correspondentes. 

Alterações do número de cópias do DNA foram observadas em todos os casos 

analisados (Tabelas 2 e 3).  

A Tabela 4 apresenta as freqüências, absoluta e relativa, das alterações 

cromossômicas em tumores primários por caso. Nos 20 casos de tumores 

primários de mama estudados neste trabalho, foi encontrado um total de 220 

alterações cromossômicas, com uma média de 11,00 ± 6,22 alterações por caso. Foi 

observado que as alterações cromossômicas não se distribuíram ao acaso entre os 

casos estudados ( χ2
19

 =66,67; P<0,001), sendo que os casos 3 (23 - 10,5%), 13 (23 

- 10,5%) e  6 (20 – 9,1%) foram os que apresentaram um maior número de 

alterações cromossômicas, com oito ganhos e 15 perdas, 14 ganhos e nove perdas 

e 17 ganhos e três perdas, respectivamente. Os casos 15 e 20 (4 – 1,8%) com 

quatro ganhos em ambos apresentaram o menor número de alterações. Os ganhos 

de cópias de DNA (144) foram mais freqüentes do que as perdas (76) com um 

número médio de 7,20 ± 3,33 e 3,8 ± 3,90, respectivamente.  

A Tabela 5 apresenta as freqüências, absoluta e relativa, das alterações 

cromossômicas em tumores primários por cromossomo. Observou-se um número 

médio de 10,48 ± 5,66 alterações por cromossomo e sua distribuição não ocorreu ao 

acaso nos cromossomos estudados ( χ2
20

 =61,08; P<0,001).  Os cromossomos com 

maior número de alterações foram os de número 1 (24 - 11,0%) com 18 ganhos e 

seis  perdas,  o   20  (20 - 9,1%) com 20 ganhos e o 16 (18 – 8,2%) com 17 ganhos e  



 

Tabela 2. Alterações cromossômicas observadas nos tumores primários. 

TUMOR PRIMÁRIO 

Amostra C 1 C 2 C 3 C 4 C 5 C 6 C 7 C 8 C 9 C 10 C 11 

1 +1p32~pter -2q22~q36  -4q  -6q13~q23   ++9q21~qter   

2 +1p21~q24           +8q23~qter -9p

3 +1p33~pter 
-1p31~p21 
+1q33~qter 

-2q22~q34 -3 -4q -5  -6q13~q23 -7p21~p14    
-7q22~q32 

-8    -11q14~q22 

4 +1q22~qter 
-1p21~pter 

         +3 -4 -6q13~q23 ++9q31~qter ++11p15~q21

5 +1p32~pter -2q22~q36    -6q13~q23      

6 +1q       +3q12~q24 +5q23~qter +6p21.2~pter 
 -6q13~q23 

+8q +10q21~pter,
+10q24~qter 

 +11p15~q21 

7 -1p31~p21,      -6q13~q23  ++8q24.1~qter   +11p14~p12 

8 +1p32~pter          +3p21~ter  +11p12~q14

9 +1p33~pter, 
+1q 

  -4q -5p15.2~q23 -6q +7q22~qter  -9p 
++9q33~qter 

  

10            

11 +1p32~pter 
-1p34.2~p21 

-2q22~q36  -4  +6p12~p22      
-6q13~q23 

  +9q33~ter  -11q14~qter 

12 +1p32-pter +2p14~2p23        +4 +5  

13 ++1p33~pter -2q22~q34   -5q12~q22 -6q13~q23 
+6p21.3~pter 

 +8p,   
-8q11.2~q21.3 

+9q31~qter  -11q14~q22 
+11p15~pter 

  14       -2q13~q31    -10p13~pter

15 +1p21~q24  +3         

16 +1q22~qter           +2q24~qter +8q23~qter
-8p21~pter 

+9q31~qter ++11p15~q21

17 +1p32~pter 
+1q22~qter 

    +6p21.1~pter      

18 -1p21~p34.2          -2  +5 ++8q23~qter ++11p15~p21

19 +1p33~pter 
-1p31~p21 

  -4q  -6q13~q23   -9p21~pter 
+9p13~q21 

 + 11p14~p12, 
- 11q14~q22 
 20          +7q22~qter  

C1 – C11 : Cromossomo 1 – cromossomo 11;  + : ganho;  ++ : amplificação; - : perda           

Continua 



 

 

Continuação 

Amostra C 12 C 13 C 14 C 15 C 16 C 17 C 18 C 19 C 20 C X 

1  -13q13~q32   +16 +17  +19 ++20q12~qter  

2           -13q13~q32 +16 +17 +20

3 -12q14~q22 
+12q24.1~qter 

-13q  +15q22~q23 +16 +17 -18q12~21 +19 +20 -Xp21~pter  
-Xq21~qter 
 4 +12q23~qter         -13q13~q32 +16 +20

5     +16 +17  ++19 ++20  

6 +12p11.2~p22        -13q +14q24~q31 +15 +16 +17 ++18p
-18q21~qter 

+19 +20
 

+Xq13~q22 

7     +16   +19 +20q13         

8           +18p +20

9 -12q14~q22 -13q13~32   +16p +17q +18p +19 +20 
++20q 

-X 

10 +12q23~qter          +16p +17p +19 +20

11 -12q14~q21 
+12q22~qter 

   +16 +17 +18p ++19 ++20 -Xq21~q26 

12           +17 +20q13

13 ++12q23~qter,  
-12q14~q22 

-13q13~32 +14q24~qter  +16 
++16q22~qter 

+17 
++17q 

-18q21~qter +19 ++20q -Xq21~q26 
++Xq26 
 14        +16p  +18p +19p +20p

15 +12q23~qter    +16      

16 +12q23~qter         -13q13~q32 -15q23~qter -16q13~qter ++20q12~qter

17     +16p +17p  +19 +20 -Xp21~pter  
-Xq21~q26 
 18 +12q23qter        -13q13~q32 -14q +16p +17p ++20q

19 -12q14~q22 
+12q23~qter 

-13q13~q32  +15q22~q25 +16q22~qter +17  ++19 +20 -Xp22.2~p11.3 
-Xq21~q26 
 20          +15q22~qter +19 +20p

C12 – CX : Cromossomo 12 – Cromossomo X;  + : ganho;  ++ : amplificação; - : perda   

 

 



 

Tabela 3. Alterações cromossômicas observadas nos linfonodos sentinela. 

LINFONODO SENTINELA 

amostra C 1 C 2 C 3 C 4 C 5 C 6 C 7 C 8 C 9 C 10 C 11 

1 +1p32~pter -2q22~q36  -4q  +6p21.2~pter 
-6q13~23 

  ++9q21~qter   

2            +6p21.2~pter +11p15~q21

3 +1p33~pter  
-1p31~p22 
+1q33~pter 

-2q22~q34   -5q    +9q31~qter   

4 +1q22~qter 
-1p21~pter 

-2        +6p21.2~pter 
-6q13~q23 

+8q23~qter ++9q31~qter +11p15~q21

5 +1p32~pter   -4q  -6q13~q23      

6 -1p           -6p
-6q13~q23 

+10p

7 +1p32~pter -2p12~p21 
-2q14.1~q31 

     +8p12~22    

8 +1p32~pter           +6p21.3~p21.1 +10p

9  -2q32~q36   -5q14~q23 -6q13~q23      

10            +4q33~qter

11 +1p31-p32           

12 +1q22~qter          -6q13~q23 -11q14~q22

13 -1p31~p22 
+1q 

-2q22~q34 -3p13~q13.3 -4 +5 -6q -7p15~q31 +8p21~p11.2 
+8q23~qter 

+9q31~qter +10p13~pter -11q14~q22 
+11p15~pter 
 14 -1p22~p32 

+1q21~q31 
-2q22~q36        -4q13~q26  

15 +1p21~q24 
+1p32~pter 

  -4 -
5p15.3~q23 

+6p21.2~pter 
-6q13~q23 

  +9q31~qter  +11p15~q21 

16 +1p32~pter 
+1q22~qter 

+2q24~qter          ++8q23~qter +11q

17 +1p32~pter   -4 -5 -6q13~23     -11p13~p14 

18            -2q22~q36 -6q13~23 +11p15~q21

19          -10q21~q22  

20 +1p32~pter  
-1p34.2~p21 

-2q22~q36          -4 -5q12~q32 +6p
-6q13~q23 
 

C1 – C11 : Cromossomo 1 – cromossomo 11;  + : ganho;  ++ : amplificação; - : perda        Continua 



 

Continuação 

amostra C 12 C 13 C 14 C 15 C 16 C 17 C 18 C 19 C 20 C X 

1  -13q13~q32   +16 +17  +19 +20  

2           -13q13~q32 +16p

3 +12q23~qter   +15q22~q23 +16 +17  ++19 +20 
++20q12~13.1 

-Xq21~qter 

4          +16 -18q +20 

5 -12q14~q21 
+12q22~qter 

-13q13~q32   +16p +17  ++19 +20 -Xq21~q26 

6           -14q22~qter -16q -18q21~qter +19 +Xq13~q22

7  ++13q22~q31  -15 q14~q22  +17p     

8          -13q13~q32 +18p
 -18q 

+19 
++19p 

-Xq
-Xp21~pter 

9       -18q12~q21 +19  -Xp11.4~p22.1 
-Xq21~q26 
 10          +15q24~qter

11        +19p   

12          +19 +20

13 +12q23~qter -13q13~32 +14q24~qter +15q22~q25 +16 +17 -18q21~qter ++19 +20 
 ++20q 

-Xq21~q26 

14          +16 +18p +19 +20p -Xq21~q26
-Xp11.4~p22.1 

15 +12q23~qter -13q13~q32   +16 +17   +20q12~qter  

16 +12q23~qter         -13q13~q32 -15q23~qter -16q13~qter

17  -13q13~q32    +17  ++19 +20  

18         -13q13~q32 +16 +18p  +20 -X

19      +17p +18p +19   

20 -12q14~q21 
+12q22~qter 

-13q13~q32        +16 +17 ++19 +20 -Xp21~pter
-Xq21~q26 

C12 – CX : Cromossomo 12 – Cromossomo X;  + : ganho;  ++ : amplificação; - : perda   

 



  

Tabela 4. Freqüências absoluta e relativa das alterações cromossômicas em tumores primários por caso. 
 
