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RESUMO

Com o principal objetivo de contribuir para o conhecimento citogenético das lesées
benignas e malignas da mama humana, foram analisadas citogeneticamente
amostras de cinco lesdes benignas da mama e cinco carcinomas mamarios. As
amostras de tecidos de lesGes mamarias foram coletadas no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana e no Hospital Nossa Senhora das Gragas (Curitiba,
PR) e foram processadas no laboratério de Citogenética Humana do Departamento
de Genética da Universidade Federal do Parand, utilizando-se a técnica de
desagregagéo enzimatica pela colagenase, seguida de cultura celular a curto prazo.
Nas cinco lesGes benignas mamarias foram analisadas 111 metafases com
bandeamento GTG (x=22,2+3,1), das quais 31 (27,9%) apresentaram cari6tipos
normais e 80 (72,1%) possuiam aberragées cromossémicas. Destas, 67 (83,7%)
eram clonais e 13 (16,3%) ndo clonais. Das 333 aberragdes clonais observadas
(excluindo-se os cromossomos marcadores), as numéricas (331) foram mais
frequentes do que as estruturais (2), e entre as numéricas as trissomias (280) foram
mais comuns que as monossomias (51). As aberragdes clonais foram observadas
mais freqUentemente nos cromossomos 21 (11,1%), 16 (8,4%), 19 (8,1%), 17
(7,5%), 20 (7,2%) e 18 (6,9%). Nos cinco carcinomas mamarios foram analisadas
126 metafases com bandeamento GTG (x=25,2+17,4), das quais 26 (20,6%)
apresentaram cariétipos normais e 100 (79,4%) possuiam aberragbes
cromossémicas. Destas, 84 (84%) eram clonais e 16 (16%) nao clonais. Das 136
aberragdes clonais, as numéricas (106) foram muito mais freqlUentes do que as
estruturais (30) e entre as numéricas as trissomias (78) foram mais comuns que as
monossomias (28). Os cromossomos mais frequentemente envolvidos nas
aberragbes clonais foram: 21 (16,2%), X (15,4%), 8, 11 (9,6%) e 17 (8,8%).
Comparando as aberragdes cromossdmicas clonais observadas nas lesdes
benignas e nos tumores malignos mamarios, nas primeiras constatou-se em média
74,6+125,8 aberragbes por lesdo e nos ultimos, uma média igual a 27,2+22,7
aberragdes por tumor. Verificou-se também que as aberragdes clonais numéricas e
estruturais ndo se distribuem igualmente nos dois tipos de lesbes (x%1=69,9;
p<0,001) sendo a diferenga devida principalmente as aberragbes estruturais, as
quais foram mais freqlentes nos tumores malignos da mama. O mesmo foi
observado em relagdo a distribuicdo das monossomias e das trissomias (x%=6,6;
p<0,05), as quais foram mais freqUentes nas lesdes benignas da mama. Nas lesdes
benignas e nos tumores mamarios estudados verificou-se que as aberragbes
cromossdmicas clonais nao ocorreram ao acaso nos diferentes cromossomos do
genoma e que os pontos de quebras 2p23; 11923; 17p12 e 17q21-23, identificados
neste trabalho, coincidem com a localizagéo de genes relacionados ao cancer de
mama como o ETS71 e BRCATA em 11923; ATM em 11q22.3-23; ERBB2 em
17921.1; BRCA1 em 17921; NME1 em 17q21-22 e BCAS3 em 17q23.

ix



ABSTRACT

With the main objective of contributing for the cytogenetic knowledge of the benign
and malignant lesions of the human breast, samples of five benign lesions and five
mammary carcinomas of the breast were analyzed cytogenetically. The samples
were collected at the Hospital de Clinicas of the Universidade Federal do Parana and
Hospital Nossa Senhora das Gragas (both in Curitiba, Parand, Brazil) and they were
processed at the Laboratorio de Citogenética Humana of the Departamento de
Genética da Universidade Federal do Parana, being used the technique of enzymatic
disaggregation by the collagenase, following by short-term cell culture. In the five
bening lesions of the breast, 111 metaphases were analyzed with GTG-banding (x=
22.2+3.1), 31 (27.9%) of these presented normal karyotypes and 80 (72.1%)
chromosomal alterations. Of these, 67 (83.7%) were clonal and 13 (16.3%) were
non-clonal. Of the 333 clonal chromosomal alterations observed (being excluded the
markers chromosomes), the numerical changes (331) were more frequent than the
structural changes (2), and among the numeric ones the trisomies (280) were more
common than the monosomies (51). The clonal chromosome alterations were more
frequently observed in the chromosomes 21 (11.1%), 16 (8.4%), 19 (8.1%), 17
(7.5%), 20 (7.2%) and 18 (6.9%). In the five mammary carcinomas 126 metaphases
were analyzed with GTG-banding (x= 25.2+17.4), 26 (20.6%) of these presented
normal karyotypes and 100 (79.4%) chromosomal alterations. Of these, 84 (84%)
were clonal and 16 (16%) were non-clonal. Of the 136 cional chromosomal
alterations observed, the numerical changes (106) were more frequent than the
structural changes (30), and among the numeric ones the trisomies (78) were more
common than the monosomies (28). The chromosomes more frequently involved in
the clonal alterations were: 21 (16.2%), X (15.4%), 8, 11 (9.6%) and 17 (8.8%).
Comparing the clonal chromosomal alterations observed in the benign lesions of the
breast and in the mammary malignant tumors, in the first ones it was verified an
average 74.6+125.8 abnormalities by lesion and in the last ones, an average
27.2422.7 abnormalities by tumor. It was also verified that clonal numerical and
structural alterations were not distributed equally in the two types of lesions (x%-
69.9; p<0.001) being the difference owed mainly to the structural alterations, which
were more frequent in malignant tumors. The same was observed in relation to the
distribution of the monosomies and trisomies (%= 6.6; p<0.05), which were more
frequent in benign lesions of the breast. In the benign lesions and malignant tumors
studied it was verified that the clonal chromosome abnormalities did not happen at
random in the different chromosomes of the genome and that the breakpoints 2p23;
11923; 17p12 and 17q21-23, identified in this study coincide with the location of
genes related to the breast cancer as ETS7 and BRCATA in 11923; ATM in 11922.3-
23; ERBB2in 17921.1; BRCA1in 17921; NME1 in 17921-22 e BCAS3 in 17q23.



| - INTRODUGAO

1- HISTORICO

Os primeiros estudos relevantes sobre a origem e o desenvolvimento do
cancer datam de 1890, quando o patologista alemdo DAVID VON HANSEMANN
(citado por HEIM e MITELMAN, 1995) estudando biépsias de carcinomas, observou
alta frequéncia de irregularidades nucleares e mitéticas nos tecidos malignos,
sugerindo a importéncia das mesmas para o diagnéstico do céncer. Em 1914
THEODOR BOVERI (citado por HEIM e MITELMAN, 1995) postulou a Teoria
Mutacional do Cancer onde, as aberragbes cromossémicas seriam as responsaveis
pelo comportamento maligno das células cancerosas. No entanto, esta teoria ndo
pbde ser testada nas décadas subsequentes, devido as dificuldades técnicas que
impossibilitavam um estudo adequado dos cromossomos humanos.

A citogenética do cancer comegou a evoluir, tendo como marco inicial, a
descrigdo do cromossomo Philadelphia (Ph), por NOWELL e HUNGERFORD (1960),
em pacientes com leucemia mieldide cronica. Esta foi a primeira anormalidade
citogenética associada a uma neoplasia especifica que confirmou a hipétese de
Boveri.

A primeira indicagdo de que as alteragdes cariotipicas nos tumores sélidos
também n&o ocorriam ao acaso datou de 1966, quando LEVAN e VAN STEENIS
(citado por HEIM e MITELMAN, 1995), independentemente, analisaram formas
asciticas de tumores gastricos, mamdrios, uterinos e ovarianos, observando que
determinados cromossomos apareciam em numero aumentado e outros faltavam de
forma sistematica.