   C 
F 

1          2 3 4 5 6 7 8 9 10

 G                    P G P G P G P G P G P G P G P G P G P

TP 6                    4 5 2 8 15 7 4 5 2 17 3 5 2 5 0 10 7 5 0

% 4,2               

          

          

5,3 3,5 2,6 5,6 20 4,9 5,3 3,5 2,6 11,8 3,9 3,5 2,6 3,5 0 6,9 9,2 3,5 0

TG 10 7 23 11 7 20 7 5 17 5

% 4,5 3,2 10,5 5,0 3,2 9,1 3,2 2,3 7,7 2,3

          

                Continua 

 

Continuação 

   C 
F 

11           12 13 14 15 16 17 18 19 20 TOTAL

                       G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P

TP 8                      7 7 0 14 9 4 2 4 0 7 4 7 2 7 4 9 9 4 0 144 76

% 5,6       

           

           

9,2 4,9 0 9,7 11,8 2,8 2,6 2,8 0 4,9 5,3 4,9 2,6 4,9 5,3 6,3 11,8 2,8 0 65,0 35,0

TG 15 7 23 6 4 11 9 11 18 4 220

% 6,8 3,2 10,5 2,7 1,8 5,0 4,1 5,0 8,2 1,8

 

C: Caso; F: Freqüência; TP: Total Parcial; TG: Total Geral; G: Ganhos; P: Perdas. 
 



 

Tabela 5. Freqüências, absoluta e relativa, das alterações cromossômicas em tumores primários por cromossomo. 

 

   CR 
F 

1           2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

                       G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P

TP 18                      6 2 7 4 1 1 6 3 3 4 10 2 2 6 3 7 3 2 1 8 4

% 12,5 7,9 1,4  

           

           

9,2 2,8 1,3 0,7 7,9 2,1 3,9 2,8 13,2 1,4 2,6 4,2 3,9 4,9 3,9 1,4 1,3 5,6 5,3

TG 24 9 5 7 6 14 4 9 10 3 12

% 11,0 4,1 2,3 3,2 2,7 6,4 1,8 4,1 4,5 1,4 5,5

Continua 

 

Continuação 

  CR 
F 

12           13 14 15 16 17 18 19 20 X TOTAL

                       G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P

TP 10                    5 0 10 2 1 4 1 17 1 14 0 5 3 13 0 20 0 2 9 144 76

% 6,9 6,6   

           

           

0,0 13,2 1,4 1,3 2,8 1,3 11,8 1,3 9,7 0,0 3,5 3,9 9,0 0,0 13,9 0,0 1,4 11,8 65 35

TG 15 10 3 5 18 14 8 13 20 11 220

% 6,8 4,5 1,4 2,3 8,2 6,4 3,6 5,9 9,1 5,0

 

CR: cromossomo; F: Freqüência; TP: Total Parcial; TG: Total Geral; G: Ganhos; P: Perdas. 
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uma perda. Estes cromossomos foram também os que apresentaram maior número 

de ganhos de regiões cromossômicas (18 – 12,5%, 20 – 13,9% e 17 – 11,8%, 

respectivamente). No cromossomo 13 nenhum ganho foi observado. O maior 

número de perdas ocorreu nos cromossomos 6, 13 (10 - 13,2%) e X (9 - 11,8%), 

sendo que nos cromossomos 17, 19 e 20 as mesmas não foram observadas. O 

número médio de ganhos de cópias de DNA foi igual a 6,86 ± 6,09 e o de perdas foi 

igual a 3,62 ± 3,26.  

A Tabela 6 apresenta as freqüências, absoluta e relativa, das alterações 

cromossômicas em linfonodos sentinela por caso. Foram observadas 188 

alterações cromossômicas com um número médio de 9,40 ± 5,22 alterações por 

caso. Assim como nos tumores primários, nos linfonodos sentinela as alterações 

cromossômicas não se distribuíram ao acaso nos 20 linfonodos analisados ( χ2 
19 = 

54,98; P<0,001). Os casos 13 (25 – 13,3%) com 15 ganhos e 10 perdas, 20 (16 – 

8,5%) com sete ganhos e nove perdas e 3 (14 – 7,4%) com 10 ganhos e quatro 

perdas apresentaram o maior número de alterações, enquanto que o caso 11 (2 – 

1,1%) com dois ganhos apresentou o menor número de alterações. Os ganhos de 

cópias de DNA (108) foram mais freqüentes do que as perdas (80) com um número 

médio de 5,40 ± 3,52 e de 4,00 ± 2,60, respectivamente.  

A Tabela 7 apresenta as freqüências, absoluta e relativa, das alterações 

cromossômicas em linfonodos sentinela por cromossomo, observando-se um 

número médio de 8,95 ± 5,54 alterações por cromossomo. Da mesma forma que nos 

tumores primários, foi observado que a distribuição de alterações cromossômicas 

não ocorreu ao acaso entre os cromossomos ( χ2
20

 =68,47; P<0,001). Os 

cromossomos  com  maior número  de  alterações  foram  os  1 (23 – 12,2%) com 17  



 

Tabela 6. Freqüências, absoluta e relativa, das alterações cromossômicas em linfonodos sentinela por caso. 

 

   C 
F 

1          2 3 4 5 6 7 8 9 10

 G                    P G P G P G P G P G P G P G P G P G P

TP 7                    4 3 1 10 4 7 4 6 5 3 6 4 3 6 4 1 6 3 0

% 6,5             

          

          

5,0 2,8 1,3 9,3 5,0 6,5 5,0 5,6 6,3 2,8 7,5 3,7 3,8 5,6 5,0 0,9 7,5 2,8 0,0

TG 11 4 14 11 11 9 7 10 7 3

% 5,9 2,1 7,4 5,9 5,9 4,8 3,7 5,3 3,7 1,6

 

                Continua 

 

Continuação 

   C 
F 

11           12 13 14 15 16 17 18 19 20 TOTAL

                       G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P

TP 2                     0 3 2 15 10 5 5 9 4 6 3 4 5 4 4 3 1 7 9 108 80

% 1,9  

           

           

0,0 2,8 2,5 13,9 12,5 4,6 6,3 8,3 5,0 5,6 3,8 3,7 6,3 3,7 5,0 2,8 1,3 6,5 11,3 57 43 

TG 2 5 25 10 13 9 9 8 4 16 188

% 1,1 2,7 13,3 5,3 6,9 4,8 4,8 4,3 2,1 8,5

 

C: Caso; F: Freqüência; TP: Total Parcial; TG: Total Geral; G: Ganhos; P: Perdas. 



 

Tabela 7. Freqüências, absoluta e relativa, das alterações cromossômicas em linfonodo sentinela por cromossomo. 

 

  CR 
F 

1           2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

                       G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P

TP 17                      6 1 10 0 1 1 7 1 5 6 12 0 1 5 0 5 0 3 1 7 3

% 15,7  

           

           

7,5 0,9 12,5 0,0 1,3 0,9 8,8 0,9 6,3 5,6 15,0 0,0 1,3 4,6 0,0 4,6 0,0 2,8 1,3 6,5 3,8

TG 23 11 1 8 6 18 1 5 5 4 10

% 12,2 5,9 0,5 4,3 3,2 9,6 0,5 2,7 2,7 2,1 5,3

 

                Continua 

 

 CR 
F 

12           13 14 15 16 17 18 19 20 X TOTAL

                       G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P G P

TP 6                    2 1 10 1 1 3 2 10 2 9 0 4 5 14 0 13 0 1 12 108 80

% 5,6 2,5 

           

           

0,9 12,5 0,9 1,3 2,8 2,5 9,3 2,5 8,3 0,0 3,7 6,3 13,0 0,0 12,0 0,0 0,9 15,0 57 43

TG 8 11 2 5 12 9 9 14 13 13 188

% 4,3 5,9 1,1 2,7 6,4 4,8 4,8 7,4 6,9 6,9

 

CR: cromossomo; F: Freqüência; TP: Total Parcial; TG: Total Geral; G: Ganhos; P: Perdas. 
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ganhos e seis perdas, 6 (18 – 9,6%) com seis ganhos e 12 perdas e 19 (14 – 7,4%) 

com 14 ganhos, sendo que dois deles, o 1 e o 19, foram os que apresentaram maior 

número de ganhos (17 – 15,7% e 14 – 13,0%, respectivamente), enquanto que as 

mesmas não foram observadas nos cromossomos 3 e 7. O maior número de perdas 

ocorreu nos cromossomos X, 6 (12 – 15,0%), 2 e 13 (10 – 12,5%). Nos 

cromossomos 8, 9, 17, 19 e 20 as mesmas não foram observadas. O número médio 

de ganhos de cópias de DNA foi igual a 5,14 ± 4,95 e o de perdas foi igual a 3,81 ± 

4,14.  

A Tabela 8 resume as informações sobre as médias de ganhos e perdas de 

alterações cromossômicas por caso e por cromossomo, nos tumores primários e nos 

linfonodos sentinela analisados neste trabalho. Como há várias médias amostrais, a 

comparação estatística apropriada para avaliar simultaneamente a significância das 

diferenças entre as médias é a análise da variância (Fisher, 1924, cf. BEIGUELMAN, 

1988). 

Este teste foi aplicado tanto para casos como para cromossomos 

separadamente. O teste de Bartlett indicou homogeneidade das variâncias em 

ambas as análises: χ2
(3)corr.= 3,02;P >0,30 para casos e χ2

(3)corr.= 6,37;P >0,05 para 

cromossomos. Na análise de variância, os valores de F foram significativos (a 0,05) 

para as variáveis entre alterações cromossômicas, classificadas como ganhos e 

perdas, tanto para casos (F=10,56; G.L.=1 e 76; P <0,05) como para cromossomos 

(F=5,31; G.L.=1 e 80; P <0,05). No entanto, ao aplicarmos tanto o teste de Tukey 

como o de Duncan (que pode ser utilizado para comparar todo e qualquer contraste 

entre duas médias), obtivemos os valores de 5,37 e 4,29, respectivamente para 

casos e 7,64 e 6,14, respectivamente para cromossomos. Estes resultados não 

eram esperados, contrariando os da análise da variância, já que qualquer um deles  



 

Tabela 8. Médias de ganhos (n=144 e 76) e perdas (n=108 e 80) cromossômicas por caso e por cromossomo nos 
tumores primários (A) e nos linfonodos sentinela (B), respectivamente. 
 

A   TUMORES PRIMÁRIOS

   CASO CROMOSSOMO

ALTERAÇÃO       GANHO PERDA TOTAL GANHO PERDA TOTAL

média ± DP 7,20 ± 3,33 3,80 ± 3,90 11,00 ± 6,22 6,86 ± 6,09 3,62 ± 3,26 10,48 ± 5,66 

 

 

 

B   LINFONODOS SENTINELA

   CASO CROMOSSOMO

ALTERAÇÃO       GANHO PERDA TOTAL GANHO PERDA TOTAL

média ± DP 5,40 ± 3,25 4,00 ± 2,60 9,40 ± 5,22 5,14 ± 4,95 3,81 ± 4,14 8,95 ± 5,54 
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é superior à diferença entre as médias de maior e de menor valor tanto para casos 

(7,2 - 3,8 = 3,4) como para cromossomos (6,86 - 3,62 = 3,24). Segundo GOMES 

(1976) “pode ocorrer que o teste F seja significativo, sem que nenhuma das 

diferenças entre as médias seja significativa pelo teste de Tukey. Fatos semelhantes 

ocorrem com o teste de Duncan”.  

Considerando o que acima foi descrito, a significância das diferenças entre as 

médias de alterações cromossômicas, classificadas como ganhos e perdas, para 

casos e para cromossomos foi avaliada pelo teste t de Student, conforme as 

fórmulas apresentadas por BEIGUELMAN (1988). De acordo com o rigor estatístico 

para a utilização do teste t, foi possível realizar o mesmo somente para três 

comparações.  As comparações realizadas foram entre ganhos, entre perdas e entre 

o total de alterações cromossômicas dos tumores primários e das metástases de 

linfonodos sentinela. Assim, para casos a comparação entre as médias de ganhos 

nos tumores primários (7,2) e nos linfonodos sentinela (5,4) foi igual a t =1,73; P 

>0,05 e para perdas nos tumores primários (3,80) e nos linfonodos sentinela (4,0) foi 

igual a: t =0,19; P >0,80. A análise da significância da diferença entre as médias do 

total das alterações cromossômicas (ganhos + perdas) nos vinte casos nos tumores 

primários (11,00) e nos linfonodos sentinela (9,40) indicou um valor  igual a: t=0,88; 

P >0,30. As mesmas comparações, para o número médio de alterações 

cromossômicas nos 21 cromossomos analisados foram realizadas.  A comparação 

entre as médias de ganhos nos tumores primários (6,86) e nas metástases de 

linfonodos sentinela (5,14) foi igual a t = 1,01; P>0,30 e para perdas nos tumores 

primários (3,62) e nas metástases de linfonodos sentinela (3,81) foi igual a t = 0,17; 

P>0,80 e para o total de alterações cromossômicas (ganhos + perdas) nos 21 
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cromossomos nos tumores primários (10,48) e nas metástases de linfonodos 

sentinela (8,95) indicou um valor igual a t = 0,88; P>0,30.  

Os gráficos de 1 a 6 ilustram a distribuição do número de ganhos, de perdas e 

do total de alterações cromossômicas nos tumores primários e nos linfonodos 

sentinela nos 20 casos (gráficos 1 a 3) e nos 21 cromossomos (gráficos 4 a 6).  

É importante ressaltar, que os ganhos de número de cópias de DNA em 

regiões específicas sugerem a presença de proto-oncogenes nas mesmas, assim 

como, perdas em regiões específicas sugerem a presença de genes supressores de 

tumor e, portanto, as análises estatísticas realizadas, comparando estas alterações 

cromossômicas entre si, separadamente, são de relevância biológica. 

Foi de interesse avaliar também a homogeneidade da distribuição do total de 

alterações cromossômicas (ganhos + perdas) nos tumores primários e nos 

linfonodos sentinela nos 20 casos analisados (Tabelas 4 a 7). O valor obtido de 

χ2
19=45,09; P<0,001, indica que as alterações cromossômicas não se distribuíram 

homogeneamente   quando   se   comparam   tumores  primários  e  metástases   em  

linfonodos sentinela entre os casos analisados. A diferença estatisticamente 

significativa deveu-se, principalmente, aos resultados observados nos casos 11, 15, 

19 e 20 onde os χ2 parciais (8,05, 6,32 6,90 e 9,26, respectivamente) totalizaram 

30,53 o que representa 68% do valor do χ2 total. A mesma análise foi realizada para 

avaliar a homogeneidade da distribuição do total de alterações cromossômicas 

(ganhos + perdas) em ambos os grupos nos 21 cromossomos analisados. O valor do  

χ2
20  foi igual a 12,34; P>0,90, sendo estatisticamente não significativo, 

demonstrando  que  as  alterações cromossômicas se distribuíram homogeneamente  
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Gráfico 1. Número de ganhos por caso encontrados nos tumores primários e nas 
metástases em linfonodos sentinela correspondentes. 
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Gráfico 2. Número de perdas por caso encontradas nos tumores primários e nas 
metástases em linfonodos sentinela correspondentes. 
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Gráfico 3. Número total de alterações cromossômicas por caso encontradas nos 
tumores primários e nas metástases em linfonodos sentinela correspondentes por 
caso. 
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Gráfico 4. Número de ganhos por cromossomo encontrados nos tumores primários e 
nas metástases em linfonodos sentinela correspondentes. 
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Gráfico 5. Número de perdas por cromossomo encontradas nos tumores primários e 
nas metástases em linfonodos sentinela correspondentes. 
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Gráfico 6. Número total de alterações cromossômicas por cromossomo encontradas 
nos tumores primários e nas metástases em linfonodos sentinela correspondentes.  
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quando se comparam tumores primários e linfonodos sentinela entre os 

cromossomos analisados. 

Estas informações obtidas através do teste de qui-quadrado foram melhor 

definidas ao aplicarmos aos dados a análise do coeficiente de correlação que 

indicou o grau de dependência entre o número de ganhos dos tumores primários e 

das metástases em linfonodos sentinela, assim como, entre o número de perdas e 

entre o número total de alterações cromossômicas (ganhos + perdas), 

separadamente, de ambos os tecidos nos 20 casos e nos 21 cromossomos 

estudados. Para casos, os valores obtidos não foram significativos para o número de 

ganhos (r = 0,09; t = 0,42; P > 0,50), para o número de perdas (r = 0,067; t = 0,28; P 

> 0,70) e para o número total de alterações cromossômicas (ganhos + perdas) (r = 

0,25; t = 1,13; P > 0,20).   

No entanto, quando as mesmas análises foram feitas considerando os 21 

cromossomos, observou-se resultados significativos para ganhos (r = 0,92; t = 10,37; 

P< 0,001), para perdas (r = 0,91; t = 9,90; P< 0,001) e para o total de alterações 

(ganhos + perdas) (r = 0,83; t = 6,53; P< 0,001). Os gráficos de 7 a 9 ilustram as 

últimas informações apresentadas. 

Foi observado ainda, que 15 dos 20 (75%) casos apresentaram alterações 

cromossômicas compartilhadas, ou seja, que estão presentes tanto em tumores 

primários quanto em linfonodos sentinela do mesmo caso. Os casos 13, 3 e 1 foram 

os que apresentaram maior número de alterações compartilhadas com 12, 10 e nove 

alterações cromossômicas compartilhadas, respectivamente. Estas alterações 

cromossômicas estão apresentadas na Tabela 9. 

Das 408 alterações cromossômicas encontradas neste estudo, 272 (66,7%) 

corresponderam  a  alterações   não  compartilhadas,   ou seja,  que   não  estiveram  
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Gráfico 7. Distribuição do número de ganhos de acordo com os resultados do 
coeficiente de correlação em tumores primários e em metástases nos linfonodos 
sentinela por cromossomo. 
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TPG : número de ganhos em tumores primários; LSG : número de ganhos em metástases 
nos linfonodos sentinela.  
 
 
 
Gráfico 8. Distribuição do número de perdas de acordo com os resultados do 
coeficiente de correlação em tumores primários e em metástases nos linfonodos 
sentinela por cromossomo. 
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TPP : número de perdas em tumores primários; LSP : número de perdas em metástases 
nos linfonodos sentinela.  
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Gráfico 9. Distribuição do número total de alterações cromossômicas (ganhos + 
perdas) de acordo com os resultados do coeficiente de correlação em tumores 
primários e em metástases nos linfonodos sentinela por cromossomo. 
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TPT : número total de alterações cromossômicas (ganhos + perdas) em tumores primários; 
LST : número total de alterações cromossômicas (ganhos + perdas) em metástases nos 
linfonodos sentinela.  
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Tabela 9. Alterações compartilhadas entre os tumores primários e linfonodos 
sentinela. 
 
 

Amostra Alterações Compartilhadas 

1 +1p32~pter, -2q22~36, -4q, -6q13~q23, ++9q21~qter, -13q13~q32, +16, +17, +19 

(N = 9) 

2 -13q13~32 (N = 1) 

3 +1p33~pter, -1p31~p21, +1q33~qter, -2q22~q34, +15q22~q23, +16, +17, +19, +20, 

-Xq21~qter (N = 10)  

4 +1q22~qter,  -1p21~pter, -6q13~q23, ++ 9q31~qter, +16, +20 (N = 6) 

5 +1p32~pter, -6q13~q23, +16p, +17, ++19, +20 (N = 6) 

6 -6q13~q23, -18q21~qter, +19, +Xq13~q22 (N = 4) 

8 +1p32~pter, +18p (N = 2) 

13 -2q22~q34, +9q31~qter, -11q14~q22, +11p15~pter, +12q23~qter,  

-13q13~32, +14q24~qter, +16, +17, +19, +20q, -Xq21~q26 (N = 12) 

14 +18p, +20p (N = 2) 

15 +1p21~q24, +12q23~qter, +16 (N = 3) 

16 +1q22~qter, +2q24~qter, +12q23~qter, -13q13~32, -15q23~qter,  

-16q13~qter (N = 6) 

17 +1p32~pter, +19, +20 (N = 3) 

18 -13q13~32, +16p (N = 2) 

19 +19 (N = 1) 

20 +19 (N = 1) 
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presentes simultaneamente em amostras de tumores primários e metástases em 

linfonodos sentinela do mesmo paciente. O único caso que apresentou freqüência 

maior de alterações cromossômicas compartilhadas do que de não compartilhadas 

foi o caso 1, que apresentou 9 alterações (42,9%) compartilhadas, do total de 21 

alterações cromossômicas encontradas neste caso. O caso 5 apresentou a mesma 

freqüência de alterações cromossômicas compartilhadas e não compartilhadas 

(33,3%), enquanto que os demais casos apresentaram freqüência menor de 

alterações compartilhadas, sendo que 5 dos 20 (25%) casos (casos 7, 9, 10, 11 e 

12) não apresentaram nenhuma alteração cromossômica compartilhada (Tabela 10). 