A partir da década de 70, com o surgimento de técnicas de bandeamento dos
cromossomos humanos (ZECH, 1969; CASPERSSON et al., 1970 a,b,c,d,e) os
estudos citogenéticos do cancer apresentaram um notavel desenvolvimento
contribuindo de forma importante para o esclarecimento das aberragdes
cromossOmicas envolvidas no cancer e para a formulagao de novos conceitos sobre

sua etiologia.
Os dados citogenéticos obtidos utilizando-se esta metodologia foram

publicados num banco de dados estabelecido em 1975. O Catalogo de Aberragdes



Cromossomicas em Cancer é continuamente atualizado e, na sua sexta edicao,
publicada em 1998, estdo contidas informagbes de mais de 30000 casos
neoplasicos obtidos de mais de 7000 artigos (MITELMAN, 2000).

Com o advento das técnicas citogenéticas moleculares, nas décadas de 80 e
90; como por exemplo, as de hibridizagdo fluorescente in situ (FISH) e hibridizagéo
genémica comparativa (CGH), além de se ter ampliado o conhecimento sobre as
aberragées cromossdmicas adquiridas, tém-se esclarecido mecanismos moleculares
que operam nos processos neoplasicos. Nos ultimos 25 anos, os estudos de
citogenética classica e molecular revelaram mais de 600 rearranjos cromossdémicos
balanceados e associados a neoplasias. Atualmente, cerca de 100 genes parecem
estar envolvidos em rearranjos cromossémicos. Contudo, estes dados resultam,
principalmente, do estudo de malignidades hematolégicas. De fato, os tumores
solidos constituem menos de um tergo dos canceres humanos estudados
citogeneticamente. Primeiramente, atribui-se 2 isto a dificuldade e a baixa qualidade
cromossOmica obtida, particularmente, em neoplasias epit.iiais. Segundo, ao
contrario das doengas hematoldgicas, a maioria dos tumores sélidos ja tem, no
momento do diagndstico, uma grande quantidade de aberragées cromossdmicas
adquiridas durante a progressdo do tumor. Esta complexidade cariotipica dificulta a
identificagdo das varias anormalidades. Assim, mesmo quando a qualidade é
razoavelmente boa e cada anormalidade pode ser caracterizada, a diferenga entre
aberragido primaria, patogeneticamente essencial, e aberragcdes evolutivamente
secundarias &, via de regra, mais dificil em tumores sélidos do que em malignidades
hematolégicas. Finalmente, um numero crescente de tumores epiteliais, em
particular, carcinomas de pancreas, pele e mama, parecem estar caracterizados por
heterogeneidade cariotipica clonal.

Contudo, é sensato acreditar que estudos citogenéticos nos tumores sélidos
terdo, dentro de um futuro ndo muito distante, o mesmo papel essencial no
monitoramento dos pacientes como o que acontece com os tumores hematolégicos
(MITELMAN, 2000).



2- DADOS EPIDEMIOLOGICOS SOBRE CANCER DE MAMA

Atualmente o cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequente
observado no mundo e o mais comum que acomete mulheres. Estima-se que
ocorram mundialmente 999.000 novos casos de cancer de mama a cada ano
(aproximadamente 22% dos casos, de cancer feminino) e 375.000 mortes (PARKIN
et al., 2001).

O Instituto Nacional de Céncer do Ministério da Saude (INCA/MS, 2003)
estima que, para 2003, em todo o Brasil, ocorrerédo 402.190 casos novos e 126.960
Obitos por cancer. Para o sexo masculino, sdo esperados 186.155 casos novos e
68.350 ébitos, enquanto que, para o sexo feminino, sdo estimados 216.035 casos
novos e 58.610 &bitos. Estima-se que o principal cancer a acometer a populagao
brasileira sera o cancer de pele ndo melanoma (82.155 casos novos), seguido pelas
neoplasias malignas da mama feminina (41.610 casos novos), préstata (35.240
casos novos), pulméo (22.085 casos novos) e estdmago (20.640 casos novos).