Em 17 dos 20 (85%) casos foi observada a presença de alterações 

cromossômicas isoladas, ou seja, que ocorreram somente em um caso, seja em 

tumores primários ou em linfonodos sentinela. Em 11 dos 17 (64,7%) casos em que 

estas alterações foram observadas, foi verificado que as mesmas ocorreram tanto 

em tumores primários como em linfonodos sentinela. As alterações isoladas 

encontradas neste estudo estão listadas na Tabela 11. 
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Tabela 10. Número e freqüência de alterações cromossômicas compartilhadas e não 
compartilhadas entre tumores primários e linfonodos sentinela por caso. 
 
 
 

caso Número total 
de alterações 

Alterações Compartilhadas Alterações Não 
Compartilhadas 

  n % n % 
1 21 18 85,8% 3 14,2% 

2 11 2 18,2% 9 81,8% 

3 37 20 54% 17 46% 

4 22 12 54,4% 10 45,6% 

5 18 12 66,6% 6 33,4% 

6 29 8 27,6% 21 72,4% 

7 14 0 0% 14 100% 

8 15 4 26,6% 11 73,4% 

9 24 0 0% 24 100% 

10 8 0 0% 8 100% 

11 17 0 0% 17 100% 

12 12 0 0% 12 100% 

13 48 24 50% 24 50% 

14 16 4 25% 12 75% 

15 17 6 35,2% 11 64,8% 

16 20 12 60% 8 40% 

17 18 6 33,4% 12 66,6% 

18 19 4 21% 15 79% 

19 22 2 9% 20 91% 

20 20 2 10% 18 90% 

Total 408 136 33,3% 272 66,7% 

 
 
TP = tumor primário; LS = linfonodo sentinela; n = número absoluto; % = freqüência 
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Tabela 11. Alterações cromossômicas isoladas. 
 

CASO TUMOR PRIMÁRIO LINFONODO SENTINELA 

3 -3, -7p21~p14, -7q22~q32, -8, 

+12q24.1~qter (N = 5) 

-5q, ++20q12~13.1 (N = 2) 

5 +10q21~pter, +10q24~qter (N = 2)  

 
6 

+3q12~q24, +5q23~qter, +8q, 

+10q21~pter, +10q24~qter, 

+11p15~q21, +12p11.2~p22, 

+14q24~q31, +15 (N = 9) 

-1p, -6p, -14q22~qter, -16q (N = 3) 

 
7 

++8q24.1~qter, +11p14~p12,  

-15q14~q22,  +20q13.3 (N = 4) 

-2p12~p21, -2q14.1~q31, +8p12~22, 

++13q22~q31,  

-15q14~q22 (N = 5) 

8 +3p21~pter, +7q32~qter, 

+11p12~q14 (N = 3) 

+6p21.3~p21.1, +11p12~q14, -18q, -Xq 

(N = 4) 

9 -5p15.2~q23, -9p, -X (N = 3) -5q14~q23, -Xp11.4~p22.1 (N = 2) 

10  +4q33~qter, +11p, +15q24~qter  

(N = 3) 

11 +6p12~p22, -11q14~qter (N = 2) +1p31~p32, +19p (N = 2) 

12 +2p14~p23, +4, +20q13 (N = 3)  

 
13 

-5q12~q22, +8p,  

-8q11.2~q21.3, ++Xq26 (N = 4) 

-3p13~q13.3, -7p15~q31, +8p21~p11.2, 

+8p21~p11.2, +8q23~qter (N = 5) 

14 -2q12~q31 (N = 1) -1p22~p32, -4q13~q26,  

-Xp11.4~p22.1 (N = 3) 

15  -5p15.3~q23 (N = 1) 

16 -8p21~pter (N = 1) +11q, -11p13~p14 (N = 2) 

17 +6p21.1~pter, +17p (N = 2)  

18 -1p21~p34.2, -14q (N = 2)  

19 -9p21~pter, +9p13~q21,  

-Xp22.2~p11.3 (N = 3) 

-10q21~q22, -Xp22.2~p11.3 (N = 2) 

20 +15q22~qter (N = 1) -5q12~q32, +6p (N = 2) 
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5. DISCUSSÃO 
 
 
 O câncer de mama é o segundo tipo de câncer que apresenta maior 

incidência entre as mulheres brasileiras (o de pele não melanoma é o mais 

incidente), afetando uma em cada oito mulheres. Em cerca de 70% das pacientes 

com esta doença no Brasil o diagnóstico ocorre em estágio avançado, 

determinando, conseqüentemente, uma alta mortalidade (MS/INCA, 2006). 

  A caracterização dos linfonodos axilares, quanto à presença de células 

malignas, é o fator prognóstico mais eficaz nesta doença (LINDAHL et al., 2000), 

sendo que a presença de metástase nos mesmos confere um alto risco de 

recorrência da doença (HERMSEN et al., 1998). No entanto, o estadiamento 

baseado na análise de linfonodos axilares, que submete o paciente a um 

procedimento clínico invasivo de esvaziamento axilar, resulta em uma alta taxa de 

morbidade aos pacientes (REINTGEN et al., 2000; SAKORAFAS et al.,2000).  

 Com o objetivo de reduzir a morbidade gerada por este procedimento e 

aumentar a sobrevida do paciente livre de doença, a técnica de biópsia do linfonodo 

sentinela tem sido utilizada em várias instituições clínicas, contituindo-se num 

procedimento eficaz e clinicamente menos invasivo e agressivo de estadiamento. O 

linfonodo sentinela, em cânceres de mama invasivos, é o primeiro linfonodo da 

drenagem linfática tumoral que será atingido pelas células malignas mamárias, 

representando o primeiro sítio de metástase axilar. Se o exame histológico deste 

linfonodo indicar a ausência de metástases, pode-se admitir que as mesmas não 

estão presentes em linfonodos axilares mais distantes, e o tumor está, 

possivelmente, limitado ao seu sítio primário. Por outro lado, a detecção de células 
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malignas no linfonodo sentinela é uma indicação para o esvaziamento axilar 

(GIULIANO, 1996; VERONESI et al., 1999; 2001).   

Desta forma, a avaliação deste linfonodo para a detecção da presença de 

células tumorais malignas, principalmente quando em baixas freqüências, são de 

extrema importância. Os métodos atualmente disponíveis, que incluem a análise 

histopatológica e menos freqüentemente a detecção de marcadores moleculares 

(RNAm) por análise de RT-PCR, não apresentam sensibilidade satisfatória. Há 

necessidade, portanto, do desenvolvimento e implementação de métodos mais 

sensíveis e de melhor resolução para a detecção segura de células malignas neste 

linfonodo, principalmente nos casos onde a análise histopatológica é negativa. 

A análise citogenética do linfonodo sentinela é de grande importância para o 

reconhecimento e compreensão dos mecanismos iniciais que estão relacionados ao 

processo de metastatização.  

A citogenética clássica teve um extraordinário avanço no início da década de 

70 quando CASPERSSON e colaboradores desenvolveram o bandeamento 

cromossômico que permitiu não só a identificação de cada um dos cromossomos do 

genoma, mas também a precisa identificação de alterações cromossômicas. Porém, 

alterações genéticas sutis não são detectáveis por métodos de bandeamento e além 

disso, a análise cromossômica exige um trabalho intenso e tem limitações que 

incluem a inconsistência da resolução das bandas e a dificuldade em visualizar 

alguns rearranjos devido às propriedades da coloração de determinadas regiões do 

genoma. Para superar tais limitações e para detectar alterações que envolvem 

regiões pequenas abaixo do nível de resolução das bandas cromossômicas, 

métodos de hibridização in situ foram desenvolvidos nos anos 80 e 90, sendo a de 

Hibridização in situ por Fluorescência (FISH), o método utilizado mais comum 
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(PINKEL et al., 1986). Neste, o DNA é marcado e usado como sonda para hibridizar 

regiões específicas dos cromossomos humanos. Além de sondas específicas de 

segmentos gênicos estão disponíveis, comercialmente, sondas teloméricas, 

centroméricas e do tipo pintura cromossômica, que marcam o cromossomo por 

inteiro. A hibridização genômica comparativa (CGH), um dos procedimentos 

derivados da FISH é uma das mais apropriadas estratégias para a triagem de 

alterações no genoma como um todo. Esta técnica permite a análise, em um único 

experimento, de alterações do número de cópias de DNA de todo o genoma. O DNA 

teste (tumoral) e o DNA de referência (normal) são marcados por diferentes 

moléculas repórteres na presença de Cot -1 DNA, usado para bloquear seqüências 

repetitivas do genoma, e são hibridizados simultaneamente em cromossomos 

metafásicos normais, sendo possível definir um perfil linear de ganhos e perdas do 

número de cópias de DNA (revisado por SHAFFER e BEJJANI, 2004). 

A CGH foi utilizada para caracterizar as alterações cromossômicas presentes 

nas células tumorais dos linfonodos sentinela (CAVALLI et al., 2003). Este método 

apresenta uma melhor resolução em DNA, e é capaz de detectar alterações 

cromossômicas em amostras que apresentam pelo menos 30% de células tumorais. 

Adicionalmente, as alterações no DNA ocorrem e podem ser detectadas 

anteriormente às alterações histopatológicas, sendo de grande utilidade para a 

detecção de células malignas em tumores em fase inicial de desenvolvimento, 

quando os mesmos ainda não são detectados em nível clínico (BUERGER et al., 

2001). 