Certamente, tanto devido aos procedimentos diagnésticos, como a melhoria
da informacgdo nos atestados de o6bitos, observou-se um aumento consideravel da
taxa de mortalidade por cancer de mama entre mulheres, de 1979 a 2000, passando
de 5,77/100.000 a 9,74/100.000. Os numeros de 6bitos © de casos novos esperados
para o ano 2003, na populagdo feminina brasileira, s&o, respectivamente, 9.335 e
41.610. Estes numeros correspondem a taxa bruta de mortalidade de 10,40/100.000
mulheres e taxa bruta de incidéncia de 46,35/100.000 mulheres, respectivamente.
No Estado do Parand espera-se em 2003, 550 dbitos e 1.560 casos novos de cancer
de mama, o que corresponde, respectivamente, as taxas de mortalidade e incidéncia
estimada em 10,96/100.000 mulheres e 31,13/100.000 mulheres. Estima-se que o
cancer da mama feminina manter-se-a como a primeira causa de morte em
mulheres em todo Brasil, seguido pelo cancer de pulmé&o, cancer de cdlon e reto,
cancer do colo do utero e estdmago.

As causas do cancer de mama sdo ainda desconhecidas. Contudo, ha-alguns
fatores de risco relacionados a suscetibilidade da mulher. A histéria familial se

constitui em um fator importante (o risco é duas a trés vezes maior); especialmente
se 0 cancer ocorreu na mée ou em irma e se desenvolveu antes da menopausa.

Outro fator é a exposigéo a radiagéo ionizante antes dos 35 anos de idade. Os



diferentes valores de incidéncia de cancer de mama no mundo sdo conseqiéncias
de diferentes exposi¢gdes ambientais e estilo de vida, comprovados em estudos de
migragéo. Os fatores de risco reprodutivos e hormonais aumentam o risco de cancer
de mama em mulheres que apresentam menarca precoce (antes dos 11 anos de
idade), menopausa tardia (apés os 50 anos de idade, em média), nuliparidade e
idade da primeira gestagdo acima dos 30 anos. O risco é elevado devido a
exposigéo a altas taxas de estrogénio enddégeno. O uso de contraceptivos orais € a
terapia de reposicdo hormonal continuam sendo alvo de muita controvérsia.
Aparentemente, certos subgrupos de mulheres, particularmente as que usam pilulas
com dosagens elevadas de estrogénios efou por longo periodo de tempo, tém maior
risco (PARKIN, et al., 2001).

A ingesta de dieta gordurosa e o consumo elevado de 4&lcool, embora
controversos, parecem elevar o risco de cancer de mama (PARKIN, et al., 2001).

A presenca de doenga proliferativa benigna da mama apresenta um risco
relativo aumentado para o cancer de mama. As hiperplasias atipicas tém um risco
maior do que as tipicas (INCA/MS, 2003).

Apesar de ser considerado como um céncer de relativamente bom
prognostico, se diagnosticado e tratado precocemente, as taxas de mortalidade por
cancer de mama continuam elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a
doenca ainda seja diagnosticada em estagios avangados (estadio lil e [V).
Investimentos tecnoldgicos € em recursos humanos no ambito de um programa
estruturado para detecgdo precoce desta neoplasia (mamografia), e a
implementagdo de um sistema nacional de informagdes (auto-exame das mamas)
constituem estratégias importantes no sentido de reverter este cenario (INCA/MS,
2003).



3- ANATOMIA E HISTOPATOLOGIA DA MAMA

3.1- ANATOMIA (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1994; INCA/MS, 2003)

As glandulas mamarias, que tém como principal fungédo a secregéo do leite,
se compdem de:

o Acino — unidade funcional definitiva da mama, responsavel pela produgéo do
leite durante a lactagédo. No inicio da menarca com a agdo hormonal
concomitante  resultante da interagdo hipdfise-ovario, ocorre o
desenvolvimento dos ductos terminais para formar a unidade lobular do ducto
terminal;

e Lobulo mamario — conjunto de acinos;

e Lobo mamario — conjunto de I6bulos mamarios que se liga a papila através de

um ducto;

e Ductos mamaérios — conduzem a secregéo (leite) até a papila. Os ductos
grandes, intermedidrios, bem como os ductos terminais das unidades
lobulares séo envolvidos por um denso estroma fibroso. Os ductos e I6bulos,

juntamente com o tecido fibroso constituem o parénquima da mama;

e Tecido Adiposo — o restante da mama é preenchido por tecido adiposo, cuja
quantidade varia com a caracteristica fisica, o estado nutricional e idade da
mulher;

e Papila — protuberancia elastica onde desembocam os ductos mamarios;

e Aréola — estrutura central da mama onde se projeta a papila (Figura-1).
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Figura 1- Estruturas Anatémicas e Principais Lesdes Benignas e Malignas da Mama
Fonte: COTRAN; KUMAR; ROBBINS. The Breast. In: PATHOLOGIC BASIS OF DISEASE.
Philadelfia: W.B. Saunders Company, 1994. p.1090.