Neste estudo, a CGH foi utilizada com o objetivo de identificar e caracterizar 

as alterações cromossômicas que ocorrem durante a progressão tumoral mamária, 

mais especificamente as que envolvem a invasão e estabelecimento das células 
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malignas do seu sítio primário na mama (carcinoma invasivo) ao seu primeiro sítio 

de metastatização nos linfonodos axilares (linfonodo sentinela). Foram analisadas 20 

amostras de tumores mamários primários e metástases em seus linfonodos 

sentinela correspondentes, com o objetivo de identificar a presença de alterações do 

número de cópias de DNA em diferentes regiões do genoma humano. 

 

5.1. Alterações Cromossômicas Freqüentes nos Tumores Primários 

 

 Os cromossomos com maior número observado de alterações nas amostras 

analisadas de tumor primário foram os cromossomos 1 (24 - 11,0%) com 18 ganhos 

e seis perdas, o  20 (20 - 9,1%) com 20 ganhos e o 16 (18 – 8,2%) com 17 ganhos e 

uma perda, sendo que estes foram os cromossomos que apresentaram maior 

número de ganhos (18 – 12,5%, 20 – 13,9% e 17 – 11,8%, respectivamente) (tabela 

5; gráficos 4 a 6).  

Alterações no cromossomo 1 são freqüentemente relatadas em tumores de 

mama, assim como em uma variedade de outros tumores de tecidos sólidos, onde 

aberrações estruturais, além de perdas e ganhos em ambos os braços 

cromossômicos são encontrados (BOCKMUHL et al., 1998; CHEN et al., 1998; 

GEORGIADES et al., 1999; LU et al., 1999; TARUSCIO et al., 2000; STRUSKI et al., 

2002; TEIXEIRA et al., 2002; CHAUDHARY e SCHMIDT, 2006).  

Ganhos em 1q foram identificados em 6 dos 20 (30%) casos analisados neste 

estudo, correspondendo a 25% das alterações observadas neste cromossomo. A 

alta freqüência de ganho nessa região foi verificada por CGH em uma série de 

outros estudos (NISHIKAZI et al., 1997; HERMSEN et al., 1998; TIRKKONEN et al., 

1998; LARRAMENDY et al., 2000; LOVEDAY et al., 2000; FUNG et al., 2001; 
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CINGOZ et al., 2003; RENNSTAM et al., 2003; FARABEGOLI et al., 2004) sendo em 

muitos casos a alteração mais freqüente (HERMSEN et al., 1998; TIRKKONEN, et 

al., 1998; FUNG, et al., 2001; FARABEGOLI, et al., 2004). Porém, ao contrário dos 

estudos por último citados, ganhos em 1p foram as alterações mais freqüentes no 

presente estudo, correspondendo a 50% das alterações no cromossomo 1, sendo 

observados em 12 dos 20 (60%) casos estudados. Esta alteração foi previamente 

observada em alta freqüência apenas por LOVEDAY et al. (2000) que, estudando 44 

carcinomas ductais e 8 carcinomas lobulares, identificaram, além de 1p, outras 

regiões, como 4q, 5q, 6q e 13q, que não haviam sido citadas previamente, com 

significante aumento no número de cópias de DNA. 

As perdas em 1p corresponderam a 25% das alterações encontradas no 

cromossomo 1, observadas em 6 dos 20 (30%) casos estudados. Esta alteração 

também foi descrita por outros pesquisadores, como um evento recorrente em 

tumores de mama (COURJAL e THEILLET, 1997; HERMSEN et al., 1998; 

TIRKKONEN et al., 1998).  

Estudos utilizando CGH-array  têm sido realizados, com o objetivo de refinar a 

identificação das regiões cromossômicas alteradas em câncer de mama e facilitar a 

identificação de genes em tais regiões, através do mapeamento de alta resolução de 

ganhos e perdas genômicas em um único experimento, permitindo uma avaliação 

loco por loco do número de cópias de DNA (PINKEL et al., 1998). Um arranjo de 

“spots” pequenos em uma lâmina de vidro, os quais contém variadas seqüências 

clonadas de DNA genômico, normalmente clones inseridos em cromossomos 

artificiais de bactéria (BACs), é usado como alvo para hibridização ao invés do uso 

de cromossomos metafásicos (SOLINAS-TOLDO et al., 1997).  
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Assim como em estudos usando CGH convencional, os estudos que 

utilizaram CGH-array também mostraram que ganhos em 1q são freqüentes em 

cânceres de mama (LOO et al., 2004; HAN et al., 2005; NESSLING et al., 2005; 

FRIDLYAND et al., 2006).  

A alta freqüência de alterações no cromossomo 1 determinou a intensificação 

de estudos para a localização de genes presentes neste cromossomo que estejam 

envolvidos com a carcinogênese mamária. Com esse objetivo, ORSETTI et al. 

(2006) combinaram a análise por CGH array e a de perfis de expressão gênica no 

estudo de 30 linhagens celulares e 30 amostras de cânceres primários de mama. 

Utilizando microarrranjos, contendo clones de seqüências genômicas específicas 

para regiões de ambos os braços do cromossomo 1, estes autores observaram 

ganhos em 1q em mais de 60% das amostras analisadas, os quais estavam 

relacionados a um aumento na expressão de genes localizados nesta região. 

Através da análise de expressão gênica, por microarranjos de DNA contendo genes 

candidatos localizados em 1q, foram identificados 30 genes com expressão 

significativamente aumentada. Quase todos os genes identificados foram 

recentemente propostos como candidatos a estarem envolvidos na carcinogênese 

mamária, com diferentes funções biológicas, como por exemplo, os genes PIP5K1A, 

MAPBPIP, RAB25A, PCTK3, RAB4 e MPZL1 que são reguladores positivos da 

proliferação celular; os genes USF1, JARID1B, TBX19 e CROC4 que possuem 

produtos relacionados à regulação transcricional ou à remodelagem da estrutura da 

cromatina e os genes VPS45A, ARF1, LYST, CCT3 que estão envolvidos no 

transporte celular (revisado por ORSETTI et al., 2006). 

Em outro estudo recente, STANGE et al. (2006) analisaram 18 amostras de 

carcinomas ductais invasivos e 21 amostras de carcinomas lobulares invasivos por 
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CGH – array. Observando ganhos em 1q, através de uma análise minuciosa desta 

região foram identificados dois genes: FMO2 e PTGS2 (COX2). O gene FMO2 não 

foi considerado relevante na biologia do câncer em estudos prévios. Por outro lado, 

o gene PTGS2 (COX2) está desregulado em tumores epiteliais e tem sido associado 

com cânceres de mama mais agressivos (tumores com tamanho grande, linfonodos 

axilares positivos e ERBB2 positivos) (Arun et al., 2004; Saji et al., 2004, citados por 

STANGE et al., 2006). Ainda, admite-se que o produto protéico do gene PTGS2 

(COX2), a Prostaglandina E2, tenha uma função importante no estímulo da síntese 

de estrógeno e conseqüentemente, na carcinogênese de tumores de mama 

(BRODIE et al., 2001). Além disso, SINGH et al. (2005) observaram que a expressão 

aumentada do gene PTGS2 (COX2), em células de câncer de mama, potencializa a 

mobilidade celular e a capacidade de invasão das mesmas, sugerindo sua 

participação no mecanismo de formação de metástases. 

A pesquisa de genes candidatos, envolvidos na carcinogênese mamária em 

1p, identificou proto-oncogenes, como o NRAS, localizado em 1p13.2 (MITCHELL et 

al., 1990). Este gene possui atividade de GTPase que auxilia na transmissão de 

sinais provenientes de receptores de fatores de crescimento, existentes na superfície 

da célula. Conseqüentemente, a sua ativação descontrolada, observada em tumores 

de mama e em outros tumores humanos, transmite sinais imprecisos determinando a 

desregulação da proliferação celular (ALBERTS et al., 2004). Entretanto, mutações 

no gene NRAS em cânceres de mama primários são raras (MIYAKIS et al., 1998), 

apesar da expressão aumentada do mesmo ter sido observada por alguns autores 

(DATI et al., 1991; WANG et al., 1998).  Estas observações sugerem que a função 

do gene NRAS selvagem pode ser regulada produzindo quantidade exacerbada de 
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seu produto protéico, sem que a seqüência nucleotídica do gene seja alterada  

(MALANEY e DALY, 2001). 

A segunda alteração mais freqüente, encontrada em todos os casos 

analisados neste estudo, foram os ganhos no cromossomo 20, em todo o 

cromossomo em 11 dos 20 (55%) casos, no braço longo em 5 dos 20 (25%) casos e 

no braço curto em 3 dos 20 (15%) casos. Uma série de estudos relata alta 

freqüência de ganhos no cromossomo 20 tanto por citogenética clássica como por 

CGH (TIRKKONEN et al., 1998; LARRAMENDY et al., 2000; FUNG et al., 2001; 

TEIXEIRA et al., 2002; CINGOZ, et al., 2003; RENNSTAM et al., 2003; 

FARABEGOLY et al., 2004) e ainda por CGH-array (NESSLING et al., 2005; 

FRIDLYAND et al., 2006). 

TEIXEIRA et al. (2002) encontraram uma freqüência próxima de 11% de 

ganho de número de cópias de DNA na região 20p13~q13, e em todo o cromossomo 

20 que, como ganhos nos cromossomos 7, 12 e 18, foram as alterações mais 

freqüentes descritas por estes autores. Dos 55 carcinomas primários de mama 

analisados por TIRKKONEN et al. (1998), 18% apresentaram ganho em 20q13. A 

análise de 40 tumores primários de mama de mulheres chinesas mostrou que o 

ganho de todo o cromossomo 20 e de pequenas regiões do mesmo (20q12~13.2), 

também são eventos comuns nesta população, apresentando uma freqüência de 

35% (FUNG et al., 2001). Em outros estudos, ganhos em 20q foram observados em 

freqüências acima de 60% (LARRAMENDY et al., 2000; RENNSTAM et al., 2003). 

Ganhos em 20q têm sido associados com um fenótipo tumoral mais agressivo 

(TANNER et al., 1996; TIRKKONEN et al., 1998; BUERGER et al., 2000), com alto 

grau histológico, linfonodos axilares positivos, tamanhos maiores do tumor, altas 
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taxas de proliferação celular e com pacientes com células tumorais negativas para o 

receptor de progesterona (PgR) (RENNSTAM et al., 2003).  

Assim como observado no cromossomo 1, a alta freqüência de alterações 

encontradas no braço longo do cromossomo 20, levou à intensificação de estudos 

moleculares em genes localizados nesta região. Três genes com envolvimento na 

carcinogênese mamária foram identificados: AIB1, BTAK e PTP1B. O gene AIB1, 

localizado em 20q12, é um membro da família SRC-1 de coativadores de receptores 

nucleares (ANZICK et al., 1997) e cuja amplificação e expressão aumentada têm 

sido observadas em câncer de mama (KUREBAYASHI et al., 2000). Sua 

amplificação interfere na transcrição dependente de estrógeno e sua interação com 

tais receptores caracteriza o gene AIB1 como um componente importante da via de 

resposta ao estrógeno, sugerindo que a desregulação de expressão do mesmo 

resulte numa vantagem seletiva para o crescimento tumoral (KUREBAYASHI et al., 

2000). Além disso, foi observado que a inativação de AIB1 suprime a iniciação, 

progressão e formação de metástases mamárias induzidas pelo oncogene RAS em 

camundongos que apresentam taxas normais, elevadas, ou baixas de hormônios 

ovarianos. Estas observações sugerem que o gene AIB1 atua como um oncogene, 

cuja via de sinalização pode conter alvos úteis para prevenção e tratamento do 

câncer de mama (KUANG et al., 2004).  

O gene BTAK, localizado em 20q13 (SEN et al., 1997), codifica uma proteína 

pertencente à família das serinas/treoninas quinases. A fosforilação dos resíduos de 

serina e treonina está envolvida no controle de diversos processos celulares, 

incluindo a amplificação centromérica necessária à regulação da segregação 

cromossômica (COHEN et al., 1989). Falhas neste processo parecem ter um papel 

importante na transformação neoplásica por aumentar a incidência de mitoses 
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multipolares e aneuploidias e conseqüentemente levar à instabilidade genômica 

(NIGG, 2002). A amplificação e expressão aumentada do gene BTAK têm sido 

relatadas em cânceres de mama, podendo representar um evento inicial na 

carcinogênese mamária, resultando em transformação maligna através da indução 

de instabilidade genética (PIHAN et al., 2003; ROYCE et al., 2004; WANG et al., 

2006). Além disso, descrições de associações positivas entre a expressão 

aumentada do gene BTAK com tumores de alto grau histológico e negativos para 

receptores de estrógeno e progesterona, sugerem que este evento possa indicar um 

pior prognóstico e resistência à terapia endócrina (MIYOSHI et al., 2001). 

Além dos genes acima mencionados, o oncogene PTP1B (protein tyrosine 

phosphatase 1B), como o AIB1, localiza-se em 20q12 e tem a função de fosforilar 

resíduos de tirosina em proteínas, como por exemplo, a codificada pelo proto-

oncogene ERBB2. Analisando 29 amostras de tumores mamários, WIENER et al. 

(1994), observaram que a expressão aumentada de PTP1B ocorreu em 72,4% dos 

tumores mamários estudados, atingindo expressão máxima em 37,9% dos mesmos. 

Foi observada ainda uma associação positiva entre a expressão aumentada dos 

genes PTP1B e ERBB2, com a expressão de ambos ocorrendo em 90% dos 

tumores analisados. Mais recentemente, JULIEN et al. (2007) observaram em 

tumores mamários de camundongos, induzidos pelo oncogene ERBB2, um retardo 

de desenvolvimento nos animais que não expressaram a proteína Ptpn1 ou nos 

quais um inibidor de PTP1B foi administrado.  Estes achados sugerem que o gene 

PTP1B possa atuar na proteção do desenvolvimento de metástases mamárias, 

podendo ser um novo e potencial alvo terapêutico para pacientes com neoplasia 

mamária. 
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Ganhos do número de cópias no cromossomo 16 foi a terceira alteração mais 

freqüente nos tumores primários estudados no presente estudo, sendo observada 

em 16 dos 20 (80%) casos estudados. Ganhos em todo o cromossomo 16 ocorreram 

em 10 dos 20 (50%) casos, ganhos em 16p ocorreram em 5 (25%) casos e ganho 

em 16q22~qter em 2 (10%) casos. A única perda de segmentos cromossômicos foi 

detectada na região 16q13~qter. 

Alta freqüência de ganhos em 16p foi previamente descrita em diversos 

estudos (TIRKKONEN et al., 1998; ROYLANCE et al., 1999; LOVEDAY et al., 2000; 

FUNG et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2002; CAVALLI et al., 2003; RENNSTAM et al., 

2003; KORSCHING et al., 2004; STANGE et al., 2006). No entanto, a alta freqüência 

de ganho do número de cópias de todo o cromossomo 16 observada neste estudo, 

não foi descrita previamente. Na maioria dos trabalhos a alteração mais 

freqüentemente observada é a perda em 16q (NISHIKAZI et al., 1997; TIRKKONEN 

et al., 1998; CLETON-JANSEN, 2002; TEIXEIRA et al., 2002; RENNSTAM et al., 

2003; ; ROYLANCE et al., 2006; STANGE et al., 2006). Admite-se que a freqüência 

elevada dessa alteração tenha importância individual no desenvolvimento do câncer 

mamário, e  especula-se que a presença simultânea do ganho em 1q e perda em 

16q esteja associada a etapas iniciais da tumorigênese mamária (TIRKKONEN et 

al., 1998; BUERGER et al., 2000) e a fatores prognósticos favoráveis, como a 

presença de receptores de estrógeno e progesterona e uma taxa de sobrevida geral 

maior do que em outros pacientes (RENNSTAM et al., 2003; FARABEGOLI et al., 

2004). No nosso estudo apenas um caso apresentou perda em 16q (16q13~qter) o 

que não permite avaliações consistentes. Em conseqüência das freqüentes 

observações de perdas de segmentos cromossômicos no braço longo do 

cromossomo 16, como acima mencionado, são comuns os trabalhos que objetivam a 
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localização de genes supressores de tumor nesta região (KUMAR et al., 2005; VAN 

WEZEL et al., 2005; RAKHA et al., 2006; ROYLANCE et al., 2006) principalmente 

pela análise de perda de heterozigosidade (FRENGEN et al., 2000; DROUKAKOU et 

al., 2001; CLETON-JANSEN et al., 2002; 2004). 

Ao contrário, em 16p objetiva-se, principalmente a localização de oncogenes. 

Após definir uma pequena região de ganho em 16p (16p11.2), cuja alteração esteve 

presente em todos os 40 cânceres de mama invasivos com ganho em 16p, STANGE 

et al. (2006) identificaram quatro genes nesse segmento cromossômico, com 

possível envolvimento na patogênese tumoral mamária: RNF40, BCL7C, FUS e 

ITGAX. Porém, apenas os genes BCL7C e FUS foram observados com expressão 

significativamente aumentada em carcinomas lobulares invasivos pelos mesmos 

autores. O gene BCL7C é semelhante ao gene BCL7A (12q24.1), cuja função está 

associada ao controle da apoptose e foi clonado em linhagem celular proveniente de 

Linfoma de Burkitt, contendo uma translocação complexa 

t(8;14;12)(q24.1;q32.3;q24.1) (ZANI et al., 1996).  O gene FUS (16p11), por sua vez, 

está envolvido na translocação t(12;16)(q13;p11) com o gene CHOP (12q13), 

gerando uma proteína de fusão FUS/CHOP que se comporta como uma ativadora 

transcricional com capacidade de transformação celular in vitro em liposarcomas 

(ZINSZNER et al., 1994; SCHWARZBACH et al., 2004) e cuja identificação tem sido 

considerada importante para o diagnóstico dos mesmos (RIVERO et al., 2006). 

Apesar destas informações, o envolvimento de ambos os genes em cânceres de 

mama necessita de melhor esclarecimento. 

Um maior número de estudos, analisando detalhadamente o braço curto do 

cromossomo 16 é necessário, para a identificação e definição das regiões que 

apresentam genes amplificados e/ou com expressão aumentada, o que poderá 
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permitir o esclarecimento da participação dessa região cromossômica na 

tumorigênese mamária. 

 

5.2. Alterações Cromossômicas Freqüentes em Linfonodos Sentinela 

 

Nas amostras de linfonodos sentinela, os cromossomos observados neste 

estudo com maior número de alterações foram os cromossomos 1 (23 – 12,2%) com 

17 ganhos e seis perdas, 6 (18 – 9,6%) com seis ganhos e 12 perdas e 19 (14 – 

7,4%) com 14 ganhos (Tabela 7 e Gráficos 4 a 6). 

Dos 17 ganhos encontrados no cromossomo 1, oito (47%) ocorreram na 

região 1p32~pter, três (17,6%) em 1q22~qter e seis (35,3%) ocorreram em regiões 

diferentes observadas em apenas um caso. Das seis perdas detectadas, três (50%) 

envolveram regiões específicas diferentes (-1p21~pter, -1p22~32 e -1p34.2~p21) 

que foram observadas em casos distintos (casos 4, 14 e 20, respectivamente), duas 

(33,3%) ocorreram em 1p31~p22 (casos 3 e 13), e uma perda envolveu o braço 

curto inteiro do cromossomo 1 (caso 6).  

Como nos tumores primários, ganhos em 1q foram também observados por 

outros autores em lesões metastáticas. NISHIKAZI et al. (1997) encontraram uma 

freqüência superior a 35% de ganhos em 1q em linfonodos axilares de 11 pacientes 

com tumores primários de mama. Nas 29 amostras de metástases estudadas por 

KUUKASJÄRVI et al. (1997a) correspondentes a tumores primários de mama, 

localizados em diversos sítios anatômicos (incluindo linfonodos regionais, área 

supraclavicular, pulmão, cavidade abdominal, medula óssea e outros), foi 

encontrada uma freqüência de 52% de ganhos em 1q e 28% de perdas em 1p.  
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Alterações no número de cópias do DNA no cromossomo 6 foi a segunda 

alteração mais freqüente observada em linfonodos sentinela neste estudo, sendo 

que 10 das 12 (83%) perdas encontradas corresponderam à região 6q13~23. Perdas 

em 6q, também foram encontradas por outros autores, com freqüências variáveis: 

superior a 35% (NISHIKAZI et al.,1997) e 17% em 6cen~q22 (KUUKASJÄRVI et al., 

1997a).  