3.2- ANOMALIAS CONGENITAS DA MAMA

E comum que uma extenséo do tecido mamério funcionante se prolongue até
a borda da axila. Raramente pode ocorrer um desenvolvimento mais completo da
mama ou do tecido papilar na axila ou em outra parte ao longo da linha lactea
original (isto é; a crista lactea embrionaria que se estende desde o broto do membro
anterior até o posterior, ao longo de cada lado da superficie ventral do feto). A maior
parte desta crista sofre uma atrofia completa. Por ocasido da nona semana de
gestagao, o unico espessamento persistente € na area definitiva da mama do térax
anterior. Assim, pode-se encontrar tecido mamario ao longo do tronco anterior,
acima ou abaixo da mama principal, até a area inguinal e, ocasionalmente, até nos
genitais externos, como a vulva. Essas anomalias podem apresentar-se clinicamente
como massa tecidual ou, as vezes, estdo sujeitas as mesmas doengas que afetam a
mama principal (BARTOW; FENOGLIO-PREISER, 1990).

Segundo COTRAN; KUMAR; ROBBINS (1994) as anomalias congénitas da

mama constituem-se em:

mamas ou papilas supranumerdrias - resultam do espessamento do tecido
epidermal ao longo da linha lactea, estendendo-se desde a axila até a regido
inguinal, acima ou abaixo da mama principal. Raramente podem surgir doengas que
afetam o tecido mamaério principal e, casualmente, mudangas do ciclo menstrual
causam dor intensa na mama, principalmente no periodo pré-menstrual.

tecido mamario axilar acessoério — o sistema ductal normal se estende da parede
toracica anterolateral até a fossa axilar. Normalmente, uma simples mastectomia néo
remove todo o tecido epitelial. Tal tecido pode dar origem a um tumor fora da mama
e, portanto, sdo comumente identificadas lesées de linfonodos axilares ou metastase
de cancer de mama oculto.

inversdo congénita da papila — anomalia bastante frequente em mulheres com
hiperplasia mamaria que pode ser corrigida por tragéo ou crescimento que ocorre
durante a gravidez. E clinicamente importante devido a dificuldade que pode causar
durante a lactagéo e porque pode sér observada em caérsinemas e inflamac¢des da
mama.



3.3- INFLAMACAO DA MAMA

Segundo COTRAN; KUMAR; ROBBINS (1994), a inflamagédo da mama é mais
comum no pés-parto, durante o periodo de lactag&o. As mais comuns s&o:

mastite aguda e abscesso: comum no periodo lactante, embora possa ocorrer em
qualquer idade. Rachaduras e fissuras na papila tornam a mama vulneravel a
infeccdo bacteriana, principalmente o Staphylococcus aureus e Streptococcus.
Normaimente a doenga € unilateral, podendo ser tratada satisfatoriamente pelo
aumento da sucgd@o, esvaziamento freqlente da mama e antibioticoterapia. O
processo inflamatério agudo pode evoluir para a formagdo de um ou mais
abscessos, 0 que exige intervengédo cirurgica. Um abscesso firme, ndo doloroso, as
vezes acompanhado por retracdo de pele e de papila pode ser confundido com o
cancer de mama.

ectasia ductal mamadria: é caracterizada pela dilatagdo dos ductos, obstrugdo de
secrecbes da mama, e marcada por uma reagdo inflamatéria periductal e
granulomatosa cronica intersticial que, algumas vezes, esta associada com um
grande numero de células infiltrantes (plasmécitos), recebendo o diagnéstico de
mastite plasmocitaria. Afeta geralmente as mulheres multiparas, mais idosas, que
tiveram episodios repetidos e/ou prolongados de amamentacédo. Esta lesdo esta
sujeita a bidpsia devido & dificuldade de diferencia-la clinicamente de um carcinoma.

necrose gordurosa: em geral, uma histéria de traumatismo precede os casos de
necrose gordurosa. Ocorre necrose focal do tecido gorduroso, seguido por uma
reagdo inflamatdria. Tem importante significado clinico, pois pode ser confundida
com carcinoma quando a massa gordurosa necrosada torna-se palpavel e é vista na

mamografia como calcificagao focal.