Estudos investigando a perda de heterozigosidade nesta região, levaram à 

identificação de alguns genes supressores tumorais. BILANGES et al. (1999) 

analisaram a possível inativação do gene ZAC, o qual está localizado em 6q24-q25, 

em oito linhagens celulares de câncer de mama e em 45 tumores primários. 

Nenhuma mutação foi detectada na região codificadora do gene ZAC nos 45 

tumores primários, porém, as linhagens celulares mostraram redução ou ausência 

de expressão deste gene, sugerindo que o mesmo esteja envolvido no processo de 

carcinogênese mamária. ZELLER et al. (2003) identificaram um possível gene 

supressor em 6q24.3, denominado SASH1. Este gene apresentou expressão 

reduzida em 74% dos tumores de mama em comparação com o tecido epitelial 

mamário normal. Mutações na região codificadora deste gene não foram 

identificadas, levando os autores a sugerir que outros mecanismos, como por 

exemplo, metilação da região promotora do gene SASH1, podem ser responsáveis 

pela perda da expressão do mesmo em tumores primários e metastáticos.  

Outro gene candidato, localizado em 6q23~24 é o HIVEP2, que pertence à 

uma família de genes que codificam proteínas que atuam como fatores de 

transcrição. O nível de expressão protéica deste gene foi descrito como 

significativamente reduzido em cânceres de mama em relação ao tecido normal, 
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sugerindo que este possa ser um dos eventos genéticos a contribuir para o câncer 

de mama (FUJII et al., 2005). 

A terceira alteração mais freqüente em linfonodos sentinela encontrada neste 

estudo, ganhos no cromossomo 19, foi identificada em 13 dos 20 (65%) casos 

analisados. No entanto, alterações neste cromossomo não foram observadas por 

nenhum dos estudos citados anteriormente (NISHIKAZI et al., 1997; KUUKASJÄRVI 

et al., 1997a).  

O gene RAI, localizado em 19q13.2, codifica um inibidor do regulador 

transcricional NFKB estando, portanto, possivelmente envolvido no controle 

transcricional, mais precisamente no controle da divisão celular e/ou apoptose 

(YANG et al., 1999). O aumento da atividade de NFKB tem sido associado com 

diversos tipos de câncer (revisado por RAYET et al., 1999), o que pode ocorrer 

devido à baixa concentração ou deficiência funcional do produto do gene RAI 

(GILMORE et al., 2001). Além disso, foi demonstrado que NFKB regula a transcrição 

do gene BRCA2 (WU et al., 2000), um dos genes que confere pré-disposição ao 

câncer de mama. Para verificar o envolvimento do gene RAI em cânceres de mama, 

NEXO et al. (2003) investigaram a ocorrência desta neoplasia com relação a sete 

SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms - Polimorfismo em um único nucleotídeo) 

na região 19q13.2 em 425 casos, encontrando um haplótipo específico associado a 

um alto risco de desenvolvimento de câncer de mama observado em mulheres pós-

menopausa com idade inferior a 55 anos. Utilizando cinco dos sete SNPs do 

trabalho citado anteriormente, VOGEL et al. (2004) observaram que o mesmo 

haplótipo também está associado com o risco aumentado de desenvolvimento de 

câncer de pulmão.  
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O gene CAG, situado em 19q13.4, também tem sido associado ao câncer de 

mama, através de sua expressão diferencial. Este gene foi observado com níveis 

superiores de expressão em tecidos tumorais em relação aos tecidos mamários 

normais (YOUSEF et al., 2004). 

Estudos relatando alterações recorrentes no cromossomo 19, como já 

referido, não são freqüentes em carcinomas mamários, permanecendo 

desconhecido o papel destas alterações e correspondentes genes envolvidos nestes 

tumores. 

 

5.3. Comparação dos Resultados em Tumores Primários e Linfonodos 

Sentinela Correspondentes 

 

Nos 20 casos estudados neste trabalho, as alterações cromossômicas 

observadas foram comparadas entre os tumores primários e metástases em seus 

linfonodos sentinela correspondentes. Este tipo de comparação foi realizado em 

ambos os grupos dentro de um mesmo caso, e de caso para caso.  

Estudos na literatura também realizaram comparações de alterações 

genéticas entre lesões primárias e metastáticas com o objetivo de definir se o 

mesmo padrão de alterações ocorre em ambos os tecidos, se há alterações nos 

tumores primários que predispõem a ocorrência de metástases ou se há alterações 

apenas em metástases e não em tumores primários (BERNARDINO et al., 1997; 

KUUKASJÄRVI et al. 1997a; NISHIKAZI et al., 1997; PANDIS et al., 1998; TEIXEIRA 

et al., 2002). No entanto, até o momento, apenas um estudo com tal objetivo 

específico foi realizado em linfonodos sentinela correspondentes (CAVALLI et al., 

2003), o qual analisou seis dos casos  do presente estudo. 
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No presente estudo, foi observado um número maior de alterações 

cromossômicas em tumores primários (220) do que em metástases em linfonodos 

sentinela (188). Porém, esta diferença não foi estatisticamente significativa (t = 0,88; 

P > 0,30). Da mesma forma, não foram estatisticamente significativas as diferenças 

entre as médias do número de alterações cromossômicas quando foi considerado, 

separadamente, ganhos e perdas, comparando tais alterações entre ambos os 

grupos estudados, dentro dos 20 casos estudados (t = 1,73; P > 0,05 e t = 0,19; P > 

0,80, respectivamente) e dentro dos 21 cromossomos analisados (t = 1,01; P > 0,30 

e t = 0,17; P = 0,80).  

Em 10 dos 20 (50%) casos analisados foi observada uma maior freqüência 

relativa de alterações cromossômicas em tumores primários do que em metástases 

de linfonodos sentinela. NISHIKAZI et al. (1997) ao comparar em 11 pares de 

tumores primários e suas metástases em linfonodos axilares, observaram um 

número maior de alterações cromossômicas nos linfonodos quando comparados 

com os tumores primários. Estudos citogenéticos anteriores indicaram uma relação 

clonal entre as alterações cromossômicas presentes em tumores primários e suas 

metástases linfonodais correspondentes. No entanto, as alterações nos linfonodos 

são descritas como geralmente geneticamente menos heterogêneas do que as 

presentes nos tumores primários. Esta constatação é possivelmente resultante da 

pressão seletiva a que as células malignas são submetidas durante a progressão 

tumoral, sendo que apenas um ou poucos dos múltiplos clones que estão presentes 

nos tumores primários, metastatizam (TEIXEIRA et al., 1996b; PANDIS et al. 1998; 

ADEYINKA et al. 2000).  

Em 15 dos 20 (75%) casos foi observada pelo menos uma alteração 

cromossômica em comum entre as amostras pareadas (Tabela 9). Freqüências 
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semelhantes foram descritas por KUUKASJÄRVI et al. (1997a), que identificaram 

relação clonal em 70% das metástases e dos cânceres primários correspondentes e 

30% de divergência. Entre as alterações observadas em comum nos dois grupos 

estudados por estes autores estão: ganhos em 1q, 3q26qter, 6p22, 7p21~qter, 8q 

17q22~q24 e perdas em Xp, 8p, 9p, 11q14~qter, 13cen~q14, 16q, 17p e 22q. 

Em nosso estudo, as alterações mais comuns em ambas os grupos foram: 

ganhos nos cromossomos 19 (8 casos), 16 (5 casos), 1p32~pter (4 casos), 20 (4 

casos), 17 (4 casos), 12q23~qter (3 casos), 1q22~qter (2 casos), 18p (2 casos) e 

perdas em 13q13~32 (5 casos), 6q13~q23 (4 casos), 2q22~q34 (2 casos). As 

demais alterações compartilhadas entre os dois grupos de tumores estudados foram 

observadas em apenas um caso (tabela 9). Ganhos em 1q e 17q, e perdas em 6q e 

13q foram descritas por NISHIKAZI et al. (1997) como alterações freqüentes em 

tumores de mama primários e nos linfonodos axilares correspondentes. As mesmas 

também foram observadas em tumores primários pareados com tumores 

metastáticos localizados em diferentes sítios anatômicos por KUUKASJÄRVI et al. 

(1997a), indicando uma íntima relação clonal entre essas lesões. 

Ganhos de todo o cromossomo 16, 17, 19 e 20, em 12q23~qter e em 18p e 

perda em 2q22~q34 observados no presente estudo, não foram alterações 

comumente compartilhadas por tumores primários e metastáticos de mama nos 

trabalhos descritos na literatura (NISHIKAZI et al.,1997; KUUKASJÄRVI et 

al.,1997a).  

Os nossos dados e os descritos na literatura, permitem inferir que ganhos em 

1q e 17q e perdas em 6q e 13q ocorrem em estágios iniciais da carcinogênese 

mamária, precedendo alterações mais complexas que ocorrem durante a progressão 

metastática. Mais estudos, comparando neoplasias primárias e sítios metastáticos 
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correspondentes, devem ser realizados para confirmar o possível envolvimento da 

presença adicional de todo o cromossomo 16, 17, 19 e 20, de ganhos em 

12q23~qter e 18p e de perdas em 2q22~q34, que foram observadas em alta 

freqüência em nosso estudo. 

Das 220 alterações cromossômicas detectadas nos 20 casos de tumor 

primário, 45 (20,5%) foram observadas em somente um caso, em um dos grupos 

analisados. Freqüência semelhante foi observada nos linfonodos sentinela (37/188 = 

19,7%) (tabela 11). As alterações encontradas neste trabalho em somente um dos 

grupos analisados (tumor primário ou linfonodo sentinela) sugerem que as mesmas  

tenham se originado ao acaso e podem representar uma heterogeneidade genética  

intratumoral, como relatado anteriormente por NISHIKAZI et al. (1997). 