3.4- HISTOPATOLOGIA DA DOENGA FIBROCISTICA

Segundo GOMPEL; VAN KERKEM (1990), a ampla variedade de termos
encontrados na literatura para descrever a doenga fibrocistica reflete seu alto
polimorfismo e a dificuldade de integrar tantas lesGes variadas sob um unico titulo. A
etiologia da doenga fibrocistica, a doenga mais comum da mama, é parcialmente
compreendida. O parénquima mamario esta sob a influéncia de diferentes fatores
que podem modifica-lo permanentemente. Patriménio genético, balango hormonal,
idade, paridade, histéria de lactagdo, e possivelmente viroses e doengas
psicossomaticas podem influenciar a morfologia da glandula mamaria. A doenga
fibrocistica € comum em mulheres jovens e a taxa de incidéncia aumenta com a
idade, atingindo um pico entre 40 e 45 anos de idade. A doenga pode aparecer
numa forma localizada ou difusa, e com frequéncia ambas as mamas estdo
envolvidas. Histologicamente, a doenga fibrocistica resulta de diferentes
combinagbes das seguintes lesbes basicas: proliferagcdes epiteliais, que. inclui
epiteliose e papilomatose intraductal, cistos lactiferos, fibrose estromal, adenose
esclerosante ou adenomatose mioepitelial e metaplasia apdcrina.

Todos os graus de proliferagdo epitelial ductal podem ser observados na
doenga fibrocistica. Quando a proliferacéo € moderada e n&o aparece acompanhada
por atipia celular, o carater benigno da les&o é evidente. O reconhecimento de uma
hiperplasia atipica € importante, pois had dados pertinentes sugerindo que os
pacientes estdo sujeitos a um risco de 1,7 a cinco vezes maior de desenvolver
cancer do que a populagéo em geral.

A afinidade entre doenga fibrocistica e um risco aumentado de cancer de
mama tem sido alvo de discussdes. Constituem-se argumentos a favor, a frequente
localizagdo dos espécimes cirurgicos de doenga fibrocistica nas proximidades do
cancer mamario, a incidéncia da doenga em bidpsias prévias de pacientes cujas
mamas foram removidas por causa de cancer, e os estudos prospectivos de
pacientes que mais tarde desenvolveram carcinoma.

Entretanto, excluindo-se as les6es de hiperplasia epitelial atipica ou doenga
fibrocistica proliferativa, a evidéncia para uma ligagée entre deenga fibreeistica e um
risco aumentado de cancer ndo é consistente.
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3.5- HISTOPATOLOGIA DOS TUMORES BENIGNOS DA MAMA

Segundo GOMPEL; VAN KERKEM (1990), os tumores benignos da mama
s&o:
fibroadenoma - constitui-se na neoplasia fibroepitelial mais frequente da mama.
Normalmente aparece em mulheres na faixa etaria entre 15 e 35 anos, exibe
crescimento lento com caracteristicas hormdnio-dependentes. Dismenorréia, tensdo
pré-menstrual e menstruacéo irregular sdo caracteristicas mencionadas na histéria
clinica da paciente, sugerindo um disturbio hormonal. Geralmente manifesta-se
como uma massa unica, mas pode ser multifocal (20% dos casos) e podem ocorrer
em ambas as mamas simultaneamente. Histologicamente, o fibroadenoma é uma
proliferagéo benigna localizada de células epiteliais e fibroblastos estromais. Estes
tumores tendem a se estabilizar ou regredir na menopausa, sendo que durante a
gestacdo o seu crescimento é freqlente. Em 1996, HOULIHAN (citado por
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