As alterações cromossômicas encontradas no presente estudo distribuíram-se 

homogeneamente entre tumores primários e metástases em linfonodos sentinela nos 

21 cromossomos analisados (χ2
20 = 12,34; P > 0,90). Porém, quando  a mesma 

comparação foi realizada entre os 20 casos estudados observou-se que as 

alterações cromossômicas não distribuíram-se homegeneamente (χ2
19 = 45,09; 

P<0,001). Os valores de qui-quadrado parciais obtidos nos casos 11, 15, 19 e 20 

foram os principais responsáveis por esta diferença significativa. Na tentativa de 

estabelecer uma associação entre estes dados e as informações clínico-

histopatológicas disponíveis (tabela 1), foi observado que as pacientes 

correspondentes aos quatro casos referidos (casos 11, 15, 19 e 20) apresentam o 

mesmo tipo de tumor (CDI);  três destas (casos 11, 15 e 19) apresentam o mesmo 

grau histológico (II), e uma (caso 20) apresenta grau histológico diferente (III). A 

idade média (60 ± 11,9 anos) e o tamanho médio dos tumores (2,83 ± 2,45 cm) das 
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quatro pacientes não apresentaram diferença estatisticamente significante (t = 0,51; 

P > 0,50 e t = 0,52; P > 0,50) quando comparados com os mesmos dados da 

amostra total (56,65 ± 11,95 anos e 3,51 ± 2,28 cm, respectivamente). Foi observado 

ainda, que maior ou menor freqüência de alterações cromossômicas destes quatro 

casos não ocorreram sistematicamente nos tumores primários ou nas metástases 

em linfonodos sentinela, já que em tumores primários a maior freqüência de 

alterações cromossômicas foi observada nos casos 11 e 19, enquanto que nas 

metástases em linfonodos sentinela a mesma foi observada nos casos 15 e 20. 

Portanto, sugere-se que a diferença estatística observada entre os 20 casos 

estudados seja casual, não estando relacionada aos parâmetros clínico-

histopatológicos das pacientes ou à freqüência de alterações cromossômicas 

observadas. 

Como referido em Resultados, as informações obtidas através do teste de 

qui-quadrado foram melhor definidas ao aplicarmos aos dados a análise do 

coeficiente de correlação que indicou independência entre o número de ganhos dos 

tumores primários e das metástases em linfonodos sentinela, assim como, entre o 

número de perdas e entre o número total de alterações cromossômicas (ganhos + 

perdas), separadamente, de ambos os tecidos nos 20 casos. Para as três 

comparações citadas, os valores obtidos não foram signficativos, indicando que as 

variações do número de alterações cromossômicas ocorrem independentemente. No 

entanto, valores significativos foram obtidos quando as mesmas três variáveis 

especificadas acima foram consideradas quanto ao número de alterações por 

cromossomo. Estes resultados indicam que há uma correlação positiva entre a 

ocorrência do número de alterações cromossômicas por cromossomo nos tumores 

primários e nas metástases em linfonodos sentinela, ou seja, cromossomos que 
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apresentaram maior número de alterações (sejam ganhos, perdas ou o número total 

de alterações) em tumores primários, apresentaram maior número de alterações em 

linfonodos sentinela o mesmo ocorrendo com aqueles que apresentaram menor 

número de alterações (gráficos 7 a 9). Embora estas informações sejam de 

interesse, as mesmas devem ser avaliadas com maior precisão para que possam 

ser interpretadas com mais consistência biológica. 

As informações disponíveis neste estudo não permitiram que correlações 

entre alterações cromossômicas e os dados clínico-histopatológicos pudessem ser 

realizadas. Apenas analisamos a correlação entre o número de alterações 

cromossômicas e o tamanho do tumor, não tendo sido observada significância 

estatística, indicando que as variações do número de alterações cromossômicas e 

do tamanho do tumor são independentes (r = -0,01, t= 0,04; P > 0,90).  

Considerando as freqüentes diferenças dos tipos de alterações citogenéticas 

observadas nesse estudo e nos demais, a diversificação clonal e a heterogeneidade 

genética parecem ser características proeminentes da progressão do câncer de 

mama e do processo metastático. É provável que esta diversidade resulte da 

instabilidade genética característica das células de câncer de mama e que são 

reforçadas pela pressão seletiva a qual estas células são submetidas nos diferentes 

microambientes. Além disso, esses resultados indicam que em muitos casos os 

clones celulares dos tumores primários e metástases divergem em estágios iniciais 

da progressão tumoral e evoluem subseqüentemente de maneira independente, de 

modo que clones progenitores de origem comum não possam ser detectados 

(KUUKASJÄRVI et al., 1997a). 

Alterações presentes exclusivamente nas amostras originadas de sítios 

metastáticos podem indicar mecanismos moleculares que desencadeiam uma 
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vantagem seletiva das células metastáticas (KUUKASJÄRVI et al., 1997a). No 

entanto, não foi possível definir nesse estudo, alterações cromossômicas recorrentes 

e exclusivas das amostras de linfonodos sentinela, devido a grande diversidade de 

alterações ocorrendo aparentemente ao acaso. Dessa forma, com base nos estudos 

de amostras pareadas realizados até o momento, podemos sugerir que um modelo 

genético simplificado, como o sugerido para a tumorigênese do câncer colorretal 

(VOGELSTEIN et al., 1988), não é suficiente para explicar a tumorigênese mamária. 

Segundo este modelo, os tumores de câncer colorretal  se iniciam por mutações no 

gene supressor APC (localizado em 5q), resultando em alterações do produto 

protéico e proliferação celular anormal. Um segundo evento poderia ocorrer por uma 

nova mutação no alelo selvagem remanescente do APC. Em seguida, ocorre uma 

hipometilação do DNA, com a conversão de uma das células do epitélio 

hiperproliferativo em um pequeno tumor benigno (adenoma). Nestas células 

tumorais benignas freqüentemente ocorre ativação do gene KRAS (localizado em 

12p), levando à proliferação aumentada e aumento do volume tumoral. Mutações 

seqüenciais no gene DCC (localizado em 18q e deletado em 88% dos carcinomas 

colorretais) levam à displasia, adenoma viloso e, finalmente, ao estado canceroso. A 

transição de adenoma avançado para carcinoma é acompanhada de mutações no 

gene TP53 (localizado em 17p). Outras alterações seriam necessárias para que as 

células tumorais adquirissem a capacidade de invasão, conferindo maior 

malignidade. 

Os resultados de nossas análises iniciais demonstram claramente a 

necessidade de que sejam intensificados os estudos em tumores primários e em 

metástases nos linfonodos sentinela correspondentes, para a caracterização das 

alterações genéticas e epigenéticas presentes nos primeiros. Esta caracterização é 
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de grande importância por possibilitar o reconhecimento de alterações relacionadas 

ao processo inicial de metastatização mamária, diferenciando-as das que ocorrem 

nos sítios metastáticos mais distantes. Estudos moleculares, empregando técnicas 

de microarranjos, por exemplo, em amostras com significante quantidade de células 

metastáticas, obtidas por métodos de microdissecção celular, como Laser Capture 

Microdissection (LCM), são essenciais para estas análises. Assim que informações 

quantitativa e qualitativamente apropriadas sejam obtidas, maiores serão as 

possibilidades de se poder prever com segurança quais os pacientes, com 

envolvimento do linfonodo sentinela, apresentam risco aumentado de 

comprometimento de outros nódulos axilares. A caracterização das alterações 

cromossômicas em metástases nos linfonodos sentinela poderá auxiliar para um 

melhor entendimento da história natural e do comportamento biológico e clínico dos 

tumores malignos, sendo de fundamental importância para o desenvolvimento de 

novos métodos de determinação de fatores preditivos e prognósticos no câncer de 

mama (CAVALLI e CAVALLI, 2007). 
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6. CONCLUSÕES  
 
De acordo com os resultados obtidos da análise de 20 tumores primários de 

mama e seus linfonodos sentinela correspondentes, utilizando o método 

Hibridização Genômica Comparativa (CGH), concluímos que: 

 

• Os cromossomos com maior número de alterações nas amostras de tumor 

primário foram: 1 (24 - 11,0%) com 18 ganhos e seis perdas, 20 (20 - 9,1%) 

com 20 ganhos e 16 (18 – 8,2%) com 17 ganhos e uma perda, 

 

• Os cromossomos com maior número de alterações nas amostras de 

linfofonodo sentinela foram: 1 (23 – 12,2%) com 17 ganhos e seis perdas, 6 

(18 – 9,6%) com seis ganhos e 12 perdas e 19 (14 – 7,4%) com 14 ganhos, 

 

• As alterações mais comuns encontradas em ambos os grupos estudados 

foram: ganhos nos cromossomos 19 (8 casos), 16 (5 casos), 1p32~pter (4 

casos), 20 (4 casos), 17 (4 casos), 12q23~qter (3 casos), 1q22~qter (2 

casos), 18p (2 casos) e perdas em 13q13~32 (5 casos), 6q13~q23 (4 casos), 

2q22~q34 (2 casos), 

 

• Não foram observadas diferenças estatisticamente significantes entre as 

médias de ganhos, de perdas e do número total de alterações cromossômicas 

quando foram comparadas, separadamente, entre os tumores primários e 

metástase em linfonodos sentinela, 
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• Ganhos em 1q e 17q e perdas em 6q e 13q, freqüentes no presente estudo e 

nos descritos na literatura,  possivelmente ocorrem em estágio inicial da 

carcinogênese mamária, precedendo a aquisição de mudanças mais 

complexas durante a progressão e recorrência metastática, 

 

 

• Um grande número de genes envolvidos na proliferação e/ou diferenciação da 

célula mamária estão mapeados nas regiões alteradas nos casos analisados 

no presente estudo. Metodologias de análise de expressão gênica e protéica 

deverão definir o real envolvimento dos mesmos em cada uma das etapas do 

processo de carcinogênese mamária. 

 

• Um modelo de progressão tumoral mamária não pode ser inferido, devido à 

grande variedade de alterações ocorrendo aparentemente ao acaso em 

ambas as amostras analisadas, 

 

• O grande número de alterações cromossômicas isoladas encontradas sugere 

que esta diversidade resulta da instabilidade genética característica das 

células de câncer de mama reforçadas pela pressão seletiva a que estas 

células estão submetidas nos diferentes microambientes de crescimento, 

além de uma possível divergência clonal ocorrendo em estágios iniciais da 

progressão tumoral, o que determina a evolução independente dos clones 

celulares de tumores primários e de lesões metastáticas, 
